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Performances analytiques certifiées

ATTESTATION DE VALIDATION DE METHODE ALTERNATIVE D'ANALYSE

SUIVANT LA NORME NF EN 1SO 16140 : 2003

| N° attestation : QUA 18/03-11/02 | Date de validation : 28.11.2002
Date de reconduction™ : 23.10.2006

Dates d’extension 30.06.2008

27.11.2008

18.05.2009

Fin de validité : 28.11.2010

* Le profocole NF EN ISO 16140 a été mis en
ceuvre en 2006

La Société OXOID S8AS Site de production  Dupont Qualicon
6 Route de Paisy BP 13 ESL Building 400
69571 DARDILLY CEDEX PO Box 80400
FRANCE Route 141 & Henry Clay Road

Wimington DE 19880-0400 USA

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

BAX® System PCR Assay Salmonella spp. (QB0608C)

Référence du protocole :
Guide de Pufilisateur : 20Q-049.4-0307/FR0808-2 (BAX Q7) et 2C 012.4/FRO1006v1.51 (BAX Classic)
Protocole résumé | folio 858/10/06 (BAX Q7) et 858/10/06 (BAX Classic)
Sehéma explicalif | 2C-016.7-03.06/FR1207 (BAX Q7) et 2C-016.2/FR-0701 (BAX Classic)
Version du logiciel : 2.6 (BAX Q7) et 1.85 (BAX Classic)
Notice technigue : BAX QB0603-0908

DOMAINE D'APPLICATION

Tous produits d'alimentation humaine et animale et prélévements d’environnement (hors échantifions
de production primaire). :

PRECAUTIONS D’EMPLO!

L'attention de Putilisateur est attirée sur le fait que la méthode PCR nécessite une grande rigueur de
manipulation afin de s'affranchir de toute source de contamnination. Il est recommandé de suivre
strictement le guide de {'utilisateur.

METHODE DE REFERENCE

Norme NF EN ISO 6579 : 2002 — Microbiologie des aliments - Méthode horizontale pour la recherche
des Salmonella spp.

Le Directeur Général Déiégué
_dacques BETLIN
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PRINCIPE DE LA METHODE

Le systeme BAX® pour la détection de Salmonefla est un kit pratique de détection utilisant la
technologie PCR {Polymerase Chain Reaction). I} se compose d'un protocole en 3 étapes ;. préparation
de 'ADN, ampiification et délection. Aprés I'étape de lyse, le thermo-cycleur/détecteur du systéme
BAX® effectue a la fois I'amplification et la détection automatique.

Dans le cadre de {a marque AFNOR VALIDATION, tous les résultats positifs doivent étre confirmés, au
plus tard dans les 24 heures suivant la fin de Fincubation & partir du dernier bouillon conservé a 4°C, de
fune des maniéres suivanies ;

- soit selon les tests classiques decrits dans les méthodes normalisées par le CEN ou I'ISO (en
incluant I'étape de purification), en repartant du dernier bouiflon d'enrichissement ;

- soit par isolement direct des colonies typiques sur gélose sélective (telle que décrite dans la
méthode de référence ISO 6579) a partir du dernier bouiflon d'enrichissement de la méthode
BAX®Salmonelia : Milieu BHI enrichi (protocole général): Eau peptonée tamponnee (viandes et
volailles crues non assaisonnées); Eau pepioneée tamponnée supplémentée en nbvobiocine
{produits laitiers, hors poudres de iait) ;

Les colonies caractéristiques, de une jusqu'a cing colonies si la premiére s'avére négative, sont
ensuite identifiées par tests biochimigues comme décrit dans la méthode de référence.

- soit par repiquage du bouillon MP en milieu RVS, suivi d'un isolement sur gélose Brilliance™
Salmonelia (viandes crues), et confirmation des colonies caractéristiques isolées par test latex.

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

Note 1: La méthode est certifice AFNOR Validation pour les protocoles spécifiques aux matrices
suivantes :

1. pour les viandes et volailles crues (non assaisonnées) : pré-enrichissement 16 heures a 20 heures
a 37°C en eau peptonée tamponnée ;

2. pour les produils laitiers (sauf poudres de lait) : pré-enrichissement 20 heures a 24 heures a 42°C
en eau peplonée tamponnee, supplémentée en novobiocine ;

3. pour les viandes crues (dont assaisonnées, surgelées) ; enrichissement en bouilion MP pendant 24
heures & 42°C ;

4. pour les viandes crues de bceuf (dont assaisonnées, surgelées) : enrichissement en bouillon MP
de 9 heures a 24 heures 2 42°C ;

5. pour les autres produits (dont poudres de lait) : pré-enrichissement 16 heures & 20 heures & 37°C
en eau pepionée famponnée, puis subculture 3 a 4 heures en BHL.

