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REVUE DES SCIENCES DE L'EAU 401-408 

Utilisation du bouillon sélénite F modifié 
pour dénombrer Salmonella 
dans les milieux aquatiques 

Modifiée! Seleniîe broth 
for enumerating environmental Salmonellae from 
environmental waters 

B. BALEUX, J. ALIBOU, M. TRÛUSSELLIER, P. GOT (1) 

RÉSUMÉ 

Ce t r a v a i l a pour ob je t de présenter une nouve l le méthode de 
dénombrement des SaùnoneZùi dans d i f f é r e n t s types d'eaux (de 
r i v i è r e , saumâtre, eaux usées bru tes et épurées) basée sur 
L ' u t i l i s a t i o n d 'un m i l i e u d 'enr i ch issement au s é l é n i t e a d d i ­
t ionné de Novobiocine et de P r i l e t sur une adap ta t ion de la 
technique du N.P.P. à l'ensemencement d ' é c h a n t i l l o n s de grands 
volumes après f i L t r a t i o n permet tant de q u a n t i f i e r les t r è s 
f a i b l e s concent ra t ions de ScUmomZZa. Les v é r i f i c a t i o n s des 
performances de ce t te méthode d ' i so lemen t et de q u a n t i f i c a t i o n 
sont basées sur L'étude des cro issances de d i f f é r e n t e s souches 
de ScUbnonzJULa. e t d ' a u t r e s espèces bac tér iennes dans le m i l i e u 
d 'enr ich issement m o d i f i é , a i n s i que sur les r é s u l t a t s q u a n t i ­
t a t i f s et q u a l i t a t i f s f o u r n i s par c e t t e méthode l o r s q u ' e l l e est 
appl iquée à des é c h a n t i l l o n s d 'eau en provenance de l ' e n v i r o n ­
nement aqua t ique . Ces r é s u l t a t s montrent notamment que La mé­
thode proposée est suff isamment sens ib le pour dé tec te r 1 à 
2 SaZmonzttCL dans 10 l i t r e s d 'eau analysée et q u ' e l l e ne pa ra î t 
pas excLure de sé ro t ypes , du moins parmi ceux les p lus fréquem­
ment i s o l é s en France. L ' e f f i c a c i t é de la méthode s tandard isée 
API Z pour l ' i d e n t i f i c a t i o n enzymatique du genre S&ùnonctta. a 
é té également t es tée en ré fé rence aux r é s u l t a t s de La s é r o t y p i e . 

SUMMARY 

This paper présents a new method for enumerating SaànonzZta in 
environmental waters (freshwater, brackishwater, sewage 

[1] Laboratoire d'Hydrobiologie marine et Continentale U.A. 694 CNRS. 
U.S.T.L. Place Eugène Bataillon, 340BQ Montpellier Cedex. 
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and treated waters) using the F Selenite enrichment broth 
modified by the addition of Novobiocin and Prit, and an 
adaptation of the M.P.N. method for the inoculation of Large 
amounts of water after filtration to improve the enumeration 
of Low concentrations of SaZmonztÙl. The vérification of the 
performance of this détection and enumeration method are 
based on the study of the growth of différent SaùnomZta. spe-
cies and of others bacteriaL species in the modified enrich­
ment broth, and on the quantitative and qualitative results 
obtained by the application of this methodology to aquatic 
environmental samples. Thèse results show on one hand, that 
the sensitivity of the proposed method allows to enumerate 1 
to 2 SaZmonzZZoL in 10 Liter samples, and on the other hand 
that this method to not exclude any serovar from those which 
are the most frequently isolated in France. The efficiency of 
the API Z standardized method for the ScdmOYiltta. enzymatic 
identification veAiUA serological identification was also 
veri fied. 

