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Avant Propos

L'ensemble des renseignements permettant de valider la garantie des analyses
est tenu a la disposition de la Société BIO-RAD.

Les résultats sont synthétisés au sein de tableaux et interprétés selon la norme
NF EN ISO 16140.

v' Fabricant : Société BIO-RAD
3 boulevard Raymond Poincaré
92430 MARNES LA COQUETTE

v' Laboratoire expert : ADRIA Développement
ZA Creac’h Gwen
29196 QUIMPER Cedex

v' Méthode a valider : Méthode RAPID’Salmonella pour la recherche
des salmonelles

v Référentiel de validation:  Norme NF EN ISO 16140 (octobre 2003) :
microbiologie des aliments - Protocole pour la
validation des méthodes alternatives

v Méthode de référence* : Norme NF EN ISO 6579 (2002) : méthode
horizontale pour la recherche de Salmonella.

v Etendue de la validation : Produits d’alimentation humaine et animale

* Essai effectué sous le couvert de I'accréditation
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1 INTRODUCTION

Le protocole double enrichissement de la méthode RAPID’Salmonella a été
validé le 9 décembre 2005.

Une étude d’extension a été réalisée le 3 juillet 2009 et elle est validée. Cette
extension concerne :

- une modification dans l'aspect de la gélose RAPID'Salmonella qui est
désormais opaque,

- une simplification du protocole de confirmation,

- une simplification du protocole au niveau de I'enrichissement (protocole
court) et du protocole de confirmation.

1.1 Référentiel de validation

Le référentiel de validation utilisé est la norme NF EN ISO 16140 (octobre
2003) : protocole pour la validation des méthodes alternatives.

1.2  Protocole et principe de la méthode alternative
1.2.1 Protocole court

Le protocole est donné en annexe 1. La méthode comporte les étapes
suivantes :

- un enrichissement en eau peptonée tamponnée (EPT) supplémentée
16-20ha41,5°C + 1°C,

- un isolement sur gélose chromogénique (RAPID’Salmonella nouvelle
formulation) incubée 24 h + 2h a 37°C,

- une confirmation des colonies suspectes par un test latex ou par les tests
classiques de la méthode de référence.

ADRIA Développement 5/99 7 septembre 2009
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1.2.2 Protocole double enrichissement

Le protocole est décrit en annexe 1. La méthode comporte les étapes
suivantes :

un enrichissement en eau peptonée tamponnée (EPT) 16 - 20 h a 37°C,
- un repiquage de 0,5 ml en bouillon Rappaport Vassiliadis Soja incubé :
*8h+t2ha24dh+2ha41,5°C £ 1°C pour les produits de la mer,
les végétaux, les produits laitiers et les ovoproduits,
*24h+2h a41,5°C + 1°C pour les produits carnés et les produits
d’alimentation animale,
- un isolement sur gélose chromogénique (RAPID’Salmonella nouvelle
formulation) incubée 24 h + 2h a 37°C,
- une confirmation des colonies suspectes par un test latex ou les tests
classiques de la méthode de référence ou la combinaison des tests
OMNI-O / ONPG / Oxydase.

1.3 Domaine d’application demandé
Tous produits d’alimentation humaine et animale
1.4 Méthode de référence*

La méthode de référence est la norme NF EN ISO 6579 (2002) : méthode
horizontale pour la recherche de Salmonella.

Le protocole est schématisé en Annexe 2.

* Essai effectué sous le couvert de I'accréditation
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2 ETUDE COMPARATIVE DES METHODES

21 Protocole double enrichissement

2.1.1 Etude de validation

2.1.1.1 Exactitude relative, spécificité relative et sensibilité relative

L’exactitude est I'étroitesse de I'accord entre le résultat d’essai et la valeur de référence acceptée.

La spécificité relative est définie comme le degré auquel la méthode est affectée (ou non) par les
autres composants dans un échantillon en contenant plusieurs. C’est la capacité de la méthode a
mesurer avec exactitude un analyte donné, ou sa quantité, dans I'échantillon sans quil y ait
d’interférence avec les composants non ciblés, tels un effet de la matrice ou un bruit de fond.

La sensibilité relative est définie comme la capacité de la méthode alternative a détecter deux
quantités différentes d’analyte qui ont été mesurées avec la méthode de référence en utilisant une
matrice donnée sur toute I'étendue de mesure. C’est la variation de quantité minimale (accroissement
de la concentration d’analyte x) qui donne une variation significative du signal mesuré (réponse ).

2.1.1.1.1 Nombre et nature des échantillons

Cinq catégories ont été étudiées avec les types suivants :

- produits carnés : viandes crues de porc et beeuf, volaille, charcuteries
crues et cuites,

- produits laitiers : fromages au lait cru, laits crus, poudres de lait, glaces,

- produits de la mer et végétaux: coquillages, poissons crus, poissons
fumeés, légumes surgelés, plats traiteur,

- ovoproduits : coule d’ceuf, mayonnaise, poudres d’ceufs, préparation a
base d’ceuf,

- produits d’alimentation animale : aliments pour bétail, aliments pour
animaux de compagnie, farines de viande.

ADRIA Développement 7/99 7 septembre 2009
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La répartition par catégorie et par type est donnée dans le tableau suivant :

Catédories Positifs Négatifs Total
g (nombre) (nombre) (nombre)

Produits carnés 62 83 145
Produits laitiers 32 30 62
Proclim'ts de la mer 32 37 69
et vegétaux
Ovoproduits 32 34 66
Prgdmts d’alimentation 33 33 66
animale
TOTAL 191 217 408
Total échantillons 408
Produits positifs 191
Produits négatifs 217

2.1.1.1.2 Contamination artificielle des échantillons

Des contaminations artificielles ont été réalisées a

'aide de souches

stressées selon les exigences de la norme EN ISO 16140 et du bureau
technique de la validation AFNOR.

Total échantillons contaminés artificiellement 149
Nombre d’échantillons positifs par I'une ou I'autre des méthodes 107
Pourcentage d’échantillons naturellement contaminés 44 %

ADRIA Développement
SYNTHESE RAPID’ Salmonella (Version 0)
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2.1.1.1.3 Résultats des essais

Les résultats bruts sont donnés en annexe 3.

Q
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Protocole RAPID’Salmonella avec incubation du RVS pendant 6 h

Tableau 1 - Couples de résultats des méthodes

de référence et alternative

Méthode de référence

Méthode de référence

Reponses positive (R¥) négative (R-)
Méthode alternative positive Accord positif (A+/R+) Déviation positive (R-/A+)
(A+) PA=78 PD=6
Méthode alternative négative Déviation négative (A-/R+) Accord négatif (A-/R-)
(A7) ND=11 NA =180

A+ = positifs confirmés

A- = négatifs immédiats et négatifs aprés confirmation quand présomptifs positifs

Résultats par catégorie d’échantillons

Tableau 2 - Produits laitiers

, Méthode de référence Méthode de référence
Réponses s L
positive (R+) négative (R-)
Méthode alternative positive Accord positif (A+/R+) Déviation positive (R-/A+)
(A4) PA=24 PD=2
Méthode alternative négative Déviation négative (A-/R+) Accord négatif (A-/R-)
(A7) ND=4 NA =32
Tableau 3 - Produits de la mer
, Méthode de référence Méthode de référence
Réponses s L
positive (R+) négative (R-)
Méthode alternative positive Accord positif (A+/R+) Déviation positive (R-/A+)
(A+) PA=30 PD=1
Méthode alternative négative Déviation négative (A-/R+) Accord négatif (A-/R-)
(A7) ND =2 NA =36
Tableau 4 - Ovoproduits
, Méthode de référence Méthode de référence
Réponses s L
positive (R+) négative (R-)
Méthode alternative positive Accord positif (A+/R+) Déviation positive (R-/A+)
(A4) PA=24 PD=3
Méthode alternative négative Déviation négative (A-/R+) Accord négatif (A-/R-)
(A7) ND=5 NA = 34
ADRIA Développement 9/99 7 septembre 2009
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a Protocole RAPID’Salmonella avec
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incubation du RVS pendant

24h+ 2h

Tableau 5 - Couples de résultats des méthodes

de référence et alternative

Méthode de référence

Méthode de référence

Réponses positive (R+) négative (R-)
Méthode alternative positive Accord positif (A+/R+) Déviation positive (R-/A+)
(A+) PA = 166 PD=13
Méthode alternative négative Déviation négative (A-/R+) Accord négatif (A-/R-)
(A7) ND = 12 NA =216

