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A propos de l'analyse bactériologique quantitative
des eaux
et des coetificients d’incubation

par Emile Novel

Chef du Service cantonal d'analyses bactériologiques
Institut d’'Hygiéne (Geneve)

Selon les données actuelles du «Manuel suisse des denrées alimentaires» la
numération des germes, en vue du dénombrement total des microorganismes
présents dans une eau, se fait dans la regle, le cinquieme jour. «Cependant,
peut-on lire (p. 220), lorsqu’il s’agit d’une culture sur gélatine, il est nécessaire
de faire la numération des germes dans un laps de temps plus court. Dans tous
les cas, on mentionnera dans le rapport le temps de séjour a I’étuve.»

Or, on le congoit, il n’est pas indifférent quant a I'exactitude des résultats,
d'effectuer le dénombrement des germes, le troisieme, le quatrieme ou le cin-
quieme jour. Il s’en faut de beaucoup.

On sait, et nous 'avons montré expérimentalement dans une de nos publi-
cations antérieures, que pour un matériel polymicrobien tel que l'eau, il faut
une incubation de 13—15 jours pour que tous les germes forment une colonie
macroscopiquement visible.
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En effet, lorsque le matériel a analyser comporte plusieurs espéces micro-
- biennes il est impossible de savoir, sans procéder a une analyse qualitative
préalable qui exigerait des semaines de travail continu, combien il y a d’espéces
différentes et quelle est, pour chacune d’entre elles, la température optimum de
multiplication. L'on est donc obligé de choisir arbitrairement une température
fixe d’incubation, température a laquelle on placera les plaques ensemencées.
Mais alors pour étre certain que tous les germes de quelle espéce que ce soit
puissent se développer, pour autant d’ailleurs que les conditions thermiques,
nutritives et respiratoires le permettent, il faut prolonger la durée du séjour a
I’étuve pendant des semaines, voire un mois. Les résultats d’analyses se font
attendre d’autant. De plus, si 'on utilise la gélatine comme milieu, les germes
liquefiants, méme peu nombreux, ont tot fait de réduire le substratum nutritif
en une bouillie liquide qui rend — et pour cause — tout dénombrement im-
possible.

Pour parer a cet inconvénient, plusieurs expérimentateurs ont dressé des
tables donnant, en pour cent, le nombre de germes qui se sont développés au
bout de 2, 3, ... 14, 15 jours d’incubation. Ils ont pu calculer ainsi le coefficient
par lequel il faut multiplier le nombre des germes comptés a un jour déterminé
pour obtenir, malgré l'arrét de I'analyse, le nombre de colonies qui auraient
été visibles apres 15 jours d’incubation.

Nous mentionnons dans le tableau suivant les tables et coefficients les plus
fréquemment utilisés lors d’analyses bactériologiques quantitatives entreprises
en vue de la détermination du nombre de bactéries contenues dans les eaux.

Ces tables ont toutes été établies de la méme maniere. Les auteurs ont
procédé a plusieurs séries d’analyses d’eau; ils ont noté chaque jour le nombre
de colonies nouvelles qui apparaissaient et en ont établi le pourcentage. Toutes
les cultures ont été faites sur gélose a une température de 18—20° pour les
expériences de Rossi, de Miquel et d’Abba et de 16—18° pour celles de Uincent.

La remarque qui s'impose immédiatement, c’est que, quoique les conditions
de culture et d'incubation aient été identiques dans les diverses recherches (sauf
pour celles de Uincent), les tables ne sont pas strictement comparables et donnent
des pourcentages et des coefficients qui varient notablement selon les auteurs.
Abba avait d’ailleurs été amené a se servir d’une table personnelle parce que
celle de Miguel ne lui donnait pas satisfaction. «J’ai, dit-il, mis en relief ce
point particulier (pourcentage des colonies apparues apres x jours d’incubaiton)
parce que certains font encore usage de la poétique échelle de Miquel qui conduit
a des résultats tout a fait erronés.»

