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Les modifications apportées au rapport sont indiquées par un double
trait dans la marge a gauche.

Avant Propos

L'ensemble des renseignements permettant de valider la garantie des analyses
est tenu d la disposition de la Société SOLABIA.

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

v Fabricant : SOLABIA - Biokar Diagnostics
Rue des Quarante Mines
BP 10245
60002 BEAUVAIS Cedex

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

v" Méthode a valider: SESAME Salmonella TEST®

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

v Méthode de référence® : Norme ISO 6579(2002) : méthode horizontale
pour la recherche de Salmonella spp.

v Etendue de la validation : Alimentation humaine et animale
et échantillons de I'environnement (a I'exclusion
des échantillons de production primaire)

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

La Société SOLABIA souhaite obtenir une extension de validation de la
méthode SESAME Salmonella TEST® pour la recherche des salmonelles
selon le référentiel ISO 16140, avec les boites pré-coulées de SESAME
Salmonella Détection.

Les résultats des essais réalisés ont été présentés lors de la réunion du
Bureau Technique de [IAFNOR du 18 mai2009. Des essais
complémentaires ont été demandés :

- analyses de 10 échantillons positifs et 10 échantillons négatifs par
catégorie,
- tests d’inclusivité sur 20 souches de Salmonella.

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
Le protocole et la notice technique sont donnés en annexe 1.
o Principe
Le SESAME Salmonella Détection est basé sur la mobilité des salmonelles
qui migrent de fagon sélective dans le milieu et produisent un halo opaque.

La flore annexe est inhibée par des agents inhibiteurs spécifiques.

COMPASS® Salmonella Agar est basé sur la mise en évidence de deux
activités enzymatiques a 'aide de deux substrats chromogénes :

- mise en évidence de l'estérase par I'obtention d’'un précipité magenta a
partir du 5-bromo-6-chloro-3-indolyl-caprylate, spécifique des salmonelles

- mise en évidence de la B-glucosidase par I'obtention d’'un précipité bleu
issu de I'hydrolyse de 5-bromo-6-chloro-3-indolyl-p-D-glucopyranoside.
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o Protocole d’analyses et confirmation
La méthode SESAME Salmonella TEST® comprend :

- un enrichissement en SESAME Salmonella Enrichissement pendant 16 a
20 ha 37°C + 1°C,

- un dépdbt de 0,1 ml sur SESAME Salmonella Détection incubée 24 h + 3h
a41,5°C £ 1°C,

- une confirmation par isolement sur gélose COMPASS® Salmonella Agar,
incubée 24 h+3 ha37°C £+ 1°C.

Domaine d’application demandé

Produits d’alimentation humaine et animale

Echantillons de I'environnement (a I'exclusion des échantillons de production
primaire)

Méthode de référence

La méthode de référence est la norme ISO 6579 : Microbiologie des aliments

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

ETUDE COMPARATIVE DES METHODES

2.1

Exactitude relative, spécificité relative et sensibilité relative

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

La spécificité relative est définie comme le degré auquel la méthode est affectée (ou non) par les
autres composants dans un échantillon en contenant plusieurs. C’est la capacité de la méthode a
mesurer avec exactitude un analyte donné, ou sa quantité, dans 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 ).
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2.1.1 Nombre et nature des échantillons
143 échantillons ont été analysés a la fois par la méthode de référence et la
méthode SESAME Salmonella TEST® (boites pré-coulées et boites
préparées au laboratoire a partir de flacons préts-a-'emploi). La répartition
par catégorie est donnée dans le tableau ci-aprés :

Catégories Positifs Négatifs Total

Produits carnés 12 14 26
Produits laitiers 13 12 25
Produits de la mer, végétaux 13 10 23
Ovoproduits 11 10 21
Produits d'alimentation animale 12 12 24
Echantillons de 'environnement 12 21 33
TOTAL 73 79 152
* La majorité des échantillons provient de différents ateliers de fabrication d’ovoproduits.

2.1.2 Contamination artificielle des échantillons
Des contaminations artificielles ont été réalisées par des inoculations. Les
souches utilisées ainsi que les stress appliqués sont donnés en annexe 3.
51 échantillons ont été inoculés par des souches stressées, les stress
appliqués et I'évaluation des stress sont donnés en annexe 3. 50 échantillons
ont donné un résultat positif, ce qui représente 31,5 % d’échantillons
naturellement contaminés.

