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. METHODE ANALYTIQUE 368

Applicabilité

Cette méthode est utilisée pour dénombrer des bactéries et moisissures viables.
Norme(s)?

Aucune norme.

Systéme d’échantillonnage

Cassette avec filtre de polycarbonate.

Volume et débit d’échantillonnage recommandés
Volume: 40 litres.

Débit: 2 L/min.

Analyse

Stéréomicroscopie a fibre optique.

Valeur minimale rapportée (VMR)

1600 UFC/m3.

Domaine d’application

5300 UFC/m3.

La limite supérieure dépend de la dilution de I'échantillon avant I'étalement.
Fidélité

9,4 % répétabilité; 6,4 % réplicabilité

Incertitude analytique (CV,)

22%.
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Préambule

La Loi sur la santé et la sécurité du travail au Québec a comme objet I'élimination a 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). L'article 44 de ce réglement intitulé « Méthodes » spécifie que :

« ... Ces gaz, ces fumées, ces vapeurs, ces poussiéres et ces brouillards présents dans le milieu de
travail doivent étre prélevés et analysés de maniére a obtenir une précision équivalente a celle
obtenue en appliquant les méthodes décrites dans le Guide d'échantillonnage des contaminants de
l'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, 'IRSST publie, révise périodiquement et diffuse le Guide
d'échantillonnage des contaminants de I'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 surla santé et la sécurité du travail. L.R.Q., chapitre S-2.1. Editeur officiel du Québec, (1¢ aodt 2007).
http://www2.publicationsduquebec.gouv.gc.ca/dynamicSearch/telecharge.php?type=28&file=/S 2 1/S2 1.html

v’ Reglement sur la santé et la sécurité du travail. S-2.1, r.19.01, Décret 885-2001. Editeur officiel du Québec (25
juillet 2007).
http://www2.publicationsduquebec.gouv.gc.ca/dynamicSearch/telecharge.php?type=28&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.ca/files/documents/PubIRSST/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.

NERNER NN

American Industrial Hygiene Association (AIHA), organisme qui accrédite le laboratoire de I'IRSST 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
« I-G-014 » du systéme de gestion documentaire associée au systéme qualité de I'lRSST.

Lorsque imprimé, ce document est non controlé.
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1. PRINCIPE DE LA METHODE

Faire un dénombrement bactérien ou mycologique a partir d’'un prélévement fait sur filtre de
polycarbonate. Cette méthode permet d’'analyser une concentration plus élevée de microorganismes
(>5300 UFC/m?3) que la méthode utilisant 'impacteur de marque Andersen (Méthode IRSST 264).

La méthode utilisée permet le dénombrement des microorganismes viables, c'est-a-dire, ceux qui ont
la capacité de se développer sur les milieux de culture utilisés et ce, aux conditions de croissance
fournies (température, oxygene, humidité, lumiére, efc...).

2. INTERFERENCES

La sensibilité de cette méthode varie selon :

v" La rencontre des conditions de croissance des microorganismes a leur développement;

v' Le manque de nutriments pour les microorganismes lorsque les concentrations sont trés élevées
(les espéces a croissance rapide seront avantagées);

v" Une surpopulation sur un pétri qui rend le dénombrement imprécis;

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 viables.

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' Cassette en trois sections de polyéthylene;

v’ Filtre de polycarbonate 37mm 0,8 um (OSMONIC K08CP03700);
v" Support de cellulose (SKC 225-27);

v’ Pince;

v’ Ethanol 70% v/v;

v Etiquette de numéro d’échantillon;

v" Bande de cellulose (millipore # AP4003705);

v Pompe d’échantillonnage;

v" Débitmétre.

Lorsque imprimé, ce document est non controlé.
SVP vous référer au document disponible sur support informatique.
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3.2

Matériel de laboratoire

v’ Stéréo microscope 20X-120X;

v" Source lumineuse a fibre optique;

v" Maxi-Vortex;

v" Crayon compteur;

v’ Baton d’étalement ;

v’ Pipette ;

v Tubes stériles ;

v" Incubateur (37°C + 2°C);

v' Réfrigérateur a température constante (4°C + 3°C) ;
v" Autoclave (121°C, 15 PSI).

4. REACTIFS

v" Eau peptonée 0,01% stérile (BD 299111) (Fluide A);

v Tween 20.

v" Gélose a I'extrait de Malt pH 4.7 (Oxoid MP1323, commande spéciale)
v" Gélose tryptone soja (T.S.A.) (Oxoid MP2010)

v" Gélose Mac Conkey (Oxoid MP1312)

5. ECHANTILLONNAGE

5.1

5.2

5.3

Echantillonnage de concentrations faibles & moyennes (<104 UFC/m3)

Voir la méthode IRSST 264 Dénombrement des bactéries et moisissures cultivables prélevées a
l'aide d’un impacteur N6 de marque Andersen.