Résultats par catégorie d’échantillons

Tableau 6 - Produits carnés

Méthode de référence

Méthode de référence

Reponses positive (R+) négative (R-)
Méthode alternative positive Accord positif (A+/R+) Déviation positive (R-/A+)
(A%) PA = 55 PD=3
Méthode alternative négative Déviation négative (A-/R+) Accord négatif (A-/R-)
(A-) ND =4 NA =83
Tableau 7 - Produits laitiers
Réponses Méthode. <.ie référence Méthode de référence
positive (R+) négative (R-)
Méthode alternative positive Accord positif (A+/R+) Déviation positive (R-/A+)
(A+) PA =26 PD=4
Méthode alternative négative Déviation négative (A-/R+) Accord négatif (A-/R-)
(A7) ND =2 NA =30
Tableau 8 - Produits de la mer
Réponses Méthode. <.ie référence Méthode de référence
positive (R+) négative (R-)
Méthode alternative positive Accord positif (A+/R+) Déviation positive (R-/A+)
(A+) PA=31 PD=0
Méthode alternative négative Déviation négative (A-/R+) Accord négatif (A-/R-)
(A7) ND =1 NA =37

ADRIA Développement
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Tableau 9 - Ovoproduits

, Méthode de référence Méthode de référence
Réponses o L
positive (R+) négative (R-)
Méthode alternative positive Accord positif (A+/R+) Déviation positive (R-/A+)
(A4) PA =26 PD=3
Méthode alternative négative Déviation négative (A-/R+) Accord négatif (A-/R-)
(A7) ND=3 NA =34

Tableau 10 - Produits d’alimentation animale

, Méthode de référence Méthode de référence
Réponses L S
positive (R+) négative (R-)
Méthode alternative positive Accord positif (A+/R+) Déviation positive (R-/A+)
(A+) PA = 28 PD=3
Méthode alternative négative | Déviation négative (A-/R+) Accord négatif (A-/R-)
(A-) ND =2 NA =33

o Résultats des tests de confirmation

Les tests de confirmation ont été réalisés pour tout isolat présentant une
couleur voisine du magenta (de rose pale a mauve foncé) sur
RAPID’Salmonella. La plupart des isolats non identifiés a Salmonella spp par
galerie API 20E présente un test Omni-O négatif, a 'exception des colonies
issues de l'analyse de deux échantillons: n°® 788 (incubation du RVS
pendant 6 h) et n°442 (incubation du RVS pendant 24 h). Dans les deux cas,
les isolats ont été identifiés a I'espéce Escherichia hermanii par galerie
API 20E. lls montrent un test Omni-O positif couplé a un test ONPG positif,
profil non caractéristique de Salmonella spp. Les résultats des deux tests de
confirmation proposés, galerie API20E et combinaison des tests
Omni-O / ONPG sont négatifs et concordants.

ADRIA Développement 11/99 7 septembre 2009
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2.1.1.1.4 Calcul de [l'exactitude relative (AC), de la sensibilité relative (SE) et de la

spécificité relative (SP)

Q

Protocole RAPID’Salmonella avec incubation du RVS pendant 6 h

Tableau 11 - Calcul de I'’exactitude relative (AC), de la sensibilité relative
(SE) et de la spécificité relative (SP) - Incubation pendant 6 h

Catégorie PA | NA | ND | PD | Somme Exactitude N+ Sensibilité N- Spécificité

N relative PA +ND relative NA +PD relative

AC (%) SE (%) SP (%)
[100x(PA+NA])N [100xPAJN+ [100xNAJ/N-
Produits laitiers 24| 32| 4| 2 62 90,3 28 85,7 34 94,1
Produits de lamer | 30| 36 2 1 69 95,6 32 93,8 37 97,3

et végétaux

Ovoproduits 24| 34 3 66 87,9 29 82,8 37 91,9
TOTAL 78102 11 6 197 91,4 89 87,6 108 94,4

Les valeurs en pourcentage calculées pour ces trois critéres pour la méthode
alternative sont les suivantes :

1) exactitude relative
2) spécificité relative
3) sensibilité relative

La sensibilité des

:AC=91,4
:SP=94,4
:SE=87,6

deux méthodes,
supplémentaires obtenus pour la méthode alternative, est la suivante :

Méthode alternative :

(PA+PD)

ADRIA Développement
SYNTHESE RAPID’ Salmonella (Version 0)
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incubation du RVS pendant

24h+ 2h

Tableau 12 - Calcul de I'’exactitude relative (AC), de la sensibilité relative
(SE) et de la spécificité relative (SP) - Incubation pendant24 h+2 h

Catégorie PA | NA | ND | PD | Somme Exactitude N+ Sensibilité N- Spécificité
N relative AC (%) | PA+ND | relative SE (%) | NA+PD | relative SP (%)
[100x(PA+NA])N [100xPA]/N+ [100xNAJN-
Produits carnés 55| 83| 4| 3 145 95,2 59 93,2 86 96,5
Produits laitiers 26| 30| 2| 4 62 90,3 28 92,9 34 88,2
Produits de la mer et 31| 37 1 0 69 98,6 32 96,9 37 100
végétaux
Ovoproduits 26| 34| 3] 3 66 90,9 29 89,7 37 91,9
Produits d'alimentation | 28| 33| 2| 3 66 924 30 93,3 36 91,7
animale
TOTAL 166 | 217| 12| 13 408 93,9 178 93,3 230 94,3

Les valeurs en pourcentage calculées pour ces trois critéres pour la méthode
alternative sont les suivantes :

1) exactitude relative : AC = 93,9
2) spécificité relative : SP = 94,3
3) sensibilité relative : SE = 93,3

La sensibilité des deux méthodes,
supplémentaires obtenus pour la méthode alternative, est la suivante :

en

Sensibilité Méthode alternative

(PA+PD) 179

— =937

(PA+PD+ND) 191

Sensibilité Méthode de

référence

(PA+PD) 178
(PA+PD+ND) 191

=032

ADRIA Développement
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2.1.1.1.5 Analyse des discordants

a Protocole RAPID’Salmonella avec incubation du RVS pendant 6 h

Selon 'annexe F de la norme NF EN ISO 16140, le nombre de discordants
entre la méthode de référence et la méthode alternative est de: Y = ND +
PD, soit 17 échantillons :

- déviations négatives : 11 échantillons
- déviations positives : 6 échantillons

Les deux méthodes ne sont donc pas différentes.

a Protocole RAPID’Salmonella avec
24h + 2 h

incubation du RVS pendant

Selon 'annexe F de la norme NF EN ISO 16140, le nombre de discordants
entre la méthode de référence et la méthode alternative est de: Y = ND +
PD, soit 25 échantillons :

- déviations négatives : 12 échantillons
- déviations positives : 13 échantillons

Les deux méthodes ne sont pas différentes.

La majorité des résultats discordants entre les deux méthodes est issue de
I'analyse d’échantillons naturellement contaminés, échantillons naturellement
contaminés représentant un pourcentage important des échantillons positifs
(44 %). Ainsi, la répartition des résultats discordants en fonction du type de

contamination est la suivante :

Protocole RAPID’Salmonella | Nombre d’échantillons | Nombre d’échantillons
avec incubation du RVS naturellement artificiellement Total
pendant 6 h contaminés contaminés
Déviations négatives (ND) 6 4 10
Déviations positives (PD) 6 0 6
Total 12 4 16
Protocole RAPID’Salmonella | Nombre d’échantillons | Nombre d’échantillons
avec incubation du RVS naturellement artificiellement Total
pendant24h+2h contaminés contaminés
Déviations négatives (ND) 8 4 12
Déviations positives (PD) 8 5 13
Total 16 9 25
14/99 7 septembre 2009
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2.1.1.2 Niveau de détection relatif
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Le niveau de détection relatif correspond au nombre le plus petit de micro-organismes cultivables qu'il

est possible de détecter dans I'échantillon, avec une probabilité de 50 %, a l'aide des méthodes

alternative et de référence.

Les contaminations artificielles ont été réalisées selon les exigences de la

norme EN ISO 16140 et du bureau technique microbiologie.

Tableau 13 - Résultats des niveaux de détection relatifs :
incubation a 6 h

Niveau de détection relatif
(UFC /25 g ou 25 ml)
selon le test de Spearman-Kirber'

Couples (souche, matrice) Méthode de référence | Méthode alternative
Steak haché / Salmonella infantis 14 0,8 [0,3; 2,4] 0,8 [0,3; 2,4]
Lait cru / Salmonella typhimurium 305 1,8 0,6 ; 5,6] 1,8 0,6 ; 5,6]
Filet de julienne / Salmonella St Paul F31 0,4[0,1;2,1] 0,4[0,1;2,1]
Coule d’ceuf / Salmonella enteritidis 2532 0,5[0,1; 2,2] 0,8[0,2; 3,4]
Bouchées en gelé / Salmonella agona AOOV038 0,5[0,1; 2,5] 0,5[0,1; 2,5]

Tableau 14 - Résultats des niveaux de détection relatifs :
incubationa24 h+ 2h

Niveau de détection relatif
(UFC /25 g ou 25 ml)
selon le test de Spearman-Kirber'

Couples (souche, matrice) Méthode de référence |Méthode alternative
Steak haché / Salmonella infantis 14 0,8 [0,3; 2,4] 0,7[0,3; 2,1]
Lait cru / Salmonella typhimurium 305 1,8 0,6 ; 5,6] 0,6 [0,1; 2,6]
Filet de julienne / Salmonella St Paul F31 0,4[0,1;2,1] 0,4[0,1;2,1]
Coule d’ceuf / Salmonella enteritidis 2532 0,5[0,1; 2,2] 0,8[0,2; 3,4]
Bouchées en gelé / Salmonella agona AOOV038 0,5[0,1; 2,5] 0,5[0,1; 2,5]

La méthode alternative et la méthode de référence présentent des niveaux

de détection relatifs similaires.

