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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 GeneSystems.

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

v

Fabricant :

Laboratoire expert :

Méthode a valider :

Référentiel de validation :

Méthode de référence* :

Etendue de la validation :

GeneSystems

Centre d’Affaires CICEA
4 rue du Couirtil

35170 BRUZ

ADRIA Développement
ZA Creac’h Gwen
29196 QUIMPER Cedex

Méthode GeneSystems pour la recherche
simultanée de Salmonella spp. et de Escherichia
coli O157:H7

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

Norme NF EN ISO 6579 (décembre 2002) :
méthode horizontale pour la recherche de
Salmonella

Viandes de beeuf crues, produits laitiers, produits
carnés

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

La validation a été réalisée en deux temps :

- validation pour les viandes de boeuf crues,
- extension de la validation pour les produits carnés et les produits laitiers.

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  Principe et protocole de la méthode alternative

1.2.1 Principe
La méthode GeneSystems de recherche simultanée de Salmonella
enterica et Escherichia coli O157:H7 dans les aliments est basée sur

I'utilisation des Kkits suivants :

- Extraction de 'ADN bactérien :
o Food Extraction Pack 01 (Notice PEFOODO01/100.01F)

- Détection et quantification par PCR en temps réel :
o Salmonella spp., Escherichia coli 0157 & STEC GeneDisc Pack
(Notice GDSTECO02-06.01BL)
o Salmonella spp & Escherichia coli O157 GeneDisc Pack (Notice
GDSTECO03-06.01BL)

L’extraction de 'ADN est basée sur une lyse des cellules par traitement
thermique.

L’ADN de Salmonella spp. est ensuite détecté par PCR en temps réel gréace :

- aux Salmonella spp. et STEC GeneDiscs ou chaque bactérie cible est
analysée séparément sur chacun des GeneDiscs

- aux Salmonella spp. et STEC GeneDisc qui combine la détection de
'ensemble des bactéries cibles.

Les tests PCR GeneSystems reposent sur 'amplification génique par PCR
en temps réel d’'une séquence nucléique spécifique du genre Salmonella spp
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avec linstrument GeneDisc Cycler. La détection est possible grace a
Iutilisation de sondes TagMan® marquées par un fluorophore (FAM ou
ROX). Lors de I'élongation de I'amplicon, la sonde est clivée et le Reporter,
séparé physiquement du Quencher, émet une fluorescence. Cette
fluorescence est mesurée directement par le module optique du GeneDisc
Cycler.

Pour chaque analyse, le mélange ADN/Master Mix, déposé dans un secteur
du GeneDisc, est adressé par dépression dans 6 chambres réactionnelles
pré-chargées en réactifs (amorces, sondes, ADN). La composition des
6 chambres réactionnelles de chaque secteur des différents types de
GeneDiscs entrant dans le cadre de la méthode est indiquée dans les
tableaux suivants :

GD STEC02-06

N° puits réactionnel

Détection FAM Détection ROX

1 Contrdle négatif de PCR Témoin d'inhibition
Salmonella spp stx1 & stx2
Salmonella spp stx1 & stx2

0157 eae
0157 eae
Témoin d'inhibition Contréle négatif de PCR

o o B W N

GD STEC03-06
N° puits réactionnel

1 Contréle négatif de PCR
Salmonella spp.
Salmonella spp.

E. coli 0157
E. coli 0157
Témoin d’inhibition de PCR

Détection FAM

o OB w N
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1.2.2 Protocoles d’analyses et confirmation

Différents protocoles (Cf. annexe 1) sont disponibles et sont listés ci-aprés :

O Protocole « Viande crue de boeuf »

- enrichissement (25 g) en eau peptonée tamponnée préchauffée (225 ml)
pendant 10 h +2 h a 41,5°C £ 1°C,

- extraction sur 1 ml d’enrichissement

- amplification - détection par PCR en temps réel.

O Protocole « Produits carnés »

- enrichissement (25 g) en eau peptonée tamponnée (225 ml) pendant
18h+2ha37+1°C,

- extraction sur 50 pl d’enrichissement

- amplification - détection par PCR en temps réel

O Protocole « Produits laitiers »

- enrichissement (25 g) en eau peptonée (225 ml) supplémenté en
acriflavine (10 mg/l),

- extraction sur 1 ml d’enrichissement

- amplification - détection par PCR en temps réel

Les confirmations sont réalisés :

- soit par isolement direct de 50 ul d’enrichissement sur gélose Brilliance
Salmonella, suivi d’'un test latex sur colonie,

- soit par repiquage en bouillon RVS incubé 24 h + 2 h a 41,5°C et
isolement sur gélose Brilliance Salmonella ou XLD et test latex sur
colonie.

1.3 Domaine d’application demandé
Viandes de boeuf crues

Produits laitiers
Produits carnés
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Méthode de référence
La méthode de référence est la norme NF EN ISO 6579 (décembre 2002) :

Méthode horizontale pour la recherche de Salmonella.
Le protocole est schématisé en annexe 2.

ETUDE COMPARATIVE DES METHODES

2.1

2.1.1

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 l'échantillon sans qul 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 ).

Nombre et nature des échantillons

Un total de 234 échantillons a été analysé au total. La répartition est donnée
dans le tableau ci-apreés :

Positifs* Négatifs Total

t, . T
Catégories ypes (nombre) | (nombre) | (nombre)

Viandes crues de boeuf Crues, congelées, marinées 36 34 70

Produits carnés

Viandes crues (volaille, porc, boeuf,

, . 43 56 99
agneau), charcuteries, plats traiteurs

Produits laitiers

Laits crus, fromages au lait cru,

2
crémes, laits fermentés, divers 3 33 6

TOTAL

111 123 234

* il s’agit des résultats positifs par 'une ou I'autre des méthodes
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2.1.2 Contamination artificielle

des échantillons

GeneSystems

100 échantillons ont été contaminés artificiellement par des inoculations ou
des contaminations croisées ; 93 ont donné un résultat positif par 'une ou

lautre des méthodes.

Les

échantillons

naturellement

contaminés

représentent 9,9 % des échantillons positifs (100 % des échantillons de
viandes crues de beeuf étaient artificiellement contaminés et 76 % pour les

deux autres catégories).

2.1.3 Résultats des essais

Les résultats bruts sont donnés en annexe 3.

Les résultats pour la catégorie « Viandes crues de bceuf » sont les

suivants :

Tableau 1 - Couples de résultats des méthodes

de référence et alternative

Toutes méthodes de confirmation confondues

Réponses

Méthode de référence
positive (R+)

Méthode de référence
négative (R-)

Méthode alternative positive

Accord positif (A+/R+)

Déviation positive (R-/A+)

(A+) PA =32 PD=2
Méthode alternative négative | Déviation négative (A-/R+) Accord négatif (A-/R-)
(A-) ND =2 NA =340

(M dont 2 résultats PCR positifs obtenus par le GeneDisc STEC03-06, non confirmés (échantillons 538 et 541)

Tableau 2 - Couples de résultats des méthodes

de référence et alternative

Confirmation par isolement direct

COMPASS Salmonella Brilliance Salmonella
Réponses Méthode de Méthode de Méthode de Méthode de
référence référence référence référence
positive (R+) négative (R-) positive (R+) négative (R-)
Méthode " N " - N "
alternative Accord positif Déviation positivel| Accord positif | Déviation positive
ositive (A+/R+) (R-/A+) (A+/R+) (R-/A+)
P PA = 28 PD=1 PA =30 PD=2
(At)
all\f::rrl‘:t(iije Déviation négative | Accord négatif Déviation Accord négatif
néaative (A-/R+) (A-/R-) négative (A-/R+) (A-/R-)
?A-) ND =6 NA = 35 ND =4 NA = 34
ADRIA Développement 8/55 29 octobre 2009

SYNTHESE GeneSystems Salmonella (Version 0)




GeneSystems

Tableau 3 - Couples de résultats des méthodes
de référence et alternative
Confirmation par repiquage en RVS, puis isolement

COMPASS Salmonella Brilliance Salmonella XLD
Réponses Méthode de Méthode Méthode de Méthode Méthode Méthode
référence de référence référence de référence de référence de référence
positive (R+) négative (R-) positive (R+) négative (R-) positive (R+) négative (R-)
Méthode
alternative Accord positif Déviation positive Accord positif Déviation positive Accord positif Déviation positive
positive (A+/R+) (R-/A+) (A+/R+) (R-/A+) (A+/R+) (R-/A+)
PA =30 PD=2 PA =30 PD=2 PA = 32 PD=1
(At)
Méthode
alternative Déviation négative Accord négatif Déviation négative Accord négatif Déviation négative Accord négatif
négative (A-/R+) (A-/R-) (A-/R+) (A-/R-) (A-/R+) (A-/R-)
(A) ND =4 NA =34 ND =4 NA =34 ND =2 NA =35

Les résultats pour la catégorie « Produits carnés » sont les suivants :

Tableau 4 - Produits carnés -
Couples de résultats des méthodes de référence et alternative

