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Avant Propos  
 

Lõensemble des renseignements permettant de valider la garantie des analyses 

est tenu à la disposition de la Société SOLABIA.  

 

Les résultats sont synthétisés au sein de tableaux et in terprétés selon la norme 

NF EN ISO 16140.  

 

 

V Fabricant : Biokar Diagnostics 

 Rue des Quarante Mines 

 BP 10245  

60002 BEAUVAIS Cedex 

 

V Laboratoire expert : ADRIA Développement  

 ZA Creacôh Gwen 

 29196 QUIMPER Cedex 

 

V Méthode à valider :  COMPASS® Bacillus cereus Agar pour le 

dénombrement de Bacillus cereus présomptifs 

 

V Référentiel de validation : Norme NF EN ISO 16140 (octobre 2003) : 

protocole pour la validation des méthodes 

alternatives 

 

V Méthode de référence§ : Norme NF EN ISO 7932 (juillet 2005) : méthode 

horizontale pour le dénombrement de Bacillus 

cereus présomptifs : technique par comptage de 

colonies à 30°C 

 

V Etendue de la validation : Tous produits dôalimentation humaine et produits 

dôalimentation animale 

 

                                            
§ Essai effectu® sous le couvert de lôaccr®ditation  
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11  IINNTTRROODDUUCCTTIIOONN  

 

1.1 Référentiel de validation 

 

Le référentiel de validation est la norme NF EN ISO 16140 (octobre 2003) : 

protocole pour la validation des méthodes alternatives. 

 

1.2 Protocole et principe de la méthode alternative 

 

Le protocole et les notices techniques sont donnés en Annexe 1. 

 

Le milieu COMPASS® Bacillus cereus Agar est un milieu chromogène 

permettant un dénombrement différentiel des espèces appartenant au 

groupe des Bacillus cereus. La méthode est la suivante : 

 

- pr®paration dôune suspension-mère en eau peptonée tamponnée,  

- dénombrement par inclusion (1 ml/boîte) ou par étalement (1 ml sur 

3  boîtes ou 0,1 ml en surface/boite), 

- incubation 24 à 27 heures à 30°C ° 1°C, 

- dénombrement des colonies caractéristiques (vertes avec un diamètre 

supérieur à 1 mm). 

 

Dans le cadre de la validation, une confirmation a été réalisée par le test 

de lôh®molyse. En cas de r®sultat discordant, une identification 

mol®culaire par s®quen­age de lôextr®mit® 5ô de lôADNr 16S et 

comparaison de la séquence obtenue à GenBank1 a été effectuée. 

 

1.3 Domaine dôapplication demandé 

 

Tous produits dôalimentation humaine 

Produits dôalimentation animale 

 

1.4 Méthode de référence§ 

 

La méthode de référence utilisée est la norme NF EN ISO 7932 (juillet 

2005) : méthode horizontale pour le dénombrement de Bacillus cereus 

présomptifs : technique par comptage de colonies à 30°C. Le protocole est 

schématisé en Annexe 2. 

                                            
1
 http://www.ncbi.nlm.nih.gov 

§ Essai effectué sous le couvert de lôaccr®ditation  
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22  EETTUUDDEE  CCOOMMPPAARRAATTIIVVEE  DDEESS  MMEETTHHOODDEESS  

 

2.1 Linéarité 

 

La lin®arit® est d®finie comme lôaptitude de la m®thode, pour une matrice donn®e, ¨ 

fournir des résultats proportionnels à la quantit® dôanalyte pr®sente dans 

lô®chantillon, côest-à-dire quô¨ une augmentation de lôanalyte correspond une 

augmentation linéaire ou proportionnelle des résultats. 

 

2.1.1 Matrices utilisées et protocoles de contamination 

 

Cinq catégories de produits ont été analysées (une matrice par catégorie), 

cinq niveaux de contamination ont été testés et deux répétitions ont été 

réalisées par échantillon. Au total, 25 analyses ont été effectuées en double 

à la fois par la méthode de référence et la méthode alternative. Les couples 

matrice / souche et les taux testés sont donnés dans le tableau suivant :  

 

Matrice testée Souche Taux dõinoculation vis®s 

Pâté de campagne Bacillus cereus 35 100  

500  

1 000  

5 000  

10 000 

Poudre de lait Bacillus cereus Ad 420 

Pâtes fraîches cuisinées  Bacillus weihenstephanensis Ad 780 

Purée de légumes Bacillus mycoïdes Ad 761 

Croquettes pour chien Bacillus cereus 29 

 

2.1.2 Résultats bruts 

 

Les résultats bruts sont présentés en annexe 3. Les graphiques 

bidimensionnels pour chaque matrice sont présentés figure 1.  
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Figure 1 - Linéarité : graphiques bidimensionnels 
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Méthode par inclusion 
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2.1.3 Interprétation statistique 

 

Les résultats des interprétations statistiques sont donnés dans le tableau 

suivant  : 

 

