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CONTROLE MICROBIOLOGIQUE ENVIRONNEMENTAL

Le serpent de mer

des conditions
d’1ncubation

Par E Froame, A GeromcsamT el O Pomsor, groupe Icare

La température et le milieu d'incubation
“gpnt des problématigues récurrentes dans
le domaine du contrdle environnemental,
sans réel consensus. Ce travail de recherche
8tudie leur influence sur la croissance

de différentes souches microbiennes,

ef propose I'hypothése qu'une température
d'incubation et un milieu unigue pourraient
contribuer 8 améliorer la gualité, le délai
d'obtention des résultats et la mise en ceuvre
de systemes d'incubation automatises.

eoomirile envimnnemental, permettant ddentifier o d'évs
e les micro-orpanismes presents dans des environne-
meents criticpues, constitue wne da pecssentielle pour main-
teenir thes conditions sanitaines opimales, notamment dans
dhiss womes sensibles telles que les salles propres de fabnce-
tion pharmaceutique. 11 garantit be respect des normes microbiolo
gigues et amune unoon e conforme aux exipences priglefines Ce
muomnitoring est encadn® par un certain nombre de texdes replemen-
taires, normes of puidelines, qui fapportent gue peo de précisions
guant aux tempeatuess et dorces dincobation. Or, comme ke sow-
lignent Guinet ot al [1], cos ifments revident une imporance cro-
cale pour la croissance of la necupération des micro-orpanismes.
L milicux de culture, qui seol composes délements de base
(tau, nutrimenis) auxguels sajoutent differents fBoteurs de

crossance, sont spevifiques 3 chague micro-orpanesmae (2] Meme
st aucune lipne directrioe ne préconise un milieo de coltune spé-
cifique, fa pélose ryplone soja (T5A pour Tryptone Soy Agar),
aussi appelée pélose trypiocasdine soja ou pélose trypticase
soja, semble Stre le meilleur milieo pour Ja recupération des
hactéries et moisissures [3). Cedd cependant est 3 nuancer en
fometion des durcées of températures dincubation, pew d'eodes
tant enoore disponibles 3 ce sujet [4] Gordon ef al [3] notent
que e milicw T5A est adéquat poor obtenir une croissance des
bacteries acmbies incobées a 125 0 2% °C, 'apar Sabouraud oo
Sabourand Dextrose Agar (SDA) éant, Ioi, Ie milien Le plos mié-
ressant pour les moisissures incubdes a 205 0 25 "C Flus récem-
ment, Poloni of al [4] ent montee gue le milieon T5A incobé 8 une
ou deux températures ne poovait pas compenser labsence de
milicu SDA pour certaines mostsunes cnvironoementales Par
aillewrs, Fapproche ablant une température dincubation unigue
(3735 1 5 " Cloondusait 3 une cropssance égale ou SupErienT e



w=p i lapproche d double empérature Cincubation (225 : 25°C
suvie de 345 1 25 0L Pour Guanet e al |1}, Mincobation d'un
méme échantillon & deax températures différentes peot entrai-
ner un choo thermigue, redusant Te taux de recupération total.
[l apparail denc que les approches fondées sur une lempératone
d'incubation unique indusent des taux de nécupération plus
tlevis des bactéries et des moisissures, une empératune nter-
mcdhaine nnigue denviron 28 °C étant une allernative promet-
ruse pour la récupération de ces deax bypes de micro-organismes
[6] Ces mémes autewrs sugpirent qu'une durée d'incubation de
$ jours est suflisante pour récuperer la plupart des mico-arga-
nismiss, Neanmoins, & Pheore actoelle, malpes un certain nombe
dle publications scientifigques sur le sujel, il n'exste pas de consen-
sus sur ces paramitres. Far aillears, la quantite d'aie et de suor-
faces régulitrement échantillonndes dans les zones propres est
fihle par rapport au volume total dair et ans surfaces prosenbes.
Ceci peut en partic expliquer le fit que Pévaluation ne nepreé-
sente pas la guantité tolale de contamination microbiekogigue,
et donc Uabsence de consensus dans La littérature.

