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PREFACE

En vertu du Plan d'action pour la Méditerranée, adopté par les pays du
bassin méditerranéen a Barcelone, en février 1975, et conformément a l'ar-
ticle 10 de la Convention pour la protection de la mer Méditerranée contre la
pollution d'origine tellurique, les parties contractantes ont entrepris d'éta-
blir, en étroite collaboration avec les institutions internationales compé-
tentes, un systéme d'observation de la pollution dans le bassin méditerranéen.

Lla composante scientifique du plan d'action, c'est-a-dire le programme
coordonné de surveillance et de recherche sur la pollution de la mer Méditer-
ranée (MED POL) était destinée A constituer le cadre d'un systéme de surveil-
lance de cette nature et 4 lui impartir les connaissances nécessaires. Au
cours de la phase pilote de ce programme (MED POL - Phase I}, exécutée
entre 1976 et 1981, des activités étaient entreprises par le Programme des
Nations Unies pour l'environnement (PNUE), en collaboration étroite avec 1'Or-
ganisation mondiale de la santé, en vue d'établir des méthodes normalisées
d'échantillonnage et d'analyse bactériologique. Ces méthodes ont été détermi-
nées au cours du projet sur le contrdle de la qualité des eaux citiéres de la
Méditerranée (MED - POL VII), coordonné conjointement par 1'0OMS et le PNUE, et
visant essentiellement & 1l'étude des paramétres biclogiques et apparentés en
vue de la surveillance continue des eaux cétieres a usage récréatif et des
zones d'élevage de crustacés et de mollusques.

Dans le cadre du programme & long terme de surveillance et de recherche
sur la pollution de la Méditerranée (MED POL - Phase II), couvrant la période
de 1981 & 1990, et conformément aux articles pertinents de la Convention et de
ses protocoles, la quasi-totalité des pays méditerranéens ont présenté des
programmes nationaux d'observation, dont un certain nombre ont atteint leur
vitesse de croisiere, parfois depuis 1983. : .

Aux fins de la comparaison des résultats et du contrdle de la qualité des
analyses, tant au plan national que régional, une série d'exercices d'interé-
talonnage des méthodes microbiologiques de surveillance de la qualité des eaux
cdtidres a été entreprise en 1983, aprés un exercice préparatoire organisé
1'Istituto superiore di Sanita, a Rome, en novembre 1982. Ces travaux, réali-
sés alternativement en anglais et en frangais, sont destinés aux laboratoires
du pays organisateur, qui participe ou envisage de participer au programme de
surveillance, ainsi qu'a quelques laboratoires d'autres pays, afin d'assurer
la continuité de l'organisation et de la participation. Le premier exercice
de la série a eu lieu & l'Escola Tecnica Superior d'Enginyers de Camins,
Canals i Ports, a Barcelone (7-11 novembre 1983), le deuxiéme au siége du
projet de lutte contre la pollution de l'enviroannement, a Athénes
(25-29 juin 1984), et le troisiéme, & 1l'Institut Pasteur, a Tunis
{12-16 novembre 1984).

Le présent exercice d'interétalonnage et réunion de consultation était
organisé par 1'0OMS et le PNUE, en collaboration avec 1'Institut d'océanogra-
phie et des péches de Split, dans le cadre de MED POL - Phase II. Son princi-
pal objet était de permettre aux participants de procéder & des titrages de
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paramétres bactériens, sur les mémes échantillons d'eau de mer, de crustacés
et de mollusques et ce, par les méthodes recommandées ci-apras :

- détermination des coliformes totaux dans l'eau de mer, par la technique
de filtration sur membrane (Reference Methods for Marine Pollution
Studies No. 2/rev. .1, UNEP/WHO);

- dosage des coliformes fécaux dans 1l'eau de mer, par la technique de fil-
tration sur membrane (Reference Methods for Marine Pollution Studies
No. 3/Rev. 1, UNEP/WHO);

~ dosage des streptocoques fécaux dans l'eau de mer par la technique de
filtration sur membrane (Reference Metheds for Marine Pollution Studies
No. 4/Rev. 1, UNEP/WHO);

- dosage des coliformes fécaux dans les bivalves, par la technique des
dilutions en tubes multiples (Reference Methods for Marine Pollution
Studies No. 5/Rev. 1, UNEP/WHO).

I
En outre, pour obtenir des informatioms plus détaillées sur la comparaﬁél'
lité des résultats obtenus par la technique de filtration sur membrane et la
technique des dilutions en tubes multiples, il était prévu que les partici-
pants procéderaient a des dosages paralléles de coliformes fécaux dans les
mémes échantillons d'eau de mer, suivant la méthode ci-aprés :

- dosage des coliformes fécaux dans l'eau de mer, par la technique des
dilutions en tubes multiples (Reference Methods for Marine Pollution
Studies No. 22, UNEP/WHO, projet).

Ces méthodes de référence font partie d'une série exhaustive, formulée
par le programme du PNUE pour les mers régionales, en collaboration avec les
institutiouns spécialisées des Nations Unies. Cette série vise i couvrir ulté-
rieurement tous les parametres possibles, cités en annexe aux protocoles adop-
tés en liaison avec la convention. Il est également prévu de les utiliser
dans des régions autres que la Méditerranée.

Parmi les objectifs de la réunion de consultation figurait un réexamen{'
projet de méthode de référence pour le dosage des coliformes fécaux dans l'eQ
de mer par la technique de dilution en tubes multiples ainsi que des méthodes
ci-apres :

- dosage des coliformes totaux dans l'eau de mer par la technique de dilu-
tions en tubes multiples (Reference Methods for Marine Pollution Studies
No. 21, UNEP/WHO, projet);

~ dosage des streptocoques fécaux dans l'eau de mer par la technique des
dilutions en tubes multiples (Reference Methods for Marine Pollution
Studies No. 23, UNEP/WHO, projet);

-~ directives pour la surveillance continue de la qualité des eaux cdtidres
a usage récréatif et des zones d'élevage de crustacés et de mollusques
(Reference Methods for Marine Pollution Studies No. 1, UNEP/WHO, projet
révisé).
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Parmi les autres objectifs de la consultation il faut citer :
- examen des résultats des exercices antérieurs d'interétalonnage;

- étude des résultats du présent exercice d'interétalonnage, afin de défi-
nir les problémes techniques de méthodologie et de ¢ontrdle de la qualité;

- formulation de recommandations relatives aux exercices ultérieurs de la
série;

- recommandations relatives aux aspects pertinents du programme & long
terme de surveillance continue et de recherche sur la pollution.

