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Avant Propos

/[ -HQVHPEOH GHV UHQVHLJQHPHQWY SHUPHWWDQW GH YDO
sera tenu a la disposition de la Société CHROMagar.

Les résultats seront synthétisés au sein d e tableaux et interprétés selon la
norme NF EN ISO 16140.

z Fabricant : CHROMagar
4 place du 18 juin 1940
75006 PARIS
Site de production :
60 +62 avenue de Saxe, 75015 PARIS

z Laboratoire expert : ADRIA Développement
=$ &UHDFTK *ZHQ
29196 QUIMPER Cedex

z Méthode a valider : CHROMagar ™ Listeria pour la recherche de
Listeria monocytogenes

z Référentiel de validation : Norme NF EN ISO 16140 (octobre 2003) / A1
(octobre 2011) : microbiologie des aliments -
Protocole pour la validation des méthodes
alternatives

z Méthode de référence NF EN ISO 11290-1 (1997) incluant
OYDPHQGHPHQWMgrobiologie des
aliments +Méthode horizontale pour la recherche
et le dénombrement de Listeria monocytogenes *
Partie 1 : méthode de recherche

z Etendue de la validati on : 7TRXV SURGXLWY GITDOLPHQWDWLRQ KX
SUpOQYHPHQWY GTHOMMEURQQHPHQW
environnement de production primaire)

z Organisme de validation : AFNOR Certification

ADRIA Développement 3/64 7 octobre 2013
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1 RAPPEL SUR LA METHODE ALTERNATIVE

1.1 Date de la premiére validation et date de reconduction

La méth ode CHROMagarT'VI Listeria pour la recherche de  Listeria
monocytogenes a été validée le 13 décembre 2001(attestation n° CHR
21/1 £12/01) et reconduite en mars 2006, septembre 2009 et octobre 2013.

1.2 Protocole et principe de la méthode alternative

La méthode CHROMagarTM Listeria est une méthode incluant un bouillon
GIHQULFKLVVHPHQW )UDVHU HW XQ PLOLHX FKUR
spécifique de Listeria monocytogenes.

La confirmation des échantillons suspects est réalisée par les tests

classiqgues des PpWKRGHV QRUPDOLVpHV RX SDU UpDOLVEL
CHROMagar™ Identificaton /LVWHULD GLUHFWHPHQW | SDUWL
prélevée sur CHROMagar™ Listeria. Le protocole est donné en annexe 1.

1.3 Méthode de référence a laquelle la méthode alternative a eté
compareée

La méthode de référence est la norme NF EN ISO 11290-1 (1997) incluant
OYDPHQGHPH QW Mirobiologie des aliments +Méthode horizontale
pour la recherche et le dénombrement de Listeria monocytogenes =+
Partie 1 : méthode de recherche. Le protocole est schématisé en annexe 2.

ADRIA Développement 4/64 7 octobre 2013
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1.4 Principaux résultats obtenus lors de la validation initiale et de la
reconduction ( étude réalisée par Eurofins _/Asept)

1.4.1 Etude comparative des méthodes

1.4.1.1 Exactitude relative, spécificité relative et sensibilité relative

I fTHIDFWLWXGH HVW OfpWURLWHVVH GH OTDFFRUG HQWUH (

La spécificité relative est définie comme le degré auquel la méthode est affectée (ou non) par
autres composants dans un échantildR@WeHQD QW SOXVLHXUV &fHVW OD
PHVXUHU DYHF H[DFWLWXGH XQ DQDO\WH GRQQp RX VD
GILQWHUIPUHQFH DYHF OHV FRPSRVDQWY QRQ FLEOpV WH

La sensilii¢ relative est définie comme la capacité de la méthode alternative a détecter deux
TXDQWLWpV GLIIpPUHQWHY GIDQDO\WH TXL RQW pWp PHVXL
PDWULFH GRQQpH VXU WRXWH OfpW tit&ndnihthleGatcisbetddtH & T+
GH OD FRQFHQWUDWLRQ GYDQDO\VWH [ TXL GRQQH XQH YDL

1.4.1.1.1 Nombre et nature des échantillons

Les catégories étudiées, les types de produits analysés et le nombre
GTpFKDQW L €88 pafcdtéanedsonit indiqués dans le tableau 1.

ADRIA Développement 5/64 7 octobre 2013
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Tableau 1

Nombre total

Nombre de Nombre de

Catégories Types de produits e neqatis G-pF K,D Q
analysés
Viandes crues 7 18 25
Produits carnés Produits transformés prétiré ¢ 9 26 35
Produits prét a consommer 16 11 27
Total 32 55 87
Prélévements de surface 11 21 32
Environnements Prél.évements d'e siphons 8 12 20
Résidus, poussiéres, eaux 12 10 22
Total 31 43 74
Fromages au lait cru 16 25 41
Produits laitiers Laits crus . 12 31 43
Fromages pasteurisés 9 12 21
Total 37 68 105
Produits crus 11 11 22
Produits de la péq Poissqns fumés , 10 21 31
Produits transformés 10 34 44
Total 31 66 97
Végétaux crus bruts 9 17 26
Produits végétauy Ovoproduits, patisseries 10 10 20
divers Salades composées 14 16 30
Total 33 43 76
TOTAL 164 275 439

* Résultats positifs par 'une ou l'autre des deux méthodes étudiées.

Au total, pour chacune des catégories, un minimum de 60 échantillons a été
analysé, avec au minimum 30 échantillons positifs, répartis dans chaque

type.

1.4.1.1.2 Contamination artificielle des échantillons

'HV FRQWDPLQDWLRQV DUWLILFLHOOHV RQW
stressées selon les exigences de la norme EN ISO 16140 et du bureau
technique de la validation AFNOR.

76 échantillons sont positifs suite a contamination artificielle, sur
164 échantillons positifs, soit un pourcentage de 46 %. 33 échantillons
artificiellement contaminés ont été retrouvés non contaminés par la méthode
alternative et par la méthode de référence.

