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SUBSTANCES CAS CRITÈRES D’ACTION PROPOSÉS PAR L’IRSST

Bactéries totales cultivables s. o.  Milieu de travail : 10 000 UFC.m-3 d’air

Bactéries à Gram négatif cultivables s. o.
 Milieu de travail : 1 000 UFC.m-3 d’air 

 Milieu non industriel : présence

Moisissures totales cultivables s. o.

 Milieu de travail : 1 000 UFC.m-3 d’air

 Édifice malsain et qualité air intérieure : Concentrations 

intérieures > concentrations au site de référence

APPLICABILITÉ

Bactéries totales, bactéries à Gram négatif et moisissures totales cultivables dans l’air des lieux de travail prélevées à l’aide d’un 
impacteur à 1 ou 6 étages de marque Andersen (ou équivalent). La méthode utilisée permet le dénombrement des 
microorganismes cultivables, c'est-à-dire ceux qui ont la capacité de se développer sur les milieux de culture utilisés et aux 
conditions de croissance fournies (température, oxygène, humidité, lumière, etc.) dans le laboratoire. L’impacteur à 6 étages 
permet en plus de séparer les particules en fonction de leur taille, allant de plus de 8 µm sur l’étage du haut à moins de 1 µm sur 
l’étage du bas, simulant ainsi la distribution des particules à travers les différentes zones du système respiratoire humain.

Domaine : Concentration faible à modérée de bactéries ou moisissures avec un impacteur de marque Andersen à 1 étage; 
de 7 Unités Formant Colonies par mètre cube (UFC.-m³) à environ 104 UFC.m-3 selon la méthode de dénombrement utilisée.

Pour des concentrations élevées de bactéries ou de moisissures, il est possible de faire un prélèvement d’une minute à l’aide 
d’un impacteur à 6 étages afin d’éviter une croissance microbienne confluente sur gélose. Avec ces paramètres, des 
concentrations de plus de 105 UFC.m-3 peuvent être documentées.

Remarque : Le domaine d'application de la méthode est dépendant de la capacité à distinguer visuellement deux colonies. Le 
compteur peut dans certaines circonstances juger que le dénombrement est trop imprécis pour justifier la production d’un 
résultat. La concentration finale dépend du débit et de la durée d’échantillonnage.

Alternativement : Pour des concentrations élevées de bactéries ou de moisissures, se référer à la méthode IRSST 368 
Dénombrement des bactéries et moisissures cultivables de l’air prélevées sur filtre de polycarbonate. La précision de cette 
méthode est moindre.

LIMITATIONS ET INTERFÉRENCES

La sensibilité de cette méthode varie selon :
 La rencontre des conditions de croissance nécessaires au développement des microorganismes;
 Le manque de nutriments pour les microorganismes lorsque le nombre de colonies impactées sur la gélose est très 

élevé (les espèces à croissance rapide seront avantagées);
 Une surpopulation sur une gélose qui rend le dénombrement imprécis;
 L’envahissement de microorganismes pouvant inhiber ou ralentir la croissance d’autres microorganismes et/ou nuire 

au dénombrement des colonies;
 La production de toxines par certains microorganismes pouvant inhiber la croissance d’autres microorganismes.

Toutes ces conditions entraînent une sous-évaluation du nombre réel de microorganismes cultivables.
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PRÉLÈVEMENT

1) Système d’échantillonnage

Support Bactéries totales : Gélose trypticase de soya (TSA)
Bactéries à Gram négatif : Gélose MacConkey
Moisissures : Gélose à l’extrait de malt pH 4,7 (MEA)
Autres types de géloses selon les besoins d’analyse

Type de dispositif Impacteur de marque Andersen - 1(N-6) ou 6 étages ou équivalent
Pompe à très haut débit (30 litres) – SKC Quick Take 30 ou équivalent
Débitmètre ou rotamètre

Consigne :Se référer à la consigne d’échantillonnage I-MAT-030 1.

