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Avant-propos

L'ISO (Organisation internationale de normalisation) est une fédération mondiale d’organismes
nationaux de normalisation (comités membres de I'ISO). L'élaboration des Normes internationales est
en général confiée aux comités techniques de I'I[SO. Chaque comité membre intéressé par une étude
a le droit de faire partie du comité technique créé a cet effet. Les organisations internationales,
gouvernementales et non gouvernementales, en liaison avec I'ISO participent également aux travaux.
L'ISO collabore étroitement avec la Commission électrotechnique internationale (IEC) en ce qui
concerne la normalisation électrotechnique.

Les procédures utilisées pour élaborer le présent document et celles destinées a sa mise a jour sont
décrites dans les Directives ISO/IEC, Partie 1. Il convient, en particulier, de prendre note des différents
critéres d’approbation requis pour les différents types de documents ISO. Le présent document a été
rédigé conformément aux regles de rédaction données dans les Directives ISO/IEC, Partie 2 (voir www
dso.org/directives).

L'attention est attirée sur le fait que certains des éléments du présent document peuvent faire 'objet de
droits de propriété intellectuelle ou de droits analogues. L'ISO ne saurait étre tenue pour responsable
de ne pas avoir identifié de tels droits de propriété et averti de leur existence. Les détails concernant
les références aux droits de propriété intellectuelle ou autres droits analogues identifiés lors de
I'élaboration du document sont indiqués dans I'Introduction et/ou dans la liste des déclarations de
brevets recues par I'lSO (voir www.iso.org/brevets).

Les appellations commerciales éventuellement mentionnées dans le présent document sont données
pour information, par souci de comimodité,/a I'intention des utilisateurs et ne'sauraient constituer un
engagement.

Pour une explication de la nature volontaire des normes, la signification des termes et expressions
spécifiques de I'ISO liés a I'’évaluation de la conformité, ou pour toute information au sujet de I'adhésion
de I'ISO aux principes de 'Organisation mondiale du commerce (OMC) concernant les obstacles
techniques au commerce (0OTC), voir www.iso.org/avant-propos.

Le présent document a été élaboré par le comité technique ISO/TC 34, Produits alimentaires, sous-
comité SC 9, Microbiologie, en collaboration avec le comité technique CEN/TC 463, Microbiologie
de la chaine alimentaire, du Comité européen de normalisation (CEN) conformément a I'Accord de
coopération technique entre I'lSO et le CEN (Accord de Vienne).

Une liste de toutes les parties de la série ISO 16140 se trouve sur le site web de I'ISO.

Il convient que l'utilisateur adresse tout retour d’information ou toute question concernant le présent
document a l'organisme national de normalisation de son pays. Une liste exhaustive desdits organismes
se trouve a I'adresse www.iso.org/fr/members.html.

iv © IS0 2020 - Tous droits réservés



ISO 16140-5:2020(F)

Introduction

0.1 Série ISO 16140

La série ISO 16140 a été étendue en réponse a la nécessité de disposer de différents protocoles pour la
validation ou la vérification des méthodes d’essai. Elle succéde a I'ISO 16140:2003. La série ISO 16140
comprend six parties ayant le titre général, Microbiologie de la chaine alimentaire — Validation des
méthodes:

— Partie 1: Vocabulaire;

— Partie 2: Protocole pour la validation de méthodes alternatives (commerciales) par rapport a une
méthode de référence;

— Partie 3: Protocole pour la vérification de méthodes de référence et de méthodes alternatives validées
dans un seul laboratoire;

— Partie 4: Protocole pour la validation de méthodes dans un seul laboratoire;

— Partie 5: Protocole pour la validation interlaboratoires de méthodes non commerciales par plan
factoriel;

— Partie 6: Protocole pour la validation de méthodes alternatives (commerciales) pour la confirmation
microbiologique et le typage.