Méthode par étalement 

Matrice R Régression 

utilisée 

Rob.F Valeur critique P% Coefficient de 

corrélation 

Droite de régression 

Pâté de 

campagne 

1,00 GMFR 3,375 5,41 11 0,998 log Alt = 1,030 log Réf - 0,107 

Poudre de lait 2,00 GMFR 4,399 4,53 5 0,993 log Alt = 0,803 log Réf+ 0,319 

Pâtes fraîches 

cuisinées 

0,61 GMFR 22,442 5,41 0 0,977 log Alt = 0,945 log Réf + 0,147 

Purée de légumes 1,75 GMFR 20,350 4,53 0 0,987 log Alt = 0,923 log Réf. + 0,247 

Croquettes pour 

chien 

1,20 GMFR 18,740 4,53 0 0,991 log Alt = 1,072 log Réf - 0,266 

 

 

Méthode par inclusion 

Matrice R Régression 

utilisée 

Rob.F Valeur critique P% Coefficient de 

corrélation 

Droite de régression 

Pâté de 

campagne 

1,37 GMFR 7,442 5,41 3 0,992 log Alt = 0,986 log Réf - 0,031 

Poudre de lait 1,70 GMFR 10,724 4,53 1 0,990 log Alt = 0,881 log Réf + 0,287 

Pâtes fraîches 

cuisinées 

0,56 GMFR 14,362 5,41 1 0,987 log Alt = 0,915 log Réf + 0,161 

Purée de légumes 1,50 GMFR 38,526 3,97 0 0,984 log Alt = 0,950 log Réf + 0,041 

Croquettes pour 

chien 

1,50 GMFR 1,309 4,53 37 0,998 log Alt = 1,000 log Réf - 0,089 

 

Interprétation statistique :  

P > 5 % : pas significatif  1 % < P < 5 % :  significatif 

0,1 % < P < 1 % : très significatif  P < 0,1 %  : hyper significatif 

 

Les droites de régression sont données figure 2. 
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Figure 2 - Linéarité : Droites de régression 

 

Méthode par étalement 
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Croquettes pour chien - Régression GMFR
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Méthode par inclusion 
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2.1.4 Conclusion 

 

Ç Méthode par étalement 

 

Tous les coefficients de corrélation montrent des valeurs satisfaisantes, 

supérieures ou égales à 0,98.   

 

Les valeurs de P % sont supérieures ou égales à 5 %, et apparaissent donc 

non significatives pour les matrices pâté de campagne et poudre de lait. Ces 

valeurs sont inférieures à 5% pour les trois autres matrices, pâtes fraîches 

cuisinées, purée de légume et croquettes pour chien. Cependant, il est à 

noter que le test de non-linéarité « lack of fit » utilisé perd de sa robustesse 

lorsque le coefficient de corrélation est élevé (> 0,90). Or, les coefficients de 

corrélation sont dans tous les cas supérieurs ou égaux à 0,98. La linéarité ne 

peut être réfutée. 

 

Ç Méthode par inclusion 

 

Tous les coefficients de corrélation montrent des valeurs satisfaisantes, 

supérieures à 0,98.   

 

La valeur de P % est supérieure à 5 %, et apparaît donc non significative 

pour la matrice croquettes pour chien. Ces valeurs sont inférieures à 5% 

pour les autres matrices, poudre de lait, pâtes fraîches cuisinées, purée de 

légume et pâté pour chien. Comme précédemment exposé, le test de non-

linéarité perd de sa robustesse lorsque le coefficient de corrélation est élevé 

(> 0.90), ce qui est le cas présent.   

 

 

La linéarité de la méthode COMPASS® Bacillus cereus Agar par 

étalement ou par inclusion est satisfaisante. 
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2.2 Exactitude relative 

 

Lôexactitude est lô®troitesse de lôaccord entre le r®sultat dôessai et la valeur de 

référence acceptée. 

 

2.2.1 Nombre et nature des échantillons 

 

Un total de 115 échantillons a été analysé pour obtenir 86 résultats 

exploitables par la méthode par étalement et 84 résultats pour la méthode 

par inclusion. Ces analyses ont été effectuées après avoir réalisé un criblage 

sur de nombreux ®chantillons susceptibles dô°tre contamin®s. 

 

Tableau 1 - Nombre et nature des échantillons 

 

Catégories Types 

Nombre 

 dõ®chantillons  

analysés 

Nombre de résultats 

exploités 

Méthode par 

 étalement 

Méthode par 

inclusion 

Produits carnés et 

produits de la mer 

Charcuterie 9 8 7 

Plats cuisinés 10 7 6 

Terrines 6 5 4 

Produits laitiers 

Poudres de lait 5 5 5 

Fromages 12 7 7 

Desserts lactés 6 3 3 

Ovoproduits 

Pâtes 3 2 2 

Poudres 4 3 2 

Pâtisseries, crèmes, entremets 8 8 8 

Produits végétaux 

Farines, épices 3 2 3 

Légumes déshydratés ou 

congelés 
11 7 7 

Salades composées, riz, 

purées, divers 
12 9 9 

Produits dôalimentation 

animale 

Produits déshydratés 9 8 8 

Biscuits frais 10 9 9 

Riz, pâtes, granulés 7 3 3 

Total 115 86 83 
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2.2.2 Contamination artificielle des échantillons 

