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1. Introduction

1.1. Date(s) etistoriquede validation
Laméthode XplOrer64pour le dénombrementdes Entérocoquedansles eauxde baignadea été validée
AFNORertificationen 2009sousle numérod’attestationBRDO7 19— 11/09 selonle protocolede validation
d’'une méthodealternativecommercialepar rapport a une méthodede référence(révisionl).

Une étude d’extensiona été réalisée en 2011 pour la détectiondesentérocoquesdansles eauxrésiduaires
traitées(catégorielben2010,nouvellesousrcatégorien 2013« eauxderejet, résiduairedruteset traitées»
de la catégoriedes eauxindustrielles).Lestrois différents protocolesde la méthode alternative pour cette
catégorieont été appliqués.

En2011,'ensembledesrésultatsde I'étude comparativede la validationinitiale et de I'étude d’extensionont
été exploitésavecle logicielXplOrer64v3.0et la courbede calibrationQCEntero.

L'ensemblede cesessaisa été réalisépar le laboratoire EUROFINEPLNord dansle cadrede la marque NF
VALIDATIONonformémentauxexigencesn vigueur.

En2014,lors de la premierereconductionde la méthode, desessaiscomplémentairesd’exactitudeportant
surdeséchantillongde lacatégorie« eauxde baignade» ont été réalisésen duplicat,ceciafind’étre conforme
alarévision2 du « Protocolede validation d'une méthodealternativecommercialgparrapportauneméthode
deréférence» de mai2013.Cesessaint été réaliségar le laboratoireISHA.

1.2. Principe etprotocole dela méthodealternative

Laméthode XplOrer64est une méthode automatiséepar mesurede I'impédancemétrie en milieu liquide,
sansconfirmation. Chaquecellule de mesurecontient le milieu de culture sélectif,qui permet la croissance
spécifiqguedes souchesd’entérocoques,et deux électrodesmesurantla variation du signald’impédance
pendantla croissance.

Ladétectiondesentérocoqueset I'analysedesdonnéessont optimiséespour une utilisation avecle systéme
automatiséXplOrer64et le logicielXplOrer64v3.0.

Lanotice d'utilisation actuellementen vigueurde la méthode alternative est présentéeen annexel et le
protocoleutilisé durantl’étude de validationdansl’annexe2.

1.3. Domaine d’application
Ledomained’applicationde la méthode, conformémenta la révision2 du « Protocolede validationd'une
méthodealternativecommercialepar rapport a une méthodede référence» de mai2013,regroupe:
rla catégoriedes eauxde baignadecomprenantles sousrcatégoriex eauxdouces» et « eauxde
mer »,
rla sousrcaégorie « eaux de rejet, résiduairesbrutes et traitées » de la catégorie des eaux
industrielles.

1.4. Méthode deréférencealaquelléa méthodalternative aété comparée
Lanorme NFENISO7899r1: 1999 « Qualité de I'eau : Rechercheet dénombrementdes entérocoques
intestinauxdansleseauxde surfaceet résiduaires-Partiel : Méthode miniaturisée(nombrele plusprobable)
pour ensemencemenén milieu liquide ».

Leprotocolede laméthodede référenceest présentéen annexe 2.



2. Etudecomparativedesméthodes

2.1. Exactitudespécificitéet sensibilitérelatives
L'exactituderelative est définie comme I'étroitesse de I'accord entre le résultat d’essaiet la valeur de
référenceacceptée.

2.1.1. Nombreet naturedeséchantillons

x Etudede validationinitiale de 2009
Lapremiéreexploitationstatistiqueavaitporté sur 63 résultatsinterprétablesprovenantde 170échantillons
(dont 160 naturellementcontaminéset 10 artificiellement contaminés),appartenantaux deux catégories
d’eausuivantes eaudouce(40échantillonsexploitables)et eaude mer (33 échantillonsexploitables).
Lesl0échantillonsartificiellementcontaminé<ttaientdeséchantillonsd’eaude merobtenusen contaminant
de I'eau de mer avecune eaude station d’épuration (concentrationentre 10° et 10* cellules/ 100 mL)afin
d’obtenir de fortes concentrations.
Lesessaisavaientété réalisésen simplepar les deuxméthodes.L'exploitationdesdonnéesen 2011avecla
version3 du logiciel XplOrer64avait permisde retenir 39 résultatspour leseauxdouceset 15 résultatspour
leseauxde mer.

x Etude d’extensionde 2011
L’exploitation statistique a porté sur 68 résultats interprétables provenant de 109 échantillonsd’eaux
résiduairedraitées (effluentsde station d’épuration),tous naturellementcontaminés et analysés€n double
parlesdeuxméthodes.Troisprotocolesont été testés,le protocolegénéral(filtration de 100mL),le protocole
spécifiquel (filtration de 10 mL)et le protocolespécfique 2 (ensemencementie 1 mL).

x Etudede reconductionet essaissomplémentairesie 2014
Une catégoried’eaux, les eaux de baignade,a été testée en duplicat avecla méthode de référenceet la
méthodealternative.
Lesdifférentstypesd’échantillonsanalysésontprésentésdansle tableaul.

. , Echantillons Echantillons
Dénombrement Typed'eau ) p
analyseés exploités
Eauxdouce 14 10
Entérocoques Eauxde mer 24 10
Total 38 20

Tableaul : nature et nombred’échantillonsanalysés

Autotal, 38 échantillonsont été analysést 20 résultatsont été exploités.Leséchantillonsnon retenusdans
I'analyse statistique correspondenta des échantillonspour lesquelsdes dénombrementsinférieurs ou
supérieursa la limite de détection ont été trouvés pour au moinsun desréplicatsde I'une ou l'autre des
méthodes.

Lestauxde contaminationeemployéscouvrent’ensemblede lagammede mesurede laméthodealternative.
Lesstressappliquéset lessoucheautiliséessont présentésen annexe4.

2.1.2. Résultatdruts
Lesrésultatsbruts et les calculsstatistiquessont résumésdanslestableaux2 et 3 et en annexe5. Lafigure 1
représente les graphiquesbidimensionnelspour la catégorie testée. L'axey est réservé a la méthode
alternativeet I'axe x a la méthodede référence.Lareprésentationd’une droite d’équation« y=x» figure en
pointilléssurlesfigures.



Figurel : graphiquesidimensionnelgeprésentantiesrésultatsbruts de I'étude de justesse



2.1.3. Exploitationstatistique
Larelation d’exactituderelative entre la méthodede référenceet la méthodealternativeest évaluéeavecle
modelelinéaire: «y =a+bx». Cetteformule correspondal’équationde la droite derégressiorinéairetracée
a partir des résultats bruts obtenus par I'expérimentation,y représentantla méthode alternative et x la
méthode de référence.
Il y a une exactitudeidéale(ouil n'y a pasde biaissystématiqueentre les deuxméthodessi cette équation
est égalea I'équation théorique « y = x », qui s'appliguedansle modéle idéal ou les deux méthodesse
comportentde la méme fagon.
L’intercept« a » est théoriquementnul dansce modeleidéal (hypothése[a=0]).L’interceptestimé obtenu
aveclesdeuxméthodesestvérifié al'aide de p{a=0}.Silaméthodealternativeprésenteun biaissystématique
parrapport ala méthodede référence la probabilité p{a=0}estinférieurea ~0,05.

Lapente « b » estthéoriquement égalea 1 dansle modéleidéal (hypothésgb=1]).Lapente estiméeobtenue
aveclesdeuxmeéthodesdoit se vérifier par p{b=1}.Statistiguementsi la méthode alternativene donne pas
lesmémesvaleursque la méthodede référence la probabilité p{b=1}estinférieurea =0,05.