' "Hitchins A. Proposed Use of a 50 % Limit of Detection Value in Defining Uncertainty Limits in the

Validation of Presence-Absence Microbial Detection Methods, Draft 10th December, 2003".
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2.1.1.3 Inclusivité / exclusivité

L'inclusivité est la capacité de la méthode alternative & détecter I'analyte cible a partir d’un large
éventail de souches.

L'exclusivité est I'absence d’interférences par un éventail approprié de souches non cibles de la
méthode alternative.

2.1.1.3.1 Protocoles d’essai

- Protocole pour l'inclusivité : les souches de Salmonella ont été mises
en culture en BHI a 37°C. Une dilution de la culture a été repiquée en eau
peptonée tamponnée de fagon a inoculer environ une cellule par ml. Le
protocole complet a ensuite été appliqué.

- Protocole pour I’exclusivité : les souches négatives ont été décongelées
en BHI, incubées a 37°C et repiquées a un taux d’environ 10°/ml d’eau
peptonée tamponnée. Un isolement a ensuite été effectué directement sur
RAPID’Salmonella. Dans le cas de I'obtention de colonies caractéristiques
sur gélose RAPID’Salmonella, le protocole complet a été appliqué.

2.1.1.3.2 Résultats d’inclusivité

Les résultats sont donnés en annexe 4.

Toutes les souches cibles montrent des colonies caractéristiques sur gélose
RAPID’Salmonella, a I'exception de la souche Paratyhpi A ATCC 9150. Cette
derniere présente des colonies caractéristiques rouges [H2S]- sur
gélose XLD et des colonies non caractéristiques sur gélose Rambach. Le
test Omni-O est positif, concordant avec le résultat de confirmation API 20E.
Deux autres souches de Salmonella paratyphi A (ATCC 11511 et CIP 5541)
ont été testées et montrent des colonies caractéristiques magenta sur gélose
RAPID’Salmonella. Les souches Typhi Ad 302, Paratyphi B Ad301 et
Paratyphi C ATCC 13428 sont également caractéristiques sur gélose
RAPID’Salmonella.

Toutes les souches cibles montrent un profil Omni-O positif / ONPG négatif,
a l'exception de Salmonella arizonae CIP 5523, salmonelle de phénotype
[lactose] positif présentant un test ONPG positif.
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2.1.1.3.3 Reésultats d’exclusivité

Les résultats sont donnés en annexe 4.

Toutes les souches non cibles testées ne présentent pas de colonies
caractéristiques sur gélose RAPID'Salmonella en réalisant le protocole
complet, a I'exception d’'une souche Enterobacter sakazakii qui montre un
test Omni-O négatif, non spécifique des salmonelles.

Lors de I'étude d’exactitude, deux souches identifiées a I'espéce Escherichia
hermanii ont présenté des colonies caractéristiques sur gélose
RAPID’Salmonella, avec un test Omni-O positif et ONPG positif. Afin
d’évaluer la sélectivité des tests de confirmation pour cette espéce, douze
souches supplémentaires d’Escherichia hermanii ont été testées : huit ont
montré une réaction positive au test Omni-O, mais elles ont toutes donné
une réaction positive au test ONPG.

2.1.2 Etude d’extension du protocole double enrichissement
Une étude d’extension a été menée avec la geélose opacifice et la
simplification des tests de confirmation par la réalisation d'un test latex. Les

échantillons analysés sont présentés ci-aprés :

2.2.1.1 Nombre et nature des échantillons

118 échantillons ont été analysés par le protocole double enrichissement :

Catégories Positifs Négatifs Total
Produits carnés 20 28 48
Produits laitiers 5 19 24
Ovoproduits 13 3 16
Produits d’alimentation animale 4 26 30
Total 42 76 118

2.2.1.2 Protocoles de confirmation

Au cours de cette étude, deux protocoles de confirmation ont été évalués : le
test latex et les tests classiques de la méthode de référence.
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2.2.1.3 Résultats des essais
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Tableau 15 - Couples de résultats des méthodes

de référence et alternative

Tous produits

6h
, Méthode de référence Méthode de référence
Réponses s L
positive (R+) négative (R-)

Méthode alternative positive Accord positif (A+/R+) Déviation positive (R-/A+)

(A+) PA=17 PD=0

Accord négatif (A-/R-

Méthode alternative négative Déviation négative (A-/R+) NA = 22 gatt { )

(A7) ND =1

PPN=0
24h
, Méthode de référence Méthode de référence
Réponses s L
positive (R+) négative (R-)

Méthode alternative positive Accord positif (A+/R+) Déviation positive (R-/A+)

(A+) PA=39 PD=1

Accord négatif (A-/R-

Méthode alternative négative Déviation négative (A-/R+) NA =76 gatt { )

(A7) ND =2

PPN=0

A+ = positifs confirmés
A- = négatifs immédiats et négatifs apres confirmation quand présomptifs positifs

PPN : positif présomptif négatif

2.2.1.4 Calcul de l'exactitude relative (AC), de la sensibilité relative (SE) et de la
spécificité relative (SP)

Tableau 16 - Calcul de I'’exactitude relative (AC),
de la sensibilité relative (SE) et de la spécificité relative (SP)

Protocole double enrichissement : 6 h

Exactitude Sensibilité Spécificité
N+ N-
Matrices PA[NA[ND([PD| N | relative AC (%) relative SE (%) relative SP (%)
PA +ND NA +PD

[100x(PA+NA])/N] [100xPA]/IN+] [100xNAJ/N-]
Produits laitiers | 4 [19 | 1 [ 0 | 24 95,8 5 80,0 19 100,0
Ovoproduits 131310 0|16 100, 13 100,0 3 100,0
TOTAL 17122 1| 0 | 40 97,5 18 94,4 22 100,0
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Protocole double enrichissement : 24 h
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Exactitude Sensibilité Spécificité
Matrices PA[NA[ND([PD| N | relative AC (%) N relative SE (%) " relative SP (%)
PA +ND NA +PD
[100x(PA+NA])/N] [100xPA]/IN+] [100xNAJ/N-]
Produits carnés 181281 |1 |48 95,8 19 94,7 29 96,6
Produits laitiers 5(19(0 |0 |24 100,0 5 100,0 19 100,0
Ovoproduits 1213|1016 93,8 13 92,3 3 100,0
Alimentation animale | 4 |26 | 0 | 0 | 30 100,0 4 100,0 26 100,0
TOTAL 39(76(2 (1 (118 97,7 41 95,1 77 98,7

2.2.1.5 Analyse des discordants

Le nombre de discordants entre la méthode de référence et la méthode
alternative est, pour le protocole double enrichissement (24 h), de :

Y =ND +PD
Y=2+1=3

Y < 6, aucun test n’est disponible

Les performances de la méthode alternative sont comparables a celles de la
meéthode de référence pour les échantillons testés.

ADRIA Développement
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2.2 Protocole court
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2.2.1 Exactitude relative, spécificité relative et sensibilité relative

L’exactitude est I'étroitesse de I'accord entre le résultat d’essai et la valeur de référence acceptée.

La spécificité relative est définie comme le degré auquel la méthode est affectée (ou non) par les
autres composants dans un échantillon en contenant plusieurs. C’est la capacité de la méthode a
mesurer avec exactitude un analyte donné, ou sa quantité, dans I'échantillon sans quil y ait
d’interférence avec les composants non ciblés, tels un effet de la matrice ou un bruit de fond.

La sensibilité relative est définie comme la capacité de la méthode alternative a détecter deux
quantités différentes d’analyte qui ont été mesurées avec la méthode de référence en utilisant une
matrice donnée sur toute I'étendue de mesure. C’est la variation de quantité minimale (accroissement
de la concentration d’analyte x) qui donne une variation significative du signal mesuré (réponse ).

2.2.1.1. Nombre et nature des échantillons

324 échantillons ont été analysés au total par le protocole court . La

répartition est donnée dans le tableau ci-aprés :

Tableau 17 - Analyse par le protocole court

Catégories Positifs Négatifs Total
Produits carnés 34 33 67
Produits laitiers 31 34 65
Produits de la péche et végétaux 31 31 62
Ovoproduits 32 30 62
Produits d’alimentation animale 31 37 68
Total 159 165 324

2.2.1.2. Contamination artificielle des échantillons

Des contaminations artificielles ont été réalisées par des inoculations pour
129 échantillons : 114 ont donné un résultat positif par 'une ou l'autre des

méthodes, ce qui correspond a 28,3

contaminés.