L'ISO 17468 est une Norme internationdle)étroitement’liée; qui établit/les regles techniques pour le
développement et la validation de méthodes normalisées.

En général, deux étapes sont nécessaires avant de pouvoir utiliser une méthode en laboratoire.

— Lapremiere étape est la validation dela méthode.Celle-ci est effectuée a I'aide d'une étude dans un
seul laboratoire'suivie'd'une étude'interlaboratoires (voir FISO-16140+-2;1'ISO 16140-6, et le présent
document). Dans le cas ou une‘méthode’ estvalidée-dans un seul laboratoire (voir 'ISO 16140-4),
aucune étude interlaboratoires n'est effectuée.

— Ladeuxieme étape est la vérification des méthodes, au cours de laquelle un laboratoire prouve qu'il
peut effectuer une méthode validée de maniere satisfaisante. Celle-ci est décrite dans I'ISO 16140-3.
La vérification est uniquement applicable aux méthodes qui ont été validées a l'aide d’'une étude
interlaboratoires.

On distingue en général deux types de méthodes: les méthodes de référence et les méthodes alternatives.

Une méthode de référence est définie dans I'ISO 16140-1:2016, 2.59, comme étant une «méthode
reconnue internationalement et largement acceptée». La note a l'article clarifie que «ces normes sont
des normes ISO et des normes publiées conjointement par I'ISO et le CEN ou d’autres normes régionales/
nationales de niveau équivalent».

Dans la série ISO 16140, les méthodes de référence comprennent les méthodes de référence normalisées
(ISO et CEN) telles que définies dans I'ISO 17468:2016, 3.5, en tant que «méthode de référence décrite
dans une norme».

Une méthode alternative (méthode soumise a validation) est définie dans I'ISO 16140-1:2016, 2.4, en
tant que «méthode d’analyse permettant de détecter ou de quantifier, pour une catégorie de produits
donnée, le méme analyte que celui détecté ou quantifié avec la méthode de référence correspondante».
La note a l'article clarifie que: «La méthode peut étre commerciale. Ladjectif «alternatif» se réfere a la
totalité du «mode opératoire d’analyse et du systéme réactionnel». Ce terme recouvre tous les éléments
nécessaires a la mise en ceuvre de la méthode, qu'ils soient matériels ou autres.»

L'ISO 16140-4 traite de la validation dans un seul laboratoire. Par conséquent, les résultats sont
uniquement valides pour le laboratoire effectuant I'étude. Dans ce cas, aucune vérification (comme
décrit dans I'ISO 16140-3) n’est applicable. Le présent document, I'ISO 16140-5, décrit les protocoles
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applicables aux méthodes non commerciales dans lesquelles une validation plus rapide est nécessaire
ou dans lesquelles la méthode a valider est hautement spécialisée, et le nombre de laboratoires
participants requis par 'ISO 16140-2 ne peut pas étre atteint. L'ISO 16140-4 et le présent document
peuvent étre utilisés pour la validation avec méthode de référence. L'ISO 16140-4 (pour les méthodes
qualitatives et quantitatives) et le présent document (pour les méthodes quantitatives uniquement)
peuvent également étre utilisés pour la validation sans méthode de référence.

Le logigramme de la Figure 1 donne une vue d’ensemble des relations entre les différentes parties
susmentionnées. Il aide également 'utilisateur a choisir la partie appropriée de la série ISO 16140, en
tenant compte de l'objectif de I'étude et des remarques énoncées ci-dessus.

