Centre de foresterie des Grands Lacs
Services de production d’insectes

Procédure operationnelle
normalisee

Numéro de PON: SP1/008/002

Quantification d’organismes microbiens

Vi

Date d'entrée en vigueur : 18 septembre 2014




Procédures opérationnelles normalisées

] Quantification d’organismes microbiens
Centre de foresterie des Grands Lacs Numéro de PON : SP1/008/002/

Services de production d’insectes Date d’entrée en vigueur : 18 septembre 2014

TITRE : Quantification d’organismes microbiens

APPROUVEE PAR :
JJ/MM/AA

Gestionnaire des Services de production d’insectes I

MODIFICATIONS IMPORTANTES DEPUIS LA DERNIERE VERSION :

- Le titre de la présente PON a été révisé.

- De nouvelles définitions ont été ajoutées et d’autres ont été révisées.

-La présente PON a été mise en forme pour répondre aux exigences
courantes des SPI.

1.0 INTRODUCTION
1.1 Objectif

L’établissement de la présente procédure normale d’exploitation (PON) a pour
objectif d’assurer la réalisation de toute quantification d’organismes microbiens
dans des suspensions aqueuses (corps d’occlusion de VPN, spores fongiques,
microsporidies, etc.) selon une marche a suivre cohérente et statistiquement
valable.

1.2 Portée

Tous les membres du personnel de I'Unité de controle de la qualité (UCQ)
observeront la présente PON pour la quantification d’organismes microbiens en
suspension.

1.3 Définitions

Centre de foresterie des Grands Lacs (CFGL) — L'une des cinq installations de
recherche du Service canadien des foréts (SCF), située a Sault Ste. Marie
(Ontario) au Canada.

Copie contrdlée — Une copie d’une procédure opérationnelle normalisée (PON)
distribuée a des employés sélectionnés du Centre de foresterie des Grands
Lacs (CFGL) portant un numéro de copie unique et la signature datée du
gestionnaire des Services de production d'insectes (SPIl). Les copies
contrbélées visent a garantir que les employés du CFGL suivent la version la
plus récente des PON.

Date d'entrée en vigueur —La date a partir de laquelle les procédures
indiquées dans une procédure normale d’exploitation (PON) doivent étre mises
en ceuvre.
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Enceinte de sécurité biologique (ESB) — Une enceinte de confinement de
classe 2 congue pour assurer la protection du travailleur et de I'échantillon.
L’unité est congue de telle maniére que I'air ambiant passe par un filtre HEPA
avant de passer dans laire de travail. Les particules en suspension
dangereuses dégagées par les échantillons de I'aire de travail sont éloignées
du travailleur et I'air est recyclé dans la piéce aprés étre passé dans un filtre
HEPA. Ce type d’'unité ne protége pas le travailleur contre les émanations
chimiques.

Gestionnaire des Services de production d’insectes (SPI) — La personne ayant
la responsabilité générale des activités de I'équipe des SPI.

Hotte chimique — Une enceinte de sécurité congue pour protéger les
travailleurs et non pas les échantillons; 'air de la piéce est tiré vers 'avant de
'enceinte, puis les vapeurs chimiques ou les particules atmosphériques
dangereuses sont éloignées du travailleur et évacuées a [l'extérieur de
'immeuble.

Laboratoire de contrble de la qualité (CQ) — Un laboratoire d’analyse contrélé
par les Services de production d’insectes (SPI) et utilisé par I'Unité de contréle
de la qualité (UCQ) pour surveiller et contréler la production, les processus et
les produits de toutes les colonies d’insectes de I'Unité de production d’insectes
(UPI) de méme que pour mettre au point de nouvelles méthodes et procédures
de CQ.

Procédures opérationnelles normalisées (PON) — Directives décrivant les
procédures administratives ou techniques de routine exécutées par les
employés des Services de production d’insectes (SPI) ou par les utilisateurs de
I'installation de quarantaines d’insectes (Ql).

Services de production d’insectes (SPI) — Une équipe de travail du Centre de
foresterie des Grands Lacs (CFGL) constituée des employés de I'Unité de
production d’insectes (UPI), de I'Unité de contrdle de la qualité (UCQ) et de
'Unité de quarantaines des insectes (Ql) qui accomplissent les taches et les
activités reliées a I'élevage, au contréle de la qualité et a la quarantaine des
insectes a l'appui des activités de recherche sur les ravageurs forestiers
effectuées a l'intérieur et a I'extérieur du Service canadien des foréts (SCF).

