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Avant Propos

L'ensemble des renseignements permettant de valider la garantie des analyses
est tenu a la disposition de la Société BIO-RAD.

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

® Fabricant: BIO-RAD
3 boulevard Raymond Poincaré
92430 MARNES LA COQUETTE

® |aboratoire expert : ADRIA Développement
ZA Creac’h Gwen
29196 QUIMPER Cedex

® Méthode a valider : Méthode RAPID’Staph pour le dénombrement
de staphylocoques a coagulase positive

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

® Méthode de référence® : Norme NF EN ISO 6888-1 (octobre 1999) :
méthode horizontale pour le dénombrement de
Staphylococcus a coagulase positive
(Staphylococcus aureus et autres especes) -
Partie 1 : technique utilisant le milieu gélosé de
Baird Parker

® FEtendue de lavalidation: Tous produits d’alimentation humaine et
animale et échantillons de I’environnement

e Organisme de validation :  AFNOR Certification

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

La méthode Rapid’Staph pour le dénombrement des staphylocoques a
coagulase positive a été validée le 04.02.2005 (attestation N°BRD — 07/9 —
02/05). La méthode a été reconduite le 27 janvier 2009.

2 PROTOCOLES

2.1 Protocole et principe de la méthode alternative
2.1.1 Principe de la méthode

La méthode RAPID’Staph est basée sur un dénombrement sur milieu gélosé
RAPID’Staph en 24 h, suivi d'un test de confirmation des colonies
caractéristiques par :

- le test PASTOREX® STAPH-PLUS, test rapide d’agglutination sur lame
permettant la détection simultanée du facteur d’affinité pour le fibrinogéne
de la protéine A et des polysaccharides capsulaires de Staphylococcus
aureus,

ou

- le test de la coagulase par piqgire sur milieu Baird Parker + RPF. Il est
possible de confirmer jusqu’a 12 colonies par boite.

2.1.2 Mode opératoire

Le mode opératoire est présenté ci-apres :

Préparation d’une suspension-mére au 1/10
2

Dilutions décimales en peptone-sel

Suspension-mére au 1/10 : étalement de 1 ml réparti
sur 3 boites de milieu RAPID’ Staph
Dilutions décimales : étalement de 0,1 ml réparti
sur 1 boite de milieu RAPID’Staph
\2
Incubation24 h+2ha37°C+1°C
\’

Dénombrement des colonies caractéristiques (colonies noires avec halo clair et/ou zone opaque)
Retenir les boites renfermant entre 15 et 150 colonies caractéristiques et/ou non caractéristiques
\’

Effectuer le test PASTOREX® STAPH-PLUS ou le test de coagulase
sur milieu Baird Parker + RPF sur 3 colonies caractéristiques par boite retenue

ADRIA Développement 4/37 4 février 2013
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2.2 Méthode de référence*

La méthode de référence utilisée est la méthode NF EN ISO 6888 —

partie 1 :
Préparation d’une suspension-mére au 1/10
\’
Dilutions décimales en peptone-sel
\’
Suspension-mére au 1/10 : étalement de 2 x 1 ml sur 2 x 3 boites de BPA
\’
Dilutions décimales : étalement de 2 x 0,1 ml sur 2 boites de BPA
\’
Incubation24h+2ha37°C+£1°C
\’
Marquage des colonies caracteéristiques
\’
Ré-incubation24h+2ha 37°C+1°C
\’

Dénombrement des colonies caractéristiques supplémentaires et
des colonies non caractéristiques éventuellement présentes
\2
Repiquage de 5 colonies caractéristiques et/ou non caractéristiques
a partir de chaque boite retenue en milieu BHI
\
Incubation24 h+2ha 37°C+1°C
\

Test de la coagulase

* Essai effectué sous le couvert de I'accréditation
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3 PRINCIPAUX RESULTATS OBTENUS LORS DE LA VALIDATION
INITIALE

3.1 Etude comparative des méthodes
3.1.1 Etude de linéarité
0 Matrices utilisées et protocoles de contamination
Les souches utilisées pour la linéarité ont été stressées avant
inoculation dans les matrices afin d’utiliser également ces données
dans I’étude d’exactitude.

Les matrices testées, les souches inoculées ainsi que les stress appliquées
sont données dans le tableau 1.

Tableau 1 - Evaluation du stress appliqué

aux souches de Staphylococcus aureus

Alog
Matrice Stress appliqué (TSYE - Chapman
mannite)

Steak haché S. aureus Ad 160 Tlours a4°c 0,82

+ 6 jours a -20°C

. . 14 jours a4°C
Saucisson pour chien S. aureus Ad 162 en TS + 10 % NaCl 0,66
Lait cru S. aureus Ad 501 14 jours a4°Cen TS! 0,25
Poisson cru congelé S. aureus Ad 154 7joursa-20°C 0,48
Coule d'ceuf S. aureus Ad 159 Tra|terrlent therrmque 0,72
60°C - 2 min

. 4 semaines en TS

Eau de ringage S. aureus AOOMO71 +10 % NaCl 0,41

Q Résultats

Les graphiques bidimensionnels pour chaque catégorie sont donnés figure 1
et les droites de régression figure 2.

'Ts: tryptone-sel
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Figure 1 - Linéarité : graphiques bidimensionnels
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Figure 2 - Linéarité : droites de régression
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o Interprétations statistiques selon la norme EN ISO 16140

Tableau 2 - Récapitulatif de I‘étude de linéarité

Tests statistiques

Matrice S Non | Coeff de
Reégression | o\ o | Valeur | . oo Droite de régression

utilisée critique y corrélation
0

Steak haché 1,87 GMFR 0,010 541 100 0,997 log Alt = 1,117log Réf - 0,344
Lait cru 1,25 GMFR 0,407 541 76 0,998 log Alt = 1,014log Réf — 0,044
Poisson cru
congelé
Coule d’ceuf 0,83 GMFR 26,170 | 541 0,2 0,976 log Alt = 0,969log Réf - 0,185
Saucisson pour
chien

Eau de ringage 3,13 OLS1 0 541 100 0,988 log Alt = 1,062log Réf - 0,229

R

1,25 GMFR 0,000 541 100 0,999 | log Alt=1,060log Réf - 0,225

0,56 GMFR 6,818 541 3 0,998 log Alt = 0,966log Reéf + 0,070

Interprétation statistique :

P>5% : pas significatif 1%<P<5%: significatif
0,1%<P<1%: tres significatif P<0,1% : hyper significatif

Q Conclusion

Les valeurs de P sont supérieures a 5 % pour les matrices suivantes : steak
haché, lait cru, poisson cru congelé et eau de rincage. Le test de non-
linéarité apparait donc non significatif.

Le coefficient de corrélation r de la régression GMFR considérée est égal a
0,99 pour la matrice « saucisson pour chien » ; il est égal & 0,97 pour la
matrice « coule d’ceuf ». Il est reconnu que le test de non-linéarité « lack of
fit » utilisé est non seulement tres sévere, mais perd de sa robustesse
lorsque le coefficient de corrélation r est élevé (> 0,90). Le test de non-
linéarité apparait significatif au risque de 3 % pour la matrice « saucisson
pour chien » et de 0,2 % pour la matrice « coule d’ceuf ».

Il est également probable que I'écart de dénombrement, observé pour le
taux 10 a 50 UFC/g entre les deux répétitions de la méthode de référence, a
egalement influé sur le résultat du test de non-linéarité pour la matrice
« coule d’ceuf ».

La méthode RAPID’Staph montre une linéarité relative satisfaisante vis-
a-vis de la méthode de référence NF EN ISO 6888-1.