Note 2 : Historique de validation

En 2006, dans le cadre de I'éfude de reconduction, des essais complémentaires ont été réalisés en vue
de comparer les deux automates (BAX Classic et BAX Q7). Ces essais ne sont pas détalliés dans la
presente attestation. Les deux versions BAX Classic et BAX Q7 sont a présent utilisables dans le cadre
de la Validation,

Par rapport a la premiére étude de Validation de 2002 et a I'étude d’extension de 2004 [intégration des
deux nouveaux profocoles « produits laitiers » (hors poudre de lait) et « produits carnés » {viandes et
volailles crues non assaisonnées)], les résultats d’exactitude relative ont été partiellement repris et les
résultats de sélectivité ont été conservés pour 'étude de reconduction menée en 2006.

En juin 2008, des essais compiémentaires ont permis de valider un nouveau protocole
d'enrichissement en bouillon MP pendant 24 heures a 42°C spécifique aux viandes crues (dont
assaisonnées, surgelées). Pour cette étude d'extension, les paramétres suivants ont été retestés :
exaclitude relative, spécificité relative et sensibilité relative, niveau de détection relatif, inclusivité et
praticabilité.
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En novembre 2008, une nouvelle étude d'extension a permis la validation du protocole
d'enrichissement en bouillon MP de 9 heures & 24 heures spécifigues aux viandes crues de beeuf (dont
assaisonnées, surgelées). Exactifude relative, spécificité relative, sensibilité relative, inclusivité et
niveau de détection relalif ont été retesiés.

En mai 2009, une extension de validation a été accordée a la méthode BAX System PCR Assay
Salmonella spp pour futilisation d'une nouvelle version de logiciel (2.6) associé & autormate BAX Q7.
Le fraifement de données antérieures de validation avec ce nouveau logiciel a permis de démontrer
que les résuitats étaient équivalents & ceux obtenus avec la version précédente. Les résultats ne sont
pas détaillés dans la présente attestation.

EXACTITUDE relative, SPECIFICITE relative, SENSIBILITE relative

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

Les résultats de 'étude de 2002 obtenus sur produits naturellement contaminés ou non contaminés ont
été repris, pour interprétation selon la norme EN 1SO 16140,

Des essais complémentaires ont été effectués en 2006 afin de compléter le nombre d’échantifions par
catégorie et de tester la catégorie prélévements d'environnement.

Au total, 425 échantillons de produits ont &lé analyseés, dont 98 naturellement contaminés, 95
artificiellement contaminés et 232 non contaminés, apparienant aux grandes catégories d'aliments
suivantes :

Produits laltiers, produits carnés, preduits de la péche et végetaux, divers {ovoproduits, patisseries,
plats cuisinés), alimenis pour animaux et prélévements d'environnement.

Tous les échantifons ont &té analvses en simple par les deux méthodes, en ulilisant les protocoles
adéquats de la méthode alternative en fonction des échantilions testés.

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

. Méthode de référence positive | Méthode de référence négative
Réponses
(R+) (R-)
Méthode alternative positive Accord positif A+ / R+ Déviation positive A+ / R-
(A+) PA= 186" PD= 17
Méthode alternative négative Déviation négative A- / R+ Accord négatif A-/ R-
(A) ND = 6@ NA = 232%

(1) il s’agit de positifs confirmés
{2) dont aucun échantilon présumé positif par la méthode alternative, négatif aprés confirmation
(3) dont 1 échantillon présumé positif par la méthode alternative, négatif aprés confirmation {éfude de 2002)

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

Exactitude relative : AC 98,4%
Spécificite relative; SP 99.6%
Sensibilité relative : SE 96,9%

Note : une spécificité relative inférieure & 100% résulte d'un nombre de posilifs supplémentaires
confirmés et nen pas de faux posttifs.
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La sensibilité a également été recalculée en tenant compte de 'ensemble des positifs confirmés (ceci
inclut les positifs suppiémentaires de la méthode alternative) :

Méthode de référence |
{PA+ND}Y/ (PA+PD+ND)=

Méthode alternative :
{(PA+ PD)/(PA+PD+ND)=

96,9% 99,5%
Analyse des discerdants (selon Pannexe F de la norme EN SO 16140)
PD=1,ND=6doncY=PD+ND=7; 6<Y=<22 m=1,M=0 doncm>M

Conclusion

Les deux méthodes ne soni pas différentes en termes statistiques.

