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Les modifications apportées au rapport sont indiquées par un trait dans
la marge a gauche.

Avant Propos

Loensemble des rensei gne neela pasantip des analysésajn t de
est tenu a la disposition de la Société OXOID THERMO FISHER SCIENTIFIC.

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

V Fabricant : OXOID THERMO FISHER SCIENTIFIC
6 route de Paisy
69571 DARDILLY

V Laboratoire expert : ADRIA Développement
ZA Creacdh Gwen
29196 QUIMPER Cedex

V Méthode a valider : Méthode Listeria Precis™

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

V Meéthode de référence : Norme NF EN ISO 11290-1/A1 (février 2005):
Directives générales pour la recherche des
Listeria monocytogenes

V Etenduedelavalidation: Tous produits dobéali mentation
préel " vements de | 6environnemen
ADRIA Développement 3/42 14 décembre 2009

(Synthese Listeria Precis - Version 1)



OXOID THERMO FISHER SCIENTIFIC

1 RAPPEL SUR LA METHODE ALTERNATIVE

1.1 Date de la premiere validation et date de reconduction

La Société OXOID a obtenu le 8 avril 2005 (attestation n°® UNI 03/04-04/05)
la validation de la méthode Listeria Precis™ pour la recherche de Listeria

monocytogenes dans |l es produits doéali mentat:i
pr ® vements de | 6environnement sel on I
obtenue le 15sept embr e 2006) . LO®t ude i nterl a

menée selon les regles techniques AFNOR en vigueur en 2005.

Une extension a également été obtenue le 29 mars 2007 pour une
confirmation avec la méthode OBIS MONO.

Une reconduction a ®t ® men®e en septembr
étude interlaboratoire selon les regles techniques de la norme 1ISO 16140 et
de | 6 AFNOR.

1.2 Protocole et principe de la méthode alternative
La méthode Listeria Precis™ comprend une incubation en bouillon de
préenrichissement sélectif spécifique ONE Broth Listeria, sui vi e doéun
isolement sur un milieu chromogénique Brilliance™ Listeria, spécifique de

Listeria monocytogenes.

Le protocole est détaillé ci-apres :

ADRIA Développement 4/42 14 décembre 2009
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Toutes matrices
sauf produits carnés

Enrichissement primaire en bouillon
ONE Broch Listeria (CM1066B + SR0234) (9x)

+

Xg ou xml échantillons

Incubation a 30°C +/- 1°C

24h+/-2h
Ilsolement de 10 Ol ~ Il o6aide
sur gélose Brilliance Listeria
Incubation & 37°C +/- 1°C
24h+/-2h
v
Colonies caractéristiques
(colonies bleu-vert avec halo)
‘—
Non Qui
Absence de Listeria Confirmation

monocytogynes Tests classiques décrits dans

les méthodes normalisées
ou par la méthode OBIS

OXOID THERMO FISHER SCIENTIFIC

Produits carnés

Enrichissement primaire en bouillon
ONE Broch Listeria (CM1066B + SR0234) (9x)

+

Xg ou xml échantillons

Incubation & 30°C +/- 1°C
24h+/-2h

ddéune oe Isolement de 10 OI ° I dai

sur gélose Brilliance Listeria

Incubation & 37°C +/- 1°C
24h+/-2h

Colonies caractéristiques
(colonies bleu-vert avec halo)

Non Oui
Réincuber a 37°C +/- 1°C Confirmation
24h+/-2h Tests classiques décrits dans
l les méthodes normalisées
Colonies caractéristiques l
Non Oui
Absence de Listeria Confirmation

Tests classiques décrits dans
les méthodes normalisées
ou par la méthode OBIS

monocytogynes

1.3 Méthode de référence a laquelle la méthode

La méthode de référence est la norme NF EN ISO 11290-1/A1 (février
2005) : méthode horizontale pour la recherche et le dénombrement de
Listeria monocytogenes - Partie 1 : méthode de recherche. Le protocole est
schématisé en annexe 1.

1.4 Notice a jour, ainsi que toutes les précédentes notices ayant été
en vigueur depuis la précédente validation ou reconduction
La notice référencée OCLA-R 2 05/ 2007, en vigueur
présentée en annexe 1.
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1.5 Principaux résultats obtenus lors de la validation initiale

OXOID THERMO FISHER SCIENTIFIC

1.5.1 Exactitude relative, spécificité relative et sensibilité relative

/A Nombre et nature des échantillons

Un total de 406 échantillons a été analysé. Les catégories étudiées, les
types de produits
catégorie sont indiqués dans le tableau 1.

anal ys®s

et | e

Tableau 1
Catégories Type de produits Nombreal | Nombre de| Nombre total
positifs négatifs dd®c ha
analysés

Produits carnés | Viandes crues 22 7 29

Produits transformés préts a ( 11 6 17

Produits préts a consommer 7 19 26

Total 40 32 72

Ovoproduits iufs crus 10 13 23

Poudres doTuf 10 10 20

Patisserie etveirs 10 10 20

Total 30 33 63

Produits laitiers | Fromages au lait cru 8 16 24

Laits crus 15 8 23

Fromages pasteurisés 13 12 25

Total 36 36 72

Produits de la | Produits crus 9 12 21

péche Poissons fumés 15 12 27

Produits transformés 7 13 20

Total 31 37 68

Produits végétay Végétaux crus bruts 7 5 12

Végétaux crus transformés 16 15 31

Végétaux cuits ou congelés 7 12 19

Total 30 32 62

Préléevements | Prélevements de siphons 16 13 29

dbéenvi B (Prélevements de surfaces 9 9 18

Résidus et poussiéres 14 8 22

Total 39 30 69

TOTAL 206 200 406
'R®sultat positif par | 6une ou | dautre des deux

2 Extension réalisée en 2006

ADRIA Développement
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/A Contamination artificielle des échantillons

Des contaminations artificielles ont été réalisées pour atteindre le nombre
déo®chantillons positifs requis. Les prot
inclus soit une contamination par mélange, soit une contamination par

souche de Listeria monocytogenes stressée.

82 échantillons sont positifs suite a une contamination artificielle, sur
206 échantillons positifs, soit un pourcentage de 39,8 %. 9 échantillons
artificiellement contaminés ont été retrouvés non contaminés par la méthode
alternative et par la méthode de référence.

121 échantillons naturellement contaminés sont positifs, soit un pourcentage
de 60,2 %.