 

Les inoculations ont été effectuées avec des souches B. cereus sous forme 

de cellules végétatives, mais également sous forme de spores afin de 

vérifier la germination de ces dernières sur la gélose COMPASS® Bacillus 

cereus agar. Les produits inoculés, les souches, les stress appliqués ainsi 

que lô®valuation de lôintensit® des stress des cellules v®g®tatives  sont 

donnés en annexe 4.  

 

Un récapitulatif est donné dans le tableau 2. 

 

Tableau 2 - Récapitulatif des échantillons inoculés 

 

Catégories 

Nombre 

 dõ®chantillons  

inoculés 

Nombre de résultats 

exploités 

Méthode par  étalement Méthode par inclusion 

Produits carnés et  

produits de la mer 
22 18 16 

Produits laitiers 17 11 11 

Ovoproduits 5 4 3 

Produits végétaux 11 10 10 

Produits dôalimentation 

animale 
21 19 19 

Total 76 62 59 

 

Le pourcentage de contamination artificielle par lôinoculation de cellules 

végétatives est de 57% pour la méthode par étalement et de 55% pour la 

méthode par inclusion. 

 

Des inoculations ont également été effectuées avec des spores dans le but 

de vérifier la germination de ces dernières lors de la réalisation de la 

méthode alternative. Le pourcentage de contamination artificielle par 

lôinoculation de spores est de 15% pour la méthode par étalement et de 16% 

pour la méthode par inclusion. 

 

Le pourcentage de contamination artificielle est alors de 72 % pour la 

méthode par étalement et de 71 % pour la méthode par inclusion. 
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2.2.3 Résultats bruts 

 

Lôensemble des r®sultats obtenus est pr®sent® en Annexe 5. Les 

échantillons ont été analysés en double par chacune des deux méthodes. 

 

Tableau 3 
 

Cat®gorie dõaliments 
Domaine de contamination (log) 

Méthode par étalement Méthode par inclusion 

Produits carnés et produits de la mer 1,70 à 5,23 1,43 à 5,20 

Produits laitiers 1,48 à 4,30 1,48 à 4,30 

Ovoproduits 1,60 à 6,79 1,90 à 6,79 

Produits végétaux 1,70 à 5,72 1,43 à 5,72 

Produits dôalimentation animale 1,48 à 3,74 1,48 à 3,74 

 

Au cours de lô®tude de validation, les colonies dénombrées sur le milieu 

COMPASS® Bacillus cereus ont été confirmées par le test hémolyse à raison 

de cinq colonies par boîte retenue. 

 

Les ®chantillons pour lesquels toutes les colonies test®es nôont pas donn® un 

test positif ¨ lôh®molyse, sont list®s dans le tableau ci-après : 

 

N° 

éch. 
Produit 

Méthode par 

étalement 

Méthode par 

 inclusion 

Identification des 

isolats par séquençage 

de lõADNr 16S 

1046 Terrine de saumon 
/ 

2 colonies non hémolytiques 

sur 10 testées 

Carnobacterium 

maltaromaticum 

1047 Hachis parmentier 
/ 

1 colonie non hémolytique 

sur 20 testées 

Leuconstoc citreum 

1057 Moussaka surgelée 
/ 

2 colonies non hémolytiques 

sur 10 testées 

Leuconstoc citreum 

1058 Poêlée campagnarde 

surgelée 
/ 

1 colonie non hémolytique 

sur 7 testées 

Enterococcus spp 

11009922  MMaaggrreett  ddee  ccaannaarrdd  ttrraanncchhéé  00  ccoolloonniiee  hhéémmoollyyttiiqquuee  

ssuurr  1133  tteessttééeess  

00  ccoolloonniiee  hhéémmoollyyttiiqquuee  

ssuurr  1133  tteessttééeess  

GGrroouuppee  BBaacciilllluuss  cceerreeuuss  

1155 Brie 
/ 

2 colonies non hémolytiques 

sur 9 testées 

Enterococcus faecalis 

1167 Farine de sarrasin 
/ 

1 colonie non hémolytique 

sur 10 testées 

Leuconstoc citreum 

1082 Sandwich poulet curry 
/ 

5 colonies non hémolytiques 

sur 14 testées 

Leuconostoc citreum 
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Pour certaines colonies plus ou moins caractéristiques observées lors de la 

réalisation de la méthode COMPASS® Bacillus cereus Agar par inclusion, les 

tests dôh®molyse ont montr® des r®sultats n®gatifs ; certains isolats ont été 

identifi®s par s®quen­age de lôADNr 16S et appartiennent au groupe des 

bactéries lactiques, avec les espèces : 

 

- Leuconostoc citreum 

- Enterococcus faecalis 

 

Des identifications sont en cours pour les isolats issus des échantillons 1046, 

1047, 1057, 1058 et 1167. 

