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Cette attestation comporte 7 pages

Validation

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

ATTESTATION DE VALIDATION DE METHODE ALTERNATIVE D'ANALYSE

SUIVANT LA NORME NF EN ISO 16140 : 2003

N° attestation : BIO 12/08 - 07/00 ] Date de validation : 05.07.2000
Dates de reconduction™: 23.09.2004

23.05.2008

Extensions les* : 24.05.2007

17.01.2008

Fin de validité : 05.07.2012

*le protocole EN ISO 16140 a été mis en ceuvre
lors de la reconduction en 2004 et lors de
I'extension en 2007 pour I'étude préliminaire,
et en 2008 pour I’étude interlaboratoire

La Société (siege social, distributeur bioMeérieux SA
et site de production) 69280 MARCY-L’ETOILE
FRANCE

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

VIDAS® E.coli 0157 (ECO) — Réf. 30 112

Reéférence du protocole : notice 07292 version N

DOMAINE D’APPLICATION

Tous produits d’alimentation humaine.
RESTRICTIONS EVENTUELLES D’EMPLOI
Aucune.

METHODE DE REFERENCE

EN ISO 16654 (2001) : Méthode horizontale pour la recherche des Escherichia coli O157.

[ 4
Le Directeur Général Délégué
Jacques BESLIN

AFNOR Certification
11, rue Francis de Pressensé —~ 93571 La Plaine Saint-Denis Cedex - France
Tél +33 (0)1 41 62 80 00 — Fax +33 (0)1 48 17 90 00
certification@afnor.org - www.afnor-validation.org
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PRINCIPE DE LA METHODE

Le test VIDAS E.coli 0157 (ECO) est un test immuno-enzymatique permettant la détection d'antigénes
o' Escherichia coli 0157 par la méthode ELFA (Enzyme Linked Fluorescent Assay).

Le test VIDAS immuno-concentration E.coli 0157 (ICE) est un test qui s'utilise en complément du test
VIDAS ECO pour la confirmation des échantillons d’origine alimentaire détectés positifs. || permet la
concentration d'E.coli 0157 a partir d'un bouillon d’enrichissement.

Dans le cadre de la marque AFNOR Validation, tous les échantillons positifs a lssue du test VIDAS®

ECO doivent étre confirmés a partir du bouillon d’enrichissement CT-MAC non chauffé conservé a 2-

8°C. La confirmation doit étre initiée dans les 24heures suivant la fin de I'incubation du bouillon :

1. soit par lintermédiaire du test VIDAS® ICE réalisé a partir du bouillon CT-MAC, suivi d'un
isolement sur gélose CT-SMAC ou sur gélose 0157 :H7ID

2. soit par isolement direct du bouillon CT-MAC sur gélose CT-SMAC ou sur gélose CT-0157 :H7ID

Les colonies caractéristiques sur ces milieux seront identifiées soit :
- selon les tests classiques décrits dans les méthodes normalisées par le CEN , 'ISO (en
incluant 'étape de purification).
- en réalisant une galerie bioMérieux et un test au latex O157 directement a partir des
colonies isolées (sans étape de purification).
- en réalisant un test latex 0157 directement & partir des colonies isolées sur la gélose
sélective.

En cas de résultats discordants (positif par la méthode alternative, non confirmé par les tests décrits
ci-dessus), le laboratoire devra mettre en oeuvre les moyens sufffisants pour s'assurer de la validité du
résultat rendu.

HISTORIQUE DE VALIDATION

Depuis la premiére étude de validation réalisée en 2000, la méthode VI DAS ECO n'a pas été modifiee.
La méthode de référence a changé (validation antérieure selon la méthode BAM 8°™ édition) et le
protocole de validation a changé pour prendre en compte la norme EN ISO 16140. Lors de la
reconduction en 2004, les résultats antérieurs (étude 2000) relatifs aux études de praticabilité, de
spécificité, et & I'étude collaborative ont été conservés.

L'étude préliminaire d'extension réalisée en mai 2007, selon ia norme EN ISO 16140 a porté sur
lintégration du protocole spécifique aux viandes crues de beeuf.
Une nouvelle étude interlaboratoire a été conduite en janvier 2008, pour prendre en compte la norme

EN ISO 16140.

En mai 2008, la reconduction de validaton a été prononcee, sans réalisation d'essais
complémentaires, étant donné que ni la méthode VIDAS ECO, ni la méthode prise en référence, ni le
protocole de validation n’ont été modifiés.