'Des représentants des institutions yougoslaves participant & la compo-
sante "surveillance continue de MED POL - Phase II", dans ses aspects micro=-
biologiques, ainsi qu'a d'autres programmes nationaux d‘'observation continue,
ont été invités a participer & l'exercice d'interétalconnage et a la réunion de
consultation, de méme que des représentants d'institutions situées a Chypre,
en Egypte, en Israél, au Liban, en Lybie et en Turquie, participant au méme
‘programme. En-outre, les organisations internationales suivantes avaient &té
invitées a se faire représenter : l'Organisation des Nations Unies pour l'ali-
mentation et l'agriculture (FAO), la Commission océanographique intergouverne-
mentale (COI), l'Organisation des Nations Unies pour 1l'éducation, la science
et la culture (UNESCO), 1'Organisation météorologique mondiale (OMM) et
1'Agence internationale de 1l'énergie atomique (AIEA).

l. OQuverture de la réunion (point 1 de l'ordre du jour)

La réunion était organisée A 1'Institut d'océanographie et des p8ches de
Split, du 15 au 20 avril 1985. Y ont participé neuf conseillers temporaires
venus de Yougoslavie et six, d'autres pays méditerranéens. Le Bureau régional
de 1'OMS pour 1'Europe et l'unite de coordination du Plan d'action pour la
Méditerranée (PNUE) étajent représentés par un fonctionnaire unique. La liste
des participants figure en Annexe 3.

Le Dr L.J. Saliba, spécialiste scientifique principal de 1'OMS, Plan
d'action pour la Méditerranée, Bureau régional de 1'Europe de 1'Organisation
mondiale de la santé, ouvre la consultation au nom du Dr J.E. Asvall, direc-
teur régional pour 1'Europe. Faisant état du profond attachement de 1'OMS au
Plan d'action pour la Méditerranée, dans le cadre duquel était organisée la
réunion, il souligne l'importance de la présente série d'exercices d'interéta-
lonnage qui, avec les méthodes normalisées de référence, assurent la compara-~
bilité des résultats, ce qui permet de se faire une image d'ensemble de 1l'état
de pollution microbienne des eaux cétiéres de la Méditerranée a usage récréa—
tif et des zones d'élevage de crustacés et de mollusques. L'orateur exprime
la gratitude de 1'OMS pour les efforts consentis et les locaux fournis par
1'Institut d'océanographie et des péches pour l'exercice de laboratoire et la
réunion de consultation. Le Dr Saliba fait remarquer combien il est opportun
que la réunion se tienne en Yougoslavie, ce pays ayant participé, depuis le
début du programme MED POL, aux activités du programme dans le domaine de la
santé. D'ailleurs l'institut hdte a depuis toujours qualité de participant
actif du programme.
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Le Dr Pero Cetinic, directeur de 1'Institut d'océanographie et des péches
de Split, socuhaite la bienvenue aux participants. Heureux de ce que la réu-~
nion ait été organisée dans son institut, qui collabore de longue date avec
1'Organisation mondiale de la santé et le Programme des Nations Unies pour
l'environnement aux importants travaux consacrés a 1'observation des eaux
cOtidres 3 usage récréatif et des zones d'élevage des crustacés et des mol=—
lusques, il exprime l'espoir que cette coopératioun pourra étre poursuivie a
l'avenir avec le méme succés. Mettant une fois de plus l'institut &2 la dispo-
sition des participants, pour leur offrir toute l'assistance nécessaire afin
d'assurer le succés de leurs travaux, il souhaite que la réunion permette
d'obtenir des résultats qui se révéleront utiles aux projets futurs de méme
nature. .

Le Dr L.J. Saliba adresse ensuite quelques paroles aux participants, au
nom de M. Aldo Manos, coordonnateur PNUE du Plan d'action pour la Méditerra-
née. Depuis son adoption a Barcelone en 1975, ce Plan est activement pour-
suivi. L'orateur fait état de ses principales composantes du Plan d'action,
faisant remarquer que cette activité spécifique ne devrait pas &tre vue sim-
plement dans l'optique de ces effets sur la santé, mais qu'il convient de I.a.
replacer dans le cadre géméral du Plan d‘'action.

M. A. Pavasovic, directeur du Centre d'activité régionale sur les pro-
grammes d'actions prioritaires (PAP/RAC), s'adresse aux participants au nom du
centre, qui est chargé de l'une des composantes majeures du Plan d'action pour
la Méditerranée. M. Pavasovic esquisse la place du PAP dans la structure
générale du Plan et évoque les projets régionaux entrepris dans les domaines
des etablissements humains, de la gestion des resscurces en eau, du tourisme,
de la protection des sols, de l’aquaculture et des sources d'énergie renouve-
lables. La présente réunion a des liens avec les projets relatifs aux éta-
blissements humains et au tourisme. Souhaitant lui aussi aux participants un -
succés total de la réunion, il les invite a visiter le PAP/RAC, a Split, pcur
se faire une idée plus précise de ces activités.

2. Portée et objectifs de la réunion (point 2 de l'ordre du jour)

Le Dr L.J. Saliba évoque les grandes lignes de la portée et des objectifs
de l'exercice et de la réunion de consultation. Au cours de l'exercice de
laboratoire, il importe que tous les participants suivent les instructions é"
l'institution hote, la comparabilité des résultats étant tributaire de
l'application d'une méthodologie unique. Il est non moins important gue les
participants s'efforcent d'appliquer ultérieurement les mémes méthodes dans
leurs laboratoires nationaux au cours des travaux d'échantillonnage et d'ana-
lyse qu'ils réalisent dans le cadre de la composante "observation continue" de
MED POL. A défaut, toute comparaison globale des résultats soumis par les
différents laboratoires se révélera difficile.

En outre, au cours de leurs réunions, les participants sont appelés i
réviser les projets de méthodes de référence pour le dosage des coliformes
totaux, des coliformes fécaux et des streptocoques fécaux dans l’eau de mer,
par la technique des dilutions en tubes multiples, ainsi que le projet de
directives pour la surveillance continue de la qualité des eaux cdtiéres a
usage récréatif et des zones d'élevage de crustacés et de mollusques.
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3. Election du Bureau (point 3 de l'ordre du jour)

Le Dr Nada Krstulovic est portée a la présidence, le Dr A.F. Boargob, a
la vice-présidence et M. B. Cihangir a été élu rapporteur. Le Dr L.J. Saliba
fait fonction de secrétaire de la réunion.

