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Risque grave

-Clostridium botulinum,
-Shigella,

-Vibrio cholerae
-Sall

l -L/Ssteria monocytogenes

e modéré

avec diffusion li
-Staphylococcus aure
- Clostridium perfring
-Bacillus cereus,

-Vibrio parahaemolyticus
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Il existe plusieurs types de méthodes de detection, basées sur des principes
différents.

Une seule étape est commune a I'ensemble des techniques: la suspension-
mere ou le bouillon d’enrichissement.

Croissance bactérienne >
Activité enzymatique

Milieux chromogenes

Réaction immunologique >

- . Test ELISA, autres...
antigene-anticorps

Réaction d’amplification > Test PCR
génomique
Réaction d’hybridation » ADN /ADN ou ADN /ARN

moléculaire
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Norme I1SO 16140
Microbiologie des aliments — Protocole pour la validation des méthodes alternatives

-qualitatives en genéral

Methsydeasl 8ssehfiEfsm&nt sur la croissance bactérienne en milieux de culture

Méthode reconnue internationalement et largement acceptée . .
-protocoles avec differentes etapes de Sub-cultures avec tests de confirmations

, _-utilisées dans le cadre des expertises et/ou de contre analyse
Méthode alternative

Méthode inarAgR s HBAttatftraBcaEtesMihek biPBeaitnae BN thatpenaHaRates 1S0)
que celui mesuré avec la méthode de référence correspondante

Propriétés adaptées aux besoins des utilisateurs

-la vitesse d’analyse et/ou de réponse, -les propriétés analytiques
Time-to-result (TTR)

-la réduction des couts
-la facilité de réalisation, I'automatisation _la. miniaturisation
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ISO 6579: recherche de Sa/monella spp

Résultat négatif :
4 jours

Résultat positif ou
présumé positif non confirme :
6 jours
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AES Chemunex : méthode ADIAFOOD Sal/monella spp

Résultat négatif :
de 20 a 27 heures

Résultat positif ou
présumé positif non confirme :
4 jours
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Objectifs et intérét de la validation

-obtenir des garanties sur les performances des méthodes en termes de rapidite,

fiabilite, praticabilite...

-assurance d’'une équivalence des résultats entre la méthode testée et la méthode
de référence

-en France, dés 1989, sous le nom : Validation AFNOR des méthodes alternatives
d'analyse

Organismes ou systemes de validation

| SAM|
- Etats-Unis : AOAC  AOAC

INTERNATIONAL
———

- Europe : MICROVAL MICROVAL

( NordVal
Validation
e "

- Pays d’Europe du Nord : NORDVAL
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Le protocole de validation AFNOR Certification, selon la norme NF EN 1SO 16140,
comprend deux etapes principales :

Etude préliminaire
Réalisée apsein@un-taberatpire expert, elle vise a comparer les performances
de la methode alteragtivetacdetertlodasmathone delaeirresgecificité relative
-niveau de détection relatif
-sélectivité

Etude collaborative
Organisée par le laboratoire expert, elle vise a valider les performances de la
meéthode alternative dans plusieurs laboratoires participants

Parametres étudiés
-répétabilité
-reproductibilité
-praticabilité
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o Microorganisme cible
Principe de
la méthode Listeria Salmonella | E. coli| Campylobacter spp
monocytogenes spp 0157 Cronobacter spp
Milieux de 3 v 1 1
culture
Tests |mr_nuno— 5 13 5 1
enzymatiques
PCR 4 9 7 !
Hybfldatl_on 5 1 0 0
moléculaire
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|
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PCR 3
15 A /
- Salmonella spp
- Listeria monocytogenes
10 4 - Escherichia coli 0157
- Cronobacter spp
- Campylobacter spp
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chromogenes

Rapid L'mono
BIORAD
Listeria monocytogenes

IBISA
AES CHEMUNEX
Salmonella spp

Campyfood Agar
BioMérieux | ;
Campylobacter spp b B
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VIDAS
bioMérieux
Listeria, Salmoneélla...

Transia Plate Salmonella Gold
BIOCONTROL
Salmonella spp

RapidChek SELECT Salmonella
SDIX
Salmonella spp
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BAX real-time PCR
OXOID Thermofischer Scientific
Salmonella spp, E. coli 0157

Microseq
Life Technologies
Salmonella spp, E. coli 0157

Genedisc
Pall Genedisc Technologies
Listeria monocytogenes, E. coli 0157
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Lumiprobe
Europrobe
Salmonella spp, Listeria
monocytogenes

Accuprobe
GEN-PROBE
Listeria monocytogenes




ISHA™.

nstitut scientiique EVOlUtIiON des méthodes et axes de

d’Hygiene & d’Analyse

Milieux
chromogéniques

développement

Immunologie |

Hybridation
moléculaire

Tendances actuelles de développement
-diminution des temps d’enrichissement (préchauffage des bouillons
d’enrichissement) et augmentation de leur sélectivité

A\ |

| Geénomique |

-développement de technigues multiplex (PCR principalement) pour détecter
plusieurs germes-cibles a partir d’'un seul bouillon d’enrichissement
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Les methodes de demain?
-mise au point de nouvelles techniques d’analyse: puce a ADN,
spectromeétrie de masse (MALDI-TOF), cytométrie en flux

=Techniques tres colteuses actuellement et difficiles a mettre en
place pour de grandes quantités d’échantillons

Quelle méthode pour ma problématigue?
-de nombreuses techniques disponibles mettant en jeu des principes différents
-permettent aux utilisateurs de faire le choix lieé a leur critere d'intérét principal et
/ou a leurs contraintes:

-nombre d’échantillons analysés

-rapidité du résultat

-espace disponible

-colt de revient...
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Merci de votre attention