DEBUT : La méthode est-elle validée D?;s:f;:;ﬁ;ﬁz;g;g:)es Pour valider des Choisir SO
(des caracterlsltllqu;s de’perf;)rmance NON sont-elles données pour utiliser 7_“* méthodes altgr]natlves 16140-2
sont-elles données) ? I'ISO 16140:2003 ou I'ISO 16140-2 ? i (commerciales)
|
! -
o> P"“,rﬂ:’ agder des Choisir SO
! methoces non 16140-5
! commerciales
|
|
! Pour effectuer une s
@ ®-»  validation dans C}i%lf:olfo
| un seul laboratoire
|
}‘ Pour valider des Choisir I'ISO
" méthodes de référence 17468

La méthode est-elle validée conformément a I'ISO 16140-4 ? ‘

Appliquer la méthode uniquement
dans ce laboratoire particulier
(y compris 'extension du domaine d’application)

Choisir I'ISO
16140-2

o]

A 4

Le type (d’aliment) soumis a hoisir I
essai fait-il partie du domaine -~ @ ’[ Pour I'extension du domainé-d'application’d’une'méthode de référence Choisir I'1SO
d’application de la méthode ? 17468

PO Pour I'extensionvdu domaine d’application d’uhe méthode altérnative (commerciale) Choisir I'ISO
validée conformément a I'ISO 16140-2 16140-2

PO Pour I'extension du domaine d’application d’'une méthode non commerciale validée Choisir I'ISO
conformément a I'ISO 16140-5 16140-5

Pour I'utilisation du type (d’aliment) dans un laboratoire, en cas de :

a) méthode alternative (commerciale) validée conformément a I'ISO 16140-2 ; ou
@----- b) méthode non commerciale validée conformément a I'ISO 16140-5 ; ou

c) méthode de référence avec des caractéristiques de performance ; ou

d) méthode de référence sans caractéristiques de performance.

Choisir I'ISO
16140-4

Choisir I'ISO 16140-3
vérification)

Figure 1 — Logigramme relatif a 'application de la série ISO 16140

NOTE Dans le présent document, les termes «catégorie», «type» et/ou «élément» sont parfois associés au
terme «(aliment)» pour une meilleure compréhension. Cependant, le terme «(aliment)» peut étre remplacé par
«(aliment pour animaux)» et par les autres secteurs de la chaine alimentaire tels que mentionnés a I'Article 1.

L'ISO 16140-6 est quelque peu différente des autres parties de la série ISO 16140 car elle concerne une
situation tres spécifique dans laquelle seul le mode opératoire de confirmation d’'une méthode doit
étre validé [par exemple, la confirmation biochimique des Enterobacteriaceae (voir I'ISO 21528-2)].
Le mode opératoire de confirmation modifie un résultat suspecté (présomptif) en un résultat positif
confirmé. La validation des méthodes alternatives de typage (par exemple, sérotypage de Salmonella)
est également couverte par I'ISO 16140-6. L'étude de validation de I'ISO 16140-6 définit clairement la ou
les gélose(s) sélective(s) a partir de laquelle/desquelles les souches peuvent étre confirmées en utilisant
la méthode alternative de confirmation. Lorsque la méthode alternative de confirmation est validée,
elle ne peut étre appliquée que si les souches sont cultivées sur une gélose utilisée et jugée acceptable
lors de I'’étude de validation. La Figure 2 illustre les situations dans lesquelles une méthode alternative
de confirmation validée conformément a I'ISO 1614 0-6 peut étre appliquée (voir le texte dans les cases).

vi © IS0 2020 - Tous droits réservés
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Méthode de référence

Méthode de détection

Enrichi t Isolement : Confirmation :
Prise d’essai nric " Gélose(s) sélective(s) biochimique Méthode alternative de
_ immunolggique _ confir’mation validée conformément
) | _ moléculaire au présent document
Méthode de dénombrement Dénombrement : _etc [validée pour une/des gélose(s) spécifique(s)]
Prise d’essai Gélose(s) sélective(s) i

Méthode alternative validée conformément a I'ISO 1614.0-2

Méthode de détection Méthode d La confirmation
Prise d’essai ™ ethode de > n'estpas incluse dans
détection 1
e protocole de la
méthode alternative

Couverte par
Méthode de dénombrement la validation

Mode opératoire La confirmation est |de confirmation de la méthode ‘
Prise d’essai de dénombrement > incluse dansle ——>|alternative est-il fondé sur %- conformément