Lechoixde laméthodede régressiorlinéairesefait par rapport ala valeurde la robustessedu rapport Rdes
écartrtypegie répétabilitéglobale:
rsi Rob.R>2une régressiorinéairepar les moindrescarrés(OLSL) est utilisée avecl'axe desx pour
laméthodede référence,
rsiRob.R<0,5)nerégressiorlinéaireparlesmoindrescarrés(OL2) estutiliséeavecl’axedesx pour
laméthodealternative,
rsi0,5<Rob.R<2jnerégressiororthogonale(GMFREst utiliséeavecl'axedesx pour la méthodede
référence.

Probabilité %)
a t(a) b t(b) | Ordonnée | Pente
ao al

Régression Tcritir

Catégorie Rob.R e
utilisée que

Eauxde rejet,
résiduaireset 0,660 GMFR | 2,080 | 0,980 | 1,475| 0,790, 1,559 15,7 13,5
traitées1 mL
Eauxde rejet,
résiduaireset 0,900| GMFR | 2,056 | 0,700 | 3,046| 0,759 4,654 0,5 0,01
traitées10 mL
Eauxde rejet,
résiduaireset 2,342 oLSs1 2,080 | 0,606 |1,428| 0,792 1,637 17,0 11,8
traitées100mL
Eauxde baignade | 4,391 OoLS1 2,086 | 0,458 | 1,303| 0,895 0,306 20,1 76,2
Toutescategories| 5 ;o3| oLs1 | 2,019| 0,146 | 0,141| 0,951 0,191 888 | 849
protocolegénéral
Tableau?2 : donnéesstatistiquespour le dénombrementdesentérocoquesdanslescatégories

Biais(D) Répétabilité
Catégorie - r rob. r
Moyen | Médian MR VA MR VA

Eauxderejet, résiduaireset traitées1 mL 0,032 0,109 | 0,691 | 0,754 | 0,373 | 0,246
Eauxderejet, résiduaireset traitées 10 mL 0,326 0r319 |r0,669 | 0,579 | 0,413 | 0,372
Eauxderejet, résiduaireset traitées100mL 0,069 0,140 [r0,464 | 1,011 | 0,453 | 1,061
Eauxde baignade 0,016 0,155 |r0,238 | 1,269 |r0,222 | 0,973
Toutescatégoriesprotocolegénéral 0,043 0,140 yr0,371| 1,144 | 0,276 | 0,980

Tableau3 : biaiset répétabilité desdeuxméthodes



2.1.4. Conclusion
L'équationde la droite de régressiordesdifférentscouplessontlessuivantes

Matrice testée Droite de régression(log entérocoques’ 100mL)
Eauxderejet, résiduaireset traitées1 mL log(Alt)=0,790log(Ref)+ 0,980
Eauxderejet, résiduaireset traitées 10 mL log(Alt)=0,759log(Ref)+ 0,700
Eauxderejet, résiduaireset traitées100mL log(Alt)=0,792log(Ref)t+ 0,606
Eauxde baignade log(Alt)=0,895log(Ref)t+ 0,458
Toutescatégories protocolegénéral log(Alt)=0,951log(Ref)+ 0,146

L’hypothésgla=0et b=1] est acceptéepour toutes les catégoriestestées,a I'exceptiondeseauxde rejet et
résiduairespour le protocole 10 mL.Pource couple,le coefficientde corrélationet I'équationde la droite de
régressiorsontcorrects: respectivemeni,944et log(Alt)=0,759log(Ref}+0,700.

Lebiaisentre lesdeuxméthodesestcomprisentre ®,319et 0,109enfonctiondu protocoleet de la catégorie
testés.

L'exactituderelativede la méthodealternativeestcorrecte.

2.2. Linéarité
Lalinéarité estdéfiniecommel’aptitude de la méthodea fournir desrésultatsproportionnelsala quantité de
microorganismegprésentsdansl’échantillon,c'estradire qu’aune augmentationde I'analytecorrespondune
augmentationlinéaireou proportionnelledesrésultats.

2.2.1. Niveauxde contamination

Lescouplesmatrice/ souchesontprésentédansle tableau4. Pourcecouple trois niveauxde contaminations
ont été testésendouble parlaméthodede référenceet laméthodealternative.

Tauxde contaminationcible

Souche Matrice (UFC/100mL)

. Eaudoucesuperficielle
E.faecalis(soucheCCM2541, P

collectionEurofinsIPLNord) 50/500/ 5000

Eaude mer
E.faecalis(eaustationd’épuration, Eaurésiduairetraitée,
. : o 210

collectionEurofinsiPLNord) protocolegénéral
E.faecalis(eaustationd’épuration, Eaurésiduairetraitée, 210

collectionEurofinsIPLNord) protocole10 mL '
E.faecalis(eaustationd’épuration, Eaurésiduairetraitée, 210

collectionEurofinsiPLNord) protocolel mL

Tableaud : couplessouche/ matriceanalysés

2.2.2. Résultatdbruts

Lesrésultatsbrutset lescalculsstatistiquessontrésumésnannexes. Lesgraphiquesielafigure2 présentent
lesvaleursde chaqueéchantillonobtenuesparla méthodealternativeet laméthodede référence.L’axey est
réservéala méthodealternativeet 'axex ala méthodede référence.

Lareprésentationd’une droite d’équation« y=x» figure en pointilléssurlesfigures.



Figure2 : graphiqueshidimensionnelseprésentantiesrésultatsbruts de I'étude de linéarité



2.2.3. Exploitationstatistique
Lesinterprétations statistiquessont réaliséesconformémentaux exigencesde la norme NF1SO16140(cf.
tableau5).

Pourle niveaude concentrationle plusfaible pour la sousrcatégorie« Eaude mer », un desréplicatsde la
méthodealternativea donnéun résultat<1 UFC/100mLIors de I'étude de validationinitiale. L'interprétation
statistique n’est par conséquentpas présentéepour cette sousrcatégorieen raison du faible nombre de
niveauxdisponibles(seulementdeux). Lesdeux niveauxexploitablesrestants sont cependantrepris pour
I'interprétation statistiquede la catégorie« Eaude baignade» qui regroupelesrésultatsobtenuspour I'eau
douceet 'eaude mer.

Lechoixde laméthode de régressiorlinéairesefait par rapport a la valeurde la robustessedu rapport Rdes
écartrtypegie répétabilitéglobale:
rsi Rob.R>2une régressiorinéairepar les moindrescarrés(OLSL) est utilisée avecl'axe desx pour

laméthodede référence,
rsiRob.R<0,5,unerégresionlinéaireparlesmoindrescarrés(OL2) estutiliséeavecl’axedesx pour
laméthodealternative,
rsi0,5<Rob.R<2,unerégressiororthogonale(GMFREst utiliséeavecl’axedesx pour laméthodede
référence.
Catégorie Rob. | Régressin F Rob.E P Coefficientde Droite de
9 R utilisée critique " | (Rob.F)| corrélation(r) régression
Eaudouce | 1,413| GMFR 10,1 |56,327| 0,005 0,989 log Alt=0,986
log Réf+0,039
. logAlt=0,935
Eaude baignade | 0,667 GMFR 5,41 | 13,092| 0,008 0,973 log R&F+0,207
Eauxde rejet, _
résiduaireet | 2,524  OLS1 10,1 | 0,484 | 0,537 0,999 log Alt =0,586
iy logRéf+3,712
traitées100mL
Eauxderejet, _
résiduaireet | 4,132  OLS1 10,1 | 0,788 | 0,440 0,996 logAlt =0,734
" logRéf+2,245
traitees10mL
Eauxde rejet, _
résiduaireet | 6,628|  OLS1 6,94 |11,456| 0,022 0,991 logAlt =0,674
o, logRéf+1,960
traitées1 mL

Tableau5 : donnéesstatistiquesdu couplesouche/ matrice (donnéesbruteset logarithmiques)

Larelation entre les2 méthodesn’est paslinéaire:
rsiRob.F> Fcritique,ou
rsiP(Rob.F)<r(=0,05)

2.2.4. Conclusion

Larelation entre lesdeuxméthodesestlinéairepour lesmatriceseauxde rejet et eauxrésiduairesprotocole
100mLet 10 mL.

