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

2

Les procédures utilisées pour élaborer le présent document et celles destinées a sa mise a jour sont
décrites dans les Directives ISO/IEC, Partie 1. Il convient, en particulier, de prendre note des différents
critéres d’approbation requis pour les différents types de documents ISO. Le présent document a
été rédigé conformément aux regles de rédaction données dans les Directives ISO/IEC, Partie 2 (voir
www.iso.org/directives).

L'ISO attire I'attention sur le fait que la mise en application du présent document peut entrainer l'utilisation
d’un ou de plusieurs brevets. L'ISO ne prend pas position quant a la preuve, a la validité et a I'applicabilité de
tout droit de brevet revendiqué a cet égard. A la date de publication du présent document, 'ISO n’avait pas
recu notification qu'un ou plusieurs brevets pouvaient étre nécessaires a sa mise en application. Toutefois,
il y a lieu d’avertir les responsables de la mise en application du présent document que des informations
plus récentes sont susceptibles de figurer dans la base de données de brevets, disponible a l'adresse
www.iso.org/brevets. L'ISO ne saurait étre tenue pour responsable de ne pas avoir identifié tout ou partie de
tels droits de propriété.

Les appellations commerciales éventuellement mentionnées dans le présent document sont données pour
information, par souci de commodité, a I'intention des utilisateurs et ne sauraient constituer un engagement.

Pour une explication de la nature volontaire des normes, la signification des termes et expressions
spécifiques de I'ISO liés a I'évaluation de la conformité, ou pour toute information au sujet de 'adhésion de
I'ISO aux principes de I'Organisation mondiale du commerce (OMC) concernant les obstacles techniques au
commerce (OTC), voir www.iso.org/avant-propos.

Le présent document a été élaboré par le comité technique ISO/TC 34, Produits alimentaires, sous-comité SC9,
Microbiologie, en collaboration avec le comité technique CEN/TC 463, Microbiologie de la chaine alimentaire,
du Comité européen de normalisation (CEN), conformément a '’Accord sur la coopération technique entre
I'ISO et le CEN (Accord de Vienne).

Cette quatrieme édition annule et remplace la troisieme édition (ISO 7218:2007), qui a fait 'objet d'une
révision technique. Elle integre également 'amendement ISO 7218:2007/Amd 1:2013.

Les principales modifications sont les suivantes:
— simplification de la partie calculs et ajout de deux autres calculateurs;

— restructuration de la partie appareillage par groupes d’équipements ayant les mémes finalités et soumis
aux mémes exigences;

— référence a d’autres normes générales de microbiologie telles que celles traitant des milieux, de la
validation, de la vérification et de I'incertitude afin de limiter les répétitions;

— ajout d'informations sur le contréle qualité du laboratoire et la caractérisation des micro-organismes
témoins.

Il convient que l'utilisateur adresse tout retour d’'information ou toute question concernant le présent
document a 'organisme national de normalisation de son pays. Une liste exhaustive desdits organismes se
trouve a l'adresse www.iso.org/fr/members.html.
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Introduction

Lorsque des examens microbiologiques sont effectués, il est particulierement important:
— de détecter et/ou de dénombrer seulement les micro-organismes présents dans les échantillons; et
— que ces micro-organismes ne contaminent pas I'environnement.

Pour cela, il est essentiel d’appliquer de bonnes pratiques de laboratoire, notamment de veiller a I'’hygiene
du personnel et d’utiliser des techniques de travail aseptiques qui permettent d’éviter, autant que possible,
toute contamination par I'environnement de I'essai.

Les informations données dans le présent document sur les précautions a prendre pendant les examens
microbiologiques n’étant pas exhaustives, une connaissance approfondie des techniques microbiologiques
et des micro-organismes en question est donc essentielle. Il est important que les examens soient conduits
de maniére aussi slre, correcte et minutieuse que possible, notamment en ce qui concerne les aspects liés au
controle et a I'enregistrement pouvant avoir une incidence sur les résultats, ainsi que le calcul des nombres
de micro-organismes et I'’évaluation de I'incertitude des résultats d’essai.

Les risques les plus courants et leur contréle dans le laboratoire de microbiologie sont énoncés dans le
présent document. Toutefois, les méthodologies de travail peuvent étre différentes d’'un laboratoire a un
autre et il convient de mener une analyse des risques appropriée pour garantir de bonnes pratiques de
laboratoire. L'évaluation et le contrdle périodiques de points décisifs contribuent non seulement a respecter
les pratiques d’hygiene et de sécurité, mais peuvent aussi améliorer la fiabilité des résultats d’essai.

