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I – Contexte réglementaire du Challenge test

La réglementation sur les produits cosmétiques est issue du Règlement (CE) n°  1223/2009
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III – Challenge test - Les référentiels
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II – Le club des 5
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On ne teste pas ces cinq germes par hasard

On teste les agents pathogènes

Choisis par les autorités sanitaires et les comités de normalisation selon trois raisons 
principales

II – Le club des 5
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L a  r e p r é s e n t a t i v i t é  d u  s p e c t r e  b i o l o g i q u e

    Prouver que votre système conservateur est capable de tuer une large variété 
de contaminants potentiels.  

    Couvrent quatre grandes famil les microbiennes :  

- Bactéries à Gram posit if (S. aureus)
- Bactéries à Gram négatif (P. aeruginosa, E.  coli)
- Levures (C. albicans)
- Moisissures (A. brasil iensis)

    L’ idée :  s i  votre conservateur fonctionne sur ces représentants "types",  on 
extrapole qu' i l  sera efficace sur les autres germes de la même famille.

II – Le club des 5
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L e u r s  o r i g i n e s  e t  c a r a c t é r i s t i q u e s  s p é c i f i q u e s

Chaque microorganisme joue un rôle précis :

 «  challenger » le système conservateur  sur un point faible potentiel

2

II – Le club des 5
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Défini  dans les textes de références

    On uti l ise des souches de collection issues de différentes « bibliothèques »

    Ce sont des clones génétiques identiques uti l isés partout dans le monde. 
Standardisation du « consommable vivant »

L e  m a t é r i e l  b i o l o g i q u e  d e  r é f é r e n c e

II – Le club des 5
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Les bactéries – microorganismes à croissance rapide

II – Le club des 5
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Staphylococcus aureus :  

Bactérie représentant la famil le de coques à coloration de Gram posit ive (paroi  
plus épaisse)

Pourquoi on la teste :  

El le représente le r isque de contamination par l 'uti l isateur (contamination 
manuportée). 

Plus de 40 % de porteurs sains dans le monde. Germe pouvant survivre longtemps 
sur des surfaces inertes.

Expérience Cosmebac :

Emulsion inverse (produits solaires) / eau démaquil lante

II – Le club des 5
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Pseudomonas aeruginosa ou plutôt Pseudomonas paraeruginosa  :

Bactérie représentant la famil le de bacilles à coloration de Gram négative 
(paroi  moins épaisse).  

Pourquoi on la teste :

C'est une bactérie d'origine hydrique (l 'eau est l ' ingrédient principal  de la 
plupart des cosmétiques).

Naturellement très résistante à de nombreux conservateurs,  capable de 
développer des biofi lms et de s'adapter à des mil ieux pauvres.

El le est capable d’adapter  son métabolisme pour se faire passer pour morte et 
revenir  à la charge plusieurs jours/semaines plus tard.

Expérience Cosmebac :

moussants (shampooing/gel  douche) + altération produit

II – Le club des 5
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Escherichia coli  :

Bactérie représentant la famil le de bacilles à coloration de Gram négative 
(paroi moins épaisse).

Pourquoi on la teste :

El le représente une contamination l iée à un manque d'hygiène (process de 
fabrication, matières premières brutes tel luriques et usage produit) .

C'est un standard de la famil le des Entérobactéries et la reine des pathogènes 
en industrie agroalimentaire.

Expérience Cosmebac :

-Très peu faiblesses observées en challenge test
-Pas un « vrai » pathogène en cosmétique

II – Le club des 5
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Les champignons - croissance plus lente

II – Le club des 5
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Candida albicans (Levure)

Pourquoi on la teste :

El le est unicellulaire et représente la contamination fongique l iée à l 'humain 
(présence au niveau des muqueuses).

El le teste la capacité du conservateur à agir  sur les cellules eucaryotes (plus 
proches des cellules humaines, donc plus diff ici les à cibler sans être toxique).