Pourlesmatriceseaudouceet eaude baignadejescoefficientsde corrélationet leséquationsde la droite de
régressiorsontsatisfaisants.



Pourle protocolede 1 mLréaliséavecdeseauxrésiduairegraitées,lescoefficientsde corrélationet I'équation
deladroite derégressiorsontcorrects.Lerésultatdu test statistiqueillustre la dispersiondespoints obtenus
pour le niveaule plusélevéaveccesmatrices.

Lalinéarité de la méthodealternativeestcorrecte.

2.3. Limitesde détection (LOD) edequantification (LOQ)
Le niveau critique est défini comme la plus petite quantité qui peut étre détectée (non nulle), mais non
guantifiéecommeunevaleurexacte.
Lalimite de détectionestdéfinie commele niveausupérieurau niveaucritique.
Lalimite de quantification est définie comme la plus petite quantité d’analyte qui peut étre mesuée et
quantifiée avecune exactitudeet unefidélité définiesdanslesconditionsexpérimentales.

2.3.1. Protocoled’essai
Leslimitesde détectionet de quantificationont été déterminéesen analysantune culture pure d’'une souche
d’entérocoquesparla méthodealternative.

Cingniveauxde contamination,avecsixrépétitionspour chaqueniveau,ont été étudiés.

2.3.2. Résultats
Lesrésultatsbruts sontprésentésdansl’annexe? et la synthésedanslestableauxsuivants.

X Protocolegénéral(filtration de 100mL)

Niveau(UFC/100mL) Nombred'échantillonspositifs Ecarttype (So) Biais(Xo)
0 0/6
0,5 3/6 634 22
1,1 6/6 211 153
2,1 6/6 675 696

A partir desvaleurssOet x0 obtenuespour le premierniveau,la limite critique (LC)et lalimite de détection
(LOD)nt été déterminéesdans100mL:

Parameétre Formules Valeurobtenue (Entérocoque’ 100mL)
Niveaucritique (LC) 1,65S0+Xo0 1,010°
Limitede détection(LOD) 3,30S0+X0 2,11¢°
Limitede quantification(LOQ) 10,00So+ Xo 3,610°
x Protocolespécifiguel (filtration de 10 mL)
Niveau(UFC/100mL) Nombred'échantillonspositifs Ecarttype (So) Biais(Xo0)
0 0/6
1,0 3/6 352 90
2,1 4/6 135 10
5,2 5/6 295 355
10,4 6/6 441 220

A partir desvaleurssOet x0 obtenuespour le premierniveau,la limite critique (LC)et lalimite de détection
(LOD)nt été déterminéesdans10mL:




Parameétre Formules Valeurobtenue (Entérocoque’ 100mL)
Niveaucritique (LC) 1,65S0+Xo0 6,7 10?
Limite de détection(LOD) 3,30So0+X0 1,210°
Limitede quantification(LOQ) 10,00So+ Xo 3,610°

X Protocolespécifique2 (ensemencementie 1 mL)

vaeau(U(I):C/loOmL) Nombred ectz;lgtlllonsposmfs Ecarttype (So) Biais(Xo)
0,5 0/6 0 0
0,7 3/6 289 1
1,4 6/6 632 785
2,9 6/6 349 1200

Apartir desvaleurssOet x0 obtenuespour le premierniveau,lalimite critique (LC)et la limite de détection
(LOD)nt été déterminéesdansl mL:

Parametre Formules Valeurobtenue (Entérocoque’ 100mL)
Niveaucritique (LC) 1,65S0+Xo0 4,810
Limitede détection(LOD) 3,30S0+X0 9,51C¢°
Limitede quantification(LOQ) 10,00So+ Xo 2,910°

2.3.3. Conclusion
Lalimite de détectionet la limite de quantificationde la méthodealternativesont satisfaisantes.

2.4. Spécificité/ sélectivité
Laspécificitéestdéfiniecommela capacitéde la méthodea mesureravecexactitudeun analytedonné,ou sa
gquantité dansl’échantillonsansinterférencesaveclescomposantsion cibles.

Lasélectivitéeestdéfiniecommela capacitéde la méthodea mesurerl’analyterecherchéexclusivement.

2.4.1. Protocoled’essai

X Protocolepourl'inclusivité
Chaquesouched’entérocoquea été cultivéeen bouillon TCS20 h a 37°C) puis diluée dansdu tryptone sel
afin d’obtenir entre 10! r18 cellulesdans100 mLavantréalisationdesanalysesavecla méthode XplOrer64™
rCheckN’Safe Fnterococci

x Protocolepour 'exclusivité
Lesdifférentessouchesttudiéesont été cultivéesen bouillon TCF20h & 37°C) puisdiluéesdansdu tryptone
sel afin d’obtenir entre 10°r10 cellules dans 100 mL avant réalisation de I'analyse selon la méthode
XplOrer64™r CheckN’Safgfiferococci.

Encasde résultatdiscordantpar rapport a celui attendu, un nouvelessaia été réaliséavec,en paralléle,la
méthodede référenceet la méthode XplOrer64™ CheckN’Safe Enterococci.

2.4.2. Résultats
Inclusivité:
Sur30souchegestées,28 ont été détectées.Encequi concerneles2 soucheson détectées:



rune souched’Enterococcusvium (eau de puits) n'a pas été détectée par la méthode alternative et la
méthodede référence.
rune souched’Enterococcufaecalissur 3 testéesn’a pasété détectéeparla méthodealternative.

Exclusivité

Lorsde la validationinitiale en 2009, 29 des 30 souchesnterférentestestéesn’étaient pas détectéespar la
méthodealternativecommeattendu. Seul’échantillondopéavecProvidenciatuartii avaitdonnéun résultat
faussemenpositif.

Lorsde I'extensionde 2011 (nouvelleversiondu logiciel),la réactioncroiséeavecProvidenciastuartii n’était
plusobservée.

2.4.3. Conclusion
Enconclusion]esrésultatsd’inclusivitésont satisfaisants.

2.5. Praticabilité
Lapraticabilitéest étudiéeenrenseignanies 13 criteresdéfinisparle BureauTechnique.

1 rMode de conditionnementdesélémentsde la méthode
Lescellulesde bouillon sélectifCheckN’'Safe ®nterococcsont conditionnésen cartonsde 120 ou 60 unités
prétesal’emploi.

2 rVolumedesréactifs
Chaquecellulecontient 10 ml de bouillonsélectifCheckN’Safe ®nterococci.

3 rConditionsde stockagedeséléments
Lekit doit étre conservéa +2r8°@u atempératureambiante.Ladate de péremptionet le numérode lot sont
indiquéssurle conditionnementet surchacundestests.

4 rModalitésd’utilisationapréspremiéreutilisation
Chaquecellule est a usageunique et doit donc étre éliminée a la fin de I'analysecomme une matiére
potentiellementinfectieuse.

5 rEquipementu locauxspécifiqguesécessaires

rConfiguratiomnormale et matériel courantd’un laboratoirede microbiologiedeseaux(rampede filtration,
eaudistillée),

rSystémeautomatiséXplOrer64™,

rPortoirsCheckN’Safe [BiorRad¢code359r34554 unitéssontfourniesavecle systemeXplOrer64 ™),
rBouchongourtestsCheckN'Safe ™0 unitésstérilesx 1 sachet(BiorRad¢ode 359 r3457).

