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ATTESTATION DE VALIDATION DE METHODE ALTERNATIVE D'ANALYSE

SUIVANT LA NORME NF EN ISO 16140 : 2003

N° attestation : BIO 12/25 - 05/09 Date de validation : 18.05.2009
Date d’extension : 03.12.2009
Fin de validité : 18.05.2013
La Société BIOMERIEUX
(siége social, distributeur Chemin de I'Orme
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FRANCE

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

VIDAS® UP E.coli 0157 including H7 (VIDAS ECPT)
Réf. 30 122

Référence du protocole ; 14080 version H

DOMAINE D’APPLICATION
Tous produits d'alimentation humaine et échantillons d'environnement.
RESTRICTIONS EVENTUELLES D’EMPLOI

Aucune,

METHODE DE REFERENCE

EN 18O 16654 (2001) — Microbioclogie des aliments - Méthode horizontale pour la recherche des
Escherichia coli O157.
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PRINCIPE DE LA METHODE

VIDAS® ECPT repose sur un test permettant la détection des Escherichia coff 0157, par la méthode
ELFA {(Enzyme Linked Fluorescent Assay), automatisé sur le systéme VIDAS®.

Chaque test se compose des deux éléments suivants ; un céne (SPR®) a usage unique servant a la
fois de phase solide et de systéeme de pipetage, et dont lintérieur est recouvert de protéines
recombinantes de phage spécifiques des E. coli 0157 fixées sur sa surface ; d'une carfourche
contenant les autres réactifs de ia réaction ELFA préts & 'emploi.

Dans le cadre de la marque AFNOR VALIDATION, tous les échantillons positifs & lissue de la
méthode alternative doivent éire confirmés, dans les 48 heures suivant la fin de l'incubation.

La confirmation est réalisée & partir du bouilfon d'enrichissement non chauffé et conservé a
2- 8°C selon une des deux procédures suivantes :

1. Procéder & un isolement sur gélose SMAC CT et sur gélose chromiD™ 0O157:H7 avec céfixime
et tellurite {CT-0O157 H7 1D) et incuber la bolte pendant 18-24 heures & 37 x 1°C.

2. Réaliser une immuno-concentration en VIDAS® ICE suivie d'un isolement sur gélose chromiD™
O157:H7 (sans addition du mélange céfixime ~ tellurite) ou sur gélose SMAC CT et incuber ia
boiie pendant 18-24 heures a 37 + 1°C.

Note : Pour les protocoles d'enrichissement en 7 ou 8 heures, # est recommandé de projonger
l'incubation du bouillon jusqu'a 24 heures avant réalisation du test VIDAS® ICE.

Les colonies sont ensuite confirmées de I'une des maniéres suivantes :

+« A partir de 1 & 5 colonies caractéristigues selon les tests classigues décrits dans les méthodes
normalisées par le CEN ou I'lSO (en incluant 'étape de purification)

s A partir des colonies isolées en réalisant une galerie BioMérieux et un fest latex 0157 {sans
étape de purification)

» A partir des colonies isolées sur gélose chromID™ 0157, en réalisant un test latex 0157

o jtilisation de toute autre méthode cerifiée AFNOR VALIDATION, de principe différent de celui
de la méthode VIDAS® ECPT. Le protocole validé de la seconde méthode devra étre respecté dans
son ensemble.

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

NOTE 1 (historique de validation)

En 2008, la méthode avait initialement été validée pour l'analyse des viandes crues de bosuf et de
veau.

Une étude d'extension réalisée en 2009 a permis d’étendre le champ d’application a I'analyse de tous
produits d'alimentation humaine et échantillons d’environnement, par la validation des frois nouveaux
protocoles suivants :

+ un protocole général pour tous les produits autres que ceux mentionnés ci aprés

« un protocole spécifigue pour le lait oru, les fromages au lait cru et les prélévements
d’environnement

» un protocole spécifique aux vegétaux frals

Létude préliminaire a été compiélée de nouveaux essais. Pour chague paramétre
{exactitude/specificité/sensibilité relative, niveau de délection relatif, sélectivité), chacun des
différents protocoles cités ci-dessus a été teste. Les résultats disponibles ci-aprés ont permis de
conclure gue les performances de la méthode VIDAS ECPT étaient équivalentes & celles a la
méthode de référence.
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EXACTITUDE relative, SPECIFICITE relative, SENSIBILITE relative

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

Des essais ont été effectués en 2008 sur 132 échantillons de produits dont aucun naturellement
contaminés, 70 artificiellement contaminés et 62 non contaminés, appartenant & la catégorie
d'aliments suivante : viandes crues de beeuf et de veau.