ADRIA Développement 9/37 4 février 2013
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3.1.2 Exactitude relative
] Nombre et nature des échantillons

Tableau 3 - Nombre d’échantillons analysés et exploités par catégorie

Nombre d’échantillons

Nombre d’échantillons

Categorie analysés exploités
Produits carnés 22 5
Produits laitiers 11 5
Produits de la mer 6 S
Divers 8 5
Alimentation animale 7 5
Echantillons de I'environnement 7 5

Des inoculations ont été réalisées, les souches utilisées, les stress appliqués
sont donnés tableau 4.

Tableau 4 - Souches utilisées, modes de stress appliqués
et évaluation du stress

Nc

Origine

Stress appliqué

Alog

Echantillon

(TSYE - Chapman mannité)

509 A00 M071 Thon cuit Stockage 7 jours en TS + 10 % 0,36
NaCl

513 3 Lait cru Stockage 7 jours en TS pH 10 + /
dépbt sur boite et séchage

514 Ad 167 Poitrine fumée crue | Stockage 7 jours en TS pH 10 + /
dépbt sur boite et séchage

515 A00 MO71 Thon cuit Stockage 7 jours en TS pH 10 + /
dépbt sur boite et séchage

516 Ad 501 Lait cru 3 semainesen TS 84°C + /
séchage

517 Ad 162 Merguez 3 semaines en TS + 10 % NaCl /
+ séchage

544 Ad 162 Merguez 3 semaines en TS + 10 % NaCl /
+ séchage

545 Ad 157 Peau de poulet TS pH 10 7 jours /
+ séchage

549 A00 M071 Thon cuit TS +10 % NaCl 0,49
2 semaines 84°C

547 3 Lait cru TS +10 % NaCl 0,47
2 semaines 84°C

548 Ad 153 Lapin Traitement thermique 60°C - 2 min >0,71

552 Ad 605 Lait cru Traitement thermique 60°C - 2 min 0,83

553 Ad 163 Corail d'écrevisse | Traitement thermique 60°C - 2 min 0,83

554 3 Lait cru TS +10 % NaCl 0,54
2 semaines 84°C

555 Ad 155 VSM de dinde Traitement thermigue 60°C - 2 min 0,54

ADRIA Développement 10/37 4 février 2013
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Au total, 61 échantillons ont été analysés pour obtenir 30 résultats
exploitables. Ces derniers ont été cumulés aux résultats de I'étude de
linéarité pour aboutir a 60 résultats exploitables.

] Résultats

Les résultats bruts sont donnés en Annexe 1.

Catégorie d’aliments ‘ Domaine de contamination (log)
Produits carnés 0,95 44,81
Produits laitiers 1,00a5,78
Produits de la mer 0,70 a 3,89
Divers 0,70 a 4,11
Alimentation animale 1,00 a4 4,00
Environnement 1,00 a2 5,00

Les graphiques bidimensionnels pour chaque catégorie sont donnés figure 3
et les droites de régression figure 4.

ADRIA Développement 11/37 4 février 2013
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Figure 3 - Exactitude relative : graphiques bidimensionnels
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Produits divers

Alimentation animale

logiMéthode de référenoed
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Figure 4 - Exactitude relative : droites de régression
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0 Interprétation statistiqgues selon la norme 1SO16140

Tableau 5- Récapitulatif de I’exactitude relative

Régression a Coefficient

Catégorie t(a) b t(b) | T critique . Droite de régression

utilisée de corrélation

Produits carnés | 0,78 GMFR -0,222 | 1,232 | 1,044 | 0,605 2,306 56 25 0,980 LogAlt = 1,044logRéf-0,222
Produits laitiers 0,84 GMFR 0,028 | 0,262 | 0,962 | 1,22 2,306 26 80 0,996 LogAlt = 0,962logRéf+0,028
Produits de i
la mer 1,55 GMFR 0,042 | 0,455 | 0,975 | 0,643 2,306 54 66 0,993 LogAlt = 0,975logRéf+0,042
Divers 2,86 OLs1 -0442 | 1618 | 1,056 | 0,585 2,306 57 14 0,965 LogAlt = 1,056logRéf-0,442
Alimentation i
animale 0,71 GMFR -0,34 | 0,560 | 1,090 | 0,386 2,306 71 59 0,818 LogAlt = 1,090logRéf-0,340
Echantillons de i
o 2,47 OLs1 -0412 | 2,093 | 1,081 | 1,227 2,306 25 7 0,984 LogAlt = 1,081logRéf-0,412
I'environnement
Tous produits 1,18 GMFR -0,214 | 2,328 | 1,030 | 0,900 2,001 37 2 0,967 LogAlt = 1,030logRéf-0,214

Tableau 6 - Calcul du biais et de la limite de répétabilité

Catégorie Biais D ’ Répétabilité . ’ Répétabi’Iit’é
méthode alternative = méthode de référence
Produits carnés -0,073 0,264 0,338
Produits laitiers -0,070 0,235 0,279
Produits de la mer - 0,023 0,250 0,161
Divers -0,215 0,294 0,102
Alimentation animale 0,022 0,176 0,250
Echantillons de I'environnement -0,103 0,690 0,279
Tous produits - 0,050 0,294 0,264
ADRIA Développement 15/37 4 février 2013
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m] Conclusion

La pente n‘apparait pas différente de 1 pour toutes les catégories, qu’elles
soient testées individuellement ou confondues.

L’'ordonnée a lorigine n’apparait pas différente de 0 pour toutes les
catégories testées individuellement. Elle n’apparait pas significativement
différente de 0 au risque de 2 % pour tous les produits confondus.

Les biais entre les deux méthodes sont faibles et varient entre - 0,215 et
0,022 log UFC/g. Les limites de répétabilité des deux méthodes sont
similaires, excepté pour les échantillons de I'environnement pour lesquels
une valeur plus élevée est observée pour la méthode alternative.

La méthode RAPID’Staph présente une exactitude relative satisfaisante
vis-a-vis de la méthode de référence NF EN ISO 6888-1.

3.1.3 Limite de détection (LOD) et limite de quantification (LOQ)
o Protocole
La limite de détection a été réalisée a l'aide d’'une culture de la souche
Staphylococcus aureus 3.
Trois niveaux d’inoculation ont été testés, a raison de six réplicats par
niveau. Les dénombrements des suspensions ont été effectués en inoculant
30 fois 1 ml de chaque suspension en milieu PCA.
Six mesures indépendantes de diluant peptone-sel ont également été
réalisées afin de déterminer le bruit de fond.
o Résultats
Les données sont intrinseques a la méthode. Les interprétations sont
données dans les tableaux suivants :
ADRIA Développement 16/37 4 février 2013
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Tableau 7 - Récapitulatif

Niveau ] Nombre d'échantillons "positifs" Ecarst;type (mé dli?::izs d)t(aos Xoi)
0 0/6 / /
1 4/6 1,862 1,5
5 6/6 4,561 11
10 6/6 6,928 26
Tableau 8
LC 1,65 So + Xo 4,6
LOD 3,3 So + Xo 7.6
LOQ 10 So + Xo 20.1

3.1.4 Sensibilité relative

Les données sont intrinseques a la méthode. Elles sont obtenues a partir
des résultats obtenus dans I'étude de linéarité.

Les profils de précision obtenus pour les différentes matrices sont présentés
figure 5.

Figure 5 - Profils de précision obtenus pour les différentes matrices
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3.1.5 Spécificité — Sélectivité
] Protocole

30 souches cibles (& coagulase positive) et 20 souches non cibles (a
coagulase négative) ont été testées en double par la méthode alternative et
la méthode de référence.

] Résultats

Les résultats bruts sont donnés en Annexe 2.

Toutes les souches négatives testées (a coagulase négative) ont soit donné
une absence de croissance sur le milieu RAPID’Staph, soit des colonies non
caractéristiqgues avec un test latex négatif (PASTOREX® STAPH-PLUS) et
une coagulase négative sur BP + RPF.