6 rRéatifs prétsal’emploiou areconstituer
Lebouillon CheckN’'Safe Bnterococcestprét al’emploi.

7 rDuréede formation de 'opérateurnoninitié ala méthode
Moinsde 1 jour pour un opérateurformeé auxtechniquesclassiquesle microbiologie(enparticuliertechnique
defiltration surmembrane).

8 rITempsréel de manipulationet flexibilité de latechnique

. Protocolesavecfiltration (généralet spécifiquel)
Pourl'analysed’un échantillonle tempsnécessairgour la méthodealternativeestde 2,7 minutes,alorsqu’il
faut 5,5minutespour réaliserla méthodede référence.




. Protocolespécifique? (ensemencemendirect)

Leprotocolespécifique2 utilisantun ensemencementlirect estplusrapideque les2 autresprotocolesde la
méthodealternativeutilisantune étapedefiltration (protocolegénéralet protocolespécifiquel). Lafiltration

estd’autant pluslongueque leséchantillonsont unefiltrabilité réduite, souventliée autaux et ala taille des
matieresen suspensions.

Laduréed’ensemencemend’un échantillonparméthodeXplOrer64™heckN’Safe Ehterococche variepas
selonle nombre d’échantillons(en particulier pour le protocole spécifique2, basésur un ensemencement
directde 1 mL).

Legainde tempsest obtenu au niveaude la préparationdes échantillonset deslectures: 'automate peut
accueillir62 cellules et doncdonnersimultanément62 résultats.

9 rDélaid’obtention desrésultats
Laméthodealternativedonneun résultat négatifou positif selonle type d’eaule jour mémeou a J+1,alors
quele résultatestobtenuentre J+2et J+3parla méthodede référence.

10 Mypede qualificationde I'opérateur
Personneformé en microbiologie Leniveauestidentiquea celuinécessairgour la méthodede référence.

11 Etapescommunesavecla méthodede référence
Aucune.

12 Tracabilitédesrésultatsd’analyse

Lesnomsdesdifférentsopérateurspeuventétre enregistrédansl’appareilet sélectionnéselonla personne
réalisantl'analyse.Lesinformationsrelativesa I'échantillon (référence,origine...)peuvent étre enregistrés
dansl'appareil,le logiciel. Toutesles donnéesde I'analyse(date, heure, résultatsrtemps de détectionDT...)
peuventétre consultéesa n'importe quelmomentultérieurement.

13 Maintenancepar le laboratoire
Aucune.

2.6. Conclusioménérale

L'étudecomparativedesméthodesa été réaliséeselonle référentielappliquéa l'analysemicrobiologiquede
I'eau « Protocole de validation d'une méthode alternative commercialepar rapport a une méthode de
référence » (révision 2) adopté par AFNORCertification en mai 2013 associéau référentiel NF EN ISO
16140:2003o0ur certainespartiesde la validation.

Uneréinterprétation desrésultatsacquis antérieurementa été réaliséeselonla nouvelleversionde logiciel
I'XplOrer64™/3.0,dansle domained’application‘eauxde baignade’.

Laméthode XplOrer64™ CheckN’Safe Bhterococca été comparéeala méthodeNFENISO7899r1.

Lesrésultatspermettentde conclureque :
rlalinéarité de la méthode alternaive estsatisfaisante,
r 'exactitude relative de la méthode alternative par rapport a la méthode de référence est
satisfaisante.

Leprotocolegénéralvalidélorsdel’étudeinitiale surle domained’application« eauxde baignade» estapparu
plusadaptéa deséchantillonsde faible teneur en MES.

Lacorrélation entre la méthode de référenceet la méthode alternative selonles 3 protocolesétudiés est
apparuesatisfaisante.



Lesvaleursde répétabilité du protocole général(F100mL)et du protocole spécifique2 (Directl mL)sontdu
mémeordre et supérieuresa cellede la méthodede référence.

Lesbiaismoyensentre lesdeuxméthodes(méthodealternative— méthodede référence)sontde :
r 0t155loga @,140logpour le protocolegéreéral,
r 0r319log pour le protocolespécifiquel (F10mL),
r0,109log pour le protocolespécifique2 (Directl mL).

Enfin,lesrésultatsde spécificitésont satisfaisants.



3. Etudeinterlaboratoires

3.1. Mise encocuvrede I'étude collaborative

3.1.1. Laboratoireollaborateurs
L’étudecollaborativea été réaliséepar douzelaboratoirescollaborateurs.

3.1.2. Vérificationde 'absenced’entérocoquedansla matrice
La matrice utilisée était de I'eau de mer prélevéea Gravelines(59). Lesanalyseréaliséessur cette eau
montrent'absencedu germecible.

3.1.3. Stabilitédessoucheglansla matrice
Le laboratoire expert a conservé3 colis de compositionidentique a ceux envoyésaux participants pour
vérificationde I’homogénéitédeslots d’échantillonspréparéspar analyseselonNFENISO7899rlenduplicat
deséchantillonsA, B, C,D, Eet Fcontenusdanschaquecolis.
L’exploitationdesrésultatsne révele pas d’'anomalie,les échantillonspréparésétaient de qualité suffisante
pour étre utilisésdansle cadrede cette étudeinterlaboratoires.

3.1.4. Préparatioret inoculationdeséchantillons
Apartir de cette matrice,4 batchs,nommeésl, Il, lll et IV, ont été crééssuccessivement

rBatchl non dopé constituéde 150litres d’eaude mer placéedansune cuveen polyéthyleneéquipéed’un
brasagitateurmécaniqug100t/min). Apres10minutesd’agitation,ont été soutirés sansinterruption et sous
agitation,15flaconsnotés X et 15 flaconsnotésy.

rBatch Il constitué du restant du batch | dopé a environ 10? entérocoques/ 100 ml. Aprés 10 minutes
d’agitation, ont été soutirés,sansinterruption et sousagitation, 15 flaconsnotés A et 15 flaconsnotés B,
préalablementmélangésentre euxet prisaléatoirement.

rBatchll constitué du restant du batch Il dopé a environ 10° entérocoques/ 100 ml. Aprés 10 minutes
d’agitation, ont été soutirés,sansinterruption et sousagitation, 15 flaconsnotés C et 15 flaconsnotés D,
préalablementmélangésentre euxet prisaléatoirement.

rBatch |V constitué du restant du batch I.1 dopé a environ 10* entérocoques/ 100 ml. Aprés10 minutes
d’'agitation, ont été soutirés,sansinterruption et sousagitation, 15 flaconsnotés E et 15 flaconsnotés F,
préalablementmélangésentre euxet pris aléatoirement.

Lasouched’entérocoqueutilisée pour lesdopagesest une soucheisoléede I'environnement(plagecentrale
de Dunkerque(59)).Lesdopagesont été réalisésavecune suspensiordiluée de germescultivésen bouillon
non sélectifpendant24h.

Apressoutirage leséchantillonssontrestésatempératureambiantependant1h puismisen colis,lesflacons
étant répartisde maniérealéatoiredansles colis. Un thermo rboutona été placédanschaqueflaconnoté X
avantmiseen colis.

3.1.5. Etiquetagedeséchantillons
Quinzecolisont ainsiété constitués,contenantchacundesréfrigérantset 8 échantillons:

réchantillonsA, B, C,D, Eet Fpour dénombrementdesE. coli et entérocoquesntestinauxen duplicatspar
chaqueméthode,



réchantillonX pour mesurede la température,échantillonY pour dénombrementdesgermesrevivifiablesa
22°Cet 36°C.