Les deux protocoles suivants ont été testés :

« protocole specn‘tque aux viandes crues de boeuf et de veau {dont surgelées, assaisonnées) avec
prises d'essai de 25 g {7h a 4h)

- protocole applicable aux viandes crues de beeuf et de veau (dont surgelées, non assaiscnnées)
avec prises d'essai de 50g & 375g (8h a 24h)

De nouveaux essais ont été effectués en 2009 sur 300 échantillons de produits dont aucun
naturellement contaminés, 178 artificiellement confaminés et 122 non contaminés, appartenant aux
catégories d'aliments suivantes: Produits laitiers crus, produits végétaux frais, échantillons
d'environnement, autres produits (viandes crues et divers).

Les protecoles suivants ont été testés (prises d'essai de 25g).
+ le protocole général pour fous produits autres que ceux mentionnés ci-aprés (incubation 15h a 24h)

« le protocole spécifigue pour le lait cru, les fromages au lait cru et les prélévements d'environnement
(incubation 15h & 24h)

+ le protocole spécifigue aux végétaux frais (incubation 8h & 24h)

aux temps minimum (8h-15h} et maximum (24h) dincubation, en fonction des conditions prévues
pour chacun des protocoles.

Pour Pétude de 2009, les deux tests suivants ont éié mis en ceuvre pour la confirmation des résultais
positifs obtenus par Ja méthode VIDAS ECPT

a) aprés immunc-concentration VIDAS ICE, suivi d'un isolement sur géloses CT SMAC et ChromiD™
G157 H7 {« VIDAS ICE + 2 géloses ») ;

b) aprés isolement direct sur géloses CT SMAC et CT ChromID™ 0157 (M7 (« isolement direct + 2
géloses »).

Pour ces deux études, tous ies echantillons ont été analysés en simple par les deux méthodes.

Les résultats sont présentés dans les tableaux ci-dessous, d'une part pour le protocole viandes crues
de boeuf et de veau avec prises d'essai de 50 a 375g, et d'autre part pour tous protocoles confondus
avec prises d'essai de 25¢g.

1/ Résuitats pour le protocole viandes crues de beeuf et de veau avec prises d’essai de 50 a
378qg (incubation 8h a 24h)

Tableau de résultats (Cf. tableau 1 de ia norme NF EN iSO 16140)

Réponses Méthode de référence Méthode de référence
P positive (R+) négative (R-)
Méthode alternative positive Accord positif A+ / R+ Deéviation posrtrve A+ /R-
(A+) PA= 29" PD=0"
Méthode alternative négative Déviation neégative A-/ R+ Accord negatif A-/ R-
(A-) ND =1 @ NA=31®

{1) il s’agit de positifs confirmés
{2) (3) dont aucun échantillon présumé positif par la méthode alternative, négaiif aprés confirmation
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2/ Résulfats pour tous proiccoles confondus avec prises d’essai de 25g (incubation 7h & 24h)

2.a, Protocoles testés au temps minimum d'incubation (7h — 15h)

Tableau de résuliats (Cf. tableau 1 de la norme NF EN IS0 16140) :

Methode de Méthode de Méthode de Méthode de
Référence Référence Référence Référence
_ i sitive (R+) _hégative (R } ositive {R+) négative (R-}
“Confirmation! - VIDASICE + 2 géloses : Isolement direct + 2 géloses .
. " Accord positif Deviation positive Accord positif Déviation positive
Méthode alternative (A+/R+) (RIA+) (A+/R+) (R-/A+)
positive (A+) PA= 206 PD=3" PA = 204 " PD=4""
. .| Déviation négative| Accord négatif | Déviation négative | Accord négatif
Meth?de :;\Eternatwe (A/R+) (A-/RY) (A/R+) (A-/R-)
négative (A-) ND=7® NA = 155 @ ND=g® NA =154 @

{1) Il s’agit de positifs confirmés
{2) dont aucun échantillon présumé positif par la méthode alternative, négatif aprés confirmation

(3) dont deux échantilions présumés positifs par la méthode alternative, négatifs aprés confirmation

2.b. Protocoies testés au temps maximurm d'incubation (24h)
Tableau de résultats (Cf. tableau 1 de la norme NF EN 1SO 16140) :

