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(spécialité technicien de laboratoire)
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Epreuve écrite

{ EPREUVE ¢

Rédaction d'un rapport établi a partir d'un dossier portant sur une situation en relation
avec les missions du cadre d'emplois concerné, et notamment la déontologie de la
profession

durée : trois heures ; coefficient 1.
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{ IMPORTANT : A LIRE AVANT DE COMMENCER ¥

Respect de Ia regle de I'anonymat et signes distinctifs :

& Il est demandé aux candidats d*écrire (et de souligner si nécessaire) au stylo bille, plume ou feutre de
couleur noire ou bleue uniquement. Une autre couleur pourrait &tre considérée comme un signe distinctif
par le jury ; auquel cas la note de 0/20 serait attribuée. De méme, en cas d’utilisation de crayon surligneur.
&  Les compositions doivent étre totalement anonymes et ne comporter aucun nom, prénom,
signature, paraphe ou nom de collectivité, méme fictifs, et aucune initiale, numéro ou autre indication
étrangére au traitement du sujet.

&  Le jury veille au respect de la régle de I’anonymat, et en cas de signe distinctif décide de I’attribution
de la note de 0/20 i I’épreuve.

&  Tous les candidats doivent remettre une copie, méme vierge. Dans cette hypothése, ils signent leur
copie en indiquant « copie blanche ».

&  Les brouillons ne sont pas considérés comme faisant partie de la copie, et ne feront en aucun
cas 'objet d’une correction.

| Nombre total de pages : 42 y compris celle-ci | (A vérifier avant de débuter la composition)
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SUJET

Vous étes assistant médico-technique dans un laboratoire départemental qui exerce ses activités en
santé animale, hygiéne alimentaire et hydrologie. Ce laboratoire est accrédité par le Comité
Francais d’Accréditation (COFRAC) sur les programmes suivant :

59 Analyses microbiologiques des produits agro-alimentaires

100.1 Analyses physico-chimiques des eaux

LAB GTA 23 Analyses microbiologiques, biologiques et de biologie moléculaire des eaux
109 Essais et analyses en immuno-sérologie animale.

A l'aide des documents joints, vous rédigerez un rapport sur 'estimation des incertitudes de
mesure pour les résultats d’essais. VVous préciserez clairement les obligations pour les secteurs
sérologie, bactériologie alimentaire, physicochimie et bactériologie des eaux. Vous élaborerez des
propositions d’application dans chacun des domaines d’activité.

ook ek g ok ok

Page 3: Document 1 : Extrait de la norme NF EN ISO/CEl 17025 (Septembre 2005) Exigences
generales concernant la compétence des laboratoires d’'étalonnages et d'essai ; 2 pages.

Page 6: Document 2: Extrait du LAB REF 02 (Juin 2010) Exigences pour I'accréditation des
laboratoires selon la norme NF EN ISO/CEI 17025 ; 8 pages.

Page 15: Document 3 : Extrait de la norme ISO/TS 19036 : 2006 (Février 2006) Lignes directrices
pour I'estimation de l'incertitude de mesure pour les déterminations quantitatives ; 9 pages.

Page 25: Document 4 : Extrait de la norme XP T 90-220 (Aolt 2003) Protocole d’estimation de
l'incertitude de mesure associée a un résultat d’analyse pour les méthodes physicochimiques ; 12
pages.

Page 38: Document 5: Extrait du LAB-GTA-23 Guide technique d'accréditation analyses
microbiologiques, biologiques et de biologie moléculaire des eaux ; 2 pages.

Page 41 : Document 6 : Extrait de la norme U47-019 (Février 2010) Guide de bonnes pratiques pour
la mise en ceuvre de techniques ELISA ; 1 page.
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NF EN ISO/CEl 17025
Saeptembrs 2008

ISOICE] 17025:2005(F)

i) critéres et/ou exigences d'approbation/refus;
j} ~ donneées & enregistrer et méthode d'analyse ei de présentation:

k) incertitude ou procédure d'estimation de fincertitude,

54.5 Validation des méthodes

5.4.5.1 La validation est la confirmation par examen et I'apport de preuves objectives du fait que les
exigences particulieres en vue d'une utilisation prévue déterminée sont remplies.

5.4.5.2 Le laboratoire doit valider les méthodes non normalisées, les méthodes congues/développées par
le laboratoire, les méthodes normalisées employées en dehors de leur domaine d'application prévu, ainsi que
les amplifications ou modifications de méthodes normalisées, afin de confirmer que les méthodes sont aptes &
I'emploi prévu. La validation doit étre aussi étendue que I'impose la réponse aux besoins pour l'application ou
le domaine d'application donné. Le laboratoire doit consigner fes résultats obténus, le mode opératoire utilisé
pour la validation, ainsi qu'une déclaration sur l'aptitude de la méthode a I'emploi prévu.

NOTE 1 La validation peut également porter sur des procédures pour I'échantillonnage, la manutention et le transport.

NOTE 2 Il convient d'employer I'une ou une combinaison des technigues suivantes pour déterminer la performance
d'une méthode:

— etalonnage & l'aide d'étalons de référence ou de matériaux de référence:
— comparaison des résultats obtenus avec d'autres méthodes;

— comparaisons entre laboratoires;

— évaluation systématique des facteurs influencant le résultat;

— évaluation de lincertitude des résultats sur la base d'une connaissance scientifique des principes théoriques de la
méthode et d'une expérience pratique.

NOTE 3 Lorsque des modifications sont apportées aux méthodes non normalisées validées, il convient de consigner
par ecrit les incidences des modifications introduites et, s'il y a lieu, de procéder & une nouvelle validation.

5.45.3 La gamme et l'exactitude des valeurs pouvant étre obtenues au moyen des méthodes validées
(par exemple l'incertitude des résultats, les limites de détection, la sélectivité de la méthode, la linéarité, la
limite de répétabilité et/ou de reproductibilité, la robustesse par rapport a des influences extérieures et/ou la
sensibilité réciproque aux interférences provenant de la matrice de I'¢chantillon/objet d'essai) telles
qu'estimées en vue de I'emploi prévu, doivent correspondre aux besaoins du client.

NOTE 1 La validation inclut la spécification des exigences, la détermination des caractéristiques des méthodes, une
vérification que les exigences peuvent étre remplies en utilisant la méthode, ainsi qu'une déclaration relative a la validité.

NOTE 2 A mesure que le developpement de la méthode se poursuit, il convient de procéder & des revues réguliéres

afin de verifier que les besoins du client continuent d'étre satisfaits. 1l convient que tout changement des exigences
nécessitant des modifications du plan de développement soit approuvé et autorisé.

NOTE3  La validation est toujours un équilibre entre les colits, les risques et les possibilités techniques. Il existe de
nombreux cas ou la gamme et lncertitude des valeurs (par exemple exactitude, limite de détection, sélectivité, lindarite,
répeétabilité, reproductibilité, robustesse et sensibilité reciproque) ne peuvent étre données que de fagon simplifiée pour
cause de manque d'informations.

5.4.6 Estimation de l'incertitude de mesure

5.4.6.1 Un laboratoire d'étalonnages ou un laboratoire d'essais procédant a ses propres etalonnages doit
disposer d'une procédure, qu'il doit appliquer pour estimer l'incertitude de mesure de tous les etalonnages et
de tous les types d'étalonnage.

5.4.6.2 Les laboratoires d'essais doivent aussi posséder et appliquer des procédures pour estimer

lincertitude de mesure. Dans certains cas, la nature de la méthode d'essai exclut un calcul rigoureux,
metrologiquement et statistiquement valide, de I'incertitude de mesure. Dans de tels cas, le laboratoire doit au

© IS0 2005 — Tous droits réservés p.4
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NF EM ISO/CEI 17025
Septembre 2005

ISO/CE! 17025:2005(F)

moins tenter d'identifier toutes les composantes de lincertitude et faire une estimation raisonnable, fout en
assurant que la maniére d'en rendre compte ne donne pas une impression erronée de lincertitude. Une
estimation raisonnable doit se baser sur une connaissance de la performance de la méthode et sur le
domaine de la mesure et faire appel, par exemple, a l'expérience acquise et aux données de validation
antérieures,

NOTE 1 Le degré de rigueur requis dans une estimation de l'incertitude de mesure dépend de facteurs tels que
~— les exigences de la méthode d'essai;
— les exigences du client;

— l'existence de limites étroites sur lesquelles la décision de conformité & une spécification est basée.

NOTE 2 Dans les cas ol une méthode d'essai bien établie précise des limites des valeurs des principales sources
d'incertitude de mesure et spécifie la forme de présentation des résultats calculés, le laboratoire est considéré comme
ayant satisfait cette clause s'il suit la méthode d'essai et les instructions concemant les rapports {voir 5.10).

5.4.6.3 Lorsqu'on estime l'incertitude de mesure, il faut prendre en compte, en utilisant des méthodes

d'analyse appropriées, toutes les composantes de lincertitude qui ont une importance dans la situation
donnée.

NOTE 1 Parmi les sources d'incertitude figurent, sans caractére d'exhaustivité, les étalons de référence et les
materiaux de référence, les méthodes et 'équipement utilisés, les conditions ambiantes, les propriétés et la condition de
l'objet soumis a I'essai ou étalonné, et l'opérateur.

NOTEZ2  Le comportement prévu a long terme de I'objet soumis a I'essai et/ou étalonné n'est normalement pas pris en
compte lors de l'estimation de lincertitude de mesure.

NOTE 3  Pour de plus amples informations, voir SO 5725 et le Guide pour l'expression de l'incertitude de mesure (voir
Bibliographie).

5.4.7 WMaitrise des données

54.71 Les calcuis et transferts de données doivent faire I'objet de vérifications appropriées conduites de
facon systématique.

54.7.2 Lorsque des ordinateurs ou un équipement automatisé sont utilisés pour l'acquisition, le
traitement, l'enregistrement, le rapport, le stockage ou la recherche de données d'essai ou d'étalonnage, le
laboratoire doit assurer que

a) les logiciels développés par |utilisateur sont documentés avec une précision suffisante et
convenablement validés comme étant aptes a l'emplot;

b) des procedures sont mises en place et appliquées pour protéger les données: de telles procédures
doivent inclure, mais non exclusivement, lintégrité et la confidentialité de la saisie ou du recueil des
données, leur stockage, leur transmission et leur traitement;

c) les ordinateurs et appareils automatisés sont entretenus afin de garantir un bon fonctionnement et
disposent des conditions ambiantes et opérationnelles nécessaires a la préservation de l'intégrité des
données d'essai et d'étalonnage.

NOTE Un logiciel commercial {par exemple un programme de traitement de texte, de base de données ou de calcul
statistique) en utilisation généralisée dans son cadre d'application prévu peut &tre considéré comme étant suffisamment
validé. Toutefois, il convient que la configuration et/ou les modifications du logiciel du laboratoire soient validées selon
54.7.2 a).

5.5 Equipement
5.5.1 Le laboratoire doit étre équipé de tous les éléments d'équipement pour les échantillonnages, les

mesurages et les essais exigés pour une exécution cotrecte des essais et/ou des étalonnages (y compris
I'échantillonnage, la préparation des objets d'essai et/ou d'étalonnage, le traitement et I'analyse des donnges

p.5 ® IS0 2005 — Tous droits réservés
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€& EXIGENCES POUR L’ACCREDITATION DES LABORATOIRES SELON LA NORME NF EN ISO/CEI 17025

6.2 Incertitudes de mesure

9.2.1 Introduction

La norme NF EN ISO/CEI 17025 met plus que ses devanciéres 1’accent sur le concept d’incertitude,
notamment dans le domaine des essais, a la fois sur son évaluation, sa mention dans les rapports sur les
résultats et sur son utilisation a des fins de déclaration de conformité.