 

Ces colonies apparaissent généralement de taille inférieure à 1 mm de 

coloration bleue à bleue-verte, et non de coloration caractéristique verte, lors 

de la réalisation du protocole par étalement. A lôexception de lô®chantillon 

1082, ces colonies ont été comptées, car minoritaires dans un ensemble de 

colonies caractéristiques, de coloration verte et de diamètre supérieur à 

1 mm, appartenant au groupe Bacillus cereus. La prise en compte de ces 

colonies nôa ainsi que tr¯s peu dôimpact sur le r®sultat final.  

 

Des souches appartenant aux espèces Leuconostoc citreum, Enterococcus 

faecalis ont été testées dans lô®tude dôexclusivit®. Elles ne montrent 

généralement pas de croissance, ou présentent des colonies non 

caractéristiques, blanches ou encore bleues, de diamètre inférieur à 

1 mm.  

 

Il est ®galement ¨ noter que dans le cas de lô®chantillon 1092, les colonies 

caractéristiques observées sur COMPASS® Bacillus cereus Agar par 

inclusion ou étalement sont non hémolytiques, mais appartiennent 

cependant au groupe Bacillus cereus, comme démontré par séquençage 

de lôADNr 16S. Il est de ce fait ind®niable que ces isolats ne peuvent être 

d®nombr®s par la m®thode de r®f®rence, ou par nôimporte quelle m®thode 

incluant une ®tape de confirmation des colonies par le test de lôh®molyse. 

Une étude menée sur 339 souches du groupe B. cereus a montré que 3,2% 

de ces dernières ne pr®sentent pas dôactivit® h®molytique2. Ce phénotype 

non hémolytique serait entre autre imputable à une mutation du gène PlcR3.  

                                            
2
 Thaenthaneen et al., 2005. int. J. Food. Microbiol. 25, 203-212. 

3
 Slamti et al., 2004. J. Bacteriol. 186, 3531-3538. 
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Il est à noter que cet échantillon inoculé artificiellement contenait de ce fait 

un mélange de souches du groupe B. cereus, certaines présentant une 

activit® h®molytique correspondant ¨ la souche inocul®e, dôautres ne 

pr®sentant pas dôactivit® et correspondant ¨ une contamination naturelle. La 

différence de nombre de colonies caractéristiques entre la méthode de 

référence et la méthode alternative a entraîné la lecture de dilutions 

décalées. Les colonies non hémolytiques étant majoritaires sur COMPASS® 

Bacillus cereus Agar, seules ces dernières ont de ce fait été confirmées.  

 

Les résultats bruts ont donc été interprétés sur la base de lôensemble 

des colonies caractéristiques observés, tel que décrit dans le protocole 

de la méthode alternative.  

 

Les graphiques bidimensionnels pour chaque catégorie sont donnés figure 3. 
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Figure 3 - Exactitude relative : Graphique bidimensionnel 
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Méthode par inclusion 
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2.2.4 Interprétation 

 

Tableau 4 

 

Méthode par étalement 

Catégorie n R 
Régression 

utilisée 
a t(a) b t(b) T critique 

P% 

Ordonnée 

à 0 

Pente à 

1 

Produits carnés et 

produits de la mer 

20 1,25 GMFR -0,013 0,068 0,996 0,063 2,100 93 95 

Produits laitiers 15 2,00 GMFR 0,021 0,134 0,961 0,693 2,160 90 50 

Ovoproduits 13 1,33 GMFR 0,113 0,721 0,929 1,884 2,200 49 9 

Produits végétaux 18 1,00 GMFR -,0332 2,253 1,056 1,376 2,120 4 19 

Produits dôalimen-

tation animale 

20 0,57 GMFR -0,218 0,755 1,028 0,255 2,100 46 80 

Tous produits 86 1,00 GMFR -0,084 1,143 0,992 0,354 1,989 26 72 

 

 

Méthode par inclusion 

Catégorie n R 
Régression 

utilisée 
a t(a) b t(b) T critique 

P% 

Ordonnée 

à 0 

Pente à 

1 

Produits carnés et 

produits de la mer 

17 1,00 GMFR 0,300 1,308 0,889 1,474 2,131 21 16 

Produits laitiers 15 1,25 GMFR 0,124 0,535 0,919 0,974 2,160 60 35 

Ovoproduits 12 0,94 GMFR -0,012 0,284 0,972 2,742 2,228 2 78 

Produits végétaux 19 0,88 GMFR -0,454 2,357 1,070 1,293 2,110 21 3 

Produits dôalimen-

tation animale 

20 0,48 OLS1 0,144 0,634 0,893 1,244 2,01 53 23 

Tous produits 83 0,88 GMFR -0,068 0,806 0,983 0,667 1,989 42 51 

 
Interprétation statistique :  

