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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 I''SO participent également aux travaux. L'ISO collabore étroitement avec
la Commission électrotechnique internationale (CEl) en ce qui concerne la normalisation électrotechnique.

Les Normes internationales sont rédigées conformément aux régles données dans les Directives ISO/CEI,
Partie 2.

La tache principale des comités techniques est d'élaborer les Normes internationales. 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 du présent document peuvent faire l'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.

L'ISO 17604 a été élaborée par le comité technique 1SO/TC 34, Produits alimentaires, sous-comité SC 9,
Microbiologie.

Cette premiere édition de I''SO 17604 annule et remplace la deuxiéme édition de I'lSO 3100-1:1991.

L'1SO 3100-2:1988 fait'I'objet'd'une révision‘et 'sera publiée sous 1SO'6887-2:
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Introduction

Il est généralement admis que le dénombrement microbiologique et la prévalence des micro-organismes
pathogenes sur les carcasses sont indispensables a la surveillance et aux controles effectués dans le cadre
des systémes de contrble de I'évaluation des risques de I'hygiéne d'abattage [tels que ceux qui mettent en
ceuvre l'analyse des risques et la maitrise des points critiques (HACCP) et des systémes d'assurance de la
qualité].

De plus, de nhombreux organismes ont été impliqués dans des programmes (internationaux) de surveillance
relatifs a la prévalence des micro-organismes pathogénes.

La conception de tels systémes de contrble et de programmes de surveillance devra bien évidemment tirer
avantage de I'utilisation de méthodes normalisées et acceptées.

iv © ISO 2003 — Tous droits réservés
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Microbiologie des aliments — Prélevement d'échantillons sur
des carcasses en vue de leur analyse microbiologique

1 Domaine d'application

La présente Norme internationale spécifie des méthodes de prélevement en vue de la recherche et du
dénombrement des micro-organismes a la surface de carcasses d'animaux de boucherie venant d'étre
abattus. L'échantillonnage microbiologique peut étre effectué dans le cadre

— du contréle des processus de fabrication (et pour en vérifier la maitrise) dans les abattoirs de bétail,
chevaux, porcs, moutons, chévres et gibier élevé en captivité,

— du systéme de contrble de I'évaluation des risques appliqué a la sécurité des produits, et
— des programmes de surveillance pour la prévalence des micro-organismes pathogénes.

La présente Norme internationale comporte I'emploi de teehniques destructives et non destructives, en
fonction de I'objectif du prélévement d'échantillons.

La présente Norme internationale ne traite pas de I'utilisation de plans d'échantillonnage.

Si des législations nationales sur., ce .sujet existent, elles. prévalent sur l'utilisation de la présente Norme
internationale.

L'Annexe A indique les emplacements de prélévement sur la carcasse, et I'Annexe B fournit les exigences
concernant I'examen microbiologique. L'Annexe C compare les méthodes destructive et non destructive.

2 Références normatives

Les documents de référence suivants sont indispensables pour I'application du présent document. Pour les
références datées, seule I'édition citée s'applique. Pour les références non datées, la derniére édition du
document de référence s'applique (y compris les éventuels amendements).

ISO 4833, Microbiologie des aliments — Méthode horizontale pour le dénombrement des micro-organismes
— Technique de comptage des colonies a 30 °C

ISO 5552, Viandes et produits a base de viande — Recherche et dénombrement des Enterobacteriaceae
sans ressuscitation — Technique de NPP et technique de comptage de colonies

ISO 6579, Microbiologie des aliments — Méthode horizontale pour la recherche des Salmonella spp.

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

ISO 6887-2, Microbiologie des aliments — Préparation des échantillons, de la suspension mére et des

dilutions décimales en vue de I'examen microbiologique — Partie 2: Regles spécifiques pour la préparation
des viandes et des produits a base de viande
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ISO 7218, Microbiologie des aliments — Regles générales pour les examens microbiologiques

ISO 7251, Microbiologie des aliments — Meéthode horizontale pour le dénombrement d'Escherichia coli
présumées — Technique du nombre le plus probable

ISO 10272, Microbiologie des aliments — Méthode horizontale pour la recherche de Campylobacter
thermotolérants

ISO 10273, Microbiologie des aliments — Méthode horizontale pour la recherche de Yersinia enterocolitica
présumées pathogénes

ISO 13720, Viandes et produits a base de viande — Dénombrement de Pseudomonas spp.

