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Avant Propos

L�ensemble des renseignements permettant de valider la garantie des analyses 
est tenu � la disposition de la Soci�t� GeneSystems.

Les r�sultats sont synth�tis�s au sein de tableaux et interpr�t�s selon la norme 
NF EN ISO 16140.

��Fabricant : GeneSystems
Centre d�Affaires CICEA
4 rue du Courtil
35170 BRUZ

��Laboratoire expert : ADRIA D�veloppement 
ZA Creac�h Gwen
29196 QUIMPER Cedex

��M�thode � valider : M�thode GeneSystems pour la recherche 
simultan�e de Salmonella spp. et de Escherichia 
coli O157:H7

��R�f�rentiel de validation : Norme NF EN ISO 16140 (octobre 2003) : 
microbiologie des aliments - Protocole pour la 
validation des m�thodes alternatives

��M�thode de r�f�rence� : Norme NF EN ISO 16654 (juillet 2001) : m�thode 
horizontale pour la recherche de Escherichia coli 
O157 

��Etendue de la validation : Viandes de b�uf crues, produits laitiers

� Essai effectu� sous le couvert de l�accr�ditation 
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1 INTRODUCTION

La validation a �t� r�alis�e en deux temps : 

- validation pour les viandes de b�uf crue,
- extension de la validation pour les produits carn�s et les produits laitiers.

1.1 R�f�rentiel de validation

Le r�f�rentiel de validation utilis� est la norme NF EN ISO 16140 (octobre 
2003) : protocole pour la validation des m�thodes alternatives.

1.2 Protocole et principe de la m�thode alternative

1.2.1 Principe

La m�thode GeneSystems de recherche simultan�e de Salmonella spp. et 
Escherichia coli O157:H7 dans les aliments est bas�e sur l�utilisation des kits 
suivants :

- Extraction de l�ADN bact�rien :
o Food Extraction Pack 01 (Notice PEFOOD01/100.01F)

- D�tection et quantification par PCR en temps r�el :
o Salmonella spp., Escherichia coli O157 & STEC GeneDisc Pack  

(Notice GDSTEC02-06.01BL) 
o Escherichia coli O157 & STEC GeneDisc Pack (Notice GDSTEC01-

06.01BL)
o Salmonella spp & Escherichia coli O157 GeneDisc Pack (Notice 

GDSTEC03-06.01BL)
o EHEC Identification GeneDisc Pack (Notice GDEHEC01-06.01BL)

L�extraction de l�ADN est bas�e sur une lyse des cellules par traitement 
thermique. L�ADN d�Escherichia coli O157 est ensuite d�tect� par PCR en 
temps r�el gr�ce :

- aux Escherichia coli O157 et STEC GeneDiscs o� chaque bact�rie cible 
est analys�e s�par�ment sur chacun des GeneDiscs,

- aux Escherichia coli O157 et STEC GeneDisc qui combine la d�tection de 
l�ensemble des bact�ries cibles.
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En cas de r�sultat PCR positif pour Escherichia coli O157, l�ADN est analys�
par PCR temps r�el avec le EHEC Identification GeneDisc pour identifier une 
�ventuelle contamination en Escherichia coli O157:H7.

Les tests PCR GeneSystems reposent sur l�amplification g�nique par PCR 
en temps r�el d�une s�quence nucl�ique sp�cifique de l�esp�ce Escherichia 
coli O157 avec l�instrument GeneDisc Cycler. La d�tection est possible gr�ce 
� l�utilisation de sondes TaqMan� marqu�es par un fluorophore (FAM ou 
ROX). Lors de l��longation de l�amplicon, la sonde est cliv�e et le Reporter, 
s�par� physiquement du Quencher, �met une fluorescence. Cette 
fluorescence est mesur�e directement par le module optique du GeneDisc 
Cycler. 

Pour chaque analyse, le m�lange ADN/Master Mix, d�pos� dans un secteur 
du GeneDisc, est adress� par d�pression dans 6 chambres r�actionnelles 
pr�-charg�es en r�actifs (amorces, sondes, ADN). La composition des 
6 chambres r�actionnelles de chaque secteur des diff�rents types de 
GeneDiscs entrant dans le cadre de la m�thode est indiqu�e dans les
tableaux suivants :

GD STEC02-06
N� puits r�actionnel

D�tection FAM D�tection ROX

1
2
3
4
5
6

Contr�le n�gatif de PCR
Salmonella spp
Salmonella spp

O157
O157

T�moin d�inhibition

T�moin d�inhibition
stx1 & stx2
stx1 & stx2

eae
eae

Contr�le n�gatif de PCR

GD STEC01-06
N� puits r�actionnel

D�tection FAM D�tection ROX

1
2
3
4
5
6

Contr�le n�gatif de PCR
ehx
ehx

O157
O157

T�moin d�inhibition

T�moin d�inhibition
stx1 & stx2
stx1 & stx2

eae
eae

Contr�le n�gatif de PCR

GD STEC03-06
N� puits r�actionnel

D�tection FAM

1
2
3
4
5
6

Contr�le n�gatif de PCR
Salmonella spp.
Salmonella spp.

E. coli O157
E. coli O157

T�moin d�inhibition de PCR
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GD EHEC01-06
N� puits r�actionnel

D�tection FAM D�tection ROX

1
2
3
4
5
6

O145
O145

H7
H7 

O26
O26

Contr�le n�gatif de PCR 
T�moin d�inhibition 

O111
O111
O103
O103

1.2.2 Protocoles d�analyses et confirmation

Diff�rents protocoles (Cf. annexe 1) sont disponibles et sont list�s ci-apr�s : 

��Protocole court � Viandes de b�uf crues �

- enrichissement (25 g) en eau pepton�e tamponn�e pr�chauff�e (225 ml) 
pendant 10 h � 2 h � 41,5�C � 1�C,

- extraction sur 1 ml d�enrichissement
- amplification - d�tection par PCR en temps r�el

Les m�langes r�actionnels sont identiques entre les diff�rents designs des 
GeneDisc pour une cible donn�e. 

��Protocole long � Produits carn�s� et � Viandes de b�uf 
crues �

- enrichissement (25 g) en eau pepton�e tamponn�e pr�chauff�e (225 ml) 
pendant 18 h � 2 h � 37�C � 1�C,

- extraction sur 50 �l d�enrichissement (extraction simplifi�e) et sur 1 ml 
d�enrichissement

- amplification - d�tection par PCR en temps r�el
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��Protocole � Produits laitiers �

- enrichissement (25 g) en eau pepton�e (225 ml) suppl�ment� en 
acriflavine (10 mg/l),

- extraction sur 1 ml d�enrichissement
- amplification - d�tection par PCR en temps r�el

Les confirmations sont r�alis�es : 

- soit par isolement direct de 10 �l sur g�lose CT SMAC suivi d�un test latex 
sur colonie apr�s isolement sur g�lose nutritive,

- soit par isolement sur g�lose CT SMAC apr�s r�alisation d�une IMS sur 
0,5 ml de bouillon d�enrichissement, suivi d�un test latex sur colonie apr�s 
isolement sur g�lose nutritive.

1.3 Domaine d�application demand�

Viandes de b�uf crues 
Produits laitiers

1.4 M�thode de r�f�rence

La m�thode de r�f�rence est la norme NF EN ISO 16654 (juillet 2001) : 
m�thode horizontale pour la recherche d�Escherichia coli O157.
Le protocole est sch�matis� en annexe 2.
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2 ETUDE COMPARATIVE DES METHODES

2.1 Exactitude relative, sp�cificit� relative et sensibilit� relative

L�exactitude est l��troitesse de l�accord entre le r�sultat d�essai et la valeur de r�f�rence 
accept�e.

La sp�cificit� relative est d�finie comme le degr� auquel la m�thode est affect�e (ou non) par 
les autres composants dans un �chantillon en contenant plusieurs. C�est la capacit� de la 
m�thode � mesurer avec exactitude un analyte donn�, ou sa quantit�, dans l��chantillon sans 
qu�il y ait d�interf�rence avec les composants non cibl�s, tels un effet de la matrice ou un bruit 
de fond.

La sensibilit� relative est d�finie comme la capacit� de la m�thode alternative � d�tecter deux 
quantit�s diff�rentes d�analyte qui ont �t� mesur�es avec la m�thode de r�f�rence en utilisant 
une matrice donn�e sur toute l��tendue de mesure. C�est la variation de quantit� minimale 
(accroissement de la concentration d�analyte x) qui donne une variation significative du signal 
mesur� (r�ponse y). 

2.1.1 Nombre et nature des �chantillons

213 �chantillons ont �t� analys�s au total. La r�partition par cat�gorie est 
donn�e dans le tableau ci-apr�s :

Cat�gories Types Positifs*
(nombre)

N�gatifs
(nombre)

Total
(nombre)

Viandes de b�uf crues 
(protocole court) Assaisonn�es, crues, surgel�es 43 32 75

Viandes de b�uf crues
(protocole long) Assaisonn�es, crues, surgel�es 36 32 68

Produits laitiers Laits crus, fromage au lait cru, 
cr�mes, laits ferment�s, divers 32 38 70

TOTAL 111 102 213

* il s�agit des r�sultats positifs par l�une ou l�autre des m�thodes

2.1.2 Contamination artificielle des �chantillons

Des contaminations artificielles ont �t� r�alis�es par des inoculations. 
118 �chantillons ont �t� contamin�s artificiellement, 99 ont donn� un r�sultat 
positif par l�une ou l�autre des m�thodes. 12 �chantillons �taient 
naturellement contamin�s, soit 10,8 % des �chantillons positifs.
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2.1.3 R�sultats des essais

Les r�sultats bruts sont donn�s en annexe 3.