Unité de contrble de la qualité (UCQ) — Une unité de travail des Services de
production d’insectes (SPI) constituée d’employés qui effectuent les essais de
contréle réguliers de la production, des processus et des produits et qui
élaborent de nouvelles méthodologies de contréle de la qualité (CQ) a I'appui
des activités de I'Unité de production d’insectes (UPI).
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1.4

1.5

2.0
2.1

Unité de production d’'insectes (UPI) — Une unité de travail des Services de
production d’insectes (SPI) constituée d’employés qui travaillent a des activités
d’élevage d’'insectes, d’élaboration de régimes alimentaires et de mise au point
de méthodes au Centre de foresterie des Grands Lacs (CFGL).

Sécurité

1.4.1 Un sarrau de laboratoire et des gants jetables sont a porter lors de
travaux en présence d’organismes microbiens.

1.4.2 Les fournitures de laboratoire jetables (gants, microtubes, embouts de
pipette, lames porte-objets, etc.) qui sont entrées en contact avec des
microbes ou des insectes infectés d’organismes microbiens sont a
passer a I'autoclave avant d’étre jetées au rebut.

1.4.3 Pour les fournitures de laboratoire réutilisables (en verre, en plastique,
etc.) qui sont entrées en contact avec des organismes microbiens, il
faut les tremper dans une solution d’eau de Javel a 6 % pendant au
moins 10 minutes, les laver au savon et a 'eau et ensuite, les passer a
'autoclave, s’il y a lieu.

1.4.4 Dans la mesure du possible, les travaux se feront dans une hotte
chimique ou une enceinte de sécurité biologique (ESB) afin de
minimiser I'exposition du travailleur a des organismes microbiens.

1.4.5 Apres des travaux avec des organismes microbiens, il faut nettoyer les
surfaces de travail a I'aide d’'une solution d’eau de Javel a 6 % dont la
durée de contact est de 10 minutes.

Matériel

1.5.1  Albumine d’ceuf

1.5.2 Noir de naphtalene 10B ou 12B

1.5.3 Platine chauffante réglée de 40 a 45 °C

1.5.4 Un microscope Nikon Optiphot muni d’'un oculaire réticulé fixé en

équerre (0,01 mm®), des oculaires 10x et un objectif & immersion
d’huile a un grossissement de 100 fois

1.5.5 Formulaire des SPI numéro 0055/001: Compte de microbes en
suspension 1x (reportez-vous a I'annexe 6)

1.5.6 Formulaire des SPI numéro 0056/001: Compte de microbes en
suspension 4x (reportez-vous a I'annexe 7)

1.5.7 Solution d’eau de Javel a 6 %

PROCEDURES
Procédure générale

Le dénombrement des microbes dans des suspensions purifiées ou brutes est
essentiel aux enquétes visant I'écologie, la détection ou I'élimination d’agents
pathogénes dans les cultures de tissus d’insectes ou dans les installations
d’élevage. Bien qu'il soit possible de dénombrer les microbes au moyen d’une
cellule a numération, la quantification d’échantillons aqueux contenant du tissu
héte ou des impuretés n’est pas fiable puisque les particules biréfringentes
peuvent passer pour les corps d'occlusion a compter. La méthode de
coloration de films décrite ci-apres permet d’effectuer des comptes exacts et
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2.2

reproductibles : un échantillon d’'un volume déterminé est étalé sur une aire
déterminée et ensuite, séché et coloré; le compte se fait a I'aide d’un objectif a
immersion d’huile au moyen d’un oculaire réticulé fixé en équerre. On fait dix
comptes le long des rayons de quatre films circulaires répétés, a des
intervalles déterminés d’avance, en mesurant a l'aide d’'un micrométre de
platine. La méthode décrite dans cette PON est une adaptation d’'une méthode
de film coloré, décrite pour la premiére fois par Wigley en 1980 (reportez-vous
au point 8.0). Cette méthode ne permet pas de faire un compte juste des
concentrations de microbes considérablement inférieures a 106 le mL. Pour
faire la quantification juste des concentrations de microbes considérablement
supérieures a 108 le mL, la dilution a I'eau est nécessaire. Il est aussi possible
de faire un dénombrement juste de concentrations élevées de microbes en
retirant un sous-échantillon de volume déterminé, en le diluant d’'un volume
déterminé d’eau et en modifiant le facteur de dilution en fonction (reportez-vous
au point 2.6.4). Pour déterminer si la concentration de la suspension d’essai
convient au compte, il est recommandé de faire un compte préliminaire d’un
seul film coloré.