Toutes méthodes de confirmation confondues

GD STEC02-06 GD STEC03-06
Réponses Méthode de référence | Méthode de référence || Méthode de référence | Méthode de référence
positive (R+) négative (R-) positive (R+) négative (R-)
Méthode alternative | Accord positif (A+/R+) Déviation positive (R-/At) Accord positif (A+/R+) Déviation positive (R-/A+)
positive (A+) PA =40 PD=1 PA=41 PD=1
Méthode alternative | Déviation négative (AR+) |  Accord négatif (A-/R-) J{ Déviation négative (A-/R+) |  Accord négatif (A-/R-)
négative (A)  |ND =2 NA = 56 ND =1 NA =56 @
@) dont 3 positifs PCR non confirmés (éch. 1371, 1374, 1383)
Confirmation par isolement direct sur gélose Brilliance Salmonella
GD STEC02-06 GD STEC03-06

Réponses

Méthode de référence

Méthode de référence

Méthode de référence

Méthode de référence

positive (R+) négative (R-) positive (R+) négative (R-)
Méthode alternative | Accord positif (A+/R+) Déviation positive (R-/At) Accord positif (A+/R+) Déviation positive (R-/A+)
positive (A+) PA =36 PD=0 PA =37 PD=0
Méthode alternative | Déviation négative (A-/R+) Accord négatif (A-/R-) Déviation négative (A-/R+) |  Accord négatif (A-/R-)
négative (A-) ND =6 NA =57 ND=5 NA =57
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Confirmation par repiquage en RVS, puis isolement sur gélose Brilliance Salmonella

GD STEC02-06 GD STEC03-06
Reponses Méthode de référence | Méthode de référence || Méthode de référence | Méthode de référence
positive (R+) négative (R-) positive (R+) négative (R-)
Méthode alternative | Accord positif (A+/R+) Déviation positive (R-/At) Accord positif (A+/R+) Déviation positive (R-/A+)
positive (A+) PA =40 PD =1 PA=41 PD =1
Méthode alternative | Déviation négative (AR+) |  Accord négatif (A-/R-) J{ Déviation négative (A-/R+) |  Accord négatif (A-/R-)
négative (A-) ND=2 NA =56 ND =1 NA =56
Confirmation par repiquage en RVS, puis isolement sur gélose XLD
GD STEC02-06 GD STEC03-06
Réponses Méthode de référence | Méthode de référence || Méthode de référence | Méthode de référence
positive (R+) négative (R-) positive (R+) négative (R-)
Méthode alternative | Accord positif (A+/R+) Déviation positive (R-/At) Accord positif (A+/R+) Déviation positive (R-/A+)
positive (A+) PA=33 PD=0 PA=34 PD=0
Méthode alternative | Déviation négative (AR+) |  Accord négatif (A-/R-) J{ Déviation négative (A-/R+) |  Accord négatif (A-/R-)
négative (A-) ND=9 NA =57 ND=8 NA =57

Les résultats pour la catégorie « Produits laitiers » sont les suivants :

Tableau 5 - Produits laitiers -
Couples de résultats des méthodes de référence et alternative

Toutes méthodes de confirmation confondues

GD STEC02-06 GD STEC03-06
Reéponses Méthode de référence | Méthode de référence || Méthode de référence | Méthode de référence
positive (R+) négative (R-) positive (R+) négative (R-)
Méthode alternative | Accord positif (A+/R+) Déviation positive (R-/At) Accord positif (A+/R+) Déviation positive (R-/A+)
positive (A+) PA =27 PD=3 PA =28 PD=3
Méthode alternative | Déviation négative (AR+) |  Accord négatif (A-/R-) J{ Déviation négative (A-/R+) |  Accord négatif (A-/R-)
négative (A-) ND=2 NA=330 ND=1 NA=33 @

® dont 1 positif PCR non confirmé (éch. 1517)

Confirmation par isolement direct sur gélose Brilliance Salmonella

GD STEC02-06 GD STEC03-06
Reponses Méthode de référence | Méthode de référence || Méthode de référence | Méthode de référence
positive (R+) négative (R-) positive (R+) négative (R-)
Méthode alternative | Accord positif (A+/R+) Déviation positive (R-/At) Accord positif (A+/R+) Déviation positive (R-/A+)
positive (A+) PA =24 PD=2 PA =26 PD=2
Méthode alternative | Déviation négative (A-/R+) Accord négatif (A-/R-) Déviation négative (A-/R+) |  Accord négatif (A-/R-)
négative (A-) ND=5 NA = 34 ND=4 NA = 34
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Confirmation par repiquage en RVS, puis isolement sur gélose Brilliance Salmonella

GD STEC02-06 GD STEC03-06
Réponses Méthode de référence | Méthode de référence || Méthode de référence | Méthode de référence
positive (R+) négative (R-) positive (R+) négative (R-)
Méthode alternative | Accord positif (A+/R+) Déviation positive (R-/At) Accord positif (A+/R+) Déviation positive (R-/A+)
positive (A+) PA=27 PD=3 PA =28 PD=3
Méthode alternative | Déviation négative (AR+) |  Accord négatif (A-/R-) J{ Déviation négative (A-/R+) |  Accord négatif (A-/R-)
négative (A-) ND=2 NA=33@ ND =1 NA =33
Confirmation par repiquage en RVS, puis isolement sur gélose XLD
GD STEC02-06 GD STEC03-06
Reponses Méthode de référence | Méthode de référence || Méthode de référence | Méthode de référence
positive (R+) négative (R-) positive (R+) négative (R-)
Méthode alternative | Accord positif (A+/R+) Déviation positive (R-/At) Accord positif (A+/R+) Déviation positive (R-/A+)
positive (A+) PA =26 PD=0 PA =27 PD=0
Méthode alternative | Déviation négative (AR+) |  Accord négatif (A-/R-) J{ Déviation négative (A-/R+) |  Accord négatif (A-/R-)
négative (A-) ND=3 NA =36 ND=2 NA =36

Tableau 6 - Calcul de I’exactitude relative (AC), de la sensibilité relative
(SE) et de la spécificité relative (SP)

Catégorie « Viandes crues de beeuf »
Exactitude N+ Sensibilité N Spécificité

Méthode de confirmation PA|[NA[ND PD| N | relative AC (%) PA+ND relative SE (%) NA + PD relative SP (%)

[100x(PA+NA])N] [100xPA]/IN+] [100xNAJ/N-]
Isolement direct- 2835|6170 90,0 34 82,4 36 97,2
Compass Salmonella
Isolement direct 3034|4270 914 34 88,2 36 9.4
Brilliance Salmonella
RVS- 30342 |70 914 34 88,2 36 94,4
Compass Salmonella
RVS 303442 |70 91,4 34 88,2 36 94,4
Brilliance Salmonella
RVS-XLD 32132 |1]|70 95,7 34 941 36 97,2
Toutes méthodes de 232|270 94,3 34 94,1 36 944
confirmations confondues

PA = Accord positif (R+/A+)
PD = déviation positive (R-/A+)

ADRIA Développement
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Catégories « Produits carnés » et « Produits laitiers »

Produits
laitiers

confirmations confondues

Exactitude N+ Sensibilité N Spécificité
Catégorie Méthode de confirmation PA[NAND PD| N | relative AC (%) PA +ND relative SE (%) NA + PD relative SP (%)
[100x(PA+NA])N] [100xPAJ/N+] [100xNAJ/N-]
STEC2-
: . 36 (57|60 |99 93,9 42 85,7 57 100,0
Isolement direct Brilliance Salmonella
STEC2 -
. 40 |56 | 2 | 1 |99 97,0 42 95,2 57 98,2
RVS- Brilliance Salmonella
STEC2-
3357|1909 90,9 42 78,6 57 100,0
RVS- XLD
. |STECS-
Produits ) . 3757|5099 94,9 42 88,1 57 100,0
. |Isolement direct Brilliance Salmonella
carnés
STEC3-
. 4415|1119 98,0 42 97,6 57 98,2
RVS- Brilliance Salmonella
STEC3- RVS- XLD 3457|8099 91,9 42 81,0 57 100,0
STEC2-Toutes méthodes de
40 |56 | 2 | 1 |99 97,0 42 95,2 57 98,2
confirmations confondues
STEC3-Toutes méthodes de
4415|1119 98,0 42 97,6 57 98,2

STEC2-
) . 24 134 5| 2|65 89,2 29 82,8 36 94,4
Isolement direct Brilliance Salmonella
STEC2 -
. 27 133 2| 3 |65 92,3 29 93,1 36 91,7
RVS- Brilliance Salmonella
STEC2
26 36| 3 | 0|65 95,4 29 89,7 36 100,0
RVS- XLD
STEC3-
) . 26 34| 4| 2 |66 90,9 30 86,7 36 94,4
Isolement direct Brilliance Salmonella
STEC3-
. 28 33|13 |65 93,8 29 96,6 36 91,7
RVS- Brilliance Salmonella
STEC3-RVS- XLD 27 136 | 2 | 0 | 65 96,9 29 93,1 36 100,0
STEC2-Toutes méthodes de
. . 27 133 2| 3 |65 92,3 29 93,1 36 91,7
confirmations confondues
STEC3-Toutes méthodes de
28 33|13 |65 93,8 29 96,6 36 91,7

confirmations confondues

STEC2-Toutes méthodes de

67 |89 | 4 | 4 |164 95,1 71 94,4 93 95,7
Tous | confirmations confondues
produits | STEC3-Toutes méthodes de
. . 69 | 89| 2 | 4 |164 96,3 71 97,2 93 95,7
confirmations confondues
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Calcul de I’exactitude relative (AC), de la sensibilité relative (SE)
et de la spécificité relative (SP)

