CERTIFICATION

Volre Inferiocutrice :
' PALL GENEDISC technologies

Valentine DIGONNET Madame Sylvie HALLIER-SOULIER
yalenline.digonnel@afnor.crg \ .
figne directs : +33 (D)1 416260 85 Centre d'affaires CICEA
télécople: +33(0)149 1790019 . 1, rue du Courtil bahment 4

. - 35170 BRUZ
nos références : RVIRV/{48/fab/FABIGeneSystems/Letlre prolongaticin
objet: ‘prolangation de validation

St Denis, le 14 octobre 2011
Madame,

Le droit d'usage de la marque NF VALIDATION des 2 méthodes alternatives

suivantes :
GeneSystems Legionella spp Ref. GEN 25/03 — 12/07
GeneSystems Legionella pneumophila Ref. GEN 25/04 ~ 12/07

arrivera a expiration le 18.12.2011 avant que les résultats des etudes de
reconduction ne puissent étre présentés au Bureau Technique de la marque NF
VALIDATION.

C'est pourquoi, suite a 'avis positif exprimé par le Bureau Technique "Microbiologie”
de la marque NF VALIDATION/Application & I'analyse de I'eau, je vous accorde
une prolongation du droit d’'usage de la marque NF VALIDATION pour ces
deux méthodes jusqu'au 29 février 2012.

Je vous prie d'agréer, Madame, mes salutatigns distinguées.

|

La Direc! rlce Generate
Florence MEAUX

11 rue Francis de Pressensé - 93571 La Plaine Saint-Denis Cedex - France - T, +33 (0)1-41 62 80 00 - F. 433 (0}1 49 17 20 00
SAS au capital de 18 187 000 € - 479 076 002 RCS Bobigny - Ref. 006 wwww.afnor.org




Cotte altestation comporte 7 pages 117

Validation

Méthodes d'analyse pour I'eau
Performances analytiques certifiées

ATTESTATION DE VALIDATION DE METHODE D'ANALYSE

SUIVANT LE PROTOCOLE DE VALIDATION PCR Legionella

N° attostation : GEN 25/04 — 12/07 | Date do valldation: 18.12.2007
Dateo extenslon : 25.03.2009
Fin de validité : 18.12.2012
La Socléts GoneSystems
(siege social et Centre d'affalres CICEA
site de production} 1, rue du Courtil
35 170 BRUZ

est autorisée & falre référence & ia marque AFNOR VALIDATION pour iz méthode d'analyse
guantitative ci-dessous :

GeneSystems Legionella pneumophila

Référence des protocoles :

Nouvells varsion de Anclenne version de la
MNom du prodult Rélérence SAP la notice (SAP) nolice

Extraclion Pack Environnement 1 PENVI1096 PENVI1008_01.FR PELEGOS5/86_06.FR

GeneDisc Leglonsffa pneumophila 06 | GLEGPNE 106006

) GLEGPNE_01.FR GDLPN-471_07.FR
GeneDisc Legfonella pneumophita 12 | GLEGPNE112006

GeneDisc Legionelfa DUO 06 GLEGDUO106008 | GLEGDUO_U1.FR GDLPLG-471_02.FR

Standard Callbrated DNA LP ALEGPNE105 ALEGPNE_01,FR SDNA-LP_04.FR

DOMAINE D'APPLICATION : Prélévements tous types d'eaux
RESTRICTIONS EVENTUELLES D’EMPLOI : Aucune

METHODE DE REFERENCE
Norme XP T 90-471, Détection et quantification des Legionsfla elou Leglonella pneumophila par

coneentration et amplification génique par rdaction de-polymé oryen chaine (PCR), Avril 2008

i

\ b
Le Dlrecmr GénéralLDé!égué
Jacques BESLIN

AFNOR Cortificafion
11, rie Francis de Pressensé — 93571 La Plaine Saink-Denis Cedex - France
T61 433 {0)1 4162 80 00 - Fax +33 (0)1 4917 91 81
www afnor-validation.org
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HISTORIQUE DE LA VALIDATION

La premigre validalion a &té prononcée en décembre 2007,
Les modifications stivantes ont été apportées aux kits en 2008:

«  Modification du format des colonnes de silice dans te pack d'extraction (minaturisation) pour traiter
48 échantillons simultanément.

e Modiflcatlon du design du GeneDisc avec 12 secleurs d'analyse, les analyses PCR sont réallséas en
duplicat {2 puits PCR par cible) au lieu de triplicat.

