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Sér1e CONCHYLICULTURE.

METHODES D'EXAMEN BACTERIOLOGIQUE
DE L'EAU DE MER ET DES COQUILLAGES
ESSAIS COMPARATIFS.

- Nous nous proposons de donner des indications concises sur les
résultats des recherches de bactériologie conchylicole poursuivies depuis
trois ans dans les laboratoires de l'Institut des Péches. -

l. EXAMEN DES EAUX ET DES COQUILLAGES
PAR LE PROCEDE DE VINCENT AU BOUILLON PHENIQUE

Des perfectionnements ont été récemment apportés a la méthode
utilisée depuis de nombreuses années pour contrSler la dualité bactériolo-
gique des eaux conchylicoles et des coquillages (*). Ces perfectionnements
portent principalement sur deux points

- composition du milieu de culture;
- technique d'examen des coquillages.

1A - Composition du bouillon phéniqué.

Le milieu de culture, tel qu'il est mis en incubatiom aprés ense-
mencement, doit avoir la composition suivante, pour un litre de solution:

Peptone bactériologique .evessesecess 20 §

Sel Marin secsescsscsosscosces-sacscnse 5 g
Phénol sesisscccsncscsosasnsccsscssss 0,85 8
pH ceecessssseseenasss et se s tee s 6,9a7,2

(*) L'ancienne méthode est décrite dans le rgpport intitulé "Evaluation de ta salubrité des eaux et
des coquillages en France" présentéen 1954 par R LADOUCE au Comité des Coquillages du Conseil !n-
ternational pour 1'exploration de la Mer -
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I1 importe d'utiliser une peptone d'excellente qualité;, exempte
d'indol mais capable d'en produire rapidement sous l'action d'Escherichia
coli; elle doit donc 8tre assez riche en tryptophane.

La teneur en chlorure de sodium peut varier légerement selon les
volumes des ligquides mis en ensemencement et leur plus ou moins grande
salinité (eau de mer ou liquidé de trituration des coquillages). En revanche,
l1'addition de solution phéniquée doit €tre faite de telle fagon que la
proportion de phénol dans le milieu de culture ne s'écarte pas sensiblement
de 0,85 g par litre. Cette condition est indispensable pour inhiber 1la
plupaftdes germes autres qu'E. coli sans géner le développement de celui-ci.

B - Examen des coquillages.

Les ensemencements sont effectués de fagon a4 pouvoir dénombrer
les E, coll contenus dans un volume déterminé de chair de mollusque.

En raison de sa présence en plus ou moins grande proportion, le
liquide intervalvaire est susceptible dPapporter des perturbations dans le
dénombrement microbien.

D'autre part. il a été constaté que les contaminations sont géné-
ralement mieux décelées par lfexamen du corps du mollusque que par celul du
liquide intervalvaire.

I1 a été observé aussi que la libération des E. colil inclus dans
le corps dumollusque exige une assez fine division; celle-cl est susceptible
de donner un résultat plus élevé gque lorsque la dilacération est sommaire.

Voici le mode opératoire; il est entendu que les diverses manipu-
lations sont faites avec les précautions habituelles d'aseptie.

a) Lavage et brossage [(sans antiseptique) des coquillages consti-
tuant l1'échantillon. On réunit un nombre d'individus tel que le volume total
de la chair soit compris entre 20 et 40 ml environ:

b) Ouverture des coquilles. Rejet du liquide intervalvaire.

¢} Mesure duvolume des corps dans une éprouvette graduée contenant
de l1'eau saléde a 1 % et stérilisée.

d) Découpage aux ciseaux, puls broyage au mortier avec du sable.

e) Addition d'eau salée stérile pour que le. volume total de lfeau
ajoutée aux corps de mollusques soit égal a deux fois le volume de ceux-ci.

f) Apreés agitation suivie d'un repos de quelgues secondes, prélé-
vement &4 la pipette de volumes convenables de liquide pour ensemencement en
bouillon peptoné et phéniqué.

’ En général, il est fait 2 séries d'ensemencements de 5 tubes chacune
l'une des séries est ensemencée i raison d'un ml par tube et 1l'autre avec
0,1 ml par tube.