88 échantillons naturellement contaminés sont positifs, soit un pourcentage
de 54 %.

ADRIA Développement 6/64 7 octobre 2013
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1.4.1.1.3 Résultats des essais
Les résultats bruts sont donnés en annexe 3.
Le tableau 2 présente les résultats globaux toutes catégories confondues.

Tableau 2 - Couples de résultats des méthodes
de référence et alternative - Toutes catégories confondues

Méthode de référence Méthode de référence

positive (R+) négative (R

Réponses

Méthode alternative
. 150 3
positive (A+)
Méthod :fllternatlve 110 2750
négative (A

A+ = positifs confirmés
A- = négatifs immédiats et négatifs apres confirmation quand présomptifs positifs.
(M dont aucun échantillon positif présomptif non confirmé.

Les tableaux 3 a 7 présentent les mémes résultats par catégorie de produits.

Tableau 3 - Produits carnés

5 Méthode de référence Méthode de référence
Réponses " Lo
positive (R+) négative (R
Méthode alternative
. 28 2

positive (A+)

Méthode alternative
L 2 55
négative (A

Tableau 4- 3UpOqYHPHQWY GTHQYLURQQHPHQW

’ Méthode de référence Méthode de référence
Réponses " ..
positive (R+) négative (R
Méthode alternative
. 30 0
positive (A+)
Méthode alternative
L 1 43
négative (A
ADRIA Développement 7164 7 octobre 2013
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Tableau 5 - Produits laitiers

) Méthode de référence Méthode de référence
Réponses " .
positive (R+) négative (R
Méthode alternative
. 31 1
positive (A+)
Méthode alternative
L 5 68
négative (A

Tableau 6 - Produits de la péc he

5 Méthode de référence Méthode de référence
Réponses " L
positive (R+) négative (R
Méthode alternative
. 29 0
positive (A+)
Méthode alternative
o 2 66
négative (A

Tableau 7 - Produits végétaux et divers

Méthode de réfence Méthode de référence

Réponses

positive (R+) négative (B

Méthode alternative
. 32 0
positive (A+)
Méthode alternative
o 1 43
négative (A

14114 &DOFXO GH OfH[DFWLWXGH UHODWLYH $& GH OD VH
spécificité relative (SP)

/I THQVHPEMH FHVY UpvVXOWDWYVY SHUPHW GH FDOFXOHU
sensibilité relative et la spécificité relative. Les résultats sont présentés dans
le tableau 8.

ADRIA Développement 8/64 7 octobre 2013
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Tableau 8- &DOFXO GH OYH[DFWLWXGH UHO B WlatveH $& Gt
(SE) et de la spécificité relative (SP)

SE  N-=
(%) NA+PD

Catégorie

Produits carnés 28| 55 | 2 2 87 95,4 30 93,3 57 96,5

Environnements 30 | 43 1 0 74 98,6 31 96,8 43 100

Produits laitiers 31| 68 5 1 1® 94,3 36 86,1 69 98,5

Produits de la péclf 29 | 66 | 2 0 97 97,9 31 93,5 66 100

Produits végétaux | 32 | 43 1 0 76 98,7 33 96,9 43 100

TOTAL 150 275| 11 3 439 96,8 161 93,2 278 98,9
PA: Accord Positif ND: Déviation négative

NA: Accord négatif PD: Déviation positive

AC: Exactitude relative SE: Sensibilité relative

SP: Spécificité relative

AC (%) = PA+NA/N * 100 SE (%) = PA*100/N+  SP (%) =NA*100/N

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 = 96,8 %
- Spécificité relative : SP = 98,9 %
- Sensibilité relative : SE = 93,2 %

En considérant uniqguement 150 échantillons positifs, les pourcentages
deviennent les suivants :

- Exactitude relative : AC = 95,5 %
- Spécificité relative : SP = 98,0 %
- Sensibilité relative : SE = 93,2 %

6HQVLELOLWp HQ WHQDQW FRPSWH GH OYHQVHPEO
confirmés :

- Meéthode alternative : (PA + PD) / (PA + PD + ND) = 93,3 %
- Méthode de référence : (PA + ND) / (PA + PD + ND) = 98,2 %

ADRIA Développement 9/64 7 octobre 2013
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1.4.1.1.5 Analyse des discordants

CHROMagar

Six déviations négatives (Cf. tableau 9) ont été observées sur des

échantillons naturellement contaminés et cinq sur

des échantillons

artificiellement contaminés. Il est important de noter que , pour trois de
ces échantillons, le méme type de matrice (Camembert au lait cru) a été
inoculé trois fois avec la méme souche ayant subi le méme stress et

inoculé au méme taux.

qui sont a considérer plutdt comme des réplicats.

Tableau 9 =Déviations négatives

11

Catégorie N° éch. \ Produit Contamination
Produits carnés 1PCSC1 | Foie de porc Naturelle
5PCSC2 | Chipolatas aux herbes Naturelle
Environmaent 6ENVSC?2| Siphon de sol pelage Naturelle
Produits laitiers 29PLSC1 | Camembert au lait cru Artificielle

30PLSC1

Camembert au lait cru

Souche n° 14
Stress 4,00 log

31PLSC1 | Camembert au lait cru
Inoculation10 UFC
33PLSC2 | Lait cru Naturelle
APLSC3 | Livarot Naturelle
Produits de la péche| 30PPSC2 | Tranches de saumon fum( Artificielle

Souche n° 48
Stress 0,6 log
Inoculation10 UFC

31PPSC3

Crevettes cuites

Naturelle

Produits végétaux
divers

26PVDSC

Salade trajectoire

Artificielle
Soucha® 106
Stress 1,06 log
Inoculation8 UFC

Trois déviations positives (Cf. tableau 10) ont été observées sur des
échantillons naturellement contaminés.

