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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'lSO 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/CElI,
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 '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 16212 a été élaborée par le comité technique ISO/TC 217, Cosmeétiques.

«La présente version corrigée de I''SO 16212:2008 inclut les corrections suivantes:

— Le terme «comptage» a été remplacé dans tout le document par le terme «dénombrement»;

— Des corrections rédactionnelles ont été apportées dans tout le document.»

iv © ISO 2008 — Tous droits réservés



NORME INTERNATIONALE ISO 16212:2008(F)

Cosmétiques — Microbiologie — Dénombrement des levures et
des moisissures

1 Domaine d'application

La présente Norme internationale donne des lignes directrices générales pour le dénombrement des levures
et des moisissures présentes dans les cosmétiques par dénombrement des colonies en milieu gélosé sélectif
aprés une incubation aérobie.

Afin de garantir la qualité du produit et la sécurité des consommateurs, il est conseillé d'effectuer une analyse
de risque microbiologique pour déterminer les types de produits cosmétiques auxquels la présente Norme
internationale s'applique. Les produits dont on considere qu'ils présentent un faible risque microbiologique
comprennent ceux ayant une faible activité de I'eau, les produits hydro-alcooliques, les produits ayant des
valeurs de pH extrémes, etc.

En raison de la grande variété de produits cosmétiques entrant dans ce domaine d'application, la présente
méthode pourrait ne pas étreladaptée entout)pointialcertains produitsi(par.exemple a certains produits non
miscibles a I'eau). D'autres méethodes (par exemple automatisées) peuvent étre utilisées pour I'essai présenté
ici sous réserve que leur équivalence it été-démontrée;ou-que laméthode ait été validée par ailleurs.

Les levures dénombrées peuvent étre identifiées a l'aide d'essais d'identification appropriés, par exemple
ceux décrits dans les normes indiquées dans-la=Bibliographie. Les moisissures dénombrées peuvent étre
identifiées en utilisant'd’autres’' méthodes appropriées, si-nécessaire.

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 21148, Cosmétiques — Microbiologie — Instructions générales pour les examens microbiologiques

EN 12353, Antiseptiques et désinfectants chimiques — Conservation des microorganismes d'essai utilisés
pour la détermination de l'activité bactéricide, mycobactéricide, sporicide et fongicide

3 Termes et définitions
Pour les besoins du présent document, les termes et définitions suivants s'appliquent.

3.1

levure

champignon unicellulaire qui se multiplie principalement de maniére végétative en bourgeonnant, capable de
se développer dans les conditions d'essais spécifiées dans la présente Norme internationale

3.2

moisissure

mycélium formant des micromycétes, y compris les spores et les conidies, capable de se développer dans les
conditions d'essai spécifiées par la présente Norme internationale

© ISO 2008 — Tous droits réservés 1
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3.3
produit
portion d'un produit cosmétique identifié recue au laboratoire pour essais

3.4
échantillon
portion du produit (au moins 1 g ou 1 ml) utilisée lors de I'essai pour préparer la suspension mére

3.5

suspension meére

suspension (ou solution) d'un échantillon dans un volume défini d'un liquide approprié (diluant, agent
neutralisant, bouillon ou combinaison de ceux-ci)

3.6
dilution(s) de I'échantillon
dilution(s) de la suspension mere

4 Principes

4.1 Généralités

La présente méthode implique le dénombrement des colonies dans un milieu gélosé sélectif. L'inhibition
possible du développement fongique par I'échantillon doit étre neutralisée pour permettre la détection des
micro-organismes viables (voir;la ‘Référence'[2])\Dans/tous|les [caset quelle que soit la méthodologie, la
neutralisation des propriétés fongicides du produit doit étre verifiée et validée (voir les Références [3], [5], [6]).

4.2 Dénombrement sur gélose en boites de Pétri
Le dénombrement sur gélose comprend les étapes suivantes,

a) Préparation des géloses pour ensemencement en profondeur ou étalement en surface, a l'aide d'un
milieu de culture défini, et inoculation des boites avec une quantité définie de la suspension mére ou
d'une dilution du produit.

b) Incubation aérobie des géloses de 3 jours a 5 jours a 25 °C + 2,5 °C.

c) Dénombrement du nombre d'unités formant colonie (UFC) et dénombrement du nombre de levures et de
moisissures par millilitre ou par gramme de produit.

NOTE Une condition d'incubation de 5 jours a 7 jours a 22,5°C +2,5°C en utilisant un milieu de culture sans
antibiotique est également possible.