Une étude d'extension de validation a 6té menée par un laboratolre expert sur les parties suivantes de
I'dlude préliminaire : limite de détection et de quantification, linéarits, rendement oplimal. Les résultats
d'extension figurent dans la présente version do l'attestation.

L'extension a &t valldée. Le nouveau kit modifié ne ramplace pas le kit validé en 2007 : les deux versions
sont validées et pourront 8lre ulllisées au cholx. Les ADN extraits au moyen du « Extraction Pack
Environnerent 1 » sont analysables quelques soitle design du GeneDlsc, sur 2 ou 3 puits d'analyse.

PRINCIPE DE LA METHODE

La méthode GeneSystems Legionslfa est canstiiudée da deux étapes :

- une premiére &taps de préparation de FADN microbien & partir de I'échantilion d'eaut réallsée avec la
plateforme GaneExlract® et nécessitant Futitisation du « Extraction Pack Environmement 1 »,

- une deuxiéme étape de quantification de 'ADN de Leglonella pneumophila ou Lagionelfa spp par
PCR en temps réel avec Instrument GeneDisc Cyc!er‘s’ at les GeneDisc Laglonella pneumophila 08,
Leglonelia pneumophila 12 et GeneDisc Laglonsifa DUO 06.

RENDEMENT OPTIMAL DE LA METHODE

L'étude du rendement est effectuds sur 6 échantilons ndépendants, & trofs niveaux de contamination,
cecl pour trols matrices différentes (une eau minérale ¥émoin {eau d'Evian), une eau chaude sanltaire, une
eau de tour aéro-réfrigérante).

Chactine des eaux a &té testée préalablement pour &lre exemple d'acides nucléiquss de Legionella. Les
achantillons ont 6té arlificiellement contaminés par une suspsnsion mara constiluée a partir d'une souchs
de L. pneumophila {(souche ATCC33162).

Efude 2007 sur Je Legionella Exiraction Pack 01 :

Nlveau de rtlrgliﬁ::gﬁtd:r Rendemont moyen | Blals moyen | Ecart-type d
Type d'eau 00'3::2‘('3‘(‘;;0" niveau dg par type d'oau {%} par type cl)'reau “ b-ia)n,lge !
contamination (%}
1 000 117
Eau d'Evlan 10 000 45 75 0,19 0.25
100 00 63
1000 102
Rl o | e |
400 000 32
1000 84
e T 2 o
100000 42

RVIRVI1468/FAB/GeneSystems/attesiation/ GEN 25.04 12-07/ réédlton 2010.07.29




Etude 2009 sur le Legioneila Exiraction Pack 05 -

37

Moyanno du Rendement
' Nivaat de rendement par moyen par Bials mayen Ecarttype | Incertitude
Type d'eau | contamination hiveau do type deaus par typo du blals )
VIS (UB) | ntamination (%) (%) d'eau
1000 123
Eau d'Bvian 10000 69 97 -0,05 0,21 0,43
100 000 109
E J 1000 140
au Chaude .
Sanltaire 10 000 89 99 -0,07 0,26 0,57
100 000 88
T 5 10060 116
our Aéro-
réfrigérante 10060 80 84 -0,15 0,25 0,52
100 000 58

Yincartitude = 2 x (¥ (blals”™ + (&cari-lype?))
Concelusion

Le rendsment moyen obtenu par la méthode est supérieur 4 25%. Aucune inhibition n'a &6 observée, La
méthode est robuste vis-&-vis des dilférenis lypas d'eau testés.

LIMITE DE DETECTION DE LA PCR {LDpgRr)

L'étude des performances du Legionella pneumaophila GeneDisc Premium a 6té réalisée avec L'ADN
déshydraté de L. pneumophila ATCC 33162, commerclalisé par la soclété GeneSystems, sous la

référence SDNA-Lp.

Etude 2007:

La limite de détection du Leglonelfa pneumophila GeneDisc Promium avec IADN de L. pneumophila
ATCC 33162 est de 5 UGIPCR, soit 170UG/L quand 1 L d'eau est filtrs.

Etude 2009 :

Trente essals ont 6té réalisés en duplicat, aucun résultat négatif n'a &té trouvé. La limite de détection du
Logionella spp GeneDisc Premiunm est de & UGIPCR.

