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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
liaison avec ['1SO 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 Norme internationale 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 1SO 17410 a été élaborée par le comité technique ISO/TC 34, Produits alimentaires,
sous-comité SC 9, Microbiolagie.
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NORME INTERNATIONALE ISO 17410:2001(F)

Microbiologie des aliments — Méthode horizontale pour le
dénombrement des micro-organismes psychrotrophes

1 Domaine d'application

La présente Norme internationale spécifie une méthode de dénombrement des micro-organismes psychrotrophes
par le biais d'une technique de comptage des colonies a 6,5 °C. Cette méthode est applicable aux produits
destinés a la consommation humaine ou aux aliments destinés aux animaux.

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 Norme internationale. 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 Norme internationale sont invitées a rechercher la possibilité d'appliquer les
éditions les plus récentes des documents normatifs'indiqués ci-aprés. Pour les téférences non datées, la derniére
édition du document normatif en référence s’applique. Les membres de I'|SO et de la CEIl possédent le registre des
Normes internationales en vigueur.

ISO 6887-1, Microbiologie des aliments — Préparation des, échantillons, de la suspension mére et des dilutions
décimales en vue de I'examen microbiologique — Partie 1; Regles générales pour la préparation de la suspension
mere et des dilutions décimales.)

ISO 7218, Microbiologie des aliments — Régles générales pour les examens microbiologiques.

ISO 8261, Lait et produits laitiers — Préparation des échantillons pour essai et des dilutions en vue de I'examen
microbiologique.

3 Terme et définition
Pour les besoins de la présente Norme internationale, le terme et la définition suivants s’appliquent.

31

micro-organisme psychrotrophe

bactéries, levures ou moisissures formant des colonies comptables dans les conditions spécifiées dans la présente
Norme internationale

4  Principe

4.1 Préparation de deux boites de Petri a partir d'un milieu de culture solide non sélectif et a partir d’'une quantité
déterminée d’échantillon pour essai si le produit initial est liquide ou, dans le cas des autres produits, a partir d'une
guantité déterminée de suspension mere. Pour éviter les contraintes thermiques, I'inoculation est faite en surface.

1) Les parties 2 a 5 de I'lSO 6887 sont en préparation (voir la bibliographie).
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Préparation d’'autres paires de boites de Petri dans les mémes conditions & partir de dilutions décimales de
I’échantillon pour essai ou a partir de la suspension meére.

4.2 Incubation en aérobiose des boites a 6,5 °C pendant 10 jours.

4.3 Calcul du nombre de micro-organismes par millilitre ou par gramme d’échantillon a partir du nombre de
colonies obtenues sur les boites choisies.

5 Milieux de culture et diluants
Pour les pratiques courantes de laboratoire, voir I'lSO 7218.

Sauf spécification contraire, n’utiliser que des réactifs de qualité analytique reconnue et de I'eau distillée ou
déminéralisée ou de I'eau de pureté équivalente.

Si les milieux de culture et les réactifs préparés ne sont pas utilisés immédiatement, les conserver, sauf
spécification contraire, a I'abri de la lumiére a une température de 3 °C £ 2 °C pendant une période n’excédant pas
1 mois dans des conditions n’entrainant pas de modification de leur composition.

5.1 Diluant

Voir I''SO 6887-1.

5.2 Milieu de comptage

5.2.1 Composition

Digestat enzymatique de caséine 5049
Extrait de levure 2,59
Glucose 10g
Agar-agar 9gal8g?
Eau 1 000 ml

2  Selon le pouvoir gélifiant de I'agar-agar.

Dans le cas d’'analyse de produits laitiers, il est recommandé d’ajouter 1,0 g de lait en poudre écrémé par litre de
milieu de culture. Le lait en poudre écrémeé doit étre exempt de substances inhibitrices.

5.2.2 Préparation

Dissoudre les composants ou le milieu de culture complet déshydraté dans de I'eau, en chauffant si nécessaire.
Homogénéiser et laisser reposer plusieurs minutes. A l'aide du pH-métre (6.9), ajuster, si besoin est, le pH de sorte
gu’aprés stérilisation il soit de 7,0 + 0,2 a 25 °C.

Verser le milieu dans des fioles ou flacons (6.10) par quantité appropriées. Stériliser pendant 15 min a I'autoclave
(6.1) réglé a 121 °C.

