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NORME INTERNATIONALE

1SO 7218-1985 (F)

Microbiologie — Directives générales pour les examens

microbiologiques

0 Introduction

Lorsqu’on effectue des examens microbiologiques, il est spé-
cialement important

a) d'isoler ou de dénombrer seulement les micro-
organismes présents dans les échantilions;

b) que les micro-organismes ne contaminent pas |'envi-
ronnement.

Pour cela il faut veiller & {'hygiéne personnelle et utiliser des
techniques de travail qui assurent autant que possible des con-
ditions aseptiques.

Puisgu’il n’est possible de donner dans la p}ésente Norme inter-
nationale que quelques exemples des précautions & prendre
pendant les examens microbiologiques, la connaissance appro-
fondie des examens microbiologiques et des micro-organismes
en question est essentielle.

C'est finalement a I'analyste de juger si les manipulations sont
sires et peuvent étre considérées comme étant de bonnes pra-
tiques de laboratoire.

De nombreuses manipulations peuvent par exemple entrainer
involontairement des contaminations croisées et ['analyste
devrait toujours vérifier la précision des résultats donnés par sa
technique.

Afin d'exécuter les examens de facon correcte, il est évidem-
ment nécessaire de prendre certaines précautions lors de la
construction et de I'installation du laboratoire. Quelques-unes
de ces précautions sont mentionnées au chapitre 4.

Certaines précautions sont a prendre, non seulement pour des
raisons hygiéniques, mais également pour assurer une bonne
reproductibilité des résultats. Il n‘est pas possible de spécifier
toutes les précautions a prendre selon les circonstances, mais
les dispositions principales lors de la préparation, la stérilisation
et la conservation des milieux et du matériel, sont décrites au
chapitre 5.

Si I'on suit les indications contenues dans la présente Norme
internationale, on contribuera également a la protection de la
santé du personnel. On trouvera de plus amples informations &
ce sujet dans la littérature mentionnée en bibliographie, et
notamment dans [1], [2] et [3].

1 Objet et domaine d’application

La présente Norme internationale donne des directives géné-
rales pour la réalisation d’examens microbiologiques effectués
selon des normes spécifiques.

Le but de la présente Norme internationale est d’aider & assurer
la validité des examens, de s’assurer que les techniques géné-
rales utilisées pour effectuer ces examens sont les mémes dans
tous les laboratoires et de contribuer a la protection de la santé
du personnel de laboratoire, en évitant les risques d'infection.

2 Reéférence

ISO 6887, Microbiologie — Directives générales pour la prépa-
ration des dilutions en vue de I'examen microbiologique.

3 Hygiéne personnelle

Dans le domaine de I'hygiéne personnelle, il faut prendre les
précautions suivantes pour éviter la contamination des échan-
tillons et des milieux de culture en particulier, mais également
pour éviter des risques d'infection du personnel de laboratoire :

— Observer scrupuleusement les précautions usuelles
d’hygiéne. Couper court les ongles. Porter des protections
pour les cheveux et la barbe si nécessaire.

— Se laver les mains & fond a I'eau chaude et au savon
liquide ou en poudre avant et aprés les examens micro-
biologiques, et immédiatement aprés chaque passage aux
toilettes. Utiliser des serviettes en papier ou en tissu & usage
unique.

— Porter des vétements de laboratoire propres, sans trous
ni déchirures. Hs ne seront pas portés ailleurs.

— Ne pas manger, boire ou fumer dans les laboratoires de
microbiologie:

— Ne pas parler, tousser, etc. pendant I'ensemencement
des boites et des tubes.

— Interdire au personnel présentant des infections sérieu-
ses aux mains et au visage de réaliser des examens micro-
biologiques, dans le cas ol ceci pourrait conduire 3 une
contamination.
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4 [nstallations et matériel
4.1 Zones de travail

4.1.1 La place doit &tre suffisante, afin de maintenir les zones
de travail propres et en ordre.

On devrait compter environ 20 m?2 par analyste, y compris les
locaux auxiliaires {pour des travaux spéciaux, par exemple
pesées, centrifugation, incubation et réfrigération).