ADRIA Développement
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2.2.1.3. Résultats des essais

Les résultats bruts sont donnés en annexe 5.
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Tableau 18 - Couples de résultats des méthodes

de référence et alternative

Tous produits - Protocole court

, Méthode de référence Méthode de référence
Réponses o L
positive (R+) négative (R-)
Méthode alternative positive Accord positif (A+/R+) Déviation positive (R-/A+)
(A+) PA=130 PD =15
Accord négatif (A-/R-
Méthode alternative négative Déviation négative (A-/R+) NA = 165 gatit { )
(A7) ND =14
PPN=0

A+ = positifs confirmés

A- = négatifs immédiats et négatifs aprés confirmation quand présomptifs positifs

PPN : positif présomptif négatif

Résultats par catégorie d’échantillons

Tableau 19 - Produits carnés

. Méthode de référence Méthode de référence
Réponses
positive (R+) négative (R-)
Méthode alternative positive Accord positif (A+/R+) Déviation positive (R-/A+)
(A+) PA=25 PD=4
Méthode alternative négative Déviation négative (A-/R+) Accord négatif (A-/R-)
(A7) ND=5 NA =33
Tableau 20 - Produits laitiers
. Méthode de référence Méthode de référence
Réponses
positive (R+) négative (R-)
Méthode alternative positive Accord positif (A+/R+) Déviation positive (R-/A+)
(A+) PA=25 PD=3
Méthode alternative négative Déviation négative (A-/R+) Accord négatif (A-/R-)
(A7) ND=3 NA =34
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Tableau 21 - Ovoproduits
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Méthode de référence

Méthode de référence

Réponses
positive (R+) négative (R-)
Méthode alternative positive Accord positif (A+/R+) Déviation positive (R-/A+)
(A+) PA=29 PD=3
Méthode alternative négative Déviation négative (A-/R+) Accord négatif (A-/R-)
(A7) ND=0 NA =30

Tableau 22 - Produits de la péche et végétaux

Méthode de référence

Méthode de référence

Réponses
positive (R+) négative (R-)
Méthode alternative positive Accord positif (A+/R+) Déviation positive (R-/A+)
(A+) PA=25 PD=2
Méthode alternative négative Déviation négative (A-/R+) Accord négatif (A-/R-)
(A7) ND =4 NA =31

Tableau 23 - Produits d’alimentation animale

Méthode de référence

Méthode de référence

Réponses
positive (R+) négative (R-)
Méthode alternative positive Accord positif (A+/R+) Déviation positive (R-/A+)
(A+) PA =26 PD=3
Méthode alternative négative Déviation négative (A-/R+) Accord négatif (A-/R-)
(A7) ND =2 NA =37
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2.2.1.4 Calcul de l'exactitude relative (AC), de la sensibilite relative (SE) et de la
spécificité relative (SP)

Tableau 24 - Calcul de I'’exactitude relative (AC),

de la sensibilité relative (SE) et de la spécificité relative (SP)

Protocole court

Exactitude N+ Sensibilité N Spécificité
Matrices PA|NA | ND|PD| N | relative AC (%) relative SE (%) relative SP (%)
PA +ND NA +PD
[100x(PA+NA])/N] [100xPA]/IN+] [100xNAJ/N-]
Produits carnés 25 33| 5|4 |67 86,6 30 83,3 37 89,2
Produits laitiers 25 34| 3 65 90,8 28 89,3 37 91,9
Produits de la péche,
) 25314 |2 |62 90,3 29 86,2 33 93,9
végétaux et divers
Ovoproduits 29 (300 | 3 |62 95,2 29 100,0 33 90,9
Alimentation animale 26 | 37| 2 | 3 |68 92,6 28 92,9 40 92,5
TOTAL 130|165 | 15 | 14 | 324 91,0 144 90,3 180 91,7

PA = Accord positif (R+/A+)
NA = Accord négatif (R-/A-)

PD = déviation positive (R-/A+)
ND = déviation négative (A-R+)

Les valeurs en pourcentage calculées pour ces trois critéres pour la méthode
alternative (protocole court) sont les suivantes :

4) exactitude relative : AC = 91,1
5) spécificité relative : SP = 91,8
6) sensibilité relative : SE = 90,2

La sensibilité des deux méthodes, en

supplémentaires obtenus pour la méthode alternative, est la suivante :

ADRIA Développement
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tenant compte des positifs

Méthode alternative Méthode de référence
(PA+PD)/(PA+PD +ND) (PA+ND)/(PA +PD + ND)
91,1 90,5
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2.2.1.5 Analyse des discordants

Le nombre de discordants entre la méthode de référence et la méthode
alternative est, pour le protocole court, de :

Y =ND + PD
Y =14 +15=29
Y > 22

X2 = d?/Y
d=|PD-ND| =1
x2 = 0,036

x? < 3,841, les deux méthodes ne sont pas différentes pour a < 0,05

Les enrichissements de la méthode de référence et de la méthode alternative
étant différents, les déviations observées sont probablement dues a
I'échantillonnage. Elles sont réparties comme suit :

Protocole court Nombre d’échantillons | Nombre d’échantillons Total
RAPID’Salmonella naturellement artificiellement
contaminés contaminés
Déviations négatives 9 5 14
Déviations positives 8 7 15
Total 17 12 29

2.2.1.6. Protocole de confirmation

Les colonies caractéristiques observées sur gélose RAPID’Salmonella pour
les échantillons 160, 162 et 381 ont été confirmées uniquement par les tests
classiques de la méthode de référence. |l s’agit dans tous les cas d’'une
souche Salmonella IlIb-50:i.z.

2.2.1.7. Conservation des bouillons d’enrichissement a 4°C
Tous les enrichissements du protocole court ont été ré-isolés apres 72 h de

conservation a 4°C. Aucun changement de résultats n’a été observé par
rapport a I'isolement apres incubation.
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2.2.2 Niveau de détection relatif

Le niveau de détection relatif correspond au nombre le plus petit de micro-organismes cultivables qu'il
est possible de détecter dans I'échantillon, avec une probabilité de 50 %, a l'aide des méthodes
alternative et de référence.

2.2.2.1 Matrices utilisées

Cette étude a pour objectif de déterminer les quantités minimales de
Salmonella spp. détectables dans la matrice alimentaire et de les comparer a
celles obtenues par la méthode de référence.

Les limites de détection ont été définies par I'analyse du couple (matrice /
souche) a quatre niveaux. Six réplicats de chaque condition ont été réalisés.

Les matrices et souches utilisées étaient les suivantes :

- steak haché inoculé par Salmonella Infantis 128,

- lait cru inoculé par Salmonella Derby AOOE084,

- filet d’églefin inoculé par Salmonella Saintpaul F31,

- coule d’ceuf inoculée par Salmonella Enteritidis 657,

- croquettes pour chien inoculées par Salmonella agona AO0OV038.

2.2.2.2 Protocole de contamination

Les contaminations et les dénombrements ont été réalisés selon le protocole
décrit, pour les faibles taux d’inoculation, dans les exigences relatives aux
études préliminaires et collaboratives.

Les taux de contamination étaient les suivants :

- taux1:0 UFC/g ou/ml

- taux 2 : taux nécessaire a I'obtention de 0 a 50 % de positifs,
- taux 3 : taux nécessaire a I'obtention de 50 a 75 % de positifs,
- taux 4 : taux nécessaire a I'obtention de 100 % de positifs.

Un dénombrement de la flore totale a été réalisé sur les matrices.

2.2.2.3 Reésultats

Les niveaux de détection par couple matrice / souche sont présentés ci-
apres :
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Tableau 25 - Résultats des niveaux de détection relatifs
Protocole court

Niveau de détection relatif
(UFC /25 g ou 25 ml)
selon le test de Spearman-Kérbe'
Couples (souche, matrice) Méthode de référence | Méthode alternative
Steak haché / Salmonella infantis 128 0,3[0,1;1,1] 0,41[0,1;14]
Lait cru / Salmonella Derby AOOE084 0,5[0,2;1,3] 0,4[0,2;0,9]
Filet d'eglefin / Salmonella Saintpaul F31 0,6102;1,9] 0,4102;11]
Coule d'ceuf / Salmonella enteritidis 657 0,3[0,1;1,0] 0,4[0,1;1,.2]
Croquettes pour chien / Salmonella agona AOOV038 0,3[0,1;1,1] 0,6[0,2;1,6]

2.2.2.4 Conclusion

Les niveaux de détection relatif de la méthode alternative et de la méthode
de référence sont équivalents, quelle que soit la matrice testée.

2.2.3 Inclusivité / exclusivité

Linclusivité est la capacité de la méthode alternative & détecter I'analyte cible a partir d’un large
éventail de souches.

L'exclusivité est I'absence d'interférences par un éventail approprié de souches non cibles de la
méthode alternative.