Tableau 10 +Déviations positives : 3

Catégorie N° éch. Produit Contanmation
Produits carnés 10PCSC2| Boulette de veau proveng Naturelle
30PCSC2| Steak haché a la tomate | Naturelle
Produit laitier 14PLSC2 | Lait cru Naturelle
6HORQ OYDQQH[H ) GH OD QRUPH 1) (1 ,62
Y = ND + PD est de 14.
Les deux méthodes ne sont pas statistiquement différentes a o < 0,05.

ADRIA Développement
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1.4.1.2 Niveau de détection relatif

Le niveau de détection relatif correspond au nombre le phismpetjalésmes XOWLYDEOHV T
HVW SRVVLEOH GH GpWHFWBURED®VOQ N IGCIHQWLO Q RO D DG
alternative et de référence.

Les contaminations artificielles ont été réalisées selon les exigences de la
norme NF EN ISO 16140 et du bureau technique microbiologie.

Le tableau 10 présente les résultats obtenus.

Tableau 11 - Valeurs des niveaux de détection relatifs

Couples (matrice / souche) Niveau de détection reldtif-FC / 25 g ou 25 ml) se

le test de Spearmdgirber ¥

Méthode de référence| Méthode alternative
RillettegListeria monocytogedes 0,4 (0,21,0) 0,4 (0,21,0)
Saumon funiéisteria monocytogeh&xh 0,3(0,11,0) 0,3(0,11,0)
Saladé Listeria monocytogeh&a 0,9(0,51,6) 0,9(0,51,6)
Lait crdListeria monocytogehi&sa 0,5(0,213) 0,5(0,213)
Eau de proceskisteria monocytogeh&a 0,7 (0,31,9) 0,9 (0,322

Le niveau de détection relatif est compris entre 0,083 et 1,928 pour la
méthode de référence et entre 0,083 et 2,223 pour la méthode alternative.

Le niveau de détection relatif de la méthode alternative est similaire a
celui de la méthode de référence.

! Hitchins A. Proposed Use of a 50 % limit of Detection Value in Defining Uncertainty Limits in the
Validation of Presence-Absence Microbial Detection Methods, Draft 10th December, 2003

ADRIA Développement 11/64 7 octobre 2013
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1.4.1.3 Inclusivité / exclusivité

/ITMLQFOXVLYLWp HVW OD FDSDFLWp GH OD PpWKRGH DOWH
éventail de souches.

ITTHIWFIOYLWp HVW OYDEVHQFH GILOQWHUIpUHQFHY SDU XQ p°
méthode alternative.

14.1.31 SURWRFROHY GYHVVDL
Inclusivité

Chacune des souches de Listeria monocytogenes a été cultivée en bouillon
TSB (Tryptone Soya Broth) 24 ha37°& j OfH[FHSWLRQ GH TXHOTXH
spécifiques cultivées en bouillon adapté a leur croissance. Des dilutions ont
pWp UpDOLVpHY DILQ GfLQRFXOHU HQWUH HW FH(
GITHQULFKLVVHPHQW )UDVHU /IH SURWRKR&BROH GH O
suivi dans son ensemble. Toutes les souches donnant des colonies
caractéristiques ont été confirmées par le test CHROMagar™ Identification
ILVWHULD j SDUWLU GT1XQH FRORQLUMLigeridQ LVROpPH VXL

Exclusivité

Les différentes souches négatives ont été cultivées en bouillon TSB 24 h a
37 °C puis ensemencées a un taux supérieur a 10° / ml dans 225 ml de

ERXLOORQ GYHQULFKLVVHPHQW )UDVHU /IHV VRXF
caractéristiques ont été confirmées par le test CHROMagar™ Identification
Listeria.

1.4.1.3.2 Résultats
Les résultats sont donnés en annexe 4.

$X QLYHDX GH OTH[FOXVLYLWp DXFXQH UpDFWLRQ FUI
Seules les souches de Listeria ivanovii donnent un aspect typique : la
confirmation permet de les distinguer des Listeria monocytogenes.

Toutes les souches de Listeria monocytogenes ont donné des colonies
typiques bleues avec halo blanc sur gélose CHROMagar'™" Listeria et une
coloration rose & mauve avec halo sur le test CHROMagar™ Identification
Listeria.

ADRIA Développement 12/64 7 octobre 2013
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1.4.2 Etude interlaboratoire

1421 2UJDOQLVDWLRQ GH OfpWXGH

Cette étude a été réalisée par un essai inter-laboratoires impliquant
14 laboratoires collaborateurs et le laboratoire organisateur.

/D PDWULFH XWLOLVpH SRXU OfpWXGH D pdtém&Q PpOD

et de lait entier pasteurisé. Ce lait a été contaminé par une souche de
Listeria monocytogenes isolée de lait cru, de sérotype 1/2a. Vingt-quatre
échantillons de lait, dont huit échantillons non contaminés ont été adressés a
chaque laboratoire collaborateur.

1.4.2.2 Contrble des paramétres expérimentaux

1.4.2.2.1 Taux de contamination

Les niveaux de contamination, et la stabilité des contaminations dans le
temps sont présentés dans le tableau 12.

Tableau 12

Estimation de la limite

Taux visés Taux réels inférieure de la
(bactéries / 25m (bactéries / 25m contamination par 25 m
G-pFKDQWL

Estimation de la limite

supérieure de la contaminatic
SDU PO G:pFK

0 0 0 0
3 3,6 2 5
30 34,6 30 39

1.4.2.2.2 Températures a réception

Pour tous les laboratoires collaborateurs, la température était conforme car
inférieure a 8,4 °C.

7RXV OHV ODERUDWRLUHV RQW UHoX OHXU FROLV
17/01/2006 avant 14 h.

Tous les laboratoires ont réalisé les essais sur les 24 flacons de lait le mardi
17/01/2006.

Aucun laboratoire ne peut étre exclu selon ces criteres.