4.1.2 Des locaux spéciaux sont a prévoir pour

a) le nettoyage de la verrerie et des autres ustensiles, et si
possible la stérilisation.de {a verrerie utilisée et des milieux de
cultures incubés;

b) la préparation et la stérilisation des milieux;

c) le controle de la stérilité de produits alimentaires, dans
ie cas ol une hotte & flux laminaire n'est pas utilisée.

4.1.3 Une salle indépendante est & prévoir pour la préparation
des échantillons, dans le cas ol il y a risque de contamination
croisée, par exemple pour les produits en poudre contenant un
nombre élevé de micro-organismes (surtout dans le cas de
matiéres premieres).

Pour la détermination des micro-organismes pathogénes, par
exemple Salmonella, il est vivement conseillé de prévoir une
salle spéciale ou tout au moins une enceinte & cet effet, non
seulement pour éviter les contaminations croisées, mais encore
pour empécher les risques d'infection du personnel.

4.1.4 Lors de l'installation d’un laboratoire, il faudrait apporter
des aménagements réduisant les risques de contamination par
la poussiére et donc par les micro-organismes, par exemple :

a) placards jusqu’au plafond;

b) tables, rebords de fenétre, réfrigérateurs, étuves,
enceintes d’ensemencement installées de facon a éviter les
nids a poussiére et a faciliter le nettoyage; a cet effet, on
peut utiliser du matériel amovible;

c) fenétres et portes fermant hermétiquement (pour éviter
des courants d’air) ;

d) vénitiennes, etc., installées & I'extérieur des fenétres;

e) armoires fermées pour le rangement des documents uti-
lisés lors des manipulations, des échantillons, milieux, réac-
tifs, etc. ;

NOTE — i convient que les périodiques, les livres qui ne sont pas
fréguemment utilisés soient placés dans une piéce spéciale
(bureau, par exemple} située a I'extérieur de la salle d’analyse.

f} murs, plafonds, sols et meubles a surfaces lisses, faciles
a nettoyer et, si nécessaire, a désinfecter, et avec joints
incurvés entre les murs et les plafonds, et entre les murs et
les sols;

g} pas de conduites d’eau traversant les locaux, & moins
gu’'elles ne soient enfermées hermétiquement;

h) systémes de ventilation & filtres pour I'air aspiré.

On peut vérifier I'efficacité des mesures prises, simplement en
exposant, pendant 'examen, des boites de Petri ouvertes con-
tenant un milieu gélosé (PCA). On détermine ensuite le nombre
de colonies se développant aprés une incubation de 3 jours
30 °C. Dans le cas ol ce nombre est anormalement élevé, il
faut déterminer et éliminer les causes de cette contamination
excessive.

4.1.5 Lorsque I'on doit exécuter les examens en atmosphére
trés peu contaminée, le local doit étre spécialement équipé, par
exemple :

a) delampes UV, 3 utiliser en dehors des heures de travail ;

b) de hottes spéciales (3 flux d'air laminaire ou compléte-
ment fermées).

Dans de tels locaux, on portera des vétements spéciaux. Véri-
fier régulierement, par exemple une fois par mois, le fonc-
tionnement correct des lampes UV et des hottes. Controler
fréguemment le nombre de germes dans I'air en utilisant un
appareil spécial.

4.1.6 Les places de travail doivent étre protégées contre
I'exposition directe du soleil.

4.1.7 Veiller & ce que les tables de travail et V'appareillage
restent en bon état (en effet, des félures dans les tables de
travail peuvent accumuler des saletés qui sont une source de
contamination).

4.1.8 Les locaux doivent étre bien éclairés: au moins 500 Ix &
1'm du sol et au moins 1 200 ix {lumiére artificielle «lumiére du
jour») sur les tables de travail.

4.2 Etuves et chambres-étuves

Utiliser des étuves ou des bains d'eau spéciaux lorsque la tem-
pérature doit &tre constante et précise & quelques dixiémes de
degré prés.

4.2.1 Les étuves doivent &tre bien isolées et équipées de
fagon adéquate avec des unités de chauffage et les étuves de
grandes dimensions doivent avoir une circulation d’air forcée,
afin d'étre slr que la température est partout correcte a 1 °C
prés.

4.2.2 La température ambiante doit toujours étre plus basse
gue celle de I'étuve ou bien cette derniére doit étre munie d'un
systéme de refroidissement.