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

O Pour la catégorie « Viandes crues de boeuf »
- exactitude relative : AC = 94,3
- spécificité relative : SP = 94,4

- sensibilité relative : SE = 94,1

O Pour les catégories « Produits carnés » et « Produits

laitiers »
Toutes méthodes de confirmation confondues
GD STEC02-06 GD STEC03-06
Produits carnés | Produits laitiers J| Produits carnés | Produits laitiers
Exactitude
relative (AD) 97,0 92,3 98,0 93,8
Spécificité
relative (SP) %82 917 98,2 917
Sensibilité
relative (SE) 9.2 93,1 97,6 96,6

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

tenant compte des positifs

Viandes crues de boeuf
Méthode
alternative .4
I\/’Ie’thode de 94 4
référence
GD STEC02-06 GD STEC03-06
Produits carnés | Produits laitiers §| Produits carnés | Produits laitiers
Méthode
alternative 95,3 93,8 97,7 96,9
Méthode de
éférence 97,7 90,6 97,7 90,6
13/55 29 octobre 2009

ADRIA Développement

SYNTHESE GeneSystems Salmonella (Version 0)




2.1.5 Analyse des discordants

2.1.5.1. Catégorie « Viandes crues de boeuf »

GeneSystems

Le nombre de discordants entre la méthode de référence et la méthode
alternative est de :

Confirmation Confirmation Toutes méthodes
par isolement direct par repiquage en RVS puis isolement de confirmation
COMPASS Brilliance COMPASS Brilliance XLD confondues
Salmonella Salmonella Salmonella Salmonella
Y=PD+ND 6+1=7 4+2=6 4+2=6 4+2=6 2+1=3 2+2=4
m = 1 2 2 2 1 /
M= 0 0 0 0 / /
Conclusion m>M m>M m>M m>M Y<6 Y<6
Les deux Les deux Les deux Les deux Aucun test Aucun test

méthodes ne sont

méthodes ne sont

méthodes ne sont

méthodes ne sont

statistique n'est

statistique n'est

pas différentes a | pas différentes a | pas différentes @ | pas différentes a | disponible ; les disponible ; les
o <0,05 o <0,05 o <0,05 o <0,05 méthodes sont méthodes sont
équivalentes équivalentes

Les échantillons sont répartis comme suit :

O Déviations négatives

Souche Isolement direct Repiquage en RVS puis isolement
N° éch. . , COMPASS Brilliance COMPASS Brilliance
inoculée XLD
Salmonella Salmonella Salmonella Salmonella
516 Cor.1tam|nat|on ) N N . .
croisée
517 S. Typhimurium ) ) ) ) )
A00CO060
521 S. Dublin Ad ) ) ) ) .
529
523 S. Dublin Ad ) ) ) ) .
529
56 S. Typhimurium ) . N N .
A00CO060
S. Bred
530 redeney ) ) ) ) )
396
TOTAL 6 4 4 4 2
ADRIA Développement 14/55 29 octobre 2009
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Deux déviations négatives (échantillons 521 et 523) observées sur gélose
chromogéne sont dues a une inoculation par Salmonella Dublin, germe ne
donnant pas de réaction caractéristique sur les géloses utilisant le principe
de détection de la C8 Estérase.
La confirmation du résultat positif présomptif a été obtenue par isolement sur
gélose XLD. Cette souche testée en inclusivité a, par contre, donné des
colonies caractéristiques sur les deux géloses chromogeénes testées.

Pour I'échantillon 517, il s’agit probablement d’une déviation liée au fait que
les enrichissements sont différents pour les deux méthodes, le taux

d’inoculation de la souche étant trés faible (1,8 cellule/25 g).

O Déviations positives

N° éch.

artificielle

Contamination

Isolement direct

Repiquage en RVS puis isolement

COMPASS
Salmonella

Brilliance
Salmonella

COMPASS
Salmonella

Brilliance
Salmonella

XLD

542

croisée avec

Contamination

langue de porc

578

Salmonella
panama 195

2.1.5.2. Catégories « Produits carnés » et « Produits laitiers »

Toutes méthodes de confirmation confondues

GD STE02-06 GD STE03-06
Produits carnés | Produits laitiers J| Produits carnés | Produits laitiers
Y=ND+PD 2+1=3 2+3=5 1+1=2 1+3=4
Conclusion : y <6 ; aucun test statistique n’est disponible

ADRIA Dé
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O Déviations négatives

GeneSystems

GD STEC02-06 GD STEC03-06
N° . o Isolement direct RVS - Toutes Isolement direct RVS - Toutes
, Produit Contamination o N - -
éch. PCR Brilliance Brilliance |RVS-XLD| méthodes PCR Brilliance Brilliance RVS-XLD | méthodes
Salmonella Salmonella confondues Salmonella Salmonella confondues
933 Hampe Naturelle + - + + + + - + + +
935 Poule entiere Naturelle + - + - + + - + - +
N Poule entiére Naturelle + - + - + + - + - +
938 Poule entiére Naturelle + + + - + + + + - +
947 Viande blanche Naturelle + + + - + + + + - +
1052 Lait cru Artificielle + - + + + + - + + +
1061 | Chabichou du Poitou Artificielle - + + + - + + + + +
1243 Couscous Artificielle + - + - + + - + - +
1247 Tranche de gigot Artificielle + + + - + + + + - +
d'agneau
1248 Jambon de porc 3 Artificielle + + + - + + + + - +
I'escalope
1250 | Assortiment agneau Artificielle - + + + - + + + + +
1258 Poulet aigre-doux Artificielle - + + + - - + + + -
1259 Lait cru Artificielle + - + + + + - + + +
1272 Lait cru Artificielle - - - + - - - - + -
1278 Lait cru Artificielle + + + - + + + + - +
TOTAL ND avec PCR négative 4 / / / / 2 / / / /
TOTAL ND 4 10 4 12 4 2 8 2 10 2
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2.2

2.2.1

GeneSystems

Pour les deux catégories confondues, quatre déviations négatives sont liées
a un test PCR négatif en GeneDisc STEC02-06 et deux en GeneDisc
STECO03-06. Pour I'échantillon 1258, la présence de Salmonella a été mise
en évidence dans I'enrichissement. Deux extraits ont été préparés ; les deux
ont donné un test PCR négatif, le seuil de détection n’avait probablement pas
eté atteint. Par contre, pour I'échantillon 1272, la présence de Salmonella
dans l'enrichissement primaire n’a pas été mise en évidence ; il faut noter
que les enrichissements de la méthode de référence et de la méthode
alternative étaient différents.

Certaines déviations négatives sont liées a un probleme de confirmation, en
particulier, par isolement direct sur gélose Brilliance Salmonella. En effet, six
déviations négatives supplémentaires sont liées a I'absence de confirmation
par cette méthodologie (échantillons 1052, 1259, 933, 935, 941 et 1243).

O Déviations positives

Pour la catégorie « Produits carnés », une déviation positive a été observée;
il s’agit de I'échantillon de steak de dinde (n° 998) naturellement contaminé
par Salmonella Senftenberg.

Pour la catégorie « Produits laitiers », trois déviations positives ont été
obtenues pour des échantillons artificiellement contaminés (n° 1261, 1268,
1514).

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.

Matrices utilisées

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

La limite de détection est définie par I'analyse d’un couple (matrice / souche)
a quatre niveaux. Ainsi, six réplicats de chaque condition ont été réalisés.

ADRIA Développement 17/55 29 octobre 2009
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Les matrices testées sont les suivantes :

GeneSystems

- viande de bceuf hachée crue, inoculée par Salmonella infantis 128
- lait cru, inoculé par Salmonella typhimurium 305,
- farce, inoculée par Salmonella virchow 14.

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 échantillons ont été analysés en paralléle par la méthode alternative et
par la méthode de référence ISO 6579.

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.

