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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'ISO). 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 gouvernementales, en
liasison avec I'ISO participent également aux travaux. L'ISO collabore étroitement avec la Commission
électrotechnique internationale (CEI) en ce qui concerne la normalisation électrotechnique.

Les Normes internationales sont rédigées conformément aux régles données dans les Directives ISO/CEI, Partie 3.
Les projets de Normes internationales adoptés par les comités techniques sont soumis aux comités membres pour
vote. Leur publication comme Normes internationales requiert I'approbation de 75 % au moins des comités
membres votants.

L’attention est appelée sur le fait que certains des éléments de la présente partie de I'ISO 10705 peuvent faire
I'objet de droits de propriété intellectuelle ou de droits analogues. L'ISO ne saurait étre tenue pour responsable de
ne pas avoir identifié de tels droits de propriété et averti de leur existence.

La Norme internationale ISO 10705-2 a été élaborée par le comité technique ISO/TC 147, Qualité de l'eau,
sous-comité SC 4, Méthodes microbiodlogiques.

L'ISO 10705 comprend les parties suivantes,<présentées sous”le 'titre, général Qualité de I'eau — Détection et
dénombrement des bactériophages:

— Partie 1: Dénombrement des bactériophages ARN F spécifiques

— Partie 2: Dénombrement des coliphages somatiqdes

— Partie 3: Méthodes par concentration

— Partie 4: Dénombrement des bactériophages infectants des Bacteroides fragilis

L’annexe A constitue un élément normatif de la présente partie de I''SO 10705. Les annexes B et C sont données
uniguement a titre d’information.

iv © 1SO 2000 — Tous droits réservés



NORME INTERNATIONALE ISO 10705-2:2000(F)

Qualité de I'eau — Détection et dénombrement des
bactériophages —

Partie 2:
Dénombrement des coliphages somatiques

1 Domaine d'application

La présente partie de I'SO 10705 spécifie une méthode de détection et de dénombrement des coliphages
somatiques par incubation de I'échantillon avec une souche-hbte appropriée. La méthode est applicable a tous les
types d'eaux, aux extraits de sédiments et de boues, si nécessaire aprés dilution. La méthode est également
applicable aux extraits de coquillages.

Dans le cas d'une faible population de phages, une étape de préconcentration peut s'avérer nécessaire pour
laguelle une Norme internationale distincte sera élaborée ultérieurement.

NOTE Il est souhaitable que les Normes Internationales soient adoptées le plus largement possible. La présente partie de
I'ISO 10705 comporte des références a desiprocédures) alternatives qui parent a la nécessité d'utiliser du matériel ou des
équipements colteux qui peuvent ne pas étre aisement disponibles dans les pays en développement. L'utilisation de ces
procédures alternatives n’affecte pas les performances de la présente méthode.

2 Références normatives

Les documents normatifs suivants contiennent des dispositions qui, par suite de la référence qui y est faite,
constituent des dispositions valables pour la présente partie de I''SO 10705. Pour les références datées, les
amendements ultérieurs ou les révisions de ces publications ne s’appliquent pas. Toutefois, les parties prenantes
aux accords fondés sur la présente partie de I''SO 10705 sont invitées a rechercher la possibilité d'appliquer les
éditions les plus récentes des documents normatifs indiqués ci-aprés. Pour les références non datées, la derniére
édition du document normatif en référence s’applique. Les membres de I'|SO et de la CEIl posséedent le registre des
Normes internationales en vigueur.

ISO 31-0:1992, Grandeurs et unités — Partie 0: Principes généraux.
ISO 3696:1987, Eau pour laboratoire a usage analytique — Spécification et méthodes d’essai.

ISO 5667-1:1980, Qualité de l'eau — Echantillonnage — Partie 1: Guide général pour ['établissement des
programmes d'échantillonnage.

ISO 5667-2:1991, Qualité de Il'eau — Echantillonnage — Partie 2: Guide général sur les techniques
d'échantillonnage.