2.2.3.1. Protocoles d’essai

- Protocole pour l'inclusivité : les souches de Salmonella ont été mises
en culture en BHI a 37°C. Une dilution de la culture a été repiquée en eau
peptonée tamponnée supplémentée incubée a 41,5°C de fagon a inoculer
entre 10 et 100 cellules pour 225 ml de bouillon. Le protocole complet a
ensuite été appliqué.

- Protocole pour I’exclusivité : les souches négatives ont été décongelées
en BHI, incubées a 37°C et repiquées a un taux d’environ 10°/ml d’eau
peptonée tamponnée a 41,5°C. Un isolement a ensuite été effectué sur
RAPID’Salmonella. Dans le cas de lI'obtention de colonies caractéristiques
sur gélose RAPID’Salmonella, le test latex a été effectué.

ADRIA Développement 26/99 7 septembre 2009
SYNTHESE RAPID’ Salmonella (Version 0)



Bio-Rad
2.2.3.2. Résultats
Les résultats bruts sont donnés en annexe 6.
o Inclusivité

Pour le protocole court, sur 51 souches de Salmonella testées, 47 ont donné
des colonies caractéristiques sur gélose RAPID’'Salmonella. Les souches
Salmonella Paratyphi A ATCC 9150, Salmonella Paratyphi B Ad 301, et
Salmonella Paratyphi C ATCC 13428 ont montré des difficultés de
croissance ou des colonies caractéristiques, ainsi que S. gallinarum Ad 300.
Aprés cuture en BHI, toutes les souches Paratyphi testées présentent des
colonies caractéristiques sur gélose RAPID’Salmonella.

Cing souches de Salmonella ont donné un test latex négatif ; il s’agit de
Salmonella arizonae Ad 450, Salmonella bongori Ad 599, Salmonella Cerro
Ad 689, Salmonella Houtenae Ad 596 et Salmonella Veneziana Adria 233.

Pour le protocole long, les 13 souches testées ont donné des colonies
caractéristiques sur gélose RAPID’Salmonella, 'une d’entre elles a donné un
test latex négatif ; il s’agit de Salmonella Cerro Ad 689.

a Exclusivité

42 souches ont été testées, dont 12 Escherichia hermanii.

11 souches Escherichia hermanii ont donné des colonies magenta avec,
généralement, une coloration plus terne que celle observée avec Salmonella.
Cette coloration a également été observée avec Citrobacter diversus Adria
140 et Serratia marescens Ad 447 ; ces souches ont toutes donné un test
latex négatif.
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3 PRATICABILITE

v Mode de conditionnement des éléments de la méthode

Le milieu RAPID’Salmonella est disponible sous forme de gélose
précoulée (90 mm x 20 boites) et sous forme déshydratée avec
RAPID’Salmonella supplément (10 flacons).

Le supplément RAPID’Salmonella Capsule est disponible sous forme de
gélules (flacon de 100 unités).

Le test latex est disponible sous forme de kit de 75 tests.

v Volume des réactifs

- Flacon de poudre déshydratée : 500 g
- Boites précoulées : 18 mi
- Test latex : flacon compte-gouttes de 2 ml de réactif

v' Conditions de stockage des éléments et péremption des produits non ouverts

La température de stockage et la date de péremption sont indiquées sur
le coffret pour les boites de RAPID’Salmonella, sur le flacon pour la
forme déshydratée RAPID’Salmonella, sur le coffret et sur le flacon pour
le test latex, et sur le flacon pour le supplément RAPID’'Salmonella
Capsule. La durée de péremption est de :

- RAPID’Salmonella (boites précoulées) : 3 mois a 4°C,
- RAPID’Salmonella format 500 g : 24 mois a 4°C,
- kit latex : 18 mois a 4°C,
- RAPID’Salmonella capsule : 18 mois a 4°C.
v' Modalité d'utilisation aprés premiére utilisation
Sans objet

v' Equipements ou locaux spécifiques nécessaires

Aucune exigence particuliere n’est nécessaire ; les locaux et le matériel
sont ceux d’un laboratoire de microbiologie.
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v Réactifs préts a I'emploi a reconstituer

Sans objet.
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v' Durée de formation de I'opérateur non initié a la méthode

Un technicien connaissant les techniques de microbiologie peut étre

formé en moins d’une journée.

v' Temps réel de manipulation et flexibilité par rapport au nombre d’échantillons

a analyser (temps en minutes)

Etape Méthode de référence Méthode RAPID’Salmonella -
(ISO 6579) Protocole court

30 échantillons 30 échantillons

Prélévement, ajout du diluant, broyage 37 40

Repiquage en RVS et MKTTn 34 /

Isolement sur gélose sélective 40 15

Lecture des géloses 20 5

Total / échantillon négatif 44 2

Isolement des colonies suspectes sur 60 /

gélose nutritive

Test latex / 12

Tests de confirmation biochimiques et 138 /

sérologiques

Total / échantillon positif 11,1 24

La méthode RAPID’Salmonella nécessite 4,5 fois moins de temps de

manipulation que la méthode de référence.

v' Délai d’obtention des résultats

- Echantillons négatifs

Etape Méthode Méthode RAPID’ Salmonella
NF I1SO 6579 Protocole court
Pré-enrichissement JO JO
Enrichissements J1 /
Isolements J2 J1
Lecture des boites, obtention des 3 J2
résultats négatifs
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- Echantillons positifs

Etape Méthode Méthode RAPID’ Salmonella
NF 1SO 6579 Protocole court

Pré-enrichissement JO JO
Enrichissements J1 /

Isolements J2 J1

Lecture des géloses sélectives, 3 J2

repiquage

Tests de confirmation, obtention des 55 J2

résultats positifs

v' Type de qualification de I'opérateur

Technicien qualifié en microbiologie.

v' Etapes communes avec la méthode de référence

Aucune

v' Tracabilité des résultats

Sans objet

v' Maintenance par le laboratoire

Sans objet
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ETUDE INTERLABORATOIRE

4.1

Organisation de I’étude

Quinze laboratoires ont participé a I'étude. Aucune formation a la mise en
ceuvre de la méthode alternative n’a été effectuée.

L’étude a porté sur du lait pasteurisé demi-écrémé.

La souche utilisée pour les contaminations est une souche de Salmonella
typhimurium de la collection ADRIA Développement (souche n°305).

Chaque laboratoire collaborateur a regu 24 échantillons (25 ml) codés pour la
recherche de Salmonella par la méthode RAPID’Salmonella (protocole

double enrichissement) et la méthode ISO 6579 (2002).

4.2

4.2.1

Contrdle des paramétres expérimentaux

Taux obtenus aprés contamination artificielle

Les taux de contamination obtenus dans la matrice et les estimations de
précision sont donnés dans le tableau suivant :

Estimation de

Estimation de

Taux . L .
théoriaue Taux réel la limite la limite
Niveau Echantillons ciblg (b/25 ml inférieure de la supérieure de la
(0/25 m) d’échantillon) contamination contamination
par 25 ml d’échantillon | par 25 ml d’échantillon
: 1,3,6,8, 11,
Niveau 0 1322 24 / / / /
: 2,4,10,12, 15,
Niveau bas 17.21.23 5 6 5 7
. 5,7,9,14,16,
Niveau haut 181, 20 25 26 23 30

4.2.2 Problemes de température relevée au cours du transport,
température a réception et délais de réception

Aucune anomalie n’a été observée pendant le transport; la température
mesurée pendant le transport était comprise entre 0 et 1°C. Les échantillons
ont été réceptionnés a J1.
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4.2.3 Conclusion : description des problémes éventuels rencontrés et
motif d’exclusion des laboratoires

Aucun probleme n’a été rencontré au cours du transport, ni a la réception
des échantillons.

4.3 Résultats des analyses
4.3.1 Reésultats obtenus par les laboratoires collaborateurs

Note : les résultats positifs de la méthode alternative sont les résultats positifs aprés
confirmation.