Si le milieu est & utiliser immédiatement, le refroidir avant I'emploi dans un bain d’eau (6.7) réglé a une température
comprise entre 44 °C et 47 °C. Dans le cas contraire, laisser le milieu se solidifier dans la fiole ou le flacon. Avant
I'emploi, faire fondre le milieu complétement dans un bain d’eau bouillante, puis le refroidir dans un bain d’eau (6.7)
réglé a une température comprise entre 44 °C et 47 °C.

Placer dans chacune d’'un nombre approprié de boites de Petri (6.5) environ 15 ml du milieu de culture complet
préparé extemporanément ou refondu. Laisser se solidifier.

2 © I1SO 2001 — Tous droits réservés
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Immédiatement avant I'emploi, placer les boites de Petri soigneusement (de préférence couvercle enlevé et
surface gélosée sur le dessous) dans un incubateur (6.3) réglé entre 37 °C et 55 °C jusqu’'a ce que la surface
gélosée soit séche. Le séchage des boites contenant le milieu gélosé peut aussi étre réalisé sous hotte a flux
laminaire pendant 30 min avec le couvercle entrouvert ou toute une nuit avec le couvercle en place (ISO 7218).

6 Appareillage et verrerie
Pour les exigences générales, voir I''SO 7218.

Un appareillage jetable constitue une alternative acceptable a la verrerie réutilisable si ses spécifications sont
similaires.

Matériel courant de laboratoire de microbiologie et, en particulier, ce qui suit.
6.1 Autoclave, capable de fonctionner a une température de 121 °C.

6.2 Etuve pour stérilisation en chaleur séche, capable de fonctionner a une température comprise entre
170 °C et 175 °C pendant 1 h.

6.3 Incubateur, capable de fonctionner & une température comprise entre 37 °C et 55 °C.

6.4 Incubateur, capable de fonctionner a une température de 6,5 °C + 1 °C.

6.5 Boites de Petri, en verre-ouen plastique, de diametre.d'environ-90 mm-a;100 mm.

6.6 Pipettes, calibrées pour un usage bactériologiguey de capacité nominale de 0,1 ml, 1 ml et 10 ml.

6.7 Bains d’eau ou appareils similaires, I'un capable de fonctionner & une température comprise entre 44 °C et
47 °C et l'autre pouvant étre amené a ébullition.

6.8 Appareil de comptage des colonies)cconstitué’d'une base(éclairée et, en option, d'un compteur numérique
mécanique ou électronique.

6.9 pH-métre, ayant une précision de lecture de + 0,01 unité pH a 25 °C, permettant de réaliser des mesures
précises a + 0,1 unité pH.

6.10 Fioles ou flacons, de capacité appropriée, pour la préparation, la stérilisation et, si nécessaire, la
conservation des milieux de culture.

6.11 Etaleurs (rateaux), stériles, en verre ou en plastique, pour étaler I'inoculum en surface du milieu de culture.

7 Echantillonnage

Il est important que le laboratoire regoive un échantillon réellement représentatif, non endommagé ou modifié
pendant le transport ou le stockage.

L'échantillonnage ne fait pas partie de la méthode spécifiée dans la présente Norme internationale. S'il n'existe

aucune Norme internationale traitant de I'échantillonnage du produit concerné, il est recommandé aux parties
concernées de conclure un accord a ce sujet.

8 Préparation de I’échantillon pour essai

Préparer I'échantillon pour essai conformément a I''SO 6887-1 ou, pour les produits laitiers, conformément a
SO 8261.

© 1SO 2001 — Tous droits réservés 3
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9 Mode opératoire

9.1 Prise d’'essai, suspension mere et dilutions

Préparer la prise d'essai, la suspension meére (dilution primaire) et les dilutions suivantes conformément a
I''SO 6887-1 ou, pour les produits laitiers, conformément a I'lSO 8261.

9.2 Ensemencement et incubation

9.2.1 Préparer deux boites avec I'échantillon pour essai (cas des produits liquides) ou avec la suspension mére
(cas des autres produits) et pour chacune des dilutions choisies. A l'aide d’une pipette stérile (6.6), transférer
0,1 ml de produit liquide, de suspension mére (dilution primaire) ou des dilutions appropriées au centre de chaque
boite de Petri étiquetée contenant le milieu de comptage des boites (5.3).

9.2.2 Alaide d'un étaleur (6.11), étaler inoculum avec soin, de fagon uniforme et aussi rapidement que possible
a la surface de la boite de Petri, sans toucher les bords de la boite et jusqu’a ce qu'il ne reste plus de liquide visible
sur la gélose. Il convient de prévoir une boite témoin sans inoculum pour vérifier la stérilité. Utiliser un étaleur
stérile pour chaque boite.