2) Conditions de prélèvement recommandées

Débit : 28,3 litres par minute (L.min-1)
Temps d’échantillonnage : Typiquement 2 à 5 min., pouvant
atteindre 30 minutes
Volume d’échantillonnage : 56,6 à 141,5 L

3) Durée de conservation testée et validée

Les échantillons doivent être reçus au laboratoire dans un 
délai de 48 heures après l’échantillonnage. Éviter le gel des 
échantillons. Si la température extérieure est supérieure à 
25°C, l’ajout d’un bloc réfrigérant est recommandé pendant le 
transport. Le bloc réfrigérant ne doit cependant pas être en 
contact direct avec les géloses, par exemple en l’enroulant 
dans du papier essuie-mains.

4) Échantillon de référence (microbiote de référence)

Un prélèvement de l’air extérieur permettant de documenter le 
microbiote de l’air d’alimentation de la bâtisse est nécessaire pour 
les investigations de qualité de l’air intérieur (QAI) et est suggéré 
pour les évaluations de milieux de travail industriels ou du 
domaine de l’agriculture. 

Pour les investigations de la QAI, si les conditions 
environnementales rendent le prélèvement de l’air extérieur 
impossible, prévoir un prélèvement dans un site témoin à titre de 
référence du microbiote présent dans un milieu non contaminé.

5) Échantillon témoin (blanc de terrain) 

Un échantillon témoin consiste en une gélose de chaque 
type de milieu utilisé pour l’échantillonnage. Ce témoin 
sera manipulé comme l’ensemble des échantillons, mais 
ne sera jamais ouvert. Idéalement, prévoir au minimum un 
témoin pour chaque dix (10) échantillons, ou 
préférablement 1 témoin pour chaque poste de 
prélèvement lorsque les déplacements sont nombreux.

6) Détails

Se référer à la consigne d’échantillonnage I-MAT-030 1.

Pour plus d’information sur l’échantillonnage, se référer 
au Guide d'échantillonnage des contaminants de l'air en 
milieu de travail 2.
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RÉACTIFS ET ÉTALONS APPAREILLAGE ET MATÉRIEL

s. o.  Bactéries : Incubateur ajusté à 37°C ± 2°C

 Moisissures : Incubateur ajusté à 25°C ± 2°C

 Autres incubateurs selon les besoins d’analyse

 Stéréomicroscope 20X-120X

 Source lumineuse à fibre optique

 Compteur numérique ou manuel

PRÉPARATION DE L’ANALYSE

Nombre d’étapes de préparation : 1

Étape 1
Incubation des échantillons aux températures correspondantes aux microorganismes à analyser, 
généralement pour une durée de 24 à 48 heures pour les bactéries et de 5 à 7 jours pour les 
moisissures.

CONDITIONS ANALYTIQUES

Technique analytique : Stéréomicroscopie à fibre optique

Bactéries totales cultivables et Bactéries à Gram négatif cultivables (compte global):

À l’aide d’un stéréomicroscope muni d’une source lumineuse à fibre optique et d’un compteur numérique, dénombrer toutes les 
colonies pouvant être différenciées.

 Plusieurs colonies sur un même site d’impaction peuvent être dénombrées s’il est possible de les distinguer.
 Environ 1500 colonies bactériennes peuvent être dénombrées par gélose avec ce compte global.
 Si le nombre de colonies est très élevé ou qu’il y a présence de microorganismes envahissants rendant difficile le 

dénombrement, compter seulement une fraction de la surface de la gélose et multiplier le résultat obtenu par l'inverse 
de la fraction de la gélose dénombrée pour obtenir un dénombrement approximatif.

Moisissures totales cultivables (méthode des trous positifs):

À l’aide d’un stéréomicroscope muni d’une source lumineuse à fibre optique et d’un compteur numérique, dénombrer tous les sites 
d’impaction où une croissance de moisissure est observée. Cette méthode est communément appelée méthode des « trous 
positifs ».

 La méthode des trous positifs est basée sur le principe que plus le nombre de sites d’impaction positifs augmente, plus 
la probabilité qu’une deuxième impaction se produise sur un site déjà impacté augmente aussi. En se basant sur la loi 
de poisson, la table de conversion permet de pallier au potentiel de sous-estimation des impactions multiples par site.