L’un des modes opératoires

protocole de la une méthode de référence ou au present
, . . . ) document
méthode alternative la confirmation part-elle d’'une
gélose d’isolement incluse Non couverte
dans I'étude de validation 1 lidati
1 \ S C:Ipar a validation
conformément a I'ISO 16140-2 ? conformément
au présent
document

Figure 2 — Utilisation de méthodes alternatives de confirmation (voir ISO 16140-6)

EXEMPLE Un exemple d’'applieation/'d’une méthode alternative de/confirmation validée est donné ci-apreés.

Une méthode alternative de confirmation (fondéé¢sul, un; ELISA a été validée (conformément a
I'ISO 16140-6) pour remplacer la confirmation biochimique’de Salmonella tel qu’il est décrit dans
I'ISO 6579-1. Lors de I'’étude de validation, la gélose XLD (gélose obligatoire conformémental'ISO 6579-1)
ainsi que la gélose BGA et une gélose chromogene spécifiée (deux géloses facultatives pour le deuxiéme
ensemencement conformément a I'[SO“6579-1) ont été utilisées pour’'commencer la confirmation. La
méthode de confirmation validée peut étreutilisée pour remplacer la confirmation biochimique dans
les conditions suivantes:

— par des laboratoires utilisant I'lSO 6579-1; ou

— par des laboratoires utilisant une méthode alternative validée de I'ISO 16140-2 faisant référence a
I'ISO 6579-1 pour la confirmation; ou

— par des laboratoires utilisant une méthode alternative validée de I'ISO 16140-2 qui commence la
confirmation a partir de la gélose XLD et/ou la gélose BGA et/ou la gélose chromogéne spécifiée.

La méthode de confirmation validée ne peut pas étre utilisée dans les conditions suivantes:

— pardeslaboratoiresutilisantune méthode alternative validée selonI'lSO 16140-2 faisantuniquement
référence a des géloses autres que celles incluses dans la validation pour commencer la confirmation
(par exemple, la gélose Hektoen et la gélose SS uniquement); ou

— par des laboratoires utilisant une méthode alternative validée de 'lSO 16140-2 faisant uniquement
référence a un mode opératoire de confirmation ne nécessitant pas d’isolement sur gélose.

0.2 Protocoles de validation dans la série ISO 16140

by

Une étude de validation interlaboratoires, conformément a I'ISO 16140-2, requiert au moins
huit laboratoires pour les méthodes quantitatives et dix laboratoires pour les méthodes qualitatives.

Le présent document fournit un protocole applicable au cas particulier dans lequel le nombre de
laboratoires requis lors d'une validation interlaboratoires d'une méthode selon I'ISO 16140-2 ne peut
pas étre atteint. Le protocole comprend une validation des méthodes fondée sur au moins quatre
laboratoires. Il s'applique, par exemple, dans les cas ou il est urgent de disposer d'une méthode validée
mais ou la réalisation des études internes et interlaboratoires selon 'ISO 16140-2 prend trop de

© IS0 2020 - Tous droits réservés vii
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temps. Le présent document concerne également le probléme de validation des méthodes hautement
spécialisées, pour lesquelles seuls quelques laboratoires peuvent étre disponibles pour une étude de
validation. Le présent document ne peut étre utilisé que pour des méthodes non commerciales. Le
Tableau 1 donne une vue d’ensemble des différents protocoles.