La synthése des résultats positifs obtenus par la méthode alternative et par
la méthode de référence est donnée ci-apres :

Résultats positifs obtenus par la méthode de référence

Niveau de contamination

Laboratoires LO L1 L2

Obtenu | Nb échantillons | Obtenu | Nb échantillons | Obtenu | Nb échantillons
0 8 8 8 8 8

ZIZ | XN~ |—IDT®@MMOolO|w| >

WIO(N|O|Oo|lo|lo|o|IMNMO|O|Oo|~V|O
QO |0CO(CO0|CO|0CO|CO(CO|CO|OCO(CO|CO|CO|0OO| 0O
QO |0CO(CO0|CO|CO|(CO(CO|CO|OCO(CO|CO|CO|0OO| 0O
QO |0CO(CO0|CO|CO|(CO(CO|CO|OCO(CO|(CO|CO|0O| 0O
O |0CO(CO|CO|CO|(CO(CO|CO|OCO(CO|CO|0CO|0O| 0O
QO |0CO(CO0|CO|0CO|CO(CO|CO|OCO(CO|CO|CO|0OO| 0O

(@)

TOTAL FPa=0 TPb) = 96 TPe) =96

a): Faux positif obtenu avec la méthode alternative
b) :  Vrai positif obtenu au niveau 1 avec la méthode alternative
c) : Vrai positif obtenu au niveau 2 avec la méthode alternative

Les laboratoires C, G, M et O ont été exclus de 'interprétation.
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Résultats positifs obtenus par la méthode alternative

a): Faux positif obtenu avec la méthode alternative
b) :  Vrai positif obtenu au niveau 1 avec la méthode alternative
c) : Vrai positif obtenu au niveau 2 avec la méthode alternative

v Incubation8 h+2h

Niveau de contamination
Laboratoires L0 L1 L2
Obtenu | Nb échantillons | Obtenu | Nb échantillons | Obtenu | Nb échantillons
A 0 8 8 8 8 8
B 0 8 8 8 8 8
C 0 8 8 8 8 8
D 0 8 8 8 8 8
E 0 8 8 8 8 8
F 0 8 8 8 8 8
G 1 8 8 8 8 8
H 0 8 8 8 8 8
I 0 8 8 8 8 8
J 0 8 8 8 8 8
K 0 8 8 8 8 8
L 0 8 8 8 8 8
M 4 8 8 8 8 8
N 0 8 8 8 8 8
0 2 8 8 8 7 8
TOTAL FPa =0 TPY = 88 TP =88
Les laboratoires C, G, M et O ont été exclus de 'interprétation.
v" Incubation24 h+2h
Niveau de contamination
Laboratoires L0 L1 L2
Obtenu | Nb échantillons | Obtenu | Nb échantillons | Obtenu | Nb échantillons
A 0 8 8 8 8 8
B 0 8 8 8 8 8
C ? 8 8 8 8 8
D 0 8 8 8 8 8
E 0 8 8 8 8 8
F 0 8 8 8 8 8
G 7 8 8 8 7 8
H 0 8 8 8 8 8
I 0 8 8 8 8 8
J 0 8 8 8 8 8
K 5 8 8 8 8 8
L 0 8 8 8 8 8
M 7 8 8 8 8 8
N 2 8 8 8 8 8
0 4 8 8 8 8 8
TOTAL FPa = 2* TP» =80 TP =80

*

RVS.

résultats positifs confirmés par la méthode RAPID’Salmonella aprés 24+ 2h d’enrichissement en

Les laboratoires C, G, K, M et O ont été exclus de l'interprétation.
33/99

ADRIA Développement

SYNTHESE RAPID’ Salmonella (Version 0)

7 septembre 2009



Bio-Rad
4.3.2 Commentaires

Neuf laboratoires sur quinze ont obtenu des résultats concordants avec ceux
attendus pour la méthode de référence et la méthode alternative quel que
soit le temps d’incubation en bouillon RVS : laboratoires A, B, D, E, F, H,
I, JetL.

Le laboratoire N a transmis un résultat positif confirmé par la méthode
RAPID’Salmonella apres 24 h d’enrichissement en milieu RVS a partir de
deux échantillons non contaminés (échantillons 3 et 22). Devant la
discordance des résultats entre la méthode de référence et la méthode
alternative, plusieurs isolements ont été effectués a partir des bouillons RVS
et MKTTn de la méthode de référence par le laboratoire collaborateur : des
colonies caractéristiques de Salmonella spp ont été identifiées. Il est
probable qu'une contamination faible se soit produite au prélevement ou a
I'étape de pré-enrichissement. Les résultats de ce laboratoire ont été intégrés
aux interprétations en faisant figurer les premiers résultats transmis :

- échantillons 3 et 22 négatifs par la méthode de référence,

- échantillons 3 et 22 négatifs par la méthode alternative apres 6 h
d’enrichissement en RVS,

- échantillons 3 et 22 positifs par la méthode alternative aprés 24 h
d’enrichissement en RVS.

Des résultats n'ont pas été pris en compte dans l'interprétation des données,
résultats résultant a priori de différents types de contamination et/ou de
discordances dans les tests d’identification :

- les résultats obtenus par deux laboratoires semblent résulter de
contaminations tant au niveau de la méthode de référence, que de la
meéthode alternative : Laboratoires G et M.

- les résultats obtenus par le Ilaboratoire K semblent résulter de
contaminations a [l'ouverture des tubes de RVS aprés 6 heures
d’'incubation pour isolement sur gélose RAPID'Salmonella, puis
réincubation des bouillons RVS jusqu’a une durée totale de 24 + 2 h. Des
colonies magenta, confirmées ensuite, sont alors présentes sur les
geéloses RAPID’Salmonella, alors qu’il s’agissait de I'analyse d’échantillons
non contaminés. Il est a noter qu’il a été délibérément choisi de réaliser
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une seule série de tubes en RVS pour les temps d’incubation de 6 h et
24 h £ 2 h de maniére a montrer I'absence d’évolution des résultats entre
les temps d’incubation. Les résultats de ces deux laboratoires ont été
exclus de linterprétation a 24h + 2 h: dans l'application stricte de la
méthode alternative, l'ouverture des tubes de RVS a deux temps
d’incubation n’ayant pas lieu.

- Le laboratoire C a isolé des colonies suspectes non caractérisées
précisément, pour deux échantillons non inoculés, sur gélose
RAPID’Salmonella et par la méthode de référence. Plusieurs discordances
de résultats étant observées, les résultats de ce laboratoire ont été exclus.

L’hypothése des contaminations a été confirmée par une caractérisation
moléculaire des isolats par pulsotypage selon le protocole AFSSA disponible
dans la base de données MATEASYy (cf. figure ci-apres).

Restriction : Xba 1

Algorithme UPGMA, coefficient de Dice

—100

G11 Alt
G1 Ref
K11 Alt
011 Ref
1IN Ad 305 souche de r
G6 Alt
\ | M8 Alt 6h
K22 Alt
[0 c=r
M22 Ref

HHII{ }\ N3 Al

100% d’identité entre le pulsotype de la souche
inoculée et les pulsotypes des isolats issus de
contaminations

M13 Alt
H| 022

c3
THIM L N2
c2
08

Ainsi, les interprétations des données ont été effectuées en intégrant les
résultats :

= de onze laboratoires pour la comparaison de la méthode de référence
avec la méthode RAPID’Salmonella impliquant un enrichissement en RVS
de 6 heures : laboratoires A, B, D, E, F, H, |, J, K, L et N.

= de dix laboratoires pour la comparaison de la méthode de référence avec
la méthode RAPID’ Salmonella impliquant un enrichissement en RVS de
24 heures : laboratoires A, B, D, E, F, H, I, J, L et N.
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4.4 Calculs

4.4.1 Calcul des pourcentages de spécificité (%SP) et de sensibilité
(% SE) pour les deux méthodes

Le pourcentage de spécificité, pour le niveau LO et pour chaque méthode, est

calculé a l'aide de I'équation suivante : SP = {1—[Z—ij 100%}

avec : N- = nombre total de tous les essais LO
FP = nombre de faux positifs

Le pourcentage de sensibilité, pour chaque niveau de contamination positif et
pour chaque méthode, est calculé a I'aide de I'équation suivante :

SE = Ex 100%
N +
avec : N+ = nombre total de tous les essais L1 ou L2

FP = nombre de vrais positifs

Les résultats sont reportés dans le tableau suivant :

Niveau Méthode de référence Méthode alternative Méthode alternative
Incubation8 h+2h Incubation 24 h+2h
SP/SE LCL % SP/SE LCL % SP/SE LCL %
LO SP% =100 98 SP% =100 98 SP% =97,7* 96
L1 SE% =100 98 SE% =100 98 SE% =100 98
L2 SE% =100 98 SE% =100 98 SE% =100 98
L1+L2 SE% =100 98 SE% =100 98 SE% =100 98

*

Résultats positifs confirmés par la méthode RAPID’Salmonella aprés 24 + 2h d’enrichissement
en RVS.

4.4.2 Calcul de I'exactitude relative (AC)

Les résultats pour tous niveaux confondus sont donnés ci-aprés :

Couples de résultats de la méthode alternative
et de la méthode de référence : Incubation8 h+2 h

Méthode alternative Méthode de référence Total
+ .
+ PA=176 PD=0 176
ND=0 NA = 88 88
Total N+=176 N- =88 N = 264
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Couples de résultats de la méthode alternative et
de la méthode de référence : Incubation24 h+2 h

Méthode alternative Méthode de référence Total
+
+ PA =160 PD = 2* 162
ND=0 NA=78 78
Total N+ =160 N- =80 N =240

*

en RVS.

