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

ATTESTATION DE VALIDATION DE METHODE ALTERNATIVE D'ANALYSE

SUIVANT LA NORME EN 1SO 16140 : 2003

N° attestation : BIO 12/22 - 05/07 1 Date de validation: 24.05.2007
Fin de validité : 24.05.2011

La Société BIOMERIEUX

(siege social, distributeur 69280 MARCY I'ETCILE

et site de production)

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

VIDAS Immuno-Concentration Salmonella Il (VIDAS ICS2) + SLM
Référence 30708

Référence du protocale ; 13614 version G

DOMAINE D'APPLICATION

Tous produits d'alimentation humaine (sauf lait cru) et aliments pour animaux de compagnie.

RESTRICTIONS EVENTUELLES D’EMPLOI

Aucune

METHODE DE REFERENCE

NF EN SO 6579:2002 - Microbiologie des aliments — Méthode horizontale de recherche des
Salmonella spp

Le Directeur Général Delégué
Jacgues BESLIN

AFAQ AFNOR Certification
Siége : 11, rue Francis de Pressensé — 93571 La Plaine Saint-Denis Cedex - France
Bureaux : 116, avenue Aristide Briand — BP 40 — 92224 Bagneux Cedex 6 — France
Tél +33 (0)1 46 11 37 00 — Fax +33 (0)1 46 11 39 40
certification@afaq.afnor.org - www.afnor-validation.org
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PRINCIPE DE LA METHODE

Le test VIDAS ICS2 + SLM met en ceuvre une capture immunologigue automatisée et un procédé de
relargage specifiqgue, permettant la concentration de Salmonefla a pariir du bouillon de pré-
enrichissement. Les bactéries relarguées sont ensuite détectées par immunoessai VIDAS SLM aprés
culture dans un bouillon spécifique ICS.

Dans le cadre de la marque AFNOR VALIDATION, tous les échantillons positifs a tissue du test
VIDAS SLM doivent étre confirmés & partir du bouillon ICS non chauffé {(conservé a 2-8 °C) sur gélose
selective. La confirmation doit étre initiée dans les 48 heures suivant la fin de lincubation du bouillon
ICS a 41,5°C.

It est possible de réaliser les tests VIDAS SLM a partir du bouillon ICS juste aprés incubation ou aprés
conservation a 2 — 8°C des beuillons ICS jusqu’a 48h.

Les colonies typiques sur milieux sélectifs doivent étre identifiées de 'une des maniéres suivantes :

- Identification de 1 & 5 colonies par les tests classiques décrits dans les méthodes normalisées
par le CEN, I'NSO ou PAFNOR (en incluant I'étape de purification)

- Réalisation d'une galerie API® a partir d'une colonie isolée préievée directement sur gélose
selective, en vérifiant en paraliéle la pureté de la souche sur gélose nutritive.

En cas de résultats discordants (positif par ia méthode alternative, non confirmé par les tests décrits
dans les méthodes normalisées par le CEN, IISO ou PAFNOR, le laboratoire devra mettre en oeuvre
les moyens sufffisants pour s’assurer de la validité du résultat rendu.

NOTE

Six protocoles de préenrichissement sont proposés en fonction des catéories de produits alimentaires
suivantes :

- Produits chocolatés sauf cacao -
- Cacao -
- Ovoproduits -

Viande de volaille crue
Poudre de (ait
Autres produits {protocole généraf)

Tous les échantillons positifs (artificiellement et natureliement contamings), ont été retestés aprés 48h
de conservation du bouillon ICS & 2 — 8°C, pour valider la possibilité de réalisation des tests aprés
conservation des bouillons jusqu'a 48h.

EXACTITUDE relative, SPECIFICITE relative, SENSIBILITE relative

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

Des essais ont éte effectués en 2007 sur 308 échantillens de produits dont 115 naturellement
contamines, 40 artificiellement contaminés et 153 non contaminés, appartenant aux grandes
catégories d'aliments suivantes

Produits laitiers, produits carnés, produits de la péche et végétaux, divers, et alimentation animale.