/E Protocole de confirmation

Les confirmations des échantillons positifs ont été réalisées par les tests

classiques de la méthode de référence, apres purification. Dans le cadre de

| 6 ®t ude, |l es confirmations ont ®t® r ®ali
méthode Brilliance™ Listeria et sur cing colonies par type de géloses pour la

méthode de référence (sauf pour la gélose ALOA pour laquelle une a cing

colonies ont été identifiées). Pour chaque colonie, une purification a été

réalisée sur gélose TSA-YE (Tryptone Soja Agar Yeast Extract). Les essais

déi denti fication s ui vatmlagescolosation de®RGragn, ef f e c
hémolyse sur gélose au sang et identification sur galerie biochimique
comprenant les tests des sucres de la norme de référence.

LO®t ude dobéextension r ®aréissr@e) sachesfd®vr i er
Listeria monocytogenes e t 100 souches dbébautres genr
Listeria monocytogenes. Ces souches ont été cultivées en parallele sur

géloses Brilliance™ Listeria et TSA-YE puis les souches donnant des

colonies caractéristiques sur gélose Brilliance™ Listeria ont été testées par

OBIS mono. Toutes les souches de Listeria monocytogenes ont donné un

résultat Listeria monocytogenes par le test OBIS mono et les souches autres

présentant un aspect caractéristigue sur gélose Brilliance™ Listeria ont

donné un résultat non Listeria monocytogenes par le test OBIS mono.

ADRIA Développement 7142 14 décembre 2009
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/E Résultats

OXOID THERMO FISHER SCIENTIFIC

Le tableau 2 présente les résultats globaux toutes catégories confondues.

Tableau 2 - Toutes catégories confondues

négative (A

Réponses Méthde de référence Méthode de référence
positive (R+) négative @R

Met_h_ode alternative 174 14

positive (A+)

Méthode alternative 18 200

A+ = positifs confirmés

A- = négatifs immédiats et négatifs apres confirmation quand présomptifs positifs
Les tableaux 3 a 8 présentent les mémes résultats par catégorie de produits.

Tableau 3 - Produits carnés

négative (A

Réponses Méthode de référence Méthode de référence
positive (R+) négative @R
Met.h.ode alternative 24 5
positive (A+)
M/ehode alternative 4 32
négative (A
Tableau 4 - Ovoproduits
Réponses Méthode de référence Méthode de référence
positive (R+) négative @R
Méthode alternative
positive (A+) 24 1
M'etho_de alternative 4 33
négative (A
Tableau 5 - Produits laitiers
Réponses Méthode de référence Méthode de référence
positive (R+) négative @R
Méthode alternative
positive (A+) 32 2
Méthode alternative 5 36

ADRIA Développement
(Synthese Listeria Precis - Version 1)
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Tableau 6 - Produits de la péche

Réponses Méthode de référence Méthode de référence
positive (R+) négative (R
Méthode alternative
. 26 3
positive (A+)
Méthode alternative
o 2 37
négative (A
Tableau 7 - Produits végétaux
Réponses Méthode déférence Méthode de référence
positive (R+) négative @R
V& ;
et_h_ode alternative 24 3
positive (A+)
Méthode alternative
P 3 32
négative (A
Tableau8-Pr ® vement de | 6environneme
Réponses Méthode de référence Méhode de référence
positive (R+) négative @R
Méthode alternative
o 33 3
positive (A+)
Méthode alternative
o 3 30
négative (A
Léensemble de <ces r®sul tats per met de
sensibilité relative et la spécificité relative. Les résultats sont présentés dans
le tableau 9.
Tableau 9
Catégorie PA | NA | ND | PD | Somme AC | N+= | SE N-= SP
N (%) | PA+ND (%) | NA+PD (%)
Produits carng 34 32 4 2 72 91,7 38 89,5 34 94,1
Ovoproduits 25 33 4 1 63 92,1 | 29 86,2 | 38 86,8
Produits laitier] 32 36 2 2 72 94,4 34 94,1 38 94,7
Produitsdela) oo | 57 | 5 | 3 68 | 92,6| 28 | 928| 40 | 925
péche
Produits 24 | 32| 3 | 3 62 | 903| 27 | 889| 35 | 914
vegetaux
Prélevements| 53 | 30 | 3 | 3 | 69 |913| 36 | 97| 33 | 909
déenvir
Total 174 | 200 | 18 14 406 | 92,1 | 192 | 90,6 | 214 | 934

PA: Accord Positif
PD: Déviation Positive
SP: Spécificité relative

NA: Accord Négatif
SE: Sensibilité relative

ND: Déviation Négative
AC: Exactitude relative

ADRIA Développement 9/42 14 décembre 2009
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/E Calcul de AC, SP, SE

Pour la méthode alternative, les valeurs en pourcentage calculées pour les
trois critéres suivants selon la norme NF EN ISO 16140 sont :

Exactitude relative : AC =92,1 %
Spécificité relative : SP = 93,4 %
Sensibilité relative : SE = 90,6 %

En prenant en compte | 6ensemble des ®ch
sensibilité de la méthode alternative est de 91,2 % et celle de la méthode de
référence de 93,2 %.

La valeur obtenue pour la méthode alternative est Iégerement inférieure a
celle obtenue pour la méthode de référence.

/A Analyse des discordants

Le tableau ci-aprés précise les échantillons discordants. Les discordances
sont nombreuses dans cette étude. 18 échantillons « déviations négatives »
et 14 échantillons « déviations positives » sont observés. Il est important de
noter que les enrichissements sont différents entre les 2 méthodes, générant
de | 6h®t ®r og®n®i t® dans | 6®chantill onnag:

ADRIA Développement 10/42 14 décembre 2009
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Tableau 10
Déviations positives
Nature de Résultat Résultat Explications
BrilliancéM méthode de
Listeria référence

Quatre colonies sur Brillidhce

Escalope de veau 1 o , L

+ - Listeria présence dasteria

PC SC1 . , ez
innocu&n méthode de référeng

. , uatre colonies sur Brillidhce
Lingette siphon D Q. . . L

, + - Listeria présence dasteria
découpe . . s
innocuaen méthode de référen
Filet de sabr& PP Identification désteria seeligen
SC1 (contaminatio + - méthode de référence et unique
artificielle) sur Oxford et Palcam.
. Identification désteria innocea
Chipolatas nature 13 . fex
+ - méthode de référence. Aucur
SC2 . . ,
colonie typiquargyélose ALOA
. Aucune colonie typique en mét
Lait cru 3 PL SC2 + ] '© ypid
de référence.
Filet de perche 15 FH . : .
L Aucune colonie typique en mét
SC1 (contaminatio + - fex
. de référence.
artificielle)
Filet de lieu noir 19 . . ,
L Aucune colonie typique en mét
SC1 (contaminatio + - s
e de référence.
artificielle)
Poivron rouge 14 P N Aucune colonie en méthode
SC2b référence.
Poivron rouge 16 P N Aucune colonie en méthode
SC2b référence.
Poivron vert cubes } N Aucune colonie en méttuede
PVD SC2b référence.
Jaune doo N Aucune colonie en méthode
OD SC1 référence.

