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introduction

Le vin est une matrice com-
plexe tant sur le plan physico-
chimique que sur le plan mi-
crobiologique. De nombreux
micro-organismes, technolo-
giques ou d'altération, peuvent
coexister et former un écosys-
téme microbien difficile a appré-
hender. Lobjectif de I'analyse
microbiologique des molits et
des vins est d'assurer une meil-
leure qualité des vins, en per-
mettant de détecter toute ano-
malie pendant les différentes
phases de la fabrication et dans
le produit fini.

Les méthodes développées
pour la détection et la quanti-
fication des micro-organismes
dans le vin peuvent étre grou-
pées en trois catégories prin-
cipales: techniques de micros-
copie (cellule de Malassez,
épifluorescence), dénombre-
ment des micro-organismes
par culture (comptage sur boite
de Pétri) et PCR (Polymerase
Chain Reaction), technique
basée sur l'identification des
micro-organismes a partir de
leur ADN, notamment utilisée
pour la détermination des
Brettanomyeces.

Le nombre de laboratoires pra-
tiquant le contrdle microbiolo-
gique des vins a augmenté ces
derniéres années, néanmoins,
I"'absence d'essai interlabora-
toires dans ce domaine présente
un écueil pour les laboratoires
dans le cadre de l'assurance
qualité pour le contréle de leur
performance.

Cet article décrit la conception
et la réalisation d'un essai d'ap-
titude mettant en ceuvre des
échantillons de vin dopés en
levures. Lobjectif de ce circuit
expérimental est de permettre
aux laboratoires de démontrer
la fiabilité de leurs résultats et
de comparer les données ana-
lytiques et les protocoles appli-
qués pour le dénombrement des
Brettanomyces dans les vins.

Methodologie

Un essai d'aptitude implique I'ana-
lyse par chaque laboratoire d'un
méme échantillon pour la déter-
mination de critéres analytiques
donnés. D'une fagon générale, la
conception d'un essai d'aptitude
peut étre résumée en trois étapes
principales: la préparation des
entités soumises & I'essai, I'ana-
lyse des échantillons par les labo-
ratoires et le traitement statistique
des données, avec |'estimation
d’une valeur assignée.

Préparation

des échantillons

Un des points fondamentaux
lors de I'organisation d’un essai
d'aptitude est la préparation
des échantillons. Ces derniers
doivent étre suffisamment ho-
mogenes et stables pour éviter
d'imputer des écarts liés aux
échantillons comme des écarts
de justesse liés aux laboratoires.
Les échantillons ont été préparés
par dopage d'un vin rouge (1)

(1) 100 % Grenache, Cétes-du-Rhéne,
S0, total 1 mg/l.

B Tableau 1: Résultats moyens des dénombrements des
Brettanomyces dans le vin aprés 7 jours de conservation a
(5+3) °C.

Jour d'analyse Jo J1 J3 J4 J7
Moyenne (UFC/ml, en log) 2,781 2405 2723 2825 2463
M Figure 1: Résultats du contrdle d’homogénéité des
échantillons en fonction de leur numéro de fabrication.
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avec une suspension de Dekkera bruxellensis (2) ajustée en termes
de nombre de micro-organismes.

La stabilité du produit a été évaluée sur une durée de sept jours
sur trois échantillons analysés en double (deux répétitions).
Lhomogénéité des échantillons préparés a éte vérifiée par une
étude sur dix échantillons (deux répétitions) prélevés au sein d'une
fabrication de 38 échantillons, selon un pas défini. Les analyses
ont été effectuées selon le protocole défini dans le recueil OIV
{Organisation internationale de la vigne et du vin).

Analyse des échantillons par les laboratoires

Les échantillons ont été envoyés aux 20 laboratoires participant a
I'essai, accompagnés d'un formulaire de réponse. Ces échantillons
ont été expédiés en colis réfrigéré avec un échantillon d'eau pour
témoin de température.

(2) Souche BM010, pour le critére analytique Brettanomyces.




Les participants ont été invités a saisir dans le formulaire de réponse,
en plus de la concentration en micro-organismes (en unité formant
colonie par millilitre, UFC/ml), des informations sur la date de mise
en analyse, la méthode utilisée, le milieu de culture, la tempéra-
ture, le temps d'incubation et le type d'ensemencement. Compte
tenu de la nature instable des échantillons, ils ont dd prendre en
charge les échantillons dés leur réception.

Traitement statistique des données et résultats

de I'essai

Le traitement statistique des résultats a été réalisé selon la norme
ISO 13528 « Méthodes statistiques utilisées dans les essais d’apti-
tude par comparaisons interlaboratoires ». Une valeur assignée
a été estimée a partir de la moyenne issue de l'application de
I'algorithme robuste A. Pour porter un jugement sur l'aptitude
des laboratoires, une valeur de tolérance (deux fois I'écart type
issu de I'application de I'algorithme robuste A) a été calculée.
Cette valeur sert a déterminer un intervalle autour de la valeur
assignée. Les résultats en dehors de cet intervalle ont été consi-
dérés comme non justes.