4, Adoption de l'ordre du jour (point & de l'ordre du jour)

L'ordre du jour provisoire est adopté a l’unanimité.

5. Organisation de la réunion et de l'exercice en laboratoire (point 5 de
1'ordre du jour)

La présidente expose le programme ainsi que les procédures applicables au
cours de l'exercice de laboratoire et de la réunion de consultation. Au labo-
ratoire, les participants travailleront en groupes de deux. Les instructions
détaillées sur les procédures de laboratoire sont a leur disposition, de méme
que les imprimés nécessaires pour faire rapport. Il ne sera fait appel aux
méthodes de référence qu'en cas de difficulté. Elle rappelle que les partici-
pants ont adopté le programme provisgire, étant entendu gqu'il pourrait y avoir
lieu de le modifier, en fonction des progrés réalisés en laboratoire.

6. Examen des exercices d'interétalonnage antérieurs (point 6 de l'ordre du
jour)

Le Dr L.J. Saliba a briévement décrit des résultats des précédents exer-
cices d'interétalonnage. Celui de Rome (22-26 novembre 1982), de nature pré-
liminaire, visait & acquérir l'expérience nécessaire pour entamer la série
réguliédre. Le premier exercice (Barcelone, 7-11 novembre 1983) n'a pas fait
apparaitre une bonne corrélation entre résultats individuels. Cela peut étre
attribué a deux facteurs essentiels : les fortes crues de 1'époque, qui ont
affecté 1l'homogénéité des échantilloms, et les variations entre méthodes indi-
viduelles. Au cours du deuxiéme exercice (Athénes, 25-29 juin 1984) on a
obtenu une bonne corrélation tant entre résultats individuels et (dans une
certaine gamme de valeurs) entre la technique de filtrdtion sur membrane (MF)
et la technique des dilutions en tubes multiples suivie de l'interprétation au
moyen du nombre le plus probable (MPN). Des correspondances du méme ordre ont
été obtenues au cours du troisiéme exercice (Tunis, 12-16 novembre 1984).

Dans ce dernier cas, la corrélation entre résultats individuels était affectée
par le fait que certains participants utilisaient pour la premiére fois la
technique MF.

7. Etude du projet révisé de directive sur la surveillance continue des eaux
cotiéres 4 usage récréatif et des zones d'élevage de crustacés et de
mollusques (point 7 de 1l'ordre du jour)

Le Dr Saliba présente rapidement le document ICP/CEH 00L/m04/6. Cette
version du projet de directive est fondée sur les observations et les sugges-—
tions formulées lors de la réunion de consultation tenue a4 Athénes en
juin 1984, ainsi que sur d'autres commentaires regus par la suite d'un certain
nombre d'institutions du bassin méditerranéen.
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Les participants n'ont eu aucune observation a formuler sur la présenta-
tion d'ensemble du document. Par contre, un certain nombre de commentaires
ont été proposés sur des points précis. Il s'agit en particulier des listes
de paramétres i adopter dans les programmes minimum et élargis d'observation
continue, de surveillance des plages, ainsi que d'observation du sable des
plages pour définir les paramétres bactériens et fongiques.

Il est apparu aux participants que le nombre de paramétres a retenir dans
le programme minimum (en d'autres termes les paramétres microbiologigques obli-
gatoires pour l'eau de mer - coliformes fécaux, streptocogques fécaux et un
organisme pathogéne & choisir selon les exigences particuliéres du site) est
suffisant. On a toutefois fait remarquer qu'il conviendrait de proceder aussi
4 la détermination des paramétres complémentaires plus importants (tempéra-
ture, salinité, etc.). Compte tenu du fait que dans la région méditerranéenne
(comme ailleurs) les individus passent un laps de temps considérable en
contact direct avec le sable des plages, plusieurs participants ont jugé que
méme dans un programme minimum d'observation continue il faudrait inclure un
organisme pathogéne du sable. Un tel organisme pourrait étre bactérien ou
fongique. j

Une discussion exhaustive a permis d'examiner les divers aspects de
1'échantillonnage du sable des plages, ainsi que les problémes pratiques de
1’interprétation des résultats. Contrairement 3 ce qui se passe pour l'eau de
mer, qui peut &tre considérée comme un milieu relativement homogeéne, la teneur
microbiologique du sable est variable. Ces variations peuvent étre l'effet
des activités humaines comme dé 1'action des vagues, et aucun échantillon de
sable ne saurait étre considéré comme représentatif d'aucune plage, a moins
que l'on ne procéde a une grande quantité de prélévements. Il convient aussi
de rappeler le probléme des plages qui sont nettoyées réguliérement par des
moyens mécanigues (parfois chaque matin), qui ne manquera pas d'affecter gra-
vement l'échantillonnage et 1l'interprétation des résultats.

Les participants sont convenus qu'il n'est pas possible, au stade actuel,
de formuler une méthodologie spécifique a l'échantillonnage du sable sur les
plages touristiques, dans la mesure ou un travail considérable reste & réali-
ser pour que l'échantillonage puisse étre effectué dans des conditions telles
que l'on puisse se faire une image correcte de la situation générale d'une .
plage donnée. On a recommandé que ces activités préliminaires soient entre-<,~
prises dans le cadre de la composante '"recherche' de MED POL.

Les participants ont analysé aussi l'interprétation des résultats des
opérations de surveillance et des mesures pratiques indiquées. A cet égard,
ils sont convenus que les critéres de qualité de l'envirounement sont extréme-
ment importants, des décisions relatives a l'affectation des zones touris-
tiques devant &tre prises sur la base de ces critéres. Ils ont noté que dans
le cadre de la composante ''recherche" de MED PQL, des études sont en cours sur
les rapports existant entre la qualité microbiclogique de l'eau de mer et la
santé des nageurs. Il a été décidé que de telles études épidémiologiques sont
indispensables pour que 1l'on puisse déterminer des critéres qualitatifs
solides. Les difficultés auxquelles on se heurtera dans ces études ont été
notées par les participants qui, 2 ce propos, ont été ianformés de l'organisa-
tion, en octobre 1985, d'une réunion de consultation spéciale pour étudier ce
probléme et formuler des propositions concrétes et réalistes, en vue de la
poursuite de ces études. .
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Les participants sont convenus que les programmes minimum de surveillance
continue ne pourraient permettre l'enregistrement de tous les parametres énu-
mérés dans la classification Garber; il apparait d'ailleurs que les plus
importants, définis dans les directives, suffiront.