EXACTITUDE relative, SPECIFICITE relative, SENSIBILITE relative (études 2004 et

2007) Comparaison des performances de la méthode alternative et de la méthode de référence

Essais protocole général (2004)

Des essais ont été effectués sur 324 échantillons de produits dont 150 artificiellement contaminés et
174 non contaminés, appartenant aux grandes catégories d'aliments suivantes: produits carnés,
produits laitiers, produits \‘/égétaux, produits de la péche, divers (patisseries, ceufs et derivés, plats
cuisinés)

Tous les &échantillons ont été analysés en simple par les deux méthodes.
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Tableau de résultats (Cf. tableau 1 de la norme NF EN ISO 16140) :
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Méthode de référence positive

Méthode de référence négative

Réponses
p (R+) (R-)
Méthode alternative positive Accord positif A+ / R+ Déviation positive A+ / R-
(A+) (PA) =143 " (PD)=2
Méthode alternative négative Déviation négative A- / R+ Accord négatif A-/ R-
(A7) (ND)=5@ (NA) =174 ©

(1) il s'agit de positifs confirmeés

(2) et (3) dont aucun échantillon présumé positif par la méthode alternative, négatif apres confirmation

Essais « protocole spécifique viandes crues de beeuf » (2007)

Des essais ont été effectués sur 65 échantillons de produits dont 33 artificiellement contamines et 32
non contaminés, appartenant a la grande catégorie d’aliments suivante : viandes crues de boeuf

Tous les échantillons ont été analysés en simple par les deux méthodes.

Tableaux de résultats (Cf. tableau 1 de la norme NF EN ISO 16140) :

1) Incubation de I’'eau peptonée tamponnée pendant 8 heures a 41,5°C +/-1°C :

Méthode de référence positive

Méthode de référence négative

Réponses
P (R+) (R-)
Méthode alternative positive Accord positif A+ / R+ Déviation positive A+ / R-
(A+) (PA) =24 (PD)=85"
Méthode alternative négative Déviation négative A-/ R+ Accord négatif A-/ R-
(A-) (ND)=2®@ (NA)=34®

(1) il s'agit de positifs confirmés

(2) et (3)dont aucun échantillon présumé positif par la méthode alternative, négatif apres confirmation

2) Incubation de I'’eau peptonée tamponnée pendant 24 heures & 41,5°C +/-1°C :

Méthode de référence positive

Méthode de référence négative

Réponses
P (R+) (R)
Méthode alternative positive Accord positif A+ / R+ Déviation positive A+ / R-
(A+) (PA) =24 (PD)=7"
Méthode alternative négative Déviation négative A-/ R+ Accord négatif A-/ R~
(A-) (ND)=2@ (NA)=32®

(1) il s'agit de positifs confirmés

(2) et (3) dont aucun échantillon présumé positif par la méthode alternative, négatif apres confirmation

Les pourcentages obtenus, par rapport a la méthode de référence, sont les suivants :

Protocole spécifique « viandes crues de boeuf »

Protocole général

Incubation 8 heures

Incubation 24 heures

Exactitude relative 97.8 % 89,2 % 86,2 %
Spécificité relative 98,9 % 87,2 % 82,1 %
Sensibilité relative 96,6% 92,3% 92,3%

Note : une spécificité relative inférieure & 100% résulte d’'un nombre de positifs supplémentaires
confirmés et non pas de faux positifs
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La sensibilité a également été recalculée en tenant compte de I'ensemble des positifs confirmés (ceci
inclut les positifs supplémentaires de la méthode alternative) :

Méthode alternative : Méthode de référence :
Protocole général (PA+PD)/(PA+PD +ND)=96,7% (PA+ND)/(PA+PD + ND) = 98,7%
Protocole spécifique avec i 4 pp) / (PA + PD + ND) = 93,6%  (PA + ND)/ (PA + PD + ND) = 83,9%

incubation de 8 h.

m:g:g?nsg:ggqhue aVeC pA 4 pD)/(PA+PD+ND)=93,9% (PA+ND)/(PA+ PD + ND) =78,8%

Analyse des discordants (selon 'annexe F de la norme EN ISO 16140)

Pour le protocole général :

PD=2, ND=5Y=PD+ND=7
6<Y <22 m=2, M=0 doncm>M

Pour le protocole spécifique viande crue de boeuf avec incubation 8 heures :

PD=5ND=2 Y=PD+ND=7
6<Y <22, m=2, M=0 doncm>M

Pour le protocole spécifique viande crue de boeuf avec incubation de 24 heures .

PD=7,ND=2,Y=PD+ND=9
6<Y <22 m=2, M=1 doncm>M

Conclusion

Les deux méthodes ne sont pas différentes en termes statistiques, quel que soit le protocole utilisé.

NIVEAU DE DETECTION RELATIF (études 2004 et 2007)

Comparaison des performances de la méthode alternative et de la méthode de référence

Des essais ont été effectués en 2004 sur les 5 combinaisons produits alimentaires/souches decrites
dans le tableau ci-dessous.

Ces produits représentent les catégories suivantes d'aliments : Produits carnes, Produits laitiers,
Produits végétaux, Produits de la péche, Divers.

Les produits ont &té analysés 6 fois, par les deux méthodes, a 4 niveaux de contamination.

SS0/SS0/102/attestation/bioMerieux/ BIO 12-08 07-00 (fr)/ réédition 2009.25.02