Méthode de Méthode de Méthode de Méthode de
Reéférence Référence Reéférence Référence
positive (R+) négative (R ) positive (R+) négative (R-)
Cu U Confirmation] B VIDASICE + 2 géloses -] Isolement direct + 2 géloses’
Méthode alternative Accord positif Daviation posmve Accord positif Déviation pos:twe
coe + {A+/R+) {R-/A+) (A+/R+) (R-IA+?
positive (A+) PA = 208 PD=4" PA = 207 PD=40
. . Déviation négative| Accord négatif | Déviation négative| Accord négatif
Meth?de giternatlve (A-/R®) (A-/R-) (A-R*) (A/R-)
négative (A-) ND=5® NA = 154 @ ND =6 ® NA =153 ©

{1) il s’agit de positifs confirmes
{2} dont un échantilion présumé positif par la méthode alternative, négatif aprés confirmation

{3) dont aucun échantillon présumé positif par la méthode alternative, négatif aprés confirmation

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

Protocoles avec
prises d'essai de 25g

Protocole avec prises

d'essais de 50 & 375¢g
incubation 8h et 24h Incubation Incubation
7hou 15h 24h
T Confmmationl . -l @ b m e
Exactitude relative : AC = 98,4% 97.3% 96,5% 97 6% 97,0%
Spécificité relative : SP = 100% 98,1% 87,5% 97 .5% 96,8%
Sensibilité relative : SE = 98,7% 96,7% 95,8% 97, 7% 97.,2%

a) : VIDAS ICE + 2 géloses b} : lsolement direct + 2 géloses
Note : une spécificité relative inférieure 3 100% 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
(cect inclut les positifs supplémentaires de la méthode alternative) :

Methode aiternative ; Méthode de référence :
(PA + PD)/ (PA + PD + ND) = | (PA + ND)/
e enfmaton | Ay e Ay,
Protocoles {ncubation 98,6% 95,9% 98,6%
avec prises "
dessal de 25g | Inctbation 97,7% 97.2% 98.2% 97.7%

Proiocole avec prises d’essais
de 50 a 375g 96,7% 100%
incubation 8h et 24h

Analyse des discordants (selon 'annexe F de la norme EN ISO 16140) :
Tous protocoles confondus avec prises d’'essai de 259 et tous protocotes de confirmation confondus

Nombre de résultats discordants M m Conclusion

Incubation 7k ou 15h 9ou10 1 3oud m > M
Equivalence

Incubation 24h 13 2 4 m > M
R Cquivalence

Conclusion

{ a méthode alternative est équivalente & ia méthode de référence.

NIVEAU DE DETECTION relatif

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

Des essais ont été effectués en 2008. Les produits testés représentent la catégorie d'aliments
suivante : viandes crues de beeuf et de veau.

Deux protocoles ont été mis en oeuvre selon le type de matrice analysée qui sont :
+ protocole pour les viandes crues de de boeuf et de veau pour les échantillons de 25 g ;

« protocole pour ies viandes crues de beeuf et de veau (hors viandes assaisonnées) pour les
échantillons de 50g a 375g.

Dans le cadre de 'étude d'extension de 2009, de nouveaux essais ont été effectués. Les produits
testés représentent les catégories d'aliments suivantes: Produits laitiers crus, produits végétaux
frais, échantillons d'environnement, autres produits (viandes crues et divers).

Les trois protocoles suivants ont été mis en ceuvre selon le type de matrice analysée :

« protocole général pour tous les produits autres que ceux mentionnés ci aprés ;

- protocole spécifique pour le lait cru, les fromages au lait cru et les prélévements d'environnement ;
« protocole spécifique aux végétaux frais.

Pour ces deux éiudes, les combinaisons produit alimentaire/souche testées sont décrites dans le
tableau ci-dessous,

Les produits ont été analysés 6 fois, par les deux méthodes, 3 4 niveaux de contamination.
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Niveau de détection relatif LODs, (3)
Avec intervalle de confiance
{UFCI25g ou UFC/3754)
. Protocole Méthode Méthode de
Matrice - Souche . s
mis en euvre alternative référence
Viande hachée de | Specifique aux viandes crues . )
boouf de boeuf et de veau (375g) E.coli Q157 H7 0,604 - 0,8] 0,6[04~0,8]
Viande hachée de | Spécifique aux viandes crues . i
boeuf de bosuf et de veau (25) E.cofi O157:H7 04103071 0,410,2-0,8]
Paté Général E.colf 0157 :H7 0,510,2-1,2} 0,9 [0,5~1,86]
Lait cru Spécifique lait cru, fromages | - o457 .17 | 0,5[0,3 - 0,8] 0,6 [0,4 ~1,0]
au lait cru ’ ’ ' ’ ' ’ ’ !
Spécifique préldvements . .
Eau de process denvironnement E.colf 0157 (HY 0,704 -1.1] 0,7 [0,4 -1,2]
Epinards frais Spécifique végeétaux crus E coli 0157 :H7 0,9 [0,6 - 1,6] 0,7 0,4 1,3]

