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Avant-propos 

« Le microbe est un être vivant, infiniment petit, qui n'est visible qu'au 
microscope ». 

C'est la définit ion du mot « Microbe » donnée le 29 janvier 1 894 par M. Roux, 
dans la première leçon « Des microbes en général », de son cours de microbiolo
gie à l ' Institut Pasteur à Paris .  

« Les microbes sont très répandus dans la nature ; on les rencontre non seule
ment dans l ' organisme, mais dans le mi l ieu qui nous environne, dans l ' air, l 'eau, 
le sol . . .  et i l s  se développent quand i l s  trouvent certaines conditions favorables 
d 'humidité et de température ». 

Ces phrases sont extraites du « Cours de Microbie technique » professé à 
l ' I nstitut Pasteur en 1 894 (tome 1 ) , constitué par les notes recuei l l ies et rédigées 
par le or L. . .  , médecin de première classe de la Marine.

Découverte des micro-organismes 

Des maladies bactériennes tel les que la peste, la lèpre, le choléra sont connues 
depuis ! 'Antiquité, ainsi que le tétanos, l 'érysipè le, la dysenterie découverts par 
le médecin grec H ippocrate au Ve s ièc le avant J.-C. D 'autres maladies (syphi l i s ,  
typhus) ont été décrites depuis  le XVI

e s iècle, mais les bactéries responsables de 
ces maladies n 'ont été découvertes qu 'au X I X

e s iècle ou même au début du 
XX

e siècle pour la syphi l i s  et le typhus. 

Au X V I Ie siècle, un savant hol landais, Antonie Van Leeuwenhoek ( 1 632- 1 723) 
fut le premier à observer des particu les invisibles à l 'œi l  nu, mobi les ou immo
bi les (des sphères, des bâtonnets, des spiri l les . . .  ) ,  dans des eaux de rivières, des 
décoctions de poivre ou de foin . . .  , grâce à un m icroscope rudimentaire (une 
loupe) qu ' i l  avait fabriqué. li  appela toutes ces formes vivantes « animalcules »
et i l  fera part de ses découvertes au travers de lettres qu ' i l  adressa à la Royal 
Society de Londres à partir de 1 673. 

� Ce n'est que dans la deux ième moitié du X I X
e siècle que les micro-organismes i furent redécouverts et étudiés, avec tout d' abord la découverte, en 1 850 par 

� Rayer et Davaine, du baci l le  du charbon (Bacillus anthracis). 
8 
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Pour que la bactériologie prenne son essor, i 1 faut attendre les années 1 870 et 
les travaux de deux savants : le Français Louis Pasteur ( 1 822- 1 895) et 1 'Al le
mand Robert Koch ( 1 843- 1 9 1 0). Avec leurs travaux respectifs sur le baci l le du 
charbon, et bien d' autres travaux, i ls seront considérés comme les deux génies de 
la microbiologie et les fondateurs de la bactériologie médicale. 
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Pour le premier, ce sera notamment la préparation du vaccin contre la maladie 
du charbon en 1 88 1  et du vaccin  contre la rage (due à un virus) en 1 884 ; pour le 
second, ce sera la découverte du bac i l le tuberculeux humain (Mycobacterium 
tuberculosis ou baci l le de Koch) en 1 882 et du vibrion cholérique (Vibrio chole
rae) en 1 883 ,  après la mise au point en 1 88 1  des techniques d ' i solement des bac
téries sur mi l ieu solide. En 1 887, un assistant de Koch (Richard Petri) donnera 
son nom à la célèbre boîte de verre, ronde et plate, la boîte de Petri, qui, 
aujourd'hui ,  est en polystyrène. 

De nombreuses bactéries pathogènes seront découvertes au cours des trois der-
nières décennies du XIX

e siècle : 
- le baci l le de la lèpre par Hansen (Mycobacterium leprae) en 1 873 ; 
- le bac i l le de la typhoïde par Eberth (Salmonella Typhi) en 1 880 ; 
- le bac i l le diphtérique par Loeffler (Corynebacterium diphteriae) en 1 884 ; 
- le staphylocoque (Staphylococcus) et le streptocoque de ! 'érysipèle (Strep-

tococcus) par Rosenbach la même année ; 
- le méningocoque par Weichselbaum en 1 887 ; 
- le bac i l le tétanique (Clostridium tetani) par Kitasato en 1 889 ; 
- C lostridium pe1fi·ingens par Wei ch et N uttall en 1 892 ; 
- le coccobaci l l e  de la peste par Yersin et Kitasato (Yersinia pestis) en 1 894 ; 
- le baci l le dysentérique par Shiga (Shigella dysenteriae) en 1 898 . . .  

D 'autres seront découvertes au début du X X
e siècle, parmi lesquel les le bac i l le 

de la coqueluche par Bordet-Gengou (Bordetella pertussis) en 1 90 1 ,  le trépo
nème de la syphi l is par Schaud inn (Treponema pallidum) en 1 905 , le streptoco
que du rhumatisme articulai re aigu (RAA) [Streptococcus pyogenes] par Dick en 
1 924 . . .  

Dans les années 1 970, une nouvel le bactérie pathogène pour l ' homme a été 
isolée et identifiée aux États-Unis : Legionella pneumophila, agent de la légio
nellose (cf Delarras et Trébaol ,  2003) .  