Expérience Cosmebac :

Altération produits et évènements industriels 2025 pour Candida parapsilosis , 
Candida lypolit ica…

II – Le club des 5
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Aspergil lus brasil iensis  anciennement Aspergil lus niger (moisissure)

Pourquoi on la teste :

Contaminant environnemental  par excellence (spores dans l 'air) .

Souche qui produit des spores (formes de résistance extrêmement diff ici les à 
détruire).

C'est le test ult ime de "durabil ité" .

Expérience Cosmebac :

Reliquat habituel  sur les CT jusqu’à  28 jours + altération produit

II – Le club des 5
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IV – Standardisation / robustesse – norme NF EN 12353

En théor ie

Centres  de col lect ion =  mêmes souches t ravai l lées  dans tous les 
laborato i res

En prat ique

Matér ie l  b io logique  = organismes v ivants  =  comportements  var iables

2 0

S t a n d a r d i s a t i o n  d e s  p r a t i q u e s  

= S t a b i l i s e r  le  matér ie l  b io logique

= Garant i r  la  r o b u s t e s s e  e t  la  c o m p a r a b i l i t é  des résul tats  sur  le   long terme





La norme NF EN 12353:2021

D e s c r i p t i o n  :  
Concerne les  condit ions 
de conservat ion des 
micro-organismes 
d’essai  ut i l i sés  pour  la  
déterminat ion des 
act iv i tés  bactér ic ides et  
fongic ides .

Objectif  : 
Définir les pratiques 
microbiologiques pour la 
conservation et l’entretien 
des micro-organismes afin 
de garantir le maintien de 
leurs caractéristiques 
biologiques.

A p p l i c a t i o n  :  
Dest inée aux laboratoi res ,  
fabr icants  et  organismes 
de contrô le  qual i té  sur  le  
pér imètre  
microbio logique.
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Méthode de conservation et critères de 
qualité

Pr incipe

Cryoconservat ion des micro -organismes à  part i r  d ’un lyophi l isa  issu 
d ’un centre  de col lect ion .  
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Méthode de conservation et critères de 
qualité

Pr incipe

Cryoconservat ion des micro -organismes à  part i r  d ’un lyophi l isa  issu 
d ’un centre  de col lect ion .  

Ex igences

Traçabi l i té ,  documentat ion et  contrô les  régul iers  des souches 
pour  év i ter  les  dér ives ou contaminat ion .
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Méthode de conservation et critères de 
qualité

Pr incipe

Cryoconservat ion des micro -organismes à  part i r  d ’un lyophi l isa  issu 
d ’un centre  de col lect ion .  

Ex igences

Traçabi l i té ,  documentat ion et  contrô les  régul iers  des souches 
pour  év i ter  les  dér ives ou contaminat ion .

Impact

Assure  l ’harmonisat ion et  la  f iab i l i té  des tests  d ’e f f icaci té  
contr ibuant  à  la  va l idat ion des produi ts  cosmét iques et  
impl ic i tement à  la  sécur i té  sani ta i re  publ ique .
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G E S T I O N  D E S  S O U C H E S



Les étapes clés

Sélection des souches de référence

Préparation du stock à -70°C

Constitut ion du stock à 4°C

Préparation des cultures de travai l
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Les étapes clés

Choisir des souches conformes aux normes internationales pour assurer 
la pertinence des tests microbiologiques. 
ex: Staphylococcus aureus ATCC6538 ou CIP4,83 ou autre équivalence

Sélection des souches de référence

Préparation du stock à -70°C

Constitut ion du stock à 4°C

Préparation des cultures de travai l
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Les étapes clés

Choisir des souches conformes aux normes internationales pour assurer 
la pertinence des tests microbiologiques. 
ex: Staphylococcus aureus ATCC6538 ou CIP4,83 ou autre équivalence

Sélection des souches de référence

Préparation du stock à -70°C

Préparer une suspension d’un micro-organisme à l’aide d’un milieu 
cryoprotecteur puis la répartir en cryotubes et cryobilles pour le 
maintien en congélation.