4.2.3 Latempérature doit &tre vérifiée au moins tous les jours
d'utilisation.

Dans ce but, chaque étuve doit contenir au moins un thermo-
métre dont le réservoir est immergé dans de la glycérine se trou-
vant dans un flacon fermé et un thermométre & maxima et
minima. Les grandes étuves et les chambres-étuves doivent
étre équipées de plusieurs thermomeétres et thermométres a
maxima et minima répartis de fagon convenable.




4.3 Bains d'eau

4.3.1 On doit utiliser des bains d’eau a la précision demandée.

Pour un réglage précis de la température, le bain d’eau doit &tre
équipé d'une pompe a circulation et d’'un systéme de réglage
automatique de chauffage. L'agitation de I'eau ne doit pas pro-
voquer la projection de gouttes.

Il doit toujours y avoir un thermometre de précision convena-
ble, indépendant du systéme de réglage automatique.

Vérifier la température au moins chaque jour d’utilisation.

4.3.2 Afin d'éviter le développement de micro-organismes
dans I'eau, nettoyer le bain d'eau réguliérement et le remplir
d’eau récemment distillée ou déminéralisée. On peut également
ajouter un désinfectant ou chauffer I'eau au bain d’eau, pen-
dant quelques instants, a une température d’'au moins 90 °C.

4.3.3 Afin d'éviter les contaminations,

— ne pas immerger les tubes et les flacons trop profon-
dément;

— lorsque des bouchons en coton sont utilisés, prendre
soin gu’ils ne se mouillent pas (utiliser du coton cardé).

4.3.4 Afin d'obtenir une température correcte d’incubation,
veiller & ce que le niveau de liquide dans les tubes ou flacons
soit en dessous du niveau du bain d’eau.

4.3.5 Procéder régulidrement a des dénombrements de micro-
organismes dans 'eau.

4.4 Autoclave pour la stérilisation du matériel et
des milieux de culture

L'autoclave doit avoir un thermometre et un manometre et doit
permettre d'atteindre une température d’au moins 121 + 1 °C.

Si.'autoclave est utilisé pour la stérilisation du matériel, il doit
étre muni d’un dispositif pour I'évacuation de I'air, afin d’attein-
dre une pression de 13,7 kPa, et dans le cas contraire, il est
nécessaire de le purger de son air jusqu'a émission d'un jet
continu de vapeur.

Le dispositif d’entrée de I'air doit &tre muni d’un filtre pour évi-
ter la contamination par |air fors du séchage.

4.5 Four a stériliser

Le four doit permettre de stériliser le matériel & une température
de 170 & 175 °C.
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5 Préparation du matériel et des milieux
5.1 Stérilisation et préparation du matériel

5.1.1 Préparation
Tout le matériel a utiliser doit étre propre!!

Il n'est pas nécessaire de stériliser le matériel en matigre plasti-
que déja stérile.

Avant stérilisation, boucher les tubes 3 essai et les flacons avec
du coton ou avec une fermeture appropriée. Boucher les pipet-
tes avec du coton s'il existe un risque de contamination de
I'échantillon (mixage par aspirations répétées) ou bien un risque
d'infection de I'analyste. '

Si nécessaire, placer le matériel a stériliser dans des récipients
spéciaux ou l'envelopper dans du papier spécial ou une feuille
d’aluminium.

5.1.2 Stérilisation
Stériliser le matériel selon 1'une des méthodes suivantes:

a) stérilisation par chaleur séche: chauffer dans un stérili-
sateur & air chaud pendant au moins 1 h 2 170 — 175 °C.

b) stérilisation par chaleur humide: chauffer pendant au
moins 20 min & 121 £ 1 °C dans un autoclave spécial muni
d'un dispositif de séchage sous vide.

Disposer dans |'autoclave le matériel & stériliser, de fagon & per-
mettre la libre circuiation de la vapeur. Avant le début de la
stérilisation, faire le vide dans I'autoclave pour réduire la pres-
sion & au moins 13,7 kPa.? Stériliser comme indiqué ci-dessus.
Apres la stérilisation et aprés élimination de la vapeur, on peut
par exemple, afin d’avoir un séchage parfait du matériel, faire
successivement trois fois le vide pendant une durée de trois fois
3 min.