Lors de la réalisation de la méthode alternative, les souches Staphylococcus
aureus Ad 421 et Staphylococcus intermedius CIP 81.60 ont montré de
petites colonies difficilement dénombrables. Seule la souche appartenant a
'espéce S. intermedius n’a pas montré de test de confirmation positif par les
méthodes PASTOREX® STAPH-PLUS et BP + RPF lors de la réalisation de
la méthode alternative. Il est a noter que les souches Staphylococcus aureus
Ad 421 et Staphylococcus intermedius CIP 81.60 ne montrent également
gu’une légeére auréole lors de la réalisation de la méthode de référence.

Le test de la coagulase de la méthode de référence montre une légere
réaction pour 10 souches de S. aureus sur les 30 souches testées. Par
contre, dans le cas de la méthode alternative, seules 4 lectures de
coagulase sur BP + RPF, et une réaction du test PASTOREX® STAPH-
PLUS s’avérent faibles; il s’agit dans tous les cas de souches présentant une
réaction similaire par la méthode de référence. Ainsi, dans la plupart des
cas, les tests de confirmation proposés par la méthode alternative montrent
de nettes réactions, facilitant I'étape de lecture.

Q Conclusion

La spécificité de la méthode RAPID’Staph est satisfaisante.
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3.3

Praticabilité

Tableau 9 - Temps réel de manipulation et flexibilité

BIO-RAD

par rapport au nombre d’échantillons a analyser (en minutes)

Méthode NF EN ISO 6888-1 Méthode RAPID’Staph

1 échantillon | 20 échantillons | 1 échantillon | 20 échantillons
Prélévement 4 45 4 45
Ajout diluant 2 15 2 15
Broyage
Dilutions 2,5 71 1,25 35
Ensemencement
Lecture RAPID'Staph 1,25 60
Lecture BP Agar 24 h 2,0 25
Test PASTOREX® STAPH-PLUS 38
Test coagulase sur BP + RPF 38
Lecture coagulase BP + RPF 0,5 5
Lecture Agar 48 h 2 25
Repiquage en BHI 10 187
Test coagulase 13 244
Lecture coagulase 2 37
Total 375 649 19 236
Total/échantillon 375 32,5 19 11,8

Etude interlaboratoire

3.3.1 Préparation

L’étude a été menée sur du lait pasteurisé demi écrémé. Douze laboratoires

ont participé a I'étude.

3.3.2 Analyses

Les laboratoires collaborateurs et le laboratoire expert ont effectué les

analyses a la fois par la méthode alternative et la méthode de référence.
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3.3.3 Résultats

Tableau 10 — Résultats obtenus par le laboratoire expert (en UFC/Q)

0 Résultats obtenus par le laboratoire expert

BIO-RAD

Niveau 0 Niveau 1 Niveau 2 Niveau 3
Réplicat ‘ Méthode de | Méthode | Méthode de | Méthode | Méthode de | Méthode | Méthode de | Méthode
référence |RAPID’Staph| référence |RAPID'Staph| référence [RAPID'Staph| référence |RAPID’Staph
1 <10 <10 35 40 480 560 5200 4800
2 <10 <10 15 60 500 460 7200 5600

0 Résultats obtenus par les laboratoires collaborateurs

Tableau 11 - Synthése des résultats obtenus
par la méthode RAPID’Staph et la méthode ISO 6888-1
(en UFC/ml)

Niveau 0

Niveau 1

Niveau 2

Niveau 3

[ELLIEIGEE] Méthode de | Méthode | Méthode de | Méthode | Méthode de | Méthode | Méthode de | Méthode

référence |RAPID'Staph| référence |RAPID'Staph| référence |RAPID'Staph| référence |RAPID'Staph

A <10 | <10 | <10 | <10 | 40 | 40 | 70 | 30 | 510 | 440 | 460 | 410 | 4900 | 5100 | 4500 | 4100

B <10 | <10 | <10 | <10 [ 55 | 60 | 60 | <10 | 500 | 560 | 320 | 440 |[4500 | 5400 | 4800 | 4500

C <10 | <10 | <10 | <10 | 30 | 40 | 20 | 50 | 450 | 480 | 360 | 300 | 3000 | 5000 | 4500 | 4000

D <10 | <10 | <10 | <10 [ 40 | 35 | 60 | 90 | 760 | 530 | 530 | 690 8400 | 8200 | 8000 | 6900

E <10 | <10 | <10 | <10 | 25 | 20 | 70 | 20 | 450 | 330 | 480 | 460 | 4800 | 7500 | 5500 | 7800

F <10 | <10 | <10 | <10 [ 40 | 30 | 160 | 90 | 540 | 450 | 1000 | 770 |[4800 | 5100 |15000| 8100

G <10 | <10 | <10 | <10 | 55 | 35 | 40 | 30 | 480 | 380 | 200 | 300 | 4300 | 4000 | 3300 | 2400

H <10 | <10 | <10 | <10 [ 40 | 40 | 50 | 40 | 460 | 340 | 330 | 510 [ 5300 | 5400 | 3500 | 4200

I <10 | <10 | <10 | <10 | 10 | 25 | 10 | 70 | 490 | 420 | 390 | 370 | 4100 | 3600 | 3700 | 4400

J <10 | <10 | <10 | <10 [ 35 | 65 | 20 | 10 | 470 | 540 | 120 | 3300 [ 4900 | 5600 | 7300 | 5200

L 50 | <10 | <10 [ <10 | 10 | 30 | 20 | 50 | 310 | 460 | 380 | 450 | 4500 | 4500 | 4800 | 3200

N <10 | <10 | <10 | <10 [ 35 | 35 | 50 | 60 | 400 | 510 | 520 | 390 |[4600 | 3700 | 2400 | 4500
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3.3.4 Calculs et interprétation statistique

Les calculs ont été réalisés selon 'lamendement 1 de la norme
EN ISO 16140 (15 ao(t 2011).

v" DEFINITIONS

U Exactitude : « Etroitesse de l'accord entre un résultat d’essai et la
valeur de référence acceptée ».

L Fidélité : « Etroitesse de l'accord entre les résultats d’essais
indépendants obtenus dans des conditions de répétabilité et de
reproductibilité stipulées ».

L Répétabilité : « Etroitesse d’accord entre des résultats successifs et
indépendants obtenus avec la méme méthode en utilisant un matériau
d'essai identique, dans des conditions identiques (appareillage,
opérateur, laboratoires et intervalles de temps courts, c’est-a-dire des
conditions de répétabilité) ».

L Limitée de répétabilité (r) : « Valeur inférieure ou égale a laquelle la
différence absolue entre deux résultats d'essai obtenus dans des
conditions de répétabilité est attendue avec une probabilité de 95 % ».

% Reproductibilité : « Etroitesse d’accord entre des résultats d’essai
individuels effectués sur un matériau d’essai identique en utilisant la
méme méthode et obtenus par des opérateurs de différents
laboratoires utilisant un équipement différent (c’est-a-dire dans des
conditions de reproductibilité) ».

% Limite de reproductibilité (R) : « Valeur inférieure ou égale a laquelle
la différence absolue entre deux résultats d’essai obtenus dans des
conditions de reproductibilité est attendue avec une probabilité de
95 % ».
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v' CONTROLE DE LA COHERENCE DES RESULTATS DE MESURAGE

Des graphiques de cohérence ont été appliqués pour identifier les résultats
incohérents par rapport a 'ensemble des résultats : il s’agit des statistiques
robustes h (cohérence interlaboratoire) et k (cohérence intralaboratoire) de
Mandel.

Les graphiques obtenus pour la méthode de référence et la méthode
alternative sont donnés en Annexe 3.