INTRODUCTION 

Le contrôle de la qualité des eaux est pratiqué par le dénombrement 
des bactéries témoins de contamination fécale. Si celui-ci apporte, sans 
contestation, la preuve d'une contamination fécale de l'eau, il sous-
entend la possibilité de la présence concomittante de bactéries patho­
gènes fécales. Cette méthode "indirecte" qui permet, suivant des seuils 
standard, de définir le bon usage des eaux à des fins, par exemple , de 
loisir, de baignade, d'aquaculture, est de mise en oeuvre facile et peu 
onéreuse à l'inverse de la méthode "directe", c'est-à-dire celle qui 
consiste à dénombrer effectivement les bactéries pathogênes dans les 
eaux. Il demeure que seule la qualification et surtout la quantification 
des bactéries pathogènes apporte la preuve d'un risque sanitaire réel. 
En vue de rendre plus abordable la quantification, dans les eaux de sur­
face et usées, des SaZmonzZZa, bactéries pathogènes très souvent rencon­
trées dans les milieux aquatiques et source potentielle d'infections 
pour l'homme, nous proposons dans cette note compte tenu des milieux de 
culture et des méthodes déjà existants (LECLERC et al., 1970 ; HARVEY 
and PRICE, 1976 ; PRESNELL and ANDREWS, 1976 ; HUGUES et al., 1977 ; 
EDGAR and SOAR, 1979 ; MÛLLER, 1980 ; AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION, 
1985 ; MORINIGO et al. s 1986) une méthodologie alliant à un nouveau 
milieu d'enrichissement, une technique de quantification qui associe la 
filtration et le calcul du nombre le plus probable. L'approche d'une 
quantification réaliste de cette bactérie pathogène devrait permettre 
de mieux connaître les relations existantes entre SaùnonzLÙL et les bac­
téries témoins de contamination fécale pour apprécier le rôle de prédic­
tion de ces dernières vis-à-vis des bactéries pathogènes. 
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MATÉRIEL ET MÉTHODES 

lies souches de référence u t i l i s é e s dans c e t t e étude sont : SodbnonzJtfxL 
poAcutijphl B [S. AchotùmeZleAi) 10719 A .T .c . c . ; SalmomUa. znttwJXùLU, 
13076 A . T . C . C . ,- SalmoneJLZa ZypkimuAAMffl, 13311 A . T . c e . ; E&ch&UctUa 
cuti, 14948 A . T . C . C . ; CLtfioba.cte.fi ^fizundôi, I . U . T . 34 ; Klzbàiella 
pneumoniae., 13883 A . T . C . C . ; Ent&fiobacX&ft cloacjie., 13047 A . T . C . C . ; 
Pfiotzut, vulgafiM,, 13315 A . T . C . C . ; Ptiovido.ncA.CL AtuatitlL, I . U . T . 34 ,-
VzA&i.nla. zrvteAocolÂXÂ.ca, 0780 MEZE ; Ba.cJJJUi& iubtÂJLU, 6051 A . T . C . C . ; 
UlcAOÙOaCLU) 6p., I .U.T. 34. 

Milieux d'enrichissement 

Compte tenu des résultats de différents auteurs (cités dans l'intro­
duction) , les croissances de souches de SalmoneJLla. de référence ont 
d'abord été testées sur trois types de milieu d'enrichissement incubés 
à 43 "C : (i) bouillon au tetrathionate (Institut Pasteur Production) 
additionné, pour 1 litre de bouillon, de 20 ml d'une solution iodo-
ioduré (iode : 6 g.l-1 ; iodure de potassium : 5 g.l-1) et de novobio-
cine (45 mg.l 1 ; Sigma) ; (ii) bouillon au sélénite F additionné de 
la même concentration en novobiocine (S) ; (iii) un mélange de ces 
deux bouillons à part égale, additionné de la même concentration en 
novobiocine. La croissance des trois souches est estimée par ensemence­
ment d'un échantillon de chaque tube sur gélose nutritive et dénombre­
ment des colonies formées après 48 heures d'incubation à 37 "C. Un 
quatrième milieu contenant un ammonium quaternaire, le Pril (Sulfate 
d'alkyl primaire + sulfonate d'alkylbenzène) a été testé sur les sou-
ces de référence pour essayer d'augmenter la sélectivité du milieu 
d'enrichissement en inhibant, entre autres, les souches de P-t-O-teui 
(DÔLL, 1956) qui prolifèrent dans les milieux d'enrichissement tradi­
tionnels pour StttmoneÂZa (PENNER, 1984) , sans pour autant limiter la 
croissance des Saùrtom.ZZCL. La croissance ou l'inhibition des différentes 
souches (trois SaJbnOYi&ZJÙX, sept souches de la famille des EnteAobacXe.-
ftcace/ie., un bacille et un coccus Grain +)est testée par inoculation d'un 
ml d'une culture de 24 heures de chacune de ces souches (concentration : 
entre 1 et 2,5.106 bactéries par ml) dans le milieu d'enrichissement 
proposé : bouillon sélénite F (bioMérieux) + novobiocine (45 mg.l- ) 
+ Pril (200 mg.l-1, Henkel), pH 7, par comparaison des densités optiques 
mesurées par lecture spectrophotometrique à 770 nm après 24 heures 
d'incubation dans un bain marie *à 43 °C. 