On peut utiliser des indicateurs de stérilisation dans le but de
s'assurer que celle-ci a bien eu lieu (par exemple, papiers
spéciaux).

5.1.3 Traitement du matériel utilisé

5.1.3.1 Stérilisation/décontamination

Il faut toujours stériliser ou décontaminer tout le matériel utilisé
et les milieux incubés, méme s'ils n‘ont pas été employés pour
la recherche de micro-organismes pathogénes.

Stériliser pendant 20 min 4 121 * 1 °C les bofites de Petri et les
tubes ou flacons contenant les géloses ou les bouillons utilisés
ainsi que le matériel entré en contact avec des cultures de
micro-organismes pendant les manipulations.

1) Le matériel neuf livré non stérile doit étre lavé {voir lavage préconisé en 5.1.3.2).

2) i est important de noter que la pression de stérilisation est donnée ici en valeur absolue et en kilopascals.
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Laver les pipettes aprés les avoir retirées de la solution désinfec-
tante [voir 7 g)] et enlever les bouchons en coton.

Les pipettes Pasteur ne doivent étre utilisées qu’une seule fois.

5.1.3.2 Lavage

Ne laver le matériel qu’aprés sa stérilisation ou décontami-
nation.

Vider les récipients de leur conténu.

Laver soigneusement les bouchons a I'eau chaude et la verrerie
avec une solution détergente ou par passage dans une solution
détergente alcaline [par exemple une solution de carbonate de
sodium a 0,125 (m/m)] suivi d'un passage dans de I'acide dilué
[par exemple, acide chlorhydrique, ¢(HCl) = 0,1 mol/l].

Les capsules en métal seront lavées uniguement a ['eau
chaude.

Rincer tout le matériel 3 I'eau distillée ou déminéralisée.

5.2 Techniques générales pour la préparation et
la stérilisation des milieux de culture

5.2.1 Composants de base

Pour améliorer la reproductibilité des résultats, il est recom-
mandé d'utiliser, pour la préparation des milieux de culture, des
composants de base déshydratés ou un milieu complet déshy-
draté. Les instructions du fabricant doivent étre suivies scrupu-
leusement.

Les composants de base doivent étre conservés dans un
endroit frais, sec et & I'abri de la lumiére.

Les produits chimiques utilisés pour la préparation des milieux
de culture doivent étre de qualité analytique reconnue.

5.2.2 Eau distillée

L'eau utilisée doit &tre de I'eau distillée, exempte de substances
susceptibles d'inhiber la croissance des micro-organismes dans
les conditions d'essai. Si I'eau distillée est préparée a partir
d’eau chiorée, neutraliser le chlore avant la distillation.

Utiliser si possible de 'eau distillée sur verre.

NOTE — L'eau déminéralisée par brassage sur résine échangeuse
d’ions est souvent trés chargée en micro-organismes, ainsi convient-il
de ne pas utiliser ce procédé pour obtenir I'eau préte 3 I'emploi.

5.2.3 Préparation des milieux

Aprés chaque ouverture, refermer le plus rapidement possible
les flacons contenant les composants de base ou les milieux de
culture déshydratés, afin d'éviter toute humidification de la
poudre. Ne pas les employer quand ils sont pris en masse.

Préparer les milieux de culture en suivant les indications de la
Norme internationale concernée ou les indications du fabricant.

Mesurer le pH du milieu, de sorte qu’aprés stérilisation il soit au
pH demandé. Cette mesure devrait étre effectuée avec un
pH-métre. Ajuster le pH, si nécessaire?, avec une solution
d’hydroxyde de sodium a 40 g/l ou une solution d’acide
chlorhydrique a 36,5 g/I.

Pour les milieux liquides, répartir la quantité demandée de
facon a ne rien avoir a transférer aprés stérilisation.

Utiliser en général 10 ml dans des tubes de dimensions
16 mm x 160 mm, ou 20 ml dans des tubes de dimensions
20 mm x 200 mm, ou des quantités plus grandes dans des
tubes ou flacons appropriés, mais au maximum 500 ml par

flacon. Lorsque I'on désire observer une éventuelle production .

de gaz, les tubes peuvent &tre munis d'une cloche de Durham.