2.2.3 Résultats

Les résultats obtenus pour les différents protocoles sont reportés dans les

tableaux ci-apres

Tableau 7 - Résultats des niveaux de détection relatifs

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

Couples (souche, matrice)

Méthode de référence

Méthode alternative

Steak haché / Salmonella infantis 128

0,22510,062 ; 0,824]

0,284 (0,078 ; 1,04]

ADRIA Développement
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GD STEC02-06 1,332[0,824 ; 2,154
Lait cru / Salmonella typhimurium 305 0,501 10,183 ; 1,374] [ ]
GD STECO03-06 0,794 [0,624 ; 1,009]
GD STEC02-06
Farce / Salmonella virchow 14 0,280 [0,093 ; 0,845] 0,280 [0,093 ; 0,845]
GD STECO03-06
18/55 29 octobre 2009




GeneSystems

Tableau 8 - Valeurs des niveaux de détection relatifs
a reporter dans I'attestation de Validation

Niveau de détection relatif
(UFC /25 g ou 25 ml)
selon le test de Spearman-Karber
Couples (souche, matrice) Méthode de référence | Méthode alternative
Steak haché / Salmonella infantis 128 0,2[0,1;0,8] 0,3[0,1;1,0]
GD STEC02-06 1,3[0,8;2,2
Lait cru / Salmonella typhimurium 305 0,5[0,2;14] [ ]
GD STEC03-06 0,8[0,6;1,0]
GD STEC02-06
Farce / Salmonella virchow 14 0,310,1;0,8] 0,310,1;0,8]
GD STEC03-06

Les niveaux de détection relatifs de Ila méthode alternative
sont compiris :

- pour la catégorie « Viandes crues de bceuf», entre 0,1 et
1,0 UFC/25g, ceux de la méthode de référence entre 0,1 et
0,8 UFC/25 g.

- pour les catégories « Produits carnés » et « Produits laitiers », entre
0,1 et 2,2 UFC/25 g, ceux de la méthode de référence entre 0,1 et
1,4 UFC/25 g.
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2.3 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.
2.3.1 Protocoles d’essais
Deux protocoles ont été testés pour l'inclusivité : le protocole court applicable
aux viandes de beeuf crues et le protocole applicable aux produits laitiers.
Pour I'exclusivité, seul le protocole court a été testé.
O Inclusivité
Aprés décongélation et repiquage en bouillon BHI, cinquante souches de
Salmonella ont été inoculées a un taux compris entre 10 et 100 cellules pour
225 ml d’eau peptonée tamponnée. Les deux protocoles complets de la
meéthode alternative ont ensuite été appliqués.
O Exclusivité
Trente et une souches négatives ont été décongelées et mises en culture en
bouillon BHI a 37°C. Les souches ont ensuite été inoculées a un taux
d’environ 10° cellules/ml d’eau peptonée tamponnée. Le protocole complet
de la méthode alternative a ensuite été appliqué (protocole court).
2.3.2 Résultats
Les résultats sont donnés en annexe 4.
O Inclusivité
Sur les cinquante souches testées avec le protocole applicable aux viandes
de boeuf crues, une souche a donné un test PCR négatif. Il s’agit de la
souche Salmonella Wayne Ad 502. Une souche (Salmonella houtenae Ad
596) a donné un test latex négatif.
Les cinquante souches testées avec le protocole « Produits laitiers » ont
donné un résultat positif.
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O Exclusivité
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Aucune réaction croisée n’a été notée sur les trente et une souches testées.

SYNTHESE GeneSystems Salmonella (Version 0)

2.3.3 Conclusion
La méthode alternative montre une exclusivité et une inclusivité
satisfaisantes.
2.4 Praticabilité
La praticabilité a été évaluée d'aprés les treize criteres définis dans les
exigences relatives aux études de validation :
Deux kits sont nécessaires pour la réalisation des essais :
- 1 pack d’extraction d’ADN bactérie : Réféerence PEFOODO01/100
- 1 kit GeneDisc -Référence GD STEC 02-06
Référence GD STEC 03-06
Les 2 kits permettent d’analyser 36 échantillons.
Pack d’extraction Kit GeneDisc
d’ADN bactérien
1. Mode de conditionnement des éléments de la méthode
Les renseignements sont donnés page |Les renseignements sont donnés page
4/4 de la notice. 2/4 de la notice.
Le kit comprend : Le kit comprend :
* une notice d’utilisation, * une notice d’utilisation,
* 100 tubes contenant du tampon de|* 6 GeneDisc permettant I'analyse de
lyse, 6 échantillons par disque,
* 1 tube d’eau ultrapure stérile * 1 microtube de mélange réactionnel
* 1 flacon de diluant. par disque, soit 6 tubes pour un Kit,
* 1 tube d’huile minérale par disque,
soit 6 tubes pour un kit.
2. Volume des réactifs
Les volumes de réactif sont indiqués
page 4/4 de la notice :
* tampon de lyse : 200 pl x 100 tubes
* eau ultrapure stérile : 1 x 12 ml
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Pack d’extraction
d’ADN bactérien

Kit GeneDisc

3. Conditions de stockage des éléments et péremptions des produits

non ouverts

La température de stockage est indiquée
sur la notice page 1/4; elle est de 15 -
30°C (température ambiante). La date
de péremption du kit est indiquée sur la
notice page 1/4.

La DLUO du kit est de 6 mois.

La température de stockage est indiquée
sur la notice page 1/4; elle est de 2 -
8°C. La date de péremption du kit est
indiquée sur le couvercle du coffret (cété
extérieur).

La DLUO du kit est de 6 mois.

4. Modalité d’utilisation aprés premiere utilisation

Un tube contenant le tampon de lyse est
utilisé par échantillon et ne peut étre
réutilisé.

La totalité des réactifs prévus pour un
essai est utilisée (analyse de 6
échantillons) ; il n’'y a donc pas lieu de
replacer les réactifs au froid.

Par contre, les disques non utilisés, les
tubes de mélange réactionnel non
utilisés se trouvant dans le coffret sont
stockés au froid (2 8°C) apres
'ouverture du coffret.

Les tubes dhuiles sont stockés a
température ambiante.

5. Equipements ou locaux spécifiques nécessaires

Le matériel et les consommables sont
listés page 4/4 de la notice.

Le matériel et les consommables sont
listés page 2/4 de la notice.

Au niveau des locaux, il est nécessaire de respecter une marche en avant pour les

étapes relatives a la biologie moléculaire :

- extraction,

- préparation des mélanges réactionnels d’amplification,

- amplification et lecture.

Cependant, la détection se faisant directement dans le GeneDisc, les risques de
contamination sont réduits ; une piéce réservée a la détection n‘est donc pas

nécessaire.

6. Réactifs préts a I'emploi ou a reconstituer

L’ensemble des
'emploi.

réactifs est prét a

Seul le mélange réactionnel du Kit
GeneDisc est a répartir en 6 tubes de
37 pl avant ajout de I'extrait d’ADN.

7. Durée de formation de I'opérateur non initié a la méthode

Un technicien connaissant les techniques de microbiologie et de biologie
moléculaire peut étre formé en deux jours.
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8. Temps réel de manipulation et flexibilité de la technique par rapport
au nombre d’échantillons a analyser

Temps en minutes pour des échantillons négatifs

Etape Méthode de référence | Méthode alternative
30 échantillons 30 échantillons
Prélévement et broyage 100 100
Repiquage en RVS et MKTTn 37 /
Prélévement pour extraction / 20
Extraction / 100
Lancement du GeneDisc Cycler / 50
Isolement sur géloses sélectives 69 /
Lecture des géloses 20 /
Total pour des échantillons négatifs 226 270
Total par échantillon négatif 7,5 9
Temps en minutes pour des échantillons positifs
ou présentant des colonies suspectes
Repiquage en RVS / 20
Isolement sur gélose sélective / 25
Lecture des géloses / 4
Test Latex / 20
Isolement sur gélose nutritive 60 /
Test de confirmation 137 /
(biochimique ou sérologique)
Total pour des échantillons positifs 423 319 @
339 ©
Total par échantillon positif 16,3 10,6
11,3 ©

@ Temps pour une confirmation par isolement direct

) Temps pour une confirmation par repiquage en RVS, suivi d'un isolement sur gélose sélective

Conclusion

- Echantillons négatifs : le temps de manipulation par la méthode
alternative est légerement supérieur a celui de la méthode de

référence.

- Echantillons positifs ou présentant des colonies suspectes, la méthode
alternative demande un temps de manipulation légerement inférieur a
celui de la méthode de référence ; en particulier lors de I'utilisation de la
meéthode de confirmation par isolement direct.

ADRIA Développement
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9. Délais d’obtention des résultats
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Dans le cas d’échantillons négatifs, les délais d’obtention des résultats

sont les suivants :

Etape Méthode de Méthode
référence alternative

Préenrichissement en EPT JO JO

Enrichissement en RVS et MKTTn J1

GeneDisc Cycler - Obtention du résultat JO

Isolement sur gélose sélective J2

Lecture des isolements J3

Dans le cas ou les colonies suspectes sont présentes sur les géloses
sélectives ou si un test positif est obtenu par le GeneDisc Cycler, les
délais d’obtention des résultats sont les suivants :

Etape Méthode de Méthode
référence alternative
Préenrichissement en EPT JO JO
Enrichissement en RVS et MKTTn J1
GeneDisc Cycler JO
Isolement sur gélose sélective J2 JO®ouJ1®
Lecture des isolements J3 J1O®oyJ2®
Confirmation du genre J5 J1® oy J21®
Résultats confirmations J5aJ8 J1®ou g2 ®

® Confirmation par isolement direct

Ul Confirmation par repiquage en RVS, suivi d'un isolement sur gélose sélective

Conclusion

- Dans le cas d’échantillons négatifs ou ne présentant pas de colonies
suspectes, la méthode alternative permet d’obtenir un résultat dans la
journée, alors que la méthode de référence le donne en 72 h.