Classification des êtres vivants 

Ces micro-organismes furent tout d ' abord c lassés dans le règne végétal . Mais, 
dès 1 866, un al lemand, Haeckel (zoologiste) va proposer la création du règne des 
Protistes, à côté du règne végétal et du règne animal . Ce règne des protistes 
regroupe des organi smes unicel lu laires ou pluricel lulaires qui sont dépourvus de � 
différenciation cell u laire : algues, champignons, protozoaires et bactéries. Le 
terme de microbes, synonyme de protistes, ne sera prononcé en public pour la : :� première foi s  qu'en 1 878,  par Sédil lot, lors d 'une séance de travai l à l 'Académie � 

c: " 

des sciences. "' 
c: g Ce n 'est qu'en 1 937 que Chatton (protozoologiste) subdivisera ce règne en � 

protistes supérieurs à cel l u les eucaryotes (algues sauf algues bleu-vert, proto- § 
zoaires et champignons) et en protistes inférieurs à cel lu les procaryotes (bacté- � 
ries et algues bleu-vert). � 

:;; '" � 
@ 



c 
" 

"' 

j
"' 
c 
0 
c 

Q) 
·a. 8 
0 

i
"' _J 
1 

Avant-propos xxr 

Au XXe siècle, la  c lassification des êtres vivants évoluera avec deux 
classifications : 

- la classification en cinq règnes selon Whittaker et Margulis ( 1 978) ; 

- la classification en trois « domaines » de Woese ( 1 990) fondé sur la biologie 
moléculaire : cf. infi·a « Classification phylogénétique ». 

La correspondance entre ces deux classifications est présentée dans le tableau 1 .

Tableau I • Les deux classifications des êtres v ivants.

Règnes d'après Whittaker Organismes « Domaines » 
et Margulis ( 1978) d'après Woese C R ( 1990) . . .  

Archaebactéries ou  archéo-
Archaea ou archées 1 bactéries 

Prokaryotae 
Eubactéries Bacteria2 ou bactéries 
Cyanobactéries2 (à cellule procaryote) 
Protozoaires, Protophytes 
(euglènes, péridiniens, diato-

Protoctista mées) 
Algues (vertes, rouges et 

Eucarya ou eucaryotes brunes) 
Fungi Champignons, lichens 

(à cel l u le eucaryote)

Plantae Plantes 
Anima lia Animaux 

1 .  Ces bactéries constituent le domaine « Archaea » avec deux phylums dans la classification phylogénique 
(Bcrgey"s Ma1111a!, 2004) ; elles ne sont n i  des procaryotes, ni des eucaryotes (lf leurs relations phylogéniques : 
Larpent, 2000 ; Pol, 200 1 ). 

2. Le domaine Bacteria ou Eubacteria (eubactéries) dans la classification phylogénique (Bergey'.1· Man11a/, 

2004) comporte 23 phylums dont le phylum X Cyano/Jacteria (ex-algues bleu-vert ou Cyanophycées).

La microbiologie est la science qui étudie les protistes ou m icrobes. E l le com
prend la bactériologie, la mycologie, l ' algologie . . .  

La bactériologie est l a  branche de l a  microbiologie qui s ' intéresse spécifique
ment aux bactéries. Des eu bactéries font principalement l ' objet de cet ouvrage, 
qui comporte par ail leurs quelques éléments de mycologie, science qui étudie les 
champignons (cf. 2e partie, chapitre 7 « Levures et moisi ssures »). 

Les protistes ou microbes se différencient fondamentalement des virus (orga
nismes non cel l ulaires) dont l 'existence avait été révélée par Beijerinck en 1 888 
lors d'études réal isées sur la mosaïque (maladie) affectant les feui l les de tabac. 

En effet, les virus sont des parasites obligatoires de cel lules vivantes humai
nes, animales, végétales ou bactériennes. Ils ne possèdent qu 'un seul type d 'acide 
nucléique (ADN ou ARN) et ils ne peuvent v ivre et se reproduire que chez leur 
hôte vivant. Leur étude n 'entre pas dans le cadre de cet ouvrage. 

Taxonomie des micro-organismes 

La taxonomie ou tax inomie représente l ' étude de la diversité des m icro-orga
nismes et des relations susceptibles d 'exister entre eux et recouvre trois 
domaines : l a  classification, la nomenclature et l ' identification (Larpent, 2000). 
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L'histoire de la classification des bactéries est longue, complexe et a beaucoup 
évolué depuis les c lassifications de Cohn en 1 872, de Lehmann et Neumann en 
1 896 et de Migula en 1 902, fondées sur les seuls caractères morphologiques. 

� Classification phénétique

Outre les critères morphologiques, les critères physiologiques, de pathogén i
cité, de lysotypie . . .  des souches bactériennes seront ensuite pris en considération 
pour classer les bactéries : c 'est jusqu'au début des années 1 960, la classification 
phénétique (ou phénotypique). 

� Taxonomie numérique

Une autre approche de la taxonomie, dite numérique, s 'est développée grâce 
aux travaux de Sneath en 1 957, alors que l ' idée même de cette méthode de clas
sification avait été proposée par le botaniste français Adanson en 1 763. El le uti
l ise un très grand nombre de caractères morphologiques, phys iologiques et 
biochimiques . . .  , tous d'égale importance, pour chaque souche bactérienne alors 
que dans la c lassification phénotypique, seul s  certains caractères bien choisis 
sont uti l isés. 

Tous ces caractères sont traduits mathématiquement pour calculer des valeurs 
de simil itude entre les souches et pour former des groupes de sim il itude. Ces 
méthodes ont progressé grâce aux travaux de Sokal et Sneath en 1 963 et 1 973 et 
e l les ont été appl iquées aux bactéries par de nombreux microbiologistes dans les 
années 1 970 (Delarras, 1 98 1 ) . 

� Classification phylogénétique (ou classification phylogénique)

Au début de ce XXIe siècle, une nouve l le classification bactérienne se 
développe : la classification phylogénétique ou phylogénique (Larpent, 2000 ; 
Bergey' s Manual, 200 1 -2003). El le est fondée sur les phylums (cf annexe géné
rale 1 « Lex ique de microbiologie ») qui sont construits par comparaison du 
matériel génétique et des produits des gènes, et en particul ier par séquençage de 
l '  ARN ribosomique 1 6  S ou de l '  ARNr SS. 

