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Avant-propos

L'ISO (Organisation internationale de normalisation) est une fédération
mondiale d'organismes nationaux de normalisation (comités membres de
I'1S0). L'élaboration des Normes internationales est en général confiée aux
comités techniques de I''SO. Chaque comité membre intéressé par une
étude a le droit de faire partie du comité technique créé a cet effet. Les
organisations internationales, gouvernementales et non gouvernemen-
tales, en liaison avec I'ISO participent également aux travaux. L'ISO colla-
bore étroitement avec la Commission électrotechnique internationale (CEIl)
en ce qui concerne la normalisation électrotechnique.

Les projets de Normes internationales adoptés par les comités technigues
sont soumis aux comités membres pour vote. Leur publication comme
Normes internationales requiertl'appriobation 'de 75 %) au mdins des§Jco:
mités membres votants.

La Norme internationale 1ISO 10712 a été élaborée par le comité technique
ISO/TC 147, Qualité de I'eau, sous-comité SC b5, Méthodes biologiques.

Les annexes A et B de la présentenNormehinternationale sont/donnges
uniquement a titre d'information.
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Introduction

La bactérie Pseudomonas putida est utilisée comme organisme repré-
sentatif des micro-organismes hétérotrophes présents dans I'eau douce.
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Qualité de I'eau — Essai d'inhibition de la croissance
de Pseudomonas putida (essai d'inhibition de la
multiplication des cellules de Pseudomonas)

1 Domaine d'application

La présente Norme internationale prescrit une mé-
thode d'essai pour la détermination de I'effet inhibi-
teur de l'eau de surface, de I'eau souterraine et des
eaux usées vis-a-vis de Pseudomonas putida.

La méthode n'est pas applicable'aux’echantillons de
forte coloration, ou contenant des matiéres_non_dis-
soutes ou volatiles ou des substances ‘réagissant avec
le milieu nutritif ou gqui subissent des changements
pendant |'essai (par exemple par précipitation, ou’dé:
gradation biochimique ou'photochimiqgue), et peuvent
donner des résultats faux, et/ou affecterda-reproduct
tibilité.

La méthode permet également d'expérimenter les
substances solubles dans I'eau {voir annexe A).

2 Reéférence normative

La norme suivante contient des dispositions qui, par
suite de la référence qui en est faite, constituent des
dispositions valables pour la présente Norme inter-
nationale. Au moment de la publication, I'édition indi-
quée était en vigueur. Toute norme est sujette a
révision et les parties prenantes des accords fondés
sur la présente Norme internationale sont invitées a
rechercher la possibilité d'appliquer I'édition la plus
récente de la norme indiquée ci-aprés. Les membres
de la CEl et de I''SO possédent le registre des Nor-
mes internationales en vigueur & un moment donné.

ISO 7027:1990, Qualité de l'eau — Détermination de
la turbidité.

3 Définitions

Pour les besoins de la présente Norme internationale,
les définitions suivantes s'appliquent.

3.1 multiplication; croissance: Augmentation du
nombre de cellulesipendant la durée de I'essai.

3:2 ] relation concentration/effet: Relation entre
I'inhibition de la multiplication des cellules et la
concentration de |'échantillon d'essai.

NOTE 1 Cette relation est représentée graphiquement
en plagant les valeurs d'inhibition sur I'axe des ordonnées,
et celles de la concentration de I'échantillon sur I'axe des
abscisses.

3.3 concentration réelle (CE): Concentration de
['échantillon soumis a I'essai donnant une valeur cal-
culée ou interpolée d'inhibition de la multiplication de
cellules de Pseudomonas putida dans les 16 h + 1 h,
comparée avec le lot témoin.

Les concentrations de I'échantillon soumis & !'essai
(CE10 et CEBO) sont déterminées a partir de la relation
concentrationfeffet (3.2) a partir de laguelle la multi-
plication des cellules est inhibée de 10 %, respec-
tivement 50 %, par rapport au lot témoin.

3.4 culture mere: Culture bactérienne obtenue &
partir de la souche de collection du laboratoire et
destinée & fournir un inoculum pour la préculture du
mode opératoire.