Préparation des films

2.2.1 Remuez la suspension dessai pendant 30 secondes. Ensuite,
meélangez 20 yL de la suspension et 20 yL du milieu de culture
décongelé (0,25 g d’albumine d’ceuf [Fisher Scientific A-388] et 25 mL
d’H,O distillés; remuez et filtrez le milieu dans du papier-mouchoir

Kleenex® et conservez-le & -20 °C). Les échantillons sont dilués dans
de I'albumine d’ceuf aux fins d’'une meilleure adhésion aux lames porte-
objets en verre.

2.2.2 Placez un disque blanc de 14 mm de diameétre sur un arriere-plan noir
(reportez-vous a I'annexe 1) sous un microscope a dissection et placez
une lame porte-objets en verre, nettoyée a I'alcool, sur le disque.

2.2.3 Mélangez la suspension pour le comptage en tapant doucement le cété
du tube plusieurs fois d’'un doigt.

2.2.4 Retirez un échantillon de 5 yL de la suspension pour le comptage et
versez-le sur la lame porte-objets au centre de l'aire délimitée par le
disque en dessous. Si les bulles d’air dans I'échantillon sur la lame
porte-objets n’éclatent pas immédiatement, jetez la lame et préparez-
en une autre. (Les bulles causent une distribution inégale des
organismes microbiens sur la lame.)

2.25 En prenant le coté convexe d’une aiguille montée a une extrémité
courbée (trempée au préalable dans la suspension pour comptage et
essuyée sur la surface intérieure du contenant) et en faisant un
mouvement de spirale de sortie jusqu’au bord du disque (reportez-vous
a la figure A, a annexe 2), étalez soigneusement la suspension.
(Tremper 'extrémité au préalable prévient I'extraction des organismes
microbiens de la suspension sur la lame porte-objets.)

2.2.6 Sans soulever l'aiguille de la surface de la lame porte-objets, faites un
mouvement de rotation pour que I'embout reste en contact avec la
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2.3

2.4

2.5

lame et tirez 'embout en faisant un léger mouvement en zigzag, tout
en soulevant 'embout de la surface (reportez-vous a la figure B, a
'annexe 2). (De cette maniére, on enléve laiguille en faisant une
distribution égale des organismes microbiens sur la lame porte-objets.)

2.2.7 Faites encore trois films sur la lame porte-objets en verre selon la
méme méthode.

2.2.8 Posez la lame porte-objets a plat et laissez-la sécher a l'air a la
température de la piéce.

2.2.9 Lorsqu'un compte extrémement précis est nécessaire, répétez les
démarches aux points 2.2.1 a2.2.8 trois fois encore, pour un total de
quatre lames porte-objets (c.-a-d., préparez 16 films).

Coloration

2.3.1 Placez les lames porte-objets dans le plateau de coloration et
immergez-les dans une solution au noir de naphtaléne 10B ou 12B
(2,4 g de noir au naphtalene 10B ou 12B, 70 mL d’acide acétique,
130 mL d’eau distillée; a conserver a la température de la piéce et a
remplacer mensuellement) de 40 a 45 °C.

2.3.2 Apres 10 minutes, retirez le plateau de coloration et rincez les lames
en les trempant doucement deux fois dans un bac d’eau de robinet
(doucement, pour ne pas enlever les organismes microbiens de la
lame).

2.3.3 Séchez le revers des lames a l'aide de papier essuie-tout et, ensuite,
placez-les a I'endroit pour sécher a la température de la piéce, ou sur
une platine chauffante de 40 a 45 °C.

Procédure de comptage

Utilisez l'objectif a immersion d’huile a un grossissement de 100 fois du
microscope Nikon Optiphot et I'oculaire 10X muni d’'un graticule (0,01 mm?).
Comptez seulement les microbes disposés entierement sur le graticule ou
touchant le bord ou le coin supérieur gauche (reportez-vous a I'annexe 3). Lors
de I'examen au microscope a fond clair, la coloration des microbes est d’'un
bleu noir profond sur arriére-plan de couleur bleu clair.

Motif d’échantillonnage

Comptez le long des quatre rayons de chaque lame porte-objets, I'un de
chacun des quatre films répétés, en comptant le long de chaque rayon dans un
sens différent (reportez-vous a I'annexe 4). (Les comptes le long de quatre
rayons différents permettent d’égaler les petites irrégularités dans la répartition
des organismes microbiens sur la lame.) Pour déterminer le premier point de
comptage, placez le bord du champ de visualisation du microscope au bord
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extérieur du film et a l'aide du micrométre de platine, déplacez le champ de
0,25 mm vers le centre du film. Utilisez le micrométre de platine pour faire sept
déplacements supplémentaires de 0,5 mm le long de la lame, suivis de deux
déplacements de 1,0 mm (reportez-vous a I'annexe 5). Consignez les comptes
dans le formulaire des SPI numéro 0055/001 (reportez-vous a I'annexe 6). Lors
d’'un compte plus précis (c.-a-d., a 'examen de quatre lames), consignez les
comptes dans le formulaire des SPlI numéro 0056/001 (reportez-vous a
'annexe 7).