3.1.6. Expéditiordeséchantillons
Leséchantillonsont été expédiésdansun kit froid le 5 octobre 2009.

3.1.7. Réceptioret analysedeséchantillons
Lescolisont été livrésentre le 6 et le 7 octobre 2009.

3.2. Résultats

3.2.1. Températureet état deséchantillonsaréception
Touslescolissontarrivésen bon état et tous lesparticipantsont mesuréune températuredansle flaconXa
réception compriseentre 1°Cet 7°C.Tousles thermo rboutonsont bien été renvoyéset les relevésde
températuresenregistréesconfirment que les échantillonssont restésa températureréfrigérée pendantle
transport.

3.2.2. Dénombremente laflore totale

Laconcentrationmoyenneobservéeen germesrevivifiablesa 22°Cdansles échantillonssur Marine Agarest
d’environ4800/ mL,celleen germesrevivifiablesa 36°Cd’environ2900/ mL.

3.2.3. Résultatsleslaboratoiresexpertet collaborateurs
L’ensembladesrésultatsest présentédansl’annexe9.

Lesrésultatsfinauxobtenusparlesparticipantsparlaméthode XplOrer64ont été recalculégarle laboratoire
experta I'aide d'une nouvelleéquation de calibrationoptimisée, transmisepar le fabricant, en utilisant les
tempsde détection(DT)observégarlesparticipants(cesDTétaienta rensegnerpar lesparticipantsdansle
formulairede résultats).

Lesrésultatsdesparticipantsn®9,10, 11 et 12 n'ont pasété exploités.Eneffet le participantn°9arencontré
un probléme de logiciel lors de I'analysepar méthode alternative, le participant n°10 rend des résultats
aberrants par méthode alternative et les laboratoiresn°11 et 12 des résultats anormauxpar méthode
normalisée Lesrésultatsdes8 autreslaboratoiresont bien pu étre exploités.

3.3. Interprétation statistique

3.3.1. Calculdu biais

Letableauci dessougeprésentela valeurcible,la moyenne I'écart rtypede fidélité, le biaisrelatif et le biais
de chaqueniveaude contaminationenlog UFC/100mL.

Niveaux Bas Moyen Haut
Valeurcible 1,72 2,89 3,79
Moyenneniveau 1,86 2,91 3,63
Ecarttype de répétabilité 0,15 0,27 0,14
Ecarttype inter rséries 0,32 0,10 0,25
Ecarttype de fidélité 0,35 0,29 0,28
Biaisrelatif 8,04% 0,54% 4.21%
Biais 0,14 0,02 ,016




Lajustesseestestiméepar le biaisqui varieentre @,16et 0,14UFC/100mL.

3.3.2. Profilsd’exactitude
Letableauci dessousprésentelesvaleursde toléranceet leslimites de tolérancede la méthodealternative
pour unevaleurde probabilitéde tolérancede 80%et unevaleurde limite d’acceptabilitéde 0,8lo0g. Lafigure
3 présentele tracé de ce profil d’exactitude.

Probabilité Limite
de , ... .| Niveaux Bas Moyen Haut
. d’acceptabilité
tolérance
Concentratiorciblethéorigue moyenne(x) 1,72 2,89 3,79
Limitede tolérancebasseg(b) 1,38 2,52 3,24
80% 0,8enlog Limitede tolérancehaute (h) 2,34 3,29 4,02

Limitede tolérancebassedifférentielle (b rx), r0,34 0,37 0,55

Limitede tolérancehaute différentielle(hrx) 0,62 0,40 0,23

Figure3 : profil d’exactitudede la méthodealternativeavecune probabilité de tolérance( t) de 80%et une
limite d’acceptabilitéde 0,8enlog

3.4. Conclusion
Lesrésultatsde 8 laboratoiresparticipantsont pu étre exploitésdansle cadrede cette étudeinterlaboratoires.



L'étudedu profil d’exactitudeobtenuaveccesrésultatsrévelequelaméthodealternativeXplOrer64estvalide
pour tous les niveaux(intervalle de tolérancecomprisentre les limites d’acceptabilité)pour une valeurde
critére d’acceptabilité fixéeao,6.

Pourdesvaleursde moinsélevéesalimite hautedel'intervallede toléranceabasniveauet lalimite basse
a haut niveausontlespremiéresbornesa sortir deslimites d’acceptabilité(des fixéea0,5).



4. Conclusion
Laméthode XplOrer64™ CheckN’Safe Bnterococca été comparéeala méthodeNFENISO7899r1.

Lesrésultatspermettentde conclureque :
ralinéarité de la méthodealternativeestsatisfaisante,
r l'exactitude relative de la méthode alternative par rapport a la méthode de référence est
satisfaisante.

Leprotocolegénéralvalidélorsdel’étudeinitiale surle domained’application« eauxde baigrade » estapparu
plusadaptéa deséchantillonsde faibleteneuren MES.

Lacorrélationentre la méthode de référenceet la méthode alternative selonles 3 protocolesétudiés est
apparuesatisfaisante.

Lesvaleursde répétabilité du protocole général(F1@® mL)et du protocole spécifique2 (Directl mL)sontdu
mémeordre et supérieuresa cellede la méthodede référence.

Lesbiaismoyensentre lesdeuxméthodes(méthodealternative— méthodede référence)sontde :
r 0t155loga @,140logpourle protocolegénéral,
r 0t319log pour le protocolespécifiquel (F10mL),
r0,109log pour le protocolespécifique2 (Directl mL).

Lesrésultatsde spécificitésont satisfaisants.

L’étudedu profil d’exactitudeobtenu aveclesrésultatsde I'étude interlaboratoiresrévéle que la méthode
alternative XplOrer64est valide pour tous les niveaux (intervalle de tolérance compris entre les limites
d’acceptabilité)pour unevaleurde critere d’acceptabilité ,, fixéed,6.

Pourdesvaleursde moinsélevées)alimite hautede I'intervallede tolérancea basniveauet la limite basse
ahautniveausontlespremiéeresbornesa sortir deslimitesd’acceptabilité(des fixéea0,5).

Faita Massy e 7 juillet 2015
Francoid_eNestour
ResponsabldeI'Unité InnovationBiologie






Recherche et dénombrement des entérocoques intestinaux dans les eaux de
surface et les eaux résiduaires
Part 1 : Méthode miniaturisée pour ensemencement en milieu liquide

9 mL d’échantillon

Préparation de la gamme de dilution
6 dilutions (DSM)
16 puits par dilution (1/2 & 1/200 000)

Inoculation
200 pL/puits contenant le milieu MUD

Comptage des puits positifs (fluorescents)
par lecture UV

NPP : Nombre le plus probable



S S]}v<«usvsS](] S]}v ¢ uSeEYS}eS]v pAE
Protocole général, certifié AFNOR VALIDATION en 2009

100 mL d’échantillon

Filtration

Transfert de la membrane
Ensemencement d’'un bouillon Check'N Safe™ Enterococci

Analyse automatisée
XplOrer 64™

Absence d’ Enterococci Présence d’ Enterococci
dans 100 mL d’eau usée testée dans 100 mL d’eau usée testée
Résultat Enterococc i dans 100 mL

*Note : incubation de 12,5 h pour les eaux de baignade.