3.5 préculture: Culture bactérienne destinée a ac-
climater la bactérie d'essai aux conditions de I'essai
et & fournir un nombre approprié¢ de bactéries ayant
une croissance exponentielle comme inoculum pour
la culture d'essai.
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3.6 culture d'essai: Milieu d'essai (3.9) ensemencé.

3.7 inoculum: Suspension de bactéries destinée a
ensemencer une solution nutritive.

3.8 solution nutritive: Solution aqueuse de sub-
stances nutritives nécessaires a la croissance
bactérienne.

3.9 milieu d'essai: Mélange d'échantillon soumis a
I'essai, d'eau de dilution et de solution nutritive (sans
inoculum).

3.10 échantillon: Eau de surface, eau souterraine
OU eau usée a expérimenter.

3.11 échantillon d'essai: Echantilion, aprés toutes
les étapes préparatoires telles que homogénéisation,
ajustement du pH, filtration, centrifugation.

3.12 témoin: Mélange d'eau de dilution, de solution
nutritive et d'inoculum (sans échantillon d'essai).

3.13 unités néphélométriques formazine, FNU:
Unités de turbidite formazine. Dénsitéoptigue' d' une
suspension de cellules bactériennes a une longueur
d'onde de 436 nm, mesurée en unités néphélomé-
trigues formazine conformément a I'lSO 7027.

4 Principe

Détermination de |'effet inhibiteur d'un échantillon sur
Pseudomonas putida par mesurage de la croissance
cellulaire de diverses dilutions de I'échantillon d'essai,
par rapport a la croissance cellulaire obtenue pour une
culture réalisée dans les mémes conditions mais qui
ne contient pas I'échantillon d'essai.

Détermination de la concentration cellulaire par den-
sité optique aprés une période d'essai de
16h+1h.

L'évaluation se fait sur la base des concentrations de
I'échantillon d'essai pour lesquelles la multiplication
des cellules est inhibée de 10 % et de 50 % dans les
16h+1h.

5 Reéactifs

Utiliser des réactifs de qualité analytique et de l'eau
déionisée ou de |'eau de pureté équivalente.

5.1 Organisme d'essai

Pseudomonas putida, bactérie aérobie Gram négatif
de la famille des Pseudomonadaceae; possédant des
flagelles (de 0,7 um & 1,1 um de diamétre, et de
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2,0 um a 4,0 um de longueur) a flagellation polaire.
Elle est présente partout dans le sol et I'eau de sur-
face. Sa température de croissance optimale se situe
entre 25 °C et 30 °C.

NOTE 2
I'essai:

Les deux souches suivantes conviennent pour

a} souche MIGULA, Berlin 33/2 (DSM 50026)

Cette souche est disponible a partir de la collection
suivante:

Collection allemande de micro-organismes
Mascheroder Weg 1b

D-38124 Braunschweig

Allernagne

b) souche NCIB 9494

Cette souche est disponible & partir de la collection
suivante:

Torry Research Station
P.O. Box 31
Aberdeen, Royaume-Uni

Toute autre'souche'de/sensibilité équivalente peut étre
utilisée.

5.2 Acide chlorhydrique, ¢(HCl) = 1 mol/l.

5.3 s:Solution d*hydroxyde ‘de sodium,
e(NaOH) =P molj/l.

Des solutions plus diluées ou plus concentrées
d'acide ou de base peuvent étre utilisées pour ajuster
le pH si nécessaire.

5.4 Solutions nutritives

Préparer les solutions meres | a IV (voir 5.4.1 3 5.4.4),
puis les stériliser, par exemple & 121 °C pendant
10 min.

Les solutions peuvent étre conservées pendant plu-
sieurs semaines dans un réfrigérateur a une tempé-
rature comprise entre 2 °C et 4 °C.

5.4.1 Solution |

Dissoudre les composants suivants dans de 'eau et
compléter a 500 ml avec de I'eau.

— 10,0 g de nitrate de sodium {(NaNOj);

— 2,40 g d'hydrogénophosphate de dipotassium
(K;HPO,);

— 1,20 g de dihydrogénophosphate de potassium
(KH,PO,);
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— 1,0 g d'extrait de levure.