Calcul de la concentration de microbes

Les calculs lors des démarches aux points 2.6.1 a 2.6.6 sont mieux effectués
en employant la feuille de calcul Excel disponible sur le lecteur réseau des SPI.

2.6.1 Calculez la somme des quatre comptes de chaque strate et divisez-la
par quatre pour obtenir les comptes moyens de la strate (lors du
comptage a partir de quatre lames, le compte moyen sera déterminé
en effectuant 16 comptes).

2.6.2 Multipliez les comptes moyens par les facteurs de pondération pour
obtenir les moyennes corrigées. (Pour les comptes a chacune des
10 strates, il faut accorder une pondération proportionnelle a la position
de la strate; reportez-vous a I'annexe 8).

2.6.3 Calculez la somme des moyennes corrigées pour obtenir une moyenne
globale corrigée.

2.6.4 Calculez la concentration de microbes par millilitre dans la suspension
mére diluée de la fagon suivante :
microbes/ml =Y xMxV x D

ou Y = moyenne globale corrigée

M = facteur microscopique (15394%)
V = facteur du volume de I'’échantillon (1 000 + 5)
D = facteur de dilution (2**)

*I'aire du film divisée par I'aire de 'oculaire muni d’'un graticule
(153,94 mm? + 0,01 mm?)

**le facteur de dilution est a réviser lors du dénombrement d’un sous-
échantillon dilué, comme il est décrit au point 2.1 (c.-a-d. qu’un sous-
échantillon dilué 10 fois a I'eau et le milieu de culture fait d’albumine
d’ceuf, mélangés en parts égales [1:1] donneraient pour résultat un
facteur de dilution de 20)

2.6.5 Calculez I'écart-type du compte moyen par graticule de la fagon

suivante :
Ecart-type = DR Xs
Nr
Ou: Wi= facteurs individuels de pondération
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Xs= compte moyen a chaque strate
Nr= nombre de rayons comptés
2.6.6 Calculez les limites de confiance de 95 % pour la concentration de
microbes de la fagon suivante :
Limites de confiance de 95 % = facteur de dilution x écart-type x 200 x
facteur microscopique

2.7 Calculs

2.7.1 La solution préparée d’eau de Javel pour nettoyage général aura une
concentration d’hypochlorite de sodium a 0,3 %. Les réserves d’eau de
Javel dont la concentration est de 5,25 % a I'hypochlorite de sodium
(c.-a-d., de la marque Javex®) sont a diluer en mélangeant 60 mL
d’eau de Javel et 940 mL d’eau (c.-a-d. une dilution de 6 %). Les
réserves d'eau de Javel dont la concentration est de 6,0% a
I'hypochlorite de sodium (c.-a-d., de la marque Ultra Javex®) sont a
diluer en mélangeant 53 mL d’eau de Javel et 947 mL d’eau (c.-a-d.
une dilution de 5,25 %). Si I'eau de Javel d’'une autre marque est
utilisée, il faudra peut-étre modifier les volumes afin de produire une
solution préparée d’hypochlorite de sodium a 0,3 %.

(Remargue : pour que le nettoyage soit efficace, la durée minimale de
contact est de 10 minutes.)

2.8 Documentation et rapports

2.8.1 Remplissez la fiche de comptage des données (formulaire des SPI
numéro 0055/001 ou 0056/001) de chaque suspension pour
comptage.

3.0 DISTRIBUTION ET ARCHIVAGE
3.1 Distribution

Le gestionnaire des SPI doit distribuer la présente PON a tout le personnel de
ruca.

3.2 Archivage

3.2.1 Le gestionnaire des SPI conservera la présente PON lorsqu’elle est
remplacée par une nouvelle version, a des fins d’archivage.

3.2.2 Le personnel de 'UCQ s’assurera que les fiches de comptage des
données (formulaire des SPI numéro 0055/001 ou 0056/001) sont
conservées avec les documents de I'enquéte pertinente.