ISO 5667-3:1994, Qualité de l'eau — Echantillonnage — Partie 3: Guide général pour la conservation et la
manipulation des échantillons.

ISO 6887:1983, Microbiologie — Directives générales pour la préparation des dilutions en vue de l'examen
microbiologique.

ISO 8199:1988, Qualité de l'eau — Guide général pour le dénombrement des micro-organismes sur milieu de
culture.

© I1SO 2000 — Tous droits réservés 1
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Guide ISO/CEI 2, Normalisation et activités connexes — Vocabulaire général.

3 Termes et définitions

Pour les besoins de la présente partie de I''SO 10705, les termes et définitions donnés dans le Guide ISO/CEI 2
ainsi que la définition suivante s'appliquent.

3.1

coliphage somatique

virus des bactéries capable d'infecter certaines souches-hétes d'Escherichia coli (et des souches apparentées) en
se fixant sur la paroi bactérienne au début du processus d'infection

NOTE Les coliphages somatiques provoquent l'apparition de plages visibles (zones de lyse) sur un tapis confluent de
bactéries-hdtes cultivées dans des conditions appropriées.

4 Précautions relatives a la sécurité

La souche-h6te utilisée pour les besoins de la présente partie de I''SO 10705 est une souche non pathogéne pour
I'homme et l'animal. Il convient de la manipuler conformément aux procédures normales (nationales et
internationales) de sécurité des laboratoires d'analyses bactériologiques. Les coliphages somatiques ne sont
pathogenes ni pour I'homme ni pour l'animal, mais certains d'entre eux sont trés résistants a la dessiccation. I
convient donc de prendre les précautions appropriées pour éviter les contaminations croisées des échantillons,
plus particulierement lors de la-manipulation ,ou, del'examen, de, cultures de-concentration élevée ou lors de
I'ensemencement de cultures de"souches-hétes. Ces opérations doivent étre"réalisées dans une enceinte pour
risque biologique ou dans une zone séparée, du, laboratoire:

Le chloroforme est une substance cancérigéne. Prendre les précautions de sécurité qui s'imposent ou utiliser une
autre méthode d'égale efficacité.

5 Principe

L'échantillon est mélangé a un faible volume de milieu de culture nutritif semi-solide. Une culture de la souche-hobte
y est ajoutée et le mélange est coulé dans une boite contenant du milieu de culture nutritif solide. Aprés cela, les
boites sont incubées et examinées pour y repérer l'apparition de plages. Les résultats sont exprimés en nombre de
particules formant des plages, pfp (également identifiées par unités formant des plages, ufp), par unité de volume
d'échantillon.

6 Diluant, milieux de culture et réactifs

6.1 Matériaux de base

Pour la préparation des milieux de culture et des réactifs, utiliser des produits de qualité constante ainsi que des
réactifs de qualité analytique, et suivre les instructions indiquées dans I'annexe A. Pour toute information relative a
la conservation, se reporter a I''SO 8199, sauf si une indication est précisée dans la présente partie de I''SO 10705.
Des milieux de culture complets déshydratés peuvent également étre utilisés. Dans ce cas, suivre
scrupuleusement les instructions du fabricant.

Pour la préparation des milieux de culture, utiliser de I'eau distillée dans des récipients en verre ou de l'eau
déionisée, exempte de substances susceptibles d'inhiber la croissance des bactéries dans les conditions de I'essai
et conforme a I''SO 3696.

NOTE L'utilisation de produits chimiques d’autres qualités est permise, sous réserve de démontrer qu’ils ont une
performance égale pour I'essai.

2 © SO 2000 — Tous droits réservés
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6.2 Diluant

Pour diluer I'échantillon, utiliser une solution peptonée saline (A.7) ou tout autre diluant conforme a I''SO 6887.