4.3 Filtration sur membrane

La filtration sur membrane comprend les étapes suivantes.

a) Transfert d'une quantité adaptée de I'échantillon préparé selon une méthode validée dans l'appareil de
filtration, humidifié avec un faible volume de diluant stérile approprié. Filtration immédiate et lavage selon
un mode opératoire validé. Transfert de la membrane filtrante a la surface du milieu gélosé spécifié,
comme indiqué dans I'ISO 21148.

b) Incubation aérobie des membranes de 3 jours a 5 jours a 25 °C + 2,5 °C.

c) Dénombrement du nombre d'unités formant colonie (UFC) et dénombrement du nombre de levures et de
moisissures par millilitre ou par gramme de produit.

NOTE Une condition d'incubation de 5jours a 7 jours a 22,5°C +2,5°C en utilisant un milieu de culture sans
antibiotique est également possible.

2 © ISO 2008 — Tous droits réservés
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5 Diluants, agents neutralisants et milieux de culture

5.1 Généralités

Les spécifications générales sont décrites dans SO 21148. Lorsque de l'eau est mentionnée dans une
formule, utiliser de I'eau distillée ou purifiee, comme spécifié dans I''SO 21148.

Les diluants, agents neutralisants et milieux de culture suivants conviennent pour le dénombrement des

levures et des moisissures. D'autres diluants et agents neutralisants ainsi que d'autres milieux de culture
peuvent étre utilisés s'il a été démontré qu'ils sont adaptés pour cet emploi.

5.2 Diluants neutralisants et diluants

5.2.1 Généralités
Le diluant est utilisé pour disperser I'échantillon. Il peut contenir des agents neutralisants si I'échantillon a
soumettre a essai a des propriétés fongicides. L'efficacité de la neutralisation doit étre démontrée avant la

détermination de la concentration en micro-organismes (voir Article 12). Les informations relatives a des
agents neutralisants appropriés sont données dans I'Annexe D.

5.2.2 Diluants neutralisants

5.2.2.1 Milieu a la peptone de caséine, a la lécithine de soja et au polysorbate 20 (bouillon
SCDLP 20)

5.2.21.1 Composition

— peptone pancréatique de caséine 20,09
— lécithine de soja 5,09
— polysorbate 20 40 ml
— eau 960 ml

5.2.2.1.2 Préparation

Dissoudre le polysorbate 20 dans 960 ml d'eau en mélangeant pendant le chauffage au bain-marie a
49 °C £ 2 °C. Ajouter la peptone pancréatique de caséine et la lécithine de soja. Chauffer pendant environ
30 min pour obtenir une solution. Mélanger et répartir le milieu dans des récipients appropriés. Stériliser a

l'autoclave a 121 °C pendant 15 min. Aprés la stérilisation, le pH doit étre de 7,3 £ 0,2, le mesurage étant
effectué a température ambiante.

5.2.2.2 Autres diluants neutralisants

D'autres diluants neutralisants peuvent étre utilisés s'ils sont appropriés (voir Annexes A et D).
5.2.3 Diluants

5.2.3.1 Liquide A

5.2.3.11 Composition
— peptone pepsique de tissus animaux 1,0 g

— eau 1 000 ml

© ISO 2008 — Tous droits réservés 3



ISO 16212:2008(F)

5.2.3.1.2 Préparation
Dissoudre 1 g de peptone dans l'eau pour obtenir 1 I. Chauffer en remuant fréequemment. Répartir dans des

récipients appropriés. Stériliser a I'autoclave a 121 °C pendant 15 min. Aprés la stérilisation, le pH doit étre de
7,1+ 0,2, le mesurage étant effectué a température ambiante.

5.2.3.2 Autres diluants
D'autres diluants peuvent étre utilisés s'ils sont appropriés (voir Annexe B).
5.3 Diluant pour la suspension de levure (solution tryptone chlorure de sodium)

5.3.1 Composition

— tryptone, peptone pancréatique de caséine 1,00 g

— chlorure de sodium 8,50¢g

— eau 1000 ml

5.3.2 Préparation

Dissoudre les composants dans I'eau en mélangeant pendant le chauffage. Répartir dans des récipients

appropriés. Stériliser a lI'autoclave a 121 °C pendant 15 min. Aprés la stérilisation, le pH doit étre de 7,0 £ 0,2,
le mesurage étant effectué a température ambiante.

5.4 Milieux de culture

5.4.1 Généralités

Les milieux de culture peuvent étredpréparés/ . comme;suitiou,& partin-deimilieux |de culture déshydratés,
conformément aux instructions du fabricant. Les milieux;préts a_I'emploi peuvent étre utilisés lorsque leur
composition et/ou leur rendement de croissance sont comparables a ceux des formules indiquées ci-aprés.