Détection et quantification des entérocoques intestinaux

Protocole spécifiqgue aux échantillons ayant une filtrabilité réduite

10 mL d’échantillon d’eau résiduaire

Filtration

Transfert de la membrane
Ensemencement d’'un bouillon Check'N Safe™ Enterococci

Analyse automatisée
XplOrer64™

Absence d’ Enterococci Présence d’ Enterococci
dans 10 mL d’eau usée testée dans 10 mL d’eau usée testée

Résultat Enterococc i dans 100 mL




Détection et quantification des entérocoques intestinaux

Protocole spécifiqgue aux éch antillons non filtrables

1 mL d’échantillon d'eau résiduaire

Ensemencement d’'un bouillon Check'N Safe™ Enterococci

Analyse automatisée
XplOrer64™

Absence d’ Enterococci Présence d’ Enterococci
dans 1 mL d’eau usée testée dans 1 mL d’eau usée testée

Résultat Enterococci dans 100 mL













Enterococcus faecium industrie laitiere 10min a -80°C + 10min a 37°C + 10min a -80°C + 10min a 37°C 0,5
Enterococcus faecium industrie laitiere 10min a -80°C + 10min a 37°C + 10min & -80°C + 10min & 37°C 0,5
Enterococcus faecium Eau 10min a -80°C + 10min a 37°C + 10min a -80°C + 10min a 37°C 0,5
Enterococcus faecium Eau 10min a -80°C + 10min a 37°C + 10min & -80°C + 10min & 37°C 0,5
Enterococcus faecalis ATCC 33186 2 min hypochlorite de sodium dilué au 1/10000éme 0,6
Enterococcus faecalis ATCC 33186 2 min hypochlorite de sodium dilué au 1/10000éme 0,6
Enterococcus faecalis ATCC 33186 2 min hypochlorite de sodium dilué au 1/10000éme 0,6
Enterococcus hirae Eau de riviere 4ja4°C + (5 mina-80°C + 5 min a 36°C) x2 0,8
Enterococcus hirae Eau de riviere 4ja4°C + (5 min a-80°C + 5 min & 36°C) x2 0,8
Enterococcus hirae Eau de riviere 4ja4°C + (5 mina-80°C + 5 min a 36°C) x2 0,8
Enterococcus faecalis CIP 103214 2 min hypochlorite de sodium dilué au 1/10000éme 0,8
Enterococcus faecalis CIP 103214 2 min hypochlorite de sodium dilué au 1/10000éme 0,8
Enterococcus faecalis CIP 103214 2 min hypochlorite de sodium dilué au 1/10000éme 0,8
Enterococcus avium Eau (Allemagne) 3 semaines a 5°C 0,8
Enterococcus avium Eau (Allemagne) 3 semaines a 5°C 0,8
Enterococcus avium Eau (Allemagne) 3 semaines a 5°C 0,8
Enterococcus gallinarum Eau 3 semaines a 5°C 0,7
Enterococcus gallinarum Eau 3 semaines a 5°C 0,7
Enterococcus hirae CIP 58.55 4ja4°C + (5 min a-80°C + 5 min & 36°C) x2 0,6
Enterococcus hirae CIP 58.55 4ja4°C + (5 mina-80°C + 5 min a 36°C) x2 0,6
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ANNEXEO r Essamsnplémentaires eaux de baignade

Xplorer64 Enterococci

Méthode NPFE.coli ~Z ¢

N° N° Echantillon R1 R2 R1 R2
s dét. d'origi Résultat log ps dét. d'origi Résultat log Résultat log Résultal log

1 Eau douce 1 8,33 1,20E+03 3,079 7,6 5,40E+03 3,732 6,70E/03 3,826 4,20E+03 3623
2 Eau douce 2 4,88 1,40E+05 5,146 4,24 2,90E+(5 5,46P 3,90EH05 5,991 3,10E+05 5,491
3 Eau douce 3 5,99 3,70E+04 4,568 5,25 8,80E+D4 4,944 5,50EH05 5714 2,70E+05 5431
4 Eau douce 4 4,33 2,60E+05 5,415 4,84 1,40E+Q5 5,146 4,20EH05 5,623 5,40E+05 5,732
5 Eau de mer 1 4,87 1,40E+05 5,146 4,64 1,80E+05 5,25b 3,50EH04 4,54 2,80E+04 4{443
6 Eau de mer 2 3,96 4,00E+05 5,602 4,79 1,50E+05 5,176 4,40EH05 5,641 4,40E+05 5,641
7 Eau de mer 3 4,16 3,20E+05 5,505 4,42 2,30E+D5 5,362 4,40EH05 5,641 8,20JE+05 5,914
8 Eau de mer 4 3,66 5,80E+05 5,763 3,54 6,70E+D5 5,826 8,20EH05 5,914 8,20E+05 5,914
9 Eau de mer 5 2,21 3,20E+06 6,505 2,84 1,50E+06 6,176 3,40EH-06 6,931 3,40E+06 6,531
10 Eau douce 5 4,82 1,50E+05 5,176 6,43 2,20E+D4 4,34p 1,60EH05 5,703 1,9JE+05 5,267
11 Eau douce 6 4,94 1,30E+05 5,114 4,85 1,40E+Q5 5,146 1,40EH05 5,16 1,20E+05 5,078
12 Eau douce 7 6,91 1,20E+04 4,079 4,83 1,50E+05 5,176 8,80EH-04 4,944 8,40E+04 4,926
13 Eau de mes 4,41 2,40E+05 5,38 4,53 2,10E+05 5,322 1,50E}{+05 5,164 1,50E+05 5,183
14 Eau de mer 7,4 6,90E+03 3,839 7,82 3,20E+03 3,505 2,00Er+03 3,305 1,80E+03 3}264
15 Eau de meB 9,01 3,90E+02 2,591 8,33 1,20E+03 3,079 6,80EH+02 2,834 6,7qE+02 2,825
16 Eau de med 7,55 5,80E+03 3,763 7,69 4,90E+03 3,69 1,10E[+03 3,043 1,40E+03 31137
17 Eau douce 8 7,37 7,20E+03 3,857 7,5 6,10E+(3 3,78% 4,40E}+02 2,645 4,90E+02 2,686
18 Eau de met0 8,7 6,40E+02 2,806 10,92 4,50E+01 1,658 1,60EH03 3,215 1,40E+03 3,141
19 Eau douce 9 5,87 4,20E+04] 4,623 8,71 6,30E+D2 2,799 2,40E(+03 3,388 1,90E+03 3285
20 Eau douce 10 8 2,20E+03 3,342 7,45 6,60E+(3 3,82 9,40E4+02 2,95 7,90E+02 2/898




Exactitude relative - Entérocoques - Eaux de baignade - Données en log

Méthode de référence

Méthode alternative

Echantillon Ré pétition 1 Ré pétition 2 M SD Echantillon Ré pétition 1 Ré pétition 2 M SD
1 3,826 3,623 3,725 0,144 1 3,079 3,732 3,406 0,462
2 5,591 5,491 5,541 0,071 2 5,146 5,462 5,304 0,223
3 5,740 5,431 5,586 0,218 3 4,568 4,944 4,756 0,266
4 5,623 5,732 5,678 0,077 4 5,415 5,146 5,281 0,190
5 4,540 4,443 4,492 0,069 5 5,146 5,255 5,201 0,077
6 5,641 5,641 5,641 0,000 6 5,602 5,176 5,389 0,301
7 5,641 5,914 5,778 0,193 7 5,505 5,362 5,434 0,101
8 5,914 5,914 5,914 0,000 8 5,763 5,826 5,795 0,045
9 6,531 6,531 6,531 0,000 9 6,505 6,176 6,341 0,233
10 5,203 5,267 5,235 0,045 10 5,176 4,342 4,759 0,590
11 5,160 5,078 5,119 0,058 11 5,114 5,146 5,130 0,023
12 4,944 4,926 4,935 0,013 12 4,079 5,176 4,628 0,776
13 5,164 5,183 5,174 0,013 13 5,380 5,322 5,351 0,041
14 3,305 3,264 3,285 0,029 14 3,839 3,505 3,672 0,236
15 2,834 2,825 2,830 0,006 15 2,501 3,079 2,835 0,345
16 3,043 3,137 3,090 0,066 16 3,763 3,690 3,727 0,052
17 2,645 2,686 2,666 0,029 17 3,857 3,785 3,821 0,051
18 3,215 3,141 3,178 0,052 18 2,806 1,653 2,230 0,815
19 3,388 3,285 3,337 0,073 19 4,623 2,799 3,711 1,290
20 2,975 2,898 2,937 0,054 20 3,342 3,820 3,581 0,338

q= 20 Mx= 4,533 My= 4,517
n= 2 MEDx= 5,027 MEDy= 4,758
N=qgn= 40 SDbx= 1,257 SDby= 1,078
MEDwx = 0,053 MEDw y = 0,234
SDwx= 0,085 SDw y= 0,453
rob. SDwx= 0,079 rob. SDw y= 0,348