Le nombre de valeurs situées au-dessus des seuils pour h et K est donné
dans le tableau ci-apres :

Valeurs de Mandel Nombre de valeurs observées au-dessus du seuil

Méthode de référence Méthode alternative
h>1% 1 0
h>5% 3 2
k>1% 4 1
k>5% 2 1

L’ensemble des résultats a été conservé pour I'interprétation statistique.

v’ BIAIS

Afin d’estimer le biais de la méthode alternative par rapport a la méthode de
référence pour chaque niveau, Dij et t sont calculés selon les équations suivantes :

Dij =Y ij, Alt Y ij, Ref

o Imedian i (Dij)|
71 (2 p) ¢ Diff

Si la valeur de t est supérieure a 2, la méthode alternative est significativement

biaisée par rapport a la méthode de référence.
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Tableau 12 - Valeurs de t(d) obtenues par niveau

Niveau Biais D t(d) Conclusion
1(n=11) 0,194 2,65 Biais significatif
2(n=12) - 0,011 -0,23 Biais non significatif
3(n=12) -0,037 -0,87 Biais non significatif

La valeur t(d) est supérieure a 2 pour le niveau 1, la méthode alternative est
significativement biaisée par rapport a la méthode de référence. Le biais est
cependant inférieur a 0,2 log entre les deux méthodes, ce qui reste
satisfaisant.

v' COMPARAISON DES CARACTERISTIQUES DE JUSTESSE ET DE FIDELITE DE LA
METHODE DE REFERENCE ET DE LA METHODE ALTERNATIVE

Les calculs statistiques sont donnés en Annexe 4. Un bilan des valeurs
observées est donné dans le tableau 13.

Tableau 13

Méthode de référence Méthode alternative

Niveau
Médiane Ec,art,-typg Qe Ecart-typg .d.e' Médiane Ec’art,-typg (,je Ecart-typg .d_e,
répétabilité | reproductibilité répétabilitt | reproductibilité
1 1,5441 0,1061 0,1208 1,5731 0,2359 0,2750
2 2,6620 0,0558 0,0982 2,6271 0,0870 0,1390
3 3,6936 0,0429 0,0828 3,6303 0,1037 0,1590

v' COMPARAISON DES ECARTS-TYPES DE REPETABILITE

Si le rapport des écarts-types de répétabilité de la méthode alternative et de la
méthode de référence est supérieur a 2, la fidélité dans les conditions de
répétabilité de la méthode alternative est considérée inférieure a celle de la
méthode de référence. Si ce rapport est inférieur a 0,5, la fidélité de la méthode
alternative est considérée comme supérieure a celle de la méthode de référence.

Les valeurs de ces rapports sont données dans le tableau 14.
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Tableau 14 — Rapport des écarts-types de répétabilité

Niveau de Méthode de référence Méthode alternative Ratio
contamination Sr Réf. r Réf. Sr Alt. r Alt. Sr Alt. / Sr Réf.

1 0,1061 0,297 0,2359 0,660 2,224

2 0,0558 0,156 0,0870 0,244 1,558

3 0,0429 0,120 0,1037 0,290 2,415

La fidélité dans les conditions de répétabilité de la méthode alternative est
inférieure a celle de la méthode de référence pour les niveaux 1 et 3. Il est a
noter que le dénombrement par la méthode de référence a été realisé sur
deux boites par dilution, alors que la méthode alternative a été réalisée sur
une seule boite par dilution, ce qui peut expliquer ce résultat.

v' Comparaison des écarts-types de reproductibilité

Si le rapport des écarts-types de reproductibilité de la méthode alternative et de la
méthode de référence est supérieur a 2, la fidélité dans les conditions de
reproductibilité de la méthode alternative est considérée inférieure a celle de la
méthode de référence. Si ce rapport est inférieur a 0,5, la fidélité de la méthode
alternative est considérée comme supérieure a celle de la méthode de référence.

Les valeurs de ces rapports sont données dans le tableau 15.

Tableau 15 — Rapport des écarts-types de reproductibilité

Niveau de Méthode de référence Méthode alternative Ratio
contamination Sr Réf. R Réf. Sr Alt. R Alt. Sr Alt/Sr Réf.

1 0,1208 0,338 0,2750 0,770 2,277

2 0,0982 0,275 0,1390 0,389 1,416

3 0,0828 0,232 0,1590 0,445 1,919

La fidélité dans les conditions de reproductibilité de la méthode alternative
est inférieure a celle de la méthode de référence pour le niveau 1 qui
nécessite la réalisation d’estimation de petits nombres. Pour les niveaux 2

et 3, la fidélité est comparable a celle de la méthode de référence.
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34 Conclusion

Les conclusions de I'étude comparative des méthodes sont les
suivantes :

O

La méthode RAPID’Staph montre une linéarité, une exactitude
relative et une sensibilité relative satisfaisantes. La méthode
RAPID’Staph est spécifique et sélective.

L’intérét majeur de la méthode RAPID’Staph réside dans le gain
de temps a la réalisation des manipulations, dans le délai
d’obtention des résultats, dans l'interprétation aisée des tests
de confirmation proposés.

Les conclusions de I'étude interlaboratoire sont les suivantes :

)

Le biais entre les deux méthodes est faible, il varie entre — 0,037
et 0,194 log UFC/g ; il est significatif pour le niveau 1.

La fidélité dans les conditions de répétabilité de la méthode
alternative est inférieure a celle de la méthode de référence pour
les niveaux 1 et 3 ; elle est comparable pour le niveau 2.

La fidélité dans les conditions de reproductibilité de la méthode
alternative est inférieure a celle de la méthode de référence pour
le niveau 1; elle est comparable pour les niveaux 2 et 3.
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4 ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

Une recherche bibliographique a été réalisée dans les banques de données
internationales : FSTA?, Biosis®, Medline* et Foodline®

Un seul article paru dans Food Science and Technology 2010 est mentionné
dans la bibliographie : « Performance comparison of 5 selective media used
to detect Staphylococcus aureus in foods » (Kim H.J., Oh S.W.): cing
milieux ont été testés pour le dénombrement de Staphylococcus aureus
dans des aliments : Mannitol Salt Agar (MSA), Baird-Parker Agar, Vogel
Johnson Agar, RAPID’'Staph et ChromAgar Stap. aureus. Quatre des
milieux testés montrent une sensibilité et une spécificité de 100 %. Seul le
milieu MSA montre une sensibilité de 96,5 % et une spécificité de 66,6 %.

S AUTRES VALIDATIONS OBTENUES

La méthode RAPID’'Staph a été validée selon le protocole AOAC
(Performance Tested Method).

Quatre matrices ont été étudiées :

lait entier pasteurisé,
creme patissiere,
jambon cuit,
saumon fume.

Les performances de la méthode RAPID’Staph ont été comparées a celles
de la méthode AOAC 975.55. Les résultats paraissent concordants.

Les tests d’inclusivité et d’exclusivité étaient 100 % satisfaisants.
Aucune discordance n’a été observée entre les résultats obtenus avec la

méthode RAPID’Staph prét a 'emploi ou le milieu déshydraté. Ces résultats
ont été publiés dans J. AOAC Int. 2007, 90 (2) :414-26.