ADRIA Développement 13/64 7 octobre 2013
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1.4.2.3 Résultats des analyses

1.4.2.3.1 Résultats obtenus par les laboratoires collaborateurs

Les tableaux ci-aprés présentent les résultats obtenus par les laboratoires
collaborateurs par la méthode de référence et par la méthode alternative.

Tableau 13 - Résultats positifs obtenus avec la méthode de référence

Niveau de contamination

Laboratoires
LO L1 L2
A 0/8 8/8 8/8
B 0/8 8/8 8/8
C 0/8 8/8 8/8
D 0/8 8/8 8/8
E 0/8 8/8 8/8
F 0/8 8/8 8/8
G 0/8 8/8 8/8
H 0/8 8/8 8/8
I 0/8 8/8 8/8
J 0/8 8/8 8/8
K 0/8 8/8 8/8
L 0/8 8/8 8/8
M 0/8 8/8 8/8
N 0/8 8/8 8/8
Total 0 112 112
ADRIA Développement 14/64 7 octobre 2013
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Tableau 14 - Résultats positifs obtenus avec la mét

Laboratoires

Niveau de contamination

CHROMagar

hode alternative

LO L1 L2
A 0/8 8/8 8/8

0/8 8/8 8/8

C 0/8 8/8 8/8

D 0/8 8/8 8/8

E 0/8 8/8 8/8

F 0/8 8/8 8/8

G 0/8 8/8 8/8

H 0/8 8/8 8/8

| 0/8 8/8 8/8

J 0/8 8/8 8/8

K 0/8 8/8 8/8

L 0/8 8/8 8/8

M 0/8 8/8 8/8

N 0/8 8/8 8/8

Total 0 112 112

1.4.2.3.2 Commentaires

7TURLV ODERUDWRLUHV QYRQW SDV UHVSHFWpD

OH

instructons: cHV WURLY ODERUDWRLUHY VRQW H[FOXV GH
des résultats. Cependant, leurs résultats sont conformes aux résultats

attendus.

1.4.2.4 Calculs

1.4.2.4.1 Calcul des pourcentages de spécificité (%SP) et de sensibilité (%SE) pour

les deux méthodes

Le pourcentage de spécificité, pour le niveau Ly est calculé pour chaque
méthode selon la formule suivante : SP =1 £(FP/N-) x 100 %
FP: nombre de faux positifs

N-: nombre total de tous les esBais L

Le pourcentage de sensibilité, pour les niveaux L1 et L2 est calculé pour
chaque méthode selon la formule suivante : SE = (TP / N+) x 100 %

TP: nombre de vrais positifs

ADRIA Développement
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Le tableau 15 présente les résultats obtenus.

Tableau 15 - Calculs de SP et SE

Méhode de référence Méthode alternative

Niveau b | oteroon
SP ou SE LCL % SP ou SE LCL %
LO SP% =100 % 98 SP% = 1% 98
L1 SE% =100 % 98 SE% =100 % 98
L2 SE% =100 % 98 SE% =100 % 98
L1+L2 SE% =100 % 98 SE% =100 % 98

14242 &8DOFXO GH OfH[DFWLWXGH UHODWLYH $&

Les résultats pour tous les niveaux confondus sont présentés dans le
tableau 16.

Tableau 16 - Couples de résultats de la méthode alternative
et de la méthode de référence

Méthode de référence

Méthode alternative

+ -
+ PA =176 PD=0 176
- ND =0 NA = 88 88
Total N=176 N-=8 N = 264

ITHIDFWLWXGH UeAfiDa# ery pburdeitage, est calculée avec la
formule suivante : AC = ((PA + NA) / N) x 100 %.

N : nombre d’échantillons soumis a essais,
PA: nombre d’accords positifs
NA: nombre d’accords négatifs

1.4.2.4.3 Etude des discordants

Tous les résultats attendus ont été trouvés par les laboratoires
FROODERUDWHXUYV ,0 QY\ D SDV GH GLVFRUGDQW

ADRIA Développement 16/64 7 octobre 2013
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1.4.2.5 Interprétation

14251 &RPSDUDLVRQ GHV YDOHXUV GfH[DWLWXGH UHODWLY
sensibilité (SE)

/IHV YDOHXUV REWHQXHV SRXU FHV SDUmmakggavduHYV ORU )\
FRXUV GH OTpWXGH FROODERUDWLYH7VRQW UHSRUWQDpPFH

Tableau 17 - Comparaison des valeurs de AC, SP et SE
entre étude préliminaire et étude collaborative

Etude préliminaire Etude collaborative

Exactude relative 95,5 % 100 %
Sensibilité 93,2 % 100 %
Spécificité 98,0 % 100 %

14252 'HIJUp GIDFFRUG

Le tableau 18 présente les valeurs par niveau et par méthode.

Tableau 18-DHJUp GIDFFRUG

Niveau Méthode de référence Méthode alteative
LO 100 % 100 %
L1 100 % 100 %
L2 100 % 100 %

1.4.2.5.3 Concordance

Le tableau 19 présente les valeurs par niveau et par méthode.

Tableau 19 *Concordance

Méthode de référence

Méthode alternative

LO 100 % 100 %
L1 100% 100 %
L2 100 % 100 %
ADRIA Développement 17/64 7 octobre 2013
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1.4.2.5.4 Odds ratio (COR)

Il est calculé avec la formule suivante &25 GHJUp GITDFFRUG |
concordance)) / (concordance x (100 +tGHJUp GYDFFRUG

Les odds ratio pour la méthode de référence et la méthode alternative sont
présentés dans le tableau 20.

Tableau 20 - Odds ratio

Niveau Méthode de référence Méthode alternative
LO 1,00 1,00
L1 1,00 1,00
L2 1,00 1,00

1.4.3 Etude de praticabilité compléte

Mode de conditionnement des - CHROMag# Listeria base flacon de mili¢
éléments de la méthode déshydraté permettant la fabrication de 1 | de
base, ou flacon de milieu déshydraté perme
fabrication de 5 litres de milieu de base.