LIMITE DE QUANTIFIGATION DE LA PCR (LQp¢r)

Elude 2007:

La limite de quantification de 26 UGIPCR a été lestée par 30 mesures, en conditlon de répétabilita, une
sohition d'ADN calibrée de L. preumophila ATCC 33152,

RVIRVI48/F AB/GeneSystoms/atiastationf GEN 25-04 12.07/ réédition 2016.07.29
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Valeur cible | Valeur cibis} Moyenno Blais 1C495% | tcalculd lncertllud?u
(UGIPCR) {Log) (n=30) {log) {2.L.8) {iustosse) |de mosure
Critbres L o <060 | <2048 <0,30
Résultats 25 1,38 23 0.03 0,288 2,338 0,i6
Non
Conclusion Conforme Conforme Conforme

Wincertilude de mesure =  (biais? + (Gcart-type™)

Les masures & 25 UG/PCR sont répdtables mais présentent un défaut ds Justesse selon le test de
Student. En termes dincertitude de mesure, la limite de quantification & 26 UG/PCR est cenforme au
modale statistique approtvé par fa commission AFNOR TH0E en 2008,

Les résuliats des tests sur la limite de quantification 4 286 UG/PCR sont donc salisfaisants.

Elude 2009 :

Trente analyses ont ¢1é réalisées en duplicat dans des conditions de répétabilite.

Valeur eible  Valeur clble] Moyonne Blais ICa05% | teaicwé | Incertitude
(UGIPCR) {Log) (n=30) {Log) (2198 {iustesse)} | de mosure!

Critdres < 0,60 < 2,045 <0,30
Résultats 25 1,39 23 0.03 0,390 0,118 0,208
Gongcluslon Conforme | Conforme Conforme

Wincertilude de mesure = ¥ (blals® * (gcart-type’)
Les résulats confirment que, lorsque analyse PCR est réalisée en 2 puits, la limite de guantification est

répétable et juste jusqu'a 25 UG/puits. En termes d'incerlitude de mesure, celte valeur est conforme au
modale statistique approuvé par la commission AFNOR T9QE en 2008,

LINEARITE
Etude 20067 :

LUatude de lindaritd a &té effectude avec cing gammes de 8 niveaux de concentration ¢'ADN de
L. pneumophila ATCG 33162 (26, 250, 2 600, 25 000 et 250 000 UG/PCR), analysées en condition de

répétabillts,

Equatlon de ja fonction d'dlalonnage

Pente / Efffcaclté Domaino acceptable Ordlonnée & Porlgine Conclusion
4115 <a>-2,832

-3,483793,7% 40,267 Conforme
765% < E < 125%

Analyse statistique du moddle lindaire

Origlno Valeur observée Valeur critique avee o= 5% |  Concluston
F du modéle de régression 2509,6.77 4,35 Conforme
F du modsle d'stalonnage 0,24 3,10 Caonforme

RVIRVI148/FAB/GeneSystemsfattestation/ GEN 26-04 12-07/ réédition 2010.07.28




Conclusion

La fonctlon d'étalonnage du L. pneumophila GeneDise Premium est conforme aux critéres d'acceplation
définis dans le protocole de validation.

Etude 2009 .
L'élude de lindarité a &1 effectude avec cing gammes de 5 nlveaux de concentration d'ADN étalon. La

détection et I'amplification ont été réalisées avec le « Duo L. pneumophita — spp Packs

Equation de la fonctlon d'éfalonnage

Pante / Efficacité Domaine accoptable Ordonnée & lorigline Conclusion
4,116 <a>-2,839
-3,302 38,773 Conforme
75% < E < 125%

Analyso stallstique du modéle lindatre

Orlgine Valeur observée Valour critique avee a=5% | Conclusfon
F du modéle de régression 10444,6 4,35 Conforme
F du modele d'étalonnage 4,13 3,10 Nen conforme

l.a répétabilité (Scarl-type<0,12 Log) ne permet pas de valider le domalne lingaire par le test de Fisher.
Par conire, en considérant Ferreur de lndarité Elin (analyse de !lncertitude, modéle proposé par la
commission AFNOR TY0E), le domaine lindaire est valldé enire 25 et 250 000 UG ¢'ADN génomiciue de
L.pnoumophita ATCGC 33162.