Historiquement, K luyver et Van Niel avaient proposé l ' ut i l isation d ' une taxo
nomie phylogénétique dès 1 936. Mais i l a fal l u  attendre le début du développe
ment de la biologie moléculaire, dans les années 1 950 à 1 980, pour que cel le-c i 
prenne de l 'essor : détermination de la composition de I 'ADN des bactéries par �
la recherche de leur GC % (Marmur, 1 96 1 ), hybridation d 'acides nucléiques 
ARN-ADN grâce aux travaux prél iminaires de Marmur et al. en 1 96 1 ,  étude des 
ARNr (ARN ribosomaux) dans les années 1 980 . . .  

c 
:J 
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La nouvel le classification présentée dans la deuxième édition du Bergey's g
Manual of Systematic Bacteriology (200 1 -2003) est une classification ph y logé- ·� 
nétique (cf. infra, paragraphe ci-dessous et annexe générale 3) . j 
� Classification de Bergey

La c lassification adoptée par la majorité des microbiologistes a été celle de 
Bergey, dont la première édition, intitulée Bergey' s Manual of Determinative 
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Bacteriology, date de 1 923. Elle a, el le-même, beaucoup évolué au cours de ses 
éditions successives, qui sont présentées dans le tableau 2. 

Tahleau 2 • Le Manuel de Bergey et ses éditions. 

Bergey's Manual Année d'édition Caractéristiques of Determinative Bacteriology 

1 rc édition 1 923 De Bergey D H 1 et al. , ini tiée et 

2° édition 1 925 publiée par the Society ofAmerica11 

Baeleriologists2 

3c édition 1 930 Le D'" Bergey est propriétaire 
nominal du manuel 

4c édition 1 934 

5" édition 1 939 Transfert de propriété de son 
manuel aux administrateurs init iaux 

6" édit ion 1 948 (dont lui-même jusqu 'en 1 937) et à 

7c édition 1 957 
leurs successeurs : Breed R S et al. 
de 1937 à 1 956 . . .  

8" édition 1 974 

Version abrégée 
1 977 The Slwrter Bcrgey' s Manuaf'! of 

de la se édition Deter111inative Bacteriology 

Bergey' s Ma1111af9 1 984 ( vo lume 1 )  Classification des bactéries en 35 
of Syste111atic Bacteriology 1 987 ( vo lume 2) sections 

· Ni11th Edition de Holt JG et al.1 1 989 (volumes 3 et 4) 

Bergey " s Ma11ual 
Holt JH et al. 
Classification des bactéries en 

of Deter11 1i11ative Bacteriology 1994 (un seul volume) 35 groupes (ne correspondant pas 
Ninth Edition de Holt JG et al. aux sections ci-dessus) 

Bergey' s Manual 
En cinq volumes 

of Systematic Bacteriology 
200 1 (volumes 1 et 2 )  Cl_assification phylogénétique des 

Seconde édit ion de Garrity G 2002 (volumes 3 et 4) m1cro-organ1smes 
2003 (volume 5 )  

1 .  Bergey David Hendricks ( 1 860- 1 937).  
2. Aujourd'hui appelée The A111aica11 Socie1yfor Microhiology. 

3. Les deux appellaiions de l'ouvrage figurent sur la page de couverture du volume 1 de 1 984. Mais cette édi
tion constitue aussi la première édition du Bergey'.1· Mm111al ® ofSys1e11w1ic Bac1erio/ogy. 

Contrairement à toutes les éditions passées, la deuxième édition du Berge y' s 
Manual ofSystematic Bacteriology (200 1 -2003) présente donc une class ification 
phylogénétique des micro-organismes. E l le comprend cinq volumes : 

- volume 1 (200 1 )  The Archaeae and the deeply brancing and plwtotrophic 
Bacteria ; 

- volume 2 (200 1 )  The Proteobacteria ; 
- volume 3 (2002) The low G + C Gram-positive Bacteria ; 
- volume 4 (2002) The high G + C Gram-positive Bacteria ; 
- volume 5 (2003 ) The Planctomycetes, Spriochaetes, Fibrobacteres, Bacte-

riodetes and Fusobacteria. 





Introduction 

• L'objectif de la prem1ere partie de cet ouvrage est d 'apporter les
connaissances indi spensables en microbiologie aux étudiants en formation 
technique supérieure ou de compléter la formation de technic iens en microbio
logie d'analyses de routine. De nombreuses indications données dans cet 
ouvrage, résu ltant de notre expérience des travaux pratiques de microbiologie, 
sont destinées aux étudiants. 

La première partie de l ' ouvrage traitant du « Laboratoire de microbiologie » 
s 'adresse donc à tous. 

En effet, e l le présente tout d 'abord le laboratoire de m icrobiologie 
d 'aujourd'hui ou la sal le de travaux pratiques de microbiologie pour les étudiants 
sous ses trois aspects fondamentaux (c:f chapitre 1 « Conception du laboratoire, 
fonctionnement et sécurité » ). 

Les trois aspects de ce chapitre s ' appuient sur les réglementations européenne 
et française et sur les systèmes incontournables au X X I

e sièc le : « principe de la 
marche en avant », référentiels de qual ité . . .  

Le matériel principal d ' un laboratoire d'analyses microbiologiques de routine, 
d'enseignement, voire de recherches est présenté dans le chapitre 2 « Matériel 
pri ncipal du laboratoire de microbiologie », avec la définition du rôle de chaque 
apparei l  d 'équipement ou de fonctionnement. 

La préparation du matériel courant et des mi l ieux de culture est traitée dans le 
chapitre 3 « Préparation et stéri l i sation du matériel et des mi l ieux de cul ture ». 
Sont présentés les constituants chimiques de ces m i l ieux, leurs agents sélectifs, 
les différentes catégories de mil ieux et leur uti l isation . . .  , !  'ensemble étant i l lustré 
de nombreux exemples. 

Les méthodes générales de travai l de la  microbiologie (techniques d'ensemen
cement, d ' i solement, de recherche et de dénombrement des micro-organismes, 

: examens macroscopiques et microscopiques des bactéries) ainsi que les contrôles 
·:i: 
� d 'hygiène des surfaces de travail imposés par le système qual ité sont développés

c " 

� dans le chapitre 4 « Méthodes de travail en microbiologie ».
g 
� Les mi l ieux de culture et leurs tests biochimiques, les p lus fréquemment ren-
8 contrés en bactériologie de routine, uti l i sés dans l ' identification des bactéries,� "- sont présentés, avec des commentaires, dans le chapitre 5 « Mi l ieux de culture et
"' 
";' tests biochimiques pour l ' identification bactérienne ». 
Q) '" ·� "' ...J 
@ 

• L'objectif de la deuxième partie « Principaux m icro-organismes recher
chés en microbiologie d'analyse ou de contrôle sanitaire » est d 'apporter des 
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connaissances théoriques et pratiques sur les micro-organ ismes recherchés dans 
les aliments, les eaux, les produits cosmétiques, les produits pharmaceutiques . . .  

