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Applicabilité

Cette méthode est utilisée pour faire I'évaluation de la flore bactérienne et mycologique
cultivable présentent dans les échantillons de matrice solide ou liquide.
Norme(s)?

Aucune norme.

Systéme d’échantillonnage

Contenant stérile et outil stérile.

Volume et débit d’échantillonnage recommandés

N.A.

Analyse

N.A.

Valeur minimale rapportée (VMR)

N.A.

Domaine d’application

N.A.

Fidélité

N.A.

Incertitude analytique (CV,)

N.A.
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Préambule

La Loi sur la santé et la sécurité du travail au Québec a comme objet I'élimination & la source des dangers
pour la santé, la sécurité et l'intégrité physique des travailleurs. Des valeurs d’exposition admissibles (VEA)
aux substances chimiques ont été fixées a I'annexe 1 du Réglement sur la santé et la sécurité de travail
(RSST). Larticle 44 de ce réglement intitulé « Méthodes » spécifie que :

« ... Ces gaz, ces fumées, ces vapeurs, ces poussieres et ces brouillards présents dans le milieu de
travail doivent étre préleves et analysés de maniere & obtenir une précision équivalente a celle
obtenue en appliquant les méthodes décrites dans le Guide d'échantillonnage des contaminants de
I'air en milieu de travail publié par I'lnstitut de recherche Robert-Sauvé en santé et en sécurité du
travail ... »

Pour atteindre ces objectifs, des méthodes d’analyse visant a quantifier le degré d'exposition des
travailleurs sont développées et rédigées pour implanter les moyens de contréle adéquats. Afin d'assister
les intervenants en milieu de travail, I'IRSST publie, révise périodiquement et diffuse le Guide
d'échantillonnage des contaminants de [l'air en milieu de travail et la direction Services et expertises de
laboratoire publie des méthodes d’analyses des contaminants.

Ces méthodes doivent étre utilisées de concert avec les références réglementaires et normatives
suivantes :

v’ Loi sur la santé et la sécurité du travail. L.R.Q., chapitre S-2.1. Editeur officiel du Québec, (1¢r aolt 2007).
http://www2.publicationsduquebec.gouv.qgc.ca/dynamicSearch/telecharge.php?type=2&file=/S 2 1/S2_1.html

v Reéglement sur la santé et la sécurité du travail. S-2.1,.19.01, Décret 885-2001. Editeur officiel du Québec (25
juillet 2007).
http://www2.publicationsduguebec.gouv.qc.ca/dynamicSearch/telecharge.php?type=2&file=%2F%2FS 2 1%2F
S2 1R19 01.htm

Guide d'échantillonnage des contaminants de I'air en milieu de travail. Direction des opérations, IRSST, T-06
Guide technique, Montréal, Québec, (mars 2005). http://www.irsst.qc.calfiles/documents/PublRSST/T-06.pdf

NIOSH, National Institute for Occupational Safety and Health .

(\

ISO Guide 30, Termes et définitions utilisés en rapport avec les matériaux de référence, 2¢ édition, 1992.
ISO, Vocabulaire international des termes fondamentaux et généraux de métrologie, 2¢ édition, 1993.

LN X X

American Industrial Hygiene Association (AIHA), organisme qui accrédite le laboratoire de I'lRSST dans le
domaine de l'analyse des contaminants chimiques en milieu de travail et pour I'analyse environnementale
microbiologique.

Par ailleurs, toute la terminologie utilisée dans cette méthode est décrite dans linstruction de travail
« -G-014 » du systéme de gestion documentaire associée au systéme qualité de I'|lRSST.
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1. PRINCIPE DE LA METHODE

L’échantillon de quelques grammes de matrice solide ou quelques millilitres de matrice liquide est
déposé dans un contenant stérile a I'aide d’outils stériles. L'échantillon ainsi prélevé est soumis a une
extraction avant d’étre analysé afin d’en déterminer la population microbienne cultivable qui s’y
retrouve.

2. INTERFERENCES

La sensibilité de cette méthode varie selon :

v' La rencontre des conditions de croissance des microorganismes a leur développement.

v' L'envahissement de microorganismes pouvant inhiber ou ralentir la croissance des autres
microorganismes.

v' La production de toxines par certaines espéces pouvant inhiber la croissance de certains autres
microorganismes.

Toutes ces conditions entrainent une sous-évaluation du nombre réel de microorganismes contenus
dans la matrice.

Une interférence produite par la présence d’'un microorganisme envahissant sur une partie restreinte
du pétri peut étre contrée en dénombrant la fraction du pétri exempt de I'envahissement et en
multipliant le résultat par I'inverse de la fraction dénombrée.