La répartition des milieux de culture peut étre effectuée
manuellement ou & I'aide d’une seringue automatique.

Pour les géloses destinées & étre coulées dans les boites de
Petri, répartir & raison de 15 ml par tube dans des tubes 3 essai
de dimensions 16 mm x 160 mm ou 18 mm x 180 mm ou de
quantités plus grandes dans des tubes ou flacons appropriés,
mais au maximum 100 ml par flacon.

NOTE — ll'existe des appareillages pour préparer et répartir les milieux,
dans ce cas se référer aux spécifications pour I'utilisation de I'appareil.

5.2.4 Stérilisation des milieux

Suivre les indications données dans la Norme internationale
concernée (sinon suivre les instructions du fabricant) ; généra-
lement la stérilisation des milieux de culture est de 15 min a
121 °C (245 kPa). )

Veiller & ce que, lors de la stérilisation des milieux de culture, le
temps pour atteindre la température de stérilisation et le temps
nécessaire au refroidissement ne soient pas trop longs, afin
d'éviter la dégradation de certains composants du milieu. Ne
pas surcharge I'autoclave.

L.a dégradation est plus forte lors de la stérilisation d'un grand
volume, pour iequel la durée de chauffage est plus longue que
dans le cas d’un petit volume. Sauf indications contraires, ne
pas stériliser des volumes de plus de 500 ml dans le cas des
liquides ou de plus de 100 ml pour les géloses. Aprés la stérilisa-
tion, ne pas réduire la pression trop rapidement pour éviter que
les fermetures des récipients ne soient soulevées par I'ébullition
des milieux.

Comme dans le cas de la stérilisation du matériel, on peut utili-
ser des indicateurs de stérilisation.

Contrdler régulierement les milieux apres stérilisation, notam-
ment leurs pH, stérilité et efficacité.

5.2.5 Conservation des milieux de culture préparés

Si les milieux de culture préparés ne sont pas utilisés extempo-
ranément, ils doivent, sauf spécification indiquée dans la

1) Normalement les milieux de culture préparés & partir de produits déshydratés auront le pH désiré sans ajustement.




Norme internationale concernée, étre conservés a I'obscurité a
environ 4 °C pendant 1. mois au maximum, dans des conditions
évitant toute modification de leur composition.

Ne jamais utiliser des milieux qui se sont desséchés.

5.2.6 Fusion des milieux de culture gélosés et
préparation des boites de gélose

Faire fondre le milieu de culture en le plagant dans un bain
d’eau bouillante ou selon tout autre procédé donnant des résul-
tats identiques (par exemple, autoclave en vapeur fluante ou
four & micro-ondes). Eviter de le chauffer trop longtemps en le
retirant du bain d’eau dés qu'il est fondu.

Maintenir fe milieu de culture en fusion jusqu’au moment de
son emploi dans un bain d’eau thermostaté de 45 & 50 °C.

Ne jamais utiliser un milieu de culture a une température supé-
rieure & 50 °C. Ne pas maintenir un milieu en surfusion plus de
4 h et ne jamais le faire refondre.

Couler la gélose dans les boites de facon & obtenir une épais-
seur d'au moins 2 mm {par exemple pour des boites de 90 mm
de diamétre, il faut normalement au minimum 10 ml de gélose}.

En général, pour 'ensemencement du milieu gélosé en surface,
sécher les boites, de préférence avec le couvercle enlevé (voir
figure 1) et avec la surface de la gélose tournée vers le bas,
dans une étuve réglée pendant environ 30 min a 50 °C, jusqu’a
disparition des gouttelettes d’'eau a la surface du milieu.

Ne pas sécher davantage.

Figure 1

5.2.7 Chargement des étuves

Ne pas surcharger les étuves. Laisser au moins 25 mm entre
deux piles et entre les piles et les parois ou les rayons. Chaque
pile contiendra au maximum six boftes.

6 Echantillonnage

Effectuer I'échantillonnage conformément & la norme spéci-
figue du produit concerné. S'il n'y a pas de norme spécifique
disponible, il est recommandé que les parties concernées se
mettent d’accord & ce sujet.