- CHROMag#@r Listeria supplémerftacon de poud
permdant la fabrication de 1 |1 ou 5 | de milieu
par ajout au milieu de base précédent.

N.B: une présentation préte a I'emploi existe.

- CHROMagar Identification Listg#lases coulées
boite de Petri de diametre 55 mm et prétes a I'emploi.
N.B: une présentation déshydratée existe.

Volume des réactifs Le milieu CHROMa&aYaristeria est préparé a partir

flacons de poudre fournis par le fabricant. 15 a

milieu sont coulés en boites de Petri.

ADRIA Développement 18/64 7 octobre 2013
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Conditions de stockage des élém
etpéremption des produits non ot

Les milieux déshydratés sont stockés a I'obscurité et a
I'abri de I'humidité (entre 2 et 30°C pour la base et au froid
entre 2 et 8 °C pour le supplément). Une ¢
péremption est indiquée sur chaque flacon.

Le milie est fabriqué, autoclavé et coulé le jour mé
Les boites de milieu se conservent une joy
température ambiante ou deux semaines
température comprise entre 2 et 8°C et a I'obscurité.

Les boites prétes a 'emploi ont une péremption de 3 mois.

ORGDOLWpPYV GITXWLO
utilisation

Aucune restrictiole flacon de poudre permetta
fabrication de 1 | ou 5 | de milieu de base p
aliquoté.

Equipements ou locaux spécifiqu
nécessaires

I n'y a pas d'équipement ou de locaux spécifiques po
cette méthode. Toutefois, il faut disposer de lo
bactériologie équipés des matériels et dispos
sécurité nécessaires a la manipulation de
organismes pathogenes.

5pDFWLIV SUrwv j O
reconstituer

Les modalitépour la reconstitution de CHROM:;:
Listeria base ainsi que le supplément a ajc
CHROMag#gtListeria base sont précisées dans la
CHROMag#@tfListeria.

'XUpH GH IRUPDWLR
initié a la méthode

La durée de formation d'un technicien réalisant de fa
courante la méthode 1SO 11286t de un jour a u
semaine (maitrise de l'isolement, maitrise de la lecture et
du test de confirmation).

Temps réel de manipulation et
flexibilité de la technique par rapg
DX QRP E U Hbn€ ¥ arfalgs@r

Le temps nécessaire a 'analyse d’'un échantillon positif par
la méthode ISO 11498 est de 23 minutes cdg
10 minutes pour la méthode alternative.

Le temps nécessaire & I'analyse d’un échantillon négatif
par la méthode I1ISO 11P@0et de 6 minutes con
4 minutes pour la méthode alternative.

'pODLV GIfREWHQWL

La méthode CHROM®&¥histeria permet I'obtention de

résultats positifs en 3 jours lorsque le test CHRC
Identification est utilisé pour la confiretgtisnu'a a

7 jours si 'on met en oeuvre la confirmation telle que décrit

dans les méthodes normalisées par le CEN, I'ISO ou

AFNOR (incluant la purification). Les résultats négatifs

sont obtenus en 2 jours.

Pour la méthode ISO 11R9es résultatogtifs son
obtenus dans un délai de 8 a 11 jours. Les

négatifs sont obtenus en 5 jours (si absence de
typiques) a 11 jours.

7\SH GH TXDOLILFDYV

La qualification de I'opérateur est identique a celle requise
pour la ré@ation de la méthode ISO 11290

ADRIA Développement
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Etapes communes avec la méthg La premiére étape d’enrichissement primaire en Fraser 1/2
référence est commune aux deux méthodes.

Tracabilité des résultats Il existe deux types de tracabgitéracabilité imterau

laboratoire et la tracabilité du fournisseur.

- Tragabilité interne au laboratdé® analyses fo
I'objet d'un suivi au travers de fiches de suivi sur
lesquelles sont notées la date limite d'utilisation du
milieu, I'opérateur, la date de réalisation des essais,
résultats...

- Tracabilité du fournisseler fournisseur émet
certificat d’analyse sur lequel sont indiqués le numéro
de lot du milieu et la date d’expiration.

Maintenance par le laboratoire | Sans objet.

1.4.4 Conclusion générale

La méthode CHROMagar'™™ Listeria pour la détection de Listeria
monocytogenes GDQV OHV DOLPHQWV HW OHV SUpOQgYHPH
présente les caractéristiques suivantes :

- DXFXQH UpDFWLRQ FURLVpH DY Hibtera TR X WSJBDWK WHW IS\ F
genres,

- 100 % des souches de Listeria monocytogenes étudiées ont été
détectées par la méthode,

- le niveau de détection relatif est comparable a celui de la méthode de
référence.

/ID PPWKRGH DOWHUQDWLYH QTHVW SDV VWDWLVWLTXF
référenFH HQ WHUPHV GYH[DFWLWXGH UHODWLYH DYHF
relative a 95,5 %, de spécificité relative a 98,0 % et de sensibilité relative a

93,2 %.

La variabilité de la méthode alternative est identiqgue a celle de la méthode
de référence, comptetHQX GHV UpVXOWDWY GH OfpWXGH FROO

ADRIA Développement 20/64 7 octobre 2013
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2 ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE
Une recherche bibliographique a été réalisée dans les banques de données
internationales : FSTA?, Biosis®, Medline? et Foodline® et deux articles ont
été recenses :
Auteurs Titre Commeaire
Lee H¥t al(2011) Profiling of recovery efficien L'étude montre que le milieu
J Microbiol Biotechn{ for three standard proto| CHROMagar Listeria permet un
2011 Sep;21(9):9%4 | (FDABAM, 1S@1290, an( recouvrement efficace des cellule
modified USDA) Listeria monocytogestsssées pa
temperatufigjured  Listerig traitement thermique dans la misé
monocytogenes ceuvre des méthodes FDA-BAM, ISO
11290etUSDAFSIS
Hossein &t al(2013)| Detection and istibn of Des analyses realisées SIUF d_elz_s p
i . ... | cuisines ont montré que le milieu
Food Control 32,-29 | Listeria spp. . and Listerig CHROMagar avait des performar
monocytogends readyoeat| nettement meilleures que les géld
foods with various seleq Listeiaselective agar et Palcam, g
culture media une sensibilité de 99,1 % et une
spécificité de 99,1 % pour la déte
delListeria monocytogenes
3 AUTRES VALIDATIONS OBTENUES

Validation AOAC-RI : certificat 06 0501, obtenu en juin 2005 pour la
recherche de Listeria monocytogenes et Listeria ivanovii dans le steak
haché, le saumon fumé, la laitue et le Brie.