Les r�sultats pour la cat�gorie � Viandes crues de b�uf � (analyse par le 
protocole court) sont les suivants : 

Tableau 1 - Couples de r�sultats des m�thodes de r�f�rence et alternative
Toutes m�thodes de confirmation confondues

GD STEC02-06 / GD EHEC01-06

R�ponses
M�thode de r�f�rence

positive (R+)
M�thode de r�f�rence

n�gative (R-)
M�thode alternative positive

(A+)
Accord positif (A+/R+)

PA = 32
D�viation positive (R-/A+)

PD =6
M�thode alternative n�gative

(A-)
D�viation n�gative (A-/R+)

ND = 5
Accord n�gatif (A-/R-)

NA = 32

GD STEC03-06 / GD EHEC01-06

R�ponses
M�thode de r�f�rence

positive (R+)
M�thode de r�f�rence

n�gative (R-)
M�thode alternative positive

(A+)
Accord positif (A+/R+)

PA = 32
D�viation positive (R-/A+)

PD = 5
M�thode alternative n�gative

(A-)
D�viation n�gative (A-/R+)

ND = 5
Accord n�gatif (A-/R-)

NA = 33

Tableau 2 - Couples de r�sultats des m�thodes de r�f�rence et alternative

GD STEC02-06 / GD EHEC01-06/ CT SMAC

R�ponses
M�thode de r�f�rence

positive (R+)
M�thode de r�f�rence

n�gative (R-)
M�thode alternative positive

(A+)
Accord positif (A+/R+)

PA = 28
D�viation positive (R-/A+)

PD =5 
M�thode alternative n�gative

(A-)
D�viation n�gative (A-/R+)

ND = 8
Accord n�gatif (A-/R-)

NA = 34

GD STEC03-06 / GD EHEC01-06 / CT SMAC

R�ponses
M�thode de r�f�rence

positive (R+)
M�thode de r�f�rence

n�gative (R-)
M�thode alternative positive

(A+)
Accord positif (A+/R+)

PA = 27
D�viation positive (R-/A+)

PD = 4 
M�thode alternative n�gative

(A-)
D�viation n�gative (A-/R+)

ND = 9
Accord n�gatif (A-/R-)

NA = 35
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GD STEC02-06 / GD EHEC01-06/ IMS / CT SMAC

R�ponses
M�thode de r�f�rence

positive (R+)
M�thode de r�f�rence

n�gative (R-)
M�thode alternative positive

(A+)
Accord positif (A+/R+)

PA = 31
D�viation positive (R-/A+)

PD = 5
M�thode alternative n�gative

(A-)
D�viation n�gative (A-/R+)

ND = 6
Accord n�gatif (A-/R-)

NA = 33

GD STEC03-06 / GD EHEC01-06 / IMS / CT SMAC

R�ponses
M�thode de r�f�rence

positive (R+)
M�thode de r�f�rence

n�gative (R-)
M�thode alternative positive

(A+)
Accord positif (A+/R+)

PA = 31
D�viation positive (R-/A+)

PD = 4
M�thode alternative n�gative

(A-)
D�viation n�gative (A-/R+)

ND = 6
Accord n�gatif (A-/R-)

NA = 34

Les r�sultats pour les cat�gories � Viandes crues de b�uf � (analyse par 
le protocole long) et � Produits laitiers � sont les suivants : 

Tableau 3 - Couples de r�sultats des m�thodes 
de r�f�rence et alternative

Viandes de b�uf crues - Protocole long
GD STEC02-06 / GD EHEC01-06

R�ponses M�thode de r�f�rence
positive (R+)

M�thode de r�f�rence
n�gative (R-)

M�thode alternative positive
(A+)

Accord positif (A+/R+)
PA = 19

D�viation positive (R-/A+)
PD =10

M�thode alternative n�gative
(A-)

D�viation n�gative (A-/R+)
ND = 6 

Accord n�gatif (A-/R-)
NA = 33 (1)

GD STEC03-06 / GD EHEC01-06

R�ponses M�thode de r�f�rence
positive (R+)

M�thode de r�f�rence
n�gative (R-)

M�thode alternative positive
(A+)

Accord positif (A+/R+)
PA = 20

D�viation positive (R-/A+)
PD = 11

M�thode alternative n�gative
(A-)

D�viation n�gative (A-/R+)
ND = 5 

Accord n�gatif (A-/R-)
NA = 32 (2)

(1) dont 5 �chantillons positifs PCR non confirm�s (�ch. 931, 933, 1354, 1406, 1499)
(2) dont 6 �chantillons positifs PCR non confirm�s (�ch. 931, 933, 1354, 1358, 1398, 1499))
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Produits laitiers
GD STEC02-06 / GD EHEC01-06

R�ponses M�thode de r�f�rence
positive (R+)

M�thode de r�f�rence
n�gative (R-)

M�thode alternative positive
(A+)

Accord positif (A+/R+)
PA = 18

D�viation positive (R-/A+)
PD = 9

M�thode alternative n�gative
(A-)

D�viation n�gative (A-/R+)
ND = 4

Accord n�gatif (A-/R-)
NA = 39 (4)

GD STEC03-06 / GD EHEC01-06

R�ponses M�thode de r�f�rence
positive (R+)

M�thode de r�f�rence
n�gative (R-)

M�thode alternative positive
(A+)

Accord positif (A+/R+)
PA = 19

D�viation positive (R-/A+)
PD = 10

M�thode alternative n�gative
(A-)

D�viation n�gative (A-/R+)
ND = 3 

Accord n�gatif (A-/R-)
NA = 38 (5)

(4) dont 3 �chantillons positifs PCR non confirm�s (�ch. 1053, 1529, 1531)
(5) dont 3 �chantillons positifs PCR non confirm�s (�ch. 1515, 1529, 1531)

Tableau 4 - Calcul de l�exactitude relative (AC), de la sensibilit� relative 
(SE) et de la sp�cificit� relative (SP)

Viandes crues de b�uf - Protocole court
M�thode de 
confirmation PA NA ND PD N

Exactitude
relative AC (%)

[100x(PA+NA])/N]
N+ 

PA + ND
Sensibilit�

relative SE (%)      
[100xPA]/N+]

N-
NA + PD

Sp�cificit� 
relative SP (%)         

[100xNA]/N-]
STEC2-CT SMAC 28 34 8 5 75 82,7 36 77,8 39 87,2
STEC3-CT SMAC 27 35 9 4 75 82,7 36 75,0 39 89,7
STEC2-ims CT SMAC 31 33 6 5 75 85,3 37 83,8 38 86,8
STEC3-ims CT SMAC 31 34 6 4 75 86,7 37 83,8 38 89,5
STEC2 (toutes m�thodes de 
confirmation confondues) 32 32 5 6 75 85,3 37 86,5 38 84,2
STEC3 (toutes m�thodes de 
confirmation confondues) 32 33 5 5 75 86,7 37 86,5 38 86,8

Viandes de b�uf crues - Protocole long

GeneDisc PA NA ND PD N
Exactitude

relative AC (%)          
[100x(PA+NA])/N]

N+  
PA + ND

Sensibilit� 
relative SE (%) 
[100xPA]/N+]

N-
NA + PD

Sp�cificit� 
relative SP (%)         

[100xNA]/N-]
STEC2 19 33 6 10 68 76,5 25 76,0 43 76,7
STEC3 20 32 5 11 68 76,5 25 80,0 43 74,4

Produits laitiers

GeneDisc PA NA ND PD N
Exactitude

relative AC (%)
[100x(PA+NA])/N]

N+  
PA + ND

Sensibilit� 
relative SE (%)
[100xPA]/N+]

N-
NA + PD

Sp�cificit� 
relative SP (%)         

[100xNA]/N-]
STEC2 18 39 4 9 70 81,4 22 81,8 48 81,3
STEC3 19 38 3 10 70 81,4 22 86,4 48 79,2
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2.1.4 Calcul de l�exactitude relative (AC), de la sensibilit� relative (SE) 
et de la sp�cificit� relative (SP)

Les valeurs en pourcentage calcul�es pour la m�thode alternative sont les 
suivantes :

Viandes crues de b�uf - Protocole court
GD STEC02-06 GD STEC03-06

Exactitude relative : AC = 85,3 86,7
Sp�cificit� relative : SP = 84,2 86,8
Sensibilit� relative : SE = 86,5 86,5

GD STEC02-06 GD STEC03-06
Viandes de 
b�uf crues

Protocole long

Produits
laitiers

Viandes de 
b�uf crues

Protocole long

Produits
laitiers

Exactitude relative : AC = 76,5 81,4 76,5 81,4
Sp�cificit� relative : SP = 76,7 81,3 74,4 79,2
Sensibilit� relative : SE = 76,0 81,8 80,0 86,4

La sensibilit� des deux m�thodes, en tenant compte des positifs 
suppl�mentaires obtenus pour la m�thode alternative, est la suivante :

Viandes crues de b�uf - Protocole court
GD STEC02-06 GD STEC03-06

M�thode alternative 88,4 88,1
M�thode de r�f�rence 86,0 88,1

GD STEC02-06 GD STEC03-06
Viandes de 
b�uf crues

Protocole long

Produits
laitiers

Viandes de 
b�uf crues

Protocole long

Produits
laitiers

M�thode alternative 82,9 87,1 86,1 90,6
M�thode de r�f�rence 71,4 71,0 69,4 68,8
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2.1.5 Analyse des discordants

2.1.5.1. DÅviations nÅgatives

Les �chantillons pr�sentant des d�viations n�gatives sont list�s ci-apr�s : 

�� Viandes crues de b�uf - Protocole court

GD STEC02-06 GD STEC03-06

N� �ch. Contamination
PCR

CT 
SMAC

IMS CT 
SMAC

Toutes
m�thodes

confondues
PCR CT SMAC

IMS CT 
SMAC

Toutes
m�thodes

confondues
403 Artificielle + - + + + - + +
404 Artificielle + - + + + - + +
424 Artificielle + - + + + - + +
526 Naturelle - - - - - - - -
527 Naturelle - - - - - - - -
529 Naturelle - - - - - - - -
533 Naturelle + + + + - + + -
539 Naturelle - - + - + - + +
540 Naturelle - - - - - - - -
542 Naturelle + + - + + + - +
Total 8 6 5 9 6 5

Trois d�viations n�gatives sont li�es � un probl�me de confirmation par 
isolement direct (�chantillons 403, 404, 424). Les r�sultats positifs 
pr�somptifs par PCR sont confirm�s par la r�alisation d�une IMS avant 
isolement sur CT SMAC. Une d�viation n�gative est li�e � une confirmation 
obtenue uniquement par isolement direct (�chantillon 542).

Deux d�viations n�gatives sont li�es � un r�sultat PCR par l�un ou l�autre des 
GeneDiscs (�chantillons 533 et 539).

Quatre d�viations n�gatives sont li�s � un r�sultat PCR n�gatif par les deux 
GeneDiscs (�chantillons 526, 527, 529 et 540).
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�� Viandes crues de b�uf (protocole long) et Produits laitiers

GD STEC02-06 GD STEC03-06n�
�ch.

Produit Contamination
PCR IMS / CT SMAC PCR IMS / CT SMAC

1347 Steak hach� Artificielle - - - -
1357 Carpaccio de b�uf Artificielle - - - -
1360 Jarret � pot au feu Artificielle - - - -
1361 Jarret � pot au feu Artificielle - + - +
1363 Entrec�te � griller Artificielle - - - -
1405 Steak hach� frais Naturelle - - - -
1055 Saint Marcellin Artificielle - + + +
1055 Chabichou du Poitou Artificielle - - - -
1060 Chabichou du Poitou Artificielle - - - -
1522 Cr�me fra�che �paisse Artificielle - - - -

Total d�viations n�gatives PCR 10 / 9 /
Total d�viations n�gatives / 10 / 9

Sur les dix d�viations n�gatives observ�es pour le GeneDisc STE02-06, huit 
sont probablement li�es � l�absence d�E. coli O157:H7 dans l�enrichissement 
au d�part, les bouillons et les enrichissement �tant diff�rents entre la 
m�thode de r�f�rence et la m�thode alternative. Pour deux des d�viations 
n�gatives observ�es avec le GeneDisc STEC02-06, la pr�sence d�E. coli
O157:H7 a �t� mise en �vidence dans l�enrichissement par IMS, suivie d�un 
isolement sur CT SMAC.