Principe de quantification et de confirmation 

Les tubes d'enrichissement sont ensemencés avec des volumes décrois­
sants des échantillons d'eau à analyser. Pour des volumes d'eau ne 
dépassant pas 25 ml, les échantillons sont introduits directement dans 
les tubes contenant le milieu d'enrichissement pour former une série 
d'ensemencements compatible avec le calcul du Nombre le Plus Probable 
(N.P.P.). Lorsque les concentrations en SaZmoneZÙL sont très faibles, 
il est indispensable de recourir à la filtration de volumes d'eau 
parfois très importants (1 litre voire 10 litres) et d'associer la 
technique de filtration sur membrane et le N.P.P. tel que proposé par 
PRESNELL and ANDREWS (1976). Par suite de la charge en matière en sus­
pension il est souvent nécessaire d'utiliser, pour un même échantillon, 
plusieurs pré-filtres (WHATMAN, GF/C) et membranes filtrantes (Millipore 
0,45 Mm). Ceux-ci sont placés directement dans des tubes contenant 50 ml 

http://CLtfioba.cte.fi
http://Ptiovido.ncA.CL
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du bouillon d'enrichissement pour former, comme dans le cas précédent, 
une série compatible avec les calculs du N.P.P.. 
Seuls les tubes dans lesquels une culture s'est développée, après 24 heu­
res d'incubation à 43 CC et à partir de laquelle après dilutions succes­
sives il a été possible d'isoler au moins une colonie de Saimonutto.., 
sont considérés comme positifs et pris en compte dans les calculs sub­
séquents. lies cultures et leurs dilutions développées dans les tubes 
d'enrichissement sont ensemencées en vue de l'isolement des SalmondL&a. 
sur le milieu Salmonella shigella agar {SS gélose/agar-bioMérieux-) 
choisi, après essais, en raison de sa forte concentration en sels 
biliaires, inhibiteurs de la flore secondaire. Après incubation à 37 °c 
pendant 48 heures seules les colonies transparentes à centre noir sont 
prélevées et soumises à identification. La première étape de 1'identi-. 
fication passe par la recherche simultanée de plusieurs tests enzymati-
ques au moyen de la méthode standardisée API Z {Api System). Cette 
recherche permet d'éliminer les souches n'appartenant pas au genre 
SaZmonoÂZjCL pour ne conserver que les souches présentant une forte pré­
somption confirmée dans l'étape ultime du sérotypage. 

RÉSULTATS ET DISCUSSION 

Choix d'un mi l ieu d'enrichissement et d'isolement 

Les r é s u l t a t s concernant l a comparaison des mil ieux d ' enr ich i s sement 
"standard" sont présentés sur l e t ab leau 1, scus forme du fac teur 
d 'accroissement de l a concent ra t ion (numération à 24 heures/numérat ion 
à To) des d i f f é r en t e s souches de SaJbnoneÂJta t e s t é e s au bout de 24 heures 
d ' incuba t ion à 43 °C pa r rappor t à l eu r concentra t ion i n i t i a l e . 