L’utilité des incertitudes de mesure pour I'utilisation et I'interprétation des résultats d’analyse, d’essai ou
d’étalonnage est en effet indiscutable. Parallelement, il est important de souligner que I’identification et le
suivi des composantes d’incertitude contribuent largement a la maitrise des méthodes d’essais et
d’étalonnages.

La mise en application des exigences correspondantes dans les laboratoiresyrencontre de{)\\@au\ de
difficulté différents selon les secteurs :

e pour les laboratoires d’étalonnage, 1’évaluation et D'utilisation de I’incertitu 2’/‘3@ 1 %sure est une
démarche ancienne et bien rodée. Les actions a venir visent essentiellement a ha miser les approches
en matiére d’estimation des incertitudes, en s’appuyant sur I’étude des dog ﬁfs ENV 13005 (GUM)
et EA-4/02 ;

® pour les laboratoires d’essais, la situation est beaucoup p jﬁmstee tant en raison de
I’hétérogénéité des secteurs d’activité rencontrés et de la fi nalifes ssais (par exemple les analyses
de biologie d’un cété, et le niveau d’émission acousthue d%aﬁpﬁrells électro-ménagers de "autre),
que par la disparité des niveaux de connaissances sur le. (@\
4

e - NN y :
Les actions a mener sont donc distinctes entre le? ; ___’,tré/s d’étalonnage d’une part, et les laboratoires
d’essais d’autre part, et font donc 1’objet de n.ot?@q £ ’é'\\%)htique distinctes.

S
Ce chapitre vise a synthétiser les mformatloﬁ \“*p'onibles au Cofrac et a proposer des actions pour aider a
la mise en application des régles relati % nention des incertitudes sur les rapports sur les résultats et
a leur exploitation en vue des eveane clarations de conformité.

O

e

%@

W
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& EXIGENCES POUR L’ACCREDITATION DES LABORATOIRES SELON LA NORME NF EN ISO/CEI 17025

9.2.2 Evaluation de Pincertitude de mesure

9.2.2.1 Cas des étalonnages

9.2.2.1.1. Eléments de lecture de la norme NF EN ISO/CEI 17025

«5.4.6.1. Un laboratoire d’étalonnages ou un laboratoire d’essais procédant & ses propres étalonnage
doit disposer d'une procédure qu'il doit appliquer pour estimer 'incertitude de tous les étalonnages et de
tous les types d’étalonnage. »

« 5.4.6.3. Lorsqu’on estime l'incertitude de mesure, il faut prendre en compte, en utilisant des méthodes
d’analyse appropriées, toutes les composantes de l'incertitude qui ont une zmparz‘ance dans la situation
donnée.»

y, /N\\}
9.2.2.1.2. Politique du Cofrac Q@
e

Pour les étalonnages, le laboratoire doit Q;:g“‘&
1/ avoir des regles documentées pour estimer I’incertitude de mesure. <\% ™
2/ estimer cette incertitude de mesure pour chaque étalonnage réalisé. 2, >

\

a
Le document EA-4/02 est destiné a fournir aux 1ab0rat01rc?r4£\em\8ﬁnag,e une méthode pratique
d’évaluation des incertitudes, cohérente avec le GUM. \e\\\\,ﬁ st

Ce document fournit donc les bases pour lharmomsan \dgs methodus d’évaluation des incertitudes
pratiquées dans les différents domaines techniques d Q}Rh

Dans cette optique, le Cofrac étudie en regard (ﬁi@h}ent EA-4/02 le contenu de ses documents, guides
techniques et exigences spécifiques en mdpé’i( tvaluation des incertitudes, en vue d’harmoniser les
approches pour [’évaluation des mgem es, en accord avec les Commissions Techniques
d’Accréditation. 3)\\/

A noter qu’il est question 101 I 1t1tude du mesurage sur un équipement ou matériau donné : les
incertitudes évaluées ne pe elq s en principe étre inférieures aux aptitudes en matiére de mesure et
d’étalonnage indiquées d%@drtee d’accréditation du laboratoire.

&

9222 Cas %s
9222 1 \}) nts de lecture de la norme NF EN ISO/CEI 17025

« 3.4.6.2. Les laboratoires d’essais doivent [aussi] posséder et appliquer des procédures pour estimer
['incertitude de mesure.

Dans certains cas, la nature de la méthode d’essai exclut un calcul rigoureux, métrologiquement et
statistiguement valide, de ['incertitude de mesure. Dans de tels cas, le laboratoire doit au moins tenter
d'identifier toutes les composantes de I'incertitude et faire une estimation raisonnable [...] »

6.2.2.2.2. Politique du Cofrac

Le laboratoire d’essai doit documenter ses dispositions pour I’évaluation des incertitudes de mesure et
quantifier ces incertitudes de mesure lorsqu’il existe des méthodes de calcul appropriées.

LAB REF 02 — Révision (6 — Juin 2010 p.8
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& EXIGENCES POUR L’ACCREDITATION DES LABORATOIRES SELON LA NORME NF EN ISO/CEI 17025

L’absence de référence aux incertitudes dans les rapports sur les résultats, ou d’utilisation de ces
incertitudes de mesure pour effectuer une déclaration de conformité ou interpréter les résultats, ne
dispense pas le laboratoire de satisfaire I’exigence précédente,

Le document EA-4/16 sur I’évaluation des incertitudes des essais a résultat quantitatif explicite différentes
démarches pour obtenir I’incertitude de mesure, telles que I'évaluation par analyse des composantes
d’incertitude, I’application de la « loi de composition des variances », ou 1’utilisation de la fidélité et de la
justesse de la méthode d'essai ou d'analyse, la détermination du biais a 1’aide de matériau de référence, ou
l'utilisation de données d’essais d’aptitude.

Dans certains domaines, des guides pour ['accréditation sont développés au sein du Cofrac, d’EA ou
dTLAC. Dans ce cas, I’évaluation des incertitudes fait I’objet d*un chapitre qui propose une approche pour
I’évaluation des incertitudes, applicable dans le secteur concerné. - N

Lorsque la norme d’essai n’est pas explicite sur la démarche d’évaluation des ince udes) et qu’il
n’existe pas de position sectorielle consignée dans les guides techniques ou dans\Jes documents

d’exigences spécifiques du Cofrac, il est exigé des laboratoires 1’approche minimaiq@&i\/\anfe X
"NV

\\_‘\\,
1. Identification des facteurs susceptibles d’influencer le résultat%\ % “gi?agure (pour tous les
essais, y compris les essais qualitatifs). \/f B
O\ A%

5 i .

l.a.  Etablir la liste des facteurs ayant potentiellement une inﬂ_u_c{i\}q:@%‘u‘r/le ou les résultats de ['essai

(essal quantitatif ou pas). Sont bien sir inclus dans ¢ E\@\sjejles parametres pour lesquels la
méthode d'essai (normalisée ou non) fixe une plage dg 'ie%; Stolérées.

e
1.b.  Si certains facteurs ont une influence jugée non s @j%ative, préciser les éléments qui permettent

d’apporter la preuve que I’on peut négliger leyipriseen compte.

Le.  Montrer comment on maitrise les facteyrsinfluents (par exemple, si la méthode d'essai impose de
. 2 v id . . -
soumettre un objet 4 une temperaturq\’@e \‘SZFC t 1 °C, on doit montrer que la température mesurée
affectée de son incertitude de 12%@\\(?&611 comprise dans cette plage).
Y7

<

2. Quantification (pour les essiisggé}o 'ﬁ' résultat s'exprime d'une maniére quantitative)

2.a.  Lorsqu'on dispose didtu ngploitables de la fidélité de la méthode (valeur publiée, cartes de
controles, essais /i oratoires, ...), I'écart-type de fidélité est une des composantes de
I'incertitude ; \g};i@ pe de fidélité peut constituer une estimation suffisante de l'incertitude-type
du résulta,%/ e hiesure si tous les facteurs listés en 1 ont bien été pris en compte dans l'étude de
fidélitéa \\\

2.b.  L'inflience de chaque facteur identifié en 1, dont l'influence est jugée significative et qui n'est pas

tisen compte dans une étude de fidélité, doit étre analysée et quantifiée (dans l'unité de mesure

durésultat).

2.c.  Estimer l'incertitude a partir de ces composantes.

Cette démarche est cohérente avec les recommandations du GUM, du fascicule FD X07-021 et des guides
internationaux.
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@ EXIGENCES POUR L’ACCREDITATION DES LABORATOIRES SELON LA NORME NF EN ISO/CEI 17025

9.2.3 Mention des incertitudes de mesure sur les rapports sur les résultats

9.2.3.1 Cas des étalonnages

9.2.3.1.1 Eléments de lecture de la norme NF EN ISO/CEI 17025

«5.10.4.1. [...] les certificats d’étalonnage doivent inclure les éléments suivants, lorsque cela est
nécessaire pour l'interprétation des résultats d’étalonnage :

b) l'incertitude de mesure et/ou une déclaration de conformité a une spécification métrologique définie ou
a certains articles de celle-ci ; »

Le document EA-4/02 précise par ailleurs dans son § 6.1 que : «dans les certificats d'étalonnage, le
résultat complet d'un mesurage, a savoir l'estimation y du mesurande et l'incertitude élargie agsociée U,
doit étre donné sous la forme (y + U). » } ( @

9.2.3.1.2 Politique du Cofrac Q N

Dans les certificats d’étalonnage, ’incertitude élargie doit nécessairement omp\agﬂm I’estimation du
mesurande, sous la forme prescrite par le document EA-4/02 evoque \’i ‘incertitude élargie est
établie a partir de ’incertitude-type composée avec un facteur d’élarg {5‘13 @1 k=2 (distribution normale),
ou de sorte que I'intervalle élargi corresponde a une probabilité de de 95%.

r,f )
De plus, dans le corps du certificat d’étalonnage, du constat é\vaig TCation ou du certificat de matériau de

référence, le laboratoire doit faire apparaitre 1’une di’{&} lons suivantes, suivant le cas: «Les
incertitudes élargies mentionnées sont celles correspoigiu £ deux fois I'incertitude-ty pe composée » ou
«les intervalles élargis correspondent a une prob@’f&fg}ﬁé’ couvertire de 95% ».

@9

9.2.3.2.1. Elément de lecture de L@ﬁi}r\m& F EN ISO/CEI 17025

9.2.3.2. Cas des essais

« 5.10.3.1 Outre les exig C’fi @er toriées en 5.10.2, les rapports d’essais doivent inclure les éléments
suivants, lorsque cela g{rg@lﬁs saire pour linterprétation des résultats d’essais :

¢/ s'il y a lieu, iclaration relative a ['incertitude de mesure estimée ; ['information relative a
Uincertitude e Ssaive dans les rapports d’essai lorsqu’elle est importante pour la validité ou
Uapplicatiqu-des Fésultats d’essai, lorsque les instructions du client I'exigent ou lorsque l'incertitude
affecte ck\c/ ormité aux limites d’une spécification ; »

9.2.3.2.2 Politique du Cofrac

Le laboratoire doit identifier la finalité de ’essai, pour confirmer la nécessité de faire figurer, ou non,
I’incertitude de mesure sur le rapport sur les résultats.

La mention de I'incertitude dans le rapport sur les résultats est fonction a la fois des exigences exprimées
par le client et de celles contenues dans les référentiels (cf. tableau page suivante).

LAB REF 02 — Révision 06 — Juin 2010
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& EXIGENCES POUR L’ACCREDITATION DES LABORATOIRES SELON LA NORME NF EN ISO/CEI 17025

Le client du laboratoire lui | Le client du laboratoire Jui demande que

Exigences du client | demande que I’incertitude® | 1’incertitude® ne soit pas mentionnée
(tragable au niveau de

| soit mentionnée dans le dans le rapport.
. a revue de la
EX1genCES du demande) rapport. OU BIEN

référentiel’V

Le client du laboratoire ne précise rien.