Résultats

Les résultats des études de stabilité des échantillons montrent
un taux de recouvrement satisfaisant par rapport aux concentra-
tions ciblées aprés sept jours de conservation des échantilions a
(5£3) °C (tableau 1).

Les résultats des analyses d’'homogénéité sont résumés graphi-
quement dans la figure 1. Ces données montrent une homogénéité
satisfaisante des échantillons avec une étendue entre les valeurs
minimum et maximum de 0,460 UFC/ml en log. Seize laboratoires
sur vingt ont rendu leurs résultats accompagnés d’informations
intéressantes pour le traitement des données.

Une valeur assignée de 2,462 UFC/ml (exprimé en log) a été
estimée a partir de la moyenne robuste des résultats de tous

M Figure 2: Résultats de I'essai d'aptitude sous forme

d’histogramme.
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les laboratoires, a I'exception
des résultats obtenus hors
délai d’analyse et du résultat
obtenu par PCR, le principe de
cette méthode étant différent
par rapport aux autres (mé-
thodes culturales). Les princi-
paux parameétres statistiques
calculés a partir des données
de I'essai sont résumés dans
le tableau 2.

Les données des laboratoires
ont été compilées sous forme

d’histogramme (figure 2); |a
valeur assignée et l'intervalle
de tolérance de I'essai sont indi-
qués sur |'axe des abscisses. La
répartition des laboratoires sur
ce graphique a été effectuée en
fonction de la méthode appli-
quée: OIV (8 laboratoires, en
vert), interne (7 laboratoires,
en bleu) et PCR (1 laboratoire,
en orange). Les moyennes
par méthode sont résumées
ci-aprés (tableau 3).

ETableau 2: Synthése des résultats du traitement statistique des données.

Paramétre statistique
Valeur assignée pour I'évaluation de I'aptitude (X)

Incertitude-type sur la valeur assignée (u,)?

Ecart-type robuste des résultats (s*,), calculé sur I'ensemble des résultats ayant participé & |'estimation de la

valeur assignée

Nombre de résultats ayant participé a I'estimation de la valeur assignée (p.)

Coefficient de variation (CV,)

Ecart-type pour I'évaluation de I'aptitude (SDPA), caractéristique de dispersion reliée a I'évaluation des résultats

Valeur de tolérance, 2 écarts-types pour I'évaluation de I'aptitude. Elle correspond & un écart maximum toléré

par rapport a la valeur assignée (VT = 2 x SDPA)

Borne supérieure de l'intervalle de tolérance (valeur assignée + valeur de tolérance). Valeur au-dessus de laquelle

le résultat est considéré non juste (X + 2 x SDPA)

Borne inférieure de l'intervalle de tolérance (valeur assignée - valeur de tolérance). Valeur en dessous de laquelle

le résultat est considéré non juste (X - 2 x SDPA)

Résultats non justes (po)

Valeur
2,462, UFC/ml en log

0,270, UFC/ml en log

0,749, UFC/ml en log

12
30 %

0,749, UFC/ml en log

1,498, UFC/ml en log

3,960, UFC/ml en log

0,964, UFC/ml en log




B Figure 3: Milieux de culture utilisés par les laboratoires.
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B Tableau 3: Moyennes par méthode (UFC/ml, en log).

Toutes  Méthode Meéthodes PCR
méthodes o intemes

Moyennes, x*n, 2,462 2,182 2,060 2,916
Incertitude-type sur
la moyenne, u*s 0,270 0,397 0,680 -
Ecart-type robuste 0749 0898 1438 5
des résultats, s*, ‘ 4 *
Nombre de résultats pris 12 8 7 1

en compte, pm

Des milieux de culture prove-
nant de différents fournisseurs
ont été utilisés (la répartition
des milieux utilisés est décrite
en figure 3). Le milieu de culture
le plus utilisé est le « Mil-Brett:
milieu sélectif Brettanomyces »

de Laffort-Sarco. La tempéra-
ture et le temps d’'incubation
donnés par les différents la-
boratoires varient respective-
mentde25°Ca30°Cetdeba
12 jours. La majorité des parti-
cipants a appliqué la méthode

d’ensemencement en surface. Aucune tendance n'a été mise en
évidence en fonction de la méthode, du milieu utilisé ou des
conditions d’'incubation.

Conclusion

Lessai interlaboratoires pour le critére analytique Breftanomyces
dans le vin, regroupant une vingtaine de laboratoires dans le monde,
a été mis en place avec succes et les résultats ont été diffusés aux
participants. Ce circuit expérimental a été transformé en circuit
classique avec trois essais par an. Les laboratoires ont désormais
un moyen de contrdler de maniére ponctuelle, mais aussi continue
dans le temps, la fiabilité de leurs résultats et de faire reconnaitre
leurs procédures analytiques par les organismes d'accréditation
compétents. =

ialiste

le sp
el e ro%hc;h

AVRIL 2017 REVUE DES (ENOLOGUES N° 163 4.7

Ll
=
g
=
=
Q
w
=