) , Aucune colonie caractéristique
Siphons déballage + les géloses de la méthodz d
200510289744 geloses

référence
Poussiére . L
. ) Aucune colonie caractéristique
doenviron * i éloses ALOA et Palcam
200603242479 g
Tome 24 PL SC1 ) ) Aucune colon!e,typlque en mét
de référence.

ADRIA Développement
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Déviations négatives

Nature de Résultat Résultat Explications
BrilliancéM méthode de
Listeria référence
Faible contamination isolée au
Escalope de veau 1 . .
- + isolement sur gélose Palcan
PC SC1 . )
uniguement (1 colonie)
Mortadella Faible contamination, isolée
(contamination - + uniquement au 2eme isolemer
artificielle) 20 PC S( méthode de référence
Aucune col oni €
Lat cru 10 PL SC2 - + géloses au ler isolement. Fai
contamination.
Une seule colonie sur gélose P
Lait cru 20 PL SCZ - + au ler isolement. Faible
contamination.
. . Faible nombre de c@erau ler
Poivron jaune 2 PV .
SC2 b - + isolement : 27 sur OAA, 17 s
Oxford et 18 sur Palcam
Poudre dbo .
L 1 colonie sur ALOA, 1 sur Oxfor
SC2 (contaminatio - + .
e sur Palcam au ler isolemen
artificielle)
Aucune colonie sur les trois gé
Poudre d + déi sol ement ag
13 OD SC2 . P
dbéi sol emenr
Aucune colonie sur les trois gé
Poudre d + dbéi sol ement ag
14 OD SC2 © P
doéi sol emenr
Poireau congelé 17 R Aucune colonie sur leis wéloses
SC3 b (contaminatiq - + doéi sol ement ap
artificielle) déi sol emen
. Aucune colonie sur les trois gé
Hareng doux fumé N d6isol ement a
17 PP SC2 N P
dodi sol eme
. , Faible antamination (au premi
Lingette découpe . ( P
. isolement de la méthode de
goulotte inferieure (3 + référence, 3 colonies sur gélg
découpe 20060106 ’ . J
ALOA et 1 colonie sur gélos
01033
Palcam)

Poussiere Au premier isolement, flore ant
ddéenviron - + importante masquant les colof
200603242484 typiques s@élose ALOA

i Probable hétérogénéité de la
Steak haché 3 PC S - + . g . A
ddessai
Steak haché 17 PC § - +
Poivron rouge N Aucune colonie sur gélose
6 PVD SC2b Brillianc®'Listeria

ADRIA Développement
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Déviations négatives
Nature de Résultat Résultat Explications
BrilliancéM méthode de
Listeria référence
N Pouss.lere Aucune cahie typique sur gélos
doenviron ) " Brillianc!Listeria
200603242478
Lé6®chantill on
Filet de thon rouge 6 gélosaBrillianc@’Listeriaest
SC1 (contaminatio - + incubée 24 h supplémentaires.
artificielle) cette souche, le développemer
halo appaissant lent.
Lo6®chantill on
Eclair au chocolat 3 géloseBrillianc@Listeriast
SC3 (contaminatio - + incubée 24 h supplémentaires.
artificielle) cette souche, le développemer
halo apparaissant lent.
Analysedesdis cor dants selon | 6annexe F de

Y=PD+ND=32;Y>22

Chideux =d*Y :d=PDi ND=4
Chideux = 16/32 = 0,51 < 3,841.

Les deux méthodes ne sont pas statistiquement différentes.

1.5.2 Niveau de détection relatif

/A Matrices utilisées

Les couples matrices-souches utilisés sont :

- rillettes 7 Listeria monocytogenes 4e isolée de rillettes

- saumon fumé 1 Listeria monocytogenes 1/2b isolée de saumon fumé

- laitcrui Listeria monocytogenes 1/2b isolée de lait cru

- salade verte T Listeria monocytogenes 1/2a isolée de salade composée

- creme anglaise T Listeria monocytogenes 1/ 2a i sol ®e de

liquide

- eau de process i Listeria monocytogenes 1/2a isolée de siphon de sol.

ADRIA Développement
(Synthese Listeria Precis - Version 1)
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/E Protocole de contamination

Douze sachets de 2t prgparésdpeut dhageercatégoria
Une dilution a été realisée en bouillon Fraser 1/2 pour la méthode de
référence (six sachets) et en bouillon ONE Broth Listeria pour la méthode
alternative (six sachets). Chaque sachet a été contaminé individuellement
avec une suspension bactérienne au titre déterminé. Chacune des
combinaisons « matrice-souche-niveau » a été répliquée six fois par la
méthode de référence et par la méthode alternative. Les suspensions
contaminantes ont été dénombrées sur dix boites de gélose TSA-YE
(Tryptone Soya Agar-Yeast Agar). La flore aérobie mésophile a été

dénombrée dans les produits alimentaires par la méthode NF 1SO 4833.

/E Résultats

Tableau 11

Niveau de détection relatif (B2 25 m
selon le test de Speartdarber

Couple (matrice / souche)

Méthode de référer

Méthode alternativ

Rillettesllisteria monocytogeses

0,203 (0,054,766)

0,911 (0,4911,687)

Saumon fuméisteria monocytogeh&xh

0,121 (0,029,502)

0,461 (0,1621,30)

Lait crullisteria monocytogehih

0,583 (0,58%,583)

0,452 (0,1451,411)

Salade vertd_isteria monocytogeh&sa

0,168 (0,039,805)

0,284 (0,065L,237)

Créme anglaiséd.isteria monocytogeh&s

1,092 (0,7471,596)

0,267 (0,078,918)

Eau de procesd.isteria monocytogehis

0,425 (0,1301,393)

0,765 (0,1933,028)

153

ADRIA Développement

Inclusivité / Exclusivité

AEProtocoles dbdéessai s

- Pour | 6i:Rhkatunesdeswsouch@s de Listeria monocytogenes a été
cultivée en bouillon TSB (tryptone Soya Broth) 24 h a 37 °C. Des dilutions

®t ® r ®ali s®es afin dbéinocul er

boui |l |

ont
on
alternative a été suivi dans son ensemble. Les souches 5 et 12 ont été
ensemencées en bouillon Fraser 1/2 et analysées par la méthode de
référence.
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OXOID THERMO FISHER SCIENTIFIC

- Pour | 6 e:Xesldidférentesi sbuéhes négatives ont été cultivées en
bouillon TSB 24 h a 37 °C puis ensemencées a un taux supeérieur a 10°/ml
dans 225 mlide bouilond 6 enr i chi ssement ONE Broth L

/E Résultats

Au niveau de | 6exclusivit®, aucune r ®act
Seules les souches de Listeria ivanovii donnent un aspect typique : la
confirmation permet de les distinguer des souches Listeria monocytogenes.