Le référentiel”) mentionne
explicitement que les limites de
spéciﬂcationscz) ont été fixées sans_
tenir compte de I’incertitude™.

L’incertitude® doit étre indiquée dans le rapport.

Le référentiel™ mentionne
explicitement que les limites de
spécifications™ ont été fixées en N e N ey AL
tenant compte de Iincertitude®. 'L d1111c:(3r’[1zdde : doitétre | L mce:rutufcle;1 peigt ne pas et;(; Jl{rai%q?e
indiquée dans le rapport. ans le rapport. 2.
OU BIEN 4 pp Pp Y\b -
Le référentiel” ne mentionne rien AN
quant aux incertitudes®. {;:_._\\
W ; i i ; idérer ici {4 \IN i i
Référentiel . la notion de référentiel est a considérer ici Lay sefs large ; il peut s'agir de

référentiel réglementaire, de normes nationg %”\s,;régionales ou internationales,
de documents techniques publiés paxr%%\@gahisations techniques de renom,
par des revues scientifiques spécialisgessolt par le fabriquant de I'équipement.
Il peut également s'agir de référeqtielselients.

@ Limite de spécification : dans le présent document, I @Lsion "limite de spécification” englobe aussi
la notion de tolérance gﬁt\%rs?dépasser ou de seuils a atteindre.
N\

) Incertitude : il s'agit ici de l'inqgr@&ssociée au résultat final.
<,

A
/
(‘f/v

\\{:;}
9.2.4 Utilisation des incertitu@é&;@ mesure dans le cadre des déclarations de conformité
")
La maniére de prendre e pte’ 'incertitude de mesure dans les processus de déclaration de conformité

n’est pas unique. Sel s @}:Oduits (mot pris au sens large et incluant entre autres la notion de service),
les domaines de Qq%g:-il’es référentiels, les professions ou encore les pays, les régles et les pratiques
W

different. 0\
%&
Déclarer cg{‘?y}ne ou non-conforme un produit génére deux risques :
d

- le risquegrdit « client », qui est le risque de déclarer & tort que le produit est conforme ;

- lerisque dit « fournisseur », qui est le risque de déclarer a tort que le produit est non conforme.

Le laboratoire ne sait pas toujours si le produit dont on Iui demande de vérifier les spécifications doit étre
examiné sous I’angle du « fournisseur » ou du «client». En effet, il intervient en situation de tierce
partie, dont les travaux feront ’objet d’utilisation par d’autres entités qui, elles, assument de fait les
risques. Par exemple, ce sont le pollueur (fournisseur) et le citoyen (client), concernés par un effluent
toxique (le produit) soumis 4 une réglementation (la spécification), qui assument les risques issus du
travail du laboratoire accrédité caractérisant I’émission d’effluent. Si pollueur et citoyen veulent étayer
leur comportement par la seule déclaration de conformité énoncée, ou non, par le laboratoire accrédité, il
est évidemment essentiel qu’ils soient, de fagon lisible et transparente, partie prenantes a la définition de
la régle appliquée, qui conditionne le risque qu’eux-mémes acceptent d’assumer.
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& EXIGENCES POUR L’ACCREDITATION DES LABORATOIRES SELON LA NORME NF EN ISO/CEI 17025

Lorsque le laboratoire appartient soit au fournisseur (contréle de production...), soit au client (contréle de
réception...), c’est en fait ’entité qui dispose en son sein de ce laboratoire qui assume le risque, et donc
doit contribuer, la encore de fagon lisible et transparente, & 1’établissement des critéres permettant de
déclarer, ou non, la conformité.

Les données fondamentales sur lesquelles s’appuie la décision sont :

- la (ou les) limite(s) de la spécification qui est imposée a la caractéristique du produit ;
- le ou les résultats de mesure/ d'essai de la caractéristique ;

- Dincertitude de mesure affectant le résultat de mesure/ d'essai ;

- le choix du niveau de risque accepté par le client du laboratoire accrédité ;

- la régle de décision (c’est-a-dire la mani¢re de combiner les données précédentes pour déclarer, ou
non, la conformité). '

Y

| o
En pratique, les principales difficultés rencontrées par les laboratoires pour déclz\*ng{? io)rg non, la

conformité, sont les suivantes : %

- indisponibilité ou définition insuffisante (et donc interprétation ambigué) de 13\5%{3 cation ;
- difficulté a évaluer l'incertitude, notamment celle associée aux essais qualj ti‘ﬁ%"‘%}’

- absence ou méconnaissance de la régle de décision a appliquer. { v

<)€&

Il est donc fondamental qu’au moment de la revue de la demaﬁd%‘ i dialogue s’engage entre le
laboratoire et son client afin d’établir le niveau de risque dev /%tilisé pour déclarer, ou non, la
conformité, et que la régle définie a I'issue de cefte discussio tmalisée dans le « contrat ».

- X i A
avis et interpretations. C/\f}\\\g

9.2.4.1 Cas des étalonnages \;\&
9.2.4.1.1. Eléments de lecture de %&ng(n?e//\NF EN ISO/CEI 17025

1
«510.4.1. [...] les certificais g etalonnage doivent inclure les éléments suivants, lorsque cela est
nécessaire pour ['interprééanpn des vésultats d'étalonnage :
b) [...] une déc]a? Conformité a une spécification métrologique définie ou a certains articles de

celle-ci ; »
Q\l \&
«3.1 0.4.2.\’{% Lorsqu 'une déclaration de conformité a une spécification est établie, sans indiquer les

résultats, demesure et les incertitudes associées, le laboratoire doit consigner ces résultats et les
conserver;pour qu'il soit possible de s’y référer ultérieurement.

Lorsque des déclarations de conformité sont établies, I'incertitude de mesure doit étre prise en compte. »

9.2.4.1.2. Politique du Cofrac

Le laboratoire doit identifier avec son client s’il y a lieu d’émettre une déclaration de conformité/non
conformité, suivant I’objectif visé par 1’étalonnage.

Les spécifications et la regle de décision utilisées doivent correspondre au besoin du client.

L’utilisation de I'incertitude de mesure pour déclarer la conformité est fonction a la fois des exigences
exprimees par le client et de celies contenues dans les référentiels (cf. tableau page suivante).
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& EXIGENCES POUR L’ACCREDITATION DES LABORATOIRES SELON LA NORME NF EN ISO/CEI 17025

Exigences du client _ ] | Le client du laboratoire lui demande de
(tragable auniveau de la | L€ client du laboratoire lui | pe pag prendre en compte I’incertitude™
i revue de la demande) damand.e de prend(rg en pour établir la conformité
X1gences compte I'incertitude™ pour
du sl E OU BIEN
P établir la conformité ]
référentiel” Le client du laboratoire ne précise rien.

Le référentiel™ mentionne
explicitement que les limites de
spécifications'” ont été fixées sans
tenir compte de I’incertitude®.

Déclaration de conformité™

Cas 1

Le référentiel’’ mentionne
explicitement que les limites de )
ek s (2) S 7 Y, /ﬂ—u‘x
spécifications'” ont été fixées en (\(4;
<

tenant compte de ’incertitude®. Casd

Déclaration de conformité™

s 3 - ; Z o
Le référentiel'"” ne mentionne rien ; . o : X A

; . Déclaration de conformité® Déclaration de C’Q‘/\Fqgmtew
quant a la prise en compte de %

Pincertitude™, il és%?b

&,

(1) B & flramts : s . e N . _

Référentiel : la notion de référentiel est & considér ﬁ-&:\y}u sens large ; il peut s'agir de
référentiel réglementaire, de normeg: \ét;é) ales, régionales ou internationales,
de documents techniques publiésq .Sﬁes organisations techniques de renom,
par des revues scientifiques fg:}ﬂfélisées ou par le fabriquant de l'équipement.
1l peut également s'agir gj\c@%i%r" tiels clients.

/.»’

@ Limite de spécification : dans le présent docu '/ﬁ'\ik\l éxpression "limite de spécification" englobe aussi
la notion de tolérl g@g}ne pas dépasser ou de seuils a atteindre.

®) Incertitude -1l s'agit ici (jg(&@/ itude associée au résultat final.
<

™ La déclaration de conformite, ioz§g§1' ¢'laboratoire la réalise, s'appuie sur une régle du type :

N
e Cas | :décision= fonc@ﬁ%ultat(s) de mesure, incertitude associée, limites de spécification)
Dans ce @‘ A‘hpport doit signaler I’utilisation faite de ’incertitude de mesure.

Ex% . é} « Pour déclarer ou non la conformité, I'intervalle de spécifications a été réduit de
L “de I'incertitude associée au résultat. »

Dl . : - - =y :
e Ca \%\ /‘ décision = comparaison de (résultat(s) de mesure) aux (limites de spécification)
Dans ce cas, le rapport doit signaler 1’utilisation faite de I’incertitude de mesure.

Exemple : « Pour déclarer ou non la conformité, il n’a pas été tenu compte de I’incertitude
associée au résultat ».

Lorsque la déclaration de conformité est établie dans un constat de vérification n’indiquant pas les
résultats complets des opérations d’étalonnage, en particulier les incertitudes de mesure, ce constat de
vérification doit faire référence au document dans lequel ces données sont consignées, de fagon a ce que
le client puisse y accéder sur demande au laboratoire.

Lorsque des dispositions réglementaires existent, elles prévalent sur les dispositions énoncées dans ce
paragraphe.
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& EXIGENCES POUR L’ACCREDITATION DES LABORATOIRES SELON LA NORME NF EN ISO/CEI 17025

NOTE informative sur [’évaluation des risques client-fournisseur

Le Cofrac reconnait que le sujet de I'évaluation des risques client-fournisseur est un sujet problématique
a l'heure actuelle, cette notion étant peu appréhendée aujourd’hui par une trés grande majorité de
laboratoires et la littérature peu développée sur ce sujet. '

Il existe cependant des guides (par exemple ILAC G8 et D X07-022), qui peuvent raisonnablement servir
de base pour I'établissement d'une régle de décision selon le niveau de risques que le laboratoire et son
client sont préts a partager.

Cela étant, le Cofrac n’exigera pas aujourd’hui des laboratoires des éléments qui leur sont indisponibles,
mais s'attachera a développer dans des guides techniques d'accréditation qu’il publiera des
recommandations en vue de guider les laboratoires dans cette évaluation.

9.2.42 Cas des essais kK @
9.2.4.2.1. Eléments de lecture de la norme NF EN ISO/CEI 17025 A8 N

A
O
«5.10.3.1. [...] les rapports d’essais doivent inclure les éléments suivants, f&\f\ He cela est nécessaire
pour ['interprétation des résultats d’essai : <§ ¥

b) s'il y a lieu, une déclaration de conformité/ de non conformité aux exigefices et/ou spécifications , »

| ™
9.2.4.2.2. Politique du Cofrac @
N
La politique est identique & celle définie pour les étalonnages e >§9.2.4.1 2).
i
o
<
A
C)\
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2.6
biais
différence entre 'espérance mathématique des résultats d'essais et la valeur de référence accepiée

NOTE Le biais est une erreur systématique totale par opposition & 'erreur aléatoire. Il peut y avoir une ou plusieurs
composantes d'erreurs systématiques qui contribuent au biais. Une différence systématique importante par rapport a la
valeur de réference acceptée est reflétée par une grande valeur du biais.

[ISO 35634-1:—]

3 Principes

3.1 Approche globale de 'estimation de l'incertitude de mesure (1)

La présente Spécification technique adopte une approche globale pour 'estimation de l'incertitude de mesure.
Elle se fonde sur la variabilité globale du processus d'analyse, qui débouche sur le résultat d'essai. Cette
variabilité globale inclut a la fois la fidélité observable (composante aléatoire) et le biais (composante
systématique). Dans la pratique, dans le domaine de la microbiclogie des aliments, seule la fidélité est prise
en compte (veoir 3.2).