Pour notre compte, nous avons employé, lors d’analyses quantitatives des
eaux du réseau de la Ville et du Canton de Genéve, les diverses tables signalées.
Or, pas plus les coefficients de Miquel, que ceux de Rossi ou méme ceux d’Abba
nous ont permis d’obtenir des résultats exacts. L’on ne saurait suspecter I’habileté
des expérimentateurs et la conscience scientifique avec laquelle ils ont conduit
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Tableau 1

Tables et Coefficients d'incubation

Arrét de Table Table Table Tanle Table Coelticient | Coefficient
I'analyse de de de de de de de
apres Miquel Rossi Vincent Abba Novel Miquel Vincent
1 2 1 — 1 — 50 —
Z 13,6 15 5,1 12 15,04 A ] 19.6
3 25,4 24 113 30 29,20 3,93 8,82
4 38,7 35 17,8 43 45,57 "2,58 5,61
5 53 47 259 52 56,19 1,88 3,36
6 63,7 60 32,7 59 64,15 1,57 3,05
7 72,5 70 54,9 63 71,23 1,37 2,40
8 78 79 65,7 70 77,87 1.28 1,82
9 82 86 Fia b 76 81,41 »22 .52
10 859 91 84 80 85 1,16 B
11 89,2 96 90,9 87 88,93 i,12 1,19
17 92,1 97 94,3 93 93,80 1,08 1,10
13 95,1 98 96,1 G5 97,78 1,05 1.06
14 97,6 100 100 97 08,23 1,62 1,04
15 100 100 100 100 100 1,00 i CO
Jours 18° 18° 16 18° 18°
d incu- i e = e e
bafer | 200 200 | 180 200 | 20"

leur travail. Il y a donc une ou plusieurs causes qui, en dehors de la technigic
méme utilisée semblablement par tous les microbiologistes cités, interviennent
pour faire varier les résultats d'une recherche a l'autre. Si tel est le cas, il y
aurait possibilit¢é de dresser non seulement autant de tables différentes que
d’'auteurs s’occupant de ce probléme, mais autant de tables que d’expériences
faites par le méme bactériologue. A notre tour, établissons une table afin de
déterminer si nous pouvons obtenir des pourcentages se superposant exactement
a une tabelle déja en usage ou si nous ne ferons quaugmenter leur nombre
par une table nouvelle.

Expérience No 1

Un centimetre cube d’eau du réseau de la Ville de Genéve, eau prélevée
le 25 février 1946 a la fontaine de la rue des Pavillons a été réparti, a raison
de 0,05 cm?® par plaque dans 20 Pétri. Les boites, placées a 1'étuve a 18—20°
ont été inspectées 20 jours de suite. L’apparition des colonies nouvelles a été
notée chaque jour. Les résultats de I'analyse sont consignés dans le tableau No 2.
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Tableau 2

Nombre de colonies, qui se sont développées sur gélose a la température de
18 20" aprés x jours d'incubation
Milieu: Gélose Température d’incubation: 18—20°