P > 5 % : pas significatif  1 % < P < 5 % :  significatif 

0,1 % < P < 1 % : très significatif  P < 0,1 %  : hyper significatif 
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Tableau 5 

 

Méthode par étalement 

Catégorie Biais D 
Répétabilité  

méthode alternative 

Répétabilité  

méthode de référence 

Produits carnés et  

produits de la mer 

- 0,075 0,294 0,235 

Produits laitiers - 0,090 0,235 0,117 

Ovoproduits - 0,115 0,235 0,176 

Produits végétaux - 0,080 0,235 0,235 

Produits dôalimentation animale - 0,087 0,176 0,308 

Tous produits - 0,083 0,235 0,235 

 

Méthode par inclusion 

Catégorie Biais D 
Répétabilité  

méthode alternative 

Répétabilité  

méthode de référence 

Produits carnés et  

produits de la mer 

-0,038 0,294 0,294 

Produits laitiers -0,125 0,148 0,117 

Ovoproduits -0,123 0,220 0,235 

Produits végétaux -0,135 0,205 0,235 

Produits dôalimentation animale -0,085 0,147 0,308 

Tous produits -0,115 0,205 0,235 

 

Les droites de régression (sous la forme de graphiques et dô®quations) pour 

chacune des matrices et pour lôensemble des matrices sont donn®es 

figure 4.  

 

2.2.5 Conclusion 

 

Ç Méthode par étalement 

 

Les hypothèses « Ordonnée à 0 » et « Pente à 1 » sont vérifiées dans tous 

les cas, excepté pour la catégorie « Produits végétaux » pour laquelle une 

valeur proche de 5% est obtenue pour lôordonn®e ¨ 0 (P% = 4%). 

 

Les biais observés sont faibles et varient de - 0,115 à - 0,070 Log UFC/g 

selon les catégories. 

 

La droite de régression obtenue pour « Tous produits » est :  

Log Alt = 0,992 Log Réf. - 0,084 
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Les limites de répétabilité de la méthode de référence et de la méthode 

alternative sont très proches ; elles varient de 0,176 à 0,295 Log UFC/g pour 

la méthode alternative et de 0,117 à 0,308 Log UFC/g pour la méthode de 

référence en fonction des catégories testées. 

 

Ç Méthode par inclusion 

 

Les hypothèses « Ordonnée à 0 » et « Pente à 1 » sont vérifiées dans tous 

les cas, excepté pour les « Ovoproduits è pour lôordonn®e ¨ 0 (P % = 2) et 

pour la pente à 1 pour les « Produits végétaux » (P % = 3).  

 

Les biais observés sont faibles et varient de - 0,135 à - 0,038 Log UFC/g 

selon les catégories. 

 

Les limites de répétabilité varient, selon les catégories, de 0,117 à 0,294 Log 

UFC/g pour la méthode de référence et de 0,147 à 0,294 Log UFC/g pour la 

m®thode alternative. Elles apparaissent donc dôordre similaire.  

 

La droite de régression obtenue pour « Tous produits » est : 

Log Alt. = 0,980 Log Réf. - 0,027 

 

 

La méthode COMPASS® Bacillus cereus Agar montre une exactitude 

satisfaisante. 
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Figure 4 - Exactitude relative : Droites de régression 
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Méthode par inclusion 
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2.3 Limite de détection (LOD) et limite de quantification (LOQ) 

 

Le niveau critique (LC) est défini comme la plus petite quantité qui peut être 

détectée (non nulle), mais non quantifiée comme une valeur exacte. En dessous de 

cette valeur, il ne peut être assuré que la valeur vraie est nulle. 

 

La limite de détection (LOD) est définie comme le niveau supérieur au niveau 

critique.  

 

La limite de quantification (LOQ) est d®finie comme la plus petite quantit® dôanalyte 

(côest-à-dire le plus petit nombre r®el dôorganismes) qui peut être mesurée et 

quantifiée avec une exactitude et une fidélité définies dans les conditions 

expérimentales de la méthode en cours de validation. 

 

2.3.1 Protocole 

 

La souche Bacillus cereus 1, isol®e de coule dôîuf, a ®t® cultiv®e en bouillon 

BHI. Des suspensions de différentes concentrations ont été préparées et 

inoculées par étalement (1 ml sur 3 boîtes et 0,1 ml sur 1 boîte) et par 

inclusion (1 ml dans une boîte). Six réplicats par condition ont été 

dénombrés. Chaque suspension a été dénombrée en parallèle en PCA par 

inclusion (10 boîtes/taux). 

 

2.3.2 Résultats 

 

Les résultats bruts sont donnés en Annexe 6. Les données sont intrinsèques 

à la méthode alternative. 