5.4.2 Solution Il

Dissoudre les composants suivants dans de I'eau et
compléter a 500 ml avec de I'eau.

— 10,0 g de nitrate de sodium (NaNO,);

— 2,40 g d'hydrogénophosphate de dipotassium
(KoHPO,);

— 1,20 g de dihydrogénophosphate de potassium
(KH,PQO,).

5.4.3 Solution lll, solution de glucose

Dissoudre le composant suivant dans de l'eau et
compléter a 500 ml avec de l'eau.

— 40,049 de D(+)-glucose monohydraté
{CgH1,04.H,0), pour utilisation biochimique et mi-
crobiologique.

5.4.4 Solution 1V, solution de sulfate, de

magnésium-citrate de fer(lll)

Dissoudre les composants suivants dans de |'eau et
compléter a 1 000 mi avec,de.l'eau.

— 4,0 g de sulfate de magnésium heptahydraté
(MgS0,,7H,0);

— 0,01 g de citrate de fer(lll) en granulés.
NOTE 3  Afin de réduire le nombre d'étapes nécessaires,

la solution | peut étre mélangée a la solution Ill, aprés sté-
rilisation, pour le mode opératoire décrit en 5.5 et 8.1, et la
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solution Il a la solution 11, pour le mode opératoire décrit en
8.2.

5.5 Culture mere (voir tableau 1)

5.5.1 Milieu nutritif de la culture mére (gélose
inclinée)

Dissoudre 18 g d'agar {qualité de haute pureté pour
microbiologie) dans de |'eau, en chauffant.

Ajouter 50 ml de la solution | (5.4.1), 125 ml de la so-
lution Il (5.4.3), 100 ml de la solution IV (5.4.4) et
compléter a 1 000 ml avec de |'eau.

Lorsqu'il est encore liquide, répartir le milieu nutritif
en volumes de 6 ml a 10 ml dans les tubes de culture,
boucher les tubes et les stériliser pendant 10 min a
121 °C.

Laisser le milieu nutritif se solidifier en position incli-
née et conserver a une température comprise entre
2°Cet4-C.

5.5.2 Maintien de la culture mére

Conserver les cultures méres de la souche d'essai
Pseldonhionas putida dans des tubes de culture
contenant une gélose inclinée sur le milieu nutritif
solide des cultures meéres (5.5.1).

Faire de nouvelles cultures méres & intervalles d'une
semaine, pour préserver la souche d'essai.

Incuber les cultures meres ensemencées pendant
24h a 26°C £ 4 °C (et conserver a 25 °C + 4 °C)
dans ce but. A long terme, la remise en culture d'une
souche peut provoquer des modifications de la sensi-
bilité des organismes d'essai. Dans ce cas, utiliser
une nouvelle culture de la souche d'essai.

Tableau 1 — Concentrations finales dans les différents milieux

Substances Culture meére (5.5) Préculture (8.1) Culture d'essai (8.2)

nutritives mg/l mg/! mgy!l
NaNO, 1000 500 500
K,HPO, 240 120 120
KH,PO, 120 60 60
Extrait de levure 100 50 —
CgH1,06.H,0 10 000 2 000 2 000
MgSO,,7H,0 400 200 200
Citrate de fer(lll) 1,0 05 0.5
Agar 18 000 — —




ISO 10712:1995(F)

NOTE 4 Un pigment vert peut é&tre produit apres
incubation pendant 24 h. Cela est normal et n'indique pas
une contamination.

6 Appareillage et matériel

L'appareillage qui doit entrer en contact avec |'échan-
tillon d'essai pendant la préparation du milieu nutritif
ou pendant la période d'essai doit étre en verre ou
tout autre matériau chimiguement inerte.

Tout le matériel et les bouchons en verre entrant en
contact avec les cultures d'essai doivent étre stérili-
sés avant emploi, s'ils n‘ont pas été stérilisés en
méme temps que les solutions nutritives.