L'approche globale de l'estimation de l'incertitude de mesure adoptée par la présente Spécification technique
est derivée d'une estimation expérimentale de I'écari-type de reproductibilité du résultat final du processus
complet de mesurage. Cet écart-type correspond a l'incertitude type composée (voir 4.1).

L'approche globale peut étre considérée comme un systéeme de «boite noire», comme le montre le
diagramme de la Figure 1, ou sont identifiees les principales sources d'incertitude en microbiologie des
aliments. Ce diagramme peut étre utile pour identifier les sources d'incertitude qui sont ou ne sont pas prises
en compte par le protoccle expérimental choisi.

Equipement,
milieu de
Echantillonnage culture et Sous—échaqtii!onryage/
réactifs Suspension mére

\ R —~

Echantillon de
laboratoire

Résuitat

Matrice Erreurs aléatoires
résiduelles

Opérateur/temps

Figure 1 — Diagramme des principales sources d'incertitude en microbiologie des aliments, et
approche «boite noire» de l'incertitude de mesure

Dans la Figure 1, 'échantillonnage [le prélévement de(s) I'unité(s) d'échantillonnage & soumeitre a l'essai
dans le lot a contréler] introduit une partie significative (si ce n'est essentielle) de I'erreur totale, mais il ne fait
pas partie de l'incertitude liee au mesurage lui-méme. Le sous-echantillonnage correspond au prélévement de
la prise d'essai dans un échantillon pour analyse {(une des unités prélevees du lot). Cette prise d'essai est
utilisee dans la préparation de la suspension mére dans les techniques de dénombrement des bacteries,
conformément a SO 6887-1. Les sources principales d'incertitude au cours du processus analytique sont

© IS0 2006 — Tous droits réservés p-16
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l'opérateur/le temps et 'équipement/les milieux de culture/les réactifs, Enfin, les erreurs aléatoires résiduelles
sont celles qui ne s'expliquent pas par les facteurs précités, et qui sont généralement évaluées en laboratoire
dans des conditions de répétabilité,

L'adoption de cetie approche globale nécessite que les résultats soient obtenus selon un processus de
mesurage bien maitrisé,

3.2 Prise en considération du biais

On considére généralement que le biais n'est pas pris en compte dans 'estimation de l'incertitude de mesure,
etant donne la nature empirique des dénombrement microbiens. En d'autres termes, e mode opératoire
d'analyse détermine directement fe résultat du mesurage, par exemple le nombre d'unités formant colonie par
echantillon. Par conséquent, il n'est pas possible dans la pratique de déterminer une valeur vraie, nécessaire
pour déterminer le biais. Méme en utilisant des matériaux de référence certifiés, ou, des valeurs dérivées
d'essais interlaboratoires, seule une partie du biais total peut étre évaluée.

Il est toutefois reconnu qu'une partie du biais peut étre estimée par des essais interlaboratoires utilisés pour
deux des options retenues dans la présente Spécification lechnique pour évaluer I'écart-type de
reproductibilite (voir Articles 6 et 7). La facon de prendre en compte la composante de biais de l'incertitude
n'est pas décrite dans la présente Spécification technique. Cependant, méme si la composante de biais de
l'incertitude de mesure n'est pas évaluée formellement, il peut &tre démontré que le biais de laboratoire est

sous contrdle, en participant par exemple a des essais interlaboratoires d'aptitude, ou en analysant des
materiaux de référence (certifiés).

4 Aspects généraux

4.1 Incertitude type composée

Lorsque les principales composantes de l'incertitude sont sous controle (4.1), lincertitude type composée
u (v) (2.3) est, en général, la combinaison d'une incertitude type liée a une fidélité observable et, le cas
échéant, au biais.

Dans le cadre de la presente Spécification technique, l'incertitude type composée est estimée par I'écart-type
expérimental de reproductibilité du résultat final du mesurage (4.2).

NOTE La maniére de combiner une incertitude type liée au biais n'est pas décrite ici,
4.2 Ecart-type de reproductibilité

Trois possibilités différentes ont été choisies pour I'estimation de I'écart-type de reproductibilité (sg), avec un
ordre de priorite:

— 1™ option: écart-type de reproductibilité intralaboratoire;
— 2% option: écart-type de reproductibilité de la méthode dérivée d'un essai interlaboratoires;
— 3% option: écart-type de reproductibilité dérivé d'un essai interlaboratoires d'aptitude.

Une priorité nette est donnée & la premiére option, qui a été soumise a des essais, et pour laquelle un
protocole expérimental est décrit en détail.

Des régles générales d'estimation de I'écart-type de reproductibilité sont données en 4.4, et chaque option est
détaillee dans les Articles 5a 7.

p.17 ®1S0 2006 — Tous droits réservés
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4.3 Incertitude élargie

Lincertitude élargie U (2.4) telle que définie par le GUM est dérivée de lincertitude type composée u.(v) (voir
4.1), avec un facteur d'élargissement & (2.5), d'une valeur de 2 dans la présente Specification technigue
(correspondant approximativerment a un niveau de confiance de 95 %):

U=2u(v)=2s;

4.4 Reégles générales d'estimation de I'écart-type de reproductibilité

Il convient que le concept de la boite noire décrit dans la présente Spécification technique prenne en compte
le plus grand nombre possible des sources d'incertitude représentées a la Figure 1. En particulier, il convient
que le laboratoire ait une bonne connaissance de la répartition des micro-organismes au sein des matrices
qu'l analyse, pour pouvoir en tenir compte dans l'estimation de la gomposante d'incertitude du
sous-échantillonnage (voir 3.1).

L'eécart-type de reproductibilité doit étre estimé pour chaque type de micro-organismes cibles (ou groupe
cohérent de micro-organismes cibles) et pour chaque matrice (ou groupe cohérent de matrices), pour une
méthode donnée utilisée par le laboratoire pour obtenir ses résultats de routine.

NOTE 1 Le terme «cohérent» signifie que le groupe de micro-organismes/méthodes ou le groupe de matrices donne
des valeurs équivalentes d'incertitude de mesure.

NOTE 2 L'estimation de l'incertitude de mesure est liée au laboratoire, et associe une incertitude de mesure donnée au
résultat d'essai correspondant, déterminé dans des conditions définies (opérateurs, mode opératoire, matériel, réactifs,
elc.). L'estimation de lincertitude de mesure ne caractérise pas la méthode d'analyse elle-méme, indépendamment du
laboratoire qui la met en oeuvre,

Conformément aux principes de I'"SO/CEI 17025, il convient d'identifier les facteurs critiques, associes a la
méthode ou au laboratoire, et susceplibles d'avoir une incidence sur le résultat du mesurage, et de démontrer
qu'ils sont sous contréle. Ces facteurs critiques sont, pas exemple, la source et le type de milieux de culture
et/ou autres réactifs (comme ceux utilisés pour la confirmation), les techniques de dénombrement (manuel ou
automatique), l'opérateur ou le groupe d'opérateurs, etc. Une surveillance continue de l'estimation de
lincertitude de mesure est nécessaire afin de montrer que cefte estimation reste valable et que les résuitats
d'essai sont sous contrdle. Toute modification de 'un des facteurs critiques doit entrainer une réévaluation de
I'estimation de l'incertitude de mesure.

5 Ecart-type de reproductibilité intralaboratoire

51 Généralités

L'écart-type de reproductibilité intralaboratoire est la meilleure option pour obtenir l'incertitude de mesure, car
elle permet & un laboratoire d'associer la valeur de l'incertitude de mesure a ses résultats, respectant ainsi le
principe de la définition de lincertitude de mesure. Cela correspond a un cas particulier de fidelite
intermédiaire, selon SO 5725-3. Cette option présente inconvénient théorique de ne pas pouvoir prendre en
compte le biais.

5.2 Protocole expérimental

5.2.1 Généralités
En microbiclogie des aliments, l'effet de la matrice sur l'incertitude de mesure ne peut pas éire évite; par

conséquent, le protocole expérimental prend en compte I'effet du sous-échantillonnage pour prélever la prise
d'essai dans I'échantillon de laboratoire (¢'est-a-dire I'échantillon d'aliment soumis a 'essai).

© IS0 2006 - Tous droits réservés p.lS
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Pour chaque micro-organisme cibie [ou groupe cohérent d'organismes 2)] et pour un type donné de matrice, le
protocole expérimental (5.2.2) doit &tre réalisé pour au moins 10 échantillons de la méme matrice. 1l convient
que le protocole soit répété a des jours différents, afin de couvrir les variations temporelles des conditions
opeératoires. De cette fagon, une accumulation de résultats dans le temps est également permise.

Le nombre de types de matrices a soumettre a l'essai dépend de la diversité des matrices faisant l'objet d'une
analyse de routine par le laboratoire. Il convient que les matrices choisies soient représentatives, en termes
de valeurs d'incertitude de mesure, des types de matrices analysées par le laboratoire, et qu'elles soient
egalement adaptées aux micro-organismes pour lesquels 'essai est & effectuer. L'Annexe A donne des lignes
directrices de choix, en donnant le résultat des essais réalisés au niveau international dans le but d'évaluer la
composante d'incertitude de mesure liée au sous-échantillonnage pour prélever la prise d'essai dans
I'échantillon de laboratoire, et a la préparation de la suspension mére. D'autres recormmandations figurent
egalement dans I'Annexe B de SO 16140:2003.

Le calcul de I'écart-type sur les données log-transformées (5.3) permet de stabiliser la variance de la
reproductibilité quel que soit le niveau de contamination, étant donné que les faibles niveaux ne sont pas pris
en considération dans le présent document. Il n'est donc pas nécessaire d'estimer l'écart-type de
reproductibilité par niveau de contamination. Cependant, dans la mesure du possible, il convient de choisir les
echantillons et/ou les dilutions de maniére a couvrir la plage de concentrations des essais de routine.

Hl convient d'utiliser dans la mesure du possible des échantillons contaminés naturellement, car ils permettent
une estimation plus réaliste de l'incertitude de mesure, qui doit servir a caractériser les résultats obtenus avec
des échantillons contaminés naturellement. En outre, I'état physiologique du micro-organisme (par exemple
s'il est stressé) peut également influer sur la variabilité des résultats; il convient donc qu'il corresponde aux
conditions rencontrées lors des essais de routine.

S'il est nécessaire de recourir & une contamination artificielle, cette derniére doit &tre trés précisément
maitrisée afin de ne pas introduire d'élément de variabilité supplémentaire dans les résultats. Il convient que
la contamination artificielle soit congue de fagon & reproduire autant que possible la contamination naturelle,
par exemple en utilisant des micro-organismes stressés et en incluant une flore compétitive/annexe.

5.2.2 Description
Le protocele est décrit & la Figure 2.

Pour chaque eéchantilion, chaque opérateur préléve une prise d'essai, et prépare a partir de cette prise d'essai
une suspension mere, qui est analysée une seule fois. Effectuer 'analyse comme sl s'agissait d'un essai de
routine (par exemple préparation d'une série de dilutions décimales, inoculation d’'une ou de deux boites par
dilution).

NOTE 1 Dans la pratique, I'copérateur» peut étre en fait une equipe d'opérateurs (techniciens), dont chacun effectue
une certaine parlie du mode opératoire. Dans ce cas, |'équipe est considérée comme un opérateur unique, et tout
changement de la réparition des taches au sein de I'équipe est considéré comme un changement d'opérateur,

NOTEZ Ce protocole est dérivé de I'approche «boite noire», décrite en 3.1. Différentes sources d'incertitude. comme
le sous-échantillonnage, ta nature de la matrice, les erreurs aléatoires résiduelles, l'opérateur/le temps, etc. sont
considerées simultanément et ne sont pas évaluées séparément.