 Si une colonie recouvre plus d’un site d’impaction, seulement un site est enregistré comme positif.
 Une colonie située hors d’un site d’impaction n’est pas dénombrée.
 Le nombre maximal de trous positifs pouvant être compté est de 400.
 Une fois tous les sites d’impaction positifs dénombrés, une table de conversion est utilisée pour transformer cette 

valeur (r) en nombre de particules correspondant (P).
 L’utilisation de cette table de probabilité est nécessaire pour obtenir le nombre estimé de colonies de moisissures (P)

lors de l’utilisation de la méthode des trous positifs proposée par le fabricant des appareils Andersen.
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Commentaire :

Si une identification au genre ou à l’espèce des bactéries ou moisissures présentes est requise, un repiquage en culture pure doit 
être effectué pour chaque morphologie coloniale observée.

ÉTALONNAGE

s. o.

CALCULS ET EXPRESSION DES RÉSULTATS

Concentration de bactéries totales ou à Gram négatif cultivables dans l’air :

� =
�

����
×

1000 �

��

Où :
C = Concentration de bactéries dans l’échantillon d’air, en UFC.m-3

N = Nombre de colonies dénombrées, en UFC
V air = Volume d’air échantillonné en L

Concentration de moisissures totales cultivables estimées dans l’air :

� =
� 

����
×

1000 �

��

Où :
C = Concentration de moisissures totales estimées dans l’échantillon d’air, en UFC.m-3

P = Nombre de colonies estimées (P) à partir du r (nombre de trous positifs sur la gélose, voir Annexe 1), en UFC

V air = Volume d’air échantillonné en L

Commentaires :

Lorsqu’une identification mycologique est effectuée, la concentration de chaque microorganisme identifié est calculée à l’aide de 
la méthode du compte global (dénombrement réel), alors que la concentration totale de l’échantillon est calculée par la méthode 
des trous positifs. Afin d’aviser qu’une partie de la concentration estimée (C) découle de la correction provenant de la table de 
conversion utilisée avec la méthode des trous positifs, un facteur de correction selon la probabilité de superposition (CSPS) doit 
être rapporté. Le CSPS est la différence entre la concentrations estimé (C) et la somme des concentrations de chacun des 
microorganismes identifiés.
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VALIDATION

Remarque : Ces données de validation représentent la performance de la méthode au moment de sa publication. Pour les 
valeurs à jour de certaines données, consulter le site Web de l’IRSST.

Limite de détection et Limite de quantification

COMPOSÉ OU ÉLÉMENT
LIMITE DE DÉTECTION

(UFC.m-3)

LIMITE DE QUANTIFICATION

(UFC.m-3)

Bactéries totales cultivables 7 s. o.
Bactéries à Gram négatif cultivables 7 s. o.
Moisissures cultivables 7 s. o.

La limite de détection pour cette méthode correspond à la VMR (valeur minimale rapportée) et varie selon le volume d’échantillonnage. La 
limite de détection indiquée ici est pour un volume d’échantillonnage de 141,5 L (débit de 28,3 L.min-1 pendant 5 min).

Précision (Fidélité)

Justesse

s. o.

Récupération

s. o.

Incertitude analytique

Remarque : Ces données représentent la performance de la méthode au moment de sa publication. Pour les valeurs d’incertitude 
analytique à jour, consulter le site Web de l’IRSST.

L’incertitude de mesure analytique (CVa) de la méthode est déterminée à partir de résultats individuels obtenus sur des échantillons 
soumis à l’ensemble de la procédure analytique. Celle-ci ne tient pas compte d’un seuil de probabilité (95 %, par exemple) ni de 
la contribution de l’incertitude associée à l’échantillonnage.

Pour information supplémentaire sur la détermination des incertitudes, se référer au Document Explicatif pour éléments de 
validation de méthodes, I-G-041, de la Direction des laboratoires de l’IRSST.

COMPOSÉ OU ÉLÉMENT RÉPLICABILITÉ (%) RÉPÉTABILITÉ (%)

Bactéries totales cultivables 0,6 4,2
Bactéries à Gram négatif cultivables 0,6 4,2
Moisissures cultivables 3,8 2,9

COMPOSÉ OU ÉLÉMENT CVa(%)

Bactéries totales cultivables 7.2
Bactéries à Gram négatif cultivables 7.2
Moisissures cultivables 4.5
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ANNEXE 1

TABLE DE CONVERSION POUR LA MÉTHODE DES TROUS POSITIFS5,6

* Indique que la limite de quantification est dépassée (environ 2628)

(r) = nombre de trous positifs (sites d’impaction avec croissance)

(P) = nombre de colonies estimées
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