Résultats positifs confirmés par la méthode RAPID’Salmonella aprés 24 + 2h d’enrichissement

L’exactitude relative (AC), exprimée en pourcentage, est calculée a l'aide de

I'équation suivante : AC =

(PA +NA)

x100%

avec : N = nombre d’échantillons soumis a essai
PA = nombre d’accords positifs
NA = nombre d’accords négatifs

Les valeurs d’exactitude de la méthode alternative par rapport a la méthode
de référence ont été calculées pour chacun des niveaux et figurent dans les

tableaux ci-apres :

Incubation8 h+2h

Niveau AC % LCL %
LO 100 98
L1 100 98
L2 100 98

L1+L2 100 98

Total 100 98
incubation24 h+2 h

Niveau AC % LCL %
LO 97,5 94*
L1 100 98
L2 100 98

L1+L2 100 98

Total 99,2 98

en RVS.
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4.4.3 Etude des résultats discordants
Deux résultats attendus négatifs sont trouvés positifs confirmés par la
méthode RAPID’'Salmonella apres 24 + 2 h d’enrichissement en RVS. La
présence de Salmonelles a été confirmée ultérieurement par la méthode de
référence par isolement sur plusieurs boites de gélose sélective.
Le nombre d’échantillons attendus négatifs et trouvés positifs étant inférieur
a 6, aucun test statistique ne doit étre appliqué.
4.5 Interprétation
4.5.1 Comparaison des valeurs d’exactitude relative(AC), de spécificité
(SP) et de sensibilité (SE)
Les valeurs obtenues dans les deux parties de I'étude de validation (étude
comparative des méthodes et étude interlaboratoire) sont reportées dans le
tableau ci-apres :
Comparaison des valeurs obtenues lors de I’étude interlaboratoire
avec celles obtenues dans le cadre de I’étude préliminaire,
pour la méthode alternative
Etude collaborative Etude préliminaire
Incubation Incubation Incubation Incubation
8h+2h 24h+2h 8h+2h 24h+2h
Exactitude relative (AC) 100 99,2* 91,4 93,9
Sensibilité (SE) 100 100 87,6 93,3
Spécificité (SP) 100 97,7* 94,4 943
*  Résultats positifs confirmés par la méthode RAPID’Salmonella apres 24+ 2h d’enrichissement
en RVS.
4.5.2 Degré d’accord (DA)
Les degrés d’accord pour la méthode de référence et la méthode alternative
et pour chaque niveau sont reportés ci-apres :
Niveau Méthode de référence Méthode alternative
Incubation8h +2h Incubation24 h+2h
LO DA % =100 DA % =100 DA % =96,2*
L1 DA % =100 DA % =100 DA % =100
L2 DA % =100 DA % =100 DA % =100
*  Résultats positifs confirmés par la méthode RAPID'Salmonella aprés 24 £ 2h d’enrichissement
en RVS.
ADRIA Développement 38/99 7 septembre 2009

SYNTHESE RAPID’ Salmonella (Version 0)




Bio-Rad

4.5.3 Concordance

Les pourcentages de concordance pour la méthode de référence et la
meéthode alternative, a chaque niveau, sont repris dans le tableau ci-apreés :

Niveau Méthode de référence Méthode alternative
Incubation8h +2h Incubation 24 h +2h
LO Concordance % =100 | Concordance % = 100 Concordance % = 97,6*
L1 Concordance % =100 | Concordance % = 100 Concordance % = 100
L2 Concordance % =100 | Concordance % =100 Concordance % = 100

*  Résultats positifs confirmés par la méthode RAPID'Salmonella aprés 24 £ 2h d’'enrichissement

en RVS.

4.5.4 Odds Ratio (COR)

Les Odds ratio pour la méthode de référence et la méthode alternative sont

donnés ci-apres :

Niveau Méthode de référence Méthode alternative
Incubation8h +2h Incubation 24 h + 2 h
LO COR % =1,00 COR % =1,00 COR % =0,62*
L1 COR % =1,00 COR % =1,00 COR % =1,00
L2 COR % =1,00 COR % =1,00 COR % =1,00

*  Résultats positifs confirmés par la méthode RAPID'Salmonella aprés 24 £ 2h d’enrichissement

en RVS.
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5 CONCLUSION GENERALE

Quel que soit le protocole utilisé, la méthode RAPID’Salmonella montre
des résultats d’exactitude, de spécificité et de sensibilité relatives
satistaisants.

Les niveaux de détection de la méthode RAPID’Salmonella et de la
méthode de référence sont similaires.

La méthode RAPID’Salmonella est spécifique et sélective.
Enfin, elle offre une facilit¢ de manipulation et un gain de temps a
I’obtention des résultats négatifs et positifs, plus particulierement lors

de la réalisation du protocole court.

La variabilité de la méthode alternative (degré d’accord, concordance,
odds ratio) est équivalente a celle de la méthode de référence.
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Annexe 1 - Méthode alternative

Protocole court

xg ou ml de produit

Dilution au 1/10 en eau peptonée tamponnée supplémentée
N%

Incubation 18 h+£2 ha 41,5°C £ 1°C
\Z

Isolement de 10 ul sur gélose
RAPID’Salmonella (nouvelle formulation)

\Z
Incubation 24 £ 2 ha 37°C £ 1°C
\Z

Confirmation par test latex sur colonie isolée
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Protocole double enrichissement

xg ou ml de produit

N%
Dilution 1/10 en eau peptonée tamponnée
N%
Incubation 18 h+2 ha 37°C £ 1°C
N%
Repiquage en bouillon RVS (0,5 ml) préchauffé
74 N
Produits de la mer Produits carnés
produits végétaux, produits laitiers, produits d’alimentation animale
ovoproduits
NZ NZ
8h+t2ha24h+2h 24h+2ha41,5°C+1°C
ad41,5°C+1°C
N% N%

Isolement de 10 ul sur gélose
RAPID’Salmonella (nouvelle formulation)
N
Incubation24 h+2a 37°C £ 1°C
N

Confirmation par test latex sur colonie isolée
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Annexe 2 - Méthode de référence
NF EN ISO 6579 : 2002 : Microbiologie des aliments
Méthode horizontale pour la recherche de Salmonella

xg ou ml de produit

v

Dilution au 1/10 en EPT
rameneée a température ambiante

v

Incubation
18h+t2ha37°C+1°C

— T

0,1 ml de culture 1 ml de culture
10 ml de bouillon RVS 10 ml de bouillon MKTTn
Incubation24 h+3 ha41,5°C+1°C Incubation24 h+3 ha 37°C +1°C

\/

Milieux XLD et Chromagar Salmonella
Incubation24 h+3 ha 37°C +1°C

v

Au moins 1 colonie caractéristique
(pour chaque milieu) et 4 colonies si la
premiéere est négative

v

Gélose nutritive
Incubation24 h+3 ha 37°C +1°C

— .

Confirmation biochimique Confirmation sérologique

\/

Interprétation des résultats
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Les produits apparaissant en gras sont des produits artificiellement contaminés.
ni : colonies non isolées
+/- . colonies douteuses

Annexe 3 - Protocole double enrichissement - Résultats bruts de I’exactitude relative

Bio-Rad

PRODUITS CARNES
RAPID’Salmonella
Echantill Méthode de réfé ISO 6579) *
chantillon éthode de référence ( ) 61 2aH +/- 21
RVS MKTTn
N° Produit Rambgch XL[,) Rambgch XLD colonies | Résultat Colonies Résultat Colonies Résultat | Concordance
colonies colonies colonies suspectes Concordance | suspectes
suspectes
suspectes suspectes | suspectes
297 |Farces crues + + + + + + + = + + =
298  |Jambon + + + + + ;i + - + + -
299 [Blanc de poulet + + + + + rTi + = + + =
300 |Lardons fumés - + - - + + + = + + =
301 |Saucisse de Montbéliard - - - - - - - = - - =
302 |Bacon + (Hafnia alvei) + - + + + + = + + =
303 |Andouille - + - + + + + = + + —
304 |Magret de canard + + - - + - - FN - - EN
452 |Viande blanche + + + + + + + = + + =
453 |Viande blanche - - - +(Hafnia alvei) - - - = - - =
454  |Blanc de poule sans peau + + + + + + + = + + =
455  |Filet mignon +/-(Hafnia alvei) - - - - - - = - - =
456  |Viande crue +/-(Hafnia alvei) - - - - - - = - - =
458  |Viande hachée de baeuf - - - - ; T ; = ) ) =
1col.péle

