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La sensibilité a également été recalculée en tenant compte de I'ensemble des positifs confirmés (ceci
inclut les positifs supplémentaires de la méthode alternative) :

o Méthode alternative Méthode de référence
Enrichissement Extraction
(PA+PD)/(PA+PD+ND)= | (PA+ND)/(PA+PD+ND)=
p Rapid Spin 86,7% 60,0%
MagMAX 90,3% 58,1%
B Rapid Spin 98,4% 54,8%
MagMAX 98,4% 54,8%

Analyse des discordants (selon I'annexe F de la norme EN ISO 16140)

Enrichissement Extraction PD+ND=Y Test statistique Conclusion
(Mc Nemar)
Rapid Spin | 24+8=32 Y>22:d=16 | Non equivalent
- X*=dly=8

_ Y>22:d=20 .
MagMAX 26+6=232 X2 = dely = 12,5 Non équivalent

’ ; _ Y>22;d=27 5
o Rapid Spin 28+ 1=29 ¥ = d2ly = 25,1 Non équivalent

_ Y>22:d=27 .
MagMAX 28+1=29 X2 = d2ly = 25,1 Non équivalent

Conclusion

La méthode alternative et la méthode de référence sont différentes en terme statistique du fait du
nombre élevés de résultats positifs supplémentaires obtenus par la méthode alternative (rendus
négatifs par la méthode de référence).

En conclusion, les tests démontrent que les performances de la méthode alternative sont supérieures
a celle de la méthode de référence.

NIVEAU DE DETECTION relatif

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

Des essais ont été effectués en 2010, sur les 2 combinaisons « produit alimentaire/souche » décrites
dans le tableau ci-dessous.

Ces produits représentent les catégories d'aliments : « Viandes crues de boeuf (fraiches, surgelées,
assaisonnées ou pas) » et « Végétaux crus (frais, surgelés, sous atmosphére modifiée) ».

Les protocoles d'enrichissement A (Incubation de 6 h en bouillon BHI pré-chauffé) et B (Incubation de
16 h en EPT) avec prises d'essai de 25 g ont été testés en les combinant systématiquement aux
protocoles d'extraction Rapid Spin (manuel) et MagMAX (automatise).

Les produits ont été analysés 6 fois, par les deux méthodes, a 4 niveaux de contamination, pour
chacun des protocoles testés.
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Les résultats obtenus sont les suivants :

Niveau de détection relatif LODs; (3)
Avec intervalle de confiance
(UFC/25g ou 25 ml)
Méthode alternative ;
Matrice Souche Enrichissement “"‘?"?“‘"e de
7 Rapid Spin et MagMAX référence i
Viande hachée | E. coli 0157:H7 A 03[01-09] 08[05-1.3]
surgelée Ad 683 B 0.2[0,1-0,7] 0,8(0,5-1,3]
: . A 0,3[0,1-0,9] 0,3[0,1-0,9]
Epinard surgele E'chOSH?mS?'HT
B 0,3[0,1-0,8] 0,3[0,1-0,9]

(3) LODg, : estimation du niveau de contamination qui permet d'obtenir une détection positive par la
méthode alternative dans 50% des cas. FDA. 2006. Final Report and Executive Summaries from the
AQAC International Presidential Task Force on Best Practices in Microbiological Methodology.
Appendix K. Statistics Working Group (Tholen, D. W., D. S. Paulson, B. Jarvis, D. M. Mettler, B.
Lombard, K. Newton, M. A. Mozola, and A. D. Hitchins.) Report Part 4a - LODS0.

Conclusion

Le niveau de détection de la méthode de référence est compris entre 0,1 et 1,3 UFC/25 g.
Le niveau de détection de la méthode alternative est compris entre 0,1 et 0,9 UFC/25 g.

INCLUSIVITE/EXCLUSIVITE
Mise en ceuvre de la méthode alternative seulement

e 50 souches d'E.coli 01567 :H7 ont été détectées sur 50 testées.

o L’étude de 37 souches non E.coli 0157 :H7 n'a pas mis en évidence la présence de reactions
croiseées.