Conserver le produit a échantilionner et les échantitlons & exa-
miner dans des conditions qui évitent une modification du nom-
bre de micro-organismes présents.

Pour dénombrer des micro-organismes dans un produit liquide,
on peut 'examiner tel quel ou bien examiner les dilutions de
celui-ci. Pour les produits solides, il est toujours nécessaire de
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préparer une solution ou suspension (suspension-mére); on
examine ensuite celle-ci et/ou les dilutions de celle-ci. Dans un
but de simplification, on parlera toujours d'inoculum.

Pour la préparation des dilutions, voir ISO 6887.

7 Précautions hygiéniques pendant I'examen

Des précautions doivent étre prises pour travailler le plus possi-
ble dans des conditions aseptiques, par exemple

a) S'assurer que la zone de travail est propre et qu'iln'y a
pas de courant d‘air.

b) Nettoyer la surface de travail avec un désinfectant
approprié a la fois avant et aprés le travail.

¢) Ouvrir les tubes & essais et les flacons a proximité d'une
flamme en les tenant le plus inclinés possible.

d) Effectuer le travail le plus rapidement possible sans faire
de mouvements inutiles.

e) Sila totalité d'un sachet de pipettes jetables, boites de
Petri, etc. n'est pas utilisée au cours d'une opération,
s’assurer que le récipient est bien fermé aprés avoir prélevé
le nombre d’unités appropriées.

f) Stériliser les anses et les fils 4 ensemencer, etc., avant et
aprés usage a la flamme. Pour éviter des projections de
matidre, sécher soigneusement, au-dessus de la flamme, les
anses humides avant de les stériliser. Lors de la manipula-
tion de micro-organismes pathogénes, utiliser une cloche de
protection en verre (voir figure 2} ou une autre protection
[voir par exemple Barlow (1972) Soc. Appl. Bacteriol. Tech.
Serv. No. 1].

g) Placer les pipettes, spatules, etc., utilisées dans des
récipients spécifiques contenant un désinfectant {par exem-
ple, solution d’hypochlorite de sodium) avant de les stérili-
ser ou de les nettoyer.

h) Placer les boites de Petri, milieux de culture et tout
autre matériel pouvant contenir des micro-organismes, dans
des récipients spécifiques. .

j) Placer le matériel en matiére plastique a jeter dans des
sacs en plastique, pour les briler ou les stériliser.

k) Sortir les livres, journaux, documents administratifs du
laboratoire, milieux, réactifs, etc., juste le temps nécessaire.

m) Enlever immédiatement tous milieux ou produits con-
taminés, qui auraient pu se répandre, au moyen de tampons
de coton imprégnés d’éthanol & 70 % (V/ V) ou d'un autre
désinfectant, puis nettoyer et désinfecter la surface de tra-
vail avant de continuer.

La manipulation de produits pathogénes ou toxiques peut
demander des précautions particuliéres décrites dans des
ouvrages spécialisés. Quelques exemples sont les suivants:

— travail dans des enceintes fermées ou sous hotte 3 flux
laminaire, notamment lors de |'ouverture des boites de
Petri;

— utilisation de pipettes de sécurité, etc.
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Dimensions en millimétres
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Figure 2 — Briileur & gaz avec cloche de protection en verre



Le risque d’infection ou de contamination dépend du type des
micro-organismes et des manipulations nécessaires pendant
" Fexamen.

Les aérosols contaminés sont une cause importante de conta-
mination de {'environnement et d'infection. Il faut donc éviter
autant que possible la formation d’aérosols. lis peuvent se for-
mer pendant l'ouverture des boites, tubes et flacons, fors de
I'utilisation d’agitateurs, seringues, centrifugeuses, etc., ainsi
que lorsque I'on vide des pipettes en soufflant, lors de la stérili-
sation d'anses ou fils & ensemencer humides. Lors de I'ouver-
ture d’ampoules contenant des cultures lyophilisées, on peut
également répandre des micro-organismes dans |'air.

8 Préparation de I'échantillon pour essai

Marquer les échantillons, les récipients, les sachets en matiére
plastique, les flacons, les tubes a essais, les boites de Petri, etc.
de fagon qu’ils puissent étre facilement identifiés pendant
toutes les étapes de l'examen pour éviter toute possibilité de
confusion.