No 17e au
des ler | 2e | 3e | 4e | 5e | 6e | Te | 8e | 9e |10e | 1le | 12¢ | 13e | 14e | 15e | L6e | 50 i,
Plaques
1 0| 2(«6|10}12(12)12| 12112 12| 13| 14| 15} 16| 16| 16| 16
Z 0| 5| 6| 9(11|12|13|15| 16| 17| 17| 18| 18| 18| 18| 18| 18
3 Q| 21| 5 6| 7} 7| 8| 8 8| 88| 8] 8| 8] 8 8
4 O 2|6 7| 8 9| 9 9 9 9 9| 9| 9| 9| 9| 9 9
5 O|0L2}) 3 31 3.3 44 4| 4 6| 7| 7| 7| 7 7
6 0| XL 5B 6f 6jEy 7 £F 8] 8 &) 8| 8 8) 8 8
7 Ol 3L 31 8L 7] 71 £ '8l 8| 1010 121 154 15| T2 17| 17
8 @ (2 0050 AL 6 AR Gl 430 151150 B8 51 15 " A5 250 151145
9 0| 1] 1.1 3/-6| 9| 10f 10| 10( 10| 10} 10| 10} 10| 10| 10| 10
10 4 18 T T B | L3 %5 &6 6 B 61 B 6166 6
il O35 8 9, 9({ 9| 9| 9| 9(10| 10| 10| 10| 10| 10| 10
12 0| 3| 4| 6| 8|11} 12| 14| 15| 15| 17| 18| 19} 19| 19| 19| 19
13 Ol "2 L2l 3k S S .6 6 6l 61 27| )99 9
14 o 08 M S S SR8 T o G0 O B B O B e O N R
15 0.1, 0] 24 31.5| 6.6 7| 7] 8] 10} 10 104 10110| 161, 10
16 O a3 b 16 18 84 9L t0 ) 10 10 L1 bz F A3y 15 P ke 15 15 <15
17 O 2.{ 4 6| 6| 6| 8|91 9] 910} 10| 10}-10{ 10 104 : 10
18 Q1 1 34 7 9910 My it 40 1247131 151 43} 13§ 13 13|, 13
19 O L0021 3 o4l 515 Gl 72 781 81 81 &) 8 8
20 256 W o B SR - R R < G T W 8 et ) SV Al il 7
Té?;;ﬂ 0 66 127 161 184 201 221 226
colonies 34 103 145 176 192 212 222 226 | 226
Augmen- A : 5 5
tation ..l 'V +32 + 2 + 15 +8 +i +4
gm-e 434 + 31 +12 +8 -+ +9 | +I +0 | 0 0

Nous remarquons tout d’abord que de nouvelles colonies sont apparues jus-
qu’au 15e jour, aucune entre le 15¢ et le 20e jour. La teneur en germes de 1'eau
analysée est de 226 au cm?.

Le pourcentage des colonies visibles du 2e au 20e jour a été calculé sur
la base des résultats de la présente analyse. Il appert de ces résultats que nous
avons bel et bien établi un nouveau tableau, qui, bien que ne montrant pas de
différences accusées avec les pourcentages des autres tabelles, n’est toutefois pas
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superposable exactement a aucun d’entre eux. Cela ne signifie nullement qu’il
soit meilleur ou pire que ses «confréres», mais qu'il est le seul a s’appliquer
parfaitement aux chiffres de I'analyse dont il est tiré. Nous allons d’ailleurs le
prouver facilement. Il suffit pour cela d’appliquer les pourcentages établis par
Rossi, Abba et Miguel aux résultats obtenus dans l'analyse de la présente ex-
périence.

Tableau 3

Utilisation des diverses tables et coefficients appliqués
a la méme expérience

Fotie colrig;l;ts)r\zs?g]es Nombre de germes au cm? selon les pourcentages de
d'incubation ac}l)'irﬁgu}t()aitci):;s Novel Rossf Abba Miguel
ler 0 — — — —
2 34 226 222 283 250
o 66 226 275 220 260
4 103 226 294 239 266
5 127 226 210 242 204
6 145 226 241 246 221
/i 161 226 230 255 229
8 176 226 222 251 22D
9 184 226 230 242 225
10 192 226 211 240 222
11 201 226 209 231 225
12 212 226 218 228 228
13 221 226 2925 208 232
14 226 226 222 229 226
15 226 226 226 226 226
16—20e 226 226 226 226 226

L’on constate a la lecture du tableau précédent que:

1 Quelles que soient les tables utilisées, il n’en est point qui donnent des
résultats d’'une exactitude mathématique.

20 Les variations les plus importantes se montrent dans les résultats calculés
sur la base des colonies apparues dans les premiers jours d’incubation.

3% Des le 6e jour d’incubation, les résultats obtenus au moyen des pourcentages
de n’importe quelle table sont sensiblement plus proches du chiffre réel. Il
faut attendre le 14e jour pour que les résultats donnés par les différentes
tabelles soient identiques.
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4" Les erreurs peuvent dépasser 30 %o, si I'on tient pour exact le chiffres de
226 germes-au cm?®, chiffre moyen obtenu par le dénombrement de 20 pla-
ques de Petri. Or, comme le coefficient de variation de cette série est de
34,51 Ton voit que les chiffres obtenus en utilisant les diverses tabelles
restent a l'intérieur de cette variation.