ISO 16654, Microbiologie des aliments — Méthode horizontale pour la recherche des Escherichia coli 0157

3 Procédure de prélevement

Il est possible d'utiliser des méthodes destructives ou non destructives (voir Annexe C). Eviter les
conséquences préjudiciables pour la valeur de la carcasse est la premiére contrainte dans l'usage de
méthodes destructives. Les méthodes non destructives permettent I'examen de surfaces plus grandes. Lors

de contamination importante sur de petites surfaces, il est possible d'utiliser soit des méthodes destructives
soit des méthodes non destructives (voir C.2 et C.3).

4 Fréquence de prélevement

Le moment et la fréquence des prélévements, sont régis par

— la technologie d'abattage selon I'animal,

— la conception des programmes d'évaluation.des risques de processus;
— le volume de production, et

— I'état épidémiologique de la région dont les animaux sont originaires.

Dans le cas du contréle des processus, il doit exister un lien entre le moment et la fréquence des
prélévements et la qualité de I'hnygiéne d'abattage.

Dans le cas de la surveillance des pathogénes, il convient que le moment et la fréquence des prélevements
donnent la plus grande chance d'isoler les agents pathogénes recherchés.

5 Points de préléevement

5.1 Seélection de la carcasse

Il convient que chaque carcasse ait une chance égale d'étre choisie pour I'échantillonnage.

5.2 Controle des processus

Il convient que les points de prélévement dans I'abattoir correspondent aux pratiques d'abattage mises en
ceuvre. Il convient qu'ils soient sélectionnés selon des principes d'évaluation des risques et liés aux étapes du
processus identifiées comme problématiques. Les points de contréle suivants sont donnés a titre d'exemples:

— aprés le passage dans la machine d'épilage de la carcasse (porc);

— aprés le passage dans la machine de lavage de la carcasse (porc);
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— aprés la dépouille (enlévement de la peau) (bétail, moutons, chévres, gibier élevé en captivité, etc.);
— apreés l'éviscération;

— dans la chambre de réfrigération, 12 h au moins aprés I'abattage (voir C.4).

5.3 Surveillance des micro-organismes pathogénes

Pour la surveillance des micro-organismes pathogénes, les moments de prélévement suivants peuvent étre
utilisés pour toutes les espéces:

— juste avant la réfrigération;

— dans la chambre de réfrigération, 12 h au moins aprés I'abattage (voir C.4).

6 Emplacements de prélevement

6.1 Controle des processus

Les emplacements de prélévement choisis dépendent des pratiques de I'abattoir pour les différents animaux
(voir Figures A.1, A.2 et A.3). Ces emplacements de prélévement ne sont pas obligatoires.

Il est important que le choix des emplacements de prelevement soit'homogene dans le temps.

Il est généralement préférable d'echantillonner’ sursautant de“icarcasses que possible plutdt qu'un certain
nombre d'emplacements sur une carcasse donnée.

6.2 Surveillanceides micro-organismes pathogénes

Les emplacements de prélévement choisis dépendent des pratiques de I'abattoir pour les différents animaux.
Le but est en effet d'examiner les emplacements présentant la plus forte prévalence de contamination (voir
Tableau A.1). Ces emplacements de prélévement ne sont pas obligatoires.

Il est important que le choix des emplacements de prélevement soit homogéene dans le temps.

Il est généralement préférable d'échantillonner sur autant de carcasses que possible plutét qu'un certain
nombre d'emplacements sur une carcasse donnée.

Alors que de larges emplacements d'échantillonnage seront plus adaptés dans le cadre de programmes de
surveillance, I'échantillonnage d'emplacements plus petits, ciblés dans des zones de grande contamination
peut donner le méme résultat.

7 Techniques de préléevement

7.1 Conditions générales

Pour une situation de prélévement donnée, il est recommandé d'utiliser a chaque fois la méme technique de
prélevement, afin d’assurer que les résultats sont comparables.

© ISO 2003 — Tous droits réservés 3
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7.2 Méthodes destructives
7.21 Méthode de I'emporte-piéce

7.211 Réactifs

72111 Ethanol, 70 % et 90 % en volume.

7.21.2 Instruments et fournitures

7.21.21 Scalpels stériles.

7.21.2.2 Pinces stériles.

7.2.1.2.3 Emporte-piéce stériles, ayant une superficie de coupe de 5 cmZ2.
7.21.2.4 Chalumeau a gaz ou bec Bunsen portable.