Le présent document a pour objet d’aider a garantir la validité des examens microbiologiques dans la chaine
alimentaire. Il vise en particulier a faire en sorte que les méthodes générales pour effectuer des examens
soient les mémes dans tous les laboratoires, a participer ainsi a 'obtention de résultats cohérents entre les
différents laboratoires et a contribuer a la sécurité du personnel de laboratoire, en prévenant les risques
d’infection.

Le présent document integre les principales mesures nécessaires pour mener des examens microbiologiques
de divers types. De plus amples informations sont disponibles dans la littérature mentionnée dans la
Bibliographie (voir Références [43] a [47]).

Dans le présent document, les formes verbales suivantes sont utilisées:
— «doit» indique une exigence;
— «il convient de» indique une recommandation;

— «peut» indique parfois une autorisation («may» en anglais), ou encore une possibilité ou une capacité
(«can» en anglais).

En outre, I'impératif est utilisé pour énoncer des instructions ou lorsque des actions sont requises.

© IS0 2024 - Tous droits réservés
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Microbiologie de la chaine alimentaire — Exigences générales
et recommandations pour les examens microbiologiques

1 Domaine d’application

Le présent document spécifie des exigences générales et donne des recommandations relatives aux examens
microbiologiques.

Il couvre:

— l'application des normes internationales horizontales ou verticales spécifiques élaborées par
I'ISO/TC 34/SC 9 ou I'ISO/TC 34/SC 5 pour la détection ou le dénombrement des micro-organismes,
nommeées ci-apreés «normes spécifiques»;

— les bonnes pratiques de laboratoire pour les laboratoires de microbiologie soumettant a essai des
échantillons issus de la chaine alimentaire;

— les recommandations destinées aux laboratoires de microbiologie soumettant a essai des échantillons
issus de la chaine alimentaire concernant les exigences techniques conformément a I'ISO/IEC 17025.

Les exigences de la présente norme générale prennent le pas sur les exigences correspondantes des normes
spécifiques existantes.

Des instructions supplémentaires concernant les examens ayant recours a la réaction de polymérisation en
chaine (PCR) sont spécifiées dans I'lSO 22174.

Le présent document est applicable aux examens des bactéries, des levures et des moisissures et peut étre
utilisé s’il est complété par des recommandations spécifiques, pour les examens des parasites et des virus.
Il ne s’applique pas aux examens des toxines ou autres métabolites (par exemple, les amines) provenant de
micro-organismes.

Le présent document est applicable a la microbiologie de la chaine alimentaire, du stade de la production
primaire aux produits alimentaires pour la consommation humaine et pour les animaux, y compris les locaux
de production et de manutention des aliments ou aliments pour animaux. Il peut également s’appliquer a
I'examen microbiologique de I'eau si celle-ci est utilisée dans la production alimentaire ou si la 1égislation
nationale la considére comme un aliment.

2 Références normatives

Le présent document ne contient aucune référence normative.

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

L'ISO et'lEC tiennent a jour des bases de données terminologiques destinées a étre utilisées en normalisation,
consultables aux adresses suivantes:

— ISO Online browsing platform: disponible a I'adresse https://www.iso.org/obp

— IEC Electropedia: disponible a I'adresse https://www.electropedia.org/

© IS0 2024 - Tous droits réservés
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chaine alimentaire

séquence des étapes dans la production, la transformation, la distribution, I'entreposage et la manutention
d’une denrée alimentaire (3.2) et de ses ingrédients, de la production primaire a la consommation

Note 1 a l'article: La chaine alimentaire inclut I'environnement de production primaire, de production et de
manutention des denrées alimentaires et aliments pour animaux.

Note 2 a l'article: La chaine alimentaire inclut également les matériaux de conditionnement destinés a étre en contact
avec les denrées alimentaires, les aliments pour animaux (3.3) ou les matieres premiéres.

[SOURCE: ISO 22000:2018, 3.20, modifié — Les Notes a I'article ont été remplacées.]

