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Validation

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

ATTESTATION DE VALIDATION DE METHODE ALTERNATIVE D'ANALYSE
SUIVANT LA NORME EN ISO 16140 : 2003

N° attestation : BIO 12/12 - 07/04 I Date de validation : 01.07.2004
Reconduction le : 01.07.2008
Fin de validité : 01.07.2012

* Le protocole EN ISO 16140 a été mis en oeuvre en
2004 pour |‘étude préliminaire et en 2008 pour
I'étude interlaboratoire de reconduction.

La Société BioMérieux SA
(siége social, distributeur 69280 MARCY I'ETOILE
et site de production) FRANCE

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

VIDAS Listeria species Xpress (VIDAS LSX) — Réf. 30 224

Référence du protocole : notice 12628 version |

DOMAINE D’APPLICATION

Produits carnés, produits laitiers et végétaux et les échantillons d'environnement.

RESTRICTIONS EVENTUELLES D’EMPLOI

Aucune.

METHODE DE REFERENCE

EN ISO 11290-1 incluant Pamendement A1 (2004) : Microbiologie des aliments - Méthode horizontale

pour la recherche et le dénombrement de Listeria monocytogenes - Partie 1 : Méthode de recherche -
(février 1997).

L.e Directeur Général Délégué
Jacques BESLIN
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PRINCIPE DE LA METHODE

Le test VIDAS® LSX est un test immunoenzymatique permettant la détection d'antigénes de Listeria
par la méthode ELFA (Enzyme Linked Fluorescent Assay) grace au systéme automatise VIDAS®,

Le cone (SPR®) a usage unique sert & la fois de phase solide et de systéme de pipetage pour le test.
Lintérieur du cone est recouvert d'anticorps anti-Listeria adsorbés sur sa surface. Les autres réactifs
de la réaction immunologique sont préts a 'emploi et pré-répartis dans la cartouche. Toutes les étapes
du test sont réalisées automatiquement par le module analitique VIDAS®. Lors de I'étape finale de
révélation, la fluorescence émise est mesurée.

Dans le cadre de la marqgue AFNOR VALIDATION, tous les échantillons positifs a lissue du test
VIDAS® LSX doivent étre confirmés. La confirmation doit étre initiée dans les 48 heures suivant la fin
de l'incubation & 30°C et se fait & partir du bouillon LX non chauffé conservé a 2-8°C, par isolement sur
gélose Palcam ou Oxford ou milieux chromogéniques, puis identification selon les tests classiques
décrits dans les méthodes normalisées par le CEN ou I'ISO (en incluant I'étape de purification).

En cas de résultats discordants (positif par la méthode alternative, non confirmé par les tests décrits
dans les méthodes normalisées par le CEN ou I'ISO), le laboratoire devra mettre en ceuvre les moyens
sufffisants pour s'assurer de la validité du résultat rendu.

HISTORIQUE DE VALIDATION

La premiére Validation a été prononcée le 01.07.2004.

Objet de Pextension de Validation du 02.12.2004: I'extension de Validation a porté sur la
comparaison de la méthode VIDAS LSX & la norme de référence EN ISO 11290-1 incluant
Pamendement A1 (2004). L'amendement A1 modifie les milieux d'isolement utilisés apres les étapes
d’enrichissement en bouillons Fraser demi et Fraser. Dans la méthode de référence, les milieux
PALCAM et OXFORD ont été remplacé par les milieux « Agar Listeria selon Ottaviani et Agosti » et un
second milieu au choix. Les essais d'extension de validation ont été réalisés avec trois milieux : Agar
Listeria selon Ottaviani et Agosti », PALCAM et OXFORD.

Objet de Pextension de Validation du 20.09.2005 : une modification a été apportée au protocole de
la méthode VIDAS LSX afin d'élargir la durée d'incubation du second bouillon LX qui devient
« 6 heures & 24 heures », au lieu de « 6 heures a 8 heures », ceci afin de permettre le traitement par
le laboratoire d’échantillons arrivant I'aprés-midi avec un protocole plus long type « 48 heures ».

