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Avant Propos  
 

Lõensemble des renseignements permettant de valider la garantie des analyses 

est tenu à la disposition de la Société GeneSystems.  

 

Les résultats sont synthétisés au sein de tableaux et interprétés selon la norme 

NF EN ISO 16140.  

 

 

V Fabricant : GeneSystems 

1 rue du Courtil  

Centre CICEA 

35170 BRUZ 

 

 

V Laboratoire expert : ADRIA Développement  

 ZA Creacôh Gwen 

 29196 QUIMPER Cedex 

 

V Méthode à valider :  Méthode GeneDisc Listeria DUO pour la 

recherche de Listeria spp. et  Listeria 

monocytogenes 

 

V Référentiel de validation : Norme NF EN ISO 16140 (octobre 2003) : 

microbiologie des aliments - Protocole pour la 

validation des méthodes alternatives 

 

V Méthode de référence§ : Norme NF EN ISO 11290-1/A1 (2005) : Méthode 

horizontale pour la recherche de Listeria 

monocytogenes 

 

V Etendue de la validation : Produits dôalimentation humaine  

et ®chantillons de lôenvironnement 

 

 

                                            
§ Essai effectu® sous le couvert de lôaccr®ditation  
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11  OOBBJJEETT  

 

La Société GeneSystems souhaite obtenir la validation, selon le référentiel 

ISO 16140, pour la méthode alternative  GeneDisc Listeria DUO pour la 

recherche simultanée de Listeria spp. et de Listeria monocytogenes dans les 

produits dôalimentation humaine et pour les ®chantillons de lôenvironnement.  

 

Cette m®thode est bas®e sur lôamplification sp®cifique de s®quences cibles : 

 

- du génome du genre Listeria, 

- du génome de lôesp¯ce de Listeria monocytogenes. 

 

Lô®tude propos®e porte sur les points suivants :  

 

- étude comparative des méthodes :  

  * exactitude relative, spécificité relative, sensibilité relative, 

  * niveau de détection relatif, 

  * inclusivité, exclusivité  

  * praticabilité. 
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22  IINNTTRROODDUUCCTTIIOONN  

 

2.1 Référentiel de validation 

 

Le référentiel de validation utilisé est la norme NF EN ISO 16140 (octobre 

2003) : protocole pour la validation des méthodes alternatives. 

 

2.2 Protocole et principe de la méthode alternative 

 

Le protocole est donné en Annexe 1. 

 

2.3 Méthode alternative 

 

2.3.1 Principe 

 

Le test se compose dôun enrichissement en milieu Fraser demi incub® ¨ 

37ÁC, dôune extraction dôADN et dôune amplification par PCR en temps 

réel pour la détection :  

 

- dôune s®quence dôADN sp®cifique du g®nome de Listeria spp., 

- dôune s®quence dôADN sp®cifique du g®nome de Listeria monocytogenes 

(Cf. annexe 1) 

 

La m®thode GeneSystems est bas®e sur lôutilisation des kits suivants : 

 

- Extraction Pack FOOD 1 (PFOOD1100), 

- GeneDisc Listeria DUO (GLISDUO06006 & GLISDUO12006) 

- GeneDisc Listeria monocytogenes (GLISMON06006 & GLISMON12006) 

- GeneDisc Listeria spp (GLISSPP06006 & GLISSPP12006), 

- GeneDisc Listeria ID (GLISTID06006). 

 

Trois protocoles dôextraction sont possibles :  

 

- extraction selon un protocole incluant des billes Chelex 

(protocole A), 

- extraction avec un automate Gene Extract (protocole B), 

- extraction selon la technique Precellys (protocole C). 

 

Ces trois protocoles ont été testés au cours de la validation. 
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2.3.2 Protocole de confirmation 

 

La confirmation des résultats positifs est effectuée selon les cas 2 et 3 des 

r¯gles techniques de lôAFNOR. Seul le cas 2 a été testé au cours de la 

validation, le cas 2 étant ici un isolement de 100 µl sur géloses de 

formulation Ottaviani et Agosti, et Palcam. 

 

Lôidentification des isolats obtenus sur g®lose a ®t® r®alis®e en 

parallèle par galerie biochimique et le test GeneDisc Listeria 

Identification. Il est ¨ noter que sôagissant dôune r®action PCR pour la 

confirmation des colonies, cette m®thode sôinscrit parfaitement dans les 

préconisations de la norme ISO 7218.  

 

Le test