Il convient que les conditions A et B soient aussi différentes que possible, et, dans lidéal, qu'elles incluent
autant de variations qu'll peut s'en produire d'un jour a l'autre au sein du laboratoire, en termes de techniciens,
lots de milieux de culture et réactifs, agitateur vortex, pH-métre, incubateurs, durée d'analyse, etc. S'il est
démontré que la contamination de I'échantillon d'aliment est suffisamment stable (ce qui est rarement le cas
en microbiologie des aliments), il convient que les conditions A et B se rapportent également a différents jours
d'analyse.

2) Voir Note 1 de 4.4,
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Figure 2 — Protocole expérimental pour I'écart-type de reproductibilité intralaboratoire

5.2.3 Utilisation

La Figure 3 indique les principales sources d'incertitude prises en compte par ce protocole, ainsi que celles
qui en sont exclues (I'echantillonnage et le biais).

/

! Ech%nage

>

Equipement,
milieu de
culture et

réactifs

Sous-échantillonnage/

Suspension mére ><
(55

Reésultat

Echantillon >
Meatrice Erreurs aléatoires Opérateur/temps
NOTE Les sources exclues sont barrées d'une croix.

Figure 3 — Principales sources d'incertitude prises en compte ou exclues lors d'une etude de
reproductibilité intralaboratoire
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Comme expliqué en 4.2.1, ce protocole intégre linfluence du sous-échantillonnage de la prise d'essai sur
I'évaluation de l'incertitude fotale. En outre, il est bien connu en microbioiogie des aliments que la
contamination naturelle des produits alimentaires (en particulier les produits solides, aprés traitement,
maturation, etc.) est souvent trés hétérogene. Le protocole prend en compte la variabilité des résultats lige a
cetle hetérogéneité, qui peut revétir une signification importante dans certaines situations, lorsqu'il faut porter
un jugement sur la conformité de I'échantillon analysé par rapport & des limites données (par exemple des
criteres microbiologiques).

NOTE Si une contamination artificielle de la suspension mére est réalisée (c'est une possibilité du protocole de la
Figure 2), la composante d'incertitude liée a I'hétérogénéilé de la contamination de la matrice n'est pas prise en compte.

Cependant, ce protocole peut dans certains cas étre difficile & mettre en ceuvre. La répartition de la
contamination naturelle étant étroitement liée au type de matrice, il est nécessaire de répéter le protocole
expérimental avec chaque type de matrice (ou groupe cohérent de matrices) faisant I'objet d'une analyse de
routine par le laboratoire. Cela peut conduire a effectuer des essais trés importants lorsque le laboratoire
analyse une grande variété de matrices.

Enfin, comme mentionné en 3.2, la possible contribution du biais a lncertitude de mesure ne peut pas éfre
prise en compte par ce protocole.

5.3 Calculs

Conformément & la pratique normale, avant les calculs, les données (résultats du dénombrement
microbiologique), exprimées en ufc/g ou ufce/ml, doivent étre transformées en logqq {(ufc/g) ou logyq (ufeiml).

NOTE Selon NSO 31-11, le symbole des logarithmes décimaux est «lg». Cependant, dans ie cadre de la présente
Specification technique, le symbole «logyg», largement utilisé par la communauté des laboratoires de microbiologie des
aliments, a été préfére.

Calculer I'ecart-type de reproductibilité sg pour les n echantillons d'une matrice donnée comme suit:

li(}’J‘A“le):z

n' 2

SR

ot
¥ sontles données log-transformees, en log,, (ufc/g) ou log,q (ufc/ml);
i estlindice de I'échantillon, i=1an» (n > 10);
J  estlindice de la condition de reproductibilité, j = A ou B.

Le Tableau 1 donne un exemple de dénombrement de flore aérobie mésophile dans un meélange de viande de
volaille.
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Table 1 — Calculs des écarts-type de reproductibilité — Exemple du dénombrement de la flore aérobie
mésophile dans un mélange de viande de volailie

i Xip xig VA = 10g400a) vip = logqo(xs) b'—"‘;—‘Bf_
1 6,7 x 104 8,7 x 104 4,83 4,94 0,006 4
2 7,1 % 108 6,2 x 108 8,85 6,79 0,0017
3 3,5x10° 4,4 %105 554 5,64 0,004 9
4 1,0 x 107 4,3 x 108 7,00 6,63 0,067 2
5 1,9 x 107 1,7 x 107 7,28 - 7,23 0,001 2
6 2,3 %105 1,5 x 10° 5,36 %518 0,017 2
7 5,3 x 108 4,1 x 108 8,72 8,61 0,006 2
8 1,0 x 104 1,2 x 10? 4,00 4,08 0,003 1
9 3,0 x 104 1,3 x 104 4,48 4,11 0,0659
10 1,1 % 108 2,2 x 108 8,04 8,34 00453

En utilisant les données log-transformées Vs I'écart-type de reproductibilité est le suivant:

2
A\ via -y /2 {0,006 4+0,0017+...+0,0453
Sp = Z( ”’B) :\f 10 =,/0,023 4 =0,15 (log,q) ufc/g
=1

6 Ecart-type de reproductibilité de la méthode dérivé d'un essai interlaboratoires

6.1 Geénéralités

Si la méthode utilisée comme méthode de routine par le laboratcire a été validée par un essai
interlaboratoires, le laboratoire peut utiliser I'écart-type de reproductibilite de la méthode pour déduire
I'estimation de son incertitude de mesure dans certaines conditions (voir ci-aprés). Ces prérequis sont justifies
par le fait que I'écart-type dérivé d'un essai interlaboratoires est lié a la méthode, non a un laboratoire donné
qui rapporte une incertitude de mesure liée a ses resultats.

Ces conditions sont les suivantes:

— le biais de laboratoire doit étre compatible avec celui escompté sur la base des estimations de
répétabilité et de reproductibilité dérivées de I'essai interlaboratoires;

— la fidélité des mesures au sein du /aboratoire doit étre compatible avec celle escomptee sur la base des
estimations de répétabilité et de reproductibilité dérivées de l'essai interlaboratoires;

— l'essai interlaboratoires a correctement pris en compte toutes les sources d'incertitude (en particulier la
préparation et 'homaogénéisation des échantillons).

L'ISO/TS 21748 décrit dans le détail comment vérifier que ces conditions sont remplies et comment établir

une estimation d'incertitude composée avec les éventuels facteurs supplémentaires non pris en compte par
I'essal interlaboratoires.

® IS0 2006 — Tous droils réservés p22
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6.2 Utilisation en microbiologie des aliments

l.a Figure 4 indique les principales sources d'incertitude prises en compte par ce protocole, ainsi que celle qui
en est exclue, I'échantilionnage.

e quipement, 5 5
milieu de e
Echaniionnage culture et SOUS-éCh\aQIfnonnagej
réactifs Suspepsion mere
/ \\‘ - X Biais
Echantillon = Résultat
N
N

jﬂ}tﬂse Sr Opérateur/temps
/1 \\

NOTE Les sources exclues sont barrées d'une croix.

Figure 4 — Principales sources d'incertitude prises en compte ou exclues lors d'une étude de
reproductibilité interlaboratoires

Le degré de prise en compte du sous-échantillonnage et de la préparation de la suspension mére, ainsi que
de linfluence de la matrice, dépend de la conception expérimentale de l'essai.

Cette approche permet a un laboratoire qui a participé & un essai interlaboratoires d'évaluer son biais de
laboratoire, qui fait partie de la composante de biais de l'ncertitude de mesure. Cet aspect n'est pas étudié en
détail dans la présente Spécification technique.

Cependant, en microbiologie des aliments, cette approche se heurte a plusieurs limites, indiquées ci-aprés.
Cela justifie qu'elle figure seulement en deuxiéme option.

Outre la nécessité de vérifier que la fidélité et le biais du laboratoire sont conformes aux valeurs
correspondantes de l'essai interlaboratoires sur la méthode, seul un nombre limité de paramétres de
reproductibilite a eté dérivé d'essais interlaboratoires pour les méthodes de référence normalisées
(C'est-a-dire le dénombrement de B. cereus selon I'SO 7932, de C. perfringens selon I''SO 7937, des
staphylocoques a coagulase positive selon SO 6888-1 et NSO 6888-2 et de L. monocytogenes selon
NSO 11280-2).

De plus, il peut s'avérer difficile, a partir d'analyses spécifiques, de généraliser & I'ensemble des analyses de
routine du laboratoire. Les valeurs de fidélité d'un essai interlaboratoires sont obtenues avec des
combinaisons limitées et précisément définies de matrice, souche de micro-organismes, niveau de
contamination, etc. et pour une microflore donnée (si elle est présente).

Enfin, compte tenu des exigences d'homogénéilé concernant les échantillons utilisés pour les essais
interlaboratoires, la nécessité d'envoyer aux laboratoires des échantillons homogénéisés et stabilisés induit
une reduction de la variation «naturelle» de contamination des échantillons qui peut étre constatée dans la
pratique, ce qui entraine une sous-estimation de l'incertitude.

p.23 @ IS0 2006 — Tous droits réservés
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7 Ecart-type de reproductibilité dérivé d'un essai interlaboratoires d'aptitude

Si le laboratoire a participé a un essai interlaboratoires d'aptitude, il peut utiliser I'écart-type de reproductibilite
de cet essai pour déduire son incertitude de mesure, dans les conditions suivantes:

— pour I'essai interlaboratoires, le laboratoire a utilisé la méme méthode que pour les analyses de routine;

— les échantillons utilisés au cours de I'essai sont comparables (en termes de matrice et de niveau de
contamination) a ceux soumis a l'analyse de routine;

— les laboratoires qui ont participé a 'essai n'ont pas employé des méthodes empiriques différentes, ou
bien un nombre suffisant de participants ont utilisé la méme méthode, de maniére a permettre une
estimation correcte de I'écart-type de reproductibilite.

‘J . . .
La Figure 4 indique les principales sources d'incertitude prises en compte par ce protocole, ainsi gue celle qui
en est exclue: I'echantillonnage.

Un des intéréts de cette approche est de permettre & un laboratoire qui a participe a I'essai interlaboratoires

d'évaluer partiellement sa composante de biais de l'incertitude de mesure. Cet aspect n'est pas traité en detail
dans la présente Spécification technique.

8 Expression de l'incertitude de mesure dans les rapports d'essai

Une fois que lincertitude de mesure a été obtenue comme indiqué ci-dessus, elle peut, si nécessaire, figurer
dans le rapport avec le résultat d'essai, sous forme d'intervalle en logyq (voir Note en 5.3), ou sous forme de
valeurs naturelles (nombre d'ufc/g ou par ml), ou en pourcentage, comme ['illustre I'exemple suivant. Ne pas
utiliser plus de deux chiffres significatifs pour noter le résultat ou lintervalle d'incertitude.

En notant le résultat d'essai y = logy, x, et 'écart-type de reproductibilité s, lincertitude élargie U, avec un
facteur d'élargissement de 2 (donnant un niveau de confiance de 95 %) est donnée par 2sg.

Le résultat d'essai peut étre consigné selon 'une des possibilités suivantes:
— y* QSR (ng),
— ylog [v—2sg y+ 2s5]

— xufc/g ou x ufciml [10772R 102k ];

10 -25 g 10"“‘23?{’
— x ufe/g ou x ufe/ml [10Y ~ -—% 10Y + ———%].
10¥ 10¥
EXEMPLE Un écart-type de reproductibilité s, de +0,15 logyo a éte trouve. L'incertitude élargie U, avec un facteur

d'élargissement de 2 (niveau de confiance de 95 %) est de 0,15 x 2= 0,3 log. Le résultat d'essai est 5,0 log ufe/g.
Par conséquent, le résultat d'essai peut &tre exprimé selon l'une des possibilités suivantes:

-— 5,0log £0,3 log;

— 5,0log[4,7,53];

— 108 clufg [5 =104, 2 %105

— 109 cfu/g [105 - 50 %, 10% + 100 %].