Echantillonnage de hautes concentrations (>104 UFC/m3)

Pour les endroits a hautes concentrations, le prélévement est fait sur filtre de polycarbonate
ayant une porosité de 0,8 ym. Un volume connu d’air y est aspiré & un débit de 2 L/min. Les
microorganismes recueillis sur le filire sont extraits et étalés sur la gélose. La méthode de
prélévement sur filtre est décrite a I'annexe 1.

Contréles
Toujours faire un prélévement dans I'air extérieur pour pouvoir s’y comparer.

Toujours faire un témoin, c'est a dire un contréle négatif. On recommande un témoin a tous les
10 échantillons.

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

Lorsque imprimé, ce document est non controlé.
SVP vous référer au document disponible sur support informatique.
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6. PROTOCOLE ANALYTIQUE

6.1 Extraction des microorganismes prélevés sur les filtres de polycarbonate 0,8 um

6.1.1 Par l'orifice de prélévement de la cassette, ajouter 5 mL d’'une solution d’eau peptonée
0,01% (Fluid A) stérile additionnée de 0,05% Tween 20.

6.1.2 Agiter la cassette 5 minutes au maxi-vortex a une vitesse 1200 rpm.

6.1.3 Diluer la suspension d’extraction si nécessaire pour obtenir une suspension dont les
concentrations attendues sont entre 30 et 300 colonies pour les bactéries et 10 et 100 pour
les moisissures sur chaque milieu de croissance2. Des dilutions 1/10 sont habituellement
réalisées. Etaler en triplicatas chaque dilution. Le volume d’étalement est de 100 L. Les
pétris sont incubés aux températures requises pour la croissance des microorganismes
recherchés aprés I'étalement tel que décrit au tableau 1.

Tableau 1 : Conditions habituelles de croissance

Gélose T?mperat.ure Durée d'incubation
d’incubation
. Extrait de malt .
Moisissures (oH 4.7) 25°C 5-10 jours
Bactéries Totales (BHA) | |Ptone SojaAgar 379C 2472 heures
(TSA)
Bactéries a Gram négatif Mac Conkey 37°C 24-72 heures

6.2 Dénombrement

Toutes les colonies présentes sur le pétri sont dénombrées a l'aide d'un stéréomicroscope et
d'une source lumineuse a fibre optique. La technique des comptes de surface permet de
connaitre le nombre d'unités prélevées pouvant former une colonie (UFC). Selon cette technique,
chaque colonie formée a la surface de la gélose provient d'une bactérie (moisissures) ou d'un
agrégat de bactéries (moisissures). Cette méthode ne tient compte que des microorganismes
viables qui peuvent se développer dans les conditions de croissance utilisées.

A Taide d'un crayon gras indélébile muni d’un compteur électronique, marquer la colonie une fois
qu'elle a été comptée. Si le nombre de colonies est trés élevé, compter seulement une fraction de
la surface et multiplié son résultat par l'inverse de cette fraction pour obtenir le compte total.

SVP vous référer au document disponible sur support informatique.
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7. PARAMETRES D’APPLICATION

7.1 Limite de détection (LD) et limite de quantification (LQ)

7.2

7.3

711

712

Limite de détection (LD) : La limite de détection de la méthode d’analyse a été calculée
a 1600 UCF/m3 dair pour un volume prélevé de 40L. Elle se définit comme étant la
concentration équivalente a trois fois I'écart-type calculé a partir de 10 mesures
effectuées sur un échantillon additionné avec une suspension bactérienne située sur une
concentration faible prés de la limite d’'une détection possible.

Limite inférieure de quantification : La limite de quantification inférieure de la méthode
d’'analyse est de 5300 UFC/m3. Elle se définit comme étant la concentration équivalente
a dix fois I'écart-type calculé a partir de 10 mesures effectuées sur un échantillon
additionné avec une suspension bactérienne située sur une concentration faible prés de
la limite d’'une détection possible.

Fidélité

721

7122

Répétabilité

La répétabilité a été déterminée pour quatre concentrations de bactéries. Pour chaque
concentration, 6 filtres ont été additionnés de la méme suspension bactérienne et ont été
soumis a la méthode d'extraction et d’analyse. Elle a été évaluée a l'aide d’analyses
effectuées par trois techniciennes. La répétabilité correspond a 9,4%.

Réplicabilité

La réplicabilité a été déterminée pour quatre concentrations de bactéries. Pour chaque
concentration, 6 filtres ont été additionnés de la méme suspension bactérienne et soumis
a la méthode d’extraction et d’analyse. La réplicabilité correspond & 6,4%.

Exactitude

L’exactitude de la méthode analytique est vérifiée a l'aide de 10 valeurs d’'une méme
concentration. La valeur cible de la concentration est la moyenne de 6 filtres additionnés de la
méme suspension bactérienne. L'exactitude est de 83,1%.