Au ni veau de | 6i nclusivit®, deux souch
positive : les souches 5 et 12, souches de collection de sérotypes 3a et 4e.

Les essais ont été renouvelés par la méthode Brilliance™ Listeria en

i ncubant |enrbioauhild semamt 24 et 48 h : apl
résultats sont a nouveau négatifs ; aprés 48 h, les souches donnent des

colonies typiques sur gélose Brilliance™ Listeria. La méthode de référence a

été réalisée et ces deux souches ont donné un aspect typique sur gélose

ALOA apres le deuxieme isolement (apres le ler isolement, les halos sont

visibles mais les colonies sont de couleur trés pale). De petites colonies sont

trouvées sur géloses Palcam et Oxford que ce soit apres le premier ou le

second isolement ; leur culture apparait lente.

1.5.4 Etude de praticabilité
/A Mode de conditionnement des éléments de la méthode

- ONE Broth Listeria base (CM1066) : flacon de 500 g de milieu déshydraté
permettant la fabrication de 11,3 litres de bouillon sélectif.

- ONE Broth Listeria - Listeria selective supplément (SR0234E) : coffret
contenant 10 flacons de supplément lyophilisé permettant chacun la
fabrication de 500 ml de milieu compl et
avec 2 m| dbéeau st ®raul de base pgcdent. ml de
(Conservation a 2-8°C)

- La gélose Brilliance™ Listeria (PO5165A) : sachet de 10 boites.

ADRIA Développement 15/42 14 décembre 2009
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£ Conditions de stockage des éléments et péremption des
produits non ouverts

Le milieu d®shydrat® est st o cumi@ite,'a |
température ambiante (entre 15 et 30°C). Une date de péremption est
indiquée sur chaque flacon. Le milieu est fabriqué, autoclavé et conservé au
froid pendant 1 mois. Les flacons de suppléments lyophilisés sont conservés
entre 2 et a3dat€ dejpérenption figurdnt sur le coffret. Les
boites de milieu Brilliance™ Listeria se conservent au froid entre 6 et 12°C

6obs

jusqubé”™ | a date de p®reemption figurant s

A Modalit®s doéutilisation apr s pr emi

Néant

/A Equipements ou locaux spécifiques nécessaires

1 néy a pas doé®qui pement ou de | oc
Toutefois, il faut disposer de locaux de bactériologie équipés des matériels

et dispositifs de sécurité nécessaires a la manipulation de micro-organismes
pathogenes.

aux

A R®actifs pre°ts ° | 6empl oi ou 7~ recon

Les modalit®s pour |l a reconstitution

ainsi que le supplément a ajouter a celui-ci sont précisées dans la notice
SRO0234E du supplément.

/& Duréedeformationde | 6op®r ateur non init

L a dur ®e de f ormati on doun technici

du

i ®

en

méthode 1SO 11290-1 e st débune semaine (ma trise

de la lecture).

/E Temps réel de manipulation et flexibilité de la technique par
rapport au nombre dé®chantill ons

La méthode Brilliance™ Listeria nécessite moins de temps de manipulation
gue la méthode ISO 11290-1/A1 : pour la méthode ISO 11290-1/A1, il est
nécessaire de réaliser deux enrichissements et quatre isolements ; pour la
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méthode alternative, seuls un enrichissement et un isolement sont

n®cessaires. La dur ®e BiilﬁandeTMListeddeetrplasnt sur
court quodédun isolement de | a m®t hode 1 SO
au lieu de deux ai sol er et qgu o1 | néy a pas dobéel

faire. Le tableau 11 précise les temps réels de manipulations pour 1, 5 et
10 échantillons analysés par les deux méthodes. Dans le cas de la méthode
Brilliance™ Listeria, les temps de manipulation sont réduits surtout dans le
cas des échantillons nécessitant une confirmation.

Tableau 12 - Temps de manipulation réel (en minutes) pour
chacune des deux méthodes pour 1, 5 et 10 échantillons

Etapes Méthode Méttode

ISO 11290-A1 BrilliancéMListeria
1 éch.| 5éch.| 10 éch| 1 éch.| 5 éch.| 10 éch.
Pes®e de | 6®chant 3 12,5 20 3 12,5 20
déenrichi ssement
Isolement 1 sur Oxford ou Palcam, A 1,25 45 8 / / /
repiquage en tube Fraser

Isolement surli@uBrillianc@'Listeria / / / 0,3 2,25 45
Isolement 2 sur Oxford ou Palcamef 1 2,75 5 / / /
Lecture des g®l oy¢ 1 4 6 0,25 1 1,5
Repiguage sur géloses TSA 15 7 12,5 0,5 2 4
Réalisation des essais de confirmati( 15,25| 38,5 61 15 4 6

Temps total par échantillon négatif 6,25 | 4,75 3,9 3,55| 3,15 2,6
Temps total par échantillon nécessit; 23 13,85| 11,25| 555 | 4,35 3,6
confirmation

A D®l ais déobtention des r®sultats

En régle générale, pour la méthode Brilliance™ Listeria, les résultats positifs

sont obtenus en 4 jours en fonction des résultats des essais de confirmation.

Les résultats négatifs sont obtenus en 2 jours (si absence de colonies
typiques) " 4 jours sb6ils n®cessitent d
produits carnés, les résultats positifs sont obtenus en 2 a 5 jours selon que

la gélose Brilliance™ Listeria est incubée 24 ou 48 h.

Pour la méthode ISO 11290-1/A1, les résultats positifs sont obtenus dans un
délai de 8 a 11 jours. Les résultats négatifs sont obtenus en 5 jours (si
absence de colonies typiques) a 11 jours.
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Le tableau 13 pr®sente, pour | es deux me
résultats positifs ou des résultats négatifs ayant nécessité les tests de
confirmation.