Manipuler les échantillons de facon a éviter tout risque de con-
tamination. Pour cela, prendre les précautions suivantes:

a) Lorsqu'il s'agit d'un produit dans un emballage, net-
toyer la partie extérieure qui sera ouverte avec de I'éthanol &
70 % (V/V). Flamber si possible.

b} Tout instrument servant & ouvrir un emballage (ouvre-
bofte, ciseaux, etc.) doit étre stérile (ces instruments doi-
vent étre stérilisés aprés avoir été emballés séparément dans
une matiére adéquate).

9 Mode opératoire

9.1 Prise d’essai, suspension-mére et dilution

Pour éviter la contamination de |'environnement et de la prise
d’essai, il est recommandé de travailler dans des locaux particu-
liers ou sous des hottes. A défaut, on doit toujours examiner en
premier les produits contenant peu de micro-organismes, par
exemple les produits pasteurisés, les plats précuisinés, puis
ceux qui sont plus fortement contaminés.

La protection de I'environnement contre la poltution est parti-
culierement importante pour la pesée et la prise d’essai des pro-
duits pulvérulents fortement contaminés.

Pour vérifier la stérilité d’un produit, la prise d'essai doit s'effec-
tuer dans des conditions d’environnement strictement contr6-
lées, par exemple sous une hotte 3 flux laminaire.

Pour la préparation des dilutions, voir ISO 6887.

9.2 Techniques de dénombrement

9.2.1 Dénombrement lors de l'utilisation d’un milieu
solide

9.2.1.1 Technique par incorporation en milieu solide

Préparer le milieu (selon 5.2.6), les boites de Petri, le diluant et
les dilutions 3 examiner (selon 9.1}, en quantités et nombres
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correspondants au plan d’ensemencement spécifié dans la
Norme internationale concernée.

Répartir dans les boites marquées, selon 8, les volumes déter-
minés des dilutions & examiner.

Verser dans chaque boite le volume de milieu prescrit en 5.2.6.
Le temps qui s'écoule entre le moment ou I'on a distribué 'ino-
culum dans une bofte et celui ol fe milieu est coulé ne doit pas
excéder 15 min. Mélanger soigneusement et immédiatement le
milieu fondu et I'inoculum, de facon & obtenir une répartition
homogéne des micro-organismes dans la masse du milieu. Lais-
ser refroidir et solidifier en posant les boites de Petri sur une
surface fraiche et horizontale.

Prévoir une deuxiéme couche de gélose non nutritive ou identi-
que 2 celle du milieu de culture utilisé dans I'analyse en vue
d’éviter la croissance des colonies envahissantes.

Placer, aprés solidification compléte du milieu, les boites a

incuber selon les indications données en 9.2.1.3.

9.2.1.2 Technique par étalement

Etaler de facon uniforme et le plus rapidement possible I'inocu-
lum & la surface du milieu contenu dans les boites de Petri pré-
parées selon 5.2.6. L'étalement peut &tre réalisé a I'aide d'un
étaleur stérile en verre ou en matiére plastique stérile.

Lorsque I'inoculum étalé a été totalement absorbé par le milieu,
procéder a l'incubation comme décrit en 9.2.1.3.

9.2.1.3 Incubation

fncuber les boites ensemencées retournées a la température
appropriée. En principe, une étuve 3 air est suffisante. Si une
déshydratation excessive se produit {par exemple a 55 °C ou
dans le cas d’'une forte circulation d’air}, envelopper les boites
sans serrer dans des sacs en matiére plastique avant l'incu-
bation.

Si I'on exige de faibles variations de température, mettre les
boites dans un récipient étanche placé dans un bain d'eau
thermostaté.

NOTE — |l peut étre utile dans certains cas de prévoir des boites ense-
mencées en double, qui seront conservées & +4 °C pour les comparer
lors du dénombrement avec les boites ensemencées incubées, afin de
ne pas confondre des particules du produit examiné avec des colonies.

Aprés incubation, les boites doivent étre, si possible, immédia-
tement examinées. Sinon, elles peuvent étre conservées, sauf
spécification contraire, au maximum 48 h & +4 °C.