Pour le GeneDisc STEC03-06, sur les neuf d�viations n�gatives observ�es, 
la pr�sence d�E. coli O157:H7 dans l�enrichissement n�a �t� mise en 
�vidence que dans un seul cas.

2.1.5.2. DÅviations positives

��Viandes crues de b�uf - Protocole court

Quatre d�viations positives ont �t� obtenues sur des �chantillons 
artificiellement contamin�s et deux sur des �chantillons naturellement 
contamin�s. 

GD STEC02-06 GD STEC03-06

N� �ch. Contamination PCR CT 
SMAC

IMS CT 
SMAC

Toutes
m�thodes

confondues
PCR CT SMAC IMS CT 

SMAC

Toutes
m�thodes

confondues
417 Artificielle + + + + + + + +
513 Naturelle + + - + + + - +
522 Artificielle + + + + + + + +
528 Artificielle + + + + - + + -
530 Artificielle + + + + + + + +
531 Naturelle + - + + + - + +
Total 6 5 5 6 5 4 4 5
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��Viandes crues de b�uf (protocole long) et Produits laitiers

19 d�viations positives sont observ�es pour le GenDisc STEC02-06, 21 pour 
le GeneDisc STEC03-06. Les �chantillons pr�sentant ces d�viations 
positives sont list�s ci-apr�s : 

GD STEC02-06 GD STEC03-06n�
�ch.

Produit Contamination
PCR IMS / CT SMAC PCR IMS / CT SMAC

1350 Pr�paration de viande 
fra�che de b�uf

Artificielle + + + +

1356 Carpaccio de b�uf Artificielle + + + +
1365 Tranche � fondue Artificielle - + + +
1366 Tranche � fondue Artificielle + + + +
1368 Rumsteck � griller Artificielle + + + +
1495 Viande hach�e de b�uf Artificielle + + + +
1496 Viande hach�e de b�uf Artificielle + + + +
1497 Viande hach�e de b�uf Artificielle + + + +
1498 Viande hach�e de b�uf Artificielle + + + +
1502 Hach� pur b�uf Artificielle + + + +
1504 Boulettes au b�uf Artificielle + + + +
1071 Poudre de lait Artificielle + + + +
1516 Lait ribot Artificielle + + + +
1517 Lait ribot Artificielle + + + +
1519 Lait ribot Artificielle + + + +
1520 Cr�me enti�re Artificielle - + + +
1525 Cr�me fra�che Artificielle + + + +
1527 Lait cru Artificielle + + + +
1528 Lait cru Artificielle + + + +
1530 Lait cru Artificielle + + + +
1532 Lait cru Artificielle + + + +

Total d�viations positives 19 / 21 /
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Ainsi, d�apr�s la norme ISO 16140, les conclusions (tous r�sultats de 
confirmation confondus) sont les suivantes : 

�� Viandes crues de b�uf (protocole court)

GD STE02-06 GD STE03-06
Y = PD + ND Y = 6 + 5 = 11 Y = 5 + 5 = 10

m 5 5
M 1 1

Conclusion : m > M
Les 2 m�thodes ne sont pas 

diff�rentes � � = 0,05

m > 5
Les 2 m�thodes ne sont pas 

diff�rentes � � = 0,05

�� Viandes crues de b�uf (protocole long) et Produits laitiers

GD STE02-06 GD STE03-06
Viandes de 
b�uf crues

Produits
laitiers

Viandes de 
b�uf crues

Produits
laitiers

Y = PD + ND y = 10 + 6 = 16 y = 9 + 4 = 13 y = 11 + 5 = 16 y = 10 + 3 =13
m 6 4 5 3
M 3 2 3 2

m > M m > M m > M m > MConclusion : 
m > M, les m�thodes ne sont pas diff�rentes � � < 0,05.

Quel que soit le GeneDisc E. coli O157:H7 test�, la m�thode alternative 
montre une exactitude, une sp�cificit� et une sensibilit� relatives 
satisfaisantes pour les cat�gories viandes de b�uf crues et produits 
laitiers, avec un test de confirmation impliquant une IMS pr�alable � 
l�isolement sur CT SMAC pour l�analyse des viandes crues de b�uf par 
le protocole long et celle des produits laitiers.

2.1.6 Confirmations pour les cat�gories � Viandes crues de b�uf � et 
� Produits laitiers �

Pour la confirmation par IMS suivie d�un isolement sur CT SMAC, il a parfois 
�t� n�cessaire d�avoir recours � deux IMS pour isoler des colonies de E. coli
O157:H7. Les �chantillons pour lesquels deux IMS ont �t� appliqu�es, sont 
list�s dans les tableaux ci-apr�s :
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Tableau 5 - Echantillons pour lesquels deux IMS ont �t� r�alis�es 
avec obtention d�un r�sultat final n�gatif

N� �ch. Cat�gorie R�sultat
GD STEC02-06

R�sultat
GD STEC03-06 H7 Concordance

931 + + + =
933 + + + =

1354 + + + =
1358 - + + =
1398 - + + =
1406 + - + =
1499

Viandes crues de b�uf

+ + + =
1053 + + + =
1515 - + + =
1529 + + + =
1531

Produits laitiers

+ + + =

Onze �chantillons ont donn� un r�sultat PCR positif (GD STEC02-06 et/ou 
GD STEC03-06) et H7 sans qu�il ait �t� possible de les confirmer. La 
pr�sence d�une flore annexe importante se d�veloppant � 37�C en eau 
pepton�e tamponn�e a probablement g�n� le recouvrement des E. coli
O157:H7 sur g�lose CT SMAC. En effet, la pr�sence de souches 
autoagglutinantes a souvent �t� observ�e sur les g�loses. Il s�agissait dans 
tous les cas d��chantillons artificiellement contamin�s.

Tableau 6 - Echantillons pour lesquels deux IMS ont �t� r�alis�es 
avec obtention d�un r�sultat final positif

N� �ch. Cat�gorie R�sultat
GD STEC02-06

R�sultat
GD STEC03-06 H7 Concordance

1356 + + + PD
1365 - + + PD
1369 + + + =
1370 + + + =
1495 + + + PD
1497 + + + PD
1503

Viandes crues de b�uf

+ + + =

Ainsi, la r�alisation d�une seconde IMS a permis de confirmer sept 
�chantillons.
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2.2 Niveau de d�tection relatif

Le niveau de d�tection relatif correspond au nombre le plus petit de micro-organismes
cultivables qu�il est possible de d�tecter dans l��chantillon, avec une probabilit� de 50 %, � 
l�aide des m�thodes alternative et de r�f�rence.

2.2.1 Matrice utilis�e

Cette �tude a pour objectif de d�terminer les quantit�s minimales de 
E. coli O157:H7 d�tectables dans la matrice alimentaire et de les comparer � 
celles obtenues par la m�thode de r�f�rence.

La limite de d�tection est d�finie par l�analyse d�un couple (matrice / souche) 
� quatre niveaux. Ainsi, six r�plicats de chaque condition ont  �t� r�alis�s. 

Les matrices test�es sont les suivantes : 

- viande de b�uf hach�e crue, inocul�e par E. coli O157:H7 Ad 485 
(analyse par les deux protocoles pour les viandes crues de b�uf),

- lait cru, inocul� par E. coli O157:H7 R33-9.

2.2.2 Protocole de contamination

Les contaminations et les d�nombrements ont �t� r�alis�s selon le protocole 
d�crit, pour les faibles taux d�inoculation, dans les exigences relatives aux 
�tudes pr�liminaires et collaboratives.

2.2.3 R�sultats

Tableau 7 - R�sultats des niveaux de d�tection relatifs

Niveau de d�tection relatif (UFC / 25 g ou 25 ml)
selon le test de Spearman-K�rber1Couples (souche, matrice)

M�thode de r�f�rence M�thode alternative
Steak hach� / E. coli O157:H7 Ad 485
(Protocole court)

0,127 [0,038 ; 0,424] 0,346 [0,104 ; 1,151]

Lait cru / E. coli O157:H7 R33-9 1,029 [0,375 ; 2,822] STEC 02-06 : 0,556 [0,16 ; 1,94]
STEC 03-06 : 0,496 [0,142 ; 1,728]

Steak hach� / E. coli O157 :H7 Ad 485
(Protocole long) 0,245 [0,066 ; 0,89] 0,385 [0,111 ; 1,344]

1 "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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Tableau 8 - Valeurs des niveaux de d�tection relatifs 
� reporter dans l�attestation de Validation

Niveau de d�tection relatif (UFC / 25 g ou 25 ml)
selon le test de Spearman-K�rberCouples (souche, matrice)

M�thode de r�f�rence M�thode alternative 

Steak hach� / E. coli O157:H7 Ad 485
(Protocole court)

0,1 [0,1 ; 0,4] 0,3 [0,1 ; 1,2]

Lait cru / E. coli O157:H7 R33-9 1,0 [0,4 ; 2,8]
STEC 02-06 : 0,6 [0,2 ; 1,9]
STEC 03-06 : 0,5 [0,1 ; 1,7]

Steak hach� / E. coli O157 :H7 Ad 485
(Protocole long)

0,2 [0,1 ; 0,9] 0,4 [0,1 ; 1,3]

Les niveaux de d�tection relatifs de la m�thode alternative sont 
compris entre 0,1 et 1,9 UFC/25 g, ceux de la m�thode de r�f�rence 
entre 0,1 et 2,8 UFC/25 g.

Remarque : pour la matrice lait, il a �t� n�cessaire d�avoir recours � un 
isolement sur g�lose Chrom ID O157:H7 apr�s r�alisation d�une IMS pour 
confirmer les PCR positives.



GeneSystems

ADRIA D�veloppement 20/56 29 octobre 2009
Synth�se GeneSystems E. coli O157:H7 (Version 0)

2.3 Inclusivit� / exclusivit�

L�inclusivit� est la capacit� de la m�thode alternative � d�tecter l�analyte cible � partir d�un 
large �ventail de souches. L�exclusivit� est l�absence d�interf�rences par un �ventail appropri� 
de souches non cibles de la m�thode alternative.

2.3.1 Protocoles d�essais

Deux protocoles ont �t� test�s pour l�inclusivit� : le protocole court applicable 
aux viandes de b�uf crues et le protocole applicable aux produits laitiers.