Tableau 1 — Vue d’ensemble des différents protocoles de validation décrits dans la série

ISO 16140

Nombre de laboratoires
participants

Avec la méthode de référence

Sans la méthode de référence

1

ISO 16140-4

ISO 16140-4

4 a7 (méthode quantitative)/
4 29 (méthode qualitative)

Le présent document: pour les
méthodes non commerciales

Le présent document: pour les
méthodes quantitatives non

uniquement commerciales uniquement
> 8 (méthode quantitative)/ ISO 16140-2: pour la partie de I'étude Non applicable
> 10 (méthode qualitative) interlaboratoires

Pour réduire le nombre de laboratoires requis a un minimum de quatre tout en conservant la validation
applicable a tous les laboratoires, le protocole repose sur un plan d’expérience factoriel. Dans le plan
factoriel, plusieurs facteurs tels que le technicien ou le milieu de culture sont simultanément modifiés
et la méthode est utilisée dans une gamme de différentes configurations de facteurs. Cette approche
permet d’analyser plus en détails les parametres de fidélité de la méthode tout en ayant recours a un
nombre moins élevé de laboratoires et d’essais.

viil
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Microbiologie de la chaine alimentaire — Validation des
méthodes —

Partie 5:
Protocole pour la validation interlaboratoires de méthodes
non commerciales par plan factoriel

1 Domaine d’application

Le présent document établit les principes généraux ainsi que les protocoles techniques (fondé sur des
études factorielles orthogonales) de validation de méthodes non commerciales, dans le domaine de la
microbiologie de la chalne alimentaire.

Le présent document est applicable a la validation de méthodes utilisées pour I'analyse (détection ou
quantification) de micro-organismes présents dans:

— les produits destinés a la consommation humaine;
— les produits destinés allalimentation animale;

— les échantillons environnementaux dans-lescdémaines,de) la production et de la manutention de
produits alimentaires;

— les échantillons au stade de la productionprimaire.

Le présent document est notamment-applicable aux/bactéries et aux champignons. Certains articles
peuvent étre applicables a d’autres (micro-)organismes ou a leurs métabolites, qui doivent étre
déterminés au cas par cas.

Le présent document spécifie des protocoles pour la validation de méthodes quantitatives et
qualitatives par rapport a une méthode de référence. Il établit également un protocole pour la validation
de méthodes quantitatives sans méthode de référence. Les méthodes qualitatives ne peuvent pas étre
validées sans méthode de référence conformément au présent document.

NOTE L'ISO 16140-2 spécifie le principe général et le protocole technique pour la validation de méthodes
alternatives, majoritairement commerciales, par rapport a une méthode de référence.

Le présent document est uniquement applicable a la validation de méthodes dont les parameétres
pertinents sont intégralement spécifiés (notamment les tolérances sur les températures et les
spécifications sur les milieux de culture) et qui ont déja été optimisées.

Les méthodes qui ont été validées conformément au présent document peuvent étre utilisées par les
laboratoires de la population de laboratoires spécifiée.

2 Références normatives

Les documents suivants sont cités dans le texte de sorte qu’ils constituent, pour tout ou partie de leur
contenu, des exigences du présent document. Pour les références datées, seule I'’édition citée s’applique.
Pour les références non datées, la derniére édition du document de référence s’applique (y compris les
éventuels amendements).

[SO 7218, Microbiologie des aliments — Exigences générales et recommandations

© IS0 2020 - Tous droits réservés 1
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ISO 16140-1:2016, Microbiologie de la chaine alimentaire — Validation des méthodes — Partie 1:
Vocabulaire

ISO 16140-2:2016, Microbiologie de la chaine alimentaire — Validation des méthodes — Partie 2: Protocole
pour la validation de méthodes alternatives (commerciales) par rapport a une méthode de référence

3 Termes et définitions

Pour les besoins du présent document, les termes et les définitions de 1'ISO 16140-1 ainsi que les
suivants s’appliquent.

L'ISO et I'lEC tiennent a jour des bases de données terminologiques destinées a étre utilisées en
normalisation, consultables aux adresses suivantes:

— ISO Online browsing platform: disponible a I'adresse https://www.iso.org/obp

— IEC Electropedia: disponible a 'adresse http://www.electropedia.org/

31

facteur

parametre qualitatif ou quantitatif de la méthode, qui peut étre modifié a deux niveaux ou plus, dans les
limites de la méthode spécifiée

EXEMPLE Technicien.