- Dans le cas de la présence de colonies suspectes par la méthode de
référence mais non confirmées, l'utilisation de la méthode alternative
permet de gagner jusqu’a 8 jours (test négatif obtenu dés JO par le

GeneDisc Cycler).

- Dans le cas d’échantillons confirmés positifs, le délai d’obtention du
résultat pour la méthode alternative est de 24 a 48 h selon la méthode
de confirmation utilisée alors qu’il est de 5 a 8 jours pour la méthode de

référence.
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Pack d’extraction Kit GeneDisc Cycler
d’ADN bactérien

10. Type de qualification de I'opérateur

Technicien qualifié en microbiologie et biologie moléculaire

11. Etapes communes avec la méthode de référence

L’étape de préenrichissement est commune aux deux méthodes, ainsi que les
étapes de confirmation.

12. Tracabilité des résultats

Un rapport d’analyse identifiant I'échantillon, le numéro de lot du kit et le résultat
peut étre imprimé a la fin de chaque analyse.

13. Maintenance par le laboratoire

Aucune maintenance n’est effectuée sur I'appareil par le laboratoire.

L'intérét majeur de la méthode alternative réside dans la rapidité de
I'obtention du résultat, par rapport a la méthode de référence ; le gain dans le
délai de réponse peut aller jusqu’a 8 jours.
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3 ETUDE INTERLABORATOIRE
3.1 Organisation de I'’étude
3.1.1 Mise en oeuvre
Douze laboratoires ont participé a I'étude. La liste des laboratoires ayant
participé a I'étude est donnée en annexe 5.
L’étude a porté sur du steak haché, inoculé par Salmonella Typhimurium
A00CO060 isolée de steak haché.
Les échantillons ont été inoculés individuellement a raison de 48 flacons par
taux et par laboratoire.
3.1.2 Modalités de préparation et de contamination des échantillons (y
compris le niveau de contamination)
Tous les échantillons ont été répartis par le laboratoire expert en sachets
Stomacher filtrants, a raison de 25 g par sachet, avant d’étre contaminés.
v Préparation des suspensions contaminantes
Deux suspensions (125 cellules/ml et 25 cellules/ml) ont été préparées a
partir d’'une culture d’'une nuit en bouillon BHI a 37°C selon le protocole
décrit dans les exigences relatives aux études comparatives des
meéthodes et interlaboratoires des régles techniques de ’TAFNOR.
v" Protocole de contamination des échantillons
L’inoculation au taux faible a été réalisée a l'aide de 200 pl de la
suspension a 25 cellules/ml et I'inoculation a taux fort a été effectuée par
200 pl de la suspension a 125 cellules/ml.
Aprés inoculation, les échantillons ont été stockés au froid avant
expédition.
Les taux d’inoculation visés étaient les suivants :
- O0UFC/25¢
- 1-10UFC/25 ¢
- 5-50 UFC/25 g.
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3.1.3 Modalités d’expédition : date, moyens mis en ceuvre pour le
contréle des températures (pendant le transport et a réception)

Les échantillons ont été expédiés le lundi 29 septembre 2008 et analysés le
mercredi 1er octobre 2008.

Les échantillons codés (code connu uniquement du laboratoire expert) ont
été placés dans des caisses isothermes contenant des blocs réfrigérants et
expéediés aux différents laboratoires a I'aide d’'un transport express.

Un flacon témoin température contenant un enregistreur de température a
été joint au colis, afin de suivre la température au cours du transport et de la
mesurer a réception.

Chaque laboratoire, identifié par une lettre, a recu :

- 24 échantillons codés (identifiés par une pastille bleue) pour la recherche
de Salmonella par la méthode GeneSystems Salmonella et
24 échantillons codés (identifiés par une pastille rouge) pour la recherche
de Salmonella par la méthode ISO 6579 (2002),

- 1 échantillon non codé pour le dénombrement de la flore aérobie
meésophile du steak haché par la méthode ISO 4833,

- 1 flacon d’eau contenant un enregistreur de température.

3.1.4 Eléments nécessaires a la réalisation des essais par les
laboratoires collaborateurs

Les réactifs nécessaires a la mise en ceuvre de la méthode alternative et de
la méthode de référence ont été fournis par la Société GeneSystems.

3.2 Contrdle des parameétres expérimentaux

3.2.1 Taux de contamination avant ensemencement, taux obtenus
aprés contamination artificielle et stabilité des échantillons

v Avant ensemencement

La recherche de bactéries cibles dans la matrice a été réalisée sur cing
prélévements afin de s’assurer de I'absence de ces bactéries.
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v' Taux obtenus aprés contamination artificielle

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

Taux , Estimation de Estimation de
théorique Taux réel la limite inférieure de la | la limite supérieure de la
Niveau Echantillons . (b/25 ml o L
ciblé déchantillon) contamination contamination
(b/25 ml) par 25 ml d'échantillon par 25 ml d'échantillon
) 1-4-8-10-
Niveau 0 13-17-22- 23 0 / / /
. 3-7-11-12-
Niveau bas 14 -16.- 20 - 24 5 4 3,5 47
. 2-5-6-9-
Niveau haut 15-18-19 - 21 25 25 22 29

v’ Stabilité des échantillons

Le dénombrement a été réalisé sur du steak haché pour un taux d’inoculation
fort (100 UFC/25 g), sur trois sachets. Une recherche a été réalisée pour le
taux d’inoculation faible sur trois échantillons. Les résultats sont reportés
dans le tableau suivant :

Jour UFC/25 g (XLD) Recherche /25 g
Ech. 1 Ech. 2 Ech. 3 Ech. 1 Ech. 2 Ech. 3
JO 105 75 68 + + +
J1 85 75 85 + + +
J2 70 80 70 + + +

Aucune évolution du taux d’inoculation n’a été notée.

v' Température relevée au cours du transport, température a réception
et délais de réception

Les températures au cours du transport et mesurées a réception, ainsi que le
délai de réception des échantillons sont données dans le tableau 9.
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Tableau 9 - Température des échantillons a réception

Laboratoires | Température relevée par Température mesurée Date de réception
le thermobouton (°C) a réception (°C) des échantillons
A Non mesurée 3,2
B 3,0 49
C Thermobouton 42
défectueux @
D 3,0 3,5
J1
E 2,5 3,6 .
G 25 45 (mardi 30 septembre
: : 2008)
H 2,5 5,6
J 3,0 5,0
K 40 3,8
L 3,5 24
M 3,0 43

(8) Le thermobouton indiquait une température variant de - 6°C pendant le transport et de - 5°C a + 6°C

pendant le stockage au laboratoire.
3.2.2 Conclusion

Tous les colis ont été réceptionnés a J1 et aucune anomalie n’a été observée
pendant le transport.

3.3 Résultats des analyses

3.3.1 Dénombrement de la flore aérobie mésophile
Le dénombrement de la flore aérobie mésophile de la matrice a été effectué
sur un échantillon selon la méthode ISO 4833. Le résultat varie entre < 10 et
2,6.10° UFC/g.

3.3.2 Résultats obtenus par le laboratoire expert

Tous les échantillons inoculés ont donné un résultat positif ; tous les résultats
sont concordants entre la méthode de référence et la méthode alternative.
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3.3.3 Résultats obtenus par les laboratoires collaborateurs

Il est a noter que le laboratoire C a obtenu 2 échantillons non inoculés
positifs par la méthode de référence (n° C10 et C23), uniquement a partir du
bouillon RVS et 3 échantillons positifs par la méthode alternative (n° C1, C10
et C23), dont un seul a été confirmé (C1) par repiquage en RVS et isolement
sur gélose Brilliance Salmonella.

Au sein du laboratoire D, 2 échantillons (D8 et D17) ont donné un résultat
positif en PCR avec des CT > 30 ; ces résultats n’ont pas été confirmés.

3.3.4 Conclusion
Les interprétations ont été réalisées avec 12 laboratoires.

3.4 Calculs

3.4.1 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 - [ij 100%}
N —

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

TP = nombre de vrais positifs
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Niveau Méthode de référence Méthode alternative
SP/SE % LCL% SP/SE % LCL%
Lo(SP) 97,9 93,0 99,0 98,0
L1(SE) 100,0 98,0 100,0 98,0
L2(SE) 100,0 98,0 100,0 98,0
L1+L2(SE) 100,0 98,0 100,0 98,0

3.4.2 Calcul de I’'exactitude relative (AC)

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

Tableau 10 - Couples de résultats de la méthode alternative et de la
méthode de référence dans le cadre de I’étude interlaboratoire

Méthode alternative Méthode de référence Total
+ -
+ PA=192 PD=1 193
- ND =2 NA =93 95
Total N+ =194 N-=9%4 N =288

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

I'équation suivante : AC = MX 100%

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

avec :

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 :

Niveau AC % LCL %
LO 96,9 93,0
L1 100,0 98,0
L2 100,0 98,0
L1+L2 100,0 98,0
Total 99,0 98,0
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3.4.3 Etude des résultats discordants

Y=ND+PD=2+1=3
Y<6
Aucun test statistique n’est disponible.