Selon l'ordre de grandeur de la pollution, on peut faire varier
les volumes d'ensemencement. A défaut d'élément d7information sur 1'impor-
tance possible de la contamination, on ensemence 3 séries ou davantage.
Dans ce cas, onne trouve le plus souvent que 2 séries significatives; 1'autre
ou les autres sont entiérement positives ou nulles.

g) Incubation dans 1'étuve a 41°5 + 0°5 durant 40 & 48 h.

h) Repiquage en tubes de bouillon phéniqué et incubation 2 41/420
durant 24 h.

i) Recherche de 1'indol par la réaction de Salkowsky (réactif
nitreux) et dénombrement des tubes positifs, c'est-a-dire donnant la réaction
de 1'indol d'une fagon plus ou moins intense.

Remarques - ]
1) Il n'est pas tenu compte des cas ou la subculture forme seule~

ment un louche microbien, sans réaction de 1%indol.

2) Lorsque les coquillages sont fortement contaminés. les cultures
peuvent se développer rapidement et il est possible d'obtenir un résultat
en 30 heures environ {incubation de 22 a 24 h. pour la culture primaire et
de 6 2 8 h. pour la subculture).

3) La recherche de 1'indol peut donner assez fréquemment un résul-
tat positif en culture primaire comme dans la subculture correspondante. Il
arrive méme qu'une production d*indol en culture primaire ne se manifeste
plus en subculture.

Cependant, le repiquage est utile pour les raisons suivantes :

al En présence du glycogeéne provenant du corps des mollusques, le
pouvoir indologéne d*E. coli est susceptible de ne pas se manifester,

b) Lorsque la réaction de 17indol est positive en culture primaire
et négative en subculture, il y a lieu de suspecter la présence de germes
indologeéenes autres qu'E. coli. Ces germes ont €té affaiblis puis complétement
inhibés par les deux passages en bouillon phéniqué : ils ne sont pas démons-
tratifs d*une polilution,

Détermination du nombre d'E. coli

Tous les tubes de la subculture donnant la réaction de 1l'indol,
quelle que soit 1'intensité de celle-ci, sont compités comme contenant E. coli.
Une forte réaction est assez souvent susceptible de correspondre i une conta-
mination particuliérement récente; cependant, il a été constaté gque des
E. coli bien identifiés pouvaient n'€tre que faiblement indologénes. C'est
donc essentiellement le nombre de tubes positifs pour un volume dfensemen-
cement donné quil est utilisé pour apprécier l'importance de la contamination
éventuelle. :

L*un de nous a €tabli des tables qui donnent immédiatement le nom-
bre d"E. colipar litre de liquide d’ensemencement d’aprés le nombre de tubes
positifs. La formule algébrique ayant servi & la construction de ces tables



repose sur les principes ordinairement admis dans les laboratoires frangals
de bactériologie.

Le nombre d'E., coli contenu dans les coquillages est obtenu en
multipliant par 3 le résultat donné par le liguide d’'ensemencement, pulsque
les bactéries ont été dispersées dans un volume égal a 3 fois celui des corps
de mollusques.

Identification des bactéries indologénes en bouillon phéniqué -

Nous avons supposé, pour. faciliter l'expression des résultats, que-
les tubes indologénes correspondent & la présence d'E. coli., En fait, ce
n‘est pas parfaitement exact; mais l'hypothése est acceptable car elle ne
conduit pas a une erreur notable.

I1 a été vérifié, en effet, que 95 % environ des germes indolo-
génes en bouillon phéniqué sont des E. coll typiques.

Cette vérification a été faite de deux fagons

Isolement des germes sur gélose E.M.B.; repiguage des colonies
violettes en milieu de Kligler et de Simmons.

- Repiguage en bouillon lactosé, bilié, additionné de vert bril-
lant et en eau peptonée pour recherche du pouvolir indologéne; incubation de
ces deux milieux & 44° (Test de Mackenzie).

2. EXPERIMENTATION DE NOUVELLES METHODES.

Deux méthodes ont été expérimentées pour 1l'eau de mer et les
coquillages

1) Ensemencement en bouillon de peptone lactosé, bilié et addi-
tionné de vert brillant. Incubation & 44°. Pour les tubes gazogénes, repi-
gquage en eau peptonée et recherche de 1'indol apreées incubation a 44°.