La deuxième partie intéresse également les laboratoires d 'analyses de biolo
gie médicale. Cependant, des bactéries pathogènes non associées à une contami
nation par l 'eau ou par les al iments (gonocoque, méningocoque, tréponème . . .  ) 
sont simplement c itées à ti tre d'exemples dans cet ouvrage ; pour les techniques 
d' isolement spécifiques de ces germes à partir des prélèvements biologiques (sel
les, urines, sang, l iqu ide céphalo-rachidien . . .  ) et pour les études épidémiologi
ques, le lecteur devra se référer aux nombreuses publ ications existantes pour la 
bactériologie médicale. 

Pour chacun des micro-organ ismes (principalement des bactéries), sont 
proposés : c lassifications, habitats, caractères princ ipaux et éventuellement spé
cifiques, m i l ieux d' i solement et identification. De surcroît, la survei l lance et 
1 'épidémiologie de ces micro-organismes sont présentées pour les al iments ; 
cel les relatives aux eaux sont simplement évoquées car el les ont été traitées dans 
notre ouvrage précédent (Delarras et Trébaol, 2003). 

Pour les produits pharmaceutiques, seuls quelques éléments d ' informations 
sont apportés, sans entrer dans les détai ls de la Pharmacopée française et euro
péenne. Pour les produits cosmétiques (deuxième partie, chapitre 1 1  ), le contrôle 
microbiologique est exposé grâce aux informations et aux consei ls  donnés par un 
laboratoire de cosmétologie. 

• Les mi l ieux de culture d' usage courant, d ' i solement, d' identification . . .  pour 
la microbiologie médicale, al imentaire, des eaux, des produits cosmétiques et 
pharmaceutiques . . .  présentés dans cet ouvrage résultent de notre choix. Leur 
composition chimique est reproduite avec l ' aimable autorisation des fabricants 
ou distributeurs de ces produits : AES laboratoires, bioMérieux® SA, B io-Rad, 
laboratoires Humeau et VWR™ International (produits Merck). 

Les informations techniques relatives à la  lecture et à l ' interprétation de ces 
mi l ieux sont établies à partir des fiches techniques des mi l ieux de culture de ces 
fabricants, mais aussi de la bibliographie. La disponibi l i té commerciale indiquée 
pour les mi l ieux de culture (mi l ieu déshydraté, flacons, tubes, boîtes de Petri . . .  ) 
est purement indicative car el le peut être modifiée à tout moment par le fabricant. 

Les ut i l i sateurs de ces mi l ieux de cu lture doivent impérativement prendre 
connaissance des précautions d 'ut i l isation , des conditions de stockage, du mode 
opératoire, du contrôle de qual ité, des performances, de ! 'él imination des 
déchets . . .  mentionnés dans les fiches techniques des fabricants, toutes ces infor
mations ne pouvant être reprises dans cet ouvrage. 

Les normes NF et/ou EN et/ou ISO (Afnor) relatives aux méthodes de travail 
en microbiologie et aux mi l ieux de cu lture (mentionnés dans les fiches techni
ques des fabricants) sont simplement c itées à ti tre d ' information, car non repro
ductibles. 

• Les bactéries recherchées en microbiologie des aliments, des eaux, c l in ique 
ou autres sont c lassées dans cet ouvrage dans la classification de Bergey (Berge y' s 
Manual, 1 994) et dans la nouve l le classification phylogénique (Larpent, 2000 ; 
Bergey' s Manual® of Systematic Bacteriology, rc1 edition, 2004) . L'objectif est 
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de fournir une base de c lassification de ces bactéries, sachant que celle-ci est en 
évolution permanente avec des remaniements taxonomiques et la description de 
nouvelles espèces ou sous-espèces. 

Pour les salmonel les, la taxonomie actuel le de ces germes (2005) est présentée 
dans la deux ième partie, chapitre 5 « Enterobacteriaceae (entérobactéries) », 
paragraphe 2. 1 .2 . 1 . ) . Les sérovars de la sous-espèce Salmonella enterica subsp. 
enterica c ités dans cet ouvrage sont écrits sous la forme recommandée ; par 
exemple Salmonella Typhi a comme dénomination complète Salmonella ente
rica subsp. enterica sérovar Typhi. 

• Les méthodes de travai l de la biologie moléculaire (polymerase chain 
reaction ou PCR, reverse transcriptase-PCR ou RT-PCR . . . ) sont i l lustrées par 
deux exemples de PCR chez les Salmonella et Listeria. 





Première partie 

Le laboratoire de microbiologie 
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Conception du laboratoire, 

fonctionnement et sécurité 

1.  Conception du laboratoire 

1.1. Laboratoires de recherche, de développement et d'enseignement 

La conception du laboratoire de microbiologie, ses aménagements internes et 
les pratiques opératoires sont présentés dans ) 'arrêté interministériel du 1 3  août 
1 996 (JO du 7 septembre 1 996) fixant les mesures techniques de prévention, 
notamment de confinement, à mettre en œuvre dans les industries et les labora
toires de recherche et d 'enseignement où les travail leurs sont susceptibles d'être 
exposés à des agents biologiques pathogènes. 

En fait, cet arrêté transpose la directive 90/679/CEE du Consei l  du 26 novem
bre 1 990 et ses modifications ultérieures. 

1.1.1. Annexe 1 de cet arrêté 

• L'annexe 1 de cet arrêté présente les mesures et les définitions des n iveaux 
de confinement minimum à mettre en œuvre dans les laboratoires de recherche, 
de développement et d 'enseignement où sont uti l i sés des agents biologiques 
pathogènes des groupes 2, 3 ou 4 (cf inji·a, paragraphe 4. 1 .2.) .  