2|FIS, http://library.dialog.com/bluesheets/html/bl0051.html

3 Biosis, une filiale de Thomson Scientific, http://library.dialog.com/bluesheets/htmi/bl0005.html
4 U.S. National Library of Medecine, http://library.dialog.com/bluesheets/htmi/bl0154.html

5 Leatherhead Food Research Center, http://library.dialog.com/bluesheets/htmi/bl0053.html
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Annexe 1 - Exactitude relative : résultats bruts

0 68881 ° | Méthode alternative RAPID'Staph |
Catégorie Produit ufclg log ufc/g log ufclg log ufclg ufc/g ufc/g log ufc/g log ufc/g log ufc/g
) répétition 1 | répétition 2 | répétition 1 | répétition2 | Moyenne | répétition 1 répétition 2 | répétition 1 | répétition 2 Moyenne
295 Blanc de dinde e 32 e 36 1,91 1,56 1,53 30 30 1,48 1,48 1,48
296 Médaillon de veau haché <100 <100 <2,00 <2,00 <2,00 <10 <10 <1,00 <1,00 <1,00
300 Foie <1000 3600 <3,00 3,56 <3,28 30 50 1,48 1,70 1,59
301 Rognon <1000 <1000 <3,00 <3,00 <3,00 100 <100 2,00 <2,00 <2,00
302 Chair a saucisse 500 <1000 2,70 <3,00 <2,85 <10 <10 <1,00 <1,00 <1,00
303 Coppa e 65000 e 50000 4,81 4,70 4,76 43000 41000 4,63 4,61 4,62
304 Cuisses de poulet e 27 e9 1,43 0,95 1,19 50 10 1,70 1,00 1,35
305 Escalope de dinde <10 <10 <1,00 <1,00 <1,00 <10 <10 <1,00 <1,00 <1,00
8 306 Lapin entier <100 <100 <2,00 <2,00 <2,00 <10 20 <1,00 1,30 <1,15
c 307 Magret de canard ininterprétable | ininterprétable | ininterprétable | ininterprétable | ininterprétable <100 <100 <2,00 <2,00 <2,00
3 308 Pied de porc ininterprétable | ininterprétable | ininterprétable | ininterprétable | ininterprétable <100 <100 <2,00 <2,00 <2,00
-‘E 309 Jambon de Bayonne 70 <10 1,85 <1,00 <0,93 80 40 1,90 1,60 1,75
g 310 Saucisses 30 10 1,48 1,00 1,24 10 20 1,00 1,30 1,15
o 311 Steak haché de veau 10 <10 1,00 <1,00 <1,00 <10 <10 <1,00 <1,00 <1,00
312 Involtini <10 <10 <1 <1,00 <1,00 <10 <10 <1 <1 <1
313 Masques de porc ininterprétable | ininterprétable | ininterprétable | ininterprétable | ininterprétable 10 30 1,00 1,48 1,24
314 Cuisses de Iapin ininterprétable ininterprétable | ininterprétable | ininterprétable | ininterprétable | ininterprétable ininterprétable ininterprétable ininterprétable Ininterprétable
315 | Gigolette de lapin 630 300 2,83 2,48 2,65 <10 <10 <1,00 <1,00 <1,00
320 Chipolatas ininterprétable ininterprétable | ininterprétable | ininterprétable | ininterprétable <10 <10 <1 <1 <1
323 Jambon sec <10 <10 <1 <1 <1 <10 <10 <1 <1 <1
510 Saucisse séche illisible illisible illisible illisible illisible illisible illisible illisible illisible illisible
511 | Farce de veau e 20 150 130 2,18 174 10 10 1,00 1,00 1,00
486 Haché frais pour animaux 160 190 2,20 2,28 2,24 290 360 2,46 2,56 2,51
s 487 Saucisson pour chien e 35 e 35 1,54 1,54 1,54 50 30 1,70 1,48 1,59
52 488 Bouchées pour chien e 25 e 55 1,40 1,74 1,57 50 80 1,70 1,90 1,80
§ £ 512 Déchets pour animaux <100 <100 <2 <2 <2 <10 <10 <1 <1 <1
£ S 550 Aliment du bétail e 35 e 35 1,54 1,54 1,54 <10 <10 <1,00 <1,00 <1,00
< 551 Aliment du bétail 270 900 2,43 2,95 2,69 10 10 1,00 1,00 1,00
557 Viande hachée pour animaux 5000 4500 3,70 3,65 3,68 4900 5700 3,69 3,76 3,72
e : estimation de petits nombres
* Essai effectué sous le couvert de I'accréditation
ADRIA Développement 27137 4 février 2013

(Synthése RAPID’'STAPH — Version 0)



BIO-RAD

o Méthode de référence ISO 6888-1 * Méthode alternative RAPID'Staph
Catégorie Ech Produit ufc/g ufc/g log ufc/g log ufc/g | log ufclg ufc/g ufc/g log ufc/g log ufc/g log ufc/g
’ répétition 1 | répétition 2 | répétition1 | répétition2 | Moyenne | répétition 1 répétition 2 | répétition 1 répétition 2 Moyenne
297 Saint Nectaire 3000 5100 3,48 3,7 3,59 <100 200 <1,00 2,30 <1,63
298 Saint Nectaire fermier 600000 540000 578 573 5,76 340000 490000 5,53 5,69 5,61
299 Comté 12000 37000 4,08 4,57 4,32 9100 8100 3,96 3,91 3,93
316 Maroille ininterprétable ininterprétable ininterprétable ininterprétable ininterprétable ininterprétable ininterprétable ininterprétable ininterprétable Ininterprétable
_-2 (4 317 Crottin de Chavignol ininterprétable ininterprétable ininterprétable ininterprétable | ininterprétable | ininterprétable ininterprétable ininterprétable ininterprétable Ininterprétable
'§ ..% 318 Lait cru 500 2000 2,70 3,30 3,00 100 10007 2,00 3? 2,50
a = 319 Créme crue <1000 <1000 <3 <3 <3 140 70 2,15 1,85 2,00
321 Lait cru 1500 5000 3,18 3,70 3,44 2800 1400 3,45 3,15 3,30
322 Créme crue 4800 6800 3,68 3,83 3,76 4200 4200 3,62 3,62 3,62
398 Lait cru 170 220 2,23 2,34 2,29 100 160 2,00 2,20 2,10
RA800651 | Poudre de lait 3100 3300 3,49 3,52 3,50 2900 3300 3,46 3,52 3,49
© 467 Filet de St Pierre e15 e15 1,18 1,18 1,18 10 20 1,00 1,30 1,15
é 468 Filet de sole e25 eb 1,40 0,70 1,05 10 10 1,00 1,00 1,00
e 469 Aile de raie eb eb 0,70 0,70 0,70 10 10 1,00 1,00 1,00
'_g E 470 Thon cuit <10 15 <1 1,18 <1,59 <10 10 <1 1,00 <1
g 509 Saumon fumé e 90 e 50 1,95 1,70 1,83 100 50 2,00 1,70 1,85
549 Filet de colin pané surgelé 1900 1900 3,28 3,28 3,28 2000 1700 3,30 3,23 3,27
546 Sandwich poulet crudités <10 <10 <1,00 <1,00 <1,00 <10 <10 <1,00 <1,00 <1,00
547 Coule d'ceuf pasteurisée e 140 e 80 2,15 1,90 2,02 <10 <10 <1,00 <1,00 <1,00
" 548 CEuf en gelée 120 120 2,08 2,08 2,08 40 10 1,60 1,00 1,30
5 552 Forét noire 7400 6200 3,87 3,79 3,83 5300 4000 3,72 3,60 3,66
= 553 Gratin de courgettes 13000 12000 4,11 4,08 4,10 11000 11000 4,04 4,04 4,04
554 Coule d'ceuf pasteurisée e 60 e55 1,78 1,74 1,76 <10 <10 <1,00 <1,00 <1,00
555 Sandwich poulet 2000 2200 3,30 3,34 3,32 1900 1900 3,28 3,28 3,28
556 Eclair au café 860 910 2,93 2,96 2,95 240 190 2,38 2,28 2,33
513 Table atelier poisson e 120 e 45 2,08 1,65 1,87 <10 <10 <1 <1 <1
85 514 Marbre atelier patisserie 400 410 2,60 2,61 2,61 <10 <10 <1 <1 <1
2E 515 Boude d'égout atelier e70 e45 1,85 1,65 1,75 20 10 1,30 1,00 1,15
§ £ 516 Sol atelier salaison 110 70 2,04 1,85 1,94 30 10 1,48 1,00 1,24
§ g 517 Eau de ringage e40 e 60 1,60 1,78 1,69 50 30 1,70 1,48 1,59
E S 544 Prélévement de surface 100000 79000 5,00 4,90 4,95 91000 84000 4,96 4,92 4,94
- 545 Eau de ringage 75000 61000 4,88 4,79 483 53000 56000 4,72 4,75 4,74
e : estimation de petits nombres
* Essai effectué sous le couvert de I'accréditation
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Annexe 2 — Inclusivité et exclusivité : résultats