2) Procédé de la membrane filtrante; celle—ci, apreés récoclte des
germes, est placée sur milieu de Chapman modifié (gelose lactosée, addition-
née de triphényl-tétrazolium et de Tergitol) puis incubée & 44° (%),

Voici le résumé des principales observations faites jusqu'alors

i) Une durée d’incubation de 24 h. du bouillon a la bile et au
vert brillant est généralement suffisante pour donner un résultat signifi-
catif. Les cultures gazogénes dans le bouillon sont le plus souvent indolo-
génes aprés repiguage en eau peptonée (E. coli typique). Particuliérement
pour les coquillages, on peut parfois constater la présence de germes gazo-
geénes non indologénes; mais dans l'ensemble, la proportion de ces germes
n‘est pas élevée,

(*) Pour la description du procédé, voir : "La colimétrie de 1'eau sur membranes filtrantes", parR.
BUTTIAUX, G. MUCHEMBLE et Th. LEURS - Ann. Inst. Pasteur, juln 1953,




2) Le procédeé de la membrane filtrante peunt fournir un résultat
en 24 h. Son application présente des difficultés lorsque l'eau est limo-
neuse; il en est de méme avec le corps des mollusques. Dans ce dernier cas,
on peut seulement dépister les fortes contaminations, car il est seulement
possible de filtrer un trés faible volume (0,5 m) de liquide de trituration

de la chair pour une membrane de 5 cm de diamétre)

3) Avec ‘l'eau de mer, les trois procédés (bouillon phéniqué,
bouillon au vert brillant, membrane filtrante) donnent des résultats qui
different fréquemment entre eux; le résultat le plus fort est souvent obtenu
avec le bouillon phéniqué, tandis que la membrane donne le nombre le plus
faible.

L'écart est parfois treés grand., mais comme il est inégal, celui qui
correspond aux valeurs moyennes est moins important.

Par exemple, un groupe de 15 analyses nous a donné;, pour le bouil-
lon phénigué, un résultat global approximativement égal au double de celui
relatif au bouillon au vert brillant. Le résultat moyen fourni par la mem-
brane était inférieur dfenviron 15 % & celui du vert brillant.

4) Pour les résultats globaux concernant 43 échantillons de coquil-
lages, il a été trouvé gue le rapport entre la somme des nombres respecti.--
vement obtenus avec le bouillon phénigué et le bouillon au vert brillant
était de 1,3; 1'écart est donc moins grand que pour l’eau de mer. Lorsque le
procédé a la membrane est applicable. il donne des résultats qui ne sont pas
nettement inférieurs & ceux des autres procédés

3. ESSAl DE LA METHODE DE CLEGG ET SHERWOOD.

Plusieurs essais furent faits pour comparer la méthode aux tubes
roulés de CLEGG et SHERZOOD avec celle du boulllon phéniqué de VINCENT. La
gelose de MAC CONKEY utilisée était le milieu préparé OXOID [(CM 115 A},
A défaut d‘appareil spécial, les tubes ensemencés furent roulés a la main
sur une surface froide. Incubation de 24 h. a 44" .

Les essals ont porté sur divers échantillons de coquillages sus-
ceptibles de renfermer des nombres trés variables d'E. coli. Un échantillon
d’eau de mer fut également examiné.

Les échantillons de coquillages ont été préparés comme il est indi-
qué dans la premiére partie de ce rapport. Pour les deux méthodes, les ense-
mencements ont été faits & partir des mémes liquides contenant les produits
de la trituration des corps de mollusques. Tous les résultats ont été cal..
culés en appliquant le coefficient 3 au nombre de germes trouvé dans le
liquide de trituration. De cette fagon, les différences qui peuvent é&re
constatées tiennent uniquement aux procédés de culture.

_ Pour chaque échantillon (sauf un), deux ou plusieurs détermina -
tions furent faites avec chaque méthode, Les résultats sont exprimés pour
un litre de chair de mollusque oud’'eau de mer (Voir Tableaun I},



Le tableau II récapitule comparativement la moyenne des résultats
des déterminations faites pour chaque échantillon.