Tout au long des débats sur les directives, il a été entendu que la ver-
sion définitive du document sera élaborée aprés réception de nouvelles obser-
vations des instituts méditerranéens, compte tenu des remarques formulées au
cours de la réunion.

8. Examen critique des projets de méthodes de référence (point 8 de l'ordre
du_ jour)

Au cours de la réunion, le contenu des méthodes de référence pour le
dosage des coliformes totaux, des coliformes fécaux et des streptocoques
fécaux dans l'eau de mer, par la technique des dilutions en tubes multiples, a
fait 1'objet d'une bréve discussion. Ces documents ont été préparés par un
consultant et révisés par un expert de réputation internationale. Les parti-
cipants ont été informés que les documents seront soumis aux laboratoires
méditerranéens, pour nouvelles observations, 2 la lumieére des commentaires
formulés en séance et avant diffusion des premiéres versions fondamentales.

Les observations et suggestions ci-aprés ont été formulées a propos du
projet de méthode de référence pour le dosage des coliformes totaux dans 1l'eau
de mer, par la technique des dilutions en tubes mmultiples :

- il faudrait envisager la possibilité, lorsqu'on procédera aux essais de
confirmation, d'employer du milieu solide de McConkey dans des boites, au
liey de bouillon liquide en tubes;

- de méme, on devrait envisager de remplacer le thiosulfate de sodium par
du thiosulfate de potassium, faute de pouvoir se procurer la premiere de
ces substances.

A propos du projet de méthode de référence pour la détermination des
coliformes fécaux dans l'eau de mer par la méthode des dilutions en tubes mul-
tiples, les observations et suggestions ci-aprés ont été formulées :

-~ comme pour les coliformes totaux, il conviendrait d'envisager de rempla-
cer le thiosulfate de sodium par du thiosulfate de potassium si la pre-
miére de ces substances n'est pas disponible;

- des doutes ont été exprimés quant a la nécessité de maintenir le test a
1'indole. Certains participants ont jugé que le test de McConkey
suffirait;

- a la section 8.3, a) la température d'incubation figurant au troisidme
paragraphe devrait se lire 44,5° C, et non pas 35 + 0,5° C; et b) les
lectures devraient &tre effectuées au bout de 24 heures et non de
48 heures.

Pour ce qui est du projet de méthode de référence pour le dosage des
streptocoques fécaux dans l'eau de mer par la technique des dilutions en tubes
multiples, il a été suggéré d'utiliser comme milieu du bouillon de strepto-
coques KF.
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Parmi les observations et suggestions d'ordre général, c'est-a-dire
applicables aux trois méthodes, il convient de citer :

~ les échantillons devraient si possible arriver au laboratoire 12 heures
au plus aprés leur prélévement;

- les tests de présomption devraient &tre vérifiés au bout de 48 heures et
non pas de 24, Il n'existe pas de raison scientifique pour maintenir la
période de 24 heures;

- les participants ont considéré que les effets de la salinité seront un
facteur important et il est apparu que les méthodes de reference
devraient en faire mention.

Les participants ont décidé que les trois méthodes devront étre vérifides
par des laboratoires méditerranédens, aux fins de commentaires plus détaillés.
I1 sera possible en outre de proposer la révision des autres méthodes de réfé-
rence faisant appel a la technique MF. A cet égard, les observations ci-aprés
ont été formulées concernmant la méthode de référence N° 2, rev. 1 (dosage (.
des coliformes totaux dans l'eau de mer par la technique de filtration sur 7
membrane)

- il est apparu, sur la base de certaines expériences individuelles, que le
milieu de culture M-endo agar ne saurait subir un entreposage de 30 jours
aprés sa préparation. Selon des estimations plus fondées, il convien~
drait d'envisager 7-l0 jours;

- lors de la préparation du méme milieu, les composantes devraient au
départ étre dissoutes dans 20 ml d'éthanol et peu d'eau, puis amenées a
niveau.

9. Action future et recommandations (point 9 de l'ordre du jour)

Les participants ont examiné les résultats de l'exercice en cours, en
guise de base de discussion de l'action ultérieure. Un rapport détaillé,
citant notamment les résultats obtenus, figure en Annexe 1, et les instruc-
tions aux participants en Annexe 2. En régle générale, une assez bonne corr'.
lation a été obtenue entre les constatations des divers participants, les
disparités étant attribuées 2 de légdéres variations des techniques indivi-
duelles. De méme, une expérience plus ou moins grande contribue aussi aux
variations entre résultats individuels encore que, dans cet exercice parti-
culier, le degré de pratique des part1c1pants n'ait pas été aussi variable que
lors des exercices antérieurs.

On a insisté sur la nécessité, pour les participants, de continuer d'uti-
liser la méme méthode, une fois revenus a leur laborateoire d'origine. A
défaut, il sera malaisé de comparer les résultats présentés par les différents
laboratoires.,
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Les participants ont en outre formulé les recommandations spécifiques

ci-aprés

la série d'exercices d'interétalonnage sur les paramétres microbiolo-
giques, dans le cadre de la composante "surveillance continue" de

MED PQL — Phase II devrait étre poursuivie. C'est en effet la meilleure
fagon de réunir les participants de différents laborateires, qui contri-
bue sensiblement & l'harmonisation des techniques;

en dehors des exercices d'interétalonnage, il conviendrait d'envisager
d'organiser des cours de formation en méthodes microbioclogiques, concer-
nant le programme d'observation continue MED POL. A cet effet, on pour-
rait procéder sur une base nationale ou sous-régionale;

pour faciliter l'action sur la base des résultats de la surveillance
continue, il conviendrait d'adopter des critéres de la qualité de l'envi-
roanement pour les principaux parametres microbiclogiques, sur une base
régionale commune;

les études épidémiologiques sur la corrélation entre la qualité de l'eau
cdtiére et ses effets sur la santé devraient étre poursuivies sur une
base élargie;

il faudrait élaborer de nouvelles méthodes de référence sur le dosage
d’'autres paramétres, bactériens ou fongiques. En particulier, il importe
d'étudier la surveillance continue du sable des plages, afin de détermi-
ner la meilleure fagon d'obtenir des résultats suffisamment
représentatifs;

pour les exercices ultérieurs, on pourrait peut-étre préparer les échan-
tillons d'eau de mer de fagon & limiter la présence d'éléments de confu-
sion naturels. On pourrait notamment se procurer des échantillons arti-
ficiels de concentration bactérienne connue ou encore réduire le nombre
d'échantillons et adopter un nombre plus grand de dilutions.
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Annexe 1 )
RESULTATS DE L'EXERCICE D'INTERETALONNAGE
Split, 15-20 avril 1985
Introduction

L'exercice avait pour objet de permettre aux participants de procéder au
dosage des concentrations microbiennes dans les mémes échantillons d'eau de
mer, de crustacés et de mollusques, par une méthodologie.uniforme, puis de
comparer les résultats obtenus par les différents participants pour chague
paramétre, afin de déterminer toutes les sources de variations et de s'effor-
cer d'y porter remede.