Pour l�exclusivit�, seul le protocole court a �t� test�.

��Inclusivit�

Apr�s d�cong�lation et repiquage en bouillon BHI, cinquante souches de 
E. coli O157:H7 ont �t� inocul�es � un taux compris entre 10 et 100 cellules 
pour 225 ml d�eau pepton�e tamponn�e. Les deux protocoles complets de la 
m�thode alternative ont ensuite �t� appliqu�s.

��Exclusivit�

Trente-deux souches n�gatives ont �t� d�congel�es et mises en culture en 
bouillon BHI � 37�C. Les souches ont ensuite �t� inocul�es � un taux 
d�environ 105 cellules/ml d�eau pepton�e tamponn�e. Le protocole complet 
de la m�thode alternative a ensuite �t� appliqu� (protocole court).

2.3.2 R�sultats

Les r�sultats sont pr�sent�s en Annexe 4.

��Inclusivit�

Les cinquante souches test�es ont donn� un test PCR positif.

��Exclusivit�

Aucune r�action crois�e n�a �t� not�e sur les trente-deux souches test�es.

2.3.1.3. Conclusion

La m�thode alternative montre une exclusivit� et une inclusivit� 
satisfaisantes, quel que soit le protocole appliqu�.
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2.4 Praticabilit� 

La praticabilit� a �t� �valu�e d�apr�s les treize crit�res d�finis dans les 
exigences relatives aux �tudes de validation :

Deux kits sont n�cessaires pour la r�alisation des essais : 

- 1 pack d�extraction d�ADN bact�rie : GeneExtract
- 1 kit GeneDisc -R�f�rence GD STEC 02-06

R�f�rence GD STEC 03-06
R�f�rence GD EHEC01-06

Les 2 kits permettent d�analyser 36 �chantillons. 

Pack d�extraction 
d�ADN bact�rien

Kit GeneDisc

1. Mode de conditionnement des �l�ments de la m�thode
Les renseignements sont donn�s page 4/4 de la 
notice.
Le kit comprend :  
* une notice d�utilisation,
* 100 tubes contenant du tampon de lyse,
* 1 tube d�eau ultrapure st�rile
* 1 flacon de diluant.

Les renseignements sont donn�s page 2/4 de la 
notice. 
Le kit comprend :  
* une notice d�utilisation,
* 6 GeneDisc permettant l�analyse de 

6 �chantillons par disque,
* 1 microtube de m�lange r�actionnel par 

disque, soit 6 tubes pour  un kit,
* 1 tube d�huile min�rale par disque, 

soit 6 tubes pour  un kit.
2. Volume des r�actifs
Les volumes de r�actif sont indiqu�s page 4/4 de 
la notice : 
* tampon de lyse : 200 �l x 100 tubes
* eau ultrapure st�rile : 1 x 12 ml
3. Conditions de stockage des �l�ments et p�remptions des produits non ouverts
La temp�rature de stockage est indiqu�e sur la 
notice page 1/4 ; elle est de 15 - 30�C 
(temp�rature ambiante). La date de p�remption 
du kit est indiqu�e sur la notice page 1/4.
La DLUO du kit est de 6 mois.

La temp�rature de stockage est indiqu�e sur la 
notice page 1/4 ; elle est de 2 - 8�C. La date de 
p�remption du kit est indiqu�e sur le couvercle du 
coffret (c�t� ext�rieur).
La DLUO du kit est de 6 mois.

4. Modalit� d�utilisation apr�s premi�re utilisation
Un tube contenant le tampon de lyse est utilis� 
par �chantillon et ne peut �tre r�utilis�. 

La totalit� des r�actifs pr�vus pour un essai est 
utilis�e (analyse de 6 �chantillons) ; il n�y a donc 
pas lieu de replacer les r�actifs au froid. 
Par contre, les disques non utilis�s, les tubes de 
m�lange r�actionnel non utilis�s se trouvant dans 
le coffret sont stock�s au froid (2 - 8�C) apr�s 
l�ouverture du coffret.
Les tubes d�huiles sont stock�s � temp�rature 
ambiante.
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Pack d�extraction 
d�ADN bact�rien

Kit GeneDisc

5. Equipements ou locaux sp�cifiques n�cessaires
Le mat�riel et les consommables sont list�s page 
4/4 de la notice.

Le mat�riel et les consommables sont list�s page 
2/4 de la notice.

Au niveau des locaux, il est n�cessaire de respecter une marche en avant pour les �tapes relatives � 
la biologie mol�culaire : 
- extraction, 
- pr�paration des m�langes r�actionnels d�amplification,
- amplification et lecture. 
Cependant, la d�tection se faisant directement dans le GeneDisc, les risques de contamination sont 
r�duits ; une pi�ce r�serv�e � la d�tection n�est donc pas n�cessaire.
6. R�actifs pr�ts � l�emploi ou � reconstituer
L�ensemble des r�actifs est pr�t � l�emploi. Seul le m�lange r�actionnel du Kit GeneDisc est 

� r�partir en 6 tubes de 37 �l avant ajout de 
l�extrait d�ADN.

7. Dur�e de formation de l�op�rateur non initi� � la m�thode
Un technicien connaissant les techniques de microbiologie et de biologie mol�culaire peut �tre form� 
en deux jours.
8. Temps r�el de manipulation et flexibilit� de la technique par rapport au nombre 
d��chantillons � analyser

Temps en minutes pour des �chantillons n�gatifs
M�thode de r�f�rence M�thode alternativeEtape

30 �chantillons 30 �chantillons
Pr�l�vement et broyage 100 100
IMS 6 h 80 /
IMS 24 h, si n�cessaire 80 /
Pr�l�vement pour extraction / 20
Extraction / 100
Lancement du GeneDisc Cycler / 50
Lecture des g�loses 10 /
Total �chantillons n�gatifs 270 270
Total / �chantillon n�gatif 9 9

Temps en minutes pour des �chantillons positifs 
ou pr�sentant des colonies suspectes

M�thode de r�f�rence M�thode alternativeEtape
30 �chantillons 30 �chantillons

Isolement sur g�lose CT SMAC / 10
Lecture des g�loses / 5
Isolement sur g�lose nutritive / 23
Test Indole 23 /
Test Latex 45 14
Total �chantillons positifs 338 322
Total / �chantillon positif 11,3 10,7

Conclusion : Les temps de manipulation sont identiques pour les deux 
m�thodes que ce soit pour des s�ries d��chantillons n�gatifs ou positifs.
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9. D�lais d�obtention des r�sultats

Dans le cas d��chantillons n�gatifs, les d�lais d�obtention des r�sultats sont les suivants : 

M�thode alternativeEtape M�thode de r�f�rence
Protocole 

court
Protocole

long
Pr�l�vement, broyage J0 J0 J0
IMS 6 H J0 / /
IMS 24 h J1 / /
Extraction, PCR / J0 J1
Obtention du r�sultat n�gatif J1 - J2 J0 J1

Dans le cas o� les colonies suspectes sont pr�sentes sur les g�loses s�lectives ou si un 
test positif est obtenu par le GeneDisc Cycler, les d�lais d�obtention des r�sultats sont les 
suivants : 

M�thode alternativeEtape M�thode de r�f�rence
Protocole

court
Protocole

long
Pr�l�vement, broyage J0 J0 J0
IMS 6 h J0 / /
IMS 24 h J1 / /
Extraction, PCR / J0 J1
Isolement sur g�lose CT SMAC / J0 J1
Isolement sur g�lose nutritive J1 - J2 J1 J2
Test Indole J2 - J3 / /
Test Latex J3 - J4 J2 J3
Obtention du r�sultat positif J3 - J4 J2 J3

Conclusion 

La m�thode alternative permet d�avoir un r�sultat n�gatif et un r�sultat 
positif pr�somptif dans la journ�e, dans le cas de l�utilisation du protocole 
court applicable aux viandes crues de b�uf, alors qu�il faut deux jours 
pour la m�thode de r�f�rence.

Un r�sultat positif confirm� est obtenu en deux jours pour la m�thode 
alternative (protocole court) contre trois � quatre jours pour la m�thode de 
r�f�rence.
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Pack d�extraction 
d�ADN bact�rien

Kit GeneDisc Cycler

10. Type de qualification de l�op�rateur

Technicien qualifi� en microbiologie et biologie mol�culaire

11. Etapes communes avec la m�thode de r�f�rence

L��tape de pr�enrichissement est commune aux deux m�thodes, ainsi que les �tapes de 
confirmation.

12. Tra�abilit� des r�sultats

Un rapport d�analyse identifiant l��chantillon, le num�ro de lot du kit et le r�sultat peut �tre imprim� 
� la fin de chaque analyse. 

13. Maintenance par le laboratoire

Aucune maintenance n�est effectu�e sur l�appareil par le laboratoire.
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3 ETUDE INTERLABORATOIRE

3.1 Organisation de l��tude

Cette �tude a �t� r�alis�e en appliquant le protocole court destin� � l�analyse 
des viandes de b�uf crues.

3.1.1 Mise en oeuvre

��Nombre de laboratoires collaborateurs

Quatorze colis ont �t� exp�di�s. Treize laboratoires ont particip� � l��tude, 
un laboratoire n�a pas pu r�aliser les essais en raison d�un arr�t maladie. La 
liste des laboratoires collaborateurs est donn�e en annexe 5. 

��Matrice et souche utilis�es

L��tude a port� sur de la viande hach�e inocul�e par Escherichia coli
O157:H7 ATCC 43888.

��Nombre d��chantillons par laboratoire

Les �chantillons ont �t� inocul�s individuellement. Chaque laboratoire a 
re�u 48 sachets (sacs Stomacher).

3.1.2 Modalit�s de pr�paration et de contamination des �chantillons

Tous les �chantillons ont �t� r�partis par le laboratoire expert en sachets 
st�riles, � raison de 25 g par sachet, avant d��tre contamin�s.

��Pr�paration des suspensions contaminantes

Deux suspensions (125 cellules/ml et 25 cellules/ml) ont �t� pr�par�es � 
partir d�une culture d�une nuit en bouillon BHI � 37�C selon le protocole 
d�crit dans les exigences relatives aux �tudes pr�liminaires et 
collaboratives des r�gles techniques de l�AFNOR.
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��Protocole de contamination des �chantillons

L�inoculation au taux faible a �t� r�alis�e � l�aide de 400 �l de la 
suspension � 25 cellules/ml et l�inoculation � taux fort a �t� effectu�e par 
400 �l de la suspension � 125 cellules/ml.

Apr�s inoculation, les �chantillons ont �t� homog�n�is�s, puis stock�s au 
froid avant exp�dition.

Les taux d�inoculation vis�s �taient les suivants :

- 0 UFC/25 ml,
- 1 � 10 UFC/25 ml,
- 5 � 50 UFC/25 ml.