L’on peut donc conclure et dire que si les tables ne peuvent fournir des
chiffres mathématiquement exacts, elles donnent, quant au nombre des germes,
des résultats comportant des variations de 'ordre de grandeur de celles qui sont
dues a la technique méme de la méthode des plaques.

Mais quelles sont les causes qui interviennent pour qu’il soit impossible
d’établir une table-standard offrant les plus grandes garanties d’exactitude ?
Ces causes! mais ce sont tout simplement le nombre et les proportions des di-
verses especes microbiennes qui peuplaient les différents échantillons d’eau dont
I'analyse quantitative et les résultats ont servi a édifier les coefficients d’'incu-
bation. La flore microbienne varie d'un prélévement a 'autre, d’'un échantillon
d'eau a l'autre: le nombre des especes pouvait étre considérable dans un cas,
insignifiant dans un autre et lorsqu'on sait que chacune des especes présentes
exigent pour sa multiplication optimum des conditions nutritives, thermiques,
respiratoire différentes et que, par surcroit, chacun des individus de chacune de
ces especes ont également des potentialités reproductives variables, il est bien
difficile de prétendre fixer le pourcentage des colonies qui devrait mathémati-
quement apparaitre a tel ou tel jour d’incubation déterminé.

En fait, il n'y a qu'un moyen pour ¢liminer les principales difficultés qui
rendent les analyses quantitatives concernant I'eau de boisson sujette a maints
aléas: c'est de remplacer en tant que milieu la gélatine par la gélose, — nous
I'avons proposé dans un travail antérieur —, ce qui évitera tout danger de
liquéfaction. Il faudra ensuite avoir la patience d’attendre le minimum de temps
nécessaire — 15 jours — a la poussée totale des colonies issues de tous les
germes capables de donner une descendance. Ainsi point ne sera besoin de re-
courir a quelle table que ce soit pour obtenir des résultats plus ou moins appro-
chés. Il est vrai que ces résultats ne seront obtenus que tardivement et que
I’analyse ne sera terminée qu’au bout de 16 jours. Mais, en général, il n'y a pas
péril en la demeure et il n’est guere de cas ou 'on ne puisse rester dans 1'ex-
pectative deux semaines durant — pour un examen quantitatif et non qualitatif
s’é¢tend — car lorsqu’il s’agit d’établir pour la premiére fois la potabilité d’une
eau quelconque (eau de source, de puits, de lac, etc.) il faut procéder a un grand
nombre d’analyses s’étendant tout au long d’'une année de facon a ce que I'étude
bactériologique quantitative compléte tienne compte des différentes conditions
meétéorologiques (pluies, sécheresses, crues, étiage) variables au cours des saisons.
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Résumé

L utilisation des coefficients d’incubation — quelle que soit par ailleurs la
table employée — ne permet pas d’obtenir des résultats d'une exactitude
mathématique.

Pour un matériel polymicrobien ce n'est qu'a partir du sixieme jour d’in-
cubation que le nombre de germes obtenu par 'usage de n’importe quelle
table est proche du chiffre réel.

[’erreur, en plus ou en moins, quant au nombre des germes peut s'élever
a 30 Y.

Un résultat exact — en faisant abstraction des causes d’erreur possibles
dues a la technique méme de la méthode dite des plaques — n’est donné
que par le dénombrement des colonies apres 15 jours d’incubation a 18—20°.

Zusammenfassung

. Die Anwendung von Inkubationskoeffizienten — welches auch die ver-

wendete Tabelle sei — gestattet nicht, mathematisch richtige Resultate zu
erzielen.

. Erst nach 6tagiger Bebriitung ist fiir ein polybakterielles Material die er-

haltene Keimzahl bei Beniitzung beliebiger Tabellen mit der absoluten Zahl
einigermassen ibereinstimmend.

Der Fehler kann +30 %o betragen.

. Ein genaues Resultat — abgesehen von den Fehlerquellen, welche dem

Plattenverfahren als solchem anhaften — wird nur durch das Auszahlen
der Kolonien nach 15tdgiger Bebriitung bei 18—20° erhalten.
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Abba: Atti d. R. Academ. de Med. de Torino, 14 nov. 1903.
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