Ces mesures et ni veaux de confinement sont présentés dans les tableaux 3 ,  4A 

·* et 4B ainsi que dans le tableau 5 ,  avec les légendes communes suivantes : 

� - Oui : exigence ; 

c: 
:J 

"' - Non : pas d'exigence ; c: g 
-� - Optionnel : doit être décidé au cas par cas, sur la base de 1 'évaluation des 

� risques, à l a  suite de laquelle ces mesures devront - ou non - être appl iquées . 
.§. 
."l 

1 Q; '" ] © 

• Les n iveaux de confinement ou « zones de travail à risques » sont définis 
comme suit : 

- niveau de confinement 1 : risque faible ou négligeable ; 

- niveau de confinement 2 : risque modéré ; 
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- niveau de confinement 3 : risque élevé ; 
- niveau de confinement 4 : risque très élevé. 

• Pour l 'ensemble du monde, il existe huit laboratoires P4 (protection, niveau 
de confinement maximal 4) pouvant travail ler sur les agents biologiques 
pathogènes du groupe 4 (ou classe 4) : 

- un en Afrique du Sud à Sandringham ; 
- un au Canada à Winnipeg ( Mani toba) ; 
- trois aux États-Unis : Fort Detrick ( Maryland) , Galveston (Texas) et Atlanta 

(Georgia) ; 
- un en Fédération de Russie à Koltsovo (région de Novosibirsk) ; 
- deux dans ! 'Union européenne : Lyon en France ( laboratoire P4 Jean 

Mérieux) et Solna en Suède. 

Des projets de l aboratoires P4 existent dans trois pays européens : Italie, Pays
Bas et Suisse. 

Dans ces huit laboratoires P4 « scaphandre », le personnel travail le  et se 
déplace, dans les locaux, revêtu d ' une combinai son intégrale analogue à celle 
ut i l isée par Je personnel dans ) ' industrie nucléaire. La protection maximale exi
gée pour manipuler les m icro-organismes pathogènes du groupe 4 (virus des fiè
vres hémorragiques principalement) est aussi désignée par le sigle NSB4 (n iveau 
de sécurité biologique 4). 

Tableau 3 • Conception du laboratoire. 

Niveaux de confinement 
Mesures de confinement 

2 3 4 
a) Conception du laboratoire 
1 .  Signalisation du laboratoire (pictogramme Oui Oui Oui 
« danger biologique ») 
2. Laboratoire séparé des autres locaux au Oui Oui Oui moins par une porte 
3. Accès au l aboratoire via un sas Non Optionnel 1 Oui 

4. Accès réglementé et verroui l lable. Accès Oui Oui Oui, 
possible par les seuls travail leurs autorisés par un sas 

5. Possibilité de fermer hermétiquement le l ieu 
de travail pour permettre la désinfection (fumi- Optionnel Oui Oui 
gation) 

6.  Filtration de l 'air extrait du l ieu de travail Oui, double (fi l tre HEPA) avec évacuation de l 'air vers Non Oui fi ltre HEPA l ' extérieur 
7. Filtration de l 'air entrant dans le l ieu de Non Optionnel Oui travail 
8.  Présence d ' une fenêtre d 'observation ou d'un 
système équivalent permettant de voir les occu- Optionnel Oui Oui 
pants 
9. Moyen de communication avec l 'extérieur Non Optionnel Oui 

<= 
" 
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Tahleau 3 (suite) • Conception du laboratoire. 

Niveaux de confinement 
Mesures de confinement 

2 3 4 
1 0. Maintien d 'une pression négative dans le Oui,  
laboratoire par rapport aux zones voisines Non Oui2 type I l l  ou 

autre moyen 
équivalent 

1 1 . Système d 'alarme pour détecter tout chan- Oui, 
gement inacceptable de la pression d 'air Non si mise en Oui 

dépression 
1 2. Approv isionnement en énergie électrique de 
secours Non Optionnel Oui 

1 3 . Système de venti lation de secours Non Non Oui 
1 .  Oui si pression négative. 
2. Ou moyens alternatifs de confinement évalués donnant des conditions de sécurité biologique équivalente. 

Tableau 4A • Aménagements internes. 

Niveaux de confinement 
Mesures de confinement 

2 3 4 
b) Aménagements internes Oui, type I l l  
1 .  Poste de  sécurité microbiologique Oui 1 Oui 1  ou autre 

moyen 
équivalent 

2. Vêtements de protect ion Change 
Vêtements complet 

Oui de protec- avant et 
tion adaptés après la 
et surbottes sortie du 

laboratoire 

3. Aménagements pour le rangement des vête-
ments de protect ion dans le laboratoire ou dans Oui Oui Oui 
l ' unité 
4. Douche pour la décontamination des Non Optionnel Oui travail leurs 
5 .  Lavage des mains : lavabos dont les robinets Oui2 Oui Oui peuvent. être manœuvrés sans util iser les mains 

1 .  Ou autres moyens appropriés, protégeant, en tout état. de cause, le travailleur contre la di ffusion d'aérosols 
produits en quantité significative. 
2. Pour les nouvelles installations. 

5 
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Tableau 48 • Aménagements internes (suite). 

Niveaux de confinement 
Mesures de confinement 

2 3 4 
6. Résistance des surfaces à l 'eau, nettoyage aisé Oui (murs, 
sans endroits inaccessibles au nettoyage plafonds 

Oui ( sols, et sols, 
Oui (sols) murs et résistants 

plafonds) aux agents 
chimiques 

de nettoyage) 
7. Surfaces des pai l l asses imperméables à l 'eau,
résistantes aux acides, alcalis, solvants et désin- Oui Oui Oui 
fectants 
8. Lutte efficace contre les vecteurs, par exemple Oui Oui Oui rongeurs et in sectes 
9. Présence d 'un autoclave Oui, fac i le- Oui, dans le 

ment acces- laboratoire, Oui, clans le 
sible et, si la double laboratoire, 
possible, entrée, ou à la double 

dans le bâti- proximité entrée 
ment immédiate1 

1 O. Présence dans le laboratoire d 'un équipe- Non Oui Oui ment de base spécifique (matériel marqué) 

1 .  Avec des procédures appropriées évaluées, permettant le transfert vers un autoclave extérieur au laboratoire,
conférant la même protection et contrôlées dans leur déroulement. 