Note 1 a l'article: a I'article Dans le présent document, setls les factéurs conformesiaw protocole de la méthode
sont pris en compte.

3.2
niveau de facteur
valeur des facteurs (3.1) du plan d’expérience

EXEMPLE Technicien «a», technicien «bx)€té:

Note 1 a l'article: a I'article Dans le présent document, chaque facteur est modifié a deux niveaux de facteurs:
«a» et «by».

Note 2 al'article: a I'article Cette définition repose sur la fagon dont I'ISO 3534-3:2013, 3.1.12, définit le «niveau de
facteur». Dans I'ISO 3534-3:2013, 3.1.12, la définition est plus générale, mais la signification statistique est la méme.

3.3

plan orthogonal

plan factoriel, dans lequel pour chaque paire de facteurs (3.1), chaque combinaison de niveaux de facteur
(3.2) apparait autant de fois parmi les niveaux de facteur possibles

Note 1 a l'article: a l'article Cette définition repose sur la facon dont I'ISO 3534-3:2013, 3.1.31, définit
I'«arrangement orthogonal», mais pour le «plan orthogonal», une définition plus générale et plus théorique est
utilisée.

3.4

valeur de référence

<une méthode de référence est disponible> niveau de concentration estimé obtenu avec la méthode de
référence

3.5

valeur de référence

<aucune méthode de référence n'est disponible, pour les échantillons artificiellement contaminés
uniquement> niveau de concentration estimé obtenu a partir du niveau de concentration de I'inoculum

2 © IS0 2020 - Tous droits réservés
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3.6
configuration
combinaison de niveaux de facteurs (3.2)

EXEMPLE Technicien «a» + milieu de culture «b» + température «a» + etc.

Note 1 a l'article: a l'article Ces conditions peuvent étre décrites par la combinaison des niveaux de facteurs
modifiés lors de I'étude.

4 Principes généraux pour la validation interlaboratoires de méthodes non
commerciales par plan factoriel

4.1 Généralités

Le présent document utilise un protocole reposant sur des études orthogonales factorielles. Une
haute certitude est obtenue pour les parametres de validation des méthodes déterminés, en ciblant
des facteurs appropriés (par exemple, technicien, milieu de culture, préparation des échantillons,
température, durée de l'essai) et susceptibles d’'influencer le résultat d’essai. Cela permet de réduire
le nombre de laboratoires requis a un minimum de quatre. Les concepts généraux et considérations
donnés dans I'lISO 16140-2 doivent s’appliquer, sauf s’ils sont explicitement exclus. La validation peut
étre effectuée par rapport a une méthode de référence ou, dans le cas d'une méthode quantitative, sans
méthode de référence.

Le résultat de I'’étude de validation s’applique a:

— toutlaboratoire: siles quatre laboratoires peuvent étre considérés comme un «échantillon aléatoire»
de laboratoires indépendants‘provenant de différents organismes;

— tous les laboratoires d'un organisme: si les quatre laboratoires peuvent étre considérés comme un
«échantillon aléatoire» de laboratoires sur, différents sites d’un organisme.

4.2 Validation par rapport a une méthode de référence
Le protocole de validation comprend deux étapes:

— une étude de validation interne de la méthode non commerciale par rapport a la méthode de
référence réalisée dans le laboratoire organisateur (voir I'ISO 16140-1:2016, 2.45);

— une étude interlaboratoires de la méthode non commerciale par rapport a la méthode de référence
réalisée dans des laboratoires différents.

Le protocole technique pour la réalisation de I'étude de validation interne et de I'’étude interlaboratoires
est donné dans les Articles 5 et 6, en fonction de la nature qualitative ou quantitative de la méthode
d’essai.

Il convient que les facteurs choisis pour I'étude factorielle interlaboratoires soient pertinents et
appliqués a la méthode de référence et a la méthode alternative.