Des essais complémentaires ont été effectués en 2008 afin de tester la catégorie viandes crues avec le
protocole d'enrichissement en milieu MP 24 heures 4 42°C et {a catégorie viandes crues de beeuf avec

le protocole d'enrichissement en milieu MP 8 heures 4 24 heures 4 42°C.

Au tfotal, 128 échantilions de produits ont été analysés, dont 21 naturellement contaminés, 50
artificiellement contaminés et 62 non contaminés, appartenant aux catégories viandes crues et viandes

crues de boeuf.

Tous les échantillons ont été analysés en simple par les deux méthodes.

Protocele viandes crues (dont assaisonnées, surgelées) - 24 heures (2008)

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

Méthode de référence positive

Méthode de référence négative

Réponses
P (R+) (R-)
Méthode alternative positive Accord positif A+ / R+ Déviation positive A+ / R~
(A+) pA =21 PD = 5

Méthode alternative négative
(A-)

Déviation négative A- / R+
ND =7

Accord négatif A-/ R-
NA = 320

(1) il s'agit de positifs confirmés

(2) et (3) dont aucun échantilion présumé positif par la méthode alternative, négatif aprés confirmation

Protocole viandes crues de boeuf {dont assaisonnées, surgelées! - 9 heures {2008)

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

Réponses

Méthode de référence positive
(R4}

Méthode de référence négative
(R-)

Méthode alternative positive
(A+)

Accord positif A+/ R+
PA = 257

Déviation positive A+ / R~
PD = 4"

Méthode alternative négative
(A~}

Deviation négative A- f R+
ND = 4%

Accord négatif A-/ R-
NA = 319

(1) il s'agit de positifs confirmés

(2) et (3) dont aucun échantillon présumé positif par la méthode alternative, négatif aprés confirmation
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Protocoles viandes crues de boeuf (dont assaisonnées, surgelées) - 24 heures (2008)

Tableau de résultats (CF. tableau 1 de la norme NF EN IS0 16140) :

Réponses

Méthode de référence positive
(R}

Methode de référence négative
(R-)

Méthode alternative positive
(At)

Accord positif A+ / R+
pA = 28"

Deviation positive A+ / R-
PD = 5"

Méthode alternative négative
(A-)

Déviation négative A-/ R+
ND = 1%

Accord negatif A- / R-
NA = 30®

(1) # s’agit de positifs confirmés

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

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

Viandes crues {24h) Vi;;: des crues de b;j:f
Exactifude relative : AC 81,5% 87,5% 90,6%
Spécificité relative: SP 86,5% 88,6% 85,7%
Sensibilité relative ; SE 75,0% 86,2% 96,6%

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

La sensibilité a egalement &té recalculée en tenant compte de Fensemble des positifs confirmés (ceci
inclut les positifs supplémentaires de |la méthode alternative) :

Protocole Methode alternative : Methode de référence :
(PA+PD)Y/{(PA+PD+ND)= (PA+ ND)/(PA+PD+ND)=
Viandes crues (24h) 78,8% 84,7%
Viandes crues de bosuf (8h) 87,9% 87,9%
Viandes crues de beauf (24h) 97.1% 85,3%
Analyse des discordants (selon 'annexe F de la norme EN ISO 16140)
Protocole viandes crues (24h)
PD=5 ND=7doncY=PD+ND=12; BsY<22 m=5 M=2 doncm>M
Proiocole viandes crues de beeuf (8h)
PD=4 ND=4ddoncY=PD+ND=8§, 6<Y<22 m=4,M=0 doncm>M
Protacole viandes crues de beeuf (24h)
PD=5 ND=1doncY=PD+ND=6; 8sY<g22 m=1,M=0 doncm>M

Conclusion

Pour tous les protocoles, les deux méthodes ne sont pas différentes en termes statistiques.
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NIVEAU DE DETECTION relatif

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

Des essais ont été effeciués en 2006 et en 2008, sur les 7 combinaisons produits alimentaires/souches
décrites dans le tableau ci-dessous,

Ces produits représentent les catégories suivantes d'aliments :

Produits laitiers, produits carnés, produits de la péche et végétaux, divers, aliments pour animaux et
prélévements d'environnement.