SOUCHES POSITIVES

BIO-RAD

PCA Méthode de référence NF EN ISO 6888-1 Méthode RAPID'Staph
N*souche Souche Origine ufc/boite|  Aspect colonies Coagulase _ |Résultat Aspect colonies ufc/boite PASTOREX® Coagulase Résultat
(Plasma de lapin)| final STAPH-PLUS final
1 Staphylococcus  |Lait cru 70 [NC(Tres légére auréole) + + C 93 + + +
aureus 3 NC + + trés légére auréole 80 + + +
2 Staphylococcus  |Munster 62 C + + C 108 + + +
aureus 242 C + + C 160 + + +
3 Staphylococcus  |Lait cru 76 C + + C 113 + + +
aureus 501 C + + C 116 + + +
4 Staphylococcus |Thon cuit 55 C + + C 107 + + +
aureus AOOMO71 C + + C 95 + + +
5 Staphylococcus |Blanc de dinde 144 C +(molle) + C (petites) 168 +(trés faible) [+(tres faible)| +
aureus Ad 422 C +(molle) + C (petites) 143 +(trés faible) [+(tres faible)] +
6 Staphylococcus  |Lapin 57 C + + C 107 + + +
aureus Ad152 C + + C 92 + + +
7 Staphylococcus  |Lapin 92 C +(trés faible) + C 107 + + +
aureus Ad153 C +(trés faible) + C 107 + + +
8 Staphylococcus  |Filet de colin 49 C + + C 88 + + +
aureus Ad154 C + + C 118 + + +
9 Staphylococcus . 115 C +(molle) + C 165 + + +
aureus Ad155 VSM de dinde C +(molle) + C 153 + + +
10  |Staphylococcus Escalope de poulet 135 C + + C 114 + + +
aureus Ad159 C + + C 108 + + +
1 Staphylococcus  |Merguez 51 C + + C 117 + + +
aureus Ad161 C + + C 112 + + +
12 |Staphylococcus Corail d'écrevisse 90 C + + C 132 + + +
aureus Ad163 C + + C 140 + + +
13 |Staphylococcus Viande de sanglier 73 C + + C 105 + + +
aureus Ad164 C + + C 97 + + +
14 |Staphylococcus Cuisse de poulet 131 C + + C 98 + + +
aureus Ad166 C + + C 128 + + +
15  |Staphylococcus Poitrine fumée crue 77 C (légére auréole) + + NC 100 + + +
aureus Ad167 C(légére auréole) + + NC 61 + + +
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BIO-RAD

SOUCHES POSITIVES

PCA Méthode de référence NF EN ISO 6888-1 Méthode RAPID'Staph
o - ufc/boite Coagulase Coagulase
N° souche|Souche Origine Aspect colonies (Plasma de  |Résultat Aspect colonies | ufc/boite g?:ggﬁﬁ% (BP+RPF) Résultat
lapin) final final
16  |Staphylococcus Viande de volaille 85 C +( faible) + C 120 + + +
aureus Ad168 hachée C +( faible) + C 141 + + +
17 |Staphylococcus milieu clinique 112 C + + C 104 + + +
aureus ATCC 25923 C + + C 115 + + +
18  |Staphylococcus Margarine 83 C + + C 96 + + +
aureus ATCC 51740 C + + C 133 + + +
19  |Staphylococcus Tarte a la créme 132 C + + C 130 + + +
aureus ATCC 8095 C + + C 126 + + +
20  [Staphylococcus Lait cru 116 C + + C 107 + + +
aureus 605 C + + C 117 + + +
21 Staphylococcus Merguez 93 C +(molle) + C 110 + + +
aureus Ad162 C +(molle) + C 119 + + +
22  |Staphylococcus 127 C +(molle) + C 131 + + +
aureus Ad157 Peau de poulet c +{molle) + c 103 + + +
23 [Staphylococcus . 95 C +(molle) + C 98 + + +
aureus Ad158 Cuisse de poulet c +(molle) + c 119 + + +
24 |Staphylococcus . 100 C + + C 122 + + +
aureus Ad160 Steak haché c + + c 109 + + +
25  [Staphylococcus 82 C + + C 114 + +(faible) +
aureus 156 C + + C 110 + +(faible) +
29  [Staphylococcus Poisson 98 C +(molle) + C 94 + +(faible) +
aureus AOOMO074 C +(molle) + C 114 + +(faible) +
30  [Staphylococcus Poisson 110 C +(molle) + C 120 + +(faible) +
aureus AOOMO77 C +(molle) + C 109 + +(faible) +
31 |Staphylococcus aureus 132 C (Iégére auréole) +(molle) + NC(petites) / + +
Ad 421 C (1égére auréole) +(molle) + NC(petites) / + +
32  |[Staphylococcus aureus  |Charcuterie fumée | 86 C (légére auréole) + + NC (noires) 77 + +
Ad 165 crue C (légére auréole) + + NC (noires) 80 + +
33 ittzm)ggﬁ?sccus Pigeon 161 C (I{eg?re auréole) + ¥ NC (m@croscop@ques) / - -
CIP 8160 C (légére auréole) N ‘ NC (microscopiques) / i i
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SOUCHES NEGATIVES

PCA Méthode de référence NF EN I1SO 6888-1 Méthode RAPID’ Staph
N° souche Souche Origine ufc/boite Aspect colonies Coagulase  |Résultat Aspect colonies | ufc/boite PASTOREX® | Coagulase |Résultat
(Plasma de lapin)| final STAPH-PLUS | (BP+RPF) | final
1 Candida albicans Humaine 277 / / - / 0 / /
IP4872 / / - / 0 / /
2 E.coli 1 Saucisse de 71 / / - / 0 / /
Toulouse / / - / 0 / /
3 E.coli 15 Lait cru 139 / / - / 0 / /
/ / - / 0 / /
4 Kluyveromyces lactis Salade 99(0OGA 48H) / / - / 0 / /
/ / - / 0 / /
5 Kluyverumyces marxianus ~ [Lait cru 150(0GA 48H) / / - / 0 / /
CLIB 720 / / - / 0 / /
6 Carnobacterium 52 / / - / 0 / /
503 M10 / / - / 0 / /
7 Micrococcus luteus air 364(BHIA 48H) / / - / 0 / /
ATCC10240 / / - / 0 / /
8 Kocuria rosea 157(BHIA 48H) / / - / 0 / /
CIP71.15 / / - / 0 / /
9 Pichia membranefaciens Biére 136( OGA 48H) / / - / 0 / /
342 / / - / 0 / /
10 Rhodococcus equi 120 / / - / 0 / /
ATCC 4349 / / - / 0 / /
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SOUCHES NEGATIVES

PCA Méthode de référence NF EN I1SO 6888-1 Méthode RAPID’ Staph
so':che Souche Origine vbate Aspect colonies (Cli’cl):s?musz Ré§ ultat Aspect colonies ufc/boite PASTOREX® coagulase R?isr:::llltat
lapin) final STAPH-PLUS| (BP+RPF)