4.3 Validation sans méthode de référence

Le protocole de validation s’applique uniquement a la validation de méthodes quantitatives. Il comprend
deux étapes:

— une étude de validation interne de la méthode non commerciale par rapport ala valeur de référence,
réalisée dans le laboratoire organisateur;

— une étude interlaboratoires de la méthode non commerciale par rapport a la valeur de référence,
réalisée dans des laboratoires différents.
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Le protocole technique pour la réalisation de I'’étude de validation interne et de I'étude interlaboratoires
pour les méthodes quantitatives est donné dans 'Article 6.

5 Méthodes qualitatives — Protocole technique de validation interlaboratoires
par plan factoriel

5.1 Etude de validation interne

L'étude de validation interne estla partie du processus de validation qui est effectuée dans le laboratoire
organisateur. Elle peut étre réalisée conformément a l'approche conventionnelle ou a I'approche
factorielle, comme décrit dans I'ISO 1614.0-4.

Une étude de validation interne peut étre utilisée pour démontrer la performance de la méthode pour le
laboratoire ayant effectué '’étude. Elle constitue la premiere étape dans le cadre général de la validation
de méthodes. L'étude de validation interne évalue la performance de la méthode pour des catégories
(d’aliments), types (d’aliments) et éléments (d’aliments), alors que '’étude interlaboratoires évalue la
performance de la méthode par des laboratoires.

5.2 Etude de validation interlaboratoires par rapport a une méthode de référence

5.2.1 Considérations générales

L'objectif de I'étude interlaboratoires est-de comparer la,performance.de la méthode de référence avec
celle de la méthode alternative en‘termes/de RLOD obtenu par différents-laboratoires. Les résultats
du méme ensemble d’échantillons examinés dans_des: conditions de, reproductibilité sont comparés
avec des criteres préétablis pour la différerice accéptable entre'la méthode de référence et la méthode
alternative. Chaque fois que cela est possible, il convient que les conditions d’étude reflétent la variation
normale entre laboratoires.

L'étude interlaboratoires est planifiée par:lerlaboratoeine ovganisateur. Le laboratoire organisateur
prépare les échantillons et une fiche de données pour consigner toutes les données expérimentales et
les conditions expérimentales déterminantes utilisées par chaque laboratoire. Chaque laboratoire doit
démontrer ses compétences pour l'utilisation de la méthode alternative et de la méthode de référence
conformément a I'ISO 7218 avant de participer a I'étude.

Les techniciens, impliqués dans la préparation des échantillons utilisés dans I’étude interlaboratoires,
ne doivent pas prendre part aux essais des échantillons de I'’étude interlaboratoires.

5.2.2 Protocole de mesure

Un minimum de quatre laboratoires indépendants sont requis pour effectuer les séries d’essais.

by

Les laboratoires doivent appartenir a des organismes différents ou doivent étre situés a des
emplacements différents.

Si tous les laboratoires appartiennent a un méme organisme ou réseau, les résultats de '’étude de
validation ne peuvent étre utilisés que par les laboratoires appartenant a cet organisme ou réseau.

EXEMPLE1  Laboratoires appartenant a un organisme public ou privé.
EXEMPLE 2  Réseau de laboratoires fédéraux, nationaux et/ou provinciaux.

EXEMPLE 3  Réseau de laboratoires nationaux de référence coordonnés par un laboratoire de référence de
I'Union européenne.