3.2

denrée alimentaire

produits destinés a I'alimentation humaine

substance (ingrédient), traitée, partiellement traitée ou brute, destinée a I'alimentation humaine, englobant
les boissons et toutes les substances utilisées dans la fabrication, la préparation ou le traitement des
«aliments» a I'exclusion des cosmétiques ou du tabac ou des substances (ingrédients) employées uniquement
comme médicaments

[SOURCE: CAC/GL 81-2013, 6, modifié — Terme admis ajouté. «(ingrédient)» a été ajouté, et «chewing-gum»
a été supprimé de la définition.]

3.3

aliment pour animaux

produits destinés a I'alimentation des animaux

produit simple ou composé, transformé, semi-transformé ou brut, destiné a nourrir les animaux

Note 1 a l'article: Ces produits sont destinés aux animaux producteurs de denrées alimentaires et aux animaux non
producteurs de denrées alimentaires tels que les animaux de compagnie.

[SOURCE: ISO 22000:2018, 3.16, modifié — Terme admis ajouté. «producteurs de denrées alimentaires» a
été supprimé dans la définition. La Note 1 a I'article a été remplacée.]

3.4

production et manipulation des aliments ou aliments pour animaux

toute opération de transformation (par exemple, préparation, cuisson, d’emballage), d’entreposage,
de transport, de distribution et de service de denrées alimentaires (3.2) ou d’aliments pour animaux (3.3)

[SOURCE: ISO/TS 22002-2:2013, 3.9, modifié — ajout de «production et» et de «ou aliments pour
animaux» dans le terme. «de préparation, de transformation, de cuisson, d'emballage» a été remplacé par
«transformation (par exemple, préparation, cuisson, d’emballage)» et «ou d’aliments pour animaux» a été
ajouté dans la définition.]

3.5

stade de la production primaire

stade de la chaine alimentaire (3.1) au cours duquel a lieu la production, I'élevage ou la culture de produits
primaires, incluant la récolte, la traite et la production d’animaux d’élevage avant I'abattage

Note 1 al'article: Cela inclut également la chasse, la péche et la cueillette de produits sauvages.

3.6

méthode horizontale

méthode d’examen microbiologique qui est généralement applicable a des échantillons de la chaine
alimentaire (3.1), a I'exclusion de toutes les limitations documentées

© IS0 2024 - Tous droits réservés
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3.7

méthode verticale

méthode sectorielle

méthode d’examen microbiologique qui est spécifiquement applicable a des échantillons (par exemple,
issus du stade de la production primaire (3.5)), a un produit ou a un groupe de produits (par exemple, lait et
produits laitiers, viande et produits carnés, poisson et produits de la péche, aliments pour animaux (3.3))

3.8

norme spécifique

méthode de référence normalisée pour I'examen (par exemple, détection, dénombrement, confirmation ou
identification) d’'un micro-organisme ou d'un groupe de micro-organismes spécifique

Note 1 al'article: Une norme spécifique peut décrire une méthode horizontale (3.6) ou une méthode verticale (3.7).

39

norme générale

document guide décrivant des recommandations générales et des exigences nécessaires a l'application de
normes spécifiques (3.8)

3.10

souche

lignée ou sous-culture d'une seule colonie isolée en culture pure qui présente les caractéristiques
phénotypiques ou posséde les attributs/propriétés moléculaires qui sont identifiés comme appartenant a ce
micro-organisme dans la classification des especes

3.11
souche cible
souche (3.10), définie selon le domaine d’application de la méthode

[SOURCE: ISO 16140-1:2016, 2.74, modifié — «méthode de référence, susceptible d’étre détectée ou
dénombrée par la méthode alternative» a été remplacé par «méthode».]

3.12
organisme cible
micro-organisme qui est 'analyte désigné pour un examen microbiologique

[SOURCE: ISO 22117:2019, 3.1, modifié — «un échantillon d’essai d’aptitude» a été remplacé par «un examen
microbiologique».]