3.5 Interprétation

3.5.1 Comparaison des valeurs d’exactitude relative, de spécificité et de
sensibilité

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 ).

Les valeurs obtenues dans les deux parties de I'étude de validation (étude
comparative des méthodes et étude interlaboratoire) sont reportées dans le
tableau 11 :

Tableau 11 - Comparaison des valeurs obtenues lors de I'étude
interlaboratoire avec celles obtenues dans le cadre de I’étude
comparative des méthodes, pour la méthode alternative

Etude interlaboratoire | Etude comparative des méthodes
Exactitude relative (AC) 99,0 94,3
Sensibilité (SE) 100,0 94,1
Spécificité (SP) 99,0 94,4
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3.5.3
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Degreé d’accord (DA)

Le degré d’'accord est le pourcentage de chances de trouver le méme résultat (c'est-a-dire tous les
deux positifs ou tous les deux négatifs) pour deux prises d’essai identiques analysées dans le méme
laboratoire, dans des conditions de répétabilité (c’est-a-dire un seul opérateur utilisant le méme
appareillage et les mémes réactifs dans l'intervalle de temps le plus court possible).

Le degré d’accord est ainsi I'équivalent de la répétabilité pour les méthodes quantitatives.

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
LO 96,9% 98,2%
L1 100% 100%
L2 100% 100%
Concordance

La concordance est le pourcentage de chances de trouver le méme résultat pour deux échantillons
identiques analysés dans deux laboratoires différents.
La concordance est donc I'équivalent de la reproductibilité pour les méthodes quantitatives.

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

ADRIA Développement
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Niveau Méthode de référence Méthode alternative
LO 95,8% 97,9%
L1 100% 100%
L2 100% 100%
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3.54 Odds Ratio (COR)

Il est calculé selon la formule suivante :

COR =

GeneSystems

degré d'accord x (100 — concordance)

concordance x(100 — degré d'accord)

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

donnés ci-apres :

Niveau Méthode de référence Méthode alternative
LO 1,0 1,0
L1 1,0 1,0
L2 1,0 1,0

3.5.5 Conclusion

La variabilité de la méthode alternative (degré d’accord, concordance, odds

ratio) est identique a celle de la méthode de référence.
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4 CONCLUSION GENERALE

4.1 Etude comparative des méthodes

4.1.1 Catégorie « Viandes crues de boceuf »
La méthode alternative présente une exactitude relative, une spécificité
relative et une sensibilité relative satisfaisante, quelle que soit la méthode de
confirmation utilisée.
Le niveau de détection relatif de la méthode alternative est équivalent a celui
de la méthode de référence.
L’inclusivité et I'exclusivité de la méthode alternative sont satisfaisantes, une
souche Salmonella Wayne n’a pas été détectée par le test PCR.
L’intérét majeur de la méthode alternative réside essentiellement dans le
délai d’obtention du résultat ; en effet, un résultat négatif est obtenu dans la
journée et un résultat positif est obtenu en 24 a 48 h selon le mode de
confirmation utilisé.

4.1.2 Catégories « Produits carnés » et « Produits laitiers »
La méthode alternative présente une exactitude relative, une spécificité
relative et une sensibilité relative satisfaisante.
Le niveau de détection relatif de la méthode alternative est équivalent a celui
de la méthode de référence.
La méthode alternative montre une inclusivité satisfaisante.

4.2 Etude interlaboratoire
La variabilité de la méthode alternative (degré d’accord, concordance, odds
ratio) est identique a celle de la méthode de référence.
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Annexe 1 - Protocoles de la méthode alternative

a Protocole « Viandes crues de boeuf »

25 g de matrice alimentaire
+ 225 ml eau peptonée tamponnée préchauffée a 41,5°C

8%
Incubation 10h +2 ha41,5°C +1°C
8%
Transfert de 1 ml de bouillon d’enrichissement dans un tube de 1,5 ml
8%
Centrifugation a 500 g pendant 5 min.
8%
Transfer de 900uL de surnageant dans un tube de lyse a I'aide d’'une pipette
8%
Centrifugation a 10000 g pendant 5min.
8%
Elimination du surnageant a I'aide d’une pipette
8%
Ajout de 200puL de solution de reprise
8%
Chauffage 10 min a 100°C (bain-marie)
8%
Mélange de 36 pul de lysat + 36 pl de Master Mix
8%

Remplissage du GeneDisc & PCR en temps réel automatisée

Résultat PCR Salmonella positif
8%

Isolement sur gélose sélective et repiquage RVS + isolement
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O Protocole « Produits laitiers »

25 g de matrice alimentaire + 225 ml eau peptonée tamponnée
supplémentée en acriflavine (10 mg/l), ramenée a température ambiante

8%
Incubation 18 h+2ha 37°C £ 1°C
8%
Transfert de 1 ml de bouillon d’enrichissement dans un microtube de 1,5 mi
8%
Centrifugation 5 min a 500 g + 50 g
8%
Pipeter 900 pl de surnageant (P1000) et le transférer dans un tube de lyse

8%

Centrifugation 5 mina 10000 g + 250 g
8%

Eliminer le surnageant par pipetage (P1000)
8%
Re-suspendre le culot avec 200 ul de tampon de lyse et vortexer

8%

Chauffage 10 min a 100°C (bain-marie)
8%

Mélange de 37 pul de lysat + 37 pl de Master Mix
8%
Remplissage du GeneDisc & PCR en temps réel automatisé

8%

Interprétation automatique des résultats
8%

Résultat PCR Salmonella positif

8%

Isolement sur gélose sélective
et repiquage RVS + isolement
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O Protocole « Produits carnés autres que viandes de beceuf crues »

25 g de matrice alimentaire + 225 ml eau peptonée tamponnée,
ramenée a température ambiante

8%
Incubation 18 h+2ha 37°C £ 1°C
8%
Transfert de 50 ul de bouillon d’enrichissement dans un tube de lyse

8%

Chauffage 10 min a 100°C (bain-marie)
8%

Mélange de 37 pul de lysat + 37 pl de Master Mix
8%
Remplissage du GeneDisc & PCR en temps réel automatisée

8%

Interprétation automatique des résultats
8%

Résultat PCR Salmonella positif

8%

Isolement sur gélose sélective
et repiquage RVS + isolement
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Annexe 2 - Méthode de référence NF EN ISO 6579 :
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+3ha41,5°C+1°C Incubation24 h+3 ha 37°C +1°C

\/

Milieux XLD et Second milieu au choix
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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Annexe 3 - Résultats bruts de I’exactitude relative

Un méme mélange réactionnel étant testé au sein de deux puits distincts, les deux résultats figurent dans les tableaux pour chaque PCR.