11 [Staphylococcus carnosus Ferment 64 NC(petites, noires) - / 0 / /
NC(petites, noires) - / 0 / /
12 |Staphylococcus carnosus Ferment 32 NC(petites, noires) - / 0 / /
NC(petites, noires) - / 0 / /
13 |Macrococcus caseolyticus  |Lait 25 (48h)  |NC(petites, noires) - / 0 / /
CIP 100755 NC(petites, noires) - / 0 / /
14 |Staphylococcus cohnii conhii Eg:ll;tde 166 NC( noires) - NC petites grises 0 - -
Ad 156 NC(noires) - NC petites grises 4 - -
15  |Staphylococcus steak haché 83 NC / / 0 / /
epidermidis Ad150 NC / / 0 / /
16  [Staphylococcus equorum Peau de 44(48H) NC(grises) - NC beiges microscopiques  |microcolonies - -
CIP 103502 cheval NC(grises) - NC beiges microscopiques  |microcolonies - -
17 |Staphylococcus hyicus Porc 99 NC - NC petites grises 161 - -
CIP 81.58 NC - NC petites grises 161 - -
18  |Listeria ivanovii 36 NC - NC 11 -
CIP 108466 NC - NC 11 -
19  [Staphylococcus saprophyticus |Urine 29 / / / 0 / /
ATCC 15305 / / / 0 / /
20  |Staphylococcus xylosus Steak haché 36(48H) / / / 0 / /
AD 151 / / / 0 / /
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Annexe 3 — Graphiques de Mandel

BIO-RAD

hRef | hRef | hRef h Alt h Alt h Alt 0 0 0 o
Laboralory | ovei 1 | level2 | level3 | level 1 level 2 lovel3 | % | M% | hS% | %
A 0,51 0,22 0,07 0,40 0,09 0,02 197 29| 197 -29
B / 0,99 -0,01 / -0,42 0,26 197 29| 197 -29
C -0,04 0,08 -1,37 -0,33 -0,89 0,52 197 29| 197 -29
D 0,25 2,21 2,93 1,34 1,24 0,52 197 29| 197 -29
E -1,70 -1,23 1,10 0,00 0,36 0,52 197 29| 197 -29
F -0,04 0,50 0,01 2,31 2,53 0,52 197 29| 197 -29
G 0,86 -0,51 -0,98 -0,15 -1,91 0,52 197 29| 197 -29
H 0,51 -1,05 0,45 0,35 -0,11 0,52 197 29| 197 -29
I -3,02 -0,08 -1,42 -0,69 -0,38 0,52 197 29| 197 -29
J 1,18 0,65 0,33 -1,93 1,38 0,52 197 29| 197 -29
L -2,67 -1,37 -0,52 -0,33 -0,09 0,52 197 29| 197 -29
N 0,00 -0,12 -1,01 0,76 0,21 0,52 197 29| 197 -29
Interlaboratory consistency
Reference method robust analysis
4,00
3,00 h1%=2.90
g (|
% 2,00 h 5%=1,97
=
= 1.00 H J H h mh Ref level 1
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é 50 H p _U Oh Reflevel 3
E 200 A B C D E F G H J L N
=
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Laboratory | kReflevel1 | kReflevel2 | kReflevel3 | kAltlevel 1 kAltlevel2 | kAltlevel 3 | k5% | K1%
A 0,00 0,81 0,29 1,10 0,41 0,28 1,83 | 2,57
B / 0,62 1,30 / 1,12 0,19 1,83 | 2,57
C 0,83 0,35 1,19 0,64 0,35 1,83 | 2,57
D 0,39 1,98 0,17 0,53 0,93 0,44 1,83 | 2,57
E 0,65 1,71 1,63 0,15 1,03 1,83 | 2,57
F 0,83 1,00 0,43 0,75 0,92 1,82 1,83 | 2,57
G 1,31 1,28 0,52 0,37 1,43 0,94 1,83 | 2,57
H 0,00 1,66 0,13 0,29 1,54 0,54 1,83 | 2,57
[ 0,85 0,93 2,53 0,19 0,51 1,83 | 2,57
J 0,76 0,95 000 [ 100 [183] 257
L 2,17 0,00 1,19 0,60 1,20 1,83 | 2,57
N 0,00 1,34 1,56 0,24 1,02 1,86 1,83 | 2,57

Intralaboratory consistency

Reference method robust analysis
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5.00 Ok Reflevel 2
450 - DOk Ref level 3
g 400
=2 _
£ 3.50 o
= 3,00 - B
oL=
E 250 k1%=2,57
=
= 2,00
o H k5%=1,83
2 1.50 o
é 1,00
o L il b
0,00 . . L1 . . i i . . .
A B C D E F G H J L M
Laboratory
Alternative method robust analysis Bk Alt level 1
Ok Alt level 2
14,00 Ok Altlevel 3
12,00 + _
E k1%=2.57
§1U,UU r
- —
w 8.00 T k5%=1,82
=
=
2 600 T
&
= 400 +
=
~
=200 + L
A B C D E F G H | J L M
Laboratory
ADRIA Développement 34/37 4 février 2013

(Synthese RAPID’'STAPH — Version 0)



Annexe 4 — Calculs statistiques

Level 1

Laboratories number (p) 11

Laboratoires Le};’i If 1 Mean si Deviation h values | k values
A 1,602 1,602 1,602 0,00] 0,000 0,000 0,507 0,000
C 1,477 1,602 1,540 0,09] -0,062 0,062 -0,039 0,833
D 1,602 1,544 1,573 0,04] 0,029 -0,029 0,254 0,387
E 1,398 1,301 1,349 0,07] 0,048 -0,048 | -1,702 0,646
F 1,602 1,477 1,540 0,09] 0,062 -0,062 | -0,039 0,833
G 1,740 1,544 1,642 0,14] 0,098 -0,098 0,859 1,308
H 1,602 1,602 1,602 0,00] 0,000 0,000 0,507 0,000
| 1,000 1,398 1,199 0,28] -0,199 0,199 -3,019 2,653
J 1,544 1,813] 1,678 0,19] -0,134 0,134 1,176 1,792
L 1,000 1,477 1,239 0,34] -0,239 0,239 -2,673 3,180
N 1,544 1,544 1,544 0,00] 0,000 0,000 0,000 0,000

m 1,544068

Cn(2p) 1,895

Cn(p) 1,9710

n=2*n n 22
f 12
| 66
n=p n 11

f 6

| 15

Qn(2p) 0,039591

Qn(p) 0,057992

Qwithin 0,07501

Qbetween 0,11430

Sr(repaetability standard deviation) 0,1061

RSDr(variation coefficient of repeatabili 6,87%

r(repeatability limit) 0,297

SLZ(between laboratories standard dev  0,00744

SR(reproductibility standard dewviation) 0,1208

RSDR(variation coefficient of reproduct 0,078

R(reproductibility limit) 0,338
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Laboratoires Lexe;tl L Mean si Deviation hvalues | k values D
A 1,845 1,477 1,661 0,26] 0,184 -0,184 0,403 1,103 0,059
C 1,301 1,699 1,500 0,28] -0,199 0,199 -0,334 1,193 -0,040
D 1,778 1,954 1,866 0,12] -0,088 0,088 1,341 0,528 0,293
E 1,845 1,301 1,573 0,38] 0,272 -0,272 0,000 1,631 0,224
F 2,204 1,954 2,079 0,18} 0,125 -0,125 2,315 0,749 0,540
G 1,602 1,477 1,540 0,09] 0,062 -0,062 | -0,153 0,374 -0,103
H 1,699 1,602 1,651 0,07] 0,048 -0,048 0,354 0,290 0,048
| 1,000 1,845 1,423 0,60] -0,423 0,423 -0,688 2,533 0,224
J 1,301 1,000 1,151 0,21} 0,151 -0,151 -1,933 0,902 -0,528
L 1,301 1,699 1,500 0,28] -0,199 0,199 -0,334 1,193 0,261
N 1,699 1,778 1,739 0,06] -0,040 0,040 0,757 0,237 0,194

m 1,57306 Accuracy

D1 0,1945

Cn(2p) 1,895 p=n Cp 1,9710

Cn(p) 1,9710 Qn(D) 0,0986403

n=2*p n 22 Qdiff 0,194424

f 12 t 2,65
| 66
n=p n 11
f 6
| 15
Qn(2p) 0,08805
Qn(p) 0,11092
Qwithin 0,16682
Qbetween 0,21864
Sr 0,2359
RSDr 15,00%
r 0,661
SL? 0,01997
SR 0,2750
RSDR 0,175
R(reproductibility limit) 0,770
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Level 2
Laboratories number (p) 12
Laboratoires LeF\;: lf 1 Mean si Deviation h values | k values Laboratoires LeAv\tletI 1 Mean si Deviation hvalues | k values D
A 2,708 2,643 2,676 0,05| 0,032 -0,032 0,218 0,812 A 2,663 2,613 2,638 0,04] 0,025 -0,025 0,085 0,406 -0,04
B 2,699 2,748 2,724 0,03| -0,025 0,025 0,994 0,623 B 2,505 2,643 2,574 0,10] -0,069 0,069 -0,424 1,125 -0,15]
C 2,653 2,681 2,667 0,02| -0,014 0,014 0,085 0,355 C 2,556 2,477 2,517 0,06 0,040 -0,040 | -0,885 0,644 -0,15]
D 2,881 2,724 2,803 0,11 0,078 -0,078 2,269 1,983 D 2,724 2,839 2,782 0,08 -0,057 0,057 1,238 0,932 -0,02]
E 2,653 2,519 2,586 0,10] 0,067 -0,067 -1,228 1,706 E 2,681 2,663 2,672 0,01} 0,009 -0,009 0,360 0,150 0,09
F 2,732 2,653 2,693 0,06 0,040 -0,040 0,498 1,003 F 3,000 2,886 2,943 0,08 0,057 -0,057 2,535 0,923 0,25]
G 2,681 2,580 2,631 0,07 0,051 -0,051 | -0,508 1,285 G 2,301 2,477 2,389 0,12| -0,088 0,088 -1,909 1,432 -0,24]
H 2,663 2,531 2,597 0,09] 0,066 -0,066 | -1,047 1,663 H 2,519 2,708 2,613 0,13 -0,095 0,095 -0,113 1,537 0,02]
| 2,690 2,623 2,657 0,05 0,033 -0,033 | -0,085 0,848 | 2,591 2,568 2,580 0,02 0,011 -0,011 | -0,381 0,186 -0,08|
J 2,672 2,732 2,702 0,04] -0,030 0,030 0,650 0,764 J 2,079 3,519 2,799 1,02| -0,720 0,720 1,377 11,703 0,10]
L 2,491 2,663 2,577 0,12] -0,086 0,086 -1,371 2,171 L 2,580 2,653 2,616 0,05] -0,037 0,037 -0,085 0,597 0,04
N 2,602 2,708 2,655 0,07] -0,053 0,053 -0,116 1,336 N 2,716 2,591 2,654 0,09] 0,062 -0,062 0,212 1,016 0,00
m 2,661975 m 2,62713 Accuracy
D1 -0,0111
Cn(28) 1,918 Cn(28) 1,918 Cp 1,6875
Cn(14) 1,6875 Cn(14) 1,6875 Qn(D) 0,0806781
n=2*p n 24 n=2*p n 24 Qdiff 0,1361458
f 13 f 13 t -0,23
| 78 | 78
n=p n 12 n=p n 12
f 7 f 7
| 21 | 21
Qn(28) 0,020581 Qn(28) 0,03206
Qn(14) 0,036714 Qn(14) 0,0739
Qwithin 0,03948 Qwithin 0,06149
Qbetween 0,06196 Qbetween 0,12471
Sr(repaetability standard deviation) 0,0558 Sr 0,0870
RSDr(variation coefficient of repeatabili 2,10% RSDr 3,31%
r(repeatability limit)) 0,156 r 0,244
SL?(between laboratories standard dev  0,00228 SL? 0,01177
SR(reproductibility standard deviation) 0,0982 SR 0,1390
RSDR(variation coefficient of reproduct 0,037 RSDR 0,053
R(reproductibility limit)) 0,275 R(reproductibility lim 0,389
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Level 3

Laboratories number (p) 12

Laboratoires Legi ; L Mean si Deviation hvalues | k values

A 3,690 3,708 3,699 0,01 -0,009 0,009 0,068 0,286

B 3,653 3,732 3,693 0,06 -0,040 0,040 -0,010 1,304

¢ 3,477 3,699 3,588 0,16] -0,111 0,111 -1,370 3,653

D 3,924 3,914 3,919 0,01] 0,005 -0,005 2,925 0,172

E 3,681 3,875 3,778 0,14] -0,097 0,097 1,097 3,191

F 3,681 3,708 3,694 0,02] -0,013 0,013 0,010 0,434

G 3,633 3,602 3,618 0,02] 0,016 -0,016 -0,984 0,517

H 3,724 3,732 3,728 0,01 -0,004 0,004 0,451 0,134

| 3,613 3,556 3,585 0,04] 0,028 -0,028 -1,415 0,930

J 3,690 3,748 3,719 0,04] -0,029 0,029 0,332 0,955

L 3,653 3,653 3,653 0,00 0,000 0,000 -0,524 0,000

N 3,663 3,568 3,615 0,07] 0,047 -0,047 -1,014 1,557
m 3,6936
Cn(28) 1,918
Cn(14) 1,6875
n=2*p n 24
f 13
| 78
n=p n 12
f 7
| 21
Qn(28) 0,015832
Qn(14) 0,045671
Qwithin 0,03037
Qbetween 0,07707
Sr(repaetability standard dewviation) 0,0429
RSDr(variation coefficient of repeatabili 1,16%
r(repeatability limit)) 0,120
SLZ(between laboratories standard dev  0,00502
SR(reproductibility standard deviation) 0,0828
RSDR(variation coefficient of reproduct 0,022
R(reproductibility limit)) 0,232
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Laboratoires Le:il L Mean Si Deviation h values | k values D

A 3,653 3,613| 3,633 0,03] 0,020 -0,020 0,019 0,276 -0,066
B 3,681 3,653 3,667 0,02 0,014 -0,014 0,262 0,191 -0,026)
C 3,653 3,602 3,628 0,04] 0,026 -0,026 0,520 0,349 0,040
D 3,903 3,839 3,871 0,05] 0,032 -0,032 0,520 0,438 -0,048
E 3,740 3,892 3,816 0,11y -0,076 0,076 0,520 1,034 0,038
F 4,176 3,908 4,042 0,19] 0,134 -0,134 0,520 1,824 0,348
G 3,519 3,380 3,449 0,10} 0,069 -0,069 0,520 0,943 -0,168|
H 3,644 3,623 3,584 0,06] -0,040 0,040 0,520 0,540 -0,145
| 3,568 3,643 3,606 0,05] -0,038 0,038 0,520 0,513 0,021
J 3,863 3,716 3,790 0,10] 0,074 -0,074 0,520 1,004 0,070
L 3,681 3,505 3,593 0,12] 0,088 -0,088 0,520 1,200 -0,060,
N 3,380 3,653 3,517 0,19] -0,137 0,137 0,520 1,861 -0,099
m 3,6303 Accuracy
D1 -0,0368
Cn(28) 1,918 n=p Cp 1,6875
Cn(14) 1,6875 Qn(D) 0,0693611
n=2*p n 24 Qdiff 0,1170481
f 13 t -0,87

| 78

n=p n 12

f 7

| 21

Qn(28) 0,03824

Qn(14) 0,08357

Qwithin 0,07335

Qbetween 0,14102

Sr 0,1037

RSDr 2,86%

r 0,290

SL? 0,01451

SR 0,1590

RSDR 0,044

R(reproductibility limit)) 0,445
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