476 |Steak haché surgelé - - - - - - - = - - =
477 |Steak haché surgelé - - - - - - - = - - =
478 |Pilons de poulet - - - - - - - = - - =
479 |Viande de boeuf - - - - - - - = - - =
* Essai effectué sous le couvert de I'accréditation
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PRODUITS CARNES
. A ex . RAPID’Salmonella
Echantillon Méthode de référence ( ISO 6579) 6H 24H +/- 2H
RVS MKTTn
N° Produit Rambgch XL[.) Rambgch XLD colonies | Résultat Colonies Résultat Colonies Résultat | Concordance
colonies colonies colonies suspectes Concordance | suspectes
suspectes
suspectes suspectes | suspectes
480 |bacon - - - - - - - = - - =
481  |Filet de canard - - - - - - - = - - =
514 |Blanc de poule sans os + + + + + + + = + + =
515 |Ailes de poulet - + - + + + + = + + =
516 |Manchon de canard - - - H. alvei - - - = _ _ =
586 |Langue de porc + + + + + = + + =
587 |Cuisse de canard + + + + + = + + =
+ +
588 |VSM congelée - (oxydase+) - (oxydase+) - - - = - - =
727  |Viande blanche + + - - + + + = + + =
728 |Viande blanche + + + + + * ; FN + + =
1col
739 |Coquelet - - - - - - - = + - =
740  |Ailes de poulet " + ; + + + + - + + -
(oxydase +)
741 |Hauts de cuisses de poulet - - - - - + - = + - =
742  |Cuisses de canette - - - - - + - = N . - =
+/-ni
743 |Manchons de canard - - - - - - - = + R =
744  |Cuisse de dindonneau - - - - - + - = + - =
petites
+
745  |Morceaux de poulet - (proteus - - - + - = +/- - =
mirabilis)
746 |Cuisse de poulet - - - - - + - = + R =
805 |Dinde Matiere premiére + + * + + + + = + + =
(1col)
919 |Lasagne bolognaise + + + + + + + = + + =
938 |Paupiettes + + + + + + + = + + =
948 |Viande blanche + + + + + - - FN + + =
949  |Farce de saucisses + + + + + + + = - - FN
ADRIA Développement 45/99 7 septembre 2009

SYNTHESE RAPID’ Salmonella (Version 0)



Bio-Rad

PRODUITS CARNES
. A ex . RAPID’Salmonella
Echantillon Méthode de référence ( ISO 6579) 6H 24H +/- 2H
RVS MKTTn
N° Produit Rambgch XL[.) Rambgch XLD colonies | Résultat Colonies Résultat Colonies Résultat | Concordance
colonies colonies colonies suspectes Concordance | suspectes
suspectes
suspectes suspectes | suspectes
pale
950 |Viande blanche + + + + + + + = + + =
952  |Farce de légumes + + + + + + - FN - - EN
954 |Boulettes de boeuf + + - + + +/- - FN +/- - FN
955 |Cuisses de poule + + + + + + + = + + =
956 |Faux-filet + + + + + + + = + + =
957 |Ailes de poule + + - + + + + = + + =
958 |Rumsteck + + + + + + + = + + =
973 |Jarret de beeuf + + + + + + + = + + =
974 |Bifsteack + + + + + + + = + + =
975 |Entrecote - - - - - + - = + - =
+
976 |Steak haché - - - (Providencia - - - = + - =
rettgerii)

1146 |Cuisse de poule - - - - - + - = +/- - =
1148 |Viande blanche + + + - + + + = + + =
1149 |Cuisse de poule + + + + + + + = + + =
1150 |Ailes de poulet + + + + + + + = +/- +

1168 |Cuisse de poule - - +/- +/- - - - = +/- - =
1203 |Andouille de Guémené - - - - - - - = - - =
1204 |Mousse de canard - - - - - - - = - - =
1205 |Saucisse de Francfort - - - - - - - = - - =
1206 |Saucisse de Strasbourg - - - - - - - = - - =
1207 |Salami - - - - - - - = - - =
1208 |Bacon - - - - - - - = - - =
1209 |Rosette - - - - - - - = - - =
1210 |Jambon sec - - - - - - - = - - =
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Méthode alternative (RAPID'Salmonella)

Echantillon Méthode de référence (/SO 6579) *
24H +/- 2H
RVS MKTTn
N° Produit Rambach XLD Rambach XLD Résultat |Colonies suspectes | Résultat | Concordance
colonies suspectes colonies suspectes |colonies suspectes | colonies suspectes
1568 Viande blanche + + - - + + + =
1569 Viande blanche + + - + + + + =
1570 Viande blanche + + + + + + + =
1571 Cuisse de poule - - - + - - - =
1572 | Cuisse de poule - - - - - + + PD
1573 Viande blanche - - - - - - - =
1574 Viande blanche - + - + - - - =
+ + +
1575 | Viande blanche ) . - ) . - - - =
(Enterobacter agglomerans) | (Citrobacter freundii) (Citrobacter freundii)
1576 Viande blanche - - - - - - - =
1577 | Steak haché A ] ] . ) ; ) .
(Hafnia alvei)
1578 Haché bolognaise - - - - - - - =
1579 Escalope de poulet - - - - - - - =
1580 Filet de canard + - + + + + + =
1581 Filet de poulet + - + + + + + =
1582 Aiguillette de canard + - + + + + + =
1583 Découpe de poulet + + + + + + + =
1584 Cuisse de poulet + + + + + + + =
1585 Poulet + + + + + + + =
1586 Poulet - + - + - - - =
1630 Escalope de veau + - - - - - - =
1631 Tendron de veau - - - - - - - =
1632 Cotes de veau - - - - - - - =
1633 Osso bucco - - - - - + - =
1634 | Sauté de veau - ; * ; ] ) ] -

(Hafnia alvei)

* Essai effectué sous le couvert de I'accréditation
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Méthode alternative (RAPID'Salmonella)

SYNTHESE RAPID’ Salmonella (Version 0)

Echantillon Méthode de référence (/SO 6579) *
24H +/- 2H
RVS MKTTn
N° Produit Rambach XLD Rambach XLD Résultat |Colonies suspectes | Résultat | Concordance
colonies suspectes colonies suspectes |colonies suspectes| colonies suspectes
1635 Panses - - - - - - - =
1636 Bourguignon - - - - - - - =
1637 | Viande hachée A . ) ) ; ) ) .
(Hafnia alvei)
1638 Escalope de veau haché - - - - - - - =
1639 Tendre de tranche - - - - - - - =
1640 Merguez volaille - - - + - - - =
1641 Filet canard - + - - - - - =
1642 Aiguillette poulet - - + - - - - =
1643 Aiguillette de canard - - - - - - - =
1644 Steak de dinde - - - + - - - =
1645 Découpe de poulet - - - - - - - =
1646 Escalope de poulet - - - - - - - =
1647 Cuisse de poulet - - - - - + R =
1648 Cuisse de poulet - + - - - + - =
1649 Viande blanche - - - - - + - =
1650 Cuisse de coq + + + + + + + =
1651 Viande blanche - - - - - - - =
1652 Aile de poule - + - - - - - =
1653 Aile de coq - - - + _ + _ -
1683 Chair a saucisse + + - - - + - =
1684 Chair a saucisse + + +/- - + + + =
1685 | Farces a légumes - ) * N - - - +/- - =
(Citrobacter freundii)
1686 | Farces a légumes + + +/- + + + + =
1687 Chair a saucisse + + - - + + + -
1688 Saucisses de volaille + + - + + + + =
1689 | Aiguillette de poulet - - - - - - - =
1690 Manchons de canard - - - - - + - =
1691 Paupiettes de dinde + + + + + + + =
+/-
1698 Aile de poule - . B - - - - - =
(Citrobacter freundii)
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Méthode alternative (RAPID'Salmonella)

Echantillon Méthode de référence (/SO 6579) *
24H +/- 2H
RVS MKTTn
N° Produit Rambach XLD Rambach XLD Résultat |Colonies suspectes | Résultat | Concordance
colonies suspectes colonies suspectes |colonies suspectes| colonies suspectes
1699 Cuisse de poule - - - + - - - =
1700 Escalope de veau hachée - T/_ ) - - - - - =
(Hafnia alvei)
1701 Cceur de veau + + + + + + + -
+/- +/-
1702 | Foie de veau ) ) ) . - - - + + PD
(Hafnia alvei) (Citrobacter freundii)
1703 Rognons d'agneau + + + + + + + =
1704 Merguez + + - + + + + -
1705 Chair a saucisse + + + + + + + =
1706 Chipolatas + + + + + + + =
1710 Diots + + + + + + + -
1711 Jambon de Vendée - - - - - - - =
1712 Sauté de veau - - + - - - - =

1713 Epaule de lapin - - - - - - - =

1714 | Foie de lapin - - - - - + + PD

1716 Poitrine de veau - - - - - - - =

1717 Cervelas + + + + + + + =

1718 Jambon + + + + + + + -

1719 | Andouillle - - - - - - - =

1720 Saucisson - - - - - - - =

+/-
1721 Farce a légumes - ) . - - - - - =
(Citrobacter freundii)

1734 Salade de museau de porc - - - - - - - =

1735 Farce + + + + + + + -
1736 Crépinette de porc + + + + + + + =
1737 Jambon tranché - - - - - - - =
1738 Escalope crue au fromage - + - + - - - =
1739 Escalope de veau hachée + + - + - - - =
1740 Sauté collier + + + + + + + =
1741 Téte de filet de porc - - + - - - - =
ADRIA Développement 49/99 7 septembre 2009
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