3.1.3 Modalit�s d�exp�dition : date, moyens mis en �uvre pour le 
contr�le des temp�ratures (pendant le transport et � r�ception)

Les �chantillons ont �t� exp�di�s le lundi 6 octobre 2008 et analys�s le 
mercredi 8 octobre 2008.
Les �chantillons cod�s (code connu uniquement du laboratoire expert) ont 
�t� plac�s dans des caisses isothermes contenant des blocs r�frig�rants et 
exp�di�s aux diff�rents laboratoires � l�aide d�un transport express.
Un flacon t�moin temp�rature contenant un enregistreur de temp�rature a 
�t� joint au colis, afin de suivre la temp�rature au cours du transport et de la 
mesurer � r�ception.

Chaque laboratoire, identifi� par une lettre, a re�u : 

- 24 �chantillons (25 g) cod�s (PASTILLE BLEUE) pour la recherche de 
Escherichia coli O157:H7 par la m�thode GeneSystems E. coli O157:H7 
et 24 �chantillons (PASTILLE ROUGE) pour la recherche E. coli O157:H7 
par la m�thode de r�f�rence ISO 16654,

- 1 �chantillon non cod� pour le d�nombrement de la flore a�robie 
m�sophile du steak par la m�thode ISO 4833,

- 1 flacon d�eau contenant un enregistreur de temp�rature.

3.1.4 El�ments n�cessaires � la r�alisation des essais par les 
laboratoires collaborateurs

Les r�actifs n�cessaires � la mise en �uvre de la m�thode alternative et de 
la m�thode de r�f�rence ont �t� fournis par la Soci�t� GeneSystems.
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3.2 Contr�le des param�tres exp�rimentaux 

3.2.1 Taux de contamination avant ensemencement, taux obtenus 
apr�s contamination artificielle et stabilit� des �chantillons

� Avant ensemencement

La recherche de bact�ries cibles dans la matrice a �t� r�alis�e sur cinq 
pr�l�vements afin de s�assurer de l�absence de ces bact�ries.

�¡Taux obtenus apr�s contamination artificielle

Les taux de contamination obtenus dans la matrice sont donn�s dans le 
tableau suivant :

Niveau Echantillons
Taux th�orique

cibl�
(bact�ries / 25g)

Taux r�el
(J0)

Estimation de la 
limite sup�rieure de 

la contamination
(25 g �chantillon)

Estimation de la 
limite sup�rieure de 

la contamination

1 2 - 5 - 7 - 11 - 13 
- 16 - 17 - 24 0 / / /

2 3 - 6 - 8 - 9 - 12 -
15 - 19 - 21 5 9 8,0 10,6

3 1 - 4 - 10 - 14 - 18 
- 20 - 22 - 23 25 44,4 58,8

�¢Stabilit� des �chantillons

Le d�nombrement a �t� r�alis� sur trois �chantillons pour le taux 
d�inoculation fort. Une recherche a �t� r�alis�e pour le taux d�inoculation 
faible sur trois �chantillons. Les r�sultats sont report�s dans le tableau 
suivant :

UFC/25 g (CT-SMAC) Recherche / 25 g
Jour

Echantillon 1 Echantillon 2 Echantillon 3 Echantillon 1 Echantillon 2 Echantillon 3
J0 35 25 40 + + +
J1 20 25 20 + + +
J2 10 25 25 + + +

Une diminution du taux de contamination d�environ 50 % a �t� observ�e 
apr�s une conservation pendant 48 h � 4�C.
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3.2.2 Temp�rature relev�e au cours du transport, temp�rature � 
r�ception et d�lais de r�ception

Les temp�ratures au cours du transport et mesur�es � r�ception, ainsi que le 
d�lai de r�ception des �chantillons sont donn�s dans le Tableau 9.

Tableau 9 - Temp�rature des �chantillons � r�ception

Laboratoires Temp�rature relev�e par 
le thermobouton (�C)

Temp�rature mesur�e 
� r�ception (�C)

Date de r�ception 
des �chantillons

A 3,0 Non mesur�e J1
B 4,0 4,1 J1
C 3,5 6,4 J1
D 0,5 4,8 J1
E 4,0 6,8 J2
G - 40�C 5,0 J2
H 3,0 4,9 J1
I 2,5 4,2 J1
J 2,0 5,1 J2
K 3,0 4,0 J1
L 2,5 2,6 J1
M 4,5 5,6 J1
N 3,0 4,2 J2

Pour le laboratoire G, la temp�rature mesur�e par le thermobouton au cours 
du transport �tait de - 40�C ; le thermobouton a visiblement eu un probl�me 
de fonctionnement, la temp�rature mesur�e � r�ception �tait correcte.

Le laboratoire C et le laboratoire L n�ont pas plac� le thermobouton avec les 
�chantillons, mais ils nous ont fourni un enregistrement de la temp�rature de 
leur chambre froide, la temp�rature �tait correcte.

Quatre laboratoires ont re�u leurs colis � J2, mais avec une temp�rature 
correcte � r�ception ; il leur a donc �t� demand� de r�aliser les analyses et 
de bloquer les enrichissements � 4�C jusqu�au lendemain matin apr�s 
incubation de 8 heures � 41,5�C.

Le laboratoire expert a �galement r�alis� les extractions � J0 
(imm�diatement apr�s sortie des enrichissements de l��tuve), � J1 (apr�s 
stockage une nuit � 4�C) et � J2 afin de v�rifier l�incidence du stockage des 
enrichissements sur les r�sultats.

3.2.3 Conclusion

Aucune anomalie n�a �t� observ�e pendant le transport.
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3.3 R�sultats des analyses 

3.3.1 D�nombrement de la flore a�robie m�sophile 

Le d�nombrement de la flore a�robie m�sophile de la matrice a �t� effectu� 
sur un �chantillon selon la m�thode ISO 4833. Les r�sultats varient de 
7,5.103 � 4,3.105 UFC/g

3.3.2 R�sultats obtenus par le laboratoire expert

Tous les �chantillons inocul�s ont donn� un r�sultat positif ; tous les r�sultats 
sont concordants entre la m�thode de r�f�rence et la m�thode alternative. 
Aucune �volution des r�sultats n�a �t� observ�e apr�s r�alisation des 
extractions � J1 et J2 sur les enrichissements conserv�s � 4�C.

3.3.3 R�sultats obtenus par les laboratoires collaborateurs

Le laboratoire E a trouv� un �chantillon positif par la m�thode de r�f�rence 
(E16). Seulement deux colonies suspectes �taient visibles sur la g�lose 
CT SMAC ; il s�agit probablement d�une contamination.

3.3.4 Conclusion

Les r�sultats de douze laboratoires ont �t� retenus pour l�interpr�tation ; en 
effet, le laboratoire J a rencontr� de nombreux probl�mes d�interpr�tation des 
r�sultats de PCR et n�a pas pu obtenir de r�sultats avec le GeneDisc. Leurs 
r�sultats n��tant pas interpr�tables, ce laboratoire a �t� exclu de 
l�interpr�tation.

3.4 Calculs

3.4.1 Calcul des pourcentages de sp�cificit� (%SP) et de sensibilit� 
(% SE) pour les deux m�thodes

Le pourcentage de sp�cificit�, pour le niveau L0 et pour chaque m�thode, est 
calcul� � l�aide de l��quation suivante :

�
�

�
�
�

�
�
�
�

�
�
�

�
�� %1001 x

N
FPSP

avec : N- = nombre total de tous les essais L0
FP = nombre de faux positifs



GeneSystems

ADRIA D�veloppement 30/56 29 octobre 2009
Synth�se GeneSystems E. coli O157:H7 (Version 0)

Le pourcentage de sensibilit�, pour chaque niveau de contamination positif et 
pour chaque m�thode, est calcul� � l�aide de l��quation suivante :

%100x
N
TPSE
�

�

avec : N+ = nombre total de tous les essais L1 ou L2
TP = nombre de vrais positifs

Un bilan des r�sultats est donn� en annexe 8. Les r�sultats sont report�s 
dans les tableaux suivants :

M�thode de r�f�rence M�thode alternative
Niveau

SP/SE % LCL% SP/SE % LCL%

L0(SP) 99,0 98,0 100,0 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 l�exactitude relative (AC)

Les r�sultats pour tous niveaux confondus sont donn�s ci-apr�s :

Tableau 10 - Couples de r�sultats de la m�thode alternative et de la 
m�thode de r�f�rence dans le cadre de l��tude interlaboratoire

M�thode de r�f�rence
M�thode alternative

+ -
Total

+ PA =  192 PD = 0 192
- ND = 1 NA = 95 96

Total N+ = 193 N- = 95 N = 288

L�exactitude relative (AC), exprim�e en pourcentage, est calcul�e � l�aide de 

l��quation suivante :  %100)( x
N

NAPAAC �
�

avec : N = nombre d��chantillons soumis � essai
PA = nombre d�accords positifs
NA = nombre d�accords n�gatifs
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Les valeurs d�exactitude de la m�thode alternative par rapport � la m�thode 
de r�f�rence ont �t� calcul�es pour chacun des niveaux et figurent dans les 
tableaux ci-apr�s :

Niveau AC % LCL %
L0 99,0 98,0
L1 100,0 98,0
L2 100,0 98,0

L1 + L2 100,0 98,0

Total 99,7 98,0

3.4.3 Etude des r�sultats discordants

Un seul �chantillon discordant a �t� observ� :

Y = ND + PD = 1 + 0 = 1
Y< 6, aucun test statistique n�est disponible.

3.5 Interpr�tation

3.5.1 Comparaison des valeurs d�exactitude relative, de sp�cificit� et de 
sensibilit�

L�exactitude est l��troitesse de l�accord entre le r�sultat d�essai et la valeur de r�f�rence accept�e.

La sp�cificit� relative est d�finie comme le degr� auquel la m�thode est affect�e (ou non) par les 
autres composants dans un �chantillon en contenant plusieurs. C�est la capacit� de la m�thode � 
mesurer avec exactitude un analyte donn�, ou sa quantit�, dans l��chantillon sans qu�il y ait 
d�interf�rence avec les composants non cibl�s, tels un effet de la matrice ou un bruit de fond.

La sensibilit� relative est d�finie comme la capacit� de la m�thode alternative � d�tecter deux 
quantit�s diff�rentes d�analyte qui ont �t� mesur�es avec la m�thode de r�f�rence en utilisant une 
matrice donn�e sur toute l��tendue de mesure. C�est la variation de quantit� minimale (accroissement 
de la concentration d�analyte x) qui donne une variation significative du signal mesur� (r�ponse y). 