@ 1SO 2006 — Tous droits réservés p.24
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3) Approche plans spécifigues

5

5.1

L'approche plans d’expérience spécifiques ne peut étre utilisée qu'avec des échantillons réels stables dans le
temps. Le temps de stabilité de I'échantilion correspond au temps de mise en ceuvre de 'analyse fixée depuis
le prélevement et 1a réception des échantillons au laboratoire selon les criteres, soit indiqués dans les métho-
des de référence, soit selon les recommandations de la norme NF EN 1SO 5667-3, soit definis et justifiés par
le laboratoire §'il n'existe pas de critétes.

Cette approche doit &tre appliquée a des matrices réelles et des niveaux de concentrations généralement ren-
contrées par le laboratoire.

Approche interlaboratoire

L’approche interlaboratoire peut étre utilisée uniquement lorsque le laboratoire a participé aux essais interla-
boratoires. Cette approche tient compte de 'effet laboratoire et représente une incertitude a priori maximisée.

La valeur A = 2,8 x 55 e permet d’évaluer Faccord probable entre des résultats obtenus par plusieurs labo-
ratoires sur le méme échantillon. /R étant la limite de reproductibilité interlaboratoire, c'est a dire la valeur au
dessous de laquelle est située, avec une probabilité de 95 %, la valeur absolue de la différence entre deux
résultats d'essai obtenus sous des conditions de reproductibilité.

[NF ISO 5725-1]

Mise en ceuvre

Description du processus d'analyse

5.1.1  Définition du mesurande et description de la méthode d’analyse

— Il convient dans un premier temps de :

- préciser clairement 'objet de la mesure ;

- définir la grandeur mesurée ;

- exprimer la relation entre le mesurande et les grandeurs dont il dépend ;
- indiquer toutes les conditions opératoires.

Exemple d'une relation entre le mesurande et les grandeurs dont il dépend :
C=Ax A_\;f (pour un résultat provenant d'un calcul direct sans étalonnage)

ol :
C = concentration ;

A = Constante ;

V = Volume ;
M = masse ;
C=C Viinal at Stalonnage et dilution si nécessaire
= étalonnagex Voo, (param re avec etalonnag Lak l ! )
préteveé
ol :

C = concentration ;
Cétalonnage = CONCENtration issue de la fonction d'étalonnage ;

V = volume.

p-26
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5.1.2 Analyse du processus de mesure

— Dans un deuxiéme temps, identifier et recenser les différentes composantes de l'incertitude associée au résul-
tat d’analyse a pattir d'un diagramme «causes-effets» traduit par la méthode des 5M :

— Atitre d’exemple
- Main d'ceuvre : Effet opérateur, etc.

- Matiére : Effet échantillon (homogénéité, stabilité de I'échantilion, etc.) et consommables (réactifs, produits,
solutions étalons de référence), Matrice, etc.

Matériel : Effet équipement (réponse, sensibilité, mode d’intégration, etc.) et matenel de laboratoire
(balance, verrerie, etc.).

- Méthode : Effet application du mode opératoire (conditions opératoires, successnon des opérations, nom-
bre de mesures, traitement des informations), etc. .

- Milieu : Conditions ambiantes (température, pression, éclairage, vibration, rayonnement, humidite), etc.

5.2 Partie I : Approche découlant du GUM
521 Principe

Le principe est de regrouper les sources d'incertitudes identifiées dans l'analyse du processus de mesure
(voir5.1.2) en :

—— une incertitude liée & I'échantillon : Ugchantiion(C)-

Il s'agit de quantifier les sources d’incertitudes intervenant sur un échantillon, comme par exemple, 'homoge-
néité de I'échantillon, I'application du mode opératoire concernant I'échantilion par plusieurs personnes, d'ou
la prise en compte de Teffet «Matiere», 'effet «Méthode» et de I'effet «Main d'cauvre».

— une incertitude liée aux grandeurs d'entrées intervenant directement dans le résultat d’analyse : ug[andeurs((;).

Il s’agit de quantifier les sources d'incertitudes liées aux grandeurs d'entrées intervenant directement dans le
résultat et qui n‘ont pas été prises en compte dans Usehaniion{C), COMme certaines sources d'incertitudes liees
aux matériels.

L'incertitude-type composée sur C est alors définie par u{C) = ,jra'ég.'ham,on(C,‘)2 + ugrandeum((})a pour un
niveau de concentration donné.

5.2.2 Organisation des essais
5.2.2.1  Estimation de Ug.pantinnon(C) : €tude de fidélité

L'incertitude-type Uschaniiton(C) €St estimée par Fanalyse de 10 échantillons reels différents autour d'un niveau de
concentration donné et pour une matrice équivalente.

Chaque échantillon est analysé en double dans une période de stabilité de I'échantilion et dans la durée de validite
de I'étalonnage de la méthode en tenant compte par exemple de 'homogénéité de I'échantillon, de I'application
du mode opératoire concernant 'échantillon par plusieurs personnes, de la dérive éventuelle de linstrument.

Lincertitude-type Ugchantiion{ C) €5t alors 'écart-type de fidélité calculés sur les 10 échantillons analysés en double
et relatifs & un méme niveau de concentration.

p.27
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Tableau 2 — Organisation des essais pour I'étude de fidélité

Répétitions Mesure

Echantilion A B Sfidélité,i VAR getins

n®: q

n°z

n°3

ne 4

ne 5

n°6

n°7

n° 8

n°g

n® 10

10

Z VARggeritg i

- qlf=d
uéchamillon(c) = |\ 10

NOTE  La détection de valeurs aberrantes pourra étre étudiée a travers le test de Cochran [NF 1SO 5725-2].

5.2.2.2 Estimation de Uy apgeyrs(C) : l0i de propagation des incertitudes

L'incertitude-type tgangeur (C) est estimée par la loi de propagation des incertitudes intervenant directement dans
le résultat,

Pour un résuitat d'analyse C = X; ¥ ot X, Y et Zsont des grandeurs d’entrées indépendantes entre elles et

intervenant directement dans le calcul du résultat d’analyse alors llincertitude-type liée aux grandeurs sur 'échan-
2 2 2

tillon est Ugrandeurs(C) defini par Ugapgeurs(C) = Cx {—%XX{I + [1199} + [E%}} .

— Pour un résultat d'analyse C = 3«(»«}—}/ ou X, Yet Zsont des grandeurs d’entrées indépendantes entre elles et

intervenant directement dans le calcul du résultat d'analyse alors l'incertitude-type liée aux grandeurs sur

2 2 2
128 : - u( us u
Fechantillon est Ugrandeurs(C) defini par Ugandeurs(C) = € x J{—%@} + {%] + [)—((_ﬁy} _
— Par exemple :
2 2
(Mb B Ma) u( V) 1 u(M,) u(My)
O = 1000 T = Ugrandeuns (O = O VSN e+ T
1/final - i 5%
* Cx Cgalonnage * 7 AVeC Cyalonnage = CONCENtration issue de la fonction d'étalonnage
prélevé
2 2 2
wC, u( Vg v ..
sy 0 [T [V Wt
étalonnage final prélevé

p-28



K3

i
o L l w frzazy gl e e 'l"‘.ru-_' Ly I O L PRSP

- e
& phrrRs

A
A
S o
O Yor g . I._I
I

=SS 2 v I

. | S

b ‘ o
. u

e ey R T = SRR ] PR T = BRI RNt = MR TR e -

e N L e IR B S R | ST il e : P N i

TR SIS iy tog o s -i'_j',_'!l Li L R R T ]‘;l!
12 ity
3 g
. - - : " . ] - e .
T T BT TP LA T S e = R T 2ot 1§ TRy | P ol e T o A B F :-‘-: — - SR G alll S
I O RSl Rt Ay G A L 76 mh .'f.: """’E'J AL R R (':}27'! ‘.'l.!:"”'—": w0y it st Sk Rt
— E d e e . =0 '..: LR = . .
1 f lfll [._r L |'.||‘ LI - ‘
}
! A | . P . bell i ¥ Ll St
_|‘ | 2 ) y N L S e L A PR
. I | |
T i et SIS L P T N
R |2 R S TR T T A Ly = i = SR
L ML I b T i ! e i i = Al == KU S TP 1-xi | 1=
« el n + )
E R St ! i i - “l-‘]III-\.rl | IC PP ) P
I I u N .
(AP o
- B B 1
" & I 3 o l 5
T ] Lt At
T S NS ST P
HE 1 | ' 3 ki B H E . “
i . I
T Y 1P et vl 4 E— (LT - H - '
] - - - = = ¥+ T
1
W )l B T O i SERETE e 1 \ - B
! T
[T [ Tl



XP T 90-220

523 Cas particulier : lorsque la concentration de I'échantillon est donnée direciement par un
étalonnage

Si la concentration sur un échantillon est donnée directement par un étalonnage alors C= Cgalonnage: UNE appro-
che GUM pourra étre utilisée pour estimer ur(C) = Ur{Cgraionnage)-

2 2 2 2
UT(C) = «/Uéchamiilon(c) ik Ugrandeurs(c) = '\/Uéchamillon(c) * Uétalonnage(c)

2 2 2
UT(C) = Juéchamitlorl(c) & Uétalonnage_.A(C) 5 uétalonnage,B(C)
avec

Uschantiion! C) © I'incertitude-type liée au traitement de I'échantilion ;
Ugtalonnage(C) © l'ncertitude-type liée aux sources d'incertitude qui existent dans 'étalonnage.

NOTE Dans le cas d'une dilution éventuelle, en tenir compte dans Ugandeurs (C) selon 'exemple définien 5.2.2.2 et dans
le choix de la concentration des échantillons pour Uschangiion(C)-

— Ugtalonnage B(C) : lincertitude-type liée aux sources d'incertitude de type B qui existent dans 'étalonnage et qui
ne sont pas prises en compte dans les répétitions des résultats du plan A de la norme XP T 90-210.

Par exemple, ¢'est I'incertitude, sur les étalons apportée par I'erreur de justesse du mateériel ou/et sur la solution
mére qui intervient dans la préparation des étalons.

REMARQUES Préparer un étalon Cepyjen & partir d'un volume préleve Vo ey d'une solution mere Cisra 6t
en compiétant dans un volume final Vo apporte une incertitude-type égale a u{Cgtalon)-

uétalonnage,B(C) = U(Cgtaion)

2 2
_ - u( Cmére) u( Vfinal) " u( Vprélevé)
- Yétal
or C’\mélrea Vfinal Vprélevé

Si incertitude sur une grandeur X est donnée par I'EMT (écart maximum toléré) et en absence
d'une information supplémentaire, alors l'incertitude-type sur la grandeur X est u(X) = —=.

"
— Ugtalonnage, A(C) : l'incertitude-type liée aux sources d'incertitude de type A qui existent dans l'étalonnage :

- préparation des solutions d'étalonnage ;

- matériels utilises ;

- systéme d'intégration ;

- mesure de |a réponse ;

- sensibilité de 'appareil sur la durée de vie de I'étalonnage ;
- erreur du modele utilisé (erreur résiduelle).

14000
<
12000 4
3
10000
& 8000 1
[ =4
=]
Q
‘¢ 8000 %
4000 -
2000 A
0 ﬁ
T ¥ o —y
0 10 20 30 40 50 60

teneur
Figure 1 — Courbe d'étalonnage
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Deux approches possibles :
Cas 1:

Ugtajonnage, A(C) st estimée par le plan A de la norme XP T 90-210 en prenant I'écart-type des teneurs estimées
(voir Annexe A).

Le principe est d’exploiter les résultats (valeurs d'information ou concentrations recalculées) de cing gammes
d’étalonnage, préparées par des opérateurs différents et analysées a des temps régulierement répartis sur la
période de réétalonnage choisie par le laboratoire.