2.1.3 Protocoles de confirmation
Toutes les géloses de SESAME Salmonella Détection positives (halo opaque
blanchatre > 30 mm) ont été confirmées sur gélose COMPASS® Salmonella
Agar. Les colonies suspectes ont ensuite été confirmées par les tests
classiques de la méthode de référence.
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2.1.4 Résultats des essais

A+ = positifs confirmés

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

Tableau 1 - Couples de résultats des méthodes
de référence et alternative
Tous produits
Géloses pré-coulées Flacons PAE
Réponses | Méthode de référence | Méthode de référence Méthode de référence | Méthode de référence
positive (R+) négative (R-) positive (R+) négative (R-)

Méthode Accord positif Déviation positive Méthode | Accord positif Déviation positive
alternative | (A+/R+) (R-/A+) alternative | (A+/R+) (R-/A+)
positive PA= 72 PD=0 positive PA = 69 PD=0
(A4) (A4)
Méthode Déviation négative Accord négatif Méthode Déviation négative Accord négatif
alternative | (A-/R+) (A-/R-) alternative | (A-/R+) (A-/R-)
négative ND =1 NA=T79 négative |ND=4 NA=T79
(A7) PPN =32 (A7) PPN =24

A+ = positifs confirmés

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

PA = accord positif

NA = accord négatif

PD = déviation positive

ND = déviation négative

PPN = positif présomptif négatif

Tableau 2 - Produits carnés
Géloses pré-coulées Flacons PAE
Réponses | Méthode de référence | Méthode de référence Méthode de référence | Méthode de référence
positive (R+) négative (R-) positive (R+) négative (R-)

Méthode Accord positif Déviation positive Méthode | Accord positif Déviation positive
alternative | (A+/R+) (R-/A+) alternative | (A+/R+) (R-/A+)
positive PA= 11 PD=0 positive PA= 11 PD=0
(A4) (A4)
Méthode Déviation négative Accord négatif Méthode Déviation négative Accord négatif
alternative | (A-/R+) (A-/R-) alternative | (A-/R+) (A-/R-)
négative ND =1 NA=14 négative |ND=1 NA=14
(A-) PPN=5 (A-) PPN=5
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Géloses pré-coulées Flacons PAE
Réponses | Méthode de référence | Méthode de référence Méthode de référence | Méthode de référence
positive (R+) négative (R-) positive (R+) négative (R-)
Méthode Accord positif Déviation positive Méthode | Accord positif Déviation positive
alternative | (A+/R+) (R-/A+) alternative | (A+/R+) (R-/A+)
positive PA= 13 PD=0 positive PA= 12 PD=0
(A4) (A4)
Méthode Déviation négative Accord négatif Méthode Déviation négative Accord négatif
alternative | (A-/R+) (A-/R-) alternative | (A-/R+) (A-/R-)
négative ND=0 NA =12 négative |ND=1 NA =12
(A-) (A-)
Tableau 4 - Produits de la mer, végétaux et divers
Géloses pré-coulées Flacons PAE
Réponses | Méthode de référence | Méthode de référence Méthode de référence | Méthode de référence
positive (R+) négative (R-) positive (R+) négative (R-)
Méthode Accord positif Déviation positive Méthode | Accord positif Déviation positive
alternative | (A+/R+) (R-/A+) alternative | (A+/R+) (R-/A+)
positive PA= 13 PD=0 positive PA= 13 PD=0
(A4) (A4)
Méthode Déviation négative Accord négatif Méthode Déviation négative Accord négatif
alternative | (A-/R+) (A-/R-) alternative | (A-/R+) (A-/R-)
négative ND=0 NA=10 négative |ND=0 NA=10
I | PPN =3 (A) PPN =2
Tableau 5 - Ovoproduits
Géloses pré-coulées Flacons PAE
Réponses | Méthode de référence | Méthode de référence Méthode de référence | Méthode de référence
positive (R+) négative (R-) positive (R+) négative (R-)
Méthode Accord positif Déviation positive Méthode | Accord positif Déviation positive
alternative | (A+/R+) (R-/A+) alternative | (A+/R+) (R-/A+)
positive PA= 11 PD=0 positive PA= 11 PD=0
(A4) (A4)
Méthode Déviation négative Accord négatif Méthode Déviation négative Accord négatif
alternative | (A-/R+) (A-/R-) alternative | (A-/R+) (A-/R-)
négative ND=0 NA=10 négative |ND=0 NA=10
I Lea PPN = 1 (&)
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Tableau 6 - Produits d’alimentation animale

Géloses pré-coulées Flacons PAE
Réponses | Méthode de référence | Méthode de référence Méthode de référence | Méthode de référence
positive (R+) négative (R-) positive (R+) négative (R-)
Méthode Accord positif Déviation positive Méthode | Accord positif Déviation positive
alternative | (A+/R+) (R-/A+) alternative | (A+/R+) (R-/A+)
positive PA= 12 PD=0 positive PA= 11 PD=0
(At) (At)
Méthode Déviation négative Accord négatif Méthode Déviation négative Accord négatif
alternative | (A-/R+) (A-/R-) alternative | (A-/R+) (A-/R-)
négative ND=0 NA =12 négative |ND=1 NA =12
(A-) PPN=3 (A-) PPN =2
Tableau 7 - Echantillons de I’environnement
Géloses pré-coulées Flacons PAE
Réponses | Méthode de référence | Méthode de référence Méthode de référence | Méthode de référence
positive (R+) négative (R-) positive (R+) négative (R-)
Méthode Accord positif Déviation positive Méthode Accord positif Déviation positive
alternative | (A+/R+) (R-/A+) alternative | (A+/R+) (R-/A+)
positive PA= 12 PD=0 positive PA= 11 PD=0
(At) (At)
Méthode Déviation négative Accord négatif Méthode Déviation négative Accord négatif
alternative | (A-/R+) (A-/R-) alternative | (A-/R+) (A-/R-)
négative ND=0 NA =21 négative |ND=1 NA=21
(A7) PPN =20 (A7) PPN =15
2.1.5 Calcul de I'exactitude relative (AC), de la sensibilité relative (SE) et de la
spécificité relative (SP)
Tableau 8 - Calcul de I’exactitude relative (AC), de la sensibilité relative
(SE) et de la spécificité relative (SP)
Géloses pré-coulées
Exactitude N+ Sensibilité N- Spécificité
. . o . o . o
Matrices PA|NA|ND|PD| N |relative AC (%) PA +ND relative SE (%) NA + PD relative SP (%)
[100x(PA+NA])/N] [100xPAJN+] [100xNAJ/N-|
Produits carnés 11141110 |26 96,2 12 91,7 14 100,0
Produits laitiers 13112100 |25 100,0 13 100,0 12 100,0
Ovoproduits 1110100 |21 100,0 1 100,0 10 100,0
Produits de la péche) 431491 o | 0 [23| 1000 13 100,0 10 100,0
vegetaux
Alimentation animale {12 {12 ] 0 | 0 | 24 100,0 12 100,0 12 100,0
Environnement 12121100 )33 100,0 12 100,0 21 100,0
TOTAL 72|79 1[0 [152 99,3 73 98,6 79 100,0
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Flacons PAE
Exactitude N Sensibilité N Spécificité
+ -
Matrices PA|NA|ND(PD| N [relative AC (%) relative SE (%) relative SP (%)
PA +ND NA + PD
[100x(PA+NAJ)/N] [100xPA}N+] [100XNAJ/N-]
Produits carnés 1111411 |0 |26 96,2 12 91,7 14 100,0
Produits laitiers 12(12( 1[0 |25 96,0 13 92,3 12 100,0
Ovoproduits 11110 0 | 0 | 21 100,0 1" 100,0 10 100,0
Produits de la péche,
13110 0 | 0 | 23 100,0 13 100,0 10 100,0
végétaux
Alimentation animale (1112 1 | 0 | 24 95,8 12 91,7 12 100,0
Environnement 1121|1033 97,0 12 91,7 21 100,0
TOTAL 69(79| 4 | 0 |152 97,4 73 94,5 79 100,0
PA = Accord positif (R+/A+) NA = Accord négatif (R-/A-)
PD = déviation positive (R-/A+) ND = déviation négative (A-R+)
Les résultats bruts de I'exactitude relative sont donnés en annexe 4.
Les valeurs en pourcentage calculées pour la méthode alternative sont les
suivantes :
Géloses pré-coulées Flacons PAE
Exactitude relative 99,3 974
Spécificité relative 100,0 100,0
Sensibilité relative 98,6 94,5
La sensibilité des deux méthodes, en tenant compte des positifs
supplémentaires obtenus pour la méthode alternative, est la suivante :
Géloses pré-coulées Flacons PAE
Méthode alternative SE =98,6 % 94,5
Méthode de référence SE=100,0 % 100,0
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Analyse des discordants

Quatre deviations négatives sont observées lorsque les analyses sont
réalisées a partir des flacons PAE (échantillons n° 353, 367, 374, 830) et une
lorsque les géloses pré-coulées sont utilisées (échantillon n® 353).

Conclusion

Les géloses de SESAME Salmonella Détection pré-coulées montrent des
résultats d’exactitude satisfaisants et ne diminuent pas les performances du
test.