GeneSystems

ADRIA D�veloppement 32/56 29 octobre 2009
Synth�se GeneSystems E. coli O157:H7 (Version 0)

Les valeurs obtenues dans les deux parties de l��tude de validation (�tude 
comparative des m�thodes et �tude interlaboratoire) sont report�es dans le 
tableau 11 :

Tableau 11 - Comparaison des valeurs obtenues lors de l��tude 
interlaboratoire avec celles obtenues dans le cadre de l��tude 

comparative des m�thodes, pour la m�thode alternative

Etude interlaboratoire Etude comparative des m�thodes
Exactitude relative (AC) 99,7 85,3

Sensibilit� (SE) 100,0 86,5
Sp�cificit� (SP) 100,0 84,2

3.5.2 Degr� d�accord (DA)

Le degr� d�accord est le pourcentage de chances de trouver le m�me r�sultat (c�est-�-dire tous les 
deux positifs ou tous les deux n�gatifs) pour deux prises d�essai identiques analys�es dans le m�me 
laboratoire, dans des conditions de r�p�tabilit� (c�est-�-dire un seul op�rateur utilisant le m�me 
appareillage et les m�mes r�actifs dans l�intervalle de temps le plus court possible). 
Le degr� d�accord est ainsi l��quivalent de la r�p�tabilit� pour les m�thodes quantitatives.

Les degr�s d�accord pour la m�thode de r�f�rence et la m�thode alternative 
et pour chaque niveau sont report�s ci-apr�s : 

Niveau M�thode de r�f�rence M�thode alternative
L0 98,2 % 100,0 %
L1 100,0 % 100,0 %
L2 100,0 % 100,0 %

3.5.3 Concordance

La concordance est le pourcentage de chances de trouver le m�me r�sultat pour deux �chantillons 
identiques analys�s dans deux laboratoires diff�rents. 
La concordance est donc l��quivalent de la reproductibilit� pour les m�thodes quantitatives.

Les pourcentages de concordance pour la m�thode de r�f�rence et la 
m�thode alternative, � chaque niveau, sont repris dans le tableau ci-apr�s : 

Niveau M�thode de r�f�rence M�thode alternative
L0 97,9 % 100,0 %
L1 100,0 % 100,0 %
L2 100,0 % 100,0 %



GeneSystems

ADRIA D�veloppement 33/56 29 octobre 2009
Synth�se GeneSystems E. coli O157:H7 (Version 0)

3.5.4 Odds Ratio (COR)

Il est calcul� selon la formule suivante :

� �
)'deg100(

100'deg
accorddrÅxeconcordanc

econcordancxaccorddrÅCOR
�
�

�

Les Odds ratio pour la m�thode de r�f�rence et la m�thode alternative sont 
donn�s ci-apr�s :

Niveau M�thode de r�f�rence M�thode alternative
L0 1,0 1,0
L1 1,0 1,0
L2 1,0 1,0

4 CONCLUSION

4.1 Etude comparative des m�thodes

4.1.1 Viandes crues de b�uf (protocole court)

La m�thode alternative offre une exactitude relative, une sp�cificit� relative et 
une sensibilit� relative satisfaisantes, la confirmation des r�sultats positifs 
obtenus en PCR �tant g�n�ralement plus performante en utilisant la 
technique de l�immuno-s�paration avant l�isolement sur g�lose CT SMAC.

Le niveau de d�tection relatif de la m�thode alternative est similaire � celui 
obtenu pour la m�thode de r�f�rence.

L�inclusivit� et l�exclusivit� de la m�thode alternative sont satisfaisantes ; 
toutes les souches de E. coli O157:H7 test�es ont donn� une r�action PCR 
positive et aucune r�action crois�e n�a �t� observ�e avec les souches 
n�gatives.

L�avantage de la m�thode alternative par rapport � la m�thode de r�f�rence 
r�side dans le d�lai de r�ponse, un r�sultat positif pr�somptif ou n�gatif �tant 
obtenu dans la journ�e.



GeneSystems

ADRIA D�veloppement 34/56 29 octobre 2009
Synth�se GeneSystems E. coli O157:H7 (Version 0)

4.1.2 Viandes crues de b�uf (protocole long) et Produits laitiers

Quel que soit le GeneDisc E. coli O157:H7 test�, la m�thode alternative 
montre une exactitude, une sp�cificit� et une sensibilit� relatives 
satisfaisantes pour les cat�gories viandes de b�uf crues et produits laitiers, 
avec un test de confirmation impliquant une IMS pr�alable � l�isolement sur 
CT SMAC.

Le niveau de d�tection relatif de la m�thode alternative est �quivalent � celui 
de la m�thode de r�f�rence.

La m�thode alternative montre une inclusivit� satisfaisante.

4.2 Etude interlaboratoire

La variabilit� de la m�thode alternative (degr� d�accord, concordance, odds 
ratio) est identique � celle de la m�thode de r�f�rence.
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Annexe  1 - M�thode alternative

�£ Viandes crues de b�uf - Protocole court

25 g de matrice alimentaire 
+ 225 ml eau pepton�e tamponn�e pr�chauff�e � 41,5�C

¤
Incubation 10 h � 2 h � 41,5�C � 1�C

¤
Transfert de 1 ml de bouillon d�enrichissement dans un tube de 1,5 ml

¤
Centrifugation � 500 g pendant 5 min.

¤
Transfer de 900�L de surnageant dans un tube de lyse � l�aide d�une pipette 

¤
Centrifugation � 10000 g pendant 5min.

¤
Elimination du surnageant � l�aide d�une pipette

¤
Ajout de 200�L de solution de reprise

¤
Chauffage 10 min � 100�C (bain-marie)

¤
M�lange de 36 �l de lysat + 36 �l de Master Mix

¤
Remplissage du GeneDisc & PCR en temps r�el automatis�e

R�sultat PCR  Salmonella positif 
¤

Isolement sur g�lose s�lective et  repiquage RVS + isolement
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�¥ Viandes crues de b�uf - Protocole long

25 g de matrice alimentaire + 225 ml eau pepton�e tamponn�e
¤

Incubation 18 h � 2 h � 37�C � 1�C
¤

Transfert de 50 �l de bouillon d�enrichissement dans un tube de lyse
¤

Chauffage 10 min � 100�C (bain-marie)
¤

M�lange de 36 �l de lysat 
+ 36 �l de Master Mix

¤

Remplissage du GeneDisc & 
PCR en temps r�el automatis�e

¤

Interpr�tation automatique des r�sultats
¤

R�sultat E. coli O157 :H7 positif
¤

Isolement sur CT SMAC 
et IMS + isolement CT SMAC
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�¦ Produits laitiers

25 g de matrice alimentaire + 225 ml eau pepton�e tamponn�e
suppl�ment�e en acriflavine (10 mg/l)

¤

Incubation 18 h � 2 h � 37�C � 1�C
¤

Transfert de 1 ml de bouillon d�enrichissement dans un microtube de 1,5 ml
¤

Centrifugation 5 min � 500 g � 50 g 
¤

Pipeter 900 �l de surnageant (P1000) et le transf�rer dans un tube de lyse
¤

Centrifugation 5 min � 10 000 g
¤

Eliminer le surnageant par pipetage (P1000)
¤

Re-suspendre le culot avec 200 �l de tampon T10 et vortexer
¤

Chauffage 10 min � 100�C (bain-marie)
¤

M�lange de 36 �l de lysat + 36 �l de Master Mix
¤

Remplissage du GeneDisc & PCR en temps r�el automatis�
¤

Interpr�tation automatique des r�sultats
¤

R�sultat E. coli O157:H7 positif  
¤

isolement sur CT SMAC
et IMS + isolement CT SMAC
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Annexe  2 - M�thode de r�f�rence NF EN ISO 16654 :
m�thode horizontale pour la recherche de Escherichia coli O157

x g d��chantillon + 9x g de mTSB + N pr�chauff� � 41,5�C
en sacs Stomacher bag filter

41,5�C pendant 6 h et 24h

S�paration immunomagn�tique
IMS

Isolement 50 �l Isolement 50 �l

CT-SMAC Second milieu au choix

37�C 
18-24 h

Au moins 1 colonie caract�ristique
(pour chaque milieu) et 4 colonies si la

premi�re est n�gative

G�lose nutritive
Incubation 24 h � 3 h � 37�C � 1�C

Test indole  Test latex

Interpr�tation des r�sultats
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Annexe  3 - R�sultats bruts de l�exactitude relative

Un m�me m�lange r�actionnel �tant test� au sein de deux puits distincts, les deux r�sultats figurent dans les tableaux pour chaque PCR.

NC:colonies non caract�ristiques sur g�lose nutritive
(1): r�sultat confirm� apr�s un second isolement sur CT SMAC et ID 0157:H7
(2): r�sultat confirm� apr�s une seconde ims sur  ID 0157:H7
(3):seconde ims

A+:souche autoagglutinante

Echantillons naturellement contamin�s

VIANDES CRUES DE B�UF - PROTOCOLE COURT

M�thode de r�f�rence ISO 16654� M�thode alternative Gene Systems

Colonies suspectes
Gene Disc

STEC2

Gene Disc 

STEC3
Confirmation E.coli O157:H7

IMS 6H IMS 24H CT SMAC ims-CT SMAC

N�

Ech.
Produit

CT 

SMAC

Chromagar

O157

CT 

SMAC

Chromagar 

O157

R�sultat

O157 stx1:stx2 eae O157

Gene disc

EHEC
colonies 

suspectes

Latex 

O157

Latex 

H7

R�sultat

final

Concor-

dance

colonies

suspectes

Latex 

O157

Latex

H7

R�sultat

final

Concor-

dance

Tests classiques

(r�alis� sur CT

SMAC  apr�s ims)

Toutes m�thodes

confondues 

STEC2

Toutes m�thodes

confondues 

STEC3

400 Hach� bolognaise - + + - + -/+ +/+ +/+ +/+ H7 + + + + = + + + + = + = =

401 Hach� bolognaise + + / / + +/- +/+ +/+ +/+ H7 + + + + = + + + + = + = =

402 Hach� bolognaise + + / / + +/+ +/+ +/+ +/+ H7 + + + + = + + + + = + = =

403 Hach� bolognaise + + / / + +/+ -/- +/+ +/+ H7 + A+(5) / - ND + + + + = + = =

404 Rumsteck + + / / + +/+ +/+ +/+ +/+ H7 - / / - ND + + + + = + = =

405 Rumsteck + + / / + +/+ +/+ +/+ +/+ H7 + + + + = + + + + = + = =

406 Rumsteck + + / / + +/+ +/+ +/+ +/+ H7 + + + + = + + + + = + = =

407 Rumsteck + + / / + +/+ -/- +/+ +/+ H7 + + + + = + + + + = + = =

408 Faux filet + + / / + +/+ +/+ +/+ +/+ H7 + + + + = + + + + = + = =

409 Faux filet - - - - - -/- -/- -/- -/- -/- / / / - = / / / - = - = =

410 Faux filet - - + + + +/+ +/+ +/+ +/+ H7 + + + + = + + + + = + = =

411 Faux filet + + / / + +/+ +/+ +/+ -/+ H7 + + + + = + + + + = + = =

412 Steak hach� pur b�uf + + / / + +/+ +/+ +/+ +/+ H7 + + + + = + + + + = + = =

� Essai effectu� sous le couvert de l�accr�ditation 
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VIANDES CRUES DE B�UF - PROTOCOLE COURT