Tableau 3 — Organisation des essais pour I'estimation
de I'incertitude due a I'étalonnage de type A

Gamme d’étalonnage : n° -
1 i Al e
Grandeurs Valeurs d’information observées
Niv 1: mn Wi Yin
Niv i X Vi Yi Yin
Nivp : x, Ypi Yoi Yon

ol :
X est la grandeur de I'étalon / ; x; ; est la grandeur de I'étalon i/ de la gamme d'étalonnage n®j.

yj  estla M valeur dinformation pour I'étalon de grandeur X;.

Cas 2:

Le laboratoire posséde dans le temps un suivi de courbes d'étalonnage et un suivi de solutions étalon {par
exemple 20 et 80 % du domaine d'étalonnage).

L'écart-type de fidéhté obtenu par le suivi des solutions étalons dans le temps est une estimation
de Ugtalonnage, A(C).

NOTE Dans le cas oU la solution mére varie & chaque étalonnage ainsi que la verretie utilisée, alors foutes les sources
d'incertitude seront prises en compte dans les répétitions des résultats du plan A de |la norme XP T 90-210 et if ne faut pas
ajouter Usiajonnage, B{C)-

5.2.4 Représentation numérique et graphique des effets

Il est intéressant de calculer et de représenter graphiquement la contribution des effets composant l'incertitude
totale.

Pour une concentration C liée a deux grandeurs X et Y indépendantes dont Pincertitude-type totale u(C) est
définie par :

2 2 2
UT(C) = »\/uéchamillon(c) ® Ugrandeur X( C) ® Ugrandeur vl C)

Tableau 4 — Bilan des incertitudes-type

Niveau (O Uy(0) Uschantitlon(€) (C)

Niv 1

Niv 2

Niv 3

p-30
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L'effet de la grandeur X pour un niveau donné est estimé par le rapport

Un Tableau récapitulatif sur chaque effet et sur chaque niveau est donné puis est représenté graphiquement.

2

uy(C)
u(C)

Tableau 5 — Bilan des effets

en %.

Niveau

effelyrandeur X

eﬂEtgrandeur b

effelschantition

Niv 1

Niv 2

100% 1
30%
80% 1
70% 1
60% 1
50%
40%
30%
20%
10%

Niv 3

0%

5.2.5 Conclusion

Les résultats de Pestimation de lincertitude pour I'approche GUM pour 3 niveaux (par exemple) sont regroupés

niv 2

niv3

0O effel grandeur Y
@ effet grandeur X
B effet échantillon

Figure 2 — Représentation des différentes sources d'incertitude

dans le Tableau suivant (voir Tableau 6)

2 2
UT( C) = Juécham‘llion( C) a Ugrandeurs (C)

Tableau 6 — Bilan de I'approche GUM

Incertitude-type Incertitude-type Incertitude-type incertitude-type
Niveau A ; ;
due aux grandeurs | due a I'échantillon | composée absolue | composee relative
Niveau 1 G4 Ugrandeurs (Cy) Uschantillont C1) ur(Cy) ur(Cq) /Gy &n %.
Niveau 2 : G, Ugeandeurs (C2) Ugchantilon(C2) ur(Co) ur(Cy) G2 en %
Niveau 3 : G4 Ugrandeurs (Ca) Uschantillon(C3) ur(Cs) ur(Cg) /Cz en %

5.3 Partie Il : Approche contréle interne

53.1 Principe

Le principe est d’analyser un témoin (matériau synthétique ou un matériau de référence) comme un échantillon

dans le temps pour une concentration donnée.

L’étude de l'incertitude revient a I'étude de la reproductibilité interne de la méthode Sy inieme-

p.31
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53.2 Organisation des essais

L'organisation des essais est la suivante : effectuer des mesures pendant p jours (voir Tableau 7). Faire au moins
p =20 mesures. Mettre les données sur une colonne.

Tableau 7 — Organisation des essais
pour Pétude du contrdle interne

Jour Répétitions
1 X1
I Xi y
P Xp

5.3.3 Calcul de la reproductibiliié interne

Calculer I'écart-type de la reproductibilité intermne Sg inerme au niveau du témoin

P 2
1 i
Srinterne = i Z (X 7 Xi)
i=1
Calculer le coefficient de variation de reproductibiité interne CVi inieme = SR interne / CiDIE €n pourcentage.

ol la cible est égale & x ou la valeur cible théorique.

5.3.4 Représentation graphique

A partir des paramétres : cible (valeur cible théorique du contréle interne ou moyenne obtenue) et écart-type de
repreductibilité interne sy interne-

Les limites de surveillance et les limites de contrdle autour de la cible sont :

1

— LS|S = cible + 2 S inerme (Variation «narmale» d'un résultat : 95,45 %) ;

= LC;S = cible £ 3 3R imerme (Variation «presque sdre» d’un résultat, 99,73 %).

1 LCS

4+ W e e e e s e B S YRS ED Y ST DA oD B E S D WS BB LSS

| /\\M'A/’\ N
v AV

1

=y 1 o cible

L R R T R N LS|

T LCI

Figure 3 — Carte de controle
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5.3.5 Conditions particuliéres d’utilisation

Dans le cas ou e contrble interne ne représente pas la totalité du processus d'analyse, une étude de fidélité par
un calcul de Ugepaninon(C) (voir 5.2.2.1) peut permettre d'approcher 'estimation de l'incertitude :

2 3
ur(C) = «/ Uschaniion(C) + SR interme (C)

53.6 Conclusion

Les résultats de l'estimation de lincertitude par I'approche contréle interne sont regroupés dans le Tableau suivant
(voir Tableau 8).

Tableau 8 — Bilan du contrdle interne

Niveau de concentration du contréle interne . x ouclble
Incertitude-type composée absolue = écart-type de reproductibilité interne SR interne
Incertitude-type composée relative = coefficient de variation de reproductibilité interne CVR interne

5.4 Partie lli : Approche plans d’expériences spécifiques
541 Principe

L'approche plans d’expériences spécifiques ne peut étre utilisée gqu'avec des échantillons réels stables dans le
temps. Le temps de stabilité de I'échantillon correspond au temps de mise en ceuvre de 'analyse fixée depuis le
prélevement des échantillons selon les critéres soit indiqués dans les méthodes de référence soit selon les recom-
mandations de la norme NF EN IS0 5667-3 soit définis et justifiés par le laboratoire.

Cette approche doit étre app!tquée a des matrices réelles et des niveaux de concentrations généralement rencon-
trés par le laboratoire.

5.4.2 Organisation des essais

Le laboratoire effectue 10 analyses sur le méme échantillon réel en changeant les conditions de mesure, chaque
analyse étant répétée 2 fois dans des conditions qui prennent en compte la dérive de I'équipement dans une série
d'analyse (par exemple en début et fin de série d’analyse).

Tableau 8 — Organisation des essais pour I’étude intra-laboratoire

Répétitions Calculs
Changement de conditions

1] 2 X S VAR,

)_(i . § et Varn la moyenne, l'écart-type et la variance des répétitions dans le changement de conditions n® i.
p-33
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5.4.3 Caleul de la reproductibilité intralaboratoire

A travers une analyse de variance, nous obtenons :

10
S VAR,

i=1
10

répét =

2
s Lo
EEE SR intra = ,‘/VAH(Xi)*’“Lqé&

La reproductibilite intralaboratoire est évaluée par un écart-type Sg o €t un coefficient de variation cyr intra-
Calculer le coefficient de variation de reproductibilité pour un niveau, CVg inyra = Sg intra/ X €0 %.
Ou x est la moyenne des x;, définis 5.4.2.

NOTE La détection de valeurs aberrantes pourra étre éudiée a travers le test de Cochran et le test de Grubbs
[NF ISO 5725-2).

5.4.4 Validation des changements de conditions opératoires

Pour que celte approche soit significative, il est important que le changement des conditions opératoires soit
représentatif des sources d'incertitude les plus importantes (exemple : changement d’étalonnage par un autre
opérateur a chaque analyse).

[NF X 06-072]
Un test statistique peut étre mis en place pour valider I'effet «<changement des conditions opératoires». If s’agit
de comparer l'erreur due aux changemenls de conditions a lerreur de répeétabilité par la comparaison du
2 x Variance des 10 moyennes

Variance de répétabilite
VC = FH9;10;5%) = 3,02.

Mener l'interprétation de la maniére suivante :

rapport F= et de le comparer & la valeur critique de Fisher au seuil de 5 %,

— sile rapport F est supérieur a la valeur critique VC, I'effet «changements de conditions opératoires» est signi-
ficatif. L’écart-type de reproductibilité intra-laboratoire est exploitable.

— si le rapport F est inférieur ou égal a la valeur critique VC, l'effet «changements de conditions opératoires»
est négligeable. L'écart-type de reproductibilité n'est pas exploitable. Le plan d’expérience est a recommencer
en tenant compte des sources d'incertitude négligées.

5.4.5 Conclusions

Les résultats de 'approche des plans d’expériences spécifiques intralaboratoires pour trois niveaux (par exemple)
sont regroupés dans le Tableau suivant (voir Tableau 10).

Tableau 10 — Bilan des plans d’expérience spécifiques

Niveau 1 Niveau 2 Niveau 3
Moyenne x1 X2 X3
Incertitude-type composée absolue = SRintra,1 SRintra,2 SRintra,3
écart-type de reproductibilité intra-laboratoire
Incertitude-type composée relative = CVRintra 1 CVRintra 2 CVrintras
coefficient de variation de reproductibilité intra-iaboratoire

p.34
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5.5 Partie IV : Approche essais interlaboratoires

554  Principe et exploitation des essais

Le principe est d'exploiter les données des essais interlabotatoires auxquels le laboratoire participe.

Dans un premier temps, il convient de collecter les données des essais interlabotatoires sous la forme d'un

tableau suivant pour une matrice donnée :

Tableau 11 — Bilan des essais interlaboratoires

Valeur consensuelle CVRinter Valeur
Date de référence T du laboratoire Z-score
M en % m

i

2
3
4
5
6
7
8
9
10

Le Z-score est défini par e calcul de (m =M )/ Sg inter-

NOTE  Un Z-score supérieur a + 3 ou inférieur & — 3 permet de considérer que le laboratoire a eu un résultat trés éloigné

de M.

Une représentation graphique des Z-score peut accompagner le Tableau 11,

4 A

34 S e GommTea  GUSMmS  GmGCTENS  Gowwees  puemeensy  pvoemen  tammesy

2 = = m owm o m om - e

N .f”'/f\\\/\,

Figure 4 — Représentation graphique des Z-score

LCS
LSS

cible

LSl
LCI

Dans un deuxieme temps, il convient d'exploiter ces données pour estimer l'incertitude de mesure :

55.1.1 1% cas: Le laboratoire dispose d’'un nombre réduit de données d’essais interlabotatoires
auxquels il participe

Dans ce cas, le laboratoire ne peut exploiter directement que I'écart-type de reproductibilité interlaboratoire Sg inter
ou le CV de reproductibilite interlaboratoire CVy jyer de I'essai auquel il a participé a la valeur consensuelle de

référence (M),

p.35
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55.1.2 2% cas: Le laboraioire dispose de nombreuses données a différents niveaux de conceniration
d’essais interlabotatoires auxquels il participe

Dans ce cas, le laboratoire trace dans un premier temps graphiquement I'écart-type de reproductibilité interlabo-
ratoire sg e OU le CV de reproductibilité interlaboratoire CVg e, €0 fonction de la valeur consensuelle de refé-
rence de I'essai (M).