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

l.es résultats obtenus sont les suivants :

Niveau de détection relatif 1.0Dg, {3)
Avec intervalle de confiance (UFC/25g ou 25 ml})
Méthode alternative
Protocoles Méthode de
Matrice Souche : Protocole s
Résultats 2006 | Viandescrues et | oo enies reférence
viandes crues de de beeuf (9 h)

beeuf (24 h)
Viande hachée de | g1 0n0hs Hadar | 0,4 0,3 - 0,6] - - 0.3[0,2—0,5]
volaille
Steak haché Salmoneilla infantis - 03[01-08) | 0402~ 1111 0,7[0,4-1,3]
Lait cru (protocole | Salmonella N ) i -
EPTHn) Typhimurium 06[0,3-1,0] 0500310
Coule d'oeufs Salmonella Ententidis | 0,4 {0,2 — 0,8} - - 0,41[02-0,8}
Filet de poisson Salmonella Virchow 0,31{0,2 - 0,4} - - 0,3[0,2-0,4]

"y : Salmonella

Paté pour animaux Senftenberg 0.4 10,3 - 0,7] - - 0,41[03-0,7}
Eau de process Salmonelia Infantis 0,5[0,3-09 - - 0,5[0,3-09]

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

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

Conclusion

Le niveau de détection de |la méthode alternative se situe entre 0,1 et 1,1 UFC/25 g.
Le niveau de détection de |a méthode de référence se situe entre 0,2 et 1,3 UFC/25 g.

INCLUSIVITE/IEXCLUSIVITE
Mise en oeuvre de la méthode alternative seulement

En tenant compte des differentes études (2002, 2006 et 2008) :

« 405 souches « positives » de Salmonelia ont été détectées sur 405 testées avec le sysiéme BAX®
Salmonelfa, a Pexception d'un test latex douteux observe pour Salmonella Wayne avec e protocole
BAX MP. De plus, des souches de Salmonella gallinarum ont été détectées tardivement aprés 24
heures d'incubation pour le protocole spécifique aux viandes crues de boeuf.

- L'étude de 102 souches non Sa/monelfla n'a pas mis en évidence la présence de réactions croisées
(2002).
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PRATICABILITE
Mise en oeuvre de la méthode alternative seulement

« Délai d’'obtention des résultats :

718

- L'obiention des résultats positifs se fait en 3 4 5 jours avec la méthode alternative (en incluant
la confirmation par les tesis classiques de la norme de référence) contre 5 & 7 jours avec la

méthode de référence.

- 1'obtention des résultats négatifs se fait en 1 jour avec la méthode alternative contre 3 &4 7

jours avec fa méthode de référence.

- Dans le cas de résultats présumeés positifs par la méthede alternative, mais rendus négatifs

aprés confirmation, les résuitats négatifs sont obtenus en 4 a 5 jours.

» Formation du personnel :

Une formation de deux jours aux pratiques liée a l'analyse par PCR est recommandée. Une formation

d'un minimum de deux jours est recommandée pour fa manipulation de Fautomate.

ETUDE INTERLABORATOIRE

L"étude interlaboratoire a été réalisée en 2006 avec 12 laboratoires collaborateurs. Les analyses ont été
effectuées sur des échantilions de pété, contaminés artificiellement avec une souche de sérotype

Salmonella Typhimurium aux 3 niveaux suilvants :

- niveau 0/25g
- niveau 3/25g
- niveau 30/25g

Les laboratoires ont testé, par les deux méthodes, 8 réplicats pour chaque niveau de contamination,

soient 24 analyses au total par laboratoire participant.

Résultats :
Nombre de Nombre de
Niveaux Nombre Nombre de résultats résultats
de | Nombrefotal | .. pontillons |  résultats négatifs positifs
contami d'échantilions analysés* exploités
. y P REF | ALT | REF | ALT
nation
0 96 88 88 86 88 2 0
1 96 88 88 0 D 88 88
2 96 88 88 §] 0 88 88

* Un laboratoire n'a pas recu les échantilions dans les délais et n’a donc pas réalfisé les analyses.

Calculs

 |l'exactitude relative est de 99,2%

+ La specificité est de 97,7%

Note : une spécificité relative inférieure a4 100% résulie d’'un nombre de positifs supplémentaires

confirmés et non pas de faux positifs

+ La sensibilite est de 100%

Interprétation

Les résultals de I'éfude collaborative sont comparables & ceux obtenus lors de P'étude préliminaire.
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