 

Les résultats sont donnés ci-après : 

 

Ç Méthode par étalement : 1 ml sur 3 boîtes 

 

Niveau 

Nombre 

d'échantillons 

"positifs" 

Ecart-type 

So 

Biais X0 

(médiane des Xoi) 

  Formules Valeurs obtenues 

 LC 1,65 So + Xo 2,4 

0 0 / /  LOD 3,3 So + Xo 4,4 

0,5 0 0,000 0  LOQ 10So + Xo 12,2 

1 3 1,169 0,5     

5 6 2,137 4     
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Ç Méthode par étalement : 0,1 ml sur 1 boîte 

 

Niveau 

Nombre 

d'échantillons 

"positifs" 

Ecart-type 

So 

Biais X0 

(médiane des Xoi) 

  Formules Valeurs obtenues 

 LC 1,65 So + Xo 2,1 

0 0 / /  LOD 3,3 So + Xo 3,7 

5 2 0,516 0  LOQ 10So + Xo 10,3 

10 3 0,983 0,5     

50 6 2,160 6,5     

 

Ç Méthode par inclusion : 1 ml dans 1 boîte 

 

Niveau 

Nombre 

d'échantillons 

"positifs" 

Ecart-type 

So 

Biais X0 

(médiane des Xoi) 

  Formules Valeurs obtenues 

 LC 1,65 So + Xo 2,4 

0 0 / /  LOD 3,3 So + Xo 4,4 

0,5 1 0,408 0  LOQ 10So + Xo 12,2 

1 3 1,169 0,5     

5 6 2,422 3     

 

2.4 Sensibilité relative 

 

La sensibilité relative est définie comme la capacité de la méthode alternative à 

d®tecter deux quantit®s diff®rentes dôanalyte qui ont ®t® mesur®es avec la m®thode 

de référence en utilisant une matrice donn®e sur toute lô®tendue de mesure. Côest la 

variation de quantit® minimale (accroissement de la concentration dôanalyte x) qui 

donne une variation significative du signal mesuré (réponse y).  

 

Les données sont intrinsèques à la méthode. Elles sont obtenues à partir des 

r®sultats obtenus dans lô®tude de lin®arit®.  

 

Les profils de précision obtenus pour les différentes matrices sont présentés 

figure 5. 

 

Les résultats bruts sont donnés en Annexe 7. 
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Figure 5 - Profils de précision obtenus pour les différentes matrices 
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2.5 Spécificité/Sélectivité 

 

Les résultats sont donnés en Annexe 8. 

 

2.5.1 Protocole 

 

Toutes les souches ont été cultivées et diluées en eau peptonée tamponnée.  

 

41 souches appartenant au groupe Bacillus cereus ont été testées, ainsi que 

41 souches négatives. 

 

2.5.2 Résultats 

 

Sur les 41 souches testées en inclusivité, 34 ont donné des colonies 

caractéristiques vertes sur les géloses COMPASS® Bacillus cereus, quelle 

que soit la m®thode dôensemencement. 

 

Une souche de Bacillus pseudomycoïdes (Ad 767) a donné des colonies 

caractéristiques sur milieu COMPASS® Bacillus cereus uniquement en 

inclusion. 

 

Trois autres souches de lôesp¯ce Bacillus pseudomycoïdes (Ad 765, Ad 766 

et DSM 307) ne se sont pas développées sur gélose COMPASS® Bacillus 

cereus, mais ont donné des colonies caractéristiques sur gélose Mossel. Ces 

souches ont été testées à nouveau en effectuant la dernière dilution dans de 

lôeau pepton®e tamponn®e suppl®ment®e avec 1 % de lait stérilisé. Elles ont 

alors montré des colonies caractéristiques sur COMPASS® Bacillus cereus 

pour quatre colonies sur cinq testées. 

 

Une souche de B. weihenstephanensis (Ad 782) sur cinq test®es sôest 

développée en donnant des colonies blanches sur gélose COMPASS® 

Bacillus cereus. 

 

Toutes les autres souches testées ont donné des colonies 

caractéristiques vertes à bleues vertes de diamètre supérieur à 1 mm. 

 

Toutes les souches testées en exclusivité apparaissent non 

caractéristiques. 
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33  PPRRAATTIICCAABBIILLIITTEE  

 

La praticabilit® a ®t® ®valu®e dôapr¯s les treize crit¯res d®finis dans les 

exigences relatives aux études de validation : 

 

La praticabilité a été évaluée : 

 

V Mode de conditionnement  

des éléments de la méthode 

- Coffret de 20 boîtes de 90 mm 

- Paquet de 10 flacons de milieu prêt à 

lôemploi 

- Coffret de 10 flacons de supplément à 

reconstituer  

V Volume de réactifs Sans objet 

V Condition de stockage des  

éléments et péremption  

des produits non ouverts 

Tous les milieux sont à stocker à 2 - 8°C. La 

DLU de stockage est indiquée sur les coffrets. 

V Modalit®s dôutilisation apr¯s  

première utilisation 

Sans objet 

V Equipements en locaux  

spécifiques nécessaires 

La méthode ne nécessite pas de locaux 

spécifiques. 