3.13

souche de laboratoire

micro-organisme qui est défini au moins au niveau de son genre et de son espece, caractérisé biochimiquement
et/ou sérologiquement et/ou par des essais moléculaires, et issu de préférence de la chaine alimentaire (3.1)

3.14

souche de référence

micro-organisme obtenu directement aupres d’'une collection officielle de cultures ou d'un laboratoire de
référence, défini au moins par son genre et son espece, classé et décrit selon ses caractéristiques et issu,
de préférence, de produits alimentaires (3.2), de secteurs de production d’aliments, d’étapes de production
primaire (3.5), d'animaux ou d’eau, le cas échéant

[SOURCE: ISO 22117:2019, 3.4]

3.15

flore annexe

micro-organismes qui sont naturellement présents ou qui peuvent étre introduits pour entrer en compétition
avec le micro-organisme cible ou pour I'imiter

[SOURCE: ISO 22117:2019, 3.2, modifié — «inclus dans un échantillon d’essai d’aptitude» a été supprimé
dans la définition.]
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3.16
matrice
ensemble des composants de I'’échantillon

[SOURCE: ISO 16140-1:2016, 2.38, modifié — «(produit)» a été supprimé dans le terme.]

3.17

centre de ressources biologiques

CRB

prestataire de service ou collection de cellules vivantes, du génome de divers organismes et d’'informations
sur I'hérédité et les fonctions des systémes biologiques

Note 1 a l'article: Les CRB détiennent des collections d’organismes cultivables (micro-organismes, par exemple), des
parties réplicables de ces organismes (par exemple, génomes, plasmides, virus, ADNc), des organismes, des cellules
et des tissus viables, mais pas encore cultivables, ainsi que des bases de données contenant des informations
moléculaires, physiologiques et structurales sur ces collections, et la bioinformatique qui leur est associée.

[SOURCE: OCDE, 2007[441]

3.18

(sous)type microbien

groupe de micro-organismes (d'une méme espece) étroitement apparentés qui se différencient par des
caractéristiques spécifiques communes telles que déterminées, par exemple, par des essais sérologiques
(sérotypes) ou moléculaires (génotypes)

[SOURCE: ISO 16140-6:2019, 3.5]

3.19

test d’épreuve microbiologique

étude de la croissance ou étude de I'inactivation d’'un ou plusieurs micro-organismes inoculés artificiellement
dans un aliment (3.2), la premiére s’effectuant lors d'un test de croissance, la seconde lors d'un test
d’inactivation

[SOURCE: ISO 20976-1:2019, 3.5]

3.20

exactitude

exactitude de mesure

étroitesse de I'accord entre une valeur mesurée et une valeur vraie d’'un mesurande

[SOURCE: ISO/IEC Guide 99:2007, 2.13, modifié — «exactitude de mesure» a été remplacé par «exactitude»
comme terme privilégié. Les Notes a l'article ont été supprimées.]

3.21

résolution

plus petite variation de la grandeur mesurée qui produit une variation perceptible de l'indication
correspondante

[SOURCE: ISO/IEC Guide 99:2007, 4.14, modifié — Les Notes a I'article ont été supprimées.]

3.22

incertitude

incertitude de mesure

paramétre non négatif qui caractérise la dispersion des valeurs attribuées a un mesurande, a partir des
informations utilisées

[SOURCE: ISO/IEC Guide 99:2007, 2.26, modifié — «incertitude de mesure» a été remplacé par «incertitude»
comme terme privilégié. Les Notes a l'article ont été supprimées.]
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3.23

étalonnage

ensemble d’'opérations qui établissent, dans des conditions spécifiées, la relation entre des valeurs indiquées
par un instrument de mesure ou un systéme de mesure, ou des valeurs représentées par une mesure de
matériau, et les valeurs connues correspondantes d’un étalon de référence

3.24
vérification
fourniture de preuves tangibles qu'une entité donnée satisfait a des exigences spécifiées

[SOURCE: ISO/IEC Guide 99:2007, 2.44, modifié — Les exemples et les notes a l'article ont été supprimés.]

3.25

contamination

présence indésirable de micro-organismes dans I'environnement, sur des surfaces (dont la peau humaine)
ou dans (ou sur) des échantillons pour laboratoire

3.26

contamination croisée

transfert involontaire de micro-organismes ou de leurs constituants, tels que 'ADN ou des métabolites,
d’'une zone a une autre ou d’'un article a un autre

Note 1 al'article: Ce transfert involontaire peut par exemple se faire (liste non exhaustive):
— del'environnement du laboratoire aux échantillons pour laboratoire;

— du personnel du laboratoire aux échantillons pour laboratoire;

— d’un échantillon pour laboratoire aux autres échantillons pour laboratoire;

— d’une zone laboratoire a une autre;

— delazone laboratoire aux zones de production adjacentes.