Tous les echantillons ont éié analysés en simple par les deux méthodes.

Tableau de résuitats (Cf. tableau 1 de la norme EN 1SO 16140} :

Réponses Méthode de référence positive | Méthode de référence négative
(R4) {R-)
Méthede alternative positive Accord positif A+ / R+ Déviation positive A+ / R-
(A+) PA= 147 PD=1%"
Méthode alternative négative Déviation négative A-/ R+ Accord négatif A- / R-
{A-) ND=7@ NA =153 @

{1} il s’agit de positifs confirmés

(2} dont un échantillon présumé positif par la méthode alternative, négatif aprés confirmation
(3) dont aucun échantillon présumé positif par la méthode alternative, négatif aprés confirmation

RV/102/attestation/biomerieux/bio 12-22/ réédition du 2008.01.10




3/5

Les pourcentages obtenus, par rapport & la méthode de référence, sont les suivants -
¢ Exactlitude relative : AC = 97,4%
e Specificité relative : 8P = 99,4%

Note: une spécificité relative inférieure & 100% résulte d'un nombre de positifs
supplémentaires confirmés et non pas de faux positifs

s  Sensibilité relative : SE = 95,8%
La sensibilité a également été recalculée en tenant compte de l'ensemble des positifs confirmés (cec
inclut les positifs supplémentaires de fa méthode alternative) :
Méthode alternative : Methode de référence :

(PA+PD)/(PA +PD+ ND) =95,5% (PA+ND)/(PA + PD + ND) = 99,4%

Analyse des discordants (selon 'annexe F de la norme EN I1SO 16140}
PD=1,ND=7doncY=PD+ND=8 :6<Y=<22 m=1M=0 doncm>M
Conciusion

Les deux methodes ne sont pas différentes en termes statistiques.

NIVEAU DE DETECTION relatif
Comparaison des performances de la méthode alternative et de la méthode de référence

Des essais ont été effectugs en 2007, sur les 5 combinaisons produits alimentaires/souches décrites
dans ie {ableau ci-dessous.

Ces produits représentent les catégories suivantes d’aliments - produits laitiers, produits carnés,
produits de |a péche et végeétaux, divers, et alimentation animale.

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

Les résuitats obtenus sont les suivants -

Niveau de détection relatif LOD;, (3)
Avec intervalle de confiance (UFC/25g)
Matrice Souche Methoc_ie Mt?ﬂ?ode de
alternative référence

Viande de volaille crue Salmonella Hadar 04[02-07] 06[04~-11]
Poudre de lait Salmonelfla Agona 04[02-086] 0,3[02-06]
Coule d'caufs Salmonelia Enteritidis 04[03-07] 03[02-05]
Cacao Salmonella Anatum 05[03-0,8] 06[03-1,0]
Paté pour chien Salmonefia Senftenberg 84[03-0,5] 04[03-05]

(3) LODso : estimation du niveau de contamination qui permet d'obtenir une détection positive par la
méthede alternative dans 50% des cas

"Hitching A. Proposed Used of a 50% Limit of detection Value in Defining Uncertainty Limits in the Validation of
presence-Absence Microbial detection Methods, Draft 10" December, 2003"
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Conclusion

Le niveau de détection de la méthode alternative se situe entre 0,2et0,8UFC/25¢.
Le niveau de détection de la méthode de référence se situe entre 0,2 et 1.1 UFC/25 g.

iINCLUSIVITEIEXCLUSIVITE
Mise en oeuvre de Ia méthode alternative seulement

s« 51 souches de Salmonelia ont &té détectées sur 51 tastées.

e Sur 34 souches non Salmonelfa, 2 souches de Citrobacter diversus ont répondu positivement par
le VIDAS SLM.

PRATICABILITE
Mise en oeuvre de la méthode alternative seulement

« Délai d’obiention des résultats :

- L'obtention des résultats positifs se fait en 3 2 4 jours avec la méthode alternative contre 5 2 6
jours avec la méthode da référence.

- L'obtention des résultats négatifs se fait en 1 jour avec la méthode alternative contre 3 3 7 jours
avec la méthode de ré&ference.