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

3Biosis, une filimle Thomson Scientific, http://library.dialog.com/bluesheets/html/bl0005.html

4U.S. National Library of Medéxdtpé/library.dialog.com/bluesheets/htmii@i154.
5Leatherhead Food Research Céiye/library.dialog.com/bluesheets/html/bit1I053. ht
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Annexe 1 - Méthode alternative CHROMagarTM Listeria
pour la recherche de Listeria monocytogenes

xg + 9x ml de bouillon Fraser %2
2
24h+2ha30°C+t1°C
2

Etalement / isolement de 100 pl sur gélose CHROMagar'™" Listeria

~ \

BUpOgYHPHQWY GTHQYLl 7RXV SURGXLWYV GTDOLPHC

24h+2ha37°C+1°C 24h+2ha37°C+1°C
/ \ Présence de colonies typiques
Absence de Présence de
colonies colonies
typiques typiques
24h+2h
a37°C+1°C
Absence de Présence de
colonies colonies
typiques
v

Confirmation :

- par les tests classiques décrits dans la
méthode de référence (ISO 11290-1/A1)

- parréalisatLRQ GfXQ VSRW VXI
CHROMagar™ Identification Listeria
GLUHFWHPHQW j SDUWLU C
prélevée sur gélose CHROMagar'"

Listeria
\’
Incubation 18 +24 h a 37°C £ 1°C

ADRIA Développement 22/64 7 octobre 2013
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Annexe 2 +*Méthode de référence NF EN ISO 11290-1/A1 :
méthode de recherche de Listeria monocytogenes

B3ULVH GYfHVVDL [ J R:

Dilution au 1/10 en bouillon
GfHQULFKLVVHPHQW SULPDLUH UDVHU 0o
\ %
Incubation 30°C = 1°C pendant24 h+2h

l

PO GH OfHQULF
primaire dans 10 ml de bouillon
GITHQULFKLVVHPHQ
(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
de Listeria spp. \
Oui Non
Test de confirmation Incubation 18 - 24 h
supplémentaires a 37°C + 1°C
Présence de colonies
caractéristiques de Listeria spp.
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 ml X g ou mi
Tests de confirmati@ram, Catalase, Hémolyse, Camp Tegdlenimibiochimique Listeria
ADRIA Développement 23/64 7 octobre 2013
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Annexe 3 xExactitude relative : résultats bruts

Extraits du rapport d’étude préliminaire

« Reconduction de validation AFNOR
de la méthode CHROMagar'" Listeria
selon la norme EN I1SO 16140 »

9HUVLRQ UpGLJpH OH P D &%) SDU OF
Légende des tableaux :
L : flore légére

M : flore moyenne
H : flore importante
a : culture pure
b : mélange de flore annexe et suspecte
¢ : majorité de colonies
d : rares colonies suspectes
e :aucune colonie suspecte

FN : Faux négatif
PS : Positif Supplémentaire

ADRIA Développement 24/64 7 octobre 2013
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Annexe 4 zInclusivité / Exclusivité

: résultats bruts

CHROMagar

SOUCHES NEGATIVES

LECTURE a 24h

LECTURE & 48h

. CHROMag®fListeria GN CHROIslgaf\Listeria GN
N°| Nom de la souche Origine de [ Densité de la flg o d Densitg b Densité delaflq .. . d Densite b
souche H.M.L | Nbre I?jlametre Aspect_ es CONH  de Nbre H.M.L| Nbre Diametr Aspect. es CONH  de Nbre
u halo colonies de col du halo colonies de co
de col la flore decol la flore
1 | Listeria innocua Collection H 100 Bleu + H 100 H 100 Bleu + H 100
2 | Listeria innocua Produit laitig H 100 Petites colonie H 100 100 Colonies H 100
bleues / verte Bleues/vertes
3 | Listeria innocua Prodit laitier] H 100 Petites colonie H 100 H 100 Colonies H 100
bleues / verte Bleues/vertes
4 | Listeria innocua Collection H 100 Petites colonie H 100 H 100 Colonies H 100
bleues / verte Bleues/vertes
5 | Listeriavanovii Collection H 100 2 mm Colonies bleue| - H 100 H 100 PHI Colonies bleues| - H 100
subsp.ivanovii
6 | Listeria ivanovii subsg Collection H 100 | Halotrés Colonies - H 100 H 100 4 mm Colonies bleues | - H 100
Londoniensis petit bleues
7 | Listeria ivaniov Collection H 100 Halo trés | Petites colonie| - M 100 H 100 2 mm Colonies - H 100
CHU Tours petit Bleues /vertes Bleues/vertes
8 | Listeria ivanovii Collection H 100 Halo trés | Petites colonie| - H 100 H 100 6 mm Colonies - H 100
CHU Tours Bleues /vertes Bleues/vertes
petit
9 | Listeria ivanovii Collection H 100 Halo trés | Petites colonie| - H 100 H 100 4 mm Colonies - H 100
CHU Tours Bleues /vertes Bleues/vertes
petit
10| Listeria ivanovii Collection H 100 Halo trés | Petites colonie| - M 50 H 100 4 mm Colonies - M 50
CHU Tas petit Bleues /vertes Bleues/vertes
11| Listeria ivanovii Collection H 100 Halo trés | Petites colonie| - M 50 H 100 PHI Colonies - M 50
CHU Tours petit Bleues /vertes Bleues/veas
12| Listeria ivanovii Collection H 100 Petit Colonies - M 50 H 100 6 mm Colonies - M 50
CHU Tours halo Bleues /vertes Bleues/vertes
13| Listeria seeligeri Collection M 50 M 50 M 50 Colonies M 50
Bleues /verted Bleues/vertes
14| Listeria welshimeri | collection H 100 H 100 H 100 Colonies bleues H [ 100
15| Listeria grayi Collection H 100 Petites colonie H 100 H 100 Colonies H 100
CHU Tours Bleues /verted bleu/ert
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CHROMagar