Tableau 13

Etapes Méthode Méthode

ISO 11290-A1 BrilliancéMListeria
Enrichissement sur Fraser 1/2 JO JO
Enrichissement secondaire J1
Isolement sur gélddliance'Listeria J1
Premiers isolements sur Oxford ou F J1
et ALOA
Deuxiémes isolerteesur Oxford ou J3
Palcam et ALOA
Premiéres lectures géloses J2etl4 J2
Deuxiémes lectures géloses J3 etJ5 J3 (produits carnés)
Repiguage sur gélose TSA J2aJ5 J2 ou J3 (produits carn
Réalisation des essais de confirmatig J3aJ6 J3 ou J4 (pdaits carnés
Lecture des essais de confirmation J8alJll J4aJ8ouJ5al9

(produits carnés)

Le tableau 14 pr®sente |l es d®l ais dbéobte
deux m®t hodes dans | e cas 0% aucune col o
sur les géloses sélectives.
Etapes Méthode Méthode

ISO 11290-A1 BrilliancéMListeria
Enrichissement sur Fraser JO JO
Enrichissement secondaire J1
Isolement sur gél@dliance'Listeria J1
Premiers isolements sur Oxford ou F J1
et ALOA
Dewxiemes isolements sur Oxford ou J3
Palcam et ALOA
Premieres lectures géloses J2 et J4 J2
Deuxiémes lectures géloses J3etJ5 J3 (produits carnés)

Dans le cas ou des colonies caractéristiques seraient présentes sur les
géloses sélectives, il est nécessaire de réaliser les essais de confirmation.
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Pour la méthode ISO 11290-1/ A1, |l es d®I ai s doobtent
n®gatifs peuvent alors so®taler entre 6

Pour la méthode Brilliance™ Listeria, l e d®I ai déobtenti on
négatifs est de 2 a 4 jours en utilisant les essais de confirmation suivants :
purification sur gélose TSA-YE, catalase, hémolyse et galerie biochimique
doéidentification, par exempl e, Mi crobact
débobtention des r ®2aijdus.ts n®gatifs est d

A Type de qualification de | 6op®rateur

La qualification de | 6op®rateur est iden
de la méthode ISO 11290-1/A1.

/A Etapes communes avec la méthode de référence

A

1 néy a aucune ®t a pteodecatienmativereela méthode e | a
de référence.

/A Tracabilité des résultats

Il existe deux types de tracabilité : la tracabilité interne au laboratoire et la
tracabilité du fournisseur.

- Tra-abilit® interne au | abor asuviaue : (I
travers de fiches de suivi sur lesquelles sont notées la date limite

doéutilisation du milieu, | 6op®r ateur ,
résultats...

- Tra-abilit® du fournisseur : l e fournis
lequelsont i ndiqu®s | e num®r o de | ot du mi

/E Maintenance par le laboratoire

Sans objet.
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1.5.5 Conclusion

Lébexactitude de | a m®t hode alternative
méthode de référence. Les niveaux de détection de la méthode
alternative sont comparables a ceux de la méthode de référence. La
méthode est spécifique et sélective.

La méthode alternative permet un gain de temps dans le délai
doobtention des r®sul tats positifs et
réalisation des analyses.

2 ETUDE INTERLABORATOIRE REALISEE EN 2009 SELON LE
REFERENTIEL 1SO 16140

Le protocole de la méthode alternative et les notices techniques sont donnés
en annexe 2.

2.1 Organi sation de | 6®t ude

Treize colis ont été expédiés, mais seulement douze laboratoires ont
particip® ° | 06®tude (le | aboratoire D ay.

Du lait pasteurisé demi-écrémé a été inoculé par Listeria monocytogenes
4b 153.

Les flacons de lait ont été inoculés individuellement a raison de 16 flacons
par taux et par laboratoire. Ainsi, chaque laboratoire a recu 48 flacons a
analyser (24 par la méthode alternative et 24 par la méthode de référence).

Des instructions détaillées ont été transmises aux laboratoires collaborateurs
par le laboratoire expert.
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ContrOle des parametres expéerimentaux

Taux de contamination avant ensemencement, taux obtenus aprés
contamination artificielle et stabilité des échantillons

/E Avant ensemencement
La recherche de Listeria monocytogenes a été effectuée sur cing
prélevements de 25 ml de lait par la méthode ISO 11290-1/A1 (2004) avant
ensemencement. Toutes les analyses se sont révélées négatives.

/A Taux de contamination obtenus

Les taux de contamination obtenus dans la matrice et les estimations de
précision sont donnés dans le tableau suivant :

Taux réel
Niveau Echantillons (UFC/25 mi

ciblé
do6®cha
(UFC/25 m par 25 ml par 25

2-5-8-12-13
0 -16-22-24 0 0 / /

3-6-10-11-
1 14-18-21-23 5 5 4.3 58

1-4-7-9-15-
2 17-19. 20 25 252 21,8 28,9

A Stabilité des échantillons

Trois flacons de lait ont été inoculés au taux fort (5 - 50 UFC/25 ml) et
conservés a 4°C pendant 24 h. Un dénombrement sur 6 ml a été effectué
sur gélose OAA a JO et J1. En parallele, trois flacons ont été inoculés au
taux faible (1 - 10 UFC/25 ml) et conservés a 4°C pendant 24 h. Sur ces
échantillons, une recherche de Listeria monocytogenes a été effectuée par
la méthode de référence. Les résultats sont présentés dans le tableau
suivant :

Taux Estimation de Estimation de
théorique la limite inférieure de| la limite supérieure de
contamination contamination

Jour Méthode de référence (recherche UFC/25 ml (OAA)

Flacon 1 Flacon 2 Flacon 3 Flacon 1| Flacon 2| Flacon 3

JO + + + 67 46 29

J1 + + + 38 4 25

Aucune ®volution nobdest " noter .
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2.2.2 Température relevée au cours du transport, température a réception et
délais de réception

Les températures au cours du transport et mesurées a réception, ainsi que
|l a date et | d6heure de rt@mmeepstciiaoés: des ®c ha

Température des échantillons a réception

Laboratoires Température mesur, Température relevée | Date et heure de récep
a réception (°C) le thermobouton (°C des échantillons
A 5,2 4,0 J1 11h45
B 3,8 15 J1 11h40
C 5,1 3,0 J1 14h00
D Non mesurée 3,0 J2 10h15
E 3,6 1,5 Ji 16h00
F Non mesurée 4.0 J1 10h30
G 5,2 1,5 J1 11h10
H 6,4 3,0 J1 14h25
| 4,2 2,5 J1 12h00
J 4,0 2,5 J1 14h00
K 12,0 7,0 J1 12h00
L 7,0 3,0 J1 10h24
M 6,3 3,0 Ji 13h34
2.2.3 Conclusion
Un laboratoire (D) a recu ses échantillons a J2 ; o néa pas r ®a

analyses.

Un laboratoire (K) a mesuré une température a réception de 12°C ; la courbe
de | 0enregistrement de temp®rature (Cf
de 7,0°C a réception.