(3) LODs; ;. estimation du niveau de contamination qui permet d'obtenir une détection positive par la
méthode alternative dans 50% des cas

"Hifchins A. Proposed Used of a 50% Limif of defection Value in Defining Uncertainty Limifs in the
Validation of presence-Absence Microbial detection Methods, Draft 10" December, 2003"

Conclusion

Protocole avec prises d'essal de 375q : Le niveau de détection relatif des deux méthodes se situe
entre 0,4 et 0,8 UFC/375g.

Protocoles avec prises d'essai de 25g : Pour fous protocoles confondus, le niveau de détection relatif
des deux méthodes se situe entre 0,2 et 1,6 UFC/25g.

INCLUSIVITE/EXCLUSIVITE

Mise en oeuvre de la méthode alternative seulement
« [Inclusivité

- Ftude de validation de 2008 : 56 souches de E. coli 0157 sur 56 testées ont toutes été détectées,
dont 50 E. coli 0157 :H7, 5 souches E. coli 0157 :H7- et une souche £. coli 0157 :H4.

Les conditions du protocole pour les viandes crues de beeuf ef de veau en 25g (avec incubation de 7
heures) ont élé appliquées,

- Etude d'extension de 2009 : Les 50 souches d’ £.coli 0157 (H7 et les 6 souches d' E. coli G157 non
H7 testées, ont toutes été délectées.

Les conditions du profocole spécifiqgue aux fait cru, fromages au lait cru el prelévements
d’'environnement (avec incubation de 15 heures) onf éte appliquées.

» Exclusivité :
L'étude de 50 souches non E.coli 0157 a mis en évidence la présence de réactions croisées avec 3
souches de Salmonella du groupe N (Salmonella Urbana, Salmonella Soeranga et Salmonelia

Hilversum), ces souches n'étant pas caractéristiques sur geloses sélectives (CT-SMAC et Chrom'lD
0157:H7) de la méthode VIDAS® ECPT.
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PRATICABILITE
Mise en oeuvre de la méthode alternative seulement

« Delai d’obtention des résultats ;

- L'obtention des résultats positifs se fait en 2 & 3 jours avec la méthode alternative contre 3 a 4
jours avec la méthede de référence.

- L'obtention des résuitats négatifs se fait en 1 jour avec la méthode alternative contre 3 jours avec
la méthode de référence.

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

ETUDE INTERLABORATOIRE

L’étude interlaboratoire a éié réalisée en 2008 avec 17 laboratoires collaborateurs. Les analyses ont
été effectuées sur des échantillons de viande hachée de boeuf, contaminés artificiellement avec une
souche de sérotype E.coff 0157 aux 3 niveaux suivanis

- QUFC/25ml
- 3UFC/25ml
- 30UFC/25ml

Les laboratoires ont testé, par la méthode de référence et la méthode alternative {protocole pour les
viandes crues de boauf et de veau avec prise d'essai de 25g, en 7h d'incubation), & réplicats pour
chaque niveau de contamination, soient 48 analyses au total par laboratoire participant.

Résultats :
Nomb Nombre d Nombre de Nombre de
Niveaux de Nombre total d'écl‘?an:ttir;ns t%?ulzztse résultats résultats
contamination | d'échantillons oy e négatifs positifs
analysés exploités
REF ALT REF ALT
0 136 120 88 88 88 0 0
1 136 120 88 1 2 87 86
2 136 120 88 0 0 88 88

*Deux laboraloires nont pas réalisé les analyses les échantilfons ayant été rég:us hors défai. -

** Les résultats de 4 laboraloires ont pas élé pris en compte : pour fun, la tempéralure de fransport
des échantillons n'avajent pas été respectée. Pour 2 aulres laborafoires, le protocole de la méthode
afternative n'a pas été correctement suivi. Pour un autre laboraloire, le protocole de la méthode de
référence n'a pas été respecté, et fous les échaniillons correspondants ont subi des
interconfaminations.

Calculs

s« ['exactitude relative est de 98,5%
¢ La spécificité est de 100%

o La sensibilité est de 98,9%
Interprétation

{.es résultals de 'étude interlaboratoire sont comparables & ceux obtenus lors de 'étude préliminaire.
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