5.4.2 Gélose Sabouraud au dextrose chloramphénicol (SDCA)

5.4.21 Composition

— dextrose 40,0 g
— peptone pepsique de tissus animaux 509

— peptone pancréatique de caséine 509

— chloramphénicol 0,050 g
— gélose 15,09
— eau 1000 ml

5.4.2.2 Préparation

Dissoudre les composants (y compris le chloramphénicol) ou le milieu complet déshydraté dans I'eau, en
mélangeant pendant le chauffage. Répartir le milieu dans des récipients appropriés. Stériliser a I'autoclave a
121 °C pendant 15 min. Aprés la stérilisation, le pH doit étre de 5,6 £ 0,2, le mesurage étant effectué a
température ambiante.

NOTE Pour les produits connus et non contaminés (par des bactéries) le milieu sera utilisé sans chloramphénicol.

4 © ISO 2008 — Tous droits réservés
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5.4.3 Autres milieux

D'autres milieux peuvent étre utilisés, le cas échéant (voir Annexe C).

5.4.4 Milieu gélosé pour la culture de la souche de référence: gélose Sabouraud au dextrose (SDA)
5.4.41 Composition

— dextrose 40¢

— peptone pepsique de tissus animaux 5,0 g

— peptone pancréatique de caséine 50¢9
— gélose 1509
— eau 1 000 ml

5.4.4.2 Préparation

Dissoudre les composants ou le milieu complet déshydraté dans I'eau, en mélangeant pendant le chauffage.
Répartir le milieu dans des récipients appropriés. Stériliser a I'autoclave a 121 °C pendant 15 min. Aprés la
stérilisation, le pH doit étre de 5,6 + 0,2, le mesurage étant effectué a température ambiante.

6 Appareillage et verrerie

L'équipement de laboratoire, le matériel et la verrerie doivent étre tels que décrits dans I''SO 21148.

7 Souches de micro-organismes

Pour la validation des conditions de I'essai, une souche de levure de référence est utilisée.

Candida albicans ATCC') 10231 ou une souche équivalente (IP2)48.72, NCPF3) 3179, NBRC*4) 1594,
KCTC5) 7205, TISTR®) 5779) ou toute autre souche équivalente issue de collections nationales.

La souche de levure sélectionnée considérée comme étant plus sensible a l'activité fongicide que les
moisissures peut étre acceptée comme représentative des champignons (levures et moisissures) pour la
validation de la méthode. Cependant, en cas de besoins spécifiques, I'essai d'efficacité des agents
neutralisants peut étre réalisé avec une souche de référence supplémentaire de moisissure, en utilisant un
protocole approprié pour la préparation d'un inoculum calibré (par exemple, voir 'EN 13624:2003[11], 5.4.1.4).

Il convient de reconstituer la culture conformément aux méthodes indiquées par le fournisseur de la souche
de référence.

La souche peut étre conservée au laboratoire, conformément a I'EN 12353.

ATCC = American Type Culture Collection.

IP = Institute Pasteur.

NBRC = National Biological Resource Centre.

)
)
3) NCPF = National Collection of Pathogenic Fungi.
)
) KCTC = Korean Collection for Type Culture.

)

TISTR = Thailand Institue of Scientific and Technological Research.

© ISO 2008 — Tous droits réservés 5
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8 Manipulation des produits cosmétiques et des échantillons de laboratoire

Si nécessaire, conserver les produits a soumettre a essai a température ambiante.
Ne pas incuber, réfrigérer ou congeler les produits (3.3) et les échantillons (3.4) avant ou aprés analyse.

Il convient d'effectuer I'échantillonnage des produits cosmétiques a analyser comme décrit dans I''SO 21148.
Analyser les échantillons comme décrit dans I''SO 21148 et conformément au mode opératoire décrit dans
I'Article 9.

9 Mode opératoire

9.1 Recommandation générale

Utiliser du matériel et des équipements stériles ainsi que des techniques aseptiques pour préparer
I'échantillon, la suspension mére et les dilutions. En cas de préparation d'une suspension mére, le temps qui
s'écoule entre la fin de la préparation et le moment ou l'inoculum entre en contact avec le milieu de culture ne
doit pas dépasser 45 min, sauf indications particulieres mentionnées dans les protocoles ou documents
établis.

9.2 Préparation de la suspension mére

9.2.1 Généralités

La suspension meére est préparée a partir d'un échantillon d'au moins 1 g ou 1 ml du produit a analyser
préalablement mélangé avec soin.

Noter la masse ou le volume exact de I'échantillon, S.