Un laboratoire ( F) néa pas mesur ® | a ;lkbeawrpe®r at ur
enregistrée par le thermobouton est donnée en annexe 5 et indique une
température de 4,0°C a réception.
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2.3 Résultats des analyses

2.3.1 Dénombrement de la flore aérobie mésophile
Un échantillon non codé a été fourni aux laboratoires collaborateurs afin
guodils r®alisent | e d®nombrement de | a f
méthode ISO 4833. Les dénombrements obtenus varient entre 7,7.102 et
1,8.10* UFC/m.

2.3.2 Résultats obtenus par le laboratoire expert

Tous les échantillons inoculés ont été trouvés positifs par les deux
meéthodes. La concordance entre les deux méthodes est de 100 %.

2.3.3 Résultats obtenus par les laboratoires collaborateurs

Léinterpr®tation a ®t® r ®al i srateiresaquiec | e s
ont particip® ° | 6®tude.

Une seule discordance a été observée par le laboratoire F qui a trouvé un
échantillon inoculé a faible taux (F6) négatif par la méthode de référence et
positif par la méthode alternative.

2.4 Calculs

2.4.1 Calcul des pourcentages de spécificité (%SP) et de sensibilité (% SE)
pour les deux méthodes

Le pourcentage de spécificité, pour le niveau LO et pour chaque méthode,

est calcul® © | 6aide de | 6®quation sui va
SP = {1— (ij 100%}
N_
avec : N- = nombre total de tous les essais LO

FP = nombre de faux positifs
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Le pourcentage de sensibilité, pour chaque niveau de contamination positif

et pour chaque m®t hode, est calcul ® ° | 6
sE - P 4 100%
N +
avec : N+ = nombre total de tous les essais L1 ou L2
TP = nombre de vrais positifs
Les résultats sont reportés dans le tableau suivant :
Niveau Méthode de référence Méthode alternative
SP/SE LCL % SP/SE LCL %
LO SP% = 100,0 98 SP% = 100 98
L1 SE% = 98,8 96 SE% =100 98
L2 SE% =100,0 98 SE% =100 98
L1+L2 SE% = 99,4 98 SE% = 100 98
242 Cal cul de | 6exactitude relative (AC)
Les résultats pour tous niveaux confondus sont donnés ci-apres :
Tableau 14 - Couples de résultats de la méthode alternative
et de la méthode de référence
Méthode alternative Méthode de référence Total
+ -
+ PA =191 PD=1 192
- ND =0 NA =96 96
Total N+ =191 N-=97 N =288
Léexactitude relative (AC), expri m®e en
| 6®quati 0:nACs= P'A;NA X160%
avec : N = nombre dé®chantill ons soumi s
PA = nombre dbéaccords positifs
NA = nombre dbéaccords n®gatifs
Les valeurs doéexactitude de | a m®t hode a

de référence ont été calculées pour chacun des niveaux et figurent dans les
tableaux ci-apres :
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Tableau 15
Niveau AC % LCL %
LO 100 98
L1 99 98
L2 100 98
L1+1L2 99,5 98
Total 99,7 98
2.4.3 Etude des résultats discordants
Une seule discordance a été observée ; aucu n test statistigq
disponible.
2.5 Interprétation
251 Comparai son des val eur s déoexactitude re
sensibilité
Loexactitude est | 0®troitesse de | d6accord en
La spécificiteelative est définie comme le degré auquel la méthode est affectée (ou non) par les
autres composants dans un ®chantillon en <co
mesurer avec exactitude un anal ystaensd ogmun®,l
déinterf®rence avec | es composants non ci bl @
La sensibilité relative est définie comme la capacité de la méthode alternative a détecter de
guantit®s diff ®r mesuréesaved & amétlodeyde Eférenceien uilisant uet ®
matrice donn®e sur toute | 6®t endue de mesur e
de I a concentration doéanalyte x) qui donne u
Les valeurs obtenues dans | es deux partd.i
comparative des méthodes et étude interlaboratoire) sont reportées dans le
tableau 16 :
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Tableau 16-Compar ai son d
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abor at oi
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avec
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obtenues
obtenues

v al
cel |

€es eur s

e s

comparative des méthodes, pour la méthode alternative

Etude interlaboratoire | Etude comparative des méthog

Exactitude relative (A( 99,7 92,1

Sensibilité (SE) 100,0 90,6

Spécificité (SP) 100,0 93,4
Degr® dbébaccord (DA)
Le degr® doéaccord est | e pour cerdegoaslede cha
deux positifs ou tous |l es deux n®gatifs) pol
laboratoire, dans desrcdi t i ons d eadire ®@p €l afiateur tti®sant le Méme t
appareill age et |l es m°mes r®actifs dans | 6in
Le degr® ddédaccord est ainsi | 6®qui val ent de
Les r®sul tats sont donn®s en annexe 3.

méthode de référence et la méthode alternative et pour chaque niveau sont
reportés ci-apres :

Niveau Méthode de référence Méthode alternative
LO DA % =100 DA % = 100
L1 DA % =93 DA % =100
L2 DA % = 100 DA %= 100
Concordance

La concordance est le pourcentage de chances de trouver le méme résultat pour deux échantills
identiques analysés dans deux laboratoires différents.

La concordance e s toducibilit®pout |ds @éthodes quantitatives. de | a r

Les calculs de la concordance sont donnés en annexe 4. Les pourcentages
de concordance pour la méthode de référence et la méthode alternative, a
chaque niveau, sont repris dans le tableau ci-apres :

Niveau Méthode de référence|  Méthode alternative
LO Concordance % = 10| Concordance % = 10
L1 Concordance % =97,/ Concordance % = 10
L2 Concordance % = 10{( Concordance % =10(
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2.5.4 Odds Ratio (COR)

Il est calculé selon la formule suivante :

COR

OXOID THERMO FISHER SCIENTIFIC

_ degré d'accord x €00 - concordance _

concordance x(100 — degré d'accord)

Les Odds ratio pour la méthode de référence et la méthode alternative sont

donnés ci-apres :
Niveau Méthode de référence Méthode alternative
LO COR = 1,00 COR = 1,00
L1 COR = 1,00 COR = 1,00
L2 COR = 1,00 COR = 1,00

2.6 Conclusion

La variabili t ® de

l a m®t hode alternative
odds ratio) est identique a celle de la méthode de référence.

3 ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

Trois articles ont été référencés :

Auteurs (année)

Journal

Titre

Commentaires

Reissbrodt R. (200

Int JFood Microbig
Aug 15, 95(1)91

New chromogenic plat
media for detection an
enumeration of
pathogenicisteriaspp.-
an overview

Revue reprenant
principes des milieux chromoger
pour la détection et la numération
Listeria spp.,de | 6i nt ®r 9
derniers et leur évaluation respectiv

Willis C, Baalham ]
Greenwood M,
Presland F (2006)

Int J Food Microb
Sept, 101(3): 711

Evaluation of a new
chromogenic agar for {
detection dfisterian
food

Comparaison des performancess
milieux OCLA (Brillianté Listeria)
ALOA et Oxford.