6.1 Spectromeétre ou turbidimetre

[.'état de croissance des cultures peut également étre
déterminé par une méthode différente si celle-ci a une
sensibilité suffisante et s'il est établi une corrélation
acceptable avec la turbidimétrie.

6.2 Microscope, de grossissement x 100 au mini-
mum.

6.3 pH-metre.
6.4 Enceinte a température controlée.
6.5 Fioles de culture.

6.6 Autoclave.

7 Traitement des échantillons

Soumettre 3 |'essai les échantillons dés que possible
aprés le prélévement et la préparation.

Si cela n'est pas possible, conserver les échantillons
en les refroidissant (jusqu'a deux jours a une tempeé-
rature de 2 °C a 4 °C) ou en les congelant (jusqu'a
deux semaines & — 18 °C). Ne conserver les échan-
tillons que dans des cas exceptionnels, la toxicité de
I'échantillon pouvant é&tre modifiée au cours du
temps.

Bien agiter |'échantillon et, si nécessaire, homoge-
néiser avant de préparer le milieu d'essai.

Mesurer le pH de I'échantillon.

En général, I'essai est effectué sans ajustement du
pH. Si des indications montrent qu'un effet inhibiteur
est causé uniguement par un pH extréme, effectuer
un essai supplémentaire dans lequel le pH sera ajusté
4 7.4. Dans ce cas, ajuster le pH de I'échantilion a
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7.4 + 0,3 avec de l'acide chlorhydrique (5.2) ou avec
une solution d'hydroxyde de sodium (5.3); veiller a
modifier aussi peu que possible la concentration de
I'échantillon d'eau. Si nécessaire, par exemple pour
les échantillons contaminés a un niveau élevé par des
microbes, ils peuvent étre stérilisés par filtration, mais
cela peut entrainer des modifications de I'effet
toxicologique de |'échantillon.

8 Mode opératoire

8.1 Préparation de la préculture (3.5)

8.1.1 Préparation du milieu de préculture

Verser 900 ml d'eau stérilisée dans un récipient stéri-
lisé ou stériliser 900 ml d'eau dans un récipient ap-
proprié.

Ajouter 25 mi des solutions | et lll (5.4.1 et 5.4.3) et
50 ml de la solution IV (5.4.4).

NOTE & Le pH du milieu de préculture est de 7,2 + 0,2.
Répartir le “milieu-de’ preculture dans les fioles de
culture dans,des conditions stériles (par exemple par
portions de 90 ml dans des fioles conigues de
250 ml de capacité nominale).

8.1.2 'Préparation de l'inoculum pour la
précuiture

Préparer l'inoculum pour la préculture & partir de la
culture mére agée de 7 jours (5.5.2).

Rincer les cellules de la gélose inclinée (5.5.1) avec le
milieu stérile de préculture (8.1.1).

Diluer cette suspension de cellules avec le milieu
stérile de préculture pour obtenir, dans la préculture,
une turbidité calculée de 10 FNU.

EXEMPLE

Si le volume final de la préculture doit étre de
100 ml, le turbidité de la suspension de cellules doit
étre ramenée par dilution @ 100 FNU, parce que
10 ml de cette suspension de cellules seront ajoutés
aux 90 ml du milieu de préculture (8.1.1).

NOTES

6 La densité optique de la suspension cellulaire
bactérienne est déterminée conformément a la section 3
de I'ISO 7027:1990, par mesurage photoélectrique de I'at-
ténuation de la lumiere transmise (3.4 de I'ISO 7027) ou par
mesurage de la lumiére diffusée (3.3 de I''SO 7027). Seules
les densités optiques < 0,4 peuvent étre utilisées pour
I'étalonnage en FNU. Pour les densités optiques > 0,4, il
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convient que la suspension soit diluée a des valeurs de
densité optique comprises entre 0,1 et 0,4.

7 Au lieu des mesurages de FNU, d'autres unités de tur-
bidité peuvent étre utilisées. Par exemple:

Agro = 0,02 (10 FNU)
Agro = 0,2 (100 FNU)
Agyo="0,1 (50 FNU)

ol Agyq est I'absorbance @ 610 nm.