La suspension mére est généralement-uneldilution 9101 Desvolumes plus/importants’de diluant peuvent étre
requis si des niveaux de contamination élevés sont'attendus-et/ou’sides propriétés fongicides persistent dans
la dilution 1:10.

9.2.2 Produits miscibles dans I'eau

Transférer I'échantillon, S, de produit dans un volume approprié (par exemple 9 ml) de diluant neutralisant
(voir 5.2.2) ou de diluant (voir 5.2.3).

Noter, d, le facteur de dilution.

9.2.3 Produits non miscibles a I'eau

Transférer I'échantillon, S, de produit dans un récipient approprié contenant une quantité adéquate d'agent
solubilisant (par exemple solution polysorbate 80). Disperser I'échantillon dans I'agent solubilisant et ajouter

un volume approprié (par exemple 9 ml) de diluant neutralisant (voir 5.2.2) ou de diluant (voir 5.2.3).

Noter le facteur de dilution, 4.
9.3 Méthodes de dénombrement

9.3.1 Dilutions pour les méthodes de dénombrement

La suspension mere est généralement la premiéere dilution dénombrée. Au besoin, d'autres dilutions (par
exemple dilution 1:10) peuvent étre réalisées a partir de la suspension meére en utilisant le méme diluant
(selon le niveau de contamination attendu pour le produit).

6 © ISO 2008 — Tous droits réservés
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Le dénombrement est généralement effectué en utilisant au moins deux boites de Petri. Il est cependant
possible d'utiliser une seule boite de Petri dans le cas d'un essai de routine, ou si les dénombrements sont
réalisés sur des dilutions successives du méme échantillon ou en fonction des résultats antérieurs.

9.3.2 Méthodes de dénombrement sur gélose

9.3.21 Méthode par ensemencement en profondeur

Dans des boites de Petri de 85 mm a 100 mm de diamétre, ajouter 1 ml de suspension mére et/ou de la
dilution d'échantillon préparée tel que validé (voir Article 12) et verser de 15 ml a 20 ml de milieu gélosé
(voir 5.4.2) maintenu en surfusion dans un bain-marie a une température ne dépassant pas 48 °C. Si des
boites de Petri plus grandes sont utilisées, la quantité de milieu gélosé est augmentée en conséquence.

Mélanger la suspension meére et/ou la dilution d'échantillon avec le milieu en faisant soigneusement tourner
ou en inclinant suffisamment les boites de maniere a assurer la dispersion. Laisser le mélange se solidifier
dans les boites de Pétri sur une surface horizontale a température ambiante.

9.3.2.2 Méthode par étalement en surface

Dans des boites de Pétri de 85 mm a 100 mm de diamétre, verser 15 ml a 20 ml de gélose SDCA (voir 5.4.2)
maintenue en surfusion dans un bain-marie a une température ne dépassant pas 48 °C. Si des boites de Petri
plus grandes sont utilisées, augmenter la quantité de gélose en conséquence.

Laisser la gélose se refroidir et se solidifier, par exemple sous une hotte microbiologique ou dans un
incubateur. Etaler un volume mesuré, supérieur ou, égal a 0,1 ml.de,la, suspension mere et/ou de la dilution
d'échantillon préparée tel que validé (voir Article/12) surla surface.du milieu!

9.3.2.3 Méthode par filtration surmembrane

Utiliser une membrane dont le diamétre despores n'excéde pas 0,45 pm.

Transférer sur la membrane une quantité appropriée de-la suspension mére ou de la dilution d'échantillon
préparée selon une méthode validée (représentant de préférence au moins 1 g ou 1 ml de produit).

Filtrer immédiatement et laver la membrane (suivre le mode opératoire mis au point au cours de la validation,
voir Article 12).

Transférer la membrane sur la surface de gélose SDCA (voir 5.4.2).
9.3.2.4 Incubation

Sauf indication contraire, retourner les boites ensemencées et les placer dans l'incubateur de 3 jours a 5 jours
a 25 °C +£2,5°C ou autre condition (voir la Note de 4.2 et de 4.3). Aprés incubation, les boites doivent, si
possible, étre examinées immédiatement. Autrement, elles peuvent étre conservées au réfrigérateur a
5°C £ 3 °C, au plus 24 h, sauf indication contraire.

NOTE 1 Dans certains cas, lorsqu'il y a un risque de confusion des particules du produit avec les colonies dénombrées,
il peut étre utile de dupliquer des boites contenant les mémes dilutions de I'échantillon et le méme milieu gélosé, et de les
stocker au réfrigérateur a des fins de comparaison avec les boites incubées.

NOTE 2 Une vérification intermédiaire peut étre effectuée lorsque la présence simultanée de levures et de moisissures
est suspectée.
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