3. MATERIEL
3.1 Echantillonnage

v" Contenant stérile (ex. tube a centrifuger)
v’ Ethanol 70 %

v’ Parafilm

v’ Etiquette de numéro d’échantillon

v Gants

3.2 Matériel de laboratoire

v Gélose
- Trypticase Soya (bactérie)
- Extrait de malt (moisissure)
- Mac Conkey (bactéries Gram-négatives)
- Autres selon les besoins

v’ Baton d’étalement

v" Tube a centrifuger

v" Tube stérile

v' Pipettes

v Embouts

v" Incubateur (37°C £ 2°C)
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v' Réfrigérateur a température constante 4°C + 3°C
v" Autoclave (121°C, 15 PSI)
v" Gants

4. REACTIFS

v’ Eau peptonée 0,01% stérile
v Tween 20
v" Huile a immersion

5. ECHANTILLONNAGE

La surface suspectée d'étre contaminée par des microorganismes est prélevée a l'aide d’outils stériles
et déposé dans un contenant stérile (ex. Tube a centrifuger)

Il n’est pas nécessaire de fournir un témoain.

Pour plus de détails sur la préparation du matériel d’échantillonnage, I'étalonnage et la stratégie
utilisée, se référer au Guide d’échantillonnage de 'IRSSTX.

6. PROTOCOLE ANALYTIQUE

6.1 Extraction des microorganismes contenus dans une matrice solide

6.1.1

6.1.2
6.1.3

Si la matrice le permet, la matiere solide est pesée, environ 0.1g, et transférée dans un
tube a centrifuger contenant 5 a 20 mL d’eau peptonée 0.01% (BBL) stérile additionnée
de 0.05% Tween 20. Selon le type de matrice ou les besoins de I'analyse, il peut arriver
qu'une évaluation quantitative ne soit pas réalisable ou nécessaire. Dans une telle
situation, le transfert des microorganismes peut se faire directement sans pesée de la
matrice au milieu de culture.

Agiter le tube 20 minutes.

Diluer I'échantillon 1:10 pour obtenir une solution d’extraction dont les concentrations
attendues sont entre 30 et 300 colonies sur chaque milieu de croissance?. Etaler au
moins trois dilutions. Le volume d’étalement est de 100 ul. Chaque concentration est
étalée en triplicata. Les pétris sont incubés aux températures requises pour la croissance
des microorganismes recherchés apreés I'étalement.
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6.2 Extraction des microorganismes dans les matrices liquides

Diluer I'échantillon 1:10 pour obtenir une solution d’extraction dont les concentrations attendues
sont entre 30 et 300 colonies sur chaque milieu de croissance 2. Etaler au moins trois dilutions.
Le volume d’étalement est de 100 ul. Chaque concentration est étalée en triplicata. Les pétris
sont incubés aux températures requises pour la croissance des microorganismes recherchés
aprés I'étalement. Un échantillon de liquide peut étre étalé directement sur une gélose. Pour des
concentrations trés faibles, une concentration par filtration ou par centrifugation peut s'avérer
nécessaire.

Se référer aux méthodes de dénombrement (no 264 et/ou 368) et d'identification (no 340 et/ou
341) pour les analyses.

7. PARAMETRES D’APPLICATION

7.1 Limite de détection et limite de quantification
Non applicable

7.2 Fidélité
Non applicable

7.3 Exactitude

Non applicable

7.4 Incertitude de mesure

Non applicable
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8. SANTE ET SECURITE

8.1 Déversement mineur :

Lors d’un petit déversement (quelques pétris) de microorganismes le technicien doit mettre un
produit désinfectant (Alcool, Eau Javel...) sur la surface contaminée ensuite recouvrir puis quitter
le laboratoire environs 30 minutes pour que les particules se déposent. Mettre une affiche sur la
porte du laboratoire afin d’en limiter 'accés si nécessaire. Aprés trente minutes, bien nettoyer la
surface. Il faut autoclaver tout le matériel qui a été en contacte avec le contaminant.

8.2 Déversement majeur :

Lors d’un gros déversement (plusieurs pétris) le technicien doit sortir du laboratoire, mettre une
affiche sur la porte pour limiter 'accés au laboratoire, aviser le professionnel responsable et son
supérieur. Aprés 30 minutes d’attente pour que les particules se déposées, il faut mettre un
produit désinfectant (Alcool, Eau Javel...) sur la surface contaminée et recouvrir pour laisser agir.
Aprés une trentaine de minutes, bien nettoyer la surface contaminée. Il faut autoclaver tout le
matériel qui a été en contacte avec le contaminant. Le port du masque N-95 est nécessaire
lors du nettoyage. Dépendant de 'ampleur du déversement le professionnel responsable
pourrait demander que toute les surfaces (mur, comptoir, bécher...) ayant puent étre mises en
contacte avec le contaminant soient décontaminés.

9. REFERENCES

1 Guide d'échantillonnage des contaminants de I'air en milieu de travail. Direction des opérations,
IRSST, T-06 Guide technique, Montréal, Québec, (Février 2005).
http://www.irsst.qc.ca/files/documents/PubIRSST/T-06.pdf

2 Microbiological Methods, Collins, C.H., Sixth Edition, Butterworths, London. 409p. 1989.

10. BIBLIOGRAPHIES

1 Assessing Bioaerosols in Indoor Environment, Workshop sponsored by the University of Michigan
and ACGIH, Oct. 4-6, 1988, Ann Arbor, Michigan.

2 Manual of Environmental Microbiology, Hurst, C.J., Knudsen, G.R., Mclnerney, M.J., Stetzenbach,
L.D. et Walter, M.V.,., ASM Press, 1997, 894 p.
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