Les tests sont effectués avec des ¢
pures, des échantillons ino
artificiellement et des échant
naturellement conta n ® s . I
différence de recouvrement signif
ente les deux milieux chromogénes
Le milieu OCLA (Brillidhceisterig
montre des performances équivale

celles du milieu ALOA.
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Auteurs (année) | Journal Titre Commentaires

Loncarevic S, Oklg Int J Food Mbbiol | Validation of NMKL mefR®s ul t at s d o u-

M, Sehic E, Norli k May 31, 124(2):36a| n° 136 Listeria laboratoire  organisée pour

Johansson T (2008 monocytogenedetection détection et la numération
and enumeration in fool Listeria monocytogeneselon leg
and feed régles techniqgues NMKL

Plusieurs milieux chromogénes (
utilisés ALOA One Day (AR
ListeriaChromogenic Agar (Lab
Chromogenid.isteria Agar Platg
(OCLA ou encore (Brilligfy
Listerip Oxoid), Listerig
monocytogendsiood agar medi
LMBA (Ula M). Trois types
matrices ont été étudiésaumo
fumé sous vide, fromage a pate
aliments pour animaux.
L6O®tude confirnm
la nouvelle norme NMKL po
détection et la numératiomisieria
monocytogenes | 6enseg
mileux chromogenes testés po
étre employé comme m
obligatoire.

4 CONCLUSION GENERALE

Léexactitude de | a m®t hode alternative e
de référence. Les niveaux de détection de la méthode alternative sont
comparables a ceux de la méthode de référence. La méthode est spécifique

et sélective.

La m®t hode alternative per met un gain de
des résultats positifs et négatifs, ainsi que dans la réalisation des analyses.

La variabilité de la méthodeal t ernati ve (degr® dbéaccord
ratio) est identique a celle de la méthode de référence.

Les trois publications scientifiques relevées confirment les résultats relatifs
aux performances de la méthode alternative.
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Annexe 1 - Méthode de référence NF EN ISO 11290-1/A1 (février 2005):
méthode de recherche de Listeria monocytogenes

Prise dobéessai x
Dilution au 1/10 en bouillon
déenrichi ssement primaire Fraser
A4
Incubation 30°C = 1°C pendant24 h+ 2 h

0,1 ml de | 6en
primaire dans 10 ml de bouillon
dbébenrichi sseme
(Fraser)
Isolement sur Palcam et OAA
Incubation 37°C + 1°C pendant
48+ 2h

Isolement sur Palcam > Incubation 37°C + 1°C pendant 24 h+ 2 h

et OAA
Présence de colonies caractéristiques \
Oui Non
Test de confirmation Incubation 18 - 24 h
supplémentaires a 37°C + 1°C
Présence de colonies
caractéristiques
L. monocytogenes Autre que Oui / Non
L. monocytogenes v
l l Test de confirmation
Présence de Absence de L. monocytogenes Autre que Absence de
L. monocytogenes L. monocytogenes L. monocytogenes L. monocytogenes
x g ou ml X g ou mi I X g ou mi
Présence de Absence de
L. monocytogenes L. monocytogenes
X g ou mi X g ou mi

Test de confirmation Gram, Catalase, Hémolyse, CAMP Test, Galerie API Listeria
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Annexe2-Protocole utilis® | ors de | 6®tud
réalisée en 2009

Toutes matrices
sauf produits carnés

Enrichissement primaire
en bouillon One Broth Listeria (BO10665) (9x)

C
Xg ou xml échantillons
C
Incubation a 30°C + 1°C
24h+2h
C
| sol ement de 10 Ol ~ | 6aide ddune
sur gélose Brilliance Listeria PO5165A
C
Incubation a 37°C + 1°C
24h+2h
C

Colonies caractéristiques
(colonies bleu-vert avec halo)

— N

Non Oui
Absence de Confirmation
Listeria monocytogenes Hémolyse,

galeries Microbact 12 L
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Fiche Technidgue

Meéthode Listeria Precis™
(recherche)

s INTRODUCTION

La meéthede Listeria Precis™ est une méthode de
recherche des Listeria manocitogenes dans tous produits
d'alimemation humaine el les échantillons
environnementaux.

+ PRINCIPE DU TEST

La méthode Listeria Precis™ consiste 4 incuber un
bouillon de préenrichissement  sélectif  spécialement
développd 4 cet effet, suivi d'un isolement sur un milieu
chromogéne dénommé Brilliance™ Listeria.

Le bouillon de préenrichissement sélectif ONE Broth
Listeria  (CM1066B+SRO234E) a  &é  spécialement
optimisé de maniére & récupérer un maximum de Listeria
dans les échantillons a tester.

La pgélose chromogéne Brilliance™ Listeria (POS165A)
eat une modification de la formule décrite par Ottaviani et
Agosti. 11 sagit dun milieu sélecuf wtilisé pour la
différenciation et lisolement de Listerfa monocytogenes.

Le ecaractére pathogéne des Listeria spp est différencié par
la détection de l'activité lécithinasique
(phosphatidylcholine phosphaolipase C - PCPLC) au lien
de lactivite PIPLC {phosphatidylinesitel phospholipase
C). Ces deux enzymes PCPLC et PIPLC somt les
margqueurs de virulence du perme. Les souches de Listeria
monecyiogenes pathogénes sont lécithinase (+) (quelques
souches  de  Listeria  ivanovii  possédent  l'activité
lécithinasigue (+)).

La gélose chromogeéne Brilliance™ Listeria (POS165A)
utilise le chromogéne X-glucoside pour l'identification
présomptive  des  espéces de Listeng produisant  des
colonies de couleur bleu-vert. Les autres microorganismes
possédant cette enzyme sont inhibés par les agents sélectifs
présents dans la gélose (chlorure de lithium, polymyxine
B, acide nalidixigue et cefiazidime). L'amphotéricine B
inhibe la croissance des levures et des moisissures présents
dans I"échantillon.

Le substral phoesphatidvicholine permet la délection de
Iactivité lécithinase du germe. Les colonies lécithinase (+)
apparaitront avee un hale autour de la colonie.

» MODE OPERATOIRE fcf schéma an verse)

Toutes matrices saul produits carnés

1. Faire un préenrichissement sélectif en bouillon ONE
Broth Listeria (CM1066B+5R0234E) en respectant
le rapport prise dessai‘milieu (dilution au 17105y,
Incuber pendant 24 h. £2 h a 30°C = 1°C.