Qrganisation et méthodologie

Les participants étaient répartis en sept groupes de deux. Trois échang
tillons d'eau de mer et un échantillon de crustacés ou de mollusques étaient
analysés par chaque groupe. L'échantillon A était constitué par 1l'eau de mer
prélevée sur une plage fortement polluée, l'échantillon B, sur une plage modé-
rément polluée et l'échantillon C, sur une plage relativement propre.
L'échantillon de crustacés ou de mollusques avait été recueilli dans une zone
polluée.

Les échantillons d'eau de mer é&taient analysés pour déterminer les para-
métres ci-aprés :

- coliformes totaux (TC), par la technique de filtration sur membrane (MF);

- coliformes fécaux (FC), par la méthode de filtration sur membrane et la
méthode des dilutions en tubes multiples, suivie de l'interprétation au
moyen du nombre le plus probable (MEN);

~ streptocoques fécaux (FS) par la technique de filtrationm sur

membrane (MF). ‘

L'échantillon de crustacés ou de mollusques a été analysé pour le dosage
des coliformes fécaux (FC), par la technique des dilutions en tubes multiples.

Dans tous les dosages, on a appliqué les méthodes de référence élaborses
par l'Organisation mondiale de la santé et le Programme des Nations Unies pour
1'environnement, dans le cadre du Plan d'action pour la Méditerranée.

L'inoculation, la filtration, de méme que la lecture des résultats ont
été réalisées en groupes. Tout au long de l'exercice, on a contrdlé, dans
toute la mesure possible, la procédure et les lectures de chaque participant,
afin de déterminer la typologie des erreurs et des écarts susceptibles d'in-
fluer sur les résultats, au~delad des variations normalement 1mputab1es aux
méthodes elles-mémes.

Les échantillons nécessaires, tout le matériel, les milieux de culture et
les réactifs ont été fournis aux participants, ainsi que des fiches d'instruc-
tions et des imprimés pour enregistrer les résultats.
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Résultats et discussion

Les lectures obtenues par chaque groupe sur les filtres & membrane, pour
chacun des trois échantillons d'eau de mer, sont données en appendice, ainsi
qu'une analyse statistique des résultats. Dans l'échantillon A, la concentra-
tion totale en coliformes était trop élevée pour permettre le dosage. Pour
les coliformes fécaux, les résultats obtenus variaient entre 256 x 10° et
163 x 10° FC pour 100 ml, un groupe obtenant un résultat de
1 x 10° FG/100 ml. La moyenne des concentrations, sur l'ensemble des résul-
tats, était de 141 x 10° FC/100 ml. Pour les streptocoques fécaux, la four-
chette allait de 251 x 10% & 448 x 10° FS/100 ml, avec une moyenne de
282 x 10° FS/100 ml.

Pour 1l'échantillon B, les concentrations de coliformes totaux allaient de
154 x 10* 4 171 x 10° TC/L00 ml, avec une moyenne de 376 x 10%; pour les
coliformes fécaux, 132 x 10* a4 127 x 10°, avec une concentration enregis-
trée de 7 g 10% TC/100 ml et une concentration moyenne, sur L'ensemble des
résultats, de 311 x 10* TC/100 ml; et pour les streptocoques fécaux
283 x 10° & 820 x 10°® FS/100 ml, avec une concentration moyenne de

551 x 10° FS/100 ml.

Quant a l'échantillon C, la gamme des concentrations enregistrées pour
les coliformes totaux allait de 4200 a 9800 TC/100 ml, avec une concentration
moyenne de 5943 TC/100 ml; pour les coliformes fécaux, de
2300 a 3575 FC/100 ml, avec une concentration moyenne de 2922 FC/1l00 ml et
pour les streptocoques fécaux, 1340 a 2200 FS/100 ml, avec une concentration
moyenne de 1844 FS/100 ml.

L'écart-type et les limites de confiance & 957 sont donnés en appendice
pour l'ensemble des cas. Pour presque tous les paramétres et échantillons,
les résultats obtenus étaient statistiquement significatifs.

Dans le cas du dosage des coliformes fécaux par la méthode des dilutioms
en tubes multiples, avec interprétation au moyen du nombre le plus probable
(MPN), tous les résultats obtenus pour chacun des échantillons A, B et C
dépassaient 2400 FC pour 100 ml. Si ces résultats correspondent en général a
ceux qui ont été obtenus pour le méme parametre par la méthode MF, il n'a pas
été possible de déterminer les différences individuelles ou les divergences
entre les deux méthodes, du point de vue statistique. Les mémes résultats ont
été obtenus dans 1l'échantillon de crustacés et de mollusques (plus de
2400 FC/100 ml).

Bien que les méthodes prescrites aient été fidélement appliquées, une
certaine mesure de variation est apparue en fonction de la technique indivi-~
duelle des divers participants. Elle est mineure et ne correspond pas au type
normalement décrit dans les instructions normalisées sur la méthodologie. On
a cependant conclu qu'elle pourrait bien avoir contribué aux disparités entre
résultats individuels.



ICP/CER COL/mO4
2042V
page 12

Les échantillons (eau de mer d'une part, crustacés et mollusques de
l'autre) étaient plus pollués que prévu et les chiffres obtenus méme pour
1l'échantillon d'eau de mer le plus propre (C) dépassaient la concentration
maximale traitée dans le tableau MPN. Cela a interdit toute comparaison réa-
liste entre résultats obtenus par les techniques MF et MPN pour les coliformes
fécaux.

Conclusions

On peut considérer dans l'ensemble, compte tenu de tous les facteurs, que
la correspondance entre les résultats des divers groupes était trés bonne.
Toutefois, la variation effective dépassait ce que l'analyse statistique sem-
blerait indiquer.