GeneSystems

VIANDES DE BOEUF CRUES
Méthode de référence 1SO 6579 * Méthode alternative Gene Systems
Gene Disc | Gene Disc Confirmation par Isolement direct Confirmation par repiquage en RVS puis isolement Concordance
N°® . RVS MKTTn Confirmation )
Ech Produit R STEC2 | STEC3 Compass Salmonella Brilliance Salmonella Compass Salmonella Brilliance Salmonella XLD par fests toutes méthodes
Colonies Résultat| Concor-| Colonies Résultat| Concor-| Colonies Résultat | Concor-| Colonies Résultat | Concor-| Colonies Résultat | Concor- ) de confirmations
XLD Hektoen XLD Hektoen Salmonella | Salmonella Latex Latex Latex Latex Latex classiques
suspectes final | dance |suspectes final | dance |suspectes final | dance |suspectes final | dance |suspectes final | dance confondues
400 Haché bolognaise - - / / = / / = / / = / / = / / = / =
401 Haché bolognaise - - / / = / / = / / = / / = / / = / =
402 Haché bolognaise - - / / = / / = / / = / / = / / = / =
403 Haché bolognaise - - / / = / / = / / = / / = / / = / =
404 Rumsteck - - / / = / / = / / = / / = / / = / =
405 Rumsteck - - / / = / / = / / = / / = / / = / =
406 Rumsteck - - / / = / / = / / = / / = / / = / =
407 Rumsteck - - / / = / / = / / = / / = / / = / =
408 Faux filet - - / / = / / = / / = / / = / / = / =
409 Faux filet - - / / = / / = / / = / / = / / = / =
410 Faux filet - - / / = / / = / / = / / = / / = / =
411 Faux filet - - / / = / / = / / = / / = / / = / =
412 Steak haché pur boeuf - - / / = / / = / / = / / = / / = / =
413 Steak haché pur boeuf - - / / = / / = / / = / / = / / = / =
414 Steak haché pur boeuf - - / / = / / = / / = / / = / / = / =
415 Steak haché pur boeuf - - / / = / / = / / = / / = / / = / =
416 Viande hachée fraiche -I- -I- / / = / / = / / = / / = / / = / =
417 Viande hachée fraiche -I- -I- / / = / / = / / = / / = / / = / =
418 Viande hachée fraiche -I- -I- / / = / / = / / = / / = / / = / =
419 Viande hachée fraiche -I- -I- / / = / / = / / = / / = / / = / =
420 Bifteck - - / / = / / = / / = / / = / / = / =
421 Bifteck - - / / = / / = / / = / / = / / = / =
422 Bifteck - - / / = / / = / / = / / = / / = / =
423 Bifteck - - / / = / / = / / = / / = / / = / =
* Essai effectué sous le couvert de I'accréditation
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VIANDES DE BOEUF CRUES
Méthode de référence 1SO 6579 * Méthode alternative Gene Systems
Gene Disc | Gene Disc Confirmation par Isolement direct Confirmation par repiquage en RVS puis isolement Concordance
N°® . RVS MKTTn Confirmation )
Eeh. Produit Résulat STEC2 | STEC3 Compass Salmonella Brilliance Salmonella Compass Salmonella Brilliance Salmonella XLD par fess toutes méthodes
Colonies Résultat| Concor-| Colonies Résultat| Concor-| Colonies Résultat| Concor-| Colonies Résultat| Concor-| Colonies Résultat | Concor- . de confirmations
XLD Hektoen XLD Hektoen Salmonella | Salmonella Latex Latex Latex Latex Latex classiques
suspectes final | dance |suspectes final | dance |suspectes final | dance |suspectes final | dance |suspectes final | dance confondues
424 Viande bovine - - / / = / / = / / = / / = / / = / =
425 Viande bovine - - / / = / / = / / = / / = / / = / =
426 Viande bovine - - / / = / / = / / = / / = / / = / =
427 Steak haché pur boeuf - - / / = / / = / / = / / = / / = / =
428 Steak haché pur boeuf - - / / = / / = / / = / / = / / = / =
429 Steak haché pur boeuf - - / / = / / = / / = / / = / / = / =
508 Steak haché + + + + + ++ ++ + + + = + + + = + + + = + + + = + + + = + =
509 Steak haché +/- +/- + + + ++ ++ + + + = + + + = + + + = + + + = + + + = + =
510 Steak haché + + + + + ++ ++ + + + = + + + = + + + = + + + = + + + = + =
511 Entrecéte a griller + + + + + ++ ++ + + + = + + + = + + + = + + + = + + + = + =
512 Entrecéte a griller + + + + + ++ ++ + + + = + + + = + + + = + + + = + + + = + =
513 Entrecéte a griller + + + + + ++ ++ + + + = + + + = + + + = + + + = + + + = + =
514 Boul de beeuf + + + + + ++ ++ + + + = + + + = + + + = + + + = + + + = + =
515 I de beeuf surgelées + + + + + ++ ++ + + + = + + + = + + + = + + + = + + + = + =
516 I de beeuf surgelées +- +- + + + +- ++ / ND + + + = + + + = + + + = + + + = + =
517 Steak haché surgelé + + + + - - / / / ND / / / ND / / / ND / / ND / / / ND / ND
518 Steak haché surgelé + + + + + ++ ++ + + + = + + + = + + + = + + + = + + + = + =
+ +
519 Steak haché surgelé Citrobacter | Citrobacter +H+ +H+ / = / = / = / = / = / =
youngae | youngae

520 Steak haché surgelé + + + + + ++ ++ + + + = + + + = + + + = + + + = + + + = + =

+-
521 Steak haché surgelé + +H+ +H+ / ND / ND / ND / ND + + + = + =

(1 colonie)

522 Steak haché surgelé + + + + + ++ ++ + + + = + + + = + + + = + + + = + + + = + =
523 | Steak haché pur boeuf surgelé +- +- + + + ++ +H+ / ND / ND / ND / ND + + + = + =
524 | Steak haché pur boeuf surgelé + + + + + ++ ++ + + + = + + + = + + + = + + + = + + + = + =
525 | Steak haché pur boeuf surgelé + + + + + ++ ++ + + + = + + + = + + + = + + + = + + + = + =
526 | Steak haché pur boeuf surgelé + + + + + +H+ +H+ / ND + + + = + + + = + + + = + + + = + =
527 | Steak haché pur boeuf surgelé + + + + + ++ ++ + + + = + + + = + + + = + + + = + + + = + =

+-
528 | Steak haché pur boeuf surgelé + + + ++ ++ + + + = + + + = + + + = + + + = + + + = + =

(2 colonies)
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VIANDES DE BOEUF CRUES
Méthode de référence 1SO 6579 * Méthode alternative Gene Systems
Gene Disc | Gene Disc Confirmation par Isolement direct Confirmation par repiquage en RVS puis isolement Concordance
N°® . RVS MKTTn Confirmation )
Eeh. Produit Résulat STEC2 | STEC3 Compass Salmonella Brilliance Salmonella Compass Salmonella Brilliance Salmonella XLD par fess toutes méthodes
Colonies Résultat| Concor-| Colonies Résultat| Concor-| Colonies Résultat| Concor-| Colonies Résultat| Concor-| Colonies Résultat | Concor- . de confirmations
XLD Hektoen XLD Hektoen Salmonella | Salmonella Latex Latex Latex Latex Latex classiques
suspectes final | dance |suspectes final | dance |suspectes final | dance |suspectes final | dance |suspectes final | dance confondues
529 | Viande bovine 4 bourguignon + + + + + ++ ++ + + + = + + + = + + + = + + + = + + + = + =
530 | Viande bovine a bourguignon + + + + + - - / / / ND / / / ND / / / ND / / / ND / / / ND / ND
531 | Viande bovine a bourguignon - - / / / = / / / = / / / = / / / = / / / = / =
532 Steak aux oignons surgelé +- + + + ++ ++ + + + = + + + = + + + = + + + = + + + = + =
533 Steak aux oignons surgelé +- +- +- + + ++ ++ + + + = + + + = + + + = + + + = + + + = + =
534 Steak aux oignons surgelé + + + + + ++ ++ + + + = + + + = + + + = + + + = + + + = + =
535 | Boull de beeuf surgelées + + + + + ++ ++ + + + = + + + = + + + = + + + = + + + = + =
536 | Boull de beeuf surgelées + + + + + ++ +H+ + + + = + + + = + + + = + + + = + + + = + =
537 | Boul de beeuf surgelées + + + + + ++ ++ + + + = + + + = + + + = + + + = + + + = + =
+-
538 | Boulettes de beeuf surgelées Citrobacter - +H+ / = / = / = / = / = + =
braakii
539 | Steak haché pur beeuf surgelé + + + + + I+ ++ + + + = + + + = + + + = + + + = + + + = + =
540 | Steak haché pur beeuf surgelé +- +/- (1 colonie) +- +- + +H+ +H+ + + + = + + + = + + + = + + + = + + + = + =
541 | Steak haché pur beeuf surgelé - +- / = / = / = / = / = / =
542 | Steak haché pur beeuf surgelé +H+ +H+ / = + + + PD + + + PD + + + PD / = + PD
574 | Boul au beeuf surgelées + + + + + ++ ++ + + + = + + + = + + + = + + + = + + + = + =
575 Steak haché + + + + + ++ ++ + + + = + + + = + + + = + + + = + + + = + =
576 | Viande haché fraiche pur beeuf + + + + + ++ ++ + + + = + + + = + + + = + + + = + + + = + =
577 Tartare de beeuf + + + + + ++ ++ + + + = + + + = + + + = + + + = + + + = + =
578 |Viande bovine faux filet a griller +H+ +H+ + + + PD + + + PD + + + PD + + + PD + + + PD + PD
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NC : aspect non caractéristique apres isolement sur gélose nutritive
PRODUITS CARNES
Méthode de référence 1SO 6579 * Méthode alternative Gene Systems
. Gene Disc | Gene Disc Confirmation par isolement direct Confirmation par repiquage en RVS puis isolement Confirmation| - once | Concordance
N f RVS MKTTn . . par t,eStS toutes méthodes | toutes méthodes
Ech Produit .y STEC2 STEC3 Brilliance Salmonella Brilliance Salmonella XLD classiques | 4o tions | de confirmations
ch. ésultat (RVS/
Colonies Résultat | Concordance | Concordance| Colonies Résultat | Concordance | Concordance | Colonies Résultat | Concordance | Concordance| Brilliance confondues confondues
XLD [Hektoen| XLD Hektoen Salmonella | Salmonella Latex Latex Latex Salmonella) STEC2 STEC3
suspectes final STEC2 STEC3 suspectes final STEC2 STEC3 suspectes final STEC2 STEC3
926 Foie de porc -l +- / = = +- A+ = = / = = = =
927 Poule entiére + + + + + +/+ +/+ + + + = = + + + = = + + + = = + = =
928 Morceau de poule -l -I- / / = = / / = = / = = = =
gog | Escalope de dinde - - Il - - ol - - / - - - -
viennoise
930 Jambon frais + + + + + ++ ++ +nil+ + + = = + + + = = + + + = = + = =
931 Hampe + + + + + ++ ++ +ni/+ + + = = + + + = = + + + = = + = =
933 Hampe + + + + + +/+ +/+ / ND ND + + + = = + + + = = + = =
932 Jambon frais -l -I- / / = = / / = = / = = = =
934 Filet de poule +(NC) +(NC) -l -I- / / = = / / = = / = = = =
935 Poule entiére + + + -+ ++ / ND ND +nil+ + + = = / ND ND = =
+(Citrobacter
936 Coq avec peau +(NC) -l -l / / = = / / = = / = = = =
freundii)
+(Citrobacter
937 | Pieds arriére de porc -l -l / / = = / / = = / = = = =
freundii)
938 Poule entiére + + + ++ ++ + + + = = + + + = = / ND ND = =
939 Poule entiére + + + + + +/+ +/+ + + + = = + + + = = + + + = = + = =
940 Poule entiére + + + + ++ ++ +nil+ + + = = + + + = = + + + = = + = =
94 Poule entiére + + + ++ ++ / ND ND +nil+ + + = = / ND ND + = =
942 Poule entiére + + + + + +/+ +/+ + + + = = + + + = = + + + = = + = =
943 Poule + + + + + +/+ +/+ +nil+ + + = = + + + = = + + + = = + = =
944 Saucisson sec -l -I- / / = = / / = = / = = = =
945 Jambon frais + + + + + ++ ++ +nil+ + + = = + + + = = + + + = = + = =
946 |Viande blanche de poule | + + + + + ++ ++ + + + = = + + + = = + + + = = + = =
) NE/-/[+1+ .
947 Viande blanche + + + +H+ +nil+ + + = = + + + = = / ND ND + = =
(2 éme passage)
988 Crépinette + + + + + +/+ +/+ + + + = = + + + = = + + + = = + = =
* Essai effectué sous le couvert de I'accréditation
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NC : aspect non caractéristique apres isolement sur gélose nutritive