M=
MED=

Différence

-0,319

-0,237

-0,829

-0,397

0,709

-0,252

-0,344

-0,120

-0,190

-0,476

0,011

-0,308

0,178

0,388

0,005

0,637

1,156

-0,949

0,375

0,645

-0,016
-0,155
Biais




Choix de la méthode

OLS1 ; x=ré f
R= 5,338
rob. R= 4,391
1,242
1,112
r= 0,906
= 0,895
a= 0,458 Res. SD= 0,581
S(b)= 0,342 p(t;b=1)= 0,762 t(b)= 0,306
S(a)= 0,352 p(t;a=0 )= 0,201 t(a)= 1,303
Répétabilité Méthode de référence Méthode alternative
r 0,238 1,269
rob. r 0,222 0,973

M. ré f Alt Est.Y Déviation
3,725 3,079 3,793
5,541 5,146 5,420
5,586 4,568 5,459
5,678 5,415 5,542
4,492 5,146 4,480 0,666
5,641 5,602 5,509 0,093
5,778 5,505 5,631
5,914 5,763 5,754 0,009
6,531 6,505 6,306 0,199
5,235 5,176 5,146 0,030
5,119 5,114 5,042 0,072
4,935 4,079 4,877
5,174 5,380 5,091 0,289
3,285 3,839 3,399 0,440
2,830 2,591 2,992
3,090 3,763 3,225 0,538
2,666 3,857 2,845 1,012
3,178 2,806 3,304
3,337 4,623 3,446 1,177
2,937 3,342 3,088 0,254
3,725 3,732 3,793
5,541 5,462 5,420 0,042
5,586 4,944 5,459
5,678 5,146 5,542
4,492 5,255 4,480 0,775
5,641 5,176 5,509
5,778 5,362 5,631
5,914 5,826 5,754 0,072
6,531 6,176 6,306
5,235 4,342 5,146
5,119 5,146 5,042 0,104
4,935 5,176 4,877 0,299
5,174 5,322 5,091 0,231
3,285 3,505 3,399 0,106
2,830 3,079 2,992 0,087
3,090 3,690 3,225 0,465
2,666 3,785 2,845 0,940
3,178 1,653 3,304
3,337 2,799 3,446
2,937 3,820 3,088 0,732




Exactitude relative - Entérocoques - Eaux de baignade

Les points représentés
correspondent aux moyennes
des répétitions de chaque
échantillon 8 -

Méthode alternative (log NPP/100 mL)

0 k= . ‘ ‘ . ‘ . ‘ .

0 1 2 3 4 5 6 7 8
Méthode de référence (log UFC/100 mL)




Exactitude relative - Entéroco ques - Toutes catégories protocole général - Données en log

Méthode de référence Méthode alternative Différence
Echantillon Ré pétition 1 Ré pétition 2 M SD Echantillon Ré pétition 1 Ré pétition 2 M SD
EB1 3,826 3,623 3,725 0,144 EB1 3,079 3,732 3,406 0,462
EB2 5,591 5,491 5,541 0,071 EB2 5,146 5,462 5,304 0,223
EB3 5,740 5,431 5,586 0,218 EB3 4,568 4,944 4,756 0,266
EB4 5,623 5,732 5,678 0,077 EB4 5,415 5,146 5,281 0,190
EB5 4,540 4,443 4,492 0,069 EB5 5,146 5,255 5,201 0,077 0,709
EB6 5,641 5,641 5,641 0,000 EB6 5,602 5,176 5,389 0,301
EB7 5,641 5,914 5,778 0,193 EB7 5,505 5,362 5,434 0,101
EB8 5,914 5,914 5,914 0,000 EB8 5,763 5,826 5,795 0,045
EB9 6,531 6,531 6,531 0,000 EB9 6,505 6,176 6,341 0,233
EB10 5,203 5,267 5,235 0,045 EB10 5,176 4,342 4,759 0,590
EB11 5,160 5,078 5,119 0,058 EB11 5,114 5,146 5,130 0,023 0,011
EB12 4,944 4,926 4,935 0,013 EB12 4,079 5,176 4,628 0,776
EB13 5,164 5,183 5,174 0,013 EB13 5,380 5,322 5,351 0,041 0,178
EB14 3,305 3,264 3,285 0,029 EB14 3,839 3,505 3,672 0,236 0,388
EB15 2,834 2,825 2,830 0,006 EB15 2,591 3,079 2,835 0,345 0,005
EB16 3,043 3,137 3,090 0,066 EB16 3,763 3,690 3,727 0,052 0,637
EB17 2,645 2,686 2,666 0,029 EB17 3,857 3,785 3,821 0,051 1,156
EB18 3,215 3,141 3,178 0,052 EB18 2,806 1,653 2,230 0,815
EB19 3,388 3,285 3,337 0,073 EB19 4,623 2,799 3,711 1,290 0,375
EB20 2,975 2,898 2,937 0,054 EB20 3,342 3,820 3,581 0,338 0,645
ERSTEP1 3,004 2,943 2,974 0,043 ERSTEP1 2,677 2,591 2,634 0,061
ERSTEP2 2,615 2,699 2,657 0,059 ERSTEP2 2,520 2,158 2,339 0,256
ERSTEP3 2,267 2,519 2,393 0,178 ERSTEP3 2,134 2,401 2,267 0,189
ERSTEP4 3,713 3,666 3,690 0,034 ERSTEP4 3,462 3,354 3,408 0,077
ERSTEP5S 3,456 3,301 3,379 0,110 ERSTEP5 3,037 3,403 3,220 0,259
ERSTEP6 4,265 4,193 4,229 0,051 ERSTEP6 3,907 3,927 3,917 0,014
ERSTEP7 4,551 4,391 4,471 0,114 ERSTEP7 4,427 4,966 4,696 0,381 0,225
ERSTEP8 1,763 2,267 2,015 0,356 ERSTEP8 1,875 1,875 1,875 0,000
ERSTEP9 3,158 2,745 2,952 0,292 ERSTEP9 4,255 3,712 3,984 0,384 1,032
ERSTEP10 3,140 3,305 3,223 0,117 ERSTEP10 3,301 3,279 3,290 0,016 0,067
ERSTEP11 4,114 3,986 4,050 0,091 ERSTEP11 3,342 3,732 3,537 0,276
ERSTEP12 2,730 2,760 2,745 0,022 ERSTEP12 3,041 2,301 2,671 0,524
ERSTEP13 3,167 2,863 3,015 0,215 ERSTEP13 2,949 3,041 2,995 0,065
ERSTEP14 2,267 1,763 2,015 0,356 ERSTEP14 1,954 2,477 2,216 0,370 0,200
ERSTEP15 3,609 3,609 3,609 0,000 ERSTEP15 2,799 3,857 3,328 0,748
ERSTEP16 3,788 3,551 3,670 0,167 ERSTEP16 3,000 3,973 3,487 0,688
ERSTEP17 3,431 3,346 3,389 0,060 ERSTEP17 3,255 3,875 3,565 0,438 0,176
ERSTEP18 2,393 2,699 2,546 0,217 ERSTEP18 2,716 2,708 2,712 0,006 0,166
ERSTEP19 2,255 2,076 2,165 0,127 ERSTEP19 2,633 2,863 2,748 0,163 0,583
ERSTEP20 4,299 4,408 4,354 0,077 ERSTEP20 3,892 2,875 3,384 0,719
ERSTEP21 4,713 4,774 4,744 0,043 ERSTEP21 4,602 4,531 4,567 0,050
q= 41 Mx= 3,877 My= 3,834 M= -0,043
n= 2 MEDx= 3,609 MEDvy= 3,581 MED= -0,140
N=qn= 82 SDbx= 1,227 SDby= 1,134 Biais
MEDwx = 0,066 MEDw y = 0,236
SDwx= 0,133 SDw y= 0,408