Dans le cas de la méthode de VINCENT, afin d’obtenir le nombre le
plus valable, la moyenne est calculée dfaprés les résultats donnés par une
répartition équilibrée des tubes positifs dans les séries semblables.

TABLEAU |

E. coli par litre
Echantillons ) Essais VINCENT CLEGG et SH.
1. Huitres 1 0 0]
2 0} 0
3 0 0
4 ¢}
5 0
2. Moules 1 36800 8000
2 12000 3000
3 18000 0
' 4 2000
5 12000
3. Moules 1 0 3000
2 0 3000
3 0 o}
4 3000
S 0
4. Moules 1 36800 0
2 2400 3000
3 1200 0
4 3000
5 3000
5. Moules 1 1200 0
2 600 3000
3 1800 0
4 0
5 3000
6. Coques 1 180 x 104% 237 x 104
2 240 x 104 255 x 104
3 231 x 104
7. Palourdes 1 24000 54000
2 72000
3 57000
4 54000
8. Eau de mer 1 15000 5000
2 10000 11000
3 8000
4 8000
5 7000




TABLEAU [}
E. coli par litre
Echantillons 1 VINCENT CLEGG et SH.
1. Huitres ~ 0 o]
2. Moules : 10000 , 6000
3. Moules : ] _ 1800
4., Moules 2300 . 1800
5. Moules 1200 - , : 1200
6. Cogues 210 x 10% 241 x 10%
7. Palourdes ' 24000 60000
8. Eau de mer , 13000 8000
Remarques -~ .
13 Pour 2 échantillons de coquillages sur 7 f{les n°% 3 et 7). les

résultats sont nettement plus élevés avec la mé€thode anglaise qu- avec celle
au bouillon phéniqué; mais les écarts ne sont pas toujours dans le méEme
sens., Il nt‘est donc pas possible de dire que les résultats de 17une des
méthodes sont systématiquement plus élevés gue ceux de 1l'autre. '

2) Pour 1l'une et 1l'autre méthodes considérées séparément. la cons-
tance des résultats dépend de liuniformité de répartition des germes dans
le liquide d'ensemencement. A cet égard, 1'une des méthodes ne semble pas
nettement supérieure a 1l'autre.

3) Par rapport & la méthode de VINCENT, la méthode anglaise pré .
sente un avantage marqué en ce gqul concerne le délal nécessaire pour 1’cb-
tention du résultat. En revanche, elle nécessite . certaines précautions par-
ticuliéres et un matériel spéciadl pour €tre aisément applicable.

Sur les tubes roulés contenant la gélose de MAC CONKEY. 1le dénom--
brement des colonies est parfois malaisé ou douteux. La difficulté. surtout
pour un observateur gui n'a pas une longue expérience de la méthode, réside
principalement dans la petitesse de certaines colonies; en outre, la colo-
ration des colonies n'est pas toujours parfaitement franche. Par exemple,
pour l'échantillon de palourdes, sur les 79 colonies comptées sur 4 tubes
roulés, 50 étaient trés petites et leur identification incertaine.

v , La caractérisation d'E. coli est moins sdre avec cette méthode
gu'avec -la méthode de la membrane filtrante précédemment indiquée.

CONCLUSIONS RROVESOIRES:

. L‘étude des méthodes bactériologiques en vue d'une normalisation
exige de multiples expériences, aussi serait-il actuellement prématuré de
formuler des conclusions définitives. ’ '



Des avantages et des inconvénients peuvent €tre atiribués a chaque
méthode, compte tenu des conditions pratiques de l'exercice des contrdles
bactériologiques.

Pour un méme échantillon, les essails comparatifs donnent, selon
les cas, des résultats plus ou moins concordants ou discordants. Les discor-
dances tiennent non seulement a ce que les germes dénombrés n'appartiennent
pas toujours a la méme espéce et au méme type, mais aussi et surtout a1l'af-
faiblissement assez rapide d'E. coll dans le milieu marin. Selon les condi-
tions de culture, les germes affaiblis reprennent leur vitalité ou demeurent
inhibés, '

M. BOURY et J. BORDE

Science & Péche Le Directeur
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