M�thode de r�f�rence ISO 16654� M�thode alternative Gene Systems

Colonies suspectes
Gene Disc

STEC2

Gene Disc 

STEC3
Confirmation E.coli O157:H7

IMS 6H IMS 24H CT SMAC ims-CT SMAC

N�

Ech.
Produit

CT 

SMAC

Chromagar

O157

CT 

SMAC

Chromagar 

O157

R�sultat

O157 stx1:stx2 eae O157

Gene disc

EHEC
colonies 

suspectes

Latex 

O157

Latex 

H7

R�sultat

final

Concor-

dance

colonies

suspectes

Latex 

O157

Latex

H7

R�sultat

final

Concor-

dance

Tests classiques

(r�alis� sur CT

SMAC  apr�s ims)

Toutes m�thodes

confondues 

STEC2

Toutes m�thodes

confondues 

STEC3

413 Steak hach� pur b�uf + + / / + +/+ -/- +/+ +/+ H7 + + + + = + + + + = + = =

414 Steak hach� pur b�uf + + / / + +/+ +/+ +/+ +/+ H7 + + + + = + + + + = + = =

415 Steak hach� pur b�uf - - + - - -/- -/- -/- -/- -/- / / / - = / / / - = / = =

416 Viande hach�e fraiche + + / / + +/+ +/+ +/+ +/+ H7 + + + + = + + + + = + = =

417 Viande hach�e fraiche - - +/- +/- - +/+ +/+ +/+ +/+ H7 + A+(5)/+(1) + + PD + A+(5)/+(2) + + PD + PD PD

418 Viande hach�e fraiche + + / / + +/+ -/- +/+ +/+ H7 + + + + = + + + + = + = =

419 Viande hach�e fraiche + + / / + +/+ +/+ +/+ +/+ H7 + + + + = + + + + = + = =

420 Bifteck - - + + + +/+ +/+ +/+ +/+ H7 + + + + = + + + + = + = =

421 Bifteck + + / / + +/+ +/+ +/+ +/+ H7 + + + + = + + + + = + = =

422 Bifteck + + / / + +/+ +/+ +/+ +/+ H7 + + + + = + + + + = + = =

423 Bifteck - - - - - -/- -/- -/- -/- -/- / / / - = / / / - = - = =

424 Viande bovine + + / / + +/+ +/+ +/+ +/+ H7 + - / - ND + + + + = + = =

425 Viande bovine + + / / + +/+ -/- +/+ +/+ H7 + + + + = + + + + = + = =

426 Viande bovine + + / / + +/+ +/+ +/+ +/+ H7 + + + + = + + + + = + = =

427 Steak hach� pur b�uf + - + + - -/- -/- -/- -/- H7/O145 / / / - = / / / - = - = =

428 Steak hach� pur b�uf + + + + + +/+ +/+ +/+ +/+ H7/O145 + + + + = + + + + = + = =

429 Steak hach� pur b�uf + + - - + +/+ +/+ +/+ +/+ H7 + A+(2)/O-(3) / - = + + + + = + = =

508 Steak hach� - - - - - -/- -/- -/- -/- / / / / - / / / / - = / = =

509 Steak hach� - - - - - -/- -/+ -/- -/- / / / / - / / / / - = / = =

510 Steak hach� - - - - - -/- -/- -/- -/- / / / / - / / / / - = / = =

511 Entrec�te � griller - + - - - -/- -/- -/- -/- / / / / - / / / / - = / = =

512 Entrec�te � griller - - - - - -/- -/- -/- -/- / / / / - / / / / - = / = =

513 Entrec�te � griller + - - - - +/+ +/+ +/+ +/+ H7/O145 + + + + PD + (2 colonies) -(2)/-(3) / - = - PD PD

514 Boulettes de b�uf surgel�es - - - - - -/- -/- -/- -/- / / / / - = / / / - = / = =

515 Boulettes de b�uf surgel�es - - - - - -/- -/- -/- -/- / / / / - = / / / - = / = =
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VIANDES CRUES DE B�UF - PROTOCOLE COURT

M�thode de r�f�rence ISO 16654� M�thode alternative Gene Systems

Colonies suspectes
Gene Disc

STEC2

Gene Disc 

STEC3
Confirmation E.coli O157:H7

IMS 6H IMS 24H CT SMAC ims-CT SMAC

N�

Ech.
Produit

CT 

SMAC

Chromagar

O157

CT 

SMAC

Chromagar 

O157

R�sultat

O157 stx1:stx2 eae O157

Gene disc

EHEC
colonies 

suspectes

Latex 

O157

Latex 

H7

R�sultat

final

Concor-

dance

colonies

suspectes

Latex 

O157

Latex

H7

R�sultat

final

Concor-

dance

Tests classiques

(r�alis� sur CT

SMAC  apr�s ims)

Toutes m�thodes

confondues 

STEC2

Toutes m�thodes

confondues 

STEC3

516 Boulettes de b�uf surgel�es - - - - - +/+ -/- -/- +/+ O145 - / / - = + (1 colonie) NC / - = / = =

517 Steak hach� surgel� - - - - - -/- -/- +/+ -/- / / / / - = / / / - = / = =

518 Steak hach� surgel� - - - - - -/- -/- -/- -/- / / / / - = / / / - = / = =

519 Steak hach� surgel� + + + + + +/+ -/- +/+ +/+ H7 + + + + = + + + + = + = =

520 Steak hach� surgel� - - - - - -/- -/- -/- -/- / / / / - = / / / - = / = =

521 Steak hach� surgel� - - - - - -/- -/- -/- -/- / / / / - = / / / - = / = =

522 Steak hach� surgel� - - - - - +/+ -/- +/+ -/+ H7 + + + + PD + + + + PD + PD PD

523 Steak hach� pur b�uf surgel� - - - - - -/- -/- -/- -/- / / / / - = / / / - = / = =

524 Steak hach� pur b�uf surgel� - - - - - -/- -/- -/- -/- / / / / - = / / / - = / = =

525 Steak hach� pur b�uf surgel� - + + + + +/+ -/- +/+ +/+ H7 + + + + = + + + + = + = =

526 Steak hach� pur b�uf surgel� - - + - + -/- -/- -/- -/- / - / / - ND - / / - ND / ND ND

527 Steak hach� pur b�uf surgel� - - + - + -/- +/- -/- -/- / - / / - ND - / / - ND / ND ND

528 Steak hach� pur b�uf surgel� - - - - - +/+ -/- +/+ -/-,-/- H7 + + + + PD + + + + PD + PD =

529 Viande bovine � bourguignon + - + - + -/- -/- -/- -/- / - / / - ND - / / - ND / ND ND

530 Viande bovine � bourguignon - - + - - +/+ +/+ +/+ +/NE H7 + + + + PD + + + + PD + PD PD

531 Viande bovine � bourguignon + - - - - +/+ +/+ +/+ +/+ H7/O145/O111/O26/O103 + - (5) / - = + - (5)/+(2) + + PD + PD PD

532 Steak grill aux oignons surgel� + + / / + +/+ +/+ +/+ +/+ H7/O145/O26/O103 + + + + = + + + + = + = =

533 Steak  grill aux oignons surgel� + + / / + +/+ +/+ +/+ -/-,-/- H7/O145/O26/O103 + + + + = + + + + = + = ND

534 Steak  grill aux oignons surgel� + + / / + +/+ +/+ +/+ +/+ H7/O145/O26/O103 + + + + = + + + + = + = =

535 Boulettes de b�uf surgel�es - - - - - -/- +/+ +/+ -/- / / / / - = / / / - = / = =

536 Boulettes de b�uf surgel�es - - - - - -/- +/+ +/+ -/- / / / / - = / / / - = / = =

537 Boulettes de b�uf surgel�es - - - - - -/- +/+ +/+ -/- / / / / - = / / / - = / = =

538 Boulettes de b�uf surgel�es - - - - - -/- +/+ +/+ -/- / / / / - = / / / - = / = =

539 Steak hach� pur b�uf surgel� + + / / + -/- +/+ +/+ -/+,+/- H7/O145/O26/O103 - / / - ND + + + + = + ND =

540 Steak hach� pur b�uf surgel� + + / / + -/- +/+ +/+ -/- / - / / - ND - / / - ND / ND ND

541 Steak hach� pur b�uf surgel� + + / / + +/+ +/+ +/+ +/+ H7/O145/O26/O103 + + + + = + + + + = + = =



GeneSystems

ADRIA D�veloppement 42/56 29 octobre 2009 
Synth�se GeneSystems E. coli O157:H7 (Version 0)

VIANDES CRUES DE B�UF - PROTOCOLE COURT

M�thode de r�f�rence ISO 16654� M�thode alternative Gene Systems

Colonies suspectes
Gene Disc

STEC2

Gene Disc 

STEC3
Confirmation E.coli O157:H7

IMS 6H IMS 24H CT SMAC ims-CT SMAC

N�

Ech.
Produit

CT 

SMAC

Chromagar

O157

CT 

SMAC

Chromagar 

O157

R�sultat

O157 stx1:stx2 eae O157

Gene disc

EHEC
colonies 

suspectes

Latex 

O157

Latex 

H7

R�sultat

final

Concor-

dance

colonies

suspectes

Latex 

O157

Latex

H7

R�sultat

final

Concor-

dance

Tests classiques

(r�alis� sur CT

SMAC  apr�s ims)

Toutes m�thodes

confondues 

STEC2

Toutes m�thodes

confondues 

STEC3

542 Steak hach� pur b�uf surgel� + - + - + +/+ +/+ +/+ +/+ H7/O145/O111/O26/O103 + + + + = + - (5) / - ND - = =

554
Viande bovine plat de c�te 

avec os pot au feu
- - - - - -/- -/- -/- -/- / / / / - = / / / - = / = =

555 Viande hach�e fraiche pur b�uf - - - - - -/- -/- -/- -/- / / / / - = / / / - = / = =

556 Tartare de b�uf - - - - - -/- +/+ -/- -/- / / / / - = / / / - = / = =

557 Steak hach� � la tomate - - - - - -/- -/- -/- -/- / / / / - = / / / - = / = =

558 Steak hach� � l'oignon - - - - - -/- -/- -/- +/+ H7/O145/O103 - / / - = - / / - = / = =

584 Tartare de b�uf - - - - - -/- -/- -/- +/+ / / / / - = / / / - = / = =

585 Viande hach�e - - - - - -/- -/- -/- +/+ / / / / - = / / / - = / = =

586 Steak hach� - - - - - -/- -/- -/- +/+ / / / / - = / / / - = / = =

587 Rond de g�te � bifteck - - - - - -/- -/- -/- +/+ / / / / - = / / / - = / = =

588 Tranche � bifteck - - - - - -/- -/- -/- +/+ / / / / - = / / / - = / = =
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+/- : colonies douteuses