I1 n'est pas douteux que 1l'exercice ait été utile dans la mesure ou il a
amélioré la comparabilité des résultats futurs de la surveillance bactériolo-
gique des eaux cdtidres a usage récréatif et des zones d'élevage de crustacés
et mollusques, dans le cadre de MED POL. Les principaux problémes peuvent
étre évoqués comme sult : a) il n'est pas possible de trouver des échantillo.
présentant un niveau de pollution marginale (c'est-i-dire pour lesquels des
variations méme légéres entre lectures individuelles pourraient influer sur
les mesures juridiques ou administratives) et b) dans un certain nombre de
cas, les facilités existantes dans les laboratoires d'origine des participants
ne correspondent pas strictement a celles dont ils disposaient pendant cet
exercice. Ce dernier probléme fait apparaitre plus clairement la nécessité
d'une normalisation plus poussée entre laboratoires pour s'assurer que les
exigences communes minimum sont respectées.
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Appendice

Analyse statistique des teneurs microbiennes des échantillons d'eau cdtiére

Méthode : MF

Type d'échantillon d'eau : A

" Concentration microbienne pour 100 ml

Groupe de travail
Coliformes Colifcormes Streptocogues

totaux fécaux fécaux
1 - 256,10° 308,10°
2 - 1,10° 448,10°
3 - 156,10° 272,10°
4 - 163,10° 251,10°
5 - 131,10° 256,10°
6 - 143,10° 288,10°
7 - 148,10° 286,10°
8 - - -
9 - - -
1¢ - - -
Milieu de culture (gélose) m-Endo m-FC m~Entergcoccus
Nombre d'échantillons identiques 7 7
Fourchette des concentrations 1,10° 251,10°
de colonies pour 100 ml . 163,10° 448,10°
Concentration moyenne de colonies 141,10° 282,10°
pour 100 ml
Concentration moyenne, en 18,765 17,155
logarithmes naturels
Ecart-type, en logarithmes naturels 0,105 0,110
Intervalle de confiance i 95% pour les 98,10° 226,10°
concentrations microbiennes 157,10° 351,10°
Intervalle de confiance & 95% des 128,10° 255,10°

concentrations microbiennes moyennes 155,10° 312,10°
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Analyse statistique microbienne des échantillons d'eau cOtiére

Méthode : MF

Type d'échantillon d'eau : B

Groupe de travail

Concentration microbienne pour 100 ml

Coliformes Coliformes Streptocoques

totaux fécaux fécaux
1 156,10° 132,10°% 283,10°
2 360,10° 330,10% 490,10°
3 438,10* 338,10° 460,10°
4 171,10° 127,10° 820,10°
5 154,10°% 7,10* 640,10°
6 474,10% 456,10% 820,10°
7 342,10% 292,10* 560,10°
8 - - -
9 - - -

10 - - -
Milieu de culture (gélose) m~Endo m~-FC m-Enterococcus
Nombre d'échantillons identiques 7 7 7
Fourchette des councentrations 154,10% 7,10° 283,103
de colonies pour 100 ml 171,10° 127,10° 820,10°
Concentration moyenne de colonies 376,10° 311,10% 551,10°
pour 100 ml
Concentration moyenne, en 15,14 14,95 13,22
logarithmes naturels
Ecart-type, en logarithmes naturels 0,33 0,85 0,44
Intervalle de confiance & 95% pour les 194,10% 381,10° 238,10°
concentrations microbiennes 727,10% 254,10° 242,107
Intervalle de confiance a 95% des 277,10° 141,10 367,10°

concentrations microbiennes moyennes

510,10% 682,10% g28,10°




F) »

S

7C 90 =528 10%*rC f100 m/ 8 i\
S =a3

. TC 30=376 10 1C/ 100 mf | X points’ __M\X\o

. e
* - T 999
: . 12:] 13,7 H H
: : rriit 1] by Hy agq
. ceus ! u.va 4 } N
54434 99.8
[PPTS URNIPTTNN PO NP S §s- 3 ’ 1) .
fediiaft 39,7
i g sihilth -
T H H 111 o3 .
. m;. Lt iy 995
3 i HHIE .
= " T H )
-y > 4o K
'w.'. » v & 'ﬂ "
e o m-—.
- “h - : & t: ﬁ M '~
SEer 1 £ 4 i 1 .1» 5
! "
e TYYYy e - ..w t sewe ..Il.n..L U-
vone } 4 . 1
o] { ceedblllL :
PRPES PSR So e H M [T - o
.L-.no 4 e s . 4 . a
. —ema e - 1 . -
o e nﬁ . e
A P
. H 38
{
i BSIREH R
: . bl e e
¥ x: i
H E ti¥y b
HH
liH T H .
: m.,..
H 1
. i BiH ;
e 3th ;
H 3 !
C
11, e :
Bt e :
L)
iH ?

PRI FEFES P PRV FETES CTO0S RS PPYYY OGNS PRy PEYOS PUDDY *TUN PSR MDY 1eees

DY DR D Lo Y Y
. b= —— Y it
eefe oy . rees PN s OIS PO N PPN IR PR PO
H .
e . — —— .
T 1t bt _ I3 Iy P t
EIS PR .t : B
] M B B :
- . . - ~ '
.llvl!. - - s - - s -




ICP/CEE 001/m04&

2042V

FC 50= 311. 10%FC /100 m/
FC 80 = 120-10°FC /100 raf
S=0850

w*
s A ]
T
: e
: o 969
z cHH
e -
FUDRS TP FPUTE U PN trsqtep
b44 1
P P e L !
3
- ¥ 1 -
: i ! T 995
) 1
FIBET FIIVE LIV t +
geeiftiitheey 14t 1 i
:a Tl
et - -
N boifosty 1
Y
ey " sy
4 b |
1344
T =t
trit
PEIS P Ry reasdesaal. oo ebressfenrefrianticontocanlran ‘nia oOu.f
L dnemevan
: e ;.nnw.. N PSS PY RS et
1IN L.
.
ey +H
Tt
1% £h3
3 BT
3 B il ] HEH
e pasE pEagfraias HH
Hi et xL.Ha E H t i
sHiTE 1HH i 2tz H
rfEamiaimiin £ < H
Hi i
R 3 3
$i% F ¥ w3 H m
i 1 1 i ¥ H 4 35
i 3 : G - ; HHE e H
I s + - = } 32 +
R ¥ $332 b3 & 3 3T 1 b1 ts
whit g : : I R
i i L] izttt 3 I3 m
» IT .z 13
HH T H HE e tiardys H H3 T : o
FEs] 3
Pk 4 ¥ —\T [+
ppa- 41 324 £
sl eell kpedase 121 & 37 e s
po s TR T poae * H
1 t T gitiagraisdoy
M Foess bales sinbs sonet bl I i
a1iE thudd " -..v! EReid b4 4
ot biped paERE VN 1Y 11 I
aahin 11090 MOET M HiTi 1L
F" v W H — -
w-n i mm s—;.m 1 * it T
I He i T
S I e
: [y 1 H 44
1 £ H H :
2 &
3L HAH o H
‘e & H m_ i
. 1 '
el Lfapts
3 Hil ity
Sestlda s b H booloe-ofopes
s tliagsfises
L34
4]
i
1
erenferefoonafolgafimonfomss Sl
H
1

AEFIL LIRSV TN

LI [T




i

. -‘C(._.\ E WYy LRV sl\\ VW is I ’ .