8.1.3 Incubation et emploi des précultures

Ajouter l'inoculum (8.1.2) au milieu de préculture
(8.1.1).

Boucher les fioles de culture (6.5) a l'aide de bou-
chons poreux stériles.

Incuber la préculture a la méme température que pour
I'essai (8.3) pendant 5 h + 0,5 h et garder les bacté-
ries en suspension (par exemple en agitant). Eviter les
dépédts sur les parois des fioles (par exemple en agi-
tant).

Lorsque I'incubation est achevée, diluer la suspension
bactérienne avec le milieu de la culture d'essaic{voir
tableau 1) afin de donner une turbidité spécifique cal-
culée (par exemple 50 FNU).

NOTE8 Il convient de prélever [l'inoculum ~de . la
préculture durant la phase de croissance exponentielle. 1l y
a lieu de veiller 3 ce que les bactéries ne se présentent pas
sous forme de chaine. Ce phénomene peut étre contrdlé
par examens microscopiques. Si des filaments sont obser-
vés, il convient de préparer une nouvelle culture.

8.2 Préparation des cultures d'essai

Choisir les étapes de dilution (par exemple voir ta-
bleau 2} et préparer une série de dilutions de |'échan-
tilon d'essai (3.11) avec de I'eau deionisée
{article 5).

Ajuster le volume final requis en fonction des reci-
pients utilisés pour la culture d'essai, par exemple
100 ml de volume final dans des fioles de culture de
250 ml. Dans l'exemple suivant, il s‘agit d'un volume
final de 100 ml, les cultures d'essai contiennent donc
les volumes spécifiés en millilitres.

Répartir les solutions I, 11l et IV (5.4), I'eau de dilution
et I'échantillon d'essai dans les fioles de culture.
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Puis ajouter l'inoculum, ajusté a une turbidité spécifi-
que conformément a 8.1.2, afin de donner une
concentration initiale calculée de !l'inoculum égale a
5 FNU dans la culture d'essai.

Boucher les fioles avec des bouchons stériles per-
méables & 1'air ou avec des bouchons en aluminium.

La plus forte concentration qui puisse étre utilisée est
une culture d'essai contenant 80 % de |'échantillon
d'essai.

Chaqgue étape de dilution devrait, si possible, com-
prendre trois lots en paralléle.

Le nombre des lots en paralléle est fonction de la si-
gnification choisie, du niveau de confiance requis et
de I'écart attendu entre les mesurages individuels.

NOTE 8 Une réduction du nombre des lots en paralléle
peut se justifier si des mesurages supplémentaires pour des
gradients de concentrations plus fins sont effectués.

Si I'échantillon d'essai est trouble ou coloré, préparer
une série de dilutions ne contenant pas d'inoculum.
Dans)ce: easy I'inoeulum est remplacé par un volume
correspondant du'milieu de préculture (8.1.1).

8.3 Incubation

Incuber la culture d'essai et le témoin a une tempé-
rature constante ' de 23 °C + 1 °C dans |'obscurité.

Durant I'essai, les écarts de température ne doivent
pas dépasser + 1 °C.

Maintenir les bactéries en suspension (par exemple
en agitant) et éviter tout dépot sur les parois des
fioles.

8.4 Mesurages

Déterminer immédiatement aprés une période
d'incubation de 16 h + 1 h, les valeurs de turbidité
aprés homogénisation par agitation.

NOTE 10  Si un changement de couleur survient pendant
la multiplication des cellules di & une réaction avec
I'échantillon d'essai, il convient d'éliminer cet effet. Si cet
effet ne peut étre éliminé en choisissant une autre longueur
d'onde pour le mesurage, le mesurage effectué sur une
culture d'essai de méme dilution, clarifiée par filtration, peut
&tre choisi comme mesurage de blanc. En cas d'utilisation
d'un photomeétre a faisceau unique, il convient de-déduire
cette valeur de la mesure obtenue pour I'échantilion.



	Áš†/D�8�õ(â“‡¶gHÂ�cKr�º£¬úckŸ†9X�¾JáT�k�ê�+dêœ?Œ˘Ł�T�M’W…�ê‘©ÅÍ�

