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Les modifications apport�es au rapport sont indiqu�es par un double 
trait dans la marge � gauche.

Avant Propos

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

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

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

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

��M�thode � valider : SESAME Salmonella TEST�

��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 ISO 6579(2002) : m�thode horizontale 
pour la recherche de Salmonella spp.

��Etendue de la validation : Alimentation humaine et animale 
et �chantillons de l�environnement (� l�exclusion 
des �chantillons de production primaire)

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

La Soci�t� SOLABIA souhaite obtenir une extension de validation de la 
m�thode SESAME Salmonella TEST� pour la recherche des salmonelles 
selon le r�f�rentiel ISO 16140, avec les bo�tes pr�-coul�es de SESAME 
Salmonella D�tection. 

Les r�sultats des essais r�alis�s ont �t� pr�sent�s lors de la r�union du 
Bureau Technique de l�AFNOR du 18 mai 2009. Des essais 
compl�mentaires ont �t� demand�s :

- analyses de 10 �chantillons positifs et 10 �chantillons n�gatifs par 
cat�gorie,

- tests d�inclusivit� sur 20 souches de Salmonella.

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 Principe et protocole de la m�thode alternative

Le protocole et la notice technique sont donn�s en annexe 1.

�� Principe

Le SESAME Salmonella D�tection est bas� sur la mobilit� des salmonelles 
qui migrent de fa�on s�lective dans le milieu et produisent un halo opaque. 
La flore annexe est inhib�e par des agents inhibiteurs sp�cifiques.

COMPASS� Salmonella Agar est bas� sur la mise en �vidence de deux 
activit�s enzymatiques � l�aide de deux substrats chromog�nes : 

- mise en �vidence de l�est�rase par l�obtention d�un pr�cipit� magenta � 
partir du 5-bromo-6-chloro-3-indolyl-caprylate, sp�cifique des salmonelles

- mise en �vidence de la �-glucosidase par l�obtention d�un pr�cipit� bleu 
issu de l�hydrolyse de 5-bromo-6-chloro-3-indolyl-�-D-glucopyranoside.
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�� Protocole d�analyses et confirmation

La m�thode SESAME Salmonella TEST� comprend :

- un enrichissement en SESAME Salmonella Enrichissement pendant 16 � 
20 h � 37�C � 1�C,

- un d�p�t de 0,1 ml sur SESAME Salmonella D�tection incub�e 24 h � 3h 
� 41,5�C � 1�C,

- une confirmation par isolement sur g�lose COMPASS� Salmonella Agar, 
incub�e 24 h � 3 h � 37�C � 1�C.

1.3 Domaine d�application demand�

Produits d�alimentation humaine et animale
Echantillons de l�environnement (� l�exclusion des �chantillons de production 
primaire)

1.4 M�thode de r�f�rence

La m�thode de r�f�rence est la norme ISO 6579 : Microbiologie des aliments 
- M�thode horizontale pour la recherche de Salmonella. Le protocole est 
sch�matis� en annexe 2.

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). 
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2.1.1 Nombre et nature des �chantillons

143 �chantillons ont �t� analys�s � la fois par la m�thode de r�f�rence et la 
m�thode SESAME Salmonella TEST� (bo�tes pr�-coul�es et bo�tes 
pr�par�es au laboratoire � partir de flacons pr�ts-�-l�emploi). La r�partition 
par cat�gorie est donn�e dans le tableau ci-apr�s :

Cat�gories Positifs N�gatifs Total

Produits carn�s 12 14 26
Produits laitiers 13 12 25
Produits de la mer, v�g�taux 13 10 23
Ovoproduits 11 10 21
Produits d�alimentation animale 12 12 24
Echantillons de l�environnement 12 21 33*
TOTAL 73 79 152

* La majorit� des �chantillons provient de diff�rents ateliers de fabrication d�ovoproduits.

2.1.2 Contamination artificielle des �chantillons

Des contaminations artificielles ont �t� r�alis�es par des inoculations. Les 
souches utilis�es ainsi que les stress appliqu�s sont donn�s en annexe 3. 

51 �chantillons ont �t� inocul�s par des souches stress�es, les stress 
appliqu�s et l��valuation des stress sont donn�s en annexe 3. 50 �chantillons 
ont donn� un r�sultat positif, ce qui repr�sente 31,5 % d��chantillons 
naturellement contamin�s.

2.1.3 Protocoles de confirmation

Toutes les g�loses de SESAME Salmonella D�tection positives (halo opaque 
blanch�tre � 30 mm) ont �t� confirm�es sur g�lose COMPASS� Salmonella 
Agar. Les colonies suspectes ont ensuite �t� confirm�es par les tests 
classiques de la m�thode de r�f�rence.
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2.1.4 R�sultats des essais

A+ = positifs confirm�s
A- = n�gatifs imm�diats et n�gatifs apr�s confirmation quand pr�somptifs positifs

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

Tous produits

G�loses pr�-coul�es Flacons PAE
R�ponses M�thode de r�f�rence

positive (R+)
M�thode de r�f�rence
n�gative (R-)

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 =  72

D�viation positive
(R-/A+)
PD = 0

M�thode 
alternative 
positive
(A+)

Accord positif 
(A+/R+)
PA =  69

D�viation positive
(R-/A+)
PD = 0

M�thode 
alternative 
n�gative
(A-)

D�viation n�gative
(A-/R+)
ND = 1

Accord n�gatif
(A-/R-)
NA = 79
PPN = 32

M�thode 
alternative 
n�gative
(A-)

D�viation n�gative
(A-/R+)
ND = 4

Accord n�gatif
(A-/R-)
NA = 79
PPN = 24

A+ = positifs confirm�s
A- = n�gatifs imm�diats et n�gatifs apr�s confirmation quand pr�somptifs positifs
PA = accord positif
NA = accord n�gatif 
PD = d�viation positive
ND = d�viation n�gative
PPN = positif pr�somptif n�gatif

Tableau 2 - Produits carn�s

G�loses pr�-coul�es Flacons PAE
R�ponses M�thode de r�f�rence

positive (R+)
M�thode de r�f�rence
n�gative (R-)

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 =  11

D�viation positive
(R-/A+)
PD = 0

M�thode 
alternative 
positive
(A+)

Accord positif 
(A+/R+)
PA =  11

D�viation positive
(R-/A+)
PD = 0

M�thode 
alternative 
n�gative
(A-)

D�viation n�gative
(A-/R+)
ND = 1

Accord n�gatif
(A-/R-)
NA = 14
PPN = 5

M�thode 
alternative 
n�gative
(A-)

D�viation n�gative
(A-/R+)
ND = 1

Accord n�gatif
(A-/R-)
NA = 14
PPN = 5
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Tableau 3 - Produits laitiers

G�loses pr�-coul�es Flacons PAE
R�ponses M�thode de r�f�rence

positive (R+)
M�thode de r�f�rence
n�gative (R-)

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 =  13

D�viation positive
(R-/A+)
PD = 0

M�thode 
alternative 
positive
(A+)

Accord positif 
(A+/R+)
PA =  12

D�viation positive
(R-/A+)
PD = 0

M�thode 
alternative 
n�gative
(A-)

D�viation n�gative
(A-/R+)
ND = 0

Accord n�gatif
(A-/R-)
NA = 12

M�thode 
alternative 
n�gative
(A-)

D�viation n�gative
(A-/R+)
ND = 1

Accord n�gatif
(A-/R-)
NA = 12

Tableau 4 - Produits de la mer, v�g�taux et divers

G�loses pr�-coul�es Flacons PAE
R�ponses M�thode de r�f�rence

positive (R+)
M�thode de r�f�rence
n�gative (R-)

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 =  13

D�viation positive
(R-/A+)
PD = 0

M�thode 
alternative 
positive
(A+)

Accord positif 
(A+/R+)
PA =  13

D�viation positive
(R-/A+)
PD = 0

M�thode 
alternative 
n�gative
(A-)

D�viation n�gative
(A-/R+)
ND = 0

Accord n�gatif
(A-/R-)
NA = 10
PPN = 3

M�thode 
alternative 
n�gative
(A-)

D�viation n�gative
(A-/R+)
ND = 0

Accord n�gatif
(A-/R-)
NA = 10
PPN = 2

Tableau 5 - Ovoproduits

G�loses pr�-coul�es Flacons PAE
R�ponses M�thode de r�f�rence

positive (R+)
M�thode de r�f�rence
n�gative (R-)

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 =  11

D�viation positive
(R-/A+)
PD = 0

M�thode 
alternative
positive
(A+)

Accord positif 
(A+/R+)
PA =  11

D�viation positive
(R-/A+)
PD = 0

M�thode 
alternative 
n�gative
(A-)

D�viation n�gative
(A-/R+)
ND = 0

Accord n�gatif
(A-/R-)
NA = 10
PPN = 1

M�thode 
alternative 
n�gative
(A-)

D�viation n�gative
(A-/R+)
ND = 0

Accord n�gatif
(A-/R-)
NA = 10
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Tableau 6 - Produits d�alimentation animale

G�loses pr�-coul�es Flacons PAE
R�ponses M�thode de r�f�rence

positive (R+)
M�thode de r�f�rence
n�gative (R-)

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 =  12

D�viation positive
(R-/A+)
PD = 0

M�thode 
alternative 
positive
(A+)

Accord positif 
(A+/R+)
PA =  11

D�viation positive
(R-/A+)
PD = 0

M�thode 
alternative 
n�gative
(A-)

D�viation n�gative
(A-/R+)
ND = 0

Accord n�gatif
(A-/R-)
NA = 12
PPN = 3

M�thode 
alternative 
n�gative
(A-)

D�viation n�gative
(A-/R+)
ND = 1

Accord n�gatif
(A-/R-)
NA = 12
PPN = 2

Tableau 7 - Echantillons de l�environnement

G�loses pr�-coul�es Flacons PAE
R�ponses M�thode de r�f�rence

positive (R+)
M�thode de r�f�rence
n�gative (R-)