7 Appareillage et verrerie

Matériel courant de laboratoire d'analyses microbiologiques, et

7.1 Etuve a air chaud pour stérilisation en chaleur séche et autoclave. A l'exception des appareillages
fournis sous forme stérile, la verrerie et les autres matériels doivent étre stérilisés conformément aux instructions
indiquées dans I''SO 8199.

7.2 Incubateur ou bain d'eau , contrélé thermostatiquement a (36 + 2) °C.

7.3 Incubateur ou bain d'eau, contrélé thermostatiguement a (36 = 2) °C et équipé d'un dispositif d’agitation,
par exemple un plateau tournant & (100 + 10) tr/min.

7.4 Bain d'eau ou bloc chauffant , contrdlé thermostatiquement a (45 + 1) °C.

7.5 Bain d'eau ou dispositif équivalent , permettant de faire fondre la gélose.

7.6 pH-métre.

7.7  Appareil de comptage 7, €quipé d'une source de\lumiére indirécte, ‘oblique.

7.8 Congélateur , contrblé thermostatiguement a: (20 +.5) 1C:

7.9 Congélateur , contrblé thermostatiquement.a (70 +.10) °C ou réservoir de stockage a azote liquide.

7.10 Spectrophotométre , capable de contenir des cuves.de 1 6m de trajet optique ou le tube latéral d'une fiole
néphélométrique (7.17), et muni d'un filtre de longueur d'onde allant de 500 nm & 650 nm avec une largeur de

bande maximale de + 10 nm.

Verrerie de laboratoire stérile d'usage courant en microbiologie ou matériel & usage unique stérile en plastique,
conforme a I''SO 8199, et

7.11 Boites de Petri , ventilées, de 9 cm ou 14 cm a 15 cm de diamétre.

7.12 Pipettes graduées , de 0,1 ml, 1 ml, 5 ml et 10 ml de capacité et pipettes Pasteur .
7.13 Flacons en verre , de volume approprié.

7.14 Tubes de culture , avec bouchons ou dispositifs équivalents.

7.15 Eprouvettes graduées , de capacité appropriée.

7.16 Fioles coniques , de 250 ml & 300 ml de capacité, munies de bouchons en ouate ou de tout autre matériau
approprié.

7.17 Cuves optiques , de 10 mm de trajet optique ou fioles coniques néphélométriques , de 250 ml & 300 ml de
capacité, munies de tubes latéraux pouvant étre adaptés sur un spectrophotométre (7.10) (voir la Figure 1) et de
bouchons en ouate ou de tout autre matériau approprié.

7.18 Unités de filtration sur membrane , pour la décontamination, de 0,2 um de porosité.

7.19 Tubes en plastique , bouchés, de 1,5 ml a 3 ml de capacité.

© 1SO 2000 — Tous droits réservés 3



ISO 10705-2:2000(F)

7.20 Réfrigérateur , réglé a une température de (5 = 3) °C.
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Figure 1 — Fiole conique néphélométrique pour la mise en culture des souches-hétes

8 Cultures microbiologiques de référence

Pour les échantillons contenant une faible flore bactérienne (eau potable, eaux naturelles non polluées), utiliser la
souche Escherichia coli C, ATCC 13706. Pour les échantillons contenant une abondante flore bactérienne (eaux
naturelles polluées, eaux usées), il convient d'utiliser le mutant résistant a I'acide nalidixique, souche Escherichia

coliCN (ATCC 700078 [1]), également connue sous le nom de souche WG5 [2].

Utiliser le bactériophage $X174 (ATCC 13706-B1) pour la préparation du témoin de référence (11.6.1).

NOTE Les souches ATCC sont disponibles a I'American Type Culture Collection, 10801 University Boulevard, Manassas,

VA 20110.

9 Echantillonnage

Prélever des échantillons et les transporter au laboratoire conformément a I''SO 8199, I'SO 5667-1, I'ISO 5667-2
et I''SO 5667-3.