V R®actifs pr°ts ¨ lôemploi  

ou à reconstituer 

Les suppléments à rajouter dans les flacons de 

milieu pr°ts ¨ lôemploi sont ¨ reconstituer avec 

1 ml dôeau st®rile. 

V Durée de formation de 

lôop®rateur non initi® ¨ la 

méthode 

Moins dôune journ®e 
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V Temps réel de manipulation 

et flexibilité de la méthode 

Temps en minutes pour une série de  

12 échantillons  

 

Etape 
Méthode de 

référence 

Méthode 

alternative 

 Etalement Inclusion 

 Prélèvement, broyage 64 64 64 

 Préparation des boîtes, 

analyses 

67 34 23 

 Lectures 15 12 10 

 Confirmations 60   

 Total 206 110 97 

Temps par échantillon 17,2 9,2 8,1 

V D®lai dôobtention des 

résultats 
Etape 

Méthode de 

référence 
Méthode alternative 

 Broyage, analyse J0 J0 

 Lectures J1 - J2 J1 

 Confirmation résultat J3  

 Résultat final J3 J1 

V Type de qualification de 

lôop®rateur 

Elle est identique à celle nécessaire à la mise en 

îuvre de la m®thode de r®f®rence. 

V Etapes communes avec la 

méthode de référence 

Préparation de la suspension mère 

V Traçabilité des résultats La traçabilité est celle habituellement appliquée 

dans un laboratoire de microbiologie 

V Maintenance par le 

laboratoire 

Sans objet 

 

La méthode COMPASS® Bacillus cereus permet un gain de temps à : 

 

- lôobtention des r®sultats, avec des r®sultats obtenus ¨ J1 contre J3 

par la méthode de référence, 

- la manipulation, avec un temps de manipulation divisé par 2. 

 

Elle montre une sélectivité nettement plus importante que celle de la 

méthode référence, facilitant indéniablement la lecture des géloses.  
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44  EETTUUDDEE  IINNTTEERRLLAABBOORRAATTOOIIRREE  

 

4.1 Organisation  

 

Quatorze laboratoires ont particip® ¨ lô®tude.  

 

4.1.1 Matrice et souche utilisées 

 

Lô®tude a port® sur de la crème anglaise, inoculée par des spores de la 

souche Bacillus cereus MJG03, isol®e de coule dôîuf. 

 

4.1.2 Inoculation 

 

Les taux dôinoculation vis®s ®taient les suivants : 

 

- 0 UFC/g, 

- 10 ï 100 UFC/g, 

- 100 ï 1 000 UFC/g, 

- 1 000 ï 10 000 UFC/g.  

 

Les échantillons ont été répartis à raison de 10 ml par flacon. Deux 

échantillons par taux et par laboratoire ont été préparés, soit huit échantillons 

par laboratoire. Un flacon supplémentaire a été joint au colis pour 

dénombrement de la flore aérobie mésophile par la méthode NF EN ISO 

4833. 

 

4.1.3 Etiquetage, expédition 

 

Les échantillons ont été expédiés le lundi 4 janvier 2010 et analysés le 

mercredi 6 janvier 2010. 

 

Les échantillons codés (code connu uniquement du laboratoire expert) ont 

été placés dans des caisses isothermes contenant des blocs réfrigérants et 

exp®di®s aux diff®rents laboratoires ¨ lôaide dôun transport express. 

 

Un flacon témoin température contenant un enregistreur de température a 

été joint au colis, afin de suivre la température au cours du transport et de la 

mesurer à réception. 
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Chaque laboratoire, identifié par une lettre, a reçu :  

 

-- 8 échantillons codés de crème anglaise (10 g) dans des sacs Stomacher 

pour le dénombrement de Bacillus cereus par la méthode de référence 

ISO 7932 et la méthode COMPASS® Bacillus cereus, 

 

- 1 échantillon non codé de crème anglaise (10 g) pour le dénombrement 

de la flore aérobie mésophile par la méthode de référence ISO 4833, 

 

- un flacon témoin contenant de lôeau et un thermobouton pour le contrôle 

de la température à réception, le suivi pendant le transport et le stockage 

au laboratoire jusquô¨ la r®alisation des analyses. 

 

4.1.4 Eléments nécessaires à la réalisation des essais par les 

laboratoires collaborateurs 

 

Les r®actifs n®cessaires ¨ la mise en îuvre de la m®thode alternative et de 

la méthode de référence ont été fournis par la Société SOLABIA. 

 

Les instructions détaillées ont été transmises aux laboratoires par le 

laboratoire expert. 

 

4.1.5 Analyses 

 

Les laboratoires collaborateurs et le laboratoire expert ont analysé les 

échantillons par la méthode de référence et la méthode alternative. 
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4.2 Vérification des paramètres expérimentaux 

 

4.2.1 Stabilité de la souche au cours du transport 

 

Afin de vérifier la stabilité de la souche Bacillus cereus MJG03, six 

échantillons (3 niveaux de contamination x 2 échantillons) ont été dénombrés 

après 24 h et 48 h de stockage à 4°C. Les résultats sont reportés dans le 

tableau 6 à J0. 