La présente étude visail donc d étodier Vinfloence du milieo de
culture et de la température dincobation pour la croissance de
diffifrentes sowches microbienmess, incluant des levunes et moi-
sigsures de collection et des souches environnementales préle-
vees sur differents sites de production. En lien avec les donnees
riccentes de la litkérature, nous avons émis Phypothése gu'une
temperature d'incubation wnigue eb on milieo unigue pouwvasent
comtribuer 3 amdliorer la quadite, ledeélai d'obtention des résultats
el in finela mise enewve desystemes dincobation automalises.

Matériel et méthodes
Lttude sappuyail sur des tests de laboratoire visanl a compa-
reer les conditions dincubation et de température en otilisant
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plusicurs souches CIF {collection de Uinstitut Pastear), ATCC
(American Type Culture Collection), DSME (Deutsche Sam-
mlung von Mikroorpanismen und Zellkuliuren)et des souches
inbernes sues de prélevements envitonnementaox (nommees
in sitw). Les souches envirmnementales provenaicnt de prélise
ments dair cffectuds & Vaide d'un bocollecteur (AES SamplAdr
Lite;, 35172 Bruz, France), issus de trois environnemenis diffé-
rents @ pharmaceutigue, hospitalier of fabricant de dispositifs
miédicane (M) La séleclion des autres sonches a é0¢ réalisée sn
tenant compie de celles quiavaient dég i Fobjet d' imvestipation
suroette problémaligue par d'aotres auteors [VL Concernant Jes
conditinns d'incubation, celles-cl ont &6 sélectinnnées en sap-
puyant sur la nocme NFEN L7 1412020 pour le choix de compa-
raisen des maliews (FSA versus SPA) b sur les recommandabions
de P'Orpanisation mondiale de la santé mettant en avant la Syner-
it d'une double incubation de 33 5 joues 3225 1 25 °C puis 2
a4 jours supplémentairesa §25 1 15°C. Le tablean A réperio-
rie Pensemble des micro-organismes testis

Léttude a fre réalisée sur des boites de 90 mm de diametre avec
un milien TSA oo SDA poor tontes les souches (n=5). Les péloses
ont été incubdées dans les conditions suivantes @

sTjoursa 225 25°0;

« ¥ poursa 300 ¢ L0°C;

«Fjoursa 370« L0

« 3 joursa 3000 L0 Caumvisde 4 joursa 225 0 2570

« 3jonrsa 22% 0 25 °Cosmvis de 4 poursa 30,0 0 LOCL

Le milieu de néference étail fe miliea 50A 3 one lempératine
d'incubation 285 + 25 "0 pour les levores et moisissunes 8]

Chague hoited be inocalée avec 10-100U1ECL Pour les différentes
approches Cincubation, kules bes Boites powr une souche donnée
ok et i e fe méme jour el 3 la meme heare ahn de limter

Souches de levures

Souches envircnnemenlales

S T e ;
CiPaBTZ DSME 1102 Envt pharmaceutigue

Candida glabeala Aspergillus niger Penicillium spp

ATCC 3449 ATCC 15404 Enwl hospilalier

Candida fusilatiae Cladosporium cladosporioides Penicillium sgp

ATCC MYA2950 DSMZ 62121 Fabricanl M

Candida uiilis Cladospovium herberum

ATCC 9950 DSME 63422

Geolrichum capilaium Fusarium solani

ATCC 26576 ATCC 36031

Klpeckera apiculala Penicillum chrysogenam

ATCC 32857 ATCC 10RO

Saccharomyces cerevisise

CIF 1432 83 B

CIP - colleclion de Pinslitul Pasteur | ATCC - Armeetican Type Cullare Cofleclion | DEMZ - Devluche Saminlung swan Miki ow ganismien und Zelulluren
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les baags. Des lectures quotidiennes ont o effectoces & partir do
pour 2, avet deux opératears indépendants {principe des gquatre
yeux) par boite, Dans le cas o0 les complages différatent entoe les
deix anabystes, be résulizt final par boite a été obleno en faisant [a
muryenne des dews lectures. Les resultats ont cie caloulds en oonsi-
alerant les moyennes des cing répetitions par condition. En outre,
une comparaison des caractérstiques morphologigues des colo-
mies (par exemnple, couleur, textore, taille) a @ effectude entoe les
différentes conditions dincubation. Des prheoaters dhes Bsotes ot éte
prises guotidiennement 3 partic do jour 2 (non mentee),