Constitut ion du stock à 4°C

Préparation des cultures de travai l
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Préparation du stock à -70°C

Matériel microbien « pur » :
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Inondation :

Préparation du stock à -70°C
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Préparation du stock à -70°C

Répartition de la suspension en cryotubes et cryobilles :
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Préparation du stock à -70°C

Mise en souchier :
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Sélection et préparation des souches

Choisir des souches conformes aux normes européennes pour assurer 
la pertinence des tests microbiologiques. 
ex: Staphylococcus aureus ATCC6538 ou CIP4,83 ou autre équivalence

Sélection des souches de référence

Préparation du stock à -70°C

Préparer une suspension homogène d’un micro-organisme à l’aide 
d’un milieu cryoprotecteur puis la répartir en cryotubes et 
cryobilles pour le maintien en congélation.

Constitut ion du stock à 4°C

Préparer des cultures de travail mères à partir des cryotubes ou 
cryobilles issus du stock à -70°C.

Préparation des cultures de travai l
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Sélection et préparation des souches
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Sélection et préparation des souches

3 7



Sélection et préparation des souches
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Sélection et préparation des souches

Choisir des souches conformes aux normes européennes pour assurer la 
pertinence des tests microbiologiques. 
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Sélection et préparation des souches

Choisir des souches conformes aux normes européennes pour assurer la 
pertinence des tests microbiologiques. 
ex: Staphylococcus aureus ATCC6538 ou CIP4,83 ou autre équivalence

Sélection des souches de référence

Préparation du stock à -70°C

Préparer une suspension homogène d’un micro-organisme à l’aide 
d’un milieu cryoprotecteur puis la répartir en cryotubes et 
cryobilles pour le maintien en congélation.

Constitut ion du stock à 4°C

Préparer des cultures de travail mères à partir des cryotubes ou 
cryobilles issus du stock à -70°C.

Préparation des cultures de travai l

Préparer des cultures de travail filles à partir des cultures 
mères.
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Sélection et préparation des souches
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Sélection et préparation des souches
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Sélection et préparation des souches
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Sélection et préparation des souches
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Sélection et préparation des souches

4 5



Sélection et préparation des souches
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Paramètres critiques et risques associés

(Mutation)

Perte de viabilité :
difficulté ou absence de croissance 
du germe sur le milieu gélosé.

Evolution de la sensibilité :
Modification des caractéristiques 
biologiques créant des fluctuations de 
comportement.
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Paramètres critiques et risques associés
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Paramètres critiques et risques associés

Perte de viabilité

Mutations 
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Paramètres critiques et risques associés
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Paramètres critiques et risques associés

Perte de viabilité

Mutations 
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Conclusion

L a  g e s t i o n  r i g o u r e u s e  d e s  s o u c h e s  est  essent ie l le  pour garant i r  la  f iabi l i té  des 
tests  microbiologiques .  Les  étapes clés  (sélect ion ,  conservat ion ,  contrôle)  et  la  
maîtr ise des facteurs  d ’ impact (température ,  mi l ieu ,  repiquages) assurent  la  
représentat iv i té  et  la  stabi l i té  des micro-organismes.

Ces prat iques assurent  la  qual i té  des tests  microbiologiques ,  la  sécur i té  
sanitaire  et  une harmonisat ion  des méthodes .
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Stéréotypes  microb iens  souches  cosmét iques  non  représentées  

(P lura l ibacter ,  Burkho lder ia ,  Bac i l lus  …)

→  La  d ivers i té  microb ienne  !

V – Limites des standards
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V – Limites des standards
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V – Limites des standards
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Stéréotyp es  microb iens  souc hes cosmét iques  non rep résentées

(P lura l ibacter ,  Burkho lder ia ,  Bac i l lus  …) .  La  d ivers i té  microb ienne  !

Souches de  co l lect ion  caractér i s t iques  é lo ignées  d e  la  réa l i té  

(CT  cr i tère  A  mais  défa i l lance  sur  l e  CQ) .  