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 =  12

D�viation positive
(R-/A+)
PD = 0

M�thode 
alternative 
positive
(A+)

Accord positif 
(A+/R+)
PA =  11

D�viation positive
(R-/A+)
PD = 0

M�thode 
alternative 
n�gative
(A-)

D�viation n�gative
(A-/R+)
ND = 0

Accord n�gatif
(A-/R-)
NA = 21
PPN = 20

M�thode 
alternative 
n�gative
(A-)

D�viation n�gative
(A-/R+)
ND = 1

Accord n�gatif
(A-/R-)
NA = 21
PPN = 15

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

Tableau 8 - Calcul de l�exactitude relative (AC), de la sensibilit� relative 
(SE) et de la sp�cificit� relative (SP)

G�loses pr�-coul�es

Matrices 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-]
Produits carn�s 11 14 1 0 26 96,2 12 91,7 14 100,0
Produits laitiers 13 12 0 0 25 100,0 13 100,0 12 100,0
Ovoproduits 11 10 0 0 21 100,0 11 100,0 10 100,0
Produits de la p�che, 
v�g�taux 13 10 0 0 23 100,0 13 100,0 10 100,0

Alimentation animale 12 12 0 0 24 100,0 12 100,0 12 100,0
Environnement 12 21 0 0 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

Matrices 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-]

Produits carn�s 11 14 1 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 11 10 0 0 21 100,0 11 100,0 10 100,0

Produits de la p�che, 

v�g�taux
13 10 0 0 23 100,0 13 100,0 10 100,0

Alimentation animale 11 12 1 0 24 95,8 12 91,7 12 100,0

Environnement 11 21 1 0 33 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 n�gatif (R-/A-)
PD = d�viation positive (R-/A+) ND = d�viation n�gative (A-/R+)

Les r�sultats bruts de l�exactitude relative sont donn�s en annexe 4.

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

G�loses pr�-coul�es Flacons PAE

Exactitude relative 99,3 97,4

Sp�cificit� relative 100,0 100,0

Sensibilit� relative 98,6 94,5

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

G�loses pr�-coul�es Flacons PAE

M�thode alternative SE = 98,6 % 94,5

M�thode de r�f�rence SE = 100,0 % 100,0
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2.1.6 Analyse des discordants

Quatre d�viations n�gatives sont observ�es lorsque les analyses sont
r�alis�es � partir des flacons PAE (�chantillons n� 353, 367, 374, 830) et une 
lorsque les g�loses pr�-coul�es sont utilis�es (�chantillon n� 353).

2.1.7 Conclusion

Les g�loses  de SESAME Salmonella D�tection pr�-coul�es montrent des 
r�sultats d�exactitude satisfaisants et ne diminuent pas les performances du 
test.

2.2 Inclusivit� 

L�inclusivit� est la capacit� de la m�thode alternative � d�tecter l�analyte cible � partir d�un large 
�ventail de souches.

L�objectif de l��tude de sp�cificit� est de v�rifier que toutes les souches cibles 
sont d�tect�es par la m�thode alternative et qu�il n�y a pas une r�action 
crois�e avec des souches non cibles.

2.2.1 Protocoles d�essai

Vingt souches de Salmonella ont �t� d�congel�es et mises en culture en BHI 
puis dilu�es et inocul�es en eau pepton�e tamponn�e incub�e 16 h � 37�C �
1�C. Le protocole complet de la m�thode alternative a ensuite �t� appliqu�.

2.2.2 R�sultats

Les r�sultats sont pr�sent�s en Annexe 5.

Sur les 20 souches test�es, 19 ont donn� une r�action caract�ristique sur les 
deux g�loses SESAME Salmonella D�tection. La souche de Salmonella 
Gallinarum 300 a bien pouss� dans le bouillon SESAME Salmonella 
Enrichissement, mais ne s�est pas d�velopp�e � 41,5�C sur la g�lose 
SESAME Salmonella D�tection, comme attendu selon son ph�notype.
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3 CONCLUSION

L�utilisation de bo�tes pr�-coul�es dans la r�alisation de SESAME Salmonella 
Test� ne modifie pas les performances de la m�thode.

Quimper, le 6 juillet 2009

Dani�le SOHIER
Responsable de l�Unit� IDEA 
Interactions et Dynamique 
des Ecosyst�mes microbiens des Aliments
D�partement Recherche Innovation
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Annexe  1 - M�thode SESAME Salmonella TEST�

25 g d��chantillons
+ 225 ml de SESAME Salmonella Enrichissement

�
37�C � 2�C
18 h � 2 h

�
D�p�t de 0,1 ml sur SESAME Salmonella D�tection

�
41,5�C � 1�C

24 h � 3 h
�

Si apparition d�un halo opaque blanch�tre, 
confirmation sur COMPASS� Salmonella Agar par pr�l�vement d�une fraction de 

culture sur le bord externe de la zone de migration 
�

37�C � 1�C
24 h � 3 h

�
Colonies caract�ristiques 

�
Confirmations biochimiques et s�rologiques
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