PRODUITS LAITIERS

M�thode de r�f�rence ISO 16654 � M�thode alternative GeneSystems

Colonies suspectes Gene Disc STEC2
Gene Disc

STEC3
Confirmation E.coli O157:H7

IMS 6H IMS 24H ims-CT SMAC

N�

Ech.
Produit

CT 

SMAC

Chromagar

O157

CT 

SMAC

Chromagar 

O157

R�sultat

O157 stx1:stx2 eae O157

Gene disc EHEC

colonies

suspectes

Latex

O157

Latex

H7

R�sultat

final

Concordance

STEC2

Concordance

STEC3

Tests

classiques

Concordance 

STEC2

Concordance 

STEC3

1045 Cr�me glac�e menthe chocolat + + / / + +/+ +/+ +/+ +/+ H7 + + + + = = + = =

1049 Cr�me glac�e caf� + + / / + +/+ +/+ +/+ +/+ H7 + + + + = = + = =

1052 Lait cru - - - - - -/- +/+ -/- -/- / / / / - = = - = =

1053 Lait cru + + + - - NE/+ -/NE -/NE NE/- O145/O26/H7/O103 -/+ (ims2) - / - (2 ims) = = - = =

1054 Saint Marcelin + + / / + +/+ +/+ +/+ +/+ H7 + + + + = = + = =

1055 Saint Marcelin + + / / + -/- -/- -/- +/+ H7 + + + + ND = + ND =

1056 Saint Marcelin - - - - - -/- -/- -/- -/- / / / / - = = - = =

1057 Saint Marcelin + + + - - -/- -/- -/- -/- / / / / - = = - = =

1058 Chabichou du Poitou - - - - - -/- -/- -/- -/- / / / / - = = - = =

1059 Chabichou du Poitou + + / / + -/NE -/- -/- -/- / + + + - ND ND - ND ND

1060 Chabichou du Poitou + + / / + -/- -/- -/- -/- / + + + - ND ND - ND ND

1061 Chabichou du Poitou - - - - - -/- -/- -/- -/- / / / / - = = - = =

1062 Crottin de ch�vre - + + + - -/- -/- +/+ -/- / / / / - = = - = =

1063 Crottin de ch�vre + + / / + +/+ +/+ +/+ +/+ O145/H7 + + + + = = + = =

1064 Crottin de ch�vre + + / / + +/+ +/+ +/+ +/+ O145/H7 + + + + = = + = =

1065 Crottin de ch�vre + + / / + +/+ +/+ +/+ +/+ H7 + + + + = = + = =

1066 Roquefort - - - + - -/- -/- -/- -/- / / / / - = = - = =

1067 Roquefort + + / / + +/+ +/+ +/+ +/+ H7 + + + + = = + = =

1068 Roquefort + + / / + +/+ +/+ +/+ +/+ H7 + + + + = = + = =

1069 Roquefort - - - + - -/- -/- -/- -/- / / / / - = = - = =

� Essai effectu� sous le couvert de l�accr�ditation 
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+/- : colonies douteuses

PRODUITS LAITIERS

M�thode de r�f�rence ISO 16654 � M�thode alternative GeneSystems

Colonies suspectes Gene Disc STEC2
Gene Disc

STEC3
Confirmation E.coli O157:H7

IMS 6H IMS 24H ims-CT SMAC

N�

Ech.
Produit

CT 

SMAC

Chromagar

O157

CT 

SMAC

Chromagar 

O157

R�sultat

O157 stx1:stx2 eae O157

Gene disc EHEC

colonies

suspectes

Latex

O157

Latex

H7

R�sultat

final

Concordance

STEC2

Concordance

STEC3

Tests

classiques

Concordance 

STEC2

Concordance 

STEC3

1071 Poudre de lait - - - - - +/+ +/+ +/+ +/+ H7 + + + + PD PD + PD PD

1259 Lait cru - - + + - -/- -/- -/- -/- / / / / - = = - = =

1260 Emmental - - - - - -/- -/- -/- -/- / / / / - = = - = =

1261 Roquefort - +/- - - - -/- -/- +/+ -/- / / / / - = = - = =

1262 Tomme des montagnes - - - - - -/- -/- -/- -/- / / / / - = = - = =

1263 Tomme des montagnes - - - - - -/- -/- -/- -/- / / / / - = = - = =

1264 Comt� - - - - - -/- -/- -/- -/- / / / / - = = - = =

1265 Reblochon - +/- - - - -/- -/- -/- -/- / / / / - = = - = =

1266 Saint Nectaire + + + + - -/- -/- -/- -/- / / / / - = = - = =

1267 Morbier - - + - - -/- -/- -/- -/- / / / / - = = - = =

1268 Bethmal - - - - - -/- +/- -/- -/- / / / / - = = - = =

1269 Fromage � raclette - - - - - -/- -/- -/- -/- / / / / - = = - = =

1270 Lait cru - - + - - -/- -/- -/- -/- / / / / - = = - = =

1271 Lait cru - - - - - -/- -/- -/- -/- / / / / - = = - = =

1272 Lait cru - - - - - -/- -/- -/- -/- / / / / - = = - = =

1273 Faisselle - - - - - -/- -/- -/- -/- / / / / - = = - = =

1274 Faisselle - - - - - -/- -/- -/- -/- / / / / - = = - = =

1275 Faisselle - - - - - -/- -/- -/- -/- / / / / - = = - = =

1276 Lait ribot - - - - - -/- -/- -/- -/- / / / / - = = - = =

1277 Lait ribot - - - - - -/- NE/- -/- -/- / / / / - = = - = =

1278 Lait ribot - - - - - -/- -/- -/- -/- / / / / - = = - = =

1279 Gros lait - - - - - -/- -/- -/- -/- / / / / - = = - = =

1280 Gros lait - - - - - -/- -/- -/- -/- / / / / - = = - = =
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+/- : colonies douteuses

PRODUITS LAITIERS

M�thode de r�f�rence ISO 16654 � M�thode alternative GeneSystems

Colonies suspectes Gene Disc STEC2
Gene Disc

STEC3
Confirmation E.coli O157:H7

IMS 6H IMS 24H ims-CT SMAC

N�

Ech.
Produit

CT 

SMAC

Chromagar

O157

CT 

SMAC

Chromagar 

O157

R�sultat

O157 stx1:stx2 eae O157

Gene disc EHEC

colonies

suspectes

Latex

O157

Latex

H7

R�sultat

final

Concordance

STEC2

Concordance

STEC3

Tests

classiques

Concordance 

STEC2

Concordance 

STEC3

1513 Lait cru - - - - - -/- -/- -/- -/- / / / / - = = - = =

1514 Lait cru - - - - - -/- -/- -/- -/- / / / / - = = - = =

1515 Lait cru - - - - - -/- -/- -/- -/+ H7/O26 + -(5) / - (2 ims) = = - = =

1516 Lait Ribot - - - - - +/+ -/- +/+ +/+ H7 + + + + PD PD + PD PD

1517 Lait Ribot - - - - - +/+ +/+ +/+ +/+ H7 + + + + PD PD + PD PD

1518 Lait Ribot - - - - - -/- -/- -/- -/- / / / / - = = - = =

1519 Lait Ribot - - - - - +/+ +/+ +/+ +/+ H7 + + + + PD PD + PD PD

1520 Cr�me enti�re �paisse - - - - - -/- NE/+ -/- +/+ H7 + + + + = PD + = PD

1521 Cr�me fra�che liquide - - + + + +/+ +/+ +/- +/+ H7 +2col + + + = = + = =

1522 Cr�me fra�che �paisse bio - - + + + -/- +/+ -/- -/- / - / / - (2 ims) ND ND - ND ND

1523 Cr�me �paisse 15% MG + - + + + NE/+ +/+ +/+ +/+ H7 + + + + = = + = =

1524 Gros lait fermier - - + + + +/+ +/+ +/+ +/+ H7 + + + + = = + = =

1525 Cr�me fra�che �paisse - - - - - +/+ -/- +/+ +/+ H7 + + + + PD PD + PD PD

1526 Gros lait fermier - - - - - -/- -/- -/- -/- / / / / - = = - = =

1527 Lait cru - - - - - +/+ +/+ +/+ +/+ O145/H7 +2col + + + PD PD + PD PD

1528 Lait cru - - - - - +/+ +/+ +/+ +/+ O145/H7 +3col + + + PD PD + PD PD

1529 Lait cru - - - - - +/+ +/+ +/+ +/+ O145/H7 - / / - (2 ims) = = - = =

1530 Lait cru - - - - - +/+ +/+ +/+ +/+ O145/H7/O103 + + + + PD PD + PD PD

1531 Lait cru - - - - - +/+ +/+ +/+ +/+ O145/H7/O26 + NC(2) - (-3) / - (2 ims) = = - = =

1532 Lait cru - - - - - +/+ +/+ +/+ +/+ H7 + + + + PD PD + PD PD

1533 Lait cru - - + + + +/+ +/+ +/+ +/+ H7 + + + + = = + = =

1565 Lait ribot + + + + + +/+ +/+ +/+ +/+ H7 + + + + = = + = =

1566 Gros lait + + + + + +/+ +/+ +/+ +/+ O145/H7 + + + + = = + = =

1567 Cr�me fra�che + + + + + +/+ +/+ +/+ +/+ H7 + + + + = = + = =
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+/- : colonies douteuses

PRODUITS LAITIERS

M�thode de r�f�rence ISO 16654 � M�thode alternative GeneSystems

Colonies suspectes Gene Disc STEC2
Gene Disc

STEC3
Confirmation E.coli O157:H7

IMS 6H IMS 24H ims-CT SMAC

N�

Ech.
Produit

CT 

SMAC

Chromagar

O157

CT 

SMAC

Chromagar 

O157

R�sultat

O157 stx1:stx2 eae O157

Gene disc EHEC

colonies

suspectes

Latex

O157

Latex

H7

R�sultat

final

Concordance

STEC2

Concordance

STEC3

Tests

classiques

Concordance 

STEC2

Concordance 

STEC3

1568 Lait ribot + + + + + +/- +/+ +/+ +/+ O145/H7 + + + + = = + = =

1569 Gros lait + + + + + +/+ +/+ +/+ +/+ H7 + + + + = = + = =

1570 Cr�me fra�che + + + + + +/+ +/+ +/+ +/+ H7 + + + + = = + = =






















