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ATTESTATION DE VALIDATION DE METHODE ALTERNATIVE D'ANALYSE

SUIVANT LA NORME NF EN ISO 16140 : 2003

l N° attestation : BIO 12/28 — 04/10 J Date de validation : 01.04.2010
Fin de validité : 01.04.2014
La Société BIOMERIEUX
(siége social, distributeur Chemin de I'Orme
et site de production) 69280 MARCY ETOILE

est autorisée a faire référence a la marque AFNOR VALIDATION pour la méthode alternative
quantifative d'analyse ci-dessous :

TEMPO STA

Ref. 80 002

Référence du protocole : 12695 F

DOMAINE D’APPLICATION

Tous produlits d'alimentation humaine et aliments pour animaux de compagnie.

RESTRICTIONS EVENTUELLES D’EMPLOI

Aucune.

METHODE(S) DE REFERENCE

NF EN ISC 6888-2 {1999) et son amendement A1 (2003) — Microbiologie des aliments — Méthode

horizontale pour le dénombrement des staphylocoques a coagulase positive {Staphylococcus aureus et
aufres espéces) - Partie 2 : technique utilisant le milieu gélosé au plasma de lapin et au fibrinogene.

Le Directeur Général Délégué
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PRINCIPE DE LA METHODE

TEMPO® STA est un test automatisé sur le systtme TEMPO permettant le dénombrement des
staphyclocoques & coagulase positive en 24 & 27 heures. Le test est composé d’un flacon de milieu de
culture et d’une carte, spécifique & la numération des staphylcogues.

Le milieu de culture comporte un substrat fluorescent qui émet a pH neutre un signal détecté par le
TEMPO Reader. Au cours de l'incubation, les staphylocoques présents dans la carte assimilent les
sléments nutritifs du milieu de culture, entrainant une baisse de pH et I'extinction du signal fluorescent.
En fonction du nombre et du type des puits positifs, le systéme TEMPO déduit le nombre de
staphylocoques présents au depart dans réchantillon selon un calcul basé sur la techniqgue NPP
{Nombre le Plus Probable}.

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

Etude de linéarité :

Des essais ont &té effectués en 2009 sur les 5 combinaisons produit alimentaire/souche et dans les
catégories d'aliments figurant dans le tableau ci-dessous.

Les échantillons ont été analysés en double par chacune des deux méthodes, aux cing niveaux
de contamination artificielle suivants : 200, 1 000, 5 000, 26 000, 125 000 UFC/g.

tes résultats obtenus sont les suivants, avec mise en osuvre soit de dilutions combinées (1/40,
1/400, 1/4000) soit de dilutions plus usuelies (1/40, 1/400) :

Dilutions combinées :

Catégorie d’aliments

Couple matrice/souche

Droite de régression |

Steak haché Staphylococcus aureus Ad 160 Y = 1,086 X — 0,370
Terrine pour chien Staphylococcus aureus Ad 155 Y=1,106 X-0512 |
Coule d’oeuf Staphylococcus aureus Ad 159 Y = 1,096 X — 0,324

Lait pasteurisé

Staphylococcus atreus Ad 468

Y =1,096 X-0,324

Filet de julienne

Staphylococcus aureus AOOMO72

Y =1,077 X - 0,322

Y = log(N méthode alternative)

X = log{N méthode de référence)

Dilutions usuelles :

Catégorle d'aliments

Couple matrice/souche

Droite de régression

Steak haché Staphylococcus aureus Ad 160 Y = 1,095 X - 0,337
Terrine pour chien Staphylococcus aureus Ad 155 Y = 1,075 X - 0,256
Coule d'oeuf Staphylococcus aureus Ad 159 Y = 1,105 X — 0,344

Lait pasteurisé

Staphylococeus aureus Ad 468

Y =1,100 X - 0,318

Filet de julienne

Staphylococcus aureus ADOMO72

Y = 1,057 X- 0,264

Y = log(N méthode alternative)

X = log(N méthode de référence)

Etude d’exactitude :

Des essais ont été effectués en 2009. L'exploitation statistique a porté sur 65 resultats
interprétables provenant de 36 échantillons naturellement contaminés et 29 artificiellement

contaminés, appartenant aux grandes catégories d'aliments suivantes :

Produits carnés, produits laitiers, produits de la mer, divers (plats traiteurs, patisseries, etc.), et
aliments pour animaux de compagnie.