Tableau 1.- Taux d'accroissement des abondances de trois espèces 
de Salmonella (numération à 24 heures/numération à T0) dans 
les différents milieux d'enrichissement. (- : taux d'accroisse­
ment non calculé. Au bout de 24 heures la concentration en 
bactéries est inférieure à celle de l'ensemencement). 

Milieu d'enrichissement souches lestées 

Salmonella paratyphiB Salmonella enieritidis Salmonella [yphimuriitm 

Tetratfiionate + 
novobiocine (45 mg.1"1) 14 86,6 66.6 

Sélenite + 
novobiocine (45 mgr1) 150 300 2860 

Tétrathionate + Sélenite 
+ novobiocine (45mg.P) - 4 -
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Le bouillon au sélénite additionné de novobiocine apparaît comme le plus 
favorable à un accroissement de la concentration en SaùnoneÂZa. Le 
bouillon au tetrathionate additionné de la même concentration de novo­
biocine conduit à un enrichissement beaucoup moins important des concen­
trations des trois souches de SaànonzLta testées. Le milieu composé du 
mélange des deux précédents bloque le développement de deux des souches 
testées et ne permet qu'un accroissement très faible de SoÂmonçÂZn. 
e.nteAÀ£icLù>. 

A partir du milieu qui permettait la meilleure croissance de SaJLmo-
ne.ZZa (bouillon au sélénite + novobiocine : S) nous avons souhaité aug­
menter sa sélectivité par rapport à la flore d'accompagnement et princi­
palement VKOtmh par l'ajout d'un inhibiteur, le Pril, dans les condi­
tions indiquées dans la section Matériel et Méthodes. Les résultats 
comparatifs de la croissance dans le milieu d'enrichissement S + Pril 
des trois souches de SdùnonzZta. par rapport aux neuf autres souches 
bactériennes sont reportés dans le tableau 2. 

Tableau 2.- Résultats des croissances des différentes espèces 
bactériennes dans le milieu Sélénite-Novobiocine-Pril. 
(D.O. ; densité optique). 

Souche lestée D.O. 

0,22 
0,13 
0,09 

Souche testée D.O. 

0,28 
0,15 
0,09 
0,01 

Souche testée D.O. 

5. enteritidis 
S. paratyphi B 
S. typhimurium 

D.O. 

0,22 
0,13 
0,09 

Providenciû stuartii 
Escherichia coli 
ErUerobacter cloacae 
Proteus vulgaris 

D.O. 

0,28 
0,15 
0,09 
0,01 

Citrobacter sp. 
Yersinia enterocolitica 
Ktebsiella pneumoniae 
Bacillus subtiles 
Micrococcus sp. 

0,00 
0,00 
0,00 
0,00 
0,00 

Ces résultats montrent que les trois espèces de SaZmoneZÙX testées peu­
vent se développer dans le bouillon S + Pril. Cinq des autres souches 
testées sont incapables de réaliser une croissance en 24 heures dans ce 
bouillon. Enfin le développement de Pfioteii& vuZgaAiA est fortement inhi­
bé. Seules trois autres espèces d'Enterobactéries semblent croître de 
façon comparable à SalmûmZZa dans ce milieu d'enrichissement. Il est 
possible cependant de les différencier de SdZtnomZZa, à l'étape suivante, 
au niveau de leur aspect sur le milieu d'isolement. Sur milieu SS Gélose/ 
agar seules les souches de ScUmonzttCL (hormis celles de Pfiotmà et de 
C4JX.0ba.cA.eA. qui sont totalement ou partiellement inhibées dans le milieu 
d'enrichissement proposé) formeront des colonies transparentes à centre 
noir (lactose (-), H2S (+)). 