3.27

témoin de processus

systéme de contrdéle qualité interne (CQI) qui est utilisé pour confirmer que des conditions acceptables de
I'ensemble du processus ont été atteintes

Note 1 a l'article: Cela inclut I'utilisation d’'un organisme cible qui est soumis a essai conformément a la méthode du
début a la fin avec chaque lot d’échantillons, ainsi que des échantillons positifs, négatifs et blancs qui sont utilisés pour
confirmer l'acceptabilité de milieux/réactifs et de consommables, et de I'environnement d’incubation (température/
équipement), et pour confirmer la compétence du personnel.

4 Locaux

4.1 Généralités

Le présent article décrit les exigences générales, incluant les principes de conception et d’organisation,
relatives a 'aménagement du laboratoire de microbiologie réalisant des essais sur des échantillons de la
chaine alimentaire.

NOTE Leslignes directrices faisant référence a la PCR dans le présent document s’appliquent également aux autres

méthodes d’amplification des acides nucléiques. Des spécifications complémentaires concernant les laboratoires
utilisant la PCR sont données dans I'ISO 22174.

4.2 Considérations de sécurité biologique

La conception du laboratoire doit étre conforme aux exigences pertinentes en matiére de sécurité biologique
pour le type de micro-organisme et le risque pour la santé humaine qu'’il représente.
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Les quatre niveaux de sécurité biologique actuellement définis et les exigences pour chacun en matiére
de conception du laboratoire sont décrits de maniéere détaillée dans le «Manuel de sécurité biologique en
laboratoire» de 'OMSI47] ou dans le «Manuel terrestre» de I’OIE[43],

NOTE Les réglementations nationales ou régionales peuvent donner des définitions différentes des niveaux de
sécurité biologique ou des risques associés aux micro-organismes.

4.3 Conception du laboratoire

Les lignes directrices relatives a 'aménagement du laboratoire décrites dans le présent article portent sur
les examens visant a détecter et dénombrer les micro-organismes appartenant aux niveaux de sécurité
biologique 1 et 2, dans la mesure ou seul ces types de micro-organismes sont manipulés réguliérement dans
les laboratoires de microbiologie alimentaire. Des informations supplémentaires peuvent étre obtenues
dans le «<Manuel de sécurité biologique en laboratoire» de 'OMSI4Z],

NOTE Lalégislation nationale et régionale peut exiger des mesures de sécurité différentes et/ou supplémentaires.
4.4 Locaux dulaboratoire

4.4.1 Généralités

Le laboratoire comprend des locaux séparés dédiés a la manipulation des échantillons et aux essais
(voir 4.4.2) et d’autres locaux a usage général (voir 4.4.3).

4.4.2 Locaux dédiés a la manipulation des échantillons et aux essais

Il est de bonne pratique d’allouer des salles séparées ou des zones clairement identifiées, équipées des
équipements dédiés si nécessaire, pour réaliser les manipulations ci-dessous:

— laréception des échantillons pour laboratoire et leur stockage avant et apres essai;

— lapréparation des échantillons pour laboratoire et des prises d’essai (séparer les produits en poudre des
produits susceptibles de contenir, ou connus pour contenir des nombres élevés de micro-organismes
afin de réduire le risque de contamination croisée, et également les produits alimentaires stériles du
commerce pour éviter une contamination par d’autres échantillons);

— l'examendesprisesd’essaidelasuspensionmeére,y compristouteslesétapesdedilution,d’ensemencement,
d’incubation et de lecture des essais de dénombrement et des essais de détection jusqu’a isolement des
agents pathogenes présumés;

— lamanipulation d’agents pathogenes présumés, y compris ceux issus des programmes d’essais d’aptitude
ou des échantillons dopés de laboratoire volontairement contaminés par des agents pathogénes;

— la manipulation et le stockage des cultures de référence et des autres souches de laboratoire;

— la préparation et les essais des échantillons par des méthodes d’amplification des acides nucléiques par
PCR (voir ISO 22174 pour de plus amples informations);

— la préparation et la stérilisation des milieux de culture, des réactifs et du matériel nécessaire;
— le stockage des milieux de culture et des réactifs;

— la décontamination et I'élimination des déchets a risques infectieux;

— le nettoyage de la verrerie et des autres matériels;

— lestockage des produits chimiques dangereux, de préférence dans des sorbonnes, des armoires, des salles
ou des batiments spécifiques.
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