© 1SO 2000 - Tous droits réservés
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10 Préparation des matériaux d'essai
10.1 Mise en culture et entretien des souches-hotes

10.1.1 Généralités

La mise en culture et I'entretien des souches-hétes impliquent différentes étapes résumées a la Figure 2.

CULTURE DE REFERENCE

Incuber une nuit, ajouter
du glycérol jusqu'a une
concentration finale de
15 % a 20 % en volume

CULTURE MERE (10.1.1)
Conserver a (- 70 £10) °C
ou dans l'azote liquide

Culture en phase exponentielle a partir
de colonies lactose, positif;ajouter.du
glycérol jusqu'a-une‘concentration finale
de 15 % a 20 % en volume

CULTURE D'ESSAI (10.1.2)
Conservera(<70-£10) °C
max.2ans |

Culture en phase exponentielle

PRECULTURE (11.1)
Conserver sur glace fondante,
utiliser le jour méme

Figure 2 — Schéma de la mise en culture et de I'entretien des souches-hotes

Pour la mise en culture des souches-hétes lors des différentes étapes, il est recommandé d’agiter Iégerement les
cultures. Outre I'augmentation du taux de croissance des bactéries, I'agitation permet de s’assurer que toutes les
cellules se développent activement et qu'aucune cellule en phase stationnaire ne se développe, ce qui pourrait
diminuer I'efficacité de I'ensemencement. En conséquence, il convient d’agiter manuellement a plusieurs reprises
les précultures en I'absence d’agitateur.

10.1.2 Préparation des cultures méres

Réhydrater le contenu d'une ampoule lyophilisée de la culture de référence des souches-hétes dans un faible
volume (environ 3 ml) de bouillon de Scholten modifié (MSB) (A.1) a l'aide d'une pipette Pasteur (7.12). Transvaser
la suspension dans une fiole conique de 300 ml (7.16) contenant (50 = 5) ml de milieu MSB. Incuber pendant
(20 £ 4) h a (36 + 2) °C en maintenant une |égére agitation en utilisant un incubateur ou un bain d'eau (7.3). Ajouter
10 ml (c'est-a-dire une quantité permettant d'obtenir une concentration finale de 15 % a 20 % en volume) de

© 1SO 2000 — Tous droits réservés 5
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glycérol stérile (A.5) et mélanger soigneusement. Répartir ensuite dans des tubes en plastique (7.19) par portions
aliquotes de 0,5 ml environ et conserver a (—70 + 10) °C ou dans de l'azote liquide.

NOTE Il convient de conserver cette premiére culture de souches-hétes comme référence dans le laboratoire.

10.1.3 Préparation des cultures d'essai

Retirer un tube de culture mére (10.1.2) du congélateur, laisser s’équilibrer a température ambiante (15 °C a 30 °C)
et ensemencer dans une boite contenant une gélose de Mc Conkey (A.6) ou un autre milieu contenant du lactose
de facon a obtenir des colonies isolées. Incuber a (36 + 2) °C pendant (20 £ 4) h. Le contenu restant dans le tube
de culture mére peut étre utilisé pour ensemencer plusieurs boites le méme jour (si nécessaire), sinon il convient
de le traiter comme résidu contaminé.

Ajouter (50 + 5) ml de milieu MSB dans une fiole conique de 300 ml (7.16) et le réchauffer au moins jusqu'a
température ambiante (la croissance sera plus rapide si le bouillon de culture est préalablement chauffé a une
température de 37 °C). Choisir de trois a cing colonies lactose positives a partir de la gélose de Mc Conkey et
ensemencer conjointement le matériel bactérien issu de ces colonies dans la fiole contenant le milieu MSB.
Incuber pendant (5% 1) h & (36 £ 2) °C tout en maintenant une Iégére agitation en utilisant un incubateur ou un
bain d'eau (7.3). Ajouter 10 ml de glycérol stérile (A.5) et mélanger soigneusement. Répartir ensuite dans des
tubes en plastique (7.19) par portions aliquotes de 1,2 ml environ et conserver a (=70 £ 10) °C au congélateur (7.9)
pendant deux ans au plus.