Les échantillons ont &té analysés en double par chacune des deux méthodes.
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A titre indicatif, les domaines de contamination (concentration) étaient les suivants :

Catégorie d’aliments Domaine de contamination (log)*
Produifs carnés 1,4944,73
Alimentation des animaux de compagnie 1,32 45,54
Produits laitiers 1,00 24,69
Divers 1,32 44,96
Produits de ta mer 2,26 45,53

L'éguation de la droite de régression entre la méthode alternative et la méthode de référence,
toutes catégories confondues, est la suivante :

Equation de la droife : Y = 1,003X - 0,120

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

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

Les limites de répétabilité (en log) obtenues pour la méthode alternative et la méthode de référence
sont les suivantes :

Méthode alternative Méthode de référence
r=0,352 r=0,176

Le biais (en log) entre les deux méthodes (alternative — référence) est le suivant :
D = -0,080 (si I'on prend la médians)

Ce biais est faible.

Conclusion pour la linéarité ef 'exactitude relative :
Les études de linéarité et d’exactitude montrent que les résultats obtenus avec la méthode TEMPO STA

sont comparables aux résultats obtenus avec la méthode de référence, avec toutefois des limites de
répétabilité de la méthode alternative supérieures a celles de fa methode de référence

Conservation des cartes TEMPO & 4°C

Les résultats obtenus aprés stockage a 4°C pendant 24 h et 48 h ont été comparés & ceux obtenus
immédiatement aprés incubation.

La conservation des cartes TEMPO STA pendant 24 & 48 h & 4°C ne modifie pas le résultat observe
immédiatement aprés incubation.

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

» 30 souches de staphylocoques & coaguiase positive ont été détectées sur 31 testées. La souche non
reconnue était une souche de S. infermedius CIP 81.60 uniquement dénombrée par la méthode de
référence. Une deuxiéme souche, S. infermedius, a été testée (CIP 81.67) et a donné un résuitat
négatif par les deux méthodes. Il est & noter que les souches S. aureus 6 et 605 ne sont énumérees
par la méthode TEMPO STA qu'a partir de la suspension tryptone-sel supplémentée en lait.

» D'stude de 24 souches mappartenant pas au groupe des staphylocoques & coagulase positive n'a
pas mis en évidence la présence de réactions croisées.
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PRATICABILITE
Mise en oeuvre de la méthode alternative seulement

¢ Délai d’obtention des résultats :

- L'obtention des résultats positifs et négatifs se fait en 1 jour avec la méthode alternative contre 1 &
2 jours avec la méthode de référence.

» L'intérét majeur de la méthode TEMPO STA réside :

- dans ie gain de femps important au niveau de I'analyse et de la lecture, Fulilisation de la
methode TEMPO STA divisant par deux le temps d’analyse dans le cas d'une grande série (20
échantillons),

- dans le gain de place a l'incubation des cartes TEMPO®STA et Ia gestion facilitée des déchets,
- dans la tragabilité compléte de Fanalyse, assurée au niveau du TEMPO Filler et du TEMPO
Reader.

ETUDE INTERLABORATOIRE

L'étude interlaboratoire a été réalisée en 2010 avec 16 laboratoires collaborateurs. Les analyses ont été
effectuées sur des échantillons de lait pasteurisé, contaminés artificiellement avec une souche de

serotype Staphylococcus aureus aux 4 niveaux suivants ;
- niveau 0: 0 UFC/g

- niveau 1: 10~ 100 UFC/g
- niveau 2: 100~ 1 000 UFC/g
- niveau 3: 1000 - 10000 UFC/g

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

Les résultats obtenus, calculés conformément au projet d'amendement 1 de la norme EN 1SO
16140 :2003 (version prA1i :2009), sont les suivants :

Nombre de

j Méthode de référence Méthode alternative
Niveau de lahoratoires
contamination donnantdes | Ecartiypede | Ecarttypede | Ecarttypede | Ecarttype de
résultats Répétabilité | Reproductibilité | Répétabilité | Reproductibilité Biais
exploitables* Se Sr S Sk

Niveau 1 13* 0,1647 0,1629 0,1503 0,2068 -0,1808
Niveau 2 15* 0,0638 0,1445 0,1498 0,1561 -0,2616
Niveau 3 16 0,1266 0,1941 0,1184 0,1471 0,0050

*3 laboratoires n'ont pas analysé la dilution 1/10 pour la méthode de référence. Les résultats n'étafent
pas interprétables pour les trois laboraloires au niveau 1, et pour deux laboratoires au niveau 2.

Note: Limite de répétabilité r = 2,8 S,, avec 5, écart-type de répétabilité
Limite de reproductibilité R = 2,8 Sg, avec Si écart-type de reproductibilité

Conclusion

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

- Il est souhatt&ié d adressej:a AFNOR Ceriification
toute réclamation concernant fes performances de la méthode validée

ase des études préliminaire et interlaboratoire
sur le site www.afnor-validation.org
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