Tableau 5 • Pratiques opératoires.

Niveaux de confinement 
Mesures de confinement 

2 3 4 
c) pratiques opératoires oui Oui Oui, accès 
1 .  Stockage des agents biologiques en l ieu sûr protégé 
2. Manipulation des matières infectées et de tout
animal contaminé dans un système approprié de Optionnel Oui Oui 
confinement 1 

3. Uti l isation de conteneurs spécifiques pour
aigu i l les contaminées, objets piquants ou tran- Oui Oui Oui 
chants sou i l lés 
4. Minimisation de la formation d 'aérosols Oui Oui Oui 

5 . Contrôle de la  dissémination des aérosols M inimiser Empêcher Empêcher formés 
6. Gants Optionnel Oui Oui 

7. inactivation du matériel contaminé et des déchets Oui Oui Oui 
8. Sortie du laboratoire après décontamination
des équipements susceptibles d'être contaminés Oui Oui Oui 
(centrifugeuses, PSM . . .  ) 
9. inactivation des effluents des éviers et des douches Non Oui Oui 

1 .  Lorsque des animaux de laboratoire sont délibérément contaminés par un ou plusieurs agents pathogènes, i ls 
doivent être manipulés ou hébergés dans des locaux répondant aux conditions et niveaux de conl"inement requis 
du fait de la classification du ou des agents pathogènes ut i l isés. 
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Conception du laboratoire,fonctionnement et sécurité 

1.1 .2. Annexe 11 de cet arrêté 

7 

L'annexe I I  de cet arrêté présente les mesures et les défin itions des niveaux de 
confinement minimum à mettre en œuvre dans les établissements industriels ou 
agricoles où sont uti l i sés des agents biologiques pathogènes des groupes 2, 3 ou 
4. I ls ne sont pas rapportés ici (cf arrêté).

1.1.3. Directive 2000154/CE du 18 septembre 2000 

Des indications concernant les mesures et les niveaux de confinement figurent 
également dans l 'annexe V de la directive 2000/54/CE du 1 8  septembre 2000 
(JOCE L 262 du 1 7  octobre 2000) qui remplace et codifie la directive 90/679/ 
CEE du Consei l  du 26 novembre 1 990 précitée. 

El les sont destinées notamment aux laboratoires entreprenant des travaux qui 
impl iquent la manipulation des agents biologiques des groupes 2, 3 ou 4 à des 
fi ns de recherche, de développement, d'enseignement ou de diagnostic, afin de 
réduire au minimum le risque d' infection ; el les sont présentées dans les tableaux 
6A et 6B. 

Les mesures contenues dans ce tableau doivent être appl iquées selon la nature 
des activ i tés, l 'évaluation des risques pour le travai l leur et la nature de l ' agent 
biologique concerné. 

Tableau 6A • Mesures et niveaux de confinement. 

B - Niveaux de confinement 
A - Mesures de confinement 

2 3 4 
1 .  Le l ieu de travai l doit être séparé de toute Non Recommandé Oui autre activité dans le même bâtiment 
2. Filtrage de l 'air du l ieu de travail à l ' admis- Oui, à Oui, ü 
sion et à l 'évacuation au moyen de filtres Non l 'évacuation l ' admissicin et 
absolus (HEPA) à l 'évacuation 
3.  Restriction de l ' accès aux seu ls  travail leurs Recommandé Oui Oui, 
désignés par un sas 
4. Possibi l i té de fermer hermétiquement le l ieu Non Recommandé Oui de travail pour permettre la désinfection 
5. Spécificat ion des procédés de désinfection Oui Oui Oui 

6. La pression dans le l ieu de travail doit rester Non Recommandé Oui inférieure à la  pression atmosphérique 
7. Lutte efficace contre les rongeurs et les Recommandé Oui Oui insectes 
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Tableau 68 • Mesures et niveaux de confinement (suite).

B - Niveaux de confinement 
A - Mesures de confinement 

2 3 4 
8. Imperméabil ité des surfaces à l 'eau : Oui ,  Oui, 
nettoyage aisé Oui, pour la pour la pour la 

pai l lasse pai llasse pai l iasse, les 
murs et et le sol le plafond 

9. Résistance des surfaces aux acides, aux Recommandé Oui Oui alcal is, aux solvants et aux désinfectants 
1 O. Stockage des agents biologiques en l ieu sûr Oui , 

Oui Oui stockage à 
l ' accès 
protégé 

1 1 . Existence d'une fenêtre d'observat ion ou Recommandé Recommandé Oui d'un système permettant de voir les occupants 
1 2 . Équipement complet de chaque laboratoire Non Recommandé Oui 
1 3 . Manipulation des matières infectées, de tout Le cas Oui ,  en cas 
animal, dans une enceinte isolante ou un autre échéant d ' infection Oui 
moyen approprié de confinement par ! 'air 
1 4 . Présence d'un incinérateur pour l 'é l imina-
tion des carcasses d'an imaux 

1.2. Laboratoires d'analyses microbiologiques des aliments et des eaux 

Les laboratoires d 'analyses m icrobiologiques alimentaires sont régis par la 
norme NF ISO 7218 ( 1 996), intitu lée « Microbiologie des aliments . Règles pour
les examens microbiologiques » (47 pages). 

Cette norme présente les locaux, les matériels et équipements, le personnel ,  la  
préparation du matériel, la préparat ion et  la stéri l i sation des mi l ieux de culture et 
des réactifs ,  les échanti l lons pour laboratoire et les techniques d 'examen et 
d 'expression des résultats. 