2. Prélever de maniére aseptique 10 pl du bouillon
incubé aver une oese calibrée et isoler sur la boite
Brilliance™ Listeria selon les méthodes dlisolement
classiques pratiquées en laboratoire. Incuber la boite
Brilliance™ Listeria a 37°C £ 1°C pendant 24 h, =
2h.

Produits carnés

I. Faire un préenrichissement sélectif en bouillon ONE
Broth Listeria (CM1066B+SR0O234E) en respectant
le rapport prise dessai’'milien (dilution au 17107,
Incuber pendant 24 h £ 2 ha 30°C = 1°C,
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2. Prélever de mamiére aseptique 10 pl du bouillon incubé
avec ung oese calibrée et isoler sur la boite Brilliance™
Listeria selon les méthodes disolement classiques
pratiquées en laboratoire. Incuber la boite Brilliance™
Listeria &4 37°C = 1°C pendant 24 h. = 2 h et si nécessaire
prolonger jusqu'a 48 b+ 2

Dans le cadre de la marque AFNOR wvalidation les

prises d'essais supéricures 4 25 g (£ 5 %) n'ont pas &té

testées.

s RESULTATS

Prélever les colonies caractéristiques {colonies bleu-vert avec
halo) en vue de la confirmation. Prélever au moins une colonie
caractéristique et identifier les colonies aprés purification.

Microorganisme Colonie typigque

L. monacytagenes (lécithinase +) blewvert, halo opagque

L. ivanovii {1écithimase +) blewvert, halo opaque

L. ivanavii (lécithinase -) blewvert, sans halo

Autres espéces de Listeria blewvert, sans halo

Dans le cadre de la marque AFNOR validation (méthode
Listeria Precis™), les résultats positifs doivent étre confirmes
par la méthede suivante

Cas 1 ; tests classiques décrits dans les méthedes normalisées
par le CEN ou SO (en incluant I'étape de purification) {ex
galerie Listeria Microbact 12 L).

Cas 2: 4 partir de la boite Brilliance™ Listeria, prélever

1 colonie isolée de wille suffisante que Uon appliguera sur le

test OBIS Mono (IDO60OM). Un changement de couleur

(violet) signifie la  présence «e  Listeria spp. Aucun

changement de couleur confirme la présence de Listeria

monacytogenes. Effectuer en paralléle une purification des
colonies caractéristiques sur Brilliance™ Listeria afin de
s'assurer de la pureté des souches i tester,

En cas de résultats discordants (positifs par la méthode

alternative, non confirmés par les tests décrits dans les

meéthodes normalisées par le CEN ou I'IS0), le laboratoire
devra mettre en wuvre les moyens suffisants pour s'assurer de
la walidité du résultat rendu

« LIMITES ET PRECAUTIONS
Usage in vitro.

- Dans le cadre de la marque AFNOR validation, le milicu
Brilliance™ Listeria doit @tre wtilisé exclusivement avec
le bowtllon de préennchissement sélectif prévu i cet effet
(bouillon ONE Broth Listeria (CM1066B+SR0O2Z34E)),

- Ne pas utiliser la gélose Brilliance™ Listeria (POST65A)
et le bouillon de préenrichissement OMNE Broth Listeria
(CMI066B+SROZIME) au dela de la date d'expiration ou
51 le produit présente des signes de détérioration,

Les directives habituelles pour les manipulations d'agents
infecticux sont & observer durant toutes les étapes,
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- La recherche des Listerio doit notamment  étre
effectuée par des personnes formees aux techniques
microbiologiques el aux nsques liés a la manipulation
d'échantillons contaminés.

= Une mauvaise conservalion ou préparation de
I'échantillon & examiner peut entrainer des résultals
mneorrects.

» PRESENTATION
1. Bouillon de base ONE Broth Listeria (CM10668)
Conservation - J10-30°C
Supplément ONE Broth Listeria (SRO234E)
Conservation | 2-8°C
Flacon prét i Memploi ONE Broth Listeria
10x225 ml (BO10665)
Conservation : 2-8°C
Poche ONE Broth Listeria 3x3000 ml (FR60031)
Conservation | 2-8°C

Gélose Brilliance™ Listeria 10 boites (PO3163A)
Conservation ; 6-§2°C

Listeria Precis'™
(méthode de recherche) i

Toutes matrices sauf produits carnés

Enrichissement primaire en bouillon
ONE Broth Listeria (CM1066B+SR0234E) (9%)
+

xg ou xml échantillons

Incubation & 30°C + 1°C l
24h.+2h

Isolement de 10 pl & l'aide d'une oese
sur gclcse Brilliance™ Listeria

Incubation 4 37°C = 1°C Incubation 4 37°C £ 1°C l
24h £2h. l 24 b, +2h,
Colonies caractéristiques Colonies caractéristiques
{colonies bleu-vert avec halo) (colonies bleu-vert avec halo)
NON oul NON QU
Absence de Listeria Confirmation Réincuber 4 37°C £ 1°C Confirmation
monocylogenes Tests classiques décrits 24h +2h. Tests classiques décrits
dans les méthodes normalisées l dans les méthodes normalisées
ou
test OBIS (cas 2) Colonics caractéristiques j
/"'_\- NON out
r AFNOR Absence de Listeria Conﬁ[‘malion} .
MONOCYTOZENCS Tests classiques décrits
W“dﬂ-tky dans les méthodes normalisés
T
test OBIS {cas 2)
UNI-03/04-04/05
METHODES ALTERMATIVES D'ANALYSE
POUR L'AGROALIMENTAIRE
Certifié par AFNOR Certification 082009
www.afnor-validation.org
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OXOID THERMO FISHER SCIENTIFIC

# ASSISTANCE TECINIQUE

Une assistance technique peut étre oblenue auprés de la
sociélé Oxoid aux heures d'ouverture (8h00-1Th00)

Tél 04.72.52.33.70. — Fax 04.78.66.03.76

La méthode Listeria Precis™ est certifiée AFNOR. validation
pour les produits d*alimentation humaine et animale et les
échantillons environnementaux par rapport 3 la norme de
référence NF EN 150 11290-1.

La méthode Listeria Precis™ UNI 03/04-04/05 est valable
Jusgu'au 08042013,
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Produits carnés

Enrichissement primaire en bouillon
ONE Broth Listeria (CM1066B+SR0234E) (9x)
+

xg ou xml échantillons

Incubation 4 30°C + 1°C l
24h £2h

Isolement de 10 pl a I'aide d'une oese
aur gék}st‘: Brilliance™ Listenia
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