Afin de valider I'extension de la durée d'incubation, des essais tierce partie ont été menés pour le
critére exactitude/sensibilité/spécificité relatives en testant 124 échantillons supplémentaires apres 6h
et aprés 24h d'incubation du second bouillon LX. Ces essais ont montré que les performances de la
méthode VIDAS LSX n'étaient pas affectées par I'élargissement de la plage d'incubation.

Objet de I’étude de reconduction du 01.07.2008 : les résultats: des études préliminaire et
d’extension de 2004 et de I'étude d’extension de 2005 ont été repris et complétés par des essais sur la
catégorie échantillons d'environnement (exactitude, spécificité et sensibilité relatives).
Les compléments d’étude préliminaire ont été réalisés selon les deux protocoles suivants :

- Protocole tous prélévements d’environnement : protocole déja validé (avec enrichissement

secondaire de 6 a 24 heures)
- Protocole additionnel pour les prélévements de surface : protocole sans transfert

L’étude interlaboratoire a été réalisée selon la norme EN 1SO 16140 et le champ d'application de la
méthode a été étendu aux prélévements d'environnement.

EXACTITUDE relative, SPECIFICITE relative, SENSIBILITE relative

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

Tous les échantillons ont été analysés en simple par les deux méthodes. Les deux premiéres etapes
de chague méthode différant I'une de l'autre, deux prises d'essai différentes ont éte réalisées sur
chaque échantilion.
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A/ Protocole VIDAS LSX avec enrichissement du second bouillon LX en 6 heures pour toutes les
catéqories étudiées :

Des essais ont été effectués en 2004 et en 2005 sur 314 échantillons de produits dont 113
naturellement contaminés, 154 non contaminés et 47 artificiellement contaminés, appartenant aux
catégories d’aliments suivantes : produits laitiers, produits carnés, produits végétaux.

Des essais ont été effectués en 2008 sur 84 échantillons de produits dont 23 naturellement
contaminés, 25 artificiellement contaminés et 36 non contaminés, appartenant a la catégorie des
prélévements d'environnement.

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

Réponses

Méthode de référence positive
(RY)

Méthode de référence négative
(R)

Méthode alternative positive
(A+)

Accord positif A+ / R+
(PA) = 180"

Déviation positive A+ /R-
(PD) = 13"

Méthode alternative négative
(A-)

Déviation négative A-/ R+
(ND) = 15%@

Accord négatif A- / R-
(NA) = 190®

(1) il s'agit de positifs confirmes
(2) dont aucun résultat positif VIDAS LSX non confirmé
(3) dont 2 résultats positifs VIDAS LSX non confirmés

B/ Protocole VIDAS LSX avec enrichissement du second bouillon LX en 24 heures pour toutes
les catéqories étudiées :

Des essais ont été effectués en 2005 sur 124 échantillons de produits dont 60 naturellement
contaminés, 61 non contaminés et 3 artificiellement contaminés, appartenant aux catégories
d’aliments suivantes : produits laitiers, produits carnés, produits végétaux.

Des essais ont été effectués en 2008 sur 86 échantillons de produits dont 24 naturellement
contaminés, 25 artificiellement contaminés et 37 non contaminés, appartenant a la catégorie des
prélévements d'environnement.

Tableau de résultats (Cf. tableau 1 de la norme EN 1SO 16140) :

Méthode de référence négative
(R-)

Méthode de référence positive

Réponses (R+)

Accord positif A+ / R+

P Déviation positive A+ / R-
(PA) =98

Méthode alternative positive
(PD) = 11"

(A+)

Accord négatif A- / R-

Déviation négative A-/ R+
(NA) = 98®

Méthode alternative négative
(ND) = 3?

(A-)

(1) il s'agit de positifs confirmés
(2) dont aucun résultat positif VIDAS LSX non confirme
(3) dont 2 résultats positifs VIDAS LSX non confirmés
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