Vérification des performances de la méthodologie utilisée 

A partir de six échantillons issus des eaux usées urbaines la méthode 
de quantification telle que décrite dans la section Matériel et Méthodes 
a été appliquée et ses performances ont été analysées, notamment en iso­
lant et en identifiant à partir des tubes de N.P.P. positifs des colonies 
bactériennes transparentes à centre noir sur milieu SS gélose/agar. 
Sur 425 colonies transparentes à centre noir, 277 ont été identifiées 
comme appartenant au genre Saùnonztta, soit 65,1 % des colonies pré­
somptives. Bien que ce pourcentage soit relativement élevé ce résultat 
indique la nécessité de confirmer les tubes d'enrichissement positifs 

http://C4JX.0ba.cA.eA
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et ne permet pas de s'affranchir d'une vérification des colonies trans­
parentes à centre noir formées sur le milieu SS gélose/agar. Par contre 
la concordance totale entre les indications données par le système API Z 
et celles issues des diagnostics sérologiques permet de proposer de 
limiter les processus de confirmation au seul emploi de ce dispositif, 
dans la mesure où l'on ne désire pas accéder à l'identification séro-
logique d'une façon irapérative. 

Le tableau 3 montre les résultats des dénombrements obtenus sur ces 
échantillons, soit en considérant tous les tubes du M.p.P. ayant donné 
un trouble (N.P.P. total), soit uniquement ceux où la présence de 
Sdùnomtta a é té confirmée ( N . P . P . SatmonelZa.). 

Tableau 3.- Comparaison des valeurs moyennes de N.P.P. 
obtenues soit sans tenir compte d'une confirmation 
des tubes positifs (N.P.P. total), soit en tenant 
compte des seuls tubes où la présence de Salmonella 
a été confirmée (N.P.P. SalmoneHaJ. 

échantillons 

I II III 

N.P.P. 9,2 IO5 1.6 105 6,0 105 

total (I-1) 

N.P.P. 9,6 103 3,6 102 8,0 102 

Salmonella (T 1 ) 

Les différences obtenues entre ces deux séries de dénombrements montrent 
toute l'importance de l'étape de confirmation pour quantifier de façon 
réaliste les concentrations en SuZmonztta. 
A titre d'exemple d'application de la méthode de quantification, le 
tableau 4 représente l'évolution des concentrations en S&ùnowtta dénom­
brées par la méthode du N.P.P. (3 séries de 3 tubes ensemencés avec les 
membranes filtrantes sur lesquelles ont été filtrées 3 x 1 litre, 
3 x 100 ml et 3 x 10 ml d'eau à analyser) dans les eaux d'un étang sau-
matre (étang de Thau) recevant des eaux usées urbaines épurées par 
lagunage. 

La méthode employée permet de dénombrer SaÙnowZZa. jusqu'à des concen­
trations minimales de 0,16 SaXmonQJULa. par litre soit, par extrapolation, 
entre 1 et 2 Salmon&tta dans 10 litres s'eau. 
Dans un deuxième temps, au cours des années 1984-1986, la méthode de 
quantification a été appliquée à un nombre beaucoup plus important 
d'échantillons d'eau (283) en provenance d'une plus grande diversité 
de milieux aquatiques (différents types d'ouvrages épurateurs, milieu 
lagunaire, milieu marin côtier . . . ) . Sont reportés ici que les résultats 
concernant la diversité des sérotypes rencontrés dans ces différents 
échantillons afin de juger de l'éventuelle sélectivité de la méthode 
d'enrichissement vis-à-vis de certains sérotypes, sélectivité qui peut 
constituer un inconvénient majeur d'un milieu d'enrichissement, notam­
ment lors de son emploi dans des études à des fins épidémiologiques. Sur 
3780 souches de SalmoneZta. isolées et sérotypées à partir des différents 
échantillons d'eau, 44 sérotypes différents ont été rais en évidence. Le 
tableau 5 présente la liste de ces sérotypes rangés par ordre décrois 
sant de fréquence d'isolement, toutes origines confondues. 

IV V VI 

8.0 105 3,6 106 6,0 105 

3,6 102 1,6 102 6,0 10l 
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Tableau 4.- Séries de dénombrements temporels des Salmonella 
dans un étang saumâtre : valeur du N.P.P.V1 et limites 
supérieures et inférieures de son intervalle de confiance 
au seuil de 95 % de probabilité. 