9.2.1.4 Interprétation des résultats

9.2.1.4.1 Choix des boites & examiner

Les boites ne répondant pas aux exigences formulées dans la
méthode particuliére doivent étre systématiquement écartées.
En général, on écarte les boites qui ne présentent pas de colo-
nies bien séparées sur au moins la moitié de la surface.
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9.2.1.4.2 Expression des résultats

Pour gu'un résultat soit valable, on estime en général qu’il faut
compter au moins une bofte contenant entre 15 et 150 colonies
par boite.

Calculer le nombre de micro-organismes présents dans I'échan-
tillon pour essai, en tant que moyenne pondérée & partir de
deux dilutions successives, a |'aide de la formule

rc
Ving + 0,1n5)d
ou

> C est la somme des colonies sur toutes les boites comp-
tées;

d estla dilution a partir de laquelle les premiers dénombre-
ments sont obtenus (par exemple 10~2);

ny est le nombre de boites dans la premigre dilution
comptée;

ny est le nombre de boites dans la seconde dilution
comptée;

V est le volume de l'inoculum appliqué a chaque boite.

9.2.1.4.3 Limites de confiance

Voir tableau 1.

Tableau 1 — Limites de confiance des estimations
des petits nombres

Limites de confiance au
Nombre de micro-organismes niveau 95 %

inférieure supérieure
1 <1 2
2 <1 4
3 <1 5
4 1 6
5 2 9
6 2 10
7 2 12
8 3 13
9 4 14
10 4 16
11 5 18
12 6 19
13 7 20
14 7 21
15 8 23

9.2.2 Dénombrement lors de ['utilisation d’un milieu
liquide

NOTE — Deux systémes d'ensemencement sont possibles.

Les systémes les plus usités dits « symétriques » comprennent le méme
nombre de tubes pour chaque dilution, les rapports de volume entre
deux dilutions étant en général de 1 & 10. Ces systémes sont surtout
utilisés lorsqu’il ne s’agit pas uniquement de vérifier qu’une certaine
limite n'est pas dépassée, mais également de déterminer le nombre de
micro-organismes présents.

Les systémes dits « dissymétriques» comprennent différents nombres
de tubes pour différentes dilutions. Ces systémes sont utilisés en parti-
culier pour apprécier des concentrations dans une zone bien délimitée.

9.2.2.1 Ensemencement

Introduire, 3 l'aide d'une pipette, dans les fioles et tubes corres-
pondants l'inoculum mesuré.

Utiliser une nouvelle pipette & chaque manipulation.

9.2.2.2 Incubation

Disposer les tubes ensemencés dans une étuve ou, de préfé-
rence, dans un bain d’'eau thermostaté.

9.2.2.3 Interprétation des résultats

Dans les systémes symétriques (voir la note en 9.2.2), choisir
trois dilutions successives dont la dilution la plus faible corres-
pondant & la concentration la plus grande d’échantillon ense-
mencé est considérée comme la «dilution de base».

— = §'il existe une ou plusieurs dilutions successives pour
lesquelles tous les tubes sont reconnus positifs selon la
Norme internationale spécifique, retenir comme dilution de
base celle correspondant & la concentration d’échantillon la
plus faible (ou & la plus forte dilution effectuée).

— - S'il n'existe pas de dilution pour laquelle tous les tubes
sont reconnus positifs selon la'Norme internationale spécifi-
que, retenir les trois dilutions contenant la plus grande con-
centration de I'échantillon.

Dans les systémes dissymétriques (voir la note en 9.2.2), tous
les tubes ensemencés doivent étre pris en compte.

9.2.2.4 Tables NPP

Reporter la combinaison retenue en 9.2.2.3 dans la table NPP
correspondant a la technique d’ensemencement utilisée, afin
de déterminer un indice NPP.

De nombreuses tables ont été publiées. A titre informatif,
I'annexe en reproduit certaines pour queiques séries couram-
ment utilisées.

9.2.2,5 Expression des résultats

A partir de I'indice NPP Iu dans la table, déterminer la concen-
tration en micro-organismes la plus probable dans une quantité
de référence donnée de I'échantilion a Vaide de la formule
suivante

C, est la concentration la plus probable en micro-
organismes dans la quantité de référence V;

N est I'indice NPP lu dans la table pour la dilution de
base V;