rob. SDwx= 0,099 rob. SDw y= 0,350



Choix de la méthode

OLS1 ; x=ré f
R= 3,082
rob. R= 3,553
1,223
1,163
r= 0,925
b= 0,951
a= 0,146 Res. SD= 0,535
S(b)= 0,254 p(t;b=1)= 0,849 t(b)= 0,191
S(a)= 1,031 p(t;a=0 )= 0,888 t(a)= 0,141
Répétabilité Méthode de référence Méthode alternative
! 0,371 1,144
rob. r 0,276 0,980
1,000 1,097
8,000 7,756

M. ré f Alt Est.Y Déviation
3,725 3,079 3,689
5,541 5,146 5,417
5,586 4,568 5,459
5,678 5,415 5,547
4,492 5,146 4,419 0,727
5,641 5,602 5,512 0,090
5,778 5,505 5,642
5,914 5,763 5,772
6,531 6,505 6,359 0,146
5,235 5,176 5,126 0,050
5,119 5,114 5,016 0,098
4,935 4,079 4,841
5,174 5,380 5,067 0,313
3,285 3,839 3,270 0,569
2,830 2,591 2,838
3,090 3,763 3,085 0,678
2,666 3,857 2,681 1,176
3,178 2,806 3,169
3,337 4,623 3,320 1,303
2,937 3,342 2,939 0,403
2,974 2,677 2,975
2,657 2,520 2,673
2,393 2,134 2,422
3,690 3,462 3,656
3,379 3,037 3,360
4,229 3,907 4,169
4,471 4,427 4,399 0,027
2,015 1,875 2,063
2,952 4,255 2,954 1,301
3,223 3,301 3,211 0,090
4,050 3,342 3,999
2,745 3,041 2,757 0,284
3,015 2,949 3,014
2,015 1,954 2,063
3,609 2,799 3,579
3,670 3,000 3,637
3,389 3,255 3,370
2,546 2,716 2,568 0,148
2,165 2,633 2,206 0,428
4,354 3,892 4,287
4,744 4,602 4,659




3,725 3,732 3,689 0,043
Les points représentés 5,541 5,462 5,417 0,045
correspondent aux moyennes g’gsg g’ijg :’gi?
qles repetltlons de chaque 4492 5 255 4419 0836
echantillon 5,641 5,176 5,512
5,778 5,362 5,642
5,914 5,826 5,772 0,054
6,531 6,176 6,359
5,235 4,342 5,126
5,119 5,146 5,016 0,130
. . , 4,935 5,176 4,841 0,335
Exactitude relative - Entérocoques- 7TRXWHYVY FDWpJRULH 5174 5 320 5 067 0255
SURWRFROH JpQpUDO 3,285 3,505 3,270 0,235
2,830 3,079 2,838 0,241
3,090 3,690 3,085 0,605
9 2,666 3,785 2,681 1,104
3,178 1,653 3,169
3,337 2,799 3,320
2,937 3,820 2,939 0,881
8 | 2,974 2,591 2,975
2,657 2,158 2,673
2,393 2,401 2,422
3,690 3,354 3,656
7 | 3,379 3,403 3,360 0,043
4,229 3,927 4,169
4,471 4,966 4,399 0,566
- 2,015 1,875 2,063
IS 6 | 2,952 3,712 2,954 0,758
S 3,223 3,279 3,211 0,067
o 4,050 3,732 3,999
a 2,745 2,301 2,757
% 5 3,015 3,041 3,014 0,027
o 2,015 2,477 2,063 0,414
o 3,609 3,857 3,579 0,279
° 3,670 3,973 3,637 0,336
> 44 3,389 3,875 3,370 0,505
IS 2,546 2,708 2,568 0,140
g 2,165 2,863 2,206 0,658
= 4,354 2,875 4,287
S 3 4,744 4,531 4,659
e)
o
S
‘O
= 2
1 n
0 T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Méthode de référence (log UFC/100 mL)







EVALUATION DE LA LINEARITE
(ECHANTILLONS DOPES A 3 NIVEAUX DE CONCENTRATION)

Eau douce superficielle

Résultats bruts / 100 ml Résultats en LOG Exactitude relative
. . S el Moyenne des
NF EN 7899-1 ™ NF EN 7899-1 ™
Niveaux (j) Répétition (k) XplOrer64 (x) Xplorer64 ™ (y) Différence (d) différences
Environ 5.10* répétion 1 3,0E+01 5,0E+01 1,48 1,70 0,22 011
ufc /100 ml répétion 2 4,5E+01 4,4E+01 1,65 1,64 -0,01 '
Environ 5.10% répétion 1 6,5E+02 5,3E+02 2,82 2,73 -0,09 0.19
ufc / 100 ml répétion 2 7,2E+02 3,7E+02 2,86 2,57 -0,29 '
Environ 5.10° répétion 1 5,7E+03 5,9E+03 3,76 3,77 0,01 0.08
ufc /100 ml répétion 2 5,0E+03 7,1E+03 3,70 3,85 0,15 '

avec i = Yk - Xj

Caractéristiques physico-chimiques de I'eau douce superficielle utilisée (base canoé-kayak du
canal de la Dedle, Lille) :

- conductivité : 1030 uS/cm

- turbidité : 1,4 NFU

- MEST: 1,6 mg/l
Eau de mer
Résultats bruts / 100 ml Résultats en LOG Exactitude relative
. . P ™ ™ i Moyenne des
Niveaux (j) Répétition (k) NF EN 7899-1 XplOrer64 NF EN 7899-1 (x) Xplorer64 ™ (y) Différence (d) différences
Environ 5.10* répétion 1 4,6E+01 3,2E+01 1,66 1,51 -0,16 016
ufc / 100 ml répétion 2 4,6E+01 <1 1,66 '
Environ 5.10° répétion 1 6,6E+02 1,3E+03 2,82 3,10 0,28 028
ufc / 100 ml répétion 2 3,9E+02 7,6E+02 2,59 2,88 0,29 '
Environ 5.10° répétion 1 5,0E+03 3,9E+03 3,70 3,59 -0,11 021
ufc /100 ml répétion 2 6,6E+03 3,3E+03 3,82 3,52 -0,30 '

avec i = Yik - Xjc

Caracteéristiques physico-chimiques de I'eau de mer utilisée (littoral, Gravelines) :
- conductivité : 49000 uS/cm
- turbidité : 0,92 NFU
- MEST: 13,2 mg/l

Remarque
Le nombre de données proposées est conforme au référentiel en vigueur mais cependant insuffisant pour

exploiter les résultats par exemple selon NF EN ISO 16140 « Protocole pour la validation des méthodes
alternatives en microbiologie des aliments » (5 niveaux et 2 répétitions par niveau requis au minimum) ou
encore selon XP T 90-210 « Protocole d’évaluation d’'une méthode alternative d’'analyse physico-chimique
quantitative par rapport a une méthode de référence » (5 niveaux et 5 répétitions par niveau requis au
minimum). C’est pourquoi aucune exploitation statistique n’est proposée pour cette partie, le but de ces essais
sur échantillons dopés étant avant tout d’avoir une apercu descriptif de la relation entre les 2 méthodes.