3.3 Destruction des PON désuétes
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4.0
4.1

5.0
5.1

5.2

6.0

7.0

8.0

9.0

Lorsqu’une nouvelle version de cette PON est publiée pour distribution, toute
personne en possession d'une copie contrblee s’assurera que l'ancienne
version est rendue au gestionnaire des SPI sur demande.

VALIDATION DE LA PON ET CONFORMITE
Personne responsable

411 Le technicien en chef du CQ est responsable de s’assurer que la
présente PON est valide.

4.1.2 Le technicien en chef du CQ est responsable de s’assurer que les
membres du personnel de CQ se conforment a cette PON et qu'ils ont
eu une formation appropriée a cet égard.

4.1.3 Les membres du personnel de 'UCQ sont tenus de respecter les
procédures énoncées dans une copie controlée de cette PON et ne
suivront jamais des copies non contrélées qui risquent d’étre périmées.

REVISION DE LA PON
Personne responsable

Le technicien en chef du CQ est responsable de s’assurer que la présente
PON soit courante. Si nécessaire, le technicien en chef du CQ entamera le
processus de révision.

Calendrier de révision

La présente PON fera I'objet d’une révision au moment ou les dispositions
gu’elle énonce ne correspondent plus aux pratiques courantes ou aux
politiques du CFGL et sera approuvée par le gestionnaire des SPI.

EVENTUALITES

Lorsque le personnel de I'UCQ prend conscience de circonstances qui
empéchent la conformité a la présente PON, le technicien en chef du CQ sera
consulté.

CONFIDENTIALITE

Les PON des SPI ne sont pas considérées comme des documents
confidentiels et peuvent étre distribuées a des parties extérieures. Les copies
contrélées ne sont pas a reproduire.

REFERENCES

Wigley, P. J. « Counting micro-organisms », dans Microbial control of insect
pests, éds. Kalmakoff, J. et J.F. Longworth, New Zealand Department of
Scientific and Industrial Research Bulletin 228, Wellington (Nouvelle-
Zélande), 1980, pp. 29-35.

ANNEXES
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Annexe 1 : Modeéle pour la préparation de films

Annexe 2 : Méthode pour la préparation de films

Annexe 3 : Organismes microbiens a omettre ou a compter a chaque
position de comptage le long du rayon du film coloré

Annexe 4 :  Motif d’échantillonnage pour les comptes le long des rayons de
quatre films répétés

Annexe 5 : Emplacement des dix positions de comptage le long du rayon du
film coloré

Annexe 6 : Formulaire des SPI numéro 0055/001 : Compte de microbes en
suspension 1x

Annexe 7 : Formulaire des SPI numéro 0056/001 : Compte de microbes en
suspension 4x

Annexe 8 : Les 10 positions de comptage le long du rayon de 7,0 mm d’un
film circulaire et les facteurs de pondération correspondants des
échantillons
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Annexe 1

Modele pour la préparation de films
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Annexe 2

Méthode pour la préparation de films

A B

A. Etaler la suspension en faisant un mouvement de spirale de sortie jusqu’au bord
du disque.

B. Tirer 'embout a travers le film en faisant un Iéger mouvement en zigzag, tout en
soulevant 'embout de la surface de la lame.
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Annexe 3

Organismes microbiens a omettre ou a compter a chaque position de
comptage le long du rayon du film coloré

Microbes counted

eyepiece grid

/ field of view

S Microbes not counted
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Annexe 4

Motif d’échantillonnage pour les comptes le long des rayons
de quatre films répétés

oW
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Annexe 5

Emplacement des dix positions de comptage le long du rayon du film coloré

Outer edge
of film
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Annexe 8

Les 10 positions de comptage le long du rayon de 7,0 mm d’un film circulaire
et les facteurs de pondération correspondants des échantillons

Compte n° | Déplacement Position de Rayons Facteur de
(en mm) comptage extérieurs et | pondération*
(mm du centre intérieurs
du film) (mm)
1 0,25 6,75 7,0a6,5 0,138
2 0,5 6,25 6,5a6,0 0,128
3 0,5 5,75 6,0a5,5 0,117
4 0,5 5,25 55a5,0 0,107
5 0,5 4,75 50a4,5 0,097
6 0,5 4,25 45a4,0 0,087
7 0,5 3,75 4,0a3,5 0,076
8 0,5 3,25 3,5a2,75 0,096
9 1,0 2,25 2,75a1,75 0,092
10 1,0 1,25 1,75a0,0 0,062

*facteur de pondération = (r,2-r,2) + R2  ou: r, =rayon extérieur de la strate
r, = rayon intérieur de la strate
R = rayon du film
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