Inclusivité

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

L’objectif de I'étude de spécificité est de vérifier que toutes les souches cibles
sont détectées par la méthode alternative et qu’il n'y a pas une réaction
croisée avec des souches non cibles.

Protocoles d’essai

Vingt souches de Salmonella ont été décongelées et mises en culture en BHI
puis diluées et inoculées en eau peptonée tamponnée incubée 16 h a 37°C +
1°C. Le protocole complet de la méthode alternative a ensuite été appliqué.

Résultats

Les résultats sont présentés en Annexe 5.

Sur les 20 souches testées, 19 ont donné une réaction caractéristique sur les
deux géloses SESAME Salmonella Détection. La souche de Salmonella
Gallinarum 300 a bien poussé dans le bouillon SESAME Salmonella
Enrichissement, mais ne s’est pas développée a 41,5°C sur la gélose
SESAME Salmonella Détection, comme attendu selon son phénotype.

ADRIA Développement 11/35 6 juillet 2009
SESAME Salmonella TEST® - Version 1




SOLABIA

3 CONCLUSION

L’utilisation de boites pré-coulées dans la réalisation de SESAME Salmonella
Test® ne modifie pas les performances de la méthode.

Quimper, le 6 juillet 2009

Daniéle SOHIER

Responsable de I'Unité IDEA
Interactions et Dynamique

des Ecosystemes microbiens des Aliments
Département Recherche Innovation
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Annexe 1 - Méthode SESAME Salmonella TEST®

25 g d’échantillons
+ 225 ml de SESAME Salmonella Enrichissement
J
37°C £2°C
18h+2h
J
Dépbt de 0,1 ml sur SESAME Salmonella Détection
J
41,5°C+1°C
24h+3h
J
Si apparition d’'un halo opaque blanchéatre,
confirmation sur COMPASS® Salmonella Agar par prélévement d’une fraction de
culture sur le bord externe de la zone de migration
J
37°C£1°C
24h+3h
J
Colonies caractéristiques

\

Confirmations biochimiques et sérologiques
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SESAME Salmonella Détection pré-coulé

DOMAINE D'UTILISATION

SESAME Salmonella Détection pré-coulé est une gelose de différenciation des salmaonelles
mobiles spécifique de la méthode SESAME Salmonella TEST”. Cette méthode constiue une
méthade alternative de recherche des salmonelles dans les produits d'alimentation humaine et
animale, ainsi que dans les échantillons de l'environnement (a l'exclusion des échantillons de
production primaire ).

Les analyses peuvent étre déclarées negalives en 48 heures aprés les deux seules étapes de pré-
enrichissement (SESAME Salmonella Enrichissement) et de différenciation (SESAME
Salmonelia Détection).

La confirmation d'éventuels échantillons présomplivement positifs, réalisée & 'aide de COMPASS™
Salmonella Agar, nécessilera une incubation supplémentaire de 24 heures.

SESAME Salmonella TEST" est officiellement cerlifié par AFNOR Certification, sous Attestation
N® BKR 23/04-12/07, dont le terme de validité est fixé au 4 décembre 2011.

PRINCIPES

- L'étape de pré-enrichissement est réalisée par ensemencement et incubation pendant
(18 = 2) heures de SESAME Salmonella Enrichissement, milieu liquide dont I'équilibre
osmotigue et la formule tamponnée permettent la revivification optimale des saimonelles.

L'étape de differenciation est mise en ceuvre par ensemencement ef incubation pendant
(24 + 3) heures de SESAME Salmonella Détection. Les excellentes capacités migratoires de
ce milieu semi-solide, associée a une sélectivité appropriée, permettent de sélectionner
rapidement les échantillons présomptivement positifs par simple visualisation de la migration
des salmonelles sur boite de Petri. La méthede est destinee a la déleclion des salmonelles
maobiles et n'est pas adaptée a la détection des salmonelles immobiles (souches immaobiles ou
ayant perdu leur maobilité).