SOUCHES NEGATIVES

LECTURE a 24h

LECTURE a 48h

. | CHROMag#fListeria GN CHROIglgafMListeria GN
N°| Nom de la souche O”g':e delq Densité de la flg Diame A d Densit¢ Nb Densité de la flq Diame A d Densit¢ Nb
souche HM.L | Nbre iamétre spect' eS| cond  de re HML| Nbre iametr spec’g &S | cond de re
du halo colonies de col du halo colonies de co
de col la flore decol la flore
16/ Listeria murrayi Collection | Pousse H 100 M 50 Colonies H | 100
CHU Tours | |égére bIeu bleu/vert
17/ Staphylococcus aure Collection Colonies jaunes
- 0 crémeuses H 100 M 50 crémeuses H 100
18| Staphylococcus aurey Collection - 0 H 100 - 0 H 100
19| Bacillus cereus Collection M 50 M 50 M 50 Tapis blanc M | 50
20| Bacillus cereus Collection M 50 H 100 M 50 Tapis blanc + H 100
colonies blanchg
21| Bacillus circulans Collection - 0 L 25 L 50 Colonie bleue L 25
a bord irrégulie
22| Salmonella enteritidis| ovoproduit - 0 H 100 - 0 H 100
23| Escherichia coli Ovoproduit - 0 H 100 - 0 H 100
24| Enterococcus faeciun Collection H 100 H 100 | H 100 Colonies H | 100
bleues bleues
25| Enterococcus faeciun produit M 50 Petites colonie H 100 H 100 Coloniesleues H 100
alimentaire bleues vertes
26| Enterococcus faecalis souche L Tapis Faible coloratig H 100 L Tapis Faible coloratio H 100
clinique bleue Bleue
27| Enterococcus faecalis Souche M 50 Tapis de petite| H 100 H 100 Colonies bleueg H 100
clinique colonies bles vertes
28| Candida parapsilosis | Collection - 0 \ M 50 - 0 M 50
29| Brochotrix campestris| Collection - 0 \ L 25 - 0 L 25
30| Rhodococcus equi | Collection M 50 Petites colonie H 100 H 100 H | 100
jaunes créme cremes
31| Lactobacillus plantaru collection - 0 Poussq Poussq - 0 M 50
Iégére| légére
32| Leuconostoc Collection - 0 L 25 - 0 L 25
mesenteroides subsp
Cremoris
33| Lactobacillus acidoph| collection - 0 | L 25 - 0 L 25
34| Corynebacterium sp. | Collection H 100 H 100 H 100 Colonies bleues H | 100
vertes vertes
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CHROMagar

Densité de la flore :

H : haute 100 : 100 % de pousse sur la boite
M : moyenne 50 : 50 % de pousse sur la boite
L : légere 25 : 25 % de pousse sur la boite

0 : pas de pousse
PHI : pas de halo isolé
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CHROMagar

SOUCHES POSITIVES

LECTURE a 24h LECTURE a 48h
CHROMag®t isteria GN CHROMag®t isteria GN
N° | réf.Souche!| Origi h Densité o o Densité delg = it
u gine sotiehe de la flore | Diameétr¢ Couleur d CONF Densité de Nbre flore Diametr¢ Couleur d CONE D%r:asne Nbre
Nbre | du halo| la coloni€) la flore de col Nbre | du halo| la cabnie de col
H,M,L H.,M,L la flore
de col de col