PRATICABILITE
Mise en ceuvre de la méthode alternative seulement

° Délai d’obtention des résultats :

- L'obtention des résultats positifs se fait entre 2 jours (enrichissement A) a 3 jours
(enrichissement B) avec la méthode alternative, contre 3 a 4 jours avec la méthode de référence.

- L'obtention des résultats négatifs se fait soit dans la journée (enrichissement A) soit en un jour
(enrichissement B) avec la méthode alternative, contre un jour avec la méthode de référence.

- Dans le cas de résultats présumés positifs par la méthode alternative, mais rendus négatifs apres
confirmation, les résultats négatifs sont obtenus en 2 a 3 jours.

ETUDE INTERLABORATOIRE

L’étude interlaboratoire a été réalisée en 2011 avec 14 laboratoires collaborateurs. Les analyses ont
été effectuées sur des échantillons de viande hachée, contaminés artificiellement avec une souche de
sérotype Escherichia coli 0157:H7 ATCC 43888 aux 3 niveaux suivants :

- OUFCR25 ml
- 5 UFC/25ml
- 25 UFC/25ml
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Les laboratoires ont testé, par les deux méthodes, 8 réplicats pour chaque niveau de
contamination, soient 24 analyses au total par laboratoire participant.

Pour la méthode alternative, le protocole d'enrichissement A (Incubation de 6 h en bouillon BHI pré-
chauffé) associé au protocole d'extraction Rapid Spin (manuel) a été mis en ceuvre.

Résultats :

Nomb Nombre d Nombre de Nombre de

Niveaux de | Nombre total d.éc;’r:"t.:fo " r‘;’;’m:gtse résultats résultats

contamination |d'échantillons | © > 0 0N | T8 loitésr négatifs positifs
y P REF | ALT | REF | ALT

0 112 112 96 96 96 0 0
1 112 112 96 1 1 95 95
2 112 112 96 0 0 96 96

* Les données de deux laboratoires n‘ont pas été exploitées :

- Pour l'un, les résultats ont été exclus du fait d'intercontaminations et de I'absence de relevé de
température d'incubation.
- Le deuxiéme a rencontré des difficultés pour confirmer les résultats positifs par les deux

méthodes. Des tests complémentaires ont été mis en ceuvre mais trop tardivement pour pouvoir

récupérer des souches E.coli O157 :H7 du fait d’'une forte flore interférente.
Calculs
o L'exactitude relative est de 99,3%
e  La spécificité est de 100%
e La sensibilité est de 99,5%

Interprétation

Les résultats de I'étude interlaboratoire sont comparables & ceux obtenus lors de I'étude préliminaire.

Degré d’accord, concordance et odds ratio ;

Degare d'accord : % de chance de trouver le méme résultat pour deux échantillons identiques analysés
par le méme laboratoire dans des conditions de répétabilité. C'est la moyenne des probabilités que
deux replicats donnent le méme résultat pour chaque laboratoire.

Concordance : % de chance de trouver le résultat pour deux échantillons identiques analysés dans
deux laboratoires différents (conditions de reproductibilité). C'est le % de toutes les paires de réplicats
donnant le méme résultat,

Odds ratio (COR) : il est défini par la formule suivante :
COR= degré d'accord x (100 — concordance) / concordance x (100 — degré d’accord)

Le tableau suivant indique les valeurs pour la méthode de référence :

Niveau de contamination Degré d'accord Concordance COR
LO 100,0 % 100,0 % 1,00
L1 98,2% 97,9% 1,15
L2 100,0% 100,0% 1,00
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Le tableau suivant indigue les valeurs pour la méthode alternative :

Niveau de contamination Degré d'accord Concordance COR
LO 100,0 % 100,0 % 1,00
L1 98,2% 97,9% 1,156
L2 100,0% 100,0% 1,00
Conclusion

La variabilit¢ de la méthode alternative (degré d'accord, concordance, odds ratio) est identique a celle
de la méthode de référence.

1 Il est souhaitable d'adresser 8 AFNOR Certification
‘ toute réclamation concernant les performances de la méthode validée 'j

| Vous trouverez le document de synthése des études préliminaire et interlaboratoire l
‘ sur le site http:/nf-validation.afnor.org
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