Si possible, il convient que plus de quatre laboratoires participent, afin de pouvoir analyser les résultats
d’au moins huit techniciens méme si, pour une quelconque raison, certaines données ne pouvaient pas
étre utilisées.
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Le protocole est le suivant:

— dans le cas ou plusieurs protocoles d’enrichissement existent pour la méthode alternative, le
protocole d’enrichissement le plus «challenging» doit étre sélectionné, par exemple le protocole
présentant la plus courte durée d’incubation ou les conditions d’enrichissement les plus sélectives.
Le type (d’aliment) sélectionné doit étre adapté au protocole d’enrichissement choisi. Il convient
que l'élément (d’aliment), qui est utilisé pour préparer les échantillons pour essai, contienne un
microbiote annexe naturel;

— lélément (d’aliment) sélectionné doit étre artificiellement contaminé avec l'organisme cible.
Le protocole d’ensemencement des échantillons doit étre approprié pour I'élément (d’aliment)
sélectionné. Les échantillons doivent étre préparés par le laboratoire organisateur pour assurer
I’homogénéité entre et au sein des échantillons en utilisant les protocoles de préparation contenus
dans I'ISO 16140 2:2016, Annexe C. En général, les échantillons liquides (en comparaison avec
les échantillons solides) donnent de meilleures garanties quant a 'obtention de 'homogénéité. Il
convient que I'homogénéité des échantillons soit démontrée par le laboratoire organisateur. Des
essais d’homogénéité et des criteres d’acceptabilité sont décrits dans I'ISO 22117;

— au moins trois niveaux de contamination différents doivent étre utilisés: un blanc (L;) et deux
niveaux (L; et L,). Il convient que le niveau L; soit compris entre le LOD;, de la méthode de
référence (LODsg .o¢) etle LODg, de la méthode alternative (LODs ,;, = RLOD - LODs ¢). Il convient
que le niveau L, soit 1 log;, au-dessus du niveau L;. Le niveau L, doit produire des résultats positifs
partiels;

— il convient de dénombrer les inoculums a I'aide d’'un milieu non sélectif. Le dénombrement doit étre
effectué conformémernt al'[SO 7218;

— pourI'élément (d’aliment) sélectionné, pounchaqueconfiguration et pour chaque laboratoire, quatre
réplicats doivent étre effectués au niveau L;. Un réplicat est réalisé aux deux autres niveaux L et L,;

— selonle plan factoriel orthogonal, huitconfigurations doivent étre effectuées par chaque laboratoire
pour les deux méthodes d’essai (alternative et reférence) et pourtous’les niveaux de contamination
(Lo, Ly et Ly). Au total, 96 essais (1 + 4+ 1 réplicats x 8 configurations x 2 méthodes) sont réalisés
dans chaque laboratoire;

— il convient que tous les échantillons soient codés de maniére a travailler en aveugle pour s’assurer
que les techniciens ne peuvent pas déduire leur niveau de contamination;

— les configurations doivent étre communes aux deux méthodes d’essai (méthodes appariées et
méthodes non appariées). Des résultats appariés sont obtenus lorsque l'enrichissement primaire
est le méme pour la méthode alternative et pour la méthode de référence. Ainsi, une prise d’essai
est utilisée pour effectuer les essais avec la méthode alternative et la méthode de référence. Des
résultats non appariés sont obtenus lorsque la méthode alternative et la méthode de référence
sont réalisées a partir d’enrichissements primaires différents. Ainsi, deux séries de prises d’essai
sont requises: une prise d’essai est analysée par la méthode alternative et I'autre prise d’essai est
analysée par la méthode de référence;

— les données sont reportées dans deux tableaux donnant les résultats émanant de la méthode de
référence et de la méthode alternative avant et apres confirmation des résultats:

— silesrésultats de la méthode alternative et de la méthode de référence ont été obtenus a partir
du méme bouillon d’enrichissement de départ (données appariées), il n'est pas nécessaire de
confirmer les résultats présomptifs de la méthode alternative siles résultats sont en accord avec
ceux de la méthode de référence. Cependant, une confirmation du résultat positif est requise
dans le cas ou la méthode de référence donne un résultat négatif et la méthode alternative
donne un résultat positif;

— siles résultats de la méthode alternative et de la méthode de référence ont été obtenus a partir
d’enrichissements différents (données non appariées), alors tous les enrichissements obtenus
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