7.2.1.2.5 Papier absorbant ou coton hydrophile.

7.21.2.6 Sacs en plastique stériles, pour homogénéisateur péristaltique, de taille appropriée a la
superficie a échantillonner et au volume de diluant a ajouter.

7.21.3 Prélévement
Aux emplacements appropriés sur la carcasse, des;trous;sont pratiqués-a la surface a I'aide d'un emporte-

piece stérile (7.2.1.2.3). Les disques de '‘peau’'ou de tissu (de "2 mm /d'épaisseur environ) sont ensuite
découpés a l'aide d'un scalpel et de pinces stériles et placés dans un sac en plastique (7.2.1.2.6) étiqueté.

7.21.4 Nettoyage et stérilisation'des instruments

L'emporte-piece (7.2.1.2.3), le scalpel (7.2.1.2.1) et les pinces (7.2.1.2.2) doivent étre nettoyés et stérilisés a
chaque prélevement de la maniére suivante.

a) Nettoyer avec du papier absorbant ou du coton hydrophile plongé dans un flacon contenant de I'éthanol a
70 % (7.2.1.1.1).

b) Plonger dans de I'éthanol a 70 % dans une bouteille.

c) Flamber I'éthanol; en cas de danger avec I'utilisation d'une flamme directe, laisser I'éthanol s'évaporer.

d) Laisser refroidir.

Etant donné le temps nécessaire pour effectuer le nettoyage, il vaut mieux utiliser au moins deux jeux

d'emporte-piece, scalpel et pinces. Il est indispensable que ces instruments ne soient pas recontaminés avant
utilisation. L'utilisation d'instruments stériles a usage unique est possible.

7.2.2 Méthode de I'excision a I'aide d'un gabarit

7.2.21 Instruments et fournitures
7.2.21.1 Scalpels stériles.
7.2.2.1.2 Pinces stériles.

7.2.21.3 Gabarits carrés stériles, délimitant une superficie interne creuse de, par exemple, 10 cm?,
20 cm? ou 25 cm?.

4 © ISO 2003 — Tous droits réservés
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7.2.21.4 Sacs stériles en plastique, pour homogénéisateur péristaltique.

7.2.2.2 Prélévement

Aux endroits appropriés des carcasses, des échantillons d'environ 2 mm d'épaisseur sont découpés a l'aide
de gabarits stériles en utilisant des scalpels et des pinces stériles.

Les instruments peuvent étre réutilisés tel que décrit en 7.2.1.4.

7.3 Méthodes non destructives

7.3.1 Méthode d'écouvillonnage en milieu humide ou a sec (voir référence [1])

7.3.1.1 Réactifs

7.3.1.1.1 Solution de peptone-sel stérile, diluant d'emploi général (voir I''SO 6887-1), répartie par
volumes de 10,0 ml dans des tubes ou des fioles.

7.3.1.2 Instruments et fournitures
7.3.1.21  Ecouvillon stérile en coton hydrophile, de grande dimension, muni d'une tige en bois.

7.3.1.2.2 Gabarits carrés stériles, délimitant une superficie interne creuse de, par exemple, 50 cm?2 ou
plus.

7.3.1.3 Prélévement

Humidifier un écouvillon dans 10 ml de la solution de peptone-sel (7.3.1.1.1). A chaque emplacement de
prélévement choisi sur la carcasse, placer le-gabarit(7.3.1.2.2) fermement sur la surface et frotter I'écouvillon
sur toute la surface 'délimitéeaen.'exergantounenpression; ‘en!le -déplacant ‘d’abord horizontalement puis en
tournant I'écouvillon de maniére que toutes!lesfaces-soient Utilisées. Placer I'écouvillon dans le diluant utilisé
pour I'numidifier, en brisant la tige en bois contre Il'intérieur de la fiole. Puis, a 'aide d'un écouvillon sec,
échantillonner a nouveau la surface, tel qu'indiqué plus haut, et placer cet écouvillon dans le méme récipient
de diluant.

Les instruments peuvent étre réutilisés tel que décrit en 7.2.1.4.
7.3.2 Méthode de préléevement a I'éponge

7.3.21 Réactifs

7.3.21.1 Solution de peptone-sel stérile, diluant d'emploi général (voir I''SO 6887-1), répartie par
volumes de 25,0 ml dans des fioles.