Stéréotyp es  microb iens  souc hes cosmét iques  non rep résentées

(P lura l ibacter ,  Burkho lder ia ,  Bac i l lus  …) .  La  d ivers i té  microb ienne  !

Souches de  co l lect ion  caractér i s t iques  é lo ignées  d e  la  réa l i té  
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Quel les  poss ib i l i tés  s ’o f f rent  à  nous  ?

V – Limites des standards
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Dans quel but ?

Être au plus près des conditions réelles observées 
dans vos environnements industriels

Mettre en évidence des comportements atypiques de 
souches microbiennes

VI – Les challenge test version 2.0 – Autres souches
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Que disent les référentiels ?

VI – Les challenge test version 2.0 – Autres souches
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Norme NF EN ISO 11930

VI – Les challenge test version 2.0 – Autres souches
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P h a r m a c o p é e  E u r o p é e n n e

VI – Les challenge test version 2.0 – Autres souches
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Pharmacopée Américaine

VI – Les challenge test version 2.0 – Autres souches
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Guideline PCPC (Personal Care Products Council)  :

Fédération des industries cosmétiques américaine

L’équivalent  du COLIPA en Europe et de la FEBEA en France.

VI – Les challenge test version 2.0 – Autres souches
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https://cosmeticobs.com/fr/articles/lexique-cosmetique-5/colipa-36
https://cosmeticobs.com/fr/articles/lexique-cosmetique-5/febea-37


Souches 
sauvages

Définit ion :  micro-organismes qui se trouvent dans vos environnements industriels

VI – Les challenge test version 2.0 – Autres souches
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Souches de collection vs souches de sauvages .
Quelles différences ?

        Isolées d’environnements  cosmétiques

        Souches devant s’adapter/évoluer  pour survivre

       Comportements vis-à-vis des molécules 
antimicrobiennes très différents (sensibil ité)

VI – Les challenge test version 2.0 – Autres souches

7 1



Souches 
sauvages

VI – Les challenge test version 2.0 – Autres souches
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Souches 
sauvages

Isolées de l’environnement 
industriel

Pathogènes 
sauvages

S. aureus
P. paraeruginosa

E. coli
C. albicans

A. brasiliensis

VI – Les challenge test version 2.0 – Autres souches
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Etude de cas sur Pseudomonas paraeruginosa

 Critère A → DIP ok sur le plan réglementaire

 CQ NC→ présence de P. paraeruginosa

 Le système conservateur de la formule est retravaillé 
 → Challenge test « spécifique »

VI – Les challenge test version 2.0 – Autres souches
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Pathogènes sauvages
Isolées de l’environnement industriel

« in vitro »
Souches travaillées comme les 

souches de références

VI – Les challenge test version 2.0 – Autres souches
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Challenge test sur produit reformulé →  Pas de faiblesse observée sur P. paraeruginosa

→Augmenter la robustesse des résultats sur des profi ls parfois hétérogènes 
(souche « stressée »)

→Relance de réplicas

VI – Les challenge test version 2.0 – Autres souches
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Challenge test en duplicata sur produit reformulé

→ Résultats hétérogènes

→ Mise en évidence d’une faiblesse de la formule

→ Plus de robustesse ?

VI – Les challenge test version 2.0 – Autres souches

7 7



Pathogènes sauvages
Isolées de l’environnement industriel

« in vitro »
Souches travaillées comme les 

souches de références

« in vivo »
Conservées et inoculées dans son 

environnement cosmétique

VI – Les challenge test version 2.0 – Autres souches
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Challenge test sur la souche industriel le cl ient de P. paraeruginosa conservée dans son environnement 
produit

→ Résultats plus homogènes

→ Mise en évidence d’une  faiblesse de la formule

→ Mise en évidence d’un  phénomène de rebond (attention aux CQ)

VI – Les challenge test version 2.0 – Autres souches
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Souches 
sauvages

Isolées de l’environnement 
industriel

Pathogènes 
sauvages

Autres souches 
sauvages

VI – Les challenge test version 2.0 – Autres souches
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Autres souches 
sauvages