Il est possible d'utiliser le méme étaleur pour toutes les dilutions d’'un échantillon donné, a condition de commencer
par la dilution la plus forte et de poursuivre dans I'ordre jusqu’a la dilution la plus faible, c’est-a-dire celle contenant
la plus grande quantité de produit a analyser.

9.2.3 Retourner les boites préparées en 9.2.2 et les placer dans l'incubateur (6.4) réglé a 6,5 °C. Laisser incuber
pendant 10 jours.

9.3 Comptage des colonies

Au terme de la période d'incubation (voir 9.2.3.), procéder) au)comptage des colonies, a I'aide de I'appareil de
comptage des colonies (6.8);;dans,les boites;de.Retri.qui en.contiennent,mains;de,150. Il est important d’'inclure
dans le chiffre les colonies en forme de téte d/épingle,-mais, il est essentiel que I'opérateur évite de confondre ces
colonies avec des matiéres non dissoutes ou précipitées dans la boite.

Les colonies envahissantes doivent étre considérées comme des colonies uniques. Si moins du quart de la boite
est envahi par des colonies envahissantes, compter les colonies se trouvant sur la partie non touchée de la boite

et extrapoler le nombre correspondant a la boite entiére. Si plus du quart de la boite est envahi par des colonies
envahissantes, ne pas tenir compte du chiffre obtenu pour cette boite.

10 Calcul et expression des résultats

10.1 Calcul
Voir I'ISO 7218.

Pour gu'un résultat soit valable, on estime en général qu'il est nécessaire de compter les colonies sur au moins
une boite contenant au minimum 15 colonies.

Calculer le nombre, N, d'unités formant colonies (UFC) de micro-organismes psychrotrophes, par gramme ou par
millilitre d’échantillon, a l'aide de I'équation (1):

__ ¢
N= V(n;+0,In,)d )
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ou
ZC est la somme de toutes les colonies comptées sur toutes les bhoites retenues de deux dilutions
successives, dont une au moins contient au minimum 15 colonies;
\% est le volume, en millilitres, de 'inoculum appliqué a chaque boite;
ny est le nombre de boites retenues a la premiere dilution;
ny est le nombre de boites retenues a la seconde dilution;
d est le taux de dilution correspondant a la premiére dilution retenue.
NOTE La plus faible dilution est celle qui renferme la plus forte concentration en échantillon pour essai.

10.2 Expression des résultats

10.2.1 Cas général: Boites contenant entre 15 et 150 colonies

Arrondir le résultat calculé & deux chiffres significatifs. Pour cela, si le troisiéme chiffre est inférieur a 5, le chiffre
précédent n'est pas modifié; si le troisieme chiffre est supérieur ou égal a 5, le chiffre précédent est augmenté
d’une unité. Par exemple arrondir 28 500 a 29 000 et 11 500 a 12 000.

Retenir comme résultat le nombre d’'UFC de micro-organismes psychrotrophes par millilitre (pour les produits
liquides) ou par gramme (paur les autres produits) exprimé) de’ préférence,sous la forme d’'un nombre compris
entre 1,0 et 9,9 multiplié par la puissance appropriée de 10, ou sous la forme d’'un nombre entier avec deux chiffres
significatifs.

10.2.2 Estimation des petits nombres

Si les deux boites, au niveau de I'échantillon, pour.essai; (produlits, liquides) ou de la suspension mere (autres
produits) contiennent moins de 15 colonies, calculer la moyenne arithmétique des colonies comptées sur les deux
boites.

Exprimer le résultat comme suit:

— nombre estimé, Ng, de micro-organismes psychrotrophes par millilitre (produits liquides) ou par gramme
(autres produits), en utilisant I'équation (2):

_ ¢
Ng —m 3

ou
ZC est la somme des colonies comptées sur les deux boites;

\% est le volume, en millilitres, de 'inoculum appliqué a chaque boite;
n est le nombre de boites retenues (dans le cas présent n = 2);

d est le taux de dilution de la suspension mére ou de la dilution ensemencée.

10.2.3 Aucune colonie présente

Si les deux boites, au niveau de I'échantillon pour essai (produits liquides) ou de la suspension mére (autres
produits) ne contiennent aucune colonie, exprimer le résultat comme suit:
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