7.3.2.2 Instruments et fournitures
7.3.2.2.1 Eponge stérile (exempte de substances a effet inhibiteur), dans un sac plastique stérile.
7.3.2.2.2 Gabarit carré stérile, délimitant une superficie interne creuse de 100 cm?2 (10 cm x 10 cm).

7.3.2.2.3 Gants stériles.

7.3.2.3 Prélévement

Localiser les emplacements de prélévement. Ouvrir le sac contenant I'éponge stérile (7.3.2.2.1) et ajouter une
quantité de diluant peptone-sel (7.3.2.1.1) suffisante pour humidifier I'éponge sans qu'un excés de liquide soit
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visible. Masser I'éponge de I'extérieur du sac afin de I'humidifier soigneusement. Mettre une paire de gants
stériles et retirer avec précaution I'éponge du sac.

Placer le gabarit (7.3.2.2.2) sur I'emplacement choisi. Frotter I'éponge sur I'emplacement de prélévement
délimité (10 cm x 10 cm) une dizaine de fois a la verticale et une dizaine de fois a I'horizontale.

A lissue du badigeonnage, replacer I'éponge dans son sac. Ajouter du diluant peptone-sel dans le sac pour
compléter a 25 ml au total.

Les instruments peuvent étre réutilisés tel que décriten 7.2.1.4.
7.3.3 Méthode au tampon de gaze

7.3.3.1 Réactifs

7.3.3.11  Solution de peptone-sel stérile, diluant d'emploi général (voir I''SO 6887-1), répartie par
volumes de 25,0 ml dans des fioles.

7.3.3.2 Instruments et fournitures

7.3.3.21 Tampon de gaze stérile.

7.3.3.2.2 Sacs stériles en plastique, pour un homogénéisateur péristaltique.

7.3.3.2.3  Gabarit carré stérile, délimitant une superficie interne creuse dé 100 ¢m?2 (10 cm x 10 cm).

7.3.3.2.4 Gants stériles.

7.3.3.3 Prélevement

A I'emplacement du prélévement, ouvrir le sac en plastique contenant:le tampon (7.3.3.2.1) et ajouter 10 ml
environ de diluant peptone-sel (7.3.3.1.1). Presser et masser le tampon de l'extérieur du sac afin de
I'humidifier complétement. Placer le gabarit (7.3.3.2.3) sur la I'emplacement d'échantillonnage. Tenir
I'extérieur du sac et le retourner (en I'utilisant comme un gant) ou bien utiliser une paire de gants stériles
neuve pour frotter le tampon sur I'emplacement d'échantillonnage, 10 fois a I'horizontale, puis 10 fois a la
verticale. Replacer le tampon dans son sac en plastique et ajouter du diluant pour compléter a 25 ml au total.

Les instruments peuvent étre réutilisés tel que décriten 7.2.1.4.

8 Conservation et transport des échantillons

Transporter les échantillons dans une boite isotherme avec des plaques eutectiques ou dans une glaciére
avec de la glace broyée fondante. Ne pas les laisser se congeler ou entrer en contact avec la glace
éventuellement utilisée.

Traiter les échantillons au laboratoire dans I'heure suivant le prélévement ou les conserver a 2°C+2 °C
pendant 24 h au maximum (voir I''SO 7218).
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Annexe A
(informative)

Emplacements de prélevement

Les emplacements de préléevement doivent étre choisis en fonction des pratiques de I'abattoir pour les
différents animaux. L'objet est d'examiner les emplacements présentant la plus grande prévalence de
contamination (voir Tableau A.1). Les Figures A.1, A.2 et A.3 montrent des exemples d'emplacements de
prélévement a la surface de la carcasse respectivement d'un porc, d'un bceuf et d'un agneau (voir la
référence [2]).

Tableau A.1 — Emplacements le plus souvent contaminés par des nombres élevés de
micro-organismes

Porc?@ Beeuf? Agneau @
Partie distale de la cuisse ) Pointe de poitrine (2) Abdomen (flanc) 3)
Partie latérale de la cuisse (2) Premiere cote (3) Partie latérale du thorax (4)
Partie latérale de I'abdomen (3) Flanc (4) Entrecuisse (6)
Milieu de la région dorsale (4) Aine (6) Partie latérale de la poitrine 7)
Partie médiane de I'abdomen  (10) /| Partie latérale du cuisseau (8)

a

Les chiffres entre parenthéses indiquent I'emplacement de prélévement sur les Figures A.1 a A.3.
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