GeneSystems

PRODUITS CARNES

Méthode de référence I1SO 6579 *

Méthode alternative Gene Systems

Gene Disc | Gene Disc Confirmation par isolement direct Confirmation par repiquage en RVS puis isolement Confirmation| - once | Concordance
W Produit RIS T STEC2 | STEC3 Briliance Salmonela Briliance Salmonella XLD c?:;;:it:s {outes méthodes | foutes méthodes
Ech. Resultat (Rvs/ | de confirmations | de confirmations
Colonies Résultat | Concordance | Concordance| Colonies Résultat [ Concordance | Concordance | Colonies Résultat | Concordance | Concordance| Brilliance confondues confondues
YLD |fektoen] XD Heldoen Saimonella | Samonela suspectes Lo e | stecs | steca suspectes L STEC2 | STEC3 | suspectes R | et | steca | stece | Samenele) ST ST

989 Langue de porc +§ﬁj‘u'gggg;ef - - / / = = / / = = / / = = = =
990 Cuisse de poulet -l -I- / / = = / / = = / / = = = =

991 Cuisse de poulet -/ -/ / / = = / / = = / / = = = =
992 Cuisse de poulet -/ -/ / / = = / / = = / / = = = =
993 Vainde porcine -l -I- / / = = / / = = / / = = = =
994 Viande porcine (citm:a cter) -l -l / / = = / / = = / / = = = =
995 Cote de porc /- /- / / = = / / = = / / = = = =
996 Cote de porc -/ -/ / / = = / / = = / / = = = =
997 Steak de dinde -/ -/ / / = = / / = = / / = = = =

998 Steak de dinde ++ ++ / = = |q e | * % ooy |  PD PD | ieimeie| ! = = PD PD
999 | Steak dedinde Floobacir | Fctobacer - - I I = = I I = = I I = = = =
1000 Gigot d'agneau -l -+ +- = = / = = / = = = =
1001 Cotes d'agneau -l -I- / / = = / / = = / / = = = =
1002 Cotes d'agneau -/ -/ / / = = / / = = / / = = = =
1003 | Pavés de dinde au curry ﬂ‘gjgg:;;‘e' - - / / = = / / = = / / = = = =
1004 | Pavés de dinde au curry -I- -I- / / = = / / = = / / = = = =
1005 | Pavés de dinde au curry /- /- / / = = / / = = / / = = = =
1006 Steak de poulet /- /- / / = = / / = = / / = = = =
1007 Steak de poulet -/ -/ / / = = / / = = / / = = = =
1008 Steak de poulet -/ -/ / / = = / / = = / / = = = =
1009 |  Escalope de dinde +(NC) -I- -I- / / = = / / = = / / = = = =
1010 |  Escalope de dinde +NC) | +(NC) -/ -/ / / = = / / = = / / = = = =
1011 Escalope de dinde +(NC) +(NC) -/ -/ / / = = / / = = / / = = = =
1012 Filet de dinde -/ -/ / / = = / / = = / / = = = =
1013 Filet de dinde -/ -/ / / = = / / = = / / = = = =
1014 Filet de dinde -/ -/ / / = = / / = = / / = = = =
1015 Escalope de dinde -/ -/ / / = = / / = = / / = = = =
1016 |  Escalope de dinde ﬂ;gg;’;;g)ef - - / / = = / / = = / / = = = =
1017 Escalope de dinde -l -I- / / = = / / = = / / = = = =
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NC : aspect non caractéristique apres isolement sur gélose nutritive

GeneSystems

PRODUITS CARNES

Méthode de référence I1SO 6579 *

Méthode alternative Gene Systems

N Gene Disc | Gene Disc Confirmation par isolement direct Confirmation par repiquage en RVS puis isolement Conﬁrtmattion Concordance | Concordance
f RVS MKTTn . . Partests 1toutes méthodes | toutes méthodes

Produit STEC2 STEC3 Brilliance Salmonella Brilliance Salmonella XLD classiques o o

Ech. Résultat RVS/ de confirmations | de confirmations
Colonies Résultat | Concordance | Concordance| Colonies Résultat | Concordance | Concordance | Colonies Résultat | Concordance | Concordance| Brilliance confondues confondues
XLD [Hektoen| XLD Hektoen Salmonella | Salmonella Latex Latex Latex Salmonella) STEC2 STEC3
suspectes final STEC2 STEC3 suspectes final STEC2 STEC3 suspectes final STEC2 STEC3
1113 Gésiers de canard + + + + + +H+ +H+ + + + = = +nil+ + + = = + + + = = + = =
1114 Cuisse de canard + + + + + +H+ +H+ + + + = = +nil+ + + = = + + + = = + = =
1115 Cuisse de poulet + + + + + ++ ++ + + + = = + + + = = + + + = = + = =
1116 Cuisse de dinde + + + + + +H+ ++ + + + = = + + + = = + + + = = + = =
17 Escalope de dinde + + + + + ++ ++ + + + = = + + + = = + + + = = + = =
1198 Farce + + + + + +/+ +/+ + + + = = + + + = = + + + = = + = =
1238 Cote de porc + + + + + ++ ++ + + + = = + + + = = + + + = = + = =
1239 Poulet Pékin + + + + + ++ ++ i+ |+ + = = + + + = = + + + = = + = =
1240 | Mousse de foie de porc | + + + + + ++ ++ + + + = = + + + = = + + + = = + = =
1241 Tomate farcie cuite + + + + + +H+ ++ + + + = = + + + = = + + + = = + = =
1242 | Paté de campagne + + + + + ++ ++ + + + = = + + + = = + + + = = + = =
1243 Couscous + + + + +H+ +H+ - / ND ND + +in + = = / ND ND + = =
1244 Mousse forestiere + + + + + +H+ +H+ + + + = = + +in + = = + + + = = + = =
Jambon supérieur au

1245 + + + + + +/+ +/+ + + + = = + +in + = = + + + = = + = =

torchon
1246 | Jambon de Bayonne + + + + + ++ +H+ + #in | + = = + +in + = = + + + = = + = =

Tranche de gigot ) )

1247 + + + ++ ++ +nif+ + + = = + +fin + = = / ND ND + = =

d'agneau

Jambon de porc a

1248 + + + + + ++ ++ +nif+ + + = = + +fin + = = / ND ND + = =

escalope

Cote découverte

1249 + + + + + +/+ +/+ +nil+ + + = = + +in + = = + + + = = + = =

d'agneau

Assortiment ragodt )

1250 + + + + + -I- (2x) ++ +nil+ + + ND = + + + ND = + + + ND = + ND =

d'agneau
1255 Chair & saucisse + + + + + +H+ ++ +nil+ + + = = + + + = = + + + = = + = =
1257 Poulet curry + + + + + +/+ +/+ + + + = = + + + = = + + + = = + = =

. - - .
1258 Poulet aigre douce + + + + + +nil+ + ND ND + + ND ND + + ND ND + ND ND
(: (:
na - - - (5 tubes de - - - (5 tubes de - - - -
1371 Poulet au curry / +H / RVS inoculés)| ! RVS inoculés)| |
1372 Tagine de poulet -l -I- / / = = / / = = / = = = =
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