Cette attestation comporte 4 pages 1/4

Vaiiéa—tifi/

Méthodes alternatives d'analyse pour I'agroalimentaire
Performances analytiques certifices

ATTESTATION DE VALIDATION DE METHODE ALTERNATIVE D'ANALYSE

SUIVANT LA NORME NF EN ISO 16140 : 2003

N° attestation : 3M — 01/07 — 03/89 ! Date de validation : 23.03.1999
Dates de reconduction*: 02.04.2003

24.05.2007

Fin de validité : 23.03.2011

*Le protocole NF EN I1SO 16140 a été mis en
ceuvre lors de Pétude de reconduction de 2007

La Société 3M Health Care Distributeur  Laboratoires 3M Santé

(siege social)  Microbiology products Département Microbiologie
2501 Hudson Road Boulevard de ['Olse
Building 275 5W 05 95029 Cergy-Pontoise Cedex
MN 55144 — WO - St Paul - USA

Site de 3M Health Care

production P.O. Box 227 - South Dakota, 57006 - Brookings - USA

est autorisée a faire référence & la marqgue AFNOR VALIDATION p our la méthode alternative
guantitative d'analyse ci-dessous :

3M™ Petrifilm™ Haute Sensibilité pour la numération des

coliformes
Application au dénombrement des coliformes totaux gazogénes

Référence du protocole : 38-9018-0346-0

DOMAINE D’APPLICATION
Tous produits d'alimentation humaine.

RESTRICTIONS EVENTUELLES D’EMPLOI
Aucune.

METHODES DE REFERENCE

NF 1SO 4831 (2006) : Méthode horizontale pour la recherche et le dénombrement des coliformes —
Techique du nombre le plus probable.

NF EN ISC 4832 (20086) : Méthode horizontale pour le deﬂombrement
comptage des colonies.

des coliformes — Méthode par
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PRINCIPE DE LA METHODE

Le systeme 3M™ Petrifilm™ Haute Sensibilité pour la numération des coliformes (PHSCC) est un
systéme prét a Pemploi, contenant un gel déshydraté soluble & froid, & l'intérieur duquel se trouvent
les éléments constitutifs du milieu VRBL. Un indicateur coloré (sel de tétrazolium) colore en rouge
toutes les colonies présentes sur le systéme 3M™ Petrifilm™ Haute Sensibilité. Le gaz produit par les
coliformes gazogénes est piégé, ce qui permet de les dénombrer en comptant les colonies rouges

antourées de bulies de gaz.
Le PHSCC permet I'inoculation de 5 ml de suspension au lieu de 1 mi seulement pour les autres
systémes 3M™ Petrifilm™ de la gamme, d'oli une meilleure sensibilité.

NOTE

L'étude comparative des méthodes et 'étude interlaboratoire de reconduction de 2007, faisant 'objet
de la présente attestation, ont été réalisées selon la norme EN ISO 16140 et comparativement aux
méthodes de référence EN 1SO 4831 et EN ISO 4832 pour | 'étude comparative des méthodes et EN
ISO 4832 pour I'étude interlaboratoire. Les résultats de cette étude sont présentes ci-aprés.

Les résultats des études d'exactitude de 1998 et 1999 et dinclusivité/exciusivité de 1999 ont &té
conservés, interprétés selon la norme EN 180 16140 et complétés.

LINEARITE et EXACTITUDE relative
Comparaison des performances de la méthode alternative et de la méthode de référence

Etude de linéarité :

Des essais ont &té effeciués en 2007 sur les 5 combinaisons produit alimentaire/souche et dans les
catégories d'aliments figurant dans le tableau ci-dessous.

Les échantillons ont été analysés en double par chacune des deux méthodes, aux cing niveaux de
contamination artificielle suivants

50 — 100 UFC/g

100 — 500 UFC/g

500 - 1 000 UFC/g

1 000 - 5 000 UFC/g

5 000 - 10 000 UFC/g

Les résultats obtenus sont ies suivants :

Catégorie . Droite régression / | Droite régression /
daliments Couple matrice/souche ISO 4831+ ISO 4832"
Produits carnés Steak haché / Enterobacter cloacae | X =0,860Y + 0,167 |Y = 0,934 X+ 0,385
‘a’iigeia”x et Poivron vert / Escherichia coli | X = 1,075Y - 0,084 |Y = 0,038 X+ 0,259

Produits de la mer

Filet de cabillaud / Escherichia coli

X=0918Y + 0,255

Y = 1,004 X+ 0,188

Produits laitiers

Lait / Enterobacler zakazaki

X=0951Y+ 0,114

X=0938Y-0072

Ovoproduits

Coule d'ceuf / Klebsiella pneumoniae

X=0878Y-0,087

X=1070Y-0212

Y = log(N méthode alternative)
X = log(N meéthode de référence)

*Le choix de P'abscisse et de 'ordonnée dépend du type de régression retenu

Etude d’exactitude (en comparaison a la norme EN 1SO 4831) :

Les résultats obtenus lors des étude de 1998 et 1999 ont été interprétés selon la norme EN ISO

16140.