L'éventuelle étape de confirmation st réalisée par ensemencement et incubation pendant (24 &
3) heures de COMPASS® Salmonella Agar. Le principe de ce milieu solide sélectif est base
sur la révélation spécifique de l'estérase el de la fi-glucosidase présente pour la premiére et
absente pour la seconde chez une trés large majorité de salmonelles,

De rares souches d'Enterobacter peuvenl exprimer une aclivité estérase et produire des
colonies bleu vert entourées d'une coloration magenta. Certaines souches de Salmonela
appartenant aux sérovars Dublin et Atento, ainsi que quelgues unes des sous-especes 5.
houtenae, 5. hongori el 5. diarizonae, peuvent présenier une pigmentalion magenta faible a
nulle, en raison de la faible activité estérasique qui les caractérise,

17

Bloknr Dingreastics — Rus das Quarsnts Mines — ZAC de Ther — Allorns — B P, 10245 — FEOD0Z Beauvais Cedax — France
Vol : + 33400344 19 33 33— Fa: + 33 {0)3 44 14 33 34 — wow Diokar-diagrosiss. i
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FORMULE TYPE du milieu complet :
(pouvant &tre ajustées de fagon & oblenir des performances aptimales)

Pour 1 L de milieu :

= PEPIONE (o ncimnniie S R R 459¢g
- Hydrolysat acide de casging... ..o 4599
= Chiorure de sodium ... T34
- Phosphate monopotassique .......ccoccrmnvninnscnnnnn 1,47 @
= Agents INBIBHALUIS ...cccee e e crnnmnanns 10,98 g
- Polysaccharide gélifiant thermoréversible .............690 g
= Aigar agar bactériologique ... 2,70 0

pH du milieu prét-a-I'emploi 5.2 £ 0,2 (a 25°C)

MODE D'EMPLOI/LECTURE
Introduire  aseptiqguement 25 g de produit & analyser dans SESAME Salmonalla
Enrichissement prét-a-l'emplod, afin de réaliser une suspension au 1/10&me.
Homogéneiser parfaitement.

- Incuber & (37 + 1)°C pandant {18 + 2) heures,

- Ensemencer Irois gouttes (environ 0.1 mL) de la cullure provenant de SESAME Salmonelia
Enrichissement, au centre d'une boite de SESAME Salmonella Détection.
Incuber a (41,5 = 1,0)°C, pendant (24 + 3} heures, sans retourner les boites. La température
d'incubation ne devra jamais étre supérieure a 43°C.

Le développement d'un hale opague blanchatre, de diamétre au moins égal a 30 mm, centre
sur le peint d'ensemencement, indigue présomptivement la présence de salmonelles.

NOTE :

Dans le cadre de la marque AFNOR Validation, les prises d'essai supérieures a 25 g n'ont pas été
testéas.

RAPPEL 1:

La méthode est destinée a la deétection des salmonelles mobiles el n'est pas adaptée a la
détection des salmonelles immobiles (souches immaobiles ou ayant pardu leur mobilité).

NOTE :

SESAME Salmonella Détection peul élre canservé pendant 72 h & 4°C aprés ensemeancement et
incubation avant de réaliser les éventuelles confirmations,
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CONFIRMATION

Dans le cadre de la marque AFNOR VALIDATIOM, tous les résultals positifs doivent étre
confirmés de la (l'une des) maniéra(s) suivanie(s) :

Option 1 : Mise en ceuvre des tests classiques décrits dans les méthodes normalisées par le
CEN ou I''SO {en incluant I'étape de purification), en repartant d'une fraction de
cullure bactérienne prélevée en périphérie de la zone de migration oblenue sur
SESAME Salmonelia Détection.

Pour les modalités de confirmation se reporter 3 la norme NF EN 150 T218.

Option 2 © Mise en ceuvre de COMPASS® Salmonella Agar,

Option 3 ; Ulilisation de toute autre méthode certifite AFNOR VALIDATION, de principe
différent. Le protocole validé de la seconde méthode devra élre respecté dans son
ensamble, c'est & dire que toutes les élapes antérieures a I'étape intermédiaire de
lagquelle on repart pour la confirmation doivent étre communes aux deux méthodes.

Les deux méthodes validées (I'une utilisée en détection et 'autre en confirmation)
doivent donc avoir un tronc commun.

En cas de résultats discordants (positifs par la méthode alternative, non confirmés par 'une des
options décrites ci-dessus), le laboratoire devra mettre en wuvre les moyens suffisants pour
g'assurer de la validité du résultat rendu.

RAPPEL 2 :

Aprés migration sur SESAME Salmonelfa Détection et isolement sur COMPASS® Salmonella
Agar, de rares souches d Enferchacter peuvent exprimer une activité estérase et produire des
colonies bleu vert entourées d'une coloration magenta. Cerlaines souches de Salmonela
appartenant aux sérovars Dublin et Atento, ainsi que quelgues unes des sous-espéces houlenae,
bongori el diarizonag, peuven! présenler une pigmentation magenla faible a nulle, en raison de la
faible activité estérasique qui les caractérise.
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