1 CIP 54.149 Collection H 100 2 mm Bleu + H 100 H 100 | 7 mm Bleu H 100

2 ASEPT Lait cru H 100 PHI Bleu + H 100 H 100 PHI Bleu H 100
16036.199¢

3 CIP 10549 Collection H 100 | 2,5 mm Bleu + H 100 H 100 PHI Bleu + H 100

4 | CIP 105444 Collection H 100 2mm Bleu + H 100 H 100 | 8 mm| Bleu + H 100

5 CIP 78.34 Collection H 100 PHI Bleu + H 100 H 100 PHI Bleu + H 100

6 CIP 78.35 Collection H 100 | 1,5 mm Bleu + H 100 H 100 PHI Bleu + H 100

7 CIP 78.36 Collection H 100 2 mm Bleu - H 100 H 100 | 9 mm Bleu - H 100

8 | CIP 105457 Collection H 100 | 2,5 mm Bleu + H 100 H 100 | 7mm| Bleu + H 100

9 CIP 78.38 Collection H 100 PHI Bleu + H 100 H 100 PHI Bleu + H 100

10 CIP B8.39 Collection H 100 PHI Bleu + H 100 H 100 PHI Bleu + H 100

11 | CIP 105458 Collection H 100 1 mm Bleu + H 100 H 100 PHI Bleu + H 100

12 | CIP 10545¢ Collection H 100 2 mm Bleu + H 100 H 100 PHI Bleu + H 100

13 CIP 78.43 Collection H 100 | 2,5 mm Bleu + H 100 H 100 PHI Bleu + H 100

14 ASEPT Lait cru H 100 4 mm Bleu + H 100 H 100 PHI Bleu + H 100
1719.1999

15 ASEPT Saumop fumé H 100 3 mm Bleu + H 100 H 100 PHI Bleu + H 100
21954.199¢  Norvege

16 ASEPT Saumon fumé H 100 PHI Bleu + H 100 H 100 PHI Bleu + H 100
21955.199¢ Ecosse

17 ASEPT Saum0[1 fumé H 100 PHI Bleu + H 100 H 100 PHI Bleu + H 100
21956.199q  Norvege

18 | Cecalait-3 Lait H 100 PHI Bleu + H 100 H 100 PHI Bleu + H 100

03/1999
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CHROMagar

SOUCHES POSITIVES

LECTURE a 24h LECTURE a 48h
CHROMag#t isteria GN CHROMag#t isteria GN
N®/| réf.Souche - Origine souche dg?gsf:ff;e Diamétr¢ Couleur d Densité de | Nbre Denngree delq Diameétr¢ Couleur d D%r:asne Nbre
Hm Ll Nbre | duhalo| lacolonie CONF la flore de col | | NPre | duhalo| lacabnie CONF | de col
" de col "= de col aflore
19 | Cecalait-4 Lait H 100 5mm Bleu + H 100 H 100 PHI Bleu + H 100
03/1999

20 ASEPT Lait cru H 100 6 mm Bleu + H 100 H 100 PHI Bleu + H 100
7929.1999

21 ASEPT | Fromage pasteurii H 100 6 mm Bleu + H 100 H 100 | 9mm| Bleu + H 100
5950.1999

22 ASEPT Lait cru H 100 3 mm Bleu + H 100 H 100 PHI Bleu + H 100
4607.1999

23 ASEPT Lait cru H 100 PHI Bleu + H 100 H 100 PHI Bleu + H 100
4787.1999

24 ASEPT Lait cru H 100 4 mm Bleu + H 100 H 100 PHI Bleu + H 100
4505.1999

25 ASEPT Lait cru H 100 PHI Bleu + H 100 H 100 PHI Bleu + H 100
7931.1999

26 ASEPT Lait cru H 100 5mm Bleu + H 100 H 100 | 8 mm| Bleu + H 100
14922.200(

27 ASEPT | Fromage pasteurii H 100 5mm Bleu + H 100 H 100 | 9mm| Bleu + H 100
999.1.1999

28 ASEPT Lait cru H 100 PHI Bleu + H 100 H 100 PHI Bleu + H 100
4157.1999

29 ASEPT | Fromage pasteurii H 100 PHI Bleu + H 100 H 100 PHI Bleu + H 100
115.1999

30 ASEPT Lait cru H 100 4 mm Bleu + H 100 H 100 PHI Bleu + H 100
5054.1999

31 ASEPT Lait cru H 100 PHI Bleu + H 100 H 100 PHI Bleu + H 100
4776.1999

32 ASEPT Camembert laitc) H 100 PHI Bleu + H 100 H 100 PHI Bleu + H 100
4406.1999

ADRIA Développement 63/64 7 octobre 2013

(Synthese CHROMagar Recherche Lmono - Version 0)



CHROMagar

SOUCHES POSITIVES

LECTURE a 24h LECTURE a 48h
CHROMag#t isteria GN CHROMag#t isteria GN
N° | réf.Souche| Origi h Densité . i Densité delg = 4
u gine sotiehe de la flore | Diameétr¢ Couleur d CONF Densité de Nbre flore Diametr¢ Couleur d CONE D%r:asne Nbre
Nbre | du halo| la colonie] la flore de col Nbre | du halo| la cabnie de col
H,M,L H,M,L la flore
de col de col
33 ASEPT | Camembertlaitc) H 100 | 3mm Bleu + H 100 H 100 PHI Bleu + H 100
3221.1999
34 | ASEPT Ril, Rillettes H 100 PHI Bleu + H 100 H 100 PHI Bleu + H 100
35 | ASEPT Z%a | Viande de boeufd H 100 | 3,5mm Bleu + H 100 H 100 PHI Bleu + H 100
6817.1
36 ASEPT Siphon chambrel  H 100 6 mm Bleu + H 100 H 100 PHI Bleu + H 100
6872.1 froide
37 ASEPT 19 Gfanlilt?':Ae boeuy H 100 4 mm Bleu + H 100 H 100 PHI Bleu + H 100
rot
38 | ASEPT 64 Gfanqlté r?Ae boeu H 100 PHI Bleu + H 100 H 10 PHI Bleu + H 100
rou
39 | ASEPT 114 Gfanliltégg boeuy H 100 2 mm Bleu + H 100 H 100 PHI Bleu + H 100
roti
40 | ASEPT 115 Granqlté dg boeu H 100 | 3,5mm Bleu + H 100 H 100 PHI Bleu + H 100
roti ¢
41 | ASEPT 117 Gfaﬂl{'égg boeu H 100 3mm Bleu + H 100 H 100 | 8 mm Bleu + H 100
roti
42 | ASEPT 117 Gfaﬂl{'é_ 'dCe boeu H 100 3mm Bleu + H 100 H 100 | 9 mm Bleu + H 100
roti i
43 | ASEPT 114 Environnement H 100 3mm Bleu + H 100 H 100 PHI Bleu + H 100
6827.1 siphon
44 | ASEPT 31a Environnement| H 100 | 3mm Bleu + H 100 H 100 PHI Bleu + H 100
6847.1
45 | ASEPT 402 Saumon fumé H 100 | 3mm Bleu + H 100 H 100 PHI Bleu + H 100
46 | ASEPT 564/ Saumon fumé H 100 | 2,5 mm Bleu + H 100 H 100 | 8 mm| Bleu + H 100
47 | ASEPT 700, Saumon fumé H 100 | 2mm Bleu + H 100 H 100 PHI Bleu + H 100
48 | ASEPT 169 Saumon fumé H 100 PHI Bleu + H 100 H 100 PHI Bleu + H 100
49 | ASEPT 41(Q  Surface tapis H 100 | 2mm Bleu + H 100 H 100 | 8 mm| Bleu + H 100
50 | ASEPT 626 Saumon entier H 100 7 mm Bleu + H 100 H 100 | 12 mm| Bleu + H 100
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