Lorsque imprimé, ce document est non controlé.
SVP vous référer au document disponible sur support informatique.
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7.4 Désorption /récupération

Un test de désorption/récupération a été réalisé pour quatre (4) concentrations différentes de
suspensions bactériennes. Pour chaque concentration, sept (7) aliquotes ont été ajoutées sur
des filtres de polycarbonate. Aprés séchage des aliquotes, les filtres ont été soumis a la méthode
d’extraction et d'analyse. Toutes les analyses ont été réalisées, par le méme analyste et sur le
méme appareil. Les résultats obtenus sont présentés au tableau 2.

Tableau 2 : Test de désorption / récupération (n=7)

Concentration (EU/mL) 8986  2,86F5 85985  1,13E7

Coefficient de dés / rec
(%) 79,26 106,34 101,43 81,99

Moyenne de récupération : 92%

8. CONTROLE DE QUALITE

Un contréle de dénombrement est effectué pour calculer la variation de chaque compteur ainsi que
celle entre différents compteurs. Pour effectuer ce contréle, un échantillon est retenu apres chaque
groupe de vingt (20) dénombrements.

Un contrdle terrain est analysé lorsque fourni par le client afin de s’assurer qu'aucune contamination
n’a eu lieu lors de I'échantillonnage et du transport.

Un contréle d’extraction est analysé a chaque jour d’analyse pour s’assurer qu’aucune contamination
n’a eu lieu lors des manipulations.

9. CALCULS

Pour obtenir les résultats en UFC/m3, le nombre de colonies obtenu sur le pétri doit étre converti en
colonie sur filtre, suivant 'équation ci-dessous :

colonies sur filtre =

nombre de colonies sur pétri

lume d'étal (ml) x volume d'extraction (mL)
volume d' étalement (m

Lorsque imprimé, ce document est non controlé.
SVP vous référer au document disponible sur support informatique.
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Puis, c’est a partir du nombre de colonies sur filtre que la concentration de UFC/m3 est calculée, selon
I'équation suivante :

nombre de coloniessur filtre 1000 L
3

UFC/ i’ = . - X
volumed'air filtréen L m

10. SANTE ET SECURITE

10.1 Déversement mineur :

Lors d’un petit déversement (quelques pétris) de microorganismes, le technicien doit mettre un
produit désinfectant (alcool, eau de javel...) sur la surface contaminée. Recouvrir ensuite, puis
quitter le laboratoire pendant environ trente (30) minutes pour que les particules se déposent.
Mettre une affiche sur la porte du laboratoire afin d’en limiter I'accés si nécessaire. Apres ce
trente minutes, bien nettoyer la surface. Il faut autoclaver tout le matériel qui a été en contact
avec le contaminant.

10.2 Déversement majeur :

Lors d’'un gros déversement (plusieurs pétris), le technicien doit sortir du laboratoire, mettre une
affiche sur la porte pour limiter I'accés au laboratoire, puis aviser le professionnel responsable et
son supérieur. Apres 30 minutes d’attente pour que les particules se soient déposées, il faut
mettre un produit désinfectant (alcool, eau de 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 contact avec le contaminant. Le port d’'un masque N-95
est nécessaire lors du nettoyage. Selon I'ampleur du déversement, le professionnel
responsable pourrait demander que toutes les surfaces (murs, comptoirs, béchers...) ayant
possiblement été en contact avec le contaminant soient décontaminés.

11. REFERENCES
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ANNEXE 1 : ECHANTILLONNAGE AVEC CASSETTE MUNIE D’UN FILTRE DE POLYCARBONATE

Paramétres :

AN NN

Débit : 2 L/min.

Temps : maximum 20 minutes.

Cassette : 37 mm.

Filtre : polycarbonate porosité de 0,8 um.

Poste fixe : 1,5 métre du sol.

Limite de détection (pour 20 minutes de prélévement) : 1600 UFC/m3 d’air.
Limite de quantification (évalué a 10X I'écart-type) : 5300 UFC/m3 d’air.

Procédure :

AN

A I'aide d’un débitmétre, ajuster le débit de la pompe & 2 L/min.

L'utilisation des cassettes ouvertes est souhaitable si les risques de projection sont faibles.
Prendre la mesure du débit (avec le débitmétre) apres I'échantillonnage et calculer le débit
moyen.

Manipuler les cassettes avec soin apres le prélévement.

Acheminer aux laboratoires dans les 24 heures suivant I'échantillonnage.

Mise en garde :

NNANENENRN

Minimiser le temps d’ouverture de la cassette.

Le filtre ne doit jamais entrer en contact avec quoi que ce soit.

Minimiser les mouvements prés des cassettes.

Recommencer si une toux ou un éternuement se produit durant le prélevement.

Les bactéries a Gram-négatif sont plus sensibles au prélevement sur cassette, donc
veulillez utiliser en dernier recours.
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