FS90= 965 - [0 F5 100 m/ @ _

S= 04k

aguy®’
> ---
I RIHHIHN :
if s H :
N L TN 39.0
sy SO PUPY FRRE FRON FOURN TORRN DR D 4
it 991
H [HY SO venferanf o .
)9,
it
i 995
aeit 1 (1] ]
st H
e ; Y '
pEE: 2 . + pri= 1
o 3 24 7
Hapmp 3 1t bingi ]
B SOE B i
- S . i - 7t b HT s e
Yt Fuet st H tat T iy ™
b + e 14
U JORNN THUUS T PO N R W et
- . p8sa 1 -~ . - .
o ) on b pob " " r P T o
3 o 4 9
. [ PR [re P9 1N u“u_ y rmL e H *
) S s fres ) siotd feTs R Rabi il +h §
LR Loy & e .4
prred T IRS] v i eeyy rres IS L TRt st Let ‘
P Ee SE83T SIS i - wredaiiid
H pRrE] Fobed FEH toy 34 1 ”
£t [SH presy et 3 HIHOR 13 i
: $1 SRR LN H i i
3 minphninieinnblie 111 HpR 177117 351 i
B HiH 11 i 4
-. I3 T Hingdv ¥ L ] 3
: : EH i s HER R d g i 3
¥
130§
i .
i HT H FH R I B
1 o ﬁ?.m. I3¥ 22
A £ 1 31 i
i
: 4 ] 3] :
£ fikif H H
3 ! j
£ it Bl £ :
- ] : [1 34+ s u
i
] i itz :
i & l‘ - L
- 115 nlp sifurct K
¥ 4+ Fed Fpa i3 reped M Lrd ) ot ~r:n:.
. I b Higninn 20 agrn .
i L * :
X [++ el 3 oy s a4 ARl Stk - -
i t {34} -2eetsle T
4 ~HBTTUIT .
. RN T Co ]
L 4 "
O DN Sy
Fy e .

e .
r
.

~NOw B

¥
1
il
35 H £4 .. b
" . Il
ur h.m ram.maqod W LR
4 gL 1% Terfre 3%

: sttt lnkhik .
] 3241 M1 - A
¥ :

L)

- . £ EERLY FYPEY T PR SETAY BY

caen

t

N A TN PR WY I T T




ICP/CEH 001/m04
2042V
page 21

Analyse statistique des teneurs microbiennes des échantillons d'eau chtiére

Méthode : MF

Type d'échantillon d'eau : C

Groupe de travail

Concentration microbienne pour 100 ml

Coliformes Coliformes Streptocoques

totaux fécaux fécaux

1 5200 3200 2125
2 43500 3575 1600
3 7650 3300 2100
4 4200 3200 1340
5 9800 2500 1600
6 5200 2300 1800
7 5900 2400 2200
8 - - -

g9 - - -

10 - - -
Milieu de culture (gélose) m-Endo m-FC m-Enterococcus
Nombre d'échantillons identiques 7 7 7
Fourchette des concentrations 4200 2300 1340
de colonies pour 100 ml 5800 3575 2200
Concentration moyenne de colonies 5943 2922 1844
pour 100 ml
Concentration moyenne, en 8,69 7,98 7,52
logarithmes naturels
Ecart-type, en logarithmes naturels 6,37 0,20 0,22
Intervalle de confiance a 95% pour les 2864 1998 1189
concentrations microbiennes 12456 4316 2864
Intervalle de confiance a 95% des 4220 2428 1505
concentrations microbiennes moyennes 8366 3516 2260
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Annexe 2

EXERCICE D'INTERETALONNAGE
ET REUNION DE CONCERTATION SUR LES METHCDES
MICROBIOLOGIQUES DE SURVEILLANCE
DE LA QUALITE DE L'EAU

PROJET MIXTE OMS/PNUE
MED POL - Phase II

Instructions aux participants

Institut d’océanographie et des péches
split, 15-20 avril 1985
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EXERCICE D'INTERETALONNAGE
ET REUNION DE CONCERTATION SUR LES METHODES
MICROBIOLOGIQUES DE SURVEILLANCE
DE LA QUALITE DE L'EAU

PROJET MIXTE OMS/PNUE
MED POL - Phase II

1. Groupes de travail

Les participants seront répartis en huit groupes de deux personnes. Cha-
cun des groupes sera identifié par un chiffre romain de I & VIII, respec-—
tivement.

Les participants porteront respectivement les numéros 1 et 2.

La composition de chacun des groupes doit demeurer invariable pendant
toute la durée de l'exercice.

2. Echantilloms | J

Chaque groupe de travail recevra des échantillons identiques de trois
types d'eau et de crustacés ou de mollusques d'une zone déterminée, a
savoir :

- échantillon A
- échantillon B
- échantillon C
~ échantillon D

eau fortement polluée;

eau modérément polluée;

eau légérement polluée;

¢rustacés ou mollusques d'une zone déterminée.

3. Méthodologie

eau de mer - coliformes totaux {(MF)
-~ coliformes fécaux (MF et MPEN)
~ gtreptocoques fécaux (MF)
crustacés et mollusques ~ coliformes fécaux (MPN)

4. Matériel de laboratoire '
Chaque groupe de travail recevra les objets suivants :
4.1. Tout le matériel nécessaire pour la filtration sur membrane :
- trois entomnoirs stériles;

- des boites de Petri d'un diamétre de 15 cm, avec jusqu'a cing
membranes;

- des flacons contenant 90 ml de solution tampon stérile permet-
tant des dilutions successives par addition de 10 ml d'eau pro-
venant de 1'échantillon;

- des pipettes stériles (20 et 10 ml);

- des membranes filtrantes;
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- des flacons pour ringage avec solution tampon stérile;
- tout le matériel nécessaire aux analyses.