- Dans le cas de résultats présumés positifs par la méthode alternative, mais rendus négatifs
aprés confirmation, les résultats négatifs sont obtenus en 3 & 4 jours.

ETUDE INTERLABORATOIRE

L'étude interlaboratoire a &té réalisée en 2007 avec 18 Iaboratoires coliaborateurs. Les analyses ont
été effectuces sur des échantillons de lait pasteurisé contaminés artificiellement avec une souche de
serotype Salmoneffa Typhimurium aux 3 niveaux suivants -

- niveau 0 ,
- niveau légérement supérieur au niveau de détection relatif (3 cellules / 25 mi}
- niveau 10 fois supérieur au niveau précédent (30 cellules / 25 mi}

Les laboratoires ont testé, par les deux méthodes, 8 répiicats pour chague niveau de
contamination, soient 24 analyses au totat par laboratoire participant.

Résuyitats :

Mombre de Nombre de

Niveaux Nombre Mombre de résuftats résultats

Nombre total e . A P s

D;z . d'échantillons d e:l?:sngz:ns ;isz;iti?éz négatifs positifs

contami ¥ P REF | ALT | REF | ALT
nation
0 144 144 144 135 139 9* 5"

1 144 144 144 2 2 142 142
2 144 144 144 0 0 144 144

* Commentairgs : plusieurs laboratoires ont obtenu des résuitats positifs sur des échantilons non
contaminés, avec la méthode de référence (9 echantillons) et avec la méthode alternative (5
échantiilons). Dans tous ces cas, la souche a &té retrouvée et est la méme que celle introduite pour la
contamination des échantillons positifs, ce qui valide 'hypothése de Fintercontamination.
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Calculs

s |’exactitude relative est de 98,2 %
o | a spécificité est de 96,5 %

e Lasensibilité est de 89,3 %

Note : une spécificité relative inférieure 3 100% résulte d'un nombre de positifs supplémsntaires
confirmés et non pas de faux positifs

Interprétation
Les résultats de 'étude collaborative sont comparables & ceux obtenus lors de Fétude preliminaire

La sensibilité a également été recaiculée en tenant compte de I'ensemble des positifs confirmés (ceci
inclut les positifs supplémentaires de la méthode alternative)

Méthode alternative ; Méthode de référence ;
(PA+PD)/{PA+PD+ ND)=88,0% (PA + ND)/(PA + PD + ND) = 9%,3%

Cette différence résulte du fait que les positifs supplémentaires de ia méthode de référence résultent
dintercontaminations d'échantilicns négatifs par des échantiiions positifs,

Degré d’accord, concordance ef odds ratio :

Degreé d’accord : % de chance de trouver le mé&me résultat pour deux échantillons identiques analysés
par le méme laboratoire dans des conditions de répétabilite. C'est la moyenne des probabilités que
deux réplicats dennent le méme résultat pour chaque laboratoire,

Concordance : % de chance de trouver le résultat pour deux échantilions identiques analysés dans
deux laboratoires différents (conditions de reproductibilité). C'est le % de toutes les paires de réplicats
donnant le méme résultat.

Odds ratio (COR) : il est défini par la formule suivante
COR= degré d'accord x (100 — concordance) / concordance x (100 — degre d'accord)

Le tableau suivant indique les valeurs pour la méthode alternative

Niveau de contamination Degré d'accord Concordance COR
L0 95,0 93,2 1,4
L1 87,6 97,2 1,1
L2 100 100 1,0

Le tableau suivant indique les valeurs pour la méthode de référence

Niveau de contamination Degré d'accord Concordance COR
Lo 93,6 88,0 2,0
L1 978 97,2 1,1
E2 100 100 1,0
Conciusion

La variabilit¢ de la méthode alternative (degré d’accord, concordance, odds ratio) est équivalenis 3
celle de la méthode de réference

Il est souhaitable d'adresser 4 AFAQ AFNOR Certification
eclamation concernant les performances de la méthode validée

AFAQ AFNOR Certification tient & votre disposition
un document de synthése des &tudes préliminaire et collaborative
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