E l le a fait l 'objet d 'un amendement 1 constituant la norme ISO 7218/ Al 
(2001 )  et modifiant la partie « Expression des résul tats » de la norme précitée. 
Elle présente le comptage des colonies, les modes de calcul à mettre en œuvre 
« dans le cadre des normes de méthodes d 'analyses microbiologiques de réfé
rence et de routine », appl icables aux examens microbiologiques des aliments 
destinés à l ' al imentation humaine ou animale. 

Cette norme sert de référence au programme n° 59 intitulé « Analyses microbio
logiques des produits agroal imentaires » du Comité français d 'accréditation 
(Cofrac) au niveau des exigences techniques spécifiques (cf inji·a, paragraphe 2.2.).
Des exigences complémentaires concernant les locaux sont formulées par Cofrac. 

Les l aborato ires d ' analyses b io logiques et microbio logiques des eaux sont 
soum is au programme n° I 00-2 du Cofrac int i tu lé « Analyses biologiques et
microbiologiques des eaux » (cf in.fi·a, paragraphe 2 . ) .  Des règles générales
et spéc ifiques sont énoncées dont certaines pour les locaux (cf. i11fi·a, para
graphe 1 .4 . ) .  
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1 .3. Laboratoires d'analyses de biologie médicale 

Ces laboratoi res sont soumis notamment à ! ' arrêté du 26 novembre 1 999 rela
tif à la bonne exécution des analyses de biologie médicale (JO du 1 1  décembre 
1 999). Des éléments de ce texte seront extraits dans le cadre du présent ouvrage. 

Dans 1 'annexe A du présent décret, les locaux sont présentés comme suit : 

« Le décret n° 76- 1 004 du 4 novembre 1 976 préc ise les règles générales de 
configuration des locaux de laboratoires d' analyses de biologie. Tout laboratoire 
doit au moins comprendre : un local de réception, un bureau de secrétariat et 
d'archives, une sal le de prélèvements permettant l ' isolement des patients, trois 
sal les affectées aux activités techniques du laboratoire, une laverie. La superfic ie 
min imale de ( 'ensemble des locaux,  c irculations comprises, ne peut être infé
rieure à 1 OO m2, dont 40 m2 au moins sont occupés par les deux sal les affectées
aux activités techniques. D 'autres préc is ions sont apportées en la matière dans ce 
guide de bonne exécution des analyses de biologie médicale » .  

L ' instal lation du laboratoire est également évoqué dans « l ' annexe générale, 
paragraphe I I .  - Règles de fonctionnement, 2. Instal lation » de cet arrêté : 

« Les dimensions, la construction et la local isation du laboratoire doivent être 
conformes à la réglementation en vigueur. 

L 'aménagement du laboratoire doit permettre d ' i soler les activ ités suscepti
b les d 'entraîner une contamination de ! 'opérateur et/ou de ! 'analyse et éviter une
pol l ution tant à l ' intérieur qu'à l 'extérieur. 

Il doit exister des zones de stockage à différentes températures pour les matiè
res premières, les réactifs et les produits fongibles. El les doivent être différentes 
des zones de conservation des échanti l lons biologiques. Les zones de stockage 
des matières premières et/ou des réactifs toxiques ou potentiel lement dangereux 
ou contaminants doivent être séparées. » 

1.4. « Le principe de la marche en avant » 

1.4.1. Réglementation 

Le paragraphe l de la norme NF ISO 72 1 8  traite des locaux dans lesquels est 
implanté le l aboratoire d 'essais en microbiologie des al iments. T l  est préc isé que 
« les locaux doivent être implantés de façon à év iter les risques de contamination 
croisée » et que « ( 'application du princ ipe de la "marche en avant" peut aider à 
l 'obtention d ' un tel résul tat ». 

� Pour les locaux d 'essais, la notion de salles indépendantes (réception et stoc-
"' g kage des échanti l lons, préparation des échanti l lons et de réalisation des analy-
� ses . . .  ) est imposée par le programme n° 59 du Cofrac. De surcroît, « la
§ dispos ition des locaux doit être de nature à éviter toute contamination croisée et_ga. faire l 'objet d 'une gestion spatio-tempore l le prouvée des fl ux » .
.5 
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Pour les locaux des laboratoires d'analyses biologiques et microbiologiques des 
eaux, le Cofrac définit dans le programme n° 1 00-2 des règles dont celle-ci : « Les 
activités contaminantes (laverie, broyage de matériaux sol ides, autopsies . . .  ) doivent 
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être séparées des activités propres pour l imiter les risques de contamination. Les 
analyses microbiologiques des eaux ne doivent, en aucun cas, être réalisées dans le 
même local que les analyses biomédicales et de santé animale ». 

Pour les laboratoi res d' analyses de biologie médicale, quelques éléments 
importants sur l ' i nstal lation du l aboratoire figurent dans l ' arrêté du 26 novembre 
1 999 (cf supra, paragraphe 1 .3 . ) .

1 .4.2. Principe 

Il ressort de cette réglementation « le principe de la marche en avant ». 

Le laborato ire est composé de plusieurs salles de travai l qui ont chacune une 
activ ité déterminée et unique ; el les sont réparties de tel le man ière qu'el les cor
respondent à une chaîne d'analyse comprenant en général : 

- une salle de réception et de stockage des échanti l lons ; 
- une sal le de préparation du matériel , des mi l ieux de culture et de leur 

stéri 1 isation ; 
- une sal le de préparation des échantil lons à analyser (broyage, dil utions . . .  ) ; 
- une sal le d'ensemencement des échanti l lons contenant des micro-organis-

mes qui peuvent être pathogènes ; 
- une salle de décontamination du matériel uti l i sé ; 
- une salle de l avage et de stockage des déchets. 

En appl iquant ce principe, la circulation du matériel « sale » et des déchets ne 
doit jamais croiser la circulation du matériel « propre ». 

Deux exemples sont maintenant proposés avec des commentaires pour i l l us
trer et comp léter la présentation du « principe de la marche en avant ». 