NOTE S'il est prévu de réaliser un grand nombre d'essais, plusieurs fioles coniques peuvent étre ensemencées en
paralléle.

10.2 Etalonnage des mesurages d’absorbance pour le dénombrement des micro-organismes
cultivables

Retirer un tube de culture d'essai du congélateur-(7.9) et laisser s’équilibrer a température ambiante (15 °C a
30 °C). Ajouter (50 £ 5) ml de milieu MSB dans, une fiole conique néphélomeétrique (7:17) et réchauffer au moins a
température ambiante (la croissance sera plus rapide-si le, bouillon de culture est préalablement chauffé a une
température de 37 °C). Régler le spectrophotometre sur zéro avec le tube latéral rempli. Il est également possible
d’'ajouter (50 + 5) ml de milieu MSB (A.1) dans une fiole conique simple (7.16) et de transvaser une partie aliquote
dans la cuve optique (7.17), dans des conditions d’'asepsie. Régler le spectrophotometre sur zéro en utilisant cette
cuve. Jeter le bouillon transvasé dans les cuves pour la mesure de I'absorbance.

Ensemencer le milieu MSB avec 0,5 ml de la culture d'essai. Incuber a (36 + 2) °C en maintenant une légere
agitation en utilisant un incubateur ou un bain d'eau (7.3) pendant 3,5 h au plus. Mesurer I'absorbance toutes les
30 min comme indiqué ci-dessus et prélever un échantillon de 1 ml pour le dénombrement des bactéries
cultivables, en ayant soin de réduire au minimum la durée de sortie de la fiole de l'incubateur.

Diluer les échantillons & 10~7 et compter les unités formant colonie (ufc) dans 1 ml des dilutions 1075, 106 et 107
par la procédure normale d'ensemencement en double dans des boites contenant de la gélose nutritive ou de
gélose de Scholten modifiée (MSA) (A.2.1). Il est également possible d'effectuer une filtration sur membrane avec
des volumes de 1 ml de ces mémes dilutions et de compter les ufc par la procédure normale de filtration sur
membrane en double sur gélose nutritive ou milieu MSA (A.2.1). Incuber a (36 +2) °C pendant (20+4) h (en
utilisant 7.2). Compter le nombre total de colonies dans/sur chaque boite contenant entre 30 et 300 colonies et
calculer la concentration de ufc/ml (se reporter & I'lSO 8199 si nécessaire).

NOTE 1 |l convient de répéter cette procédure plusieurs fois (environ deux a trois fois) afin d'établir une relation entre les
mesures d'absorbance et le nombre de colonies. Si suffisamment de données ont été obtenues, les essais ultérieurs pourront
étre basés uniquement sur les mesures d’'absorbance.

NOTE 2  Si une densité cellulaire d’environ 108 ufc/ml n'est pas obtenue dans les 3,5 h d'incubation, il est alors également
possible d’ensemencer 1 ml de la culture d’essai au lieu de 0,5 ml.
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11 Mode opératoire

11.1 Préparation des précultures

Retirer un tube de culture d'essai du congélateur (7.9), laisser s'équilibrer a température ambiante (15 °C a 30 °C).
Ajouter (50 = 5) ml de milieu MSB dans une fiole conique néphélométrique (7.17) ou une fiole conique simple
(7.16) et réchauffer au moins a température ambiante (la croissance sera plus rapide si le bouillon de culture est
préalablement chauffé a une température de 37 °C). Régler le spectrophotomeétre sur zéro comme décrit en 10.2.

Ensemencer 0,5 ml de la culture d'essai dans le milieu MSB. Incuber a (36 + 2)°C en maintenant une légére
agitation (7.3). Mesurer I'absorbance toutes les 30 min comme indiqué en 10.2. Lorsque I'absorbance atteint une
concentration de l'ordre de 108 ufc/ml (sur la base des données obtenues en 10.2), sortir la préculture de
l'incubateur et la refroidir rapidement sur de la glace fondante. Utiliser la préculture le jour méme.