 

Tableau 6 ï Dénombrement de Bacillus cereus  

par la méthode ISO 7932 (in log UFC/g) 

 

Jour de lõanalyse Niveau de contamination Méthode de référence Méthode alternative 

Jour 0 1 180 120 

110 180 

2 1 400 1 300 

1 500 1 800 

3 15 000 15 000 

14 000 14 000 

Jour 1 1 210 160 

180 180 

2 1 800 1 700 

2 000 1 600 

3 18 000 19 000 

27 000 17 000 

Jour 2 1 160 82 

130 160 

2 2 200 2 000 

1 900 1 900 

3 24 000 19 000 

17 000 15 000 

 

Aucune ®volution de la souche nôest observ®e au bout de 48 h de 

conservation à 4°C. 
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4.2.2 Température des échantillons à réception  

 

Les températures mesurées à réception sont données dans le tableau 7. 

 
Tableau 7 ï Température des échantillons à réception 

 

Laboratoires Température mesurée par 

le thermobouton (°C) 

Température mesurée 

à réception (°C) 

Jour et heure 

de réception 

A 1,5 5,0 J1 ï 13h30 

B 1,5 4,5 J1 ï 14h30 

C 1,5 4,2 J1 ï 15h30 

D 2,5 4,8 J1 ï 10h00 

E 1,5 0,8 J1 ï 10h20 

F 0,0 2,3 J1 ï 11h00 

G Thermobouton défectueux 3,4 J1 ï 09h00 

H 0,5 2,2 J1 ï 10h00 

I 0,5 1,8 J1 ï 08h30 

J 0,0 2,2 J1 ï 09h45 

K 1,5 1,0 J1 ï 09h30 

L 0,0 1,0 J1 ï 09h30 

M 0,5 1,5 J1 ï 11h30 

N Non reçu 2,9 J1 ï 10h00 

 

 

4.2.3 Conclusion 

 

Aucune anomalie nôa ®t® relev®e pendant le transport ; la température 

mesurée pendant le transport était comprise entre 0°C et 2,5°C. 
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4.3 Résultats des analyses 

 

4.3.1 Dénombrement de la flore aérobie mésophile 

 

Le dénombrement de la flore aérobie mésophile varie de < 10/UFC/g à 

60 UFC/g. 

 

4.3.2 Dénombrement de Bacillus cereus 

 

Lôinterpr®tation statistique a ®t® r®alis®e selon le projet dôamendement 1 de 

la norme ISO 16140 (septembre 2009).  

 

4.3.2.1. Résumé des résultats obtenus par les deux méthodes 

 

Une synthèse des résultats est présentée dans les tableaux 8 et 9. 

 

Tableau 8 - Synthèse des résultats obtenus par la méthode alternative 

et la méthode de référence (en UFC)  
 

Labora- 
toires 

Niveau 0 Niveau 1 Niveau 2 Niveau 3 

Méthode de 
référence 

Méthode 
alternative 

Méthode de 
référence 

Méthode 
alternative 

Méthode de 
référence 

Méthode 
alternative 

Méthode de 
référence 

Méthode 
alternative 

A <10 <10 <10 <10 230 200 220 160 3200 1800 2300 1800 23000 22000 25000 18000 

B <10 <10 <10 <10 170 190 160 120 1800 2400 1500 1600 20000 21000 11000 10000 

C <10 <10 <10 <10 220 140 150 100 1600 1900 1500 1600 25000 18000 17000 20000 

D <10 <10 <10 <10 220 200 250 200 2700 2700 1900 2300 19000 23000 20000 18000 

E <10 <10 <10 <10 200 170 110 160 1400 1500 1500 1200 16000 9300 7700 7500 

F <10 <10 <10 <10 160 190 80 120 1100 1400 1600 1200 27000 20000 10000 11000 

G <10 <10 <10 <10 140 160 210 150 1700 1700 1500 1500 19000 9800 13000 11000 

H <10 <10 <10 <10 190 170 240 180 1800 1500 2500 1700 22000 21000 24000 17000 

I <10 <10 <10 <10 240 260 210 110 2200 2000 1900 1900 16000 14000 16000 8700 

J <10 <10 <10 <10 160 150 120 160 2000 1800 2000 1900 18000 13000 17000 14000 

K <10 <10 <10 <10 180 190 110 200 2000 2200 1800 1900 16000 15000 18000 23000 

L <10 <10 <10 <10 270 170 200 140 2000 1800 2200 2200 16000 12000 17000 15000 

M <10 <10 <10 <10 200 220 210 130 1700 2700 2200 2400 15000 16000 13000 15000 

N <10 <10 <10 <10 150 160 160 190 1700 1600 1700 1400 29000 17000 20000 15000 

O 
(ADRIA) 

<10 <10 <10 <10 160 130 82 160 2200 1900 2000 1900 24000 17000 19000 15000 

 




























































