Des essais complémentaires ont été effectués en 2007, par 'analyse d'échantilions artificiellement
contaminés pour les catégories Ovoproduits et Produits carnés.
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L'exploitation statistique a porté sur 104 résultats interprétables provenant de 83 échantillons
naturellement contaminés et 21 a rtificiellement contaminés, appartenant aux grandes catégories
d’aliments suivantes :

Produits camnés, végétaux et divers, produits laitiers, produits de la mer et ovoproduits.

Les échantillons ont été analysés en double par la méthode alternative et la méthode de
référence 15O 4831.

A titre indicatif, les domaines de contamination (concentration) étaient les suivants :

Cateégorie d’aliments Domaine de contamination (log)
Produits carnés 0,66 4516
Produits laitiers 0602363
Produits de la mer -0,04 24,38
Qvoprduits -0,04 24,91
Végétaux et divers 0,18 4 3,87

L’équation de la droite de régression entre la méthode alternative et la méthode de référence, toutes
catégories confondues , est la suivante

Eqguation de la droite | Y = 0,975 X + 0,291

Y = log{N méthode alternative)
X = log(N méthode de référence)

La répétabilité pour les deux méthodes et le biais entre les deux méthodes ont été détermings selon
le mode de calcul utilisé pour I'étude collaborative (Cf. §6.3.5 et §6.3.6 de la norme NF EN IS0
16140). Ces résultats apportent une information complémentaire pour le critére exactitude

La limite de répétahilité (en log) obtenue pour la méthode alternative est de 0,323
La limite de répétabilité (en log) obtenue pour la méthode de référence (EN iSO 4831) est de 0,895"

*Calcul effectué sur la base des données de 2007, avec l'analyse de produits issus des catégories
produits carnés et ovoproduits

Le biais {en log) enire les deux methodes (alternative — référence) est le suivant :
p=0,255
Conclusion pour la linéarité et 'exactitude relative :

Les études de linéarité et d'exactitude montrent que les résultats obtenus avec la méthode alternative
sont comparables aux résultats obtenus avec la méthode de réference.

SELECTIVITE (INCLUSIVITE/EXCLUSIVITE)
Mise en oeuvre de la méthode alternative seulement

L'étude de 1999 a été complétée en 2007 : 12 souches positives et 7 souches négatives ont eté
testées. Au final, les résultats obtenus sont les suivants ;

+ 32 souches de coliformes totaux gazogénes ont été détectées sur 33 festées. La souche non
reconnue est une souche d'Enterobacfer cloacae (cette souche a été utilisée dans I'élude
d’exactitude relative pour l'inoculation de prodults carnés ; elle a montré des colonies gazogénes
en test 3AMTM PetrifilmTM Haute Sensibilité Coliformes et a prodult du gaz par la méthode 150
4831 uniguement pour un échantillon inoculé sur 3 testés).

« |'étude de 21 souches non coliformes totaux gazogenes n'a pas mis en évidence la présence de
reactions croisées.
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PRATICABILITE
Mise en oeuvre de la méthode aiternative seulement

« Délai d’obtention des résultats .

- L'obtention des résultats positifs se falt en un jour avec la méthode altemative contre deux a
guatre jours avec la méthode de référence.

- L’obtention des résultats négatifs se fait en un jour avec la méthode alternative contre deux a
quatre jours avec la méthode de référence, selon le cas.

ETUDE INTERLABORATOIRE

L'étude interlaboratoire a été réalisée en 2007 avec 12 laboratoires collaborateurs. Les analyses ont
été effectuées sur des échantillons de lait pasteurisé demi-écrémeé, contaminés arificiellement avec
une souche de sérotype Escherichia coli aux 4 niveaux suivants

- O UFC/mi

- 10100 UFC/ml

- 100 -1 000 UFC/ml

- 1000 ~10 000 UFC/ml

Les laboratoires ont testé, par chacune des deux méthodes, deux réplicats par niveau de
contamination.

Les résultats obtenus sont les suivants .

Nombre de Méthode de référence Méthode alternative
. laboratoires
Niveau de donnant des
contamination ) Répétabilité | Reproductibilité | Répétabilté | Reproductibilité o
résultats X R r R Biais
expioitables*
Niveau 1 11 0,136 0,289 0,288 0,435 -0,086
Niveau 2 11 0,076 0,148 0,220 0,247 -0,03
Niveau 3 11 G, 106 0,200 0,077 0,177 -0,

* Un laboratoire a été exclu pour avoir incubé les boites et les tests 3M™ Petrifim™ & 44°C
Conclusion

L’étude interlaboratoire montre que les résultats obtenus avec la méthode alternative sont
comparables a ceux obtenus avec la méthode de référence.

I est souhaitable d'adresser 4 AFNOR Cettification
toute réclamation t rf de la méthod

Vous trouverez le document de synthése des etudes préliminaire et interlaboratoire
sur le site www.afnor-validation.org
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