NOTE Les précultures peuvent également étre préparées selon le protocole suivant (moins contr6lé):

Ensemencer 0,5ml de culture d'essai, décongelée comme précédemment décrit, dans (50 +5) ml de milieu MSB
préalablement chauffé a température ambiante. Incuber pendant (3 £ 1) h a (36 £+ 2) °C en maintenant une agitation douce. Ou
bien, ensemencer soit des colonies typiques provenant d’une boite de milieu gélosé, soit une culture bactérienne obtenue sur
gélose inclinée [aprés incubation a (36 + 2) °C pendant (20 + 4) h au maximum et conservée a (5 + 3) °C pendant un jour au
maximum] dans (50 + 5) ml de milieu MSB préalablement chauffé a température ambiante. Incuber pendant (3+1)h a
(36 + 2) °C en maintenant une agitation douce. Utiliser immédiatement ou retirer la préculture de I'incubateur et la refroidir
rapidement jusqu'a 5 °C a 10 °C, en la plagant de préférence sur de la glace fondante. Utiliser cette préculture le jour méme.
Quel que soit le mode opératoire de préparation, il convient que la concentration de cette préculture soit d’environ 108 ufc/ml.

11.2 Mode opératoire normalisé
Préparer une préculture comme décrit en 11.1.

Faire fondre des flacons contenant 50 ml de gélose de Scholten modifiée semi-solide (ssMSA) (A.3) dans un bain
d'eau bouillante (7.5) et les placer ensuite dans un-bain'd’'eau’d (45 + 1) °C. Ajouter, dans des conditions d'asepsie,
300 pl d'une solution de chlorure de-calcium!(A.2.2) préalablement chauffée a température ambiante et répartir par
portions aliquotes de 2,5 ml dans des tubes’decculture (7:14) bouchés) placés dans un bain d'eau a (45 + 1) °C.

Ajouter 1 ml d'échantillon initial (dilué ou concentré) préalablement chauffé & température ambiante dans chaque
tube de culture. Examiner chaque aliquote au moins en double.

Ajouter 1 ml de préculture dans chaque tube de culture contenant les aliquotes d’échantillon et le milieu ssSMSA,
mélanger soigneusement en évitant la formation de bulles d'air et couler le contenu sur une couche de milieu MSA
(A.2.3) dans une boite de Petri de 9 cm, préalablement chauffée a température ambiante. Répartir de facon
homogene, laisser se solidifier sur une surface froide, horizontale. Sécher les boites par incubation en laissant le
couvercle a moitié ouvert si nécessaire. Couvrir ensuite les boites et incuber les boites retournées a (36 +2) °C
pendant (18 + 2) h. Ne pas empiler plus de 6 boites.

Compter, sous éclairage oblique indirect, le nombre de plages apparues sur chaque boite dans les 4 h suivant
l'incubation.

NOTE 1  S'il est prévu de réaliser un grand nombre d'essais, plusieurs fioles coniques peuvent étre ensemencées en
parallele. Dans ce cas, il convient de mélanger les contenus des différentes fioles et d’homogénéiser avant analyse ou de
réaliser un témoin de référence ¢X174 pour chaque fiole ou préculture.

NOTE 2  Si nécessaire, les boites peuvent étre lues apres 6 h d'incubation. Cela peut étre utile si un comptage préliminaire
est requis et également si I'on suppose une importante flore interférente. Si une lecture est effectuée apres 6 h, il convient de le
noter lors de I'expression des résultats (article 12).

NOTE 3  Une solution de chlorure de triphényltétrazolium (voir A.3) préparée extemporanément peut étre ajoutée au milieu
ssMSA afin d'augmenter le contraste pour le comptage des plages.
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