Dates N.P.P. T 1 Limite Limite Dates N.P.P. l ' 1 Limite Limite 
sup. (95%) inf. (95%) sup.(95%) inf.(95%) 

08/10/84 0,80 4,20 0,20 24/09/85 0,16 5,16 0,04 
21/11/84 1,60 8,40 0,40 22/10/85 0,16 5,16 0.04 
17/12/84 6,00 20,00 2,00 18/11/85 3,60 15.20 0,80 
14/01/85 1,60 8,40 0,40 16/12/85 3,60 15,20 0,80 
11/02/85 9,20 51,60 2,80 13/01/86 0,16 5,16 0,04 
11/03/85 0,16 5,16 0,04 10/02/86 3,60 15,20 0,80 
09/04/85 0,00 - - 10/03/86 0,16 5,16 0,04 
06/05/85 1.60 8,40 0,40 07/04/86 0,00 - -
03/06/85 0,00 - - 06/05/86 0,00 - -
01/07/85 0,00 - - 02/06/86 3,60 15,20 0.80 
29/07/85 3,60 15,20 0.80 30/06/86 1,60 8,40 0,40 
26/08/85 0,00 - -

Tableau S.~ Liste des 44 sérotypes de salmonel la 
par ordre décroissant de fréquence relative. 

espèce % 

37,10 

espèce % 

1.64 

espèce % 

0,45 

espèce % 

S. para B 

% 

37,10 S.hadar 

% 

1.64 5. minneapolis 

% 

0,45 S. djugu 0,05 
S. branderup 9,10 S. heidelberg 1,37 S. sandiego 0,42 S.aba 0,02 
S. typhimurium 6,98 S.ibadan 1.16 S. kedougou 0,34 S. bukuru 11 

S. virchow 5,79 S. montevideo 0,90 S. newingion 0,32 S. II caledon " 
S. agona 5,10 S. entendais 0,84 S. saintpaul 0,31 S. eastbown " 
S. goldcoast 4,95 S. grampian 0,76 S. poona 0,29 S. larochelle " 
S. newport 4,79 S. london 0,68 S. canada 0.21 S. manhattan * 
S. bovis morbificans 2,09 S. bredeney 0,66 S. salinatis 0,21 S. II nachshonim ™ 

S. panama 3.70 S. brandenburg 0,58 S. isangi 0,10 S. weitevreden " 
S. anatum 3,30 S. Uvingston 0,55 S. ohio 0,10 S. wien ™ 

S. infantis 2,14 S. blocktey 0,50 S.papuana 0,10 S. zuilen 

Par l ' u t i l i s a t i o n de l a méthode d é c r i t e dans l a p r é sen t e note nous 
avons i s o l é à p a r t i r de b io topes aquat iques v a r i é s 21 des 27 s é ro ty ­
pes l e s p lus fréquemment {> 0,5 %) i s o l é s en France, t ou t e s o r ig ines 
confondues au cours des années 1980-1983, par Le Minor e t co l l abo ra t eu r s 
(Le Minor et al.3 1985). Cette c o n s t a t a t i o n tend à indiquer que l a 
méthode proposée ne p a r a î t pas exc lure de s é ro types , bien que d 'une p a r t 
l a température d ' incuba t ion u t i l i s é e pu i sse bloquer en p a r t i e l e déve­
loppement de c e r t a i n s d ' e n t r e eux (GREENFIELD and BIGLAND, 1970) e t que 
l e s r é s u l t a t s de c ro issance obtenus sur l e s souches pures dans l e mil ieu 
d 'enr ich issement proposé indiquent des c ro i s sances p lus n e t t e s pour 
c e r t a i n e s souches de SaZmonQjLta que pour d ' a u t r e s . La so lu t i on idéa le 
qui p e r m e t t r a i t d ' o b t e n i r une c ro issance égale de tous l e s sérotypes de 
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ScUmoneÂJxi tout en empêchant celle des autres bactéries présentes dans 

le même échantillon n'existe pas. Seul un compromis tel que celui que 

nous proposons dans cette note paraît actuellement réaliste. 
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