Pluralibacter gergoviae
Staphylococcus saprophyticus

Burkholderia cepacia
Candida parapsilosis

VI – Les challenge test version 2.0 – Autres souches
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Etude de cas sur Pluralibacter gergoviae :

 

 Critère A DIP ok sur le plan réglementaire

 CQ NC        présence de Pluralibacter gergoviae

 
 
 
 Flore non pathogène - germes indésirables (pathogène opportuniste et f lore d’altération)

VI – Les challenge test version 2.0 – Autres souches
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Autres souches 
sauvages

Souches de 
collection

Achat banque de souches

VI – Les challenge test version 2.0 – Autres souches
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C h a l l e n g e  t e s t  s u r  d e u x  s o u c h e s  d e  c o l l e c t i o n  P .  g e r g o v i a e

→ P a s  d e  f a i b l e s s e  o b s e r v é e

→ P r é d i c t i v i t é  d u  m a t é r i e l  d e  r é f é r e n c e  ?

VI – Les challenge test version 2.0 – Autres souches
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Autres souches 
sauvages

Souches de 
collection

Achat banque de souches

« in vitro »
Travaillées comme les 
souches de référence

VI – Les challenge test version 2.0 – Autres souches
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Challenge test sur la souche industriel le cl ient de P. gergoviae récupérée d’un produit contaminé

→ Faiblesse non observée

→ Souche stressée ?

VI – Les challenge test version 2.0 – Autres souches
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Autres souches 
sauvages

Souches de 
collection

Achat banque de souches

« in vivo »
Conservées et inoculées dans sa 

environnement cosmétique

« in vitro »
Travaillées comme les 
souches de références

VI – Les challenge test version 2.0 – Autres souches
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Challenge test sur la souche industriel le cl ient de P. gergoviae conservée directement 
dans son produit

Faiblesse observée

     Souche industriel le  « évoluée » présentant une résistance vis à vis des 
molécules antimicrobiennes

VI – Les challenge test version 2.0 – Autres souches
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         Souche réf. collection    Souche indus. collection 

 
       Souche indus. sauvage labo   Souche indus. sauvage produit 3

2

VI – Les challenge test version 2.0 – Autres souches

4

Chronologie des étapes à respecter pour les challenge test
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Dans quel but ?

       Evaluer les évolutions de vos souches industriel les dans le temps

Pourquoi ?

       Pour s’assurer que vos souches industriel les sont al ignées avec la réalité de votre environnement

Comment ?

       En uti l isant des méthodes de typage cellulaire pour évaluer ces changements

VII – Caractérisation souches par typage 
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La technologie IR Biotyper® commercialisée par BRUKER et en 
intégration chez Cosmebac

       La spectroscopie IR-TF :  chaque substance chimique possède 
une "empreinte digitale" infrarouge unique. 

       Empreinte générée par la vibration des l iaisons chimiques de 
l 'ensemble des composants cellulaires, en particulier :

•  Les polysaccharides

•  Les l ipides

•  Les protéines

       Le spectre IR obtenu reflète la composit ion biochimique globale 
de la cellule .

VII – Caractérisation souches par typage 
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Suivi  de tendance

P lu ra l ibac te r  
ge rgov iae

2 0 2 5

P lu ra l ibac te r  
ge rgov iae
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VII – Caractérisation souches par typage 
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- Le choix du référentiel ? ISO 11930, Pharmacopée Européenne. .

- Construire un historique de résultats de CT sur le long terme avec du matériel biologique reproductible

- Consolider ses formules cosmétiques avec plus de prédictivité sur des souches d’ intérêt

- Adapter les pratiques techniques pour mieux comprendre les problématiques de sensibil ité des souches 
vis-à-vis des systèmes de conservation actuels et à venir (produit à produit)

- Stratégie sur la conservation des vos souches industriel les

VIII – Conclusion

Sujet simple en apparence mais qui soulève de nombreuses réflexions :
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Et voilà !
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