1) L'écart-type de reproductibilité interlaboratoire sg e, €St constant en fonction de la valeur consensuelle de
reférence de I'essai, alors I'incertitude peut étre exprimée directement sur tout le domaine d'application de la
méthode a partir de L'écart-type de reproduciibilité interlaboratoire Sg nter

2) Le CV de reproductibilité interlaboratoire CVg e €5t constant en fonction de la valeur consensuelle de refe-
rence de l'essai, alors l'incertitude peut étre exprimée directement sur tout le domaine d'application de la
méthode a partir du CV de reproductibilité interfaboratoire CVy inter

3) Nile CV de reproductibilité interlaboratoire CVg i, Ni Pécart-type de reproductibilite interlaboraloire Sg jper
n'est constant en fonction de la concentration de la valeur consansuelle de référence de I'essai, dans ce cas
exprimer l'incertitude soit en CV soit en écart-type pour des domaines séparés de concentration.

5.52 Conclusion

Les résultats de I'approche essais interlaboratoires sont regroupés dans le Tableau suivant (voir Tableau 12).

Tableau 12 — Bilan des essais interlaboratoires

Si Si Si
CVR inter cONstant sur te SRinterCONstant sur le domaine | CVRiner € SR iner N'est pas constant sur le domaine de
domaine de concentration | de concentration concentration
incertitude-type relative Incertitude-type absolue Incertitude-type s'exprimera en fonction des domaines
= CVRinter% = SR inter de concentrations en écart-type ou en coefficient de
variation

NOTE La dispersion intra-laboratoire sg iy, PeUL élre estimée par A Sy inter 8YEC SR inter 1@ dispersion inter-laboratoire
établie dans le Tableau 12 et 1 une valeur simple (1 = 1/2 ou A= 1/30u A =1/4).

A représente une estimation du rapport entre la dispersion intra et interlaboratoire.
Deux tests statistiques doivent valider la valeur 4 avec un minimum de p = 10 Z-scores obtenus dans le Tableau 11.
— Test de fidélité pour valider le rapport A :

Si I'écart-type des Z-scores est compris dans lintervalle P X995 %_(f_ D PrasslP 1)]

— Test de justesse pour valider le rapport A
Si la moyenne des Z-scores est compris dans l'intervalle : [— 3—&* ; + 3-—1—} ;

Joo b

6  Détermination et présentation de I'incertitude

Une comparaison peut étre réalisée par le laboratoire entre les valeurs obtenues par I'approche GUM, le controle
interne, les plans d'expériences spécifiques, et les essais interlaboratoires.

Tableau 13 — Bilan des différentes démarches

Incertitude-type composée absolue exprimée en écart-type
ou incertitude-type composée relative exprimée en coefficient
de variation pour une concentration proche de

Approche «GUM»

Approche «contréle interne»

Approche «plans d'expériences spécifiques»

Approche «essais inter-taboratoire»

p.36
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La nature des échantillons analysés (matrice) ainsi que la nature des solutions utilisées pour le contrble interne
(synthétique ou matériau de référence certifié) doit étre precisée.

Lincertitude s’exprimera sous la forme d'un écart-type ou d’un coefficient de variation, puis multiplié par 2 pour
exprimer la dispersion des valeurs pouvant raisonnablement &tre attribuées au mesurande.

Dans le cas de I'expression d'un écart-type, I'arrondi de la valeur d'incertitude (U = 2 s) doit rester cohérent avec
le format de résultat d’analyse.

Dans le cas de I'expression en coefficient de variation, la valeur d'incertitude (U = 2 CV) est arrondie a la valeur
supérieure de 5 en 5.

Cas1:

L'écart-type est constant sur tout le domaine de concentration, alors l'incertitude peut &tre exprimée directement
sur tout ce domaine a partir de 'écart-type s.

Cas2: Y

L.e CV est constant sur tout le domaine de concentration, alors l'incertitude peut étre exprimée directement sur
tout ce domaine a partir du CV.

Cas 3:

Nile CV, ni l'écart-type ne sont constant sur tout le domaine de concentration, dans ce cas exprimer l'incertitude
soit en CV soit en écart-type pour des domaines séparés de concentration.

Tableau 14 — Bilan de I'estimation de l'incertitude sur tout ie domaine de concentration

Si Si Si
CV constant sur le domaine § constant sur le domaine CV et s nest pas constant sur le domaine de
de concentration de concentration concentration
Incertitude elargie relative Incertitude élargie absolue | Incertitude élargie s'exprimera en fonction des
U=2CV U=2% domaines de concentrations en écart-type ou en
(arrondie 2 la valeur supérieure coefficient de variation en multipliant par 2
de 5 en5) (U= 2 CVarrondie & la valeur supérieure de 5 en 5)

Dans tous les cas, quelque soit I'approche utilisée, le laboratoire doit exprimer incertitude de mesure associée a
un résultat d'essai en précisant I'approche utilisée.
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spatiale et au minimum une séparation temporelle de I'ensemencement et de la préparation
des milieux, afin de maitriser le risque d'intercontamination. Il en va de méme pour les
différentes matrices « eau ».

Ces dispositions sont a décrire au sein de procédure(s).

Pour les analyses microbiologiques, celles-ci ne doivent, en aucun cas, étre réalisées dans le
méme local que les analyses biomédicales ou de santé animale.

Conformément aux pratiques de la profession, les laboratoires doivent manipuler (et
notamment ensemencer) en conditions d’ambiance maitrisées, prés d’'un bec bunsen ou sous
un poste de sécurité microbiologique par exemple.

Le contrdle qualité interne (contréles a blanc, contréle de l'air, des surfaces...) apportera la
preuve de la pertinence des dispositions retenues pour limiter les contaminations. Les
laboratoires pourront utiliser des systémes actifs a impact d'air ou une méthode basée@
impact « passif » des particules de I'air sur une gélose (sédimentation).

'environnement de travail. S

L'accumulation de résultats satisfaisants peut justifier une réduction ‘%Tféquence des
controles.

L'accumulation de résultats non satisfaisants peut justifier une m\t@tation de la fréquence

des controles. %J
Oy

Pour les analyses de biologie moléculaire, le Eab::é@ \; devra mettre en place une
; _qg@

%KJ
La fréquence et la pertinence de ces contréles sont a établir en fonction dﬁ%ﬂvn e et de

organisation des locaux permettant d’éviter les contap § croisées.

7.4 Méthode d’essai f(z& \

@}/ﬁ NF EN ISO CEI' 17025 chap. 5.4

LABREF 025 9.2

7.4.1 Validation des métho ey

i
Pour chaque analyse, i 'A\'Bnt de se reporter au domaine d’application défini par la norme.

Cependant, confors ent au document Cofrac LAB REF 08, les laboratoires ont la possibilité
d’appliquer hodes internes (généralement basées sur des normes). Le recours a des
méthodes &s doit étre fait en accord avec le client et/ou avec la réglementation (santé
ou env(@mgement) lorsque applicable.

Poﬁ%t,)&ﬁécaﬁ aux normes et notamment une utilisation hors du domaine deéfini dans celles-
ci, la“méthode est considérée comme «interne » et doit étre validée. Une expertise
documentaire est généralement requise pour que le Cofrac puisse se prononcer sur
I'accréeditation du laboratoire pour I'emploi de la méthode en question.

Il est fortement reg% de de respecter les méthodes normalisées (AFNOR, CEN, ISO...).

7.4.2 Incertitudes de mesure

Conformément au document LAB REF 02 § 9.2.3.1, les laboratoires doivent a minima
identifier les sources d'incertitudes et établir un plan d'action précisant les étapes mises en
ceuvre pour déterminer leurs incertitudes de mesure. lls doivent par ailleurs exploiter des
données dgja acquises (provenant des comparaisons inter laboratoires, des contrdles
internes de qualité par exemple).

LAB GTA 23 — Révision 00— Novembre 2008
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Lors de la publication par TAFNOR des normes « incertitudes de mesure en microbiologie »,
les laboratoires devront se mettre en conformité et achever leur démarche, pour les
parametres objets de ces normes.

7.5 Equipement

NF EN ISO CEI 17025 chap. 5.5

Les prescriptions qui suivent s'appliquent a la microbiologie.

Pour toute enceinte thermostatée (étuves, réfrigérateurs,...) ayant un impact critique sur les
essais, et notamment celle au-dessus de 20T, le controle effectif de la température est
nécessaire, soit par enregistrement en continu soit par thermomeétre mini-maxi.

Si l'enregistrement en continu est fortement recommandé, les laboratoires ont la possit}%té
d’effectuer leur contréle a I'aide d’un systéme « mini-maxi ». .

Dans tous les cas le laboratoire doit gérer les dépassements de température, et )les
dispositions nécessaires pour garantir la validité des résultats fournis au cliept. Kaute de
preuve de la maitrise de la température et de la durée de dépassement, les &%uly:ts doivent

étre invalides. S

Une cartographie doit étre réalisée préalablement a la mise en serv g cas d'intervention
importante. 1l est recommandé d'effectuer cette cartographie e ion réelle (a mi-charge
ou charge pleine). Le laboratoire devra par ailleurs se fixer tp quence de contrble pour
assurer son suivi dans le temps. % \

Les laboratoires pourront par exemple suivre la normé}x '5(/15—140 pour effectuer leur
cartographie. Les zones acceptables doivent &tre maté \Té%es.

élevee et utilisée comme agent séiectif.
Ainsi, il est tolérable d'accepter £ 2C v gﬁt\gﬁ [+ 22 C, et d'accepter 1T a+ 37T et au-

dela.

NP
Les laboratoires doivent établi una%ﬁema decisionnel de gestion de température d’incubation
afin notamment de montret maitrise des dépassements en température. Ce schéma
prendra en compte a m le type d'analyses (souches), le type de dépassement

(alarme haute ou ba durée de I'écart de température par rapport a la consigne.

(’
La précision sur la température a atteindre d@é%):ﬁfus stricte quand la température est plus

Les étuves venti gs ont acceptables, a condition de prendre des précautions pour éviter la
dessiccatio oses.

po d titre d’exemples) de :

~soit passer les boites au réfrigérateur a l'issue de lincubation habituelle (mais pour
une durée inférieure a 48h),

- soit utiliser des étuves programmables, dont la température descend automatiquement
vers + 4 3 + 6T a llissue de l'incubation habituel le, et reporter la lecture. Pour les
boites de gélose lactosée au Tergitol TTC, aprés sortie de I'enceinte réfrigérée, il est
recommandé de les réchauffer a température ambiante avant de faire la lecture,

- soit assurer une permanence.

Po%r\%oftes dont l'incubation se termine lors de jours chomés et le dimanche, il est
sibl

LAB GTA 23 — Révision 00— Novembre 2008
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Annexe A
(informative)
Exemple d'estimation de l'incertitude sur une méthode ELISA

Soit une méthode ELISA indirecte dont les résultats s'expriment en ratio DO échantillon / DO controle positif (E/P
par exemple).

NOTE  Les écarts-types sont exprimés en CV de reproductibilité (= écart-type de reproductibilité/moyenne du matériau
de référence utilisé).

CV de reproductibilité observé sur le MRI du laboratoire : 12 %
CV de reproductibilite observé par le fournisseur du réactif : 7 %
CV reproductibilite observé lors de I'essai interlaboratoires : 11 %

Le laboratoire pourra retenir comme incertitude estimée toute valeur située entre 1a valeur minimale et la
valeur maximale estimées avec un facteur d'élargissement k = 2.

Soit, dans le cas présent, une incertitude estimée située entre 14 % et 24 %.
Application :

Le seuil de positivité de la technique ELISA indirecte est de 0,40 (c’est-a-dire tout échantillon dont le E/P est
superieur a 0,40 est considéré comme positif).

Soit un échantillon dont le signal E/P observé est de 0,24,

Si le laboratoire a retenu l'incertitude estimée minimale de 0,14, il n'y a pas lieu d'attirer I'attention du client sur
ce résultat.

Si le laboratoire a retenu l'incertitude estimée maximale de 0,24, il lui est recommandé d'attirer 'attention du client
sur ce résultat, si le contexte lui parait le nécessiter.
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