4.2, Tout le matériel nécessaire pour la méthode des dilutions en tubes
multiples, & savoir :

- tubes avec milieuj

~ pipettes stériles (1 et 10 ml);

-~ flacons avec reactif de Kovacs;

~ pipettes Pasteur;

- tout le matériel nécessaire pour les analyses.

5. Préparation de séries de dilutions

Tous les transferts nécessaires pour préparer différentes dilutions a
partir d‘'un échantillon d'eau déterminé devraient &tre opérés avec la méme
pipette.

Avant de prendre des aliquotes de l'échantillon initial ou des dilutions,
il convient d'agiter vigoureusement pour s'assurer que l'on prélévera des ali-
quotes représentatives.

Les dilutions devront étre gpérées en progressant d'un ordre de grandeur
a la fois, par addition de 10 ml de 1'échantillon d'eau & un flacon contenant
90 ml de solution tampon stérile. Le flacon devrait étre immédiatement iden-
tifié par le type d'eau et le degré de dilution (exemple : A, 107%).

6. Identification des boites de Petri et des tubes

]

Il conviendrait de porter sur chaque boite de Petri et tube les mentions
ci-aprés :

- numéro du groupe (de I a VIII);

- numéro du participant (1 ou 2)3

- numéro de l'échantillon et dilution (exemple : A, 20 ml, 107').

7. Instructions relatives a la filtration

Pour les filtrations, il conviendrait de procéder en partant de la plus
forte dilution, afin d'éviter la contamination par des échantillons contenant
des nombres de bactéries plus élevés.

Il faudrait employer pour chaque échantillon une pipette différente.

I1 convient, pour filtrer toutes les dilutions d'un échantillon déter-
miné, d'employer le méme entonnoir.
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8. Présentation des résultats-

Les résultats devraient &tre consignés sur les imprimés prévus a cet
effet.

Imprimé 1. MF : coliformes totaux
coliformes fécaux
streptocoques fécaux

Imprimé 2. MPN : coliformes fécaux présents dans l'eau de mer

Imprimé 3. MPN : coliformes fécaux présents dans l'échantillon de crus-
tacés ou de mollusques

On calculera les résultats en se reportant au tableau 1, (pour l'eau de
mer) et au tableau 2, (pour l'échantillon de crustacés et de mollusques).

Pour tout renseignement complémentaire, se reporter a la publication :
UNEP/WHO Reference Methods for Marine Pollution Studies (qui vous a été.
fournie avec le matériel). o
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FORM 1%
MEMBRANE FILTRATION METHOD
Working group No. Date: April 1985
Members of group :
Type of water sample :
"Results of microbiological analyses
Quantity of Number of colonies per membrane
water filtered Dilution
ml
Total Faecal Faecal
coliforms coliforms streptococci

50 1 :1

20 1:1

5 1:1

20 1: 10

5 1 : 10

20 1 : 100

5 1 : 100

20 1 : 1000

5 1 : 1000

Microbial concentration,
in colonies per 100 ml

Comments:

® Distribué aux participants en anglais seulement.
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Working group No.

Members of group :

MULTIPLE TEST TUBE METHOD
FAECAL COLIFORMS

Date: April 1985

Type of water sample :

Aliquots
transferred
ml

Faecal coliform test
number of positive reactions

N

Lactose
36° C

24" 48%

MacConkey
44,5° €
26" 48"

Indole test
44,5° ¢
26" 48"

10

1

0,1

0,01

0,001

Test results (see table 1)

MPN in MacConkey broth and parallel test for indole

faecal coliforms/1l00 ml of sea-water

95% confidence limits

Comments:

* Distribué aux participants en anglais seulement.
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SHELLFISH

Working group No.

Members of group 3
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MULTIPLE TEST TUBE METHOD
FAECAL COLIFORMS

Date: April 1985

Aliquots
transferred
ml

Faecal coliform test
number of positive reactions

Lactose
36° C
24" 48k

MacConkey Indole test
44,5° C 44,5° C
24% 48" 24" 48"

10

1

O,l

¢,01

Q,001

Test results (see table 2)

MPN in MacConkey broth and parallel test for indole

Comments:

faecal coliforms/g shellfish flesh

95% confidence limits

* Distribué aux participants en anglais seulement.
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Annexe 3

LISTE DES PARTICIPANTS

CONSEILLERS TEMPORAIRES

Mme Svjetliana Andreis
Institut de la santé publique, Zagreb (Yougoslavie)

M. Jean Belian
Conseil national de la recherche scientifique, Centre de recherches
marines, Jounieh (Liban)

Dr Abdul Fattah Boargob
Académie nationale de la recherche scientifique, Tripoli (République
socialiste de la Jamahiriya arabe libyenne)

‘@

Mme V. Buttignoni
Institut de protectiom sanitaire, Pula (Yougoslavie)

M. B. Cihangir
Université Dokuz Eylul, Institut des sciences et de la technologie
marines, Izmir (Turquie)

Mme Fatma Gungor
Université Dokuz Eylul, Institut des sciences et de la technologie
marines, Izmir (Turquie)

Dr D. Hrsak
Institut Rudjer Boskowvic, Centre de recherche marine, Zagreb (Yougoslavie)

Dr N. Krstulovic
Institut d'océanographie et des péches, Split (Yougoslavie)

Mme R. Marusic .
Faculté du génie civil, Université de Zagreb, Zagreb (Yougoslavie)

M. G. Papageorgiou
Laboratoire général de 1'Etat, Nicosie {(Chypre)

Dr N. Platzner
Ministére de la santé, Service de santé publique de la circonscription de
Beer~Sheeva (Israél)

Mme K. Margeta
Institut de la santé publique, Rijeka (Yougoslavie)

M. M. Solic
Institut d'océanographie et des péches, Split (Yougoslavie)

Dr M. Stambuk
Institut de la santé publique, Split (Yougoslavie) ¥
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M. B. Stjepcevic _
Institut de biologie marine, Kotor (Yougoslavie)

ORGANISATION MONDIALE DE LA SANTE

Bureau régional de 1'Europe

Dr L.J. Saliba®
Spécialiste scientifique principal, Bureau du projet OMS/EURO, Unité de
coordination du Plan d'action pour la Méditerranée, Athénes (Greéce)

* Représentant aussi l'unité PNUE MED, Athénes.