Critéres d’acceptation

Pour flre considérées comme égquivalentes, les numerations
oblenues ne devaient pas différer d'un facteur supéricur
a 2{50a 200 %) par rapport aux numérations obtenuves dans les
conditions de référence dincubation et de tempensture de la
pharmacopde (milien SDA, 7 joursa 285 1« 25 "C) pour le type
de micm-organisme chois (]

Résultats

Effet de la température d'incubation pour le milieu SDA
sur le taux de recouvrement

La moyenne des uniles lormant colonie (UFC) obtenoes le jour 7
par micro-organisme ains gue la températore et fa dorée din-
cubation somt indiguées dans Jes tableanx B,

Sur le milien SDA, Tincubation & doghle température donnait
o= resultats sirmilaires en bermes de recouvrement des levares
encomparaison a la températore de référence utilisée dans notre
Etude, a savoir 2205 + 2570 (tablean B1). On note goe la croas-
sance des moisissures Cladesporium cadosportoides et Cladospoe
rium herbarum clait totalement inhibeée poor des températures
dincubation supériewres & 22,5 « 25 "C. Seule la condition 3
double température d'incubation, ¥ jowrs 3 23,5 125 "C suivis
et poars & 30,0 0 1,070 a induit des sesultats comparablesa la
condition de réfdrendoe.

Lesmoyennes des UFC étaent similaices, quelle gue soit la condi-
tion de tem pérature d'incubation (tablean B3). Seule fa tempe-
raturea 37,0 o 10 "Coinduesant une inbubition de la crorsance
dis souches Penicillurm sauvagess.

Effet de la température d'incubation et du milieu

de culture sur le taux de recouvrement

des micro-arganismes

La moyenne des unites formant colomies (UFC) abtenue Le jour ¥
par micro-orpanisme ains gue la températore, b dorée d'ineo-
bation et e milieu de coltune sont indigues dans les tableaws C
hf‘cx{.‘:pﬁ:m i Kiveckera aptoulota, levure pour laquelle Mincg-
Bation a 37 1 1 °C durant 7 jours dans un miliea TSA a induit
wne inhihition de la crossance, Vensemble des levares a obleno
e résultals conformes aus critires dacceplation pour booles
les conditions dincubation (température ot milien) on s

Organismes | soy |.IlII {0

Moyenme  Moyenne

1 r
| colomies | colenies | colomies | colomies ' codomies
| | |
| Tl | T |71
E.!‘,E;L'i'l’. SO0 L0 | 370 LOSE m o EE,E:E.E‘E
| aj 4]
! | | 22,5 25°C 30,0 1,0°C
Cangida | 33:3 39:a laa:9 a6:7 2.0
Bicat } |
et =Dl el e S e ] et s itk b
Condica |ﬂ-1—3 31! 3!*5_ 1‘!1—4 ialt!-
glabrata | | 1
Condida |24 |40 &1 [ AF 29 LEES a6 = H
lesttanize | |
1 1 1 i
Candida I ES (o es M3 Hed 96+ 4
wis | | | |
Goofrichen | 47 =5 | 4216 45 =4 42-8 B
capitatum | |
1 f
Kloeckera SR 56+ 4 LS RIS P CER R
Sacchoromyoes | 95 220 | B 6 IIH-:-:!‘?_ 9 + b L H & 90
_— 1 1 I
Tableau B2
DOrganismes. ﬁr—u  Moyenne Moyenne  Moyenne | Moyenne

colonies  colonkes colonies colonies
7 71 7 i3 3]
E25, 25oC | B0ha LIFC !T.ﬂnl.ﬂ"t 300, 0 2RSS 255
4] 4]
e I | e s et et
Alternaria He2 a1 Ml e JE T
altrrnats
Aspemithes . (Wil (19xh |W=2  |IGz2  |We&
ey | : i |
Cladosporium A =1 a ] FEY | CUEY
claoosporioides
Cladospormum. 3 = 4 o o ] ELE]
hertorum | ; i |
Fusanwem Ay AN 4 a2 e e 2 af e 2
solani
Tableau B3
Organismes | oy |H_ My -ﬂ_ Moyenne
. oolonies |n|hh -Dlhh- -Dlhh- colenies
7 ITI Ti 3:] 3]
E.E ES55% | 3y0. 4D | 3700 LOSC | MDD SC | 235, BSAC
| e (4]
: af EmTR T o, ] e e el e L e
Penicilum 46+ G I-I_'l-::'ll:l {LES |S0+1 Af e 5
1
PR s e e e e el S e
Penicium |93 Et'!ﬂ i el |22 xd
2 |
i | I |
Penciflum |Gl 25 |fZx4 a ETES | Bl 4
e, o | |

L Lenvuijes. 2. Motsiscuies. 3. Mildistures spes des proliveenenls @ site
Preorsiciliam spp 1 ensironnement jssu @endreprise DM Peicllun spp 2 -
m&mm:mmmm:'iw ﬂmmau':uum + Pesicallinem sop 32
envitonnemenl iss Fetiennement s pilatie
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e (milieu SDA, 7 | d'incubation & 22,5+ 2,5 °C)
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Tableau C1
Organismes sovennes Moyennes  Movennes Hoyennes Hoyennes
des colonies des colomies | des colenies des colomies des colonies
S5Da TSA | TSA TGA TSA
T T i7 Ti aj
228 + 28 228+ 28 "C 300 = L0% ITo s 0% 300 + 10 *C
a)
T - S (225 = 2550
Candida alhicans 33+3 38 8 43+ 6 45 &3 e B
Condida glabrata 40+ 3 R 3 3+t T+l
Canthdn kisitanise 42+ 2 TixQ 53‘!16 34:8 e 7
Candida utilis 99§ S =4 O3 -4 - ] af+ 4
rat At e % 36 + 6 S0 =M SEes a8+ 7
Kipechera spiclats 58 + 1 57 x4 39+ 8 o ar 3
b % e 20 90+ 5 59!-:-! 93+l 9l 4
SDiA: Saboutsud Dexlioss Agar | TSA @ Tryplone woja
Tableauw C2
Crganismes  Moyennies Maoyennes BEOYEAnES  Moyennes Moyennes
| des colanies .des colonies des colomies | de= cobanses des colonies
| SDA TS4 TSA [ TSA TSA
Ti Ti T) e | 3j
rr L 1 238 28 30,0+ LD *C ITo+0"C 300 =10
a)
228 : 28 °C
; ] 1 1 i LR
Alfprnaria afternata 1 = 2 =2 a2 I'sz- 4
Aspergiifus niger ot Fx3 Bl iT".nD 143
| i
:Ih.lmu.h g s 59 3 o I11] b B
1] 1
f"‘"‘“"‘“"l - 3624 3+3 5e3 o o
| | {
Fusarnwm soland IC1EY A4+ 4 2l =T 48 =3
Tableau C3
Organismes Moyennes des Moyennes ces Moyvermes des Moyennes tes 'Hﬂymh

des colonies
TSA

aj

2291+ 2,8 %

aj
000
B RS

s ]
-8 =3
83:13
45+ 8
565

S

TSA
aj
228 e 2 RO0
4
30,0+ 10 "C
=2

| LR
A%

28 =43

48T

225 25
30,0+ 10°C
263
27 =12

687

L Lewvares, 2. Mpisissanes. 3 Moisisiures issues des prélévements insin Pessisillum spp 1 etsdiomnement Bsu dianbreg se DM Pericillin Spe2

ervirannemen] ssu denlreprise pharmaceulioe: ; Pemcillem sop 3 & emwvironneoent isse Cenviremenent hosgplalic
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me coymparaison aves les conditions de référence (milieo SOA,
7 pours d'incubation a X251 25 CL

Alexception de Cladosporinm dadesporioides el Cladosporium her
bariir, la crovsano des moisissuresa ¥ powrs oo semble pas clee
impactée par la température et le milico de colture {(ablean C2).
Concernant ces dewuxs mossissares, seales les conditions de tem-
perature a 2251 25 "Cdurant ¥ jours on de dooble emperatarne
d'incubation, a savorr 3 joursa 225 0 25 °C suivis de 4 jours 3
0.0 v 1.0°C dans un milea TSA, donnaent dis résultats simi
laires & une imcubation unigue dans un mileo SDA avec 7 jours
dincubationa 225« 25°C.

Les donndes issues du tablean O3 suppirent gue les conditions de
culiture, & savoir mileo TSA G 37 000 1L0°C, étarent des condilions
gui ot permmettaient pis la cooissance des souches Pemicilfum ssues
denvironnement de production, les auines conditions de tempe-
rabures sur mulien TSA donnant des resultats spmifaimes 3 la condi-
tinde pfférence (miliew SODA, 7joursdinoubationa 225 0 2570

Discussion

13 surveilance de l'environnement fGit pactie inlegrante do sys-
tesme de contriile de la gualitt microbiologigue d'une opéation
de fabrication tant en pharmaceutigue gue dans les domaines
ds dispositifs médicanx, hospitalicrs et agm-alimentaiee, Dun
point de vue réplementaine, différents textes apportent des exi
PEOCES 0 malide
mais peu de prcisiens sont apportees surles parametres @inew-
bation. LEN 17 L4 1220020 [9] apporte un éclairage sur des tempe
ratures el durées d'incubation mais cest une norme dapplica
tion volontaire el non un lexte reglementaire Les deax plages
dle temperature bes pls communément utilisées pour e monito-
ring environnemental des salles propees sont bes plapes de tem-
pérature comprises entoe 200el 25 °C et entre 300et 35 °C la poe
mitre plage favorisant la crotssnce de la plupact des levores et
minisissures, la seconde étant plus adaptée pour La croissance des
bacténes acrobies todales [10]. Uapproche a double lempérature

dexploitation des donndes de cette sureeillance,

SCIENMCES E TECHNIGQUES 65

d'incubation, parexemple 225 « 25°C pendant 23 3 jours suivis
de 325 1 2570 pendant 23 3 jours supplémentaires, est épalement
utilisée mime s elle peat etrecritgquable (choc thermigue, retard
de crofssance microbienne) 3L A o jour, Putilisation de Fincuba-
tiom & double température est la pratigque la plos coonrante dans
les industries pharmacentiques (60 %) [ 1] Dans cetbe Stode, le
o de reconvrement de micro-organismes incobes 3 une em-
prature d'incubation unigue (22,5 ¢ 25 °C sur SDA) a ébé oom-
parie a d'avtres approchesa simple et dowble température d'in
cubation atns gu'a un autre milieo de colture, le milieo TSAC

Effet de la température d'incubation

pour un milieu donné, le SDA

Les résultats ont montré des recupérations sirmilaines entre les
approches a plape dincubation unique comparativernent a util-
sation des plages dincubation a double températune poor outes
les lewumes ol Looks moisissunes testdes (lableaux B). Pour Cla
dosporitm cladesporioides et Cladosporium herbarum, espices fon-
gigpues les plos rebrowwées sur les sites indostriels, seale la condi-
lion 3 double température d'incubation, $ joursa 23% 0 25 70
suivis die 4 jours & 3000 ¢ L0 °C, induisait des résultats compa-
rables a la condition de reférence (tablean B2} Pour les souches
sanvages, la condition de référence dait celle gui permettait un
taux de recouvrement maximal.

Minsi, il apparail quien ofilisent un milieo de coltore S8, 7 jours
d'incubationa 24% » 25 "Csont suffsants poar oblenir de bonnes
récupcrations microbicnnes. Ces résultals sont en accord avec
les travaux de Bonnevay et Leblanc [11] En effet, dans cette
elude a ¢t¢ ms en evidence guiuoe plage de températune de
X5 250 pendant 7 jours entrainait un tanx die recouvrement
satisfaisand pour la plupart des micro-onpanismmes (Souches de séfe-
renoes el souches sauvapes sibe) etudics (entre 500et 200 %) par
raprport a la valewr référence (22,5 © 25 "0 o5 oo suvas de 32,5
L5 0 2 jours). Néanmoins, cos mimiss auteurs ont noté gu'un
programme d'incubation unique poavail se révéler moins s
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mpe cfficace sorceriains penoes de micro-organismes el Cladospe-
riurmspp, penre guise cultive mal entre 25 et 30°C, leur crmsanee
oplimale Sétablmsant, comme dans notre etude, poor des tempeéra-
bures comprises entre 20 ef 25 "0 aver un recouvrement satisfisant.
Il apparait domne que Potilisation d'onomilieo SOA couplé 3 ane
tempeérature unigue dincubation (225 « 25 °C) pendant ¥ jous
est un paramitoe & prendee en compte pour un propramme de
monilnring environnemental.

Effet de la température d'incubation et du milieu

de culture sur le taux de recouvrement

des micro-organismes

Les ritsultabs ont montre que la croisance des micro-organisimes
testes esl similaire entre un miliee TSA et SDA lors de Potili-
sation d'une plage de température cquivalente a 205 © 2570
(tableaux C). 11 en va de mime lorsgu'on atilise on miliea TSA
aver la double termpérature 3 joursa 225 « 25 "Csuivisde 4 jours
a 30,0 v 100 en comparason a notee référenos (milien SPA,
7ours d'incubation 3 2150 25 0L

Lutilisation d'un milien notaGf gencraliste tel le miliee TSA @
une temperature modérde penmet donc une eoupération maxk
miale des moisssures e levores, Symonds ef al [3] ont compare
la récupération de micro-orpanismes saavages co utilsant du
milien T5A et du milico SDA & des temperatures dincubation
e 425 0 25 "Coude 235 1 1570 pendant 5 jours ef a des tem-
peratures dincubation doubles (225 1« 25 °C pendant 3 jours
suivis de 32,5 1 2,5 °C pendant 2 jours). Les récupérations fon-
prigguees sur miliewx TSA et SDA ctaient similaines 2 225 025 0
pette temperature ctant considénce pour leur ctode comme
mesilleure tempéraiure, cela ctant en accord aver nos données.
Ainsi, une seule lempérature d'incabation sur milieo TSA &
225 02570 pendant 7 jours permet de récupérer tous les types
e micro-orpanismes comprenant a la fois les moisissores des
souches de reférence pharmacopée, des levares et les micro-
orpanismes sauvapes s de site de prodoction,

Conclusion

Méme si des recommandations existent 3 oe jour [9], les spéisd
fcitey technigques lides 3 la détection de micro-organismes font
gu'il n'existe avcune réglementation précise guant an milieo
de culture, température et durde d'incubation pour le monito-
rng environnemental Celle étude montre qu'une lempérature
unigue dincobation avec un milicw gencralisic, tel le TSA, ot
pussible pour un programme de monitoring environnemental
et, en outre, est plus pertinent quoe le milieo SDA poor 12 réco-
pration d'un spectre plus larpe de micro-orpanismes, A notre
connaissance, oo resultat est bres novateos Neanmoens, 11 serait
interessant de completer cette etude par une ¢lude molticen-
Ersegues i silu dont Pobpectif serait d'ctodier Fimpact do malies
e culture ef de ks température sur la récoperation des micro-
orpanismes afin daffiner nos recommandations. B