1 .4 .2 . 1 . Premier exemple 

Le plan d ' un laboratoire de microbiologie d ' une société industrielle privée, 
installé suivant « le principe de la marche en avant », accrédi té Cofrac est pré
senté sur la figure l (avec l 'aimable autorisation de cette société). 

� Commentaire du plan

Ce laboratoire de microbiologie comporte sept sal les distinctes : 
- le « sas personnel » d'entrée et de sortie du personnel travail lant dans le 

laboratoire ; 
- le « sas échanti l lons » : les échantil lons destinés à ! 'analyse sont stockés 

dans ce petit local ; 
- la salle de « préparation » : les mi l ieux de culture et les réactifs servant aux 

essais sont préparés et stockés ; 

- la sal le « Bacteria » : les essais (analyses) uti l i sant des souches bactériennes 
sont obl igatoirement réalisés dans cette salle ; 

- la sal le  « Fungi » : les essais (analyses) faisant intervenir  des souches de 
champignons (levures et moisissures) sont impérativement réal isés dans cette 
salle ; 
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Figure 1 • Plan d 'un laboratoire de microbiologie installé selon le « principe de la 
marche en avant ». 

- la salle « déchets » : les déchets provenant directement des deux sal les 
d 'essais sont autoclavés, stockés puis i l s  sont récupérés et traités par une société 
spéc ial isée certifiée ISO 1 400 1 .  

- le « bureau » :  les documents relatifs à l ' assurance qual ité sont conservés 
dans cette pièce. 

De surcroît, une étude in iti ale de l 'aérobiocontamination de ce laboratoire et 
du taux de contamination des surfaces (pai l lasses, balances, étuves bactériologi
ques, microscope . . .  ) a permis de déterminer huit « points critiques » dans les 
locaux de ce laboratoire. Des contrôles de la qual ité microbiologique de ces 
points critiques sont réalisés une fois par moi s. 

:� Grâce à ce contrôle, un plan du laboratoire avec ses points crit iques est affiché 
� dans le laboratoire ; un système de codage avec des past i l les de couleur col lées "' 
g sur les zones critiques permet d ' i nformer le personnel d 'entretien du laboratoi re 
� du niveau d'hygiène du laboratoire : conforme, niveau d'alerte, niveau de refus. 
8 � Ce contrôle de qL1alité interne figure notamment dans le programme n° 1 00-2 du 
a. Cofrac (cf ù�fi·a, paragraphe 2) . 
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Des techniques de contrôle de la qual ité m icrobiologique des surfaces sont 
présentées dans la première partie, chapitre 4, « Méthodes de travai l en 
m icrobiologie », paragraphe 5 . 



1 2  Microbiologie prat ique pour le laboratoire d ' analyses o u  de contrôle sanitaire 

1 .4.2.2 .  Deuxième exemple 

La visite d 'un laboratoire d 'hygiène départemental, réalisant des analyses 
microbiologiques et chimiques d'eaux et d'al iments, a été effectuée. 

Ce laboratoire est agréé par le ministère de ! 'Écologie et du Développement 
durable, pour ! 'année en cours, pour réaliser certains types d 'analyses des eaux 
ou des sédiments et i l  est accrédité Cofrac pour certains programmes de micro
biologie (n° 59 et n° 1 00-2) et de chimie (n° 1 00. 1 et n° 1 56). 

Cette vis ite permet d 'apporter aux étudiants en microbiologie quelques infor
mations sur le fonctionnement général des laboratoires d'analyses microbiologi
ques conçus selon le « principe de la marche en avant ». Pour le matériel du 
laboratoire de microbiologie proprement dit , se reporter à la première partie, cha
pitre 2 « Matériel principal du laboratoire de microbiologie ». 

• Seul le hal l de réception du laboratoire est ouvert au publ ic. L'accès aux
bureaux et au laboratoire proprement dit est réservé au personnel et se fait à 
l ' aide d 'un digicode. 

Le visiteur doit s igner un bordereau à son arrivée (date, heure d' arrivée et de 
départ, nom et prénom, motif de la visite). Il est ensuite pris en charge par le 
responsable pour entrer dans les locaux. I l  devra revêtir une blouse blanche 
« v isiteur » ,  imperméable, en polyéthylène et i l  doit être obligatoirement accom
pagné pour vis i ter le laboratoire l ui-même. 

• Les laboratoires de chimie et de microbiologie sont complètement indépen
dants. Le laboratoire de microbiologie est divisé en deux secteurs séparés, l ' un 
pour l 'analyse des eaux et l 'autre pour l 'analyse des al iments, mais avec des locaux 
communs : le « sas personnel », le « sas échanti l lons », la salle de préparation des 
mi l ieux de culture et la chambre froide attenante, la salle des étuves. 

• Dans le « sas personnel », le personnel du laboratoire dispose d' une armoire
de rangement (un compartiment par personne) où i l  dépose son vêtement de v i l le 
et prend sa blouse ; il se lave les mains dans un lavabo dont le robinet est à 
commande non manuel le (cel lule infrarouge, par exemple). 

• Le « sas échanti l lons » est constitué d ' une petite pièce à double porte. La
porte donnant accès au sas et la porte donnant accès au laboratoire sont en vis-à
vis , et ne peuvent être ouvertes simultanément ; lorsque la première porte est 
ouverte pour le dépôt des échanti l lons, la deuxième porte est bloquée et 
inversement. 

• La sal le de préparation des mi l ieux de culture est couplée à une chambre :
froide pour la conservation des mi l ieux de culture préparés ou achetés prêt à .fil
l ' emploi pour la 1nicrobiologie al i tnentaire et des eaux. ·gs 

• La sal le des étuves bactériologiques est commune aux deux types d 'analyses,
mais les étuves « eaux » et « al iments » sont distinctes. 

La présence d'étuves réfrigérées permet de disposer : 

"' 
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- d'une étuve pouvant fonctionner à 22° C pour la recherche des micro- j
organismes totaux, des moisissures . . .  ; ' 

'" 
- d'une étuve permettant de conserver des cultures bactériennes au-delà  d ' un ·� 

délai d ' incubation impératif (24 heures à 37° C, par exemple) , en les réfrigérant � 