Analyse de l'incertitude o

Cible UG 25 250 2500 25000 250000
Cikle Loy 1,40 2,40 3,40 4,40 540

Bials moyen 0,060 -0,029 -0,070 -0,010 0,050
Ecart type 0,028 0,617 0,058 0,026 0,023

Elin* +/- 0,07 Log +{- 0,03 Log +- 0,09 Log +/- 0,03 Log +/- 0,05 Loy

$ 2,78 2,78 2,78 2,78 2,78
Incertitude +- 0,18 Log +{- 0,00 Loy +- 0,25 Log +- 0,07 Log +/- 0,15 Log

*Efin = V{blals® + écart-lype”)

SPECIFICITE du L. PNEUMOPHILA GENEDISC PREMIUN

Des tasts ont 6té effactués sur Fensemble des souches lisiées dans [e protocols AFNOR Validation.
Tests d'incluslvité

Las 15 sérogroupss de L. phetumophifa ont élé détectés,

Tests d'exclusivité

L'analyse de PADN de 9 souches de Leglonslla spp et de 17 souches n'appartenant pas au genre
Legioneffa n'ont pas mis en évidence la présence de réactions crofsées.

RVIRVI48/FABIGeneSystems/altestation/ GEN 26-04 12-07/ réédilion 2010.07.29
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ETUDE INTERLABORATOIRE

Une &lude interlaboratoire a été réalisés en novembre 2007, avec 16 laboratolres collaborateurs. Deux
laboratoires n'ont pas &té en mesure de rendre les résultals attendus.

{a finalitd de cetle dlude est d'évaluer la fidélité (répétabliité et reproductivilitée) de la méthode
GeneSystems Legionella

- pour létape d'amplification génigue seule ;

- pour l'ensemble de 'analyse (concentration, lyse, extraction, purification et amplification génique)
sur les suspensions bactérisnnes caractériséss

- pour I'ensemble do Panalyse en siluation réelle (eau chaude sanilaire naturellement contaminée).

Résultats
Type déchantilions Soluél;{lbiiégnb{s Eau dedcci,[;:;z:hutlun Ecl?:t]:sta!:lon
Nivoai do L. pneumophiia 7 600 94000 650 7 000 —
dopage ATCC 33162 sanitalre
(uaiL) L. parisiensis CIP 103847 | 6800 | 85000 | 1800 | 4goop | nalrellemont
E. coli 110 1400
Nombro de participant 16 16 18 16 16
laboratolros retenus 14 14 16 14 11
Tost Nbre d'analyses 5 5 5 5 &
d’homogénéité Moyenno (Log) 5401 | 6.489 4338 | 6.365 4,798
Moyenne {Log} 5.228 8.255 4677 6512 4,908
Blals {L.og} 0.173 0.234 -0.239 -0.147 -0.110
Se{Log) 0.068 0.056 0.104 0.120 0.18¢
Résuitats Sr (Log} 0.134 0.410 0.414 0.493 0.414
E,{\blais? + sA 0.186 0.240 0.260 0.189 0.193
ER(\rbiaiSz + SRQ) 0.219 0.268 0.478 0.514 0.428
Erotal (¥blals? + §2+ 857} | 0.229 0.264 0.489 0.628 0.467

En termes de répétabilité (r). Iécart-lype observé est de 0.06 pour I'stape de PCR (solutions d'ADNs
calibrés) et de 0.12 pour f'ensemble de la méthode (praparalion d'ADN & PCR) avec des échantlllons
d'eau artificiellament contaminés et de 0.16 pour les échantlllons naturels, La méthode GeneSystems
Legionella pneumophila est répétable.

Les écart-lypes de reproductibilité (R) lraduisent le degré de complexile des &chantillons : ceux obtehus
pour Panalyse PCR des solutions d’ADN calibre sont de Fordre de 0.13 alors que ceux carrespondant &
lensemble des étapes de Fanalyse (préparation dADN & PCR}) se situent entre 0.40 st 0.50.

Cas données sonl conformes aux performances annoncées par le fournisseur.

RVIRV/148/FAB/GeneSystems/altestation/ GEN 25-04 12-07/ réédilion 2010.07.20
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PRATICABILITE

» Le condiionnement des kits et les notices d'utilisation permettent une manipulation facile et une
tragabllité des analyses.

»  Ladurée des différentes phases est compalible avec un délai de rendu des résultats court {(<24H).

¢ les Iogloleis associés 4 la plateforme GeneExiract® et A I'appareil de PCR en temps réel GeneDisc
Gycler” permettent une fragabilité compiate,

CONCLUSION GENERALE

Les performances de la méthode GeneSystems Leglonaila pneumophila sont conformes aux exigences
de [a norma XP T90-471,

"l ast souhaltable dadresser & AFNOR Gerlfication
loute récla at:on concernant Ies performa ces de I méthode va[rdée

Vous trouverez le document de synthése des étuc[es préhmmazre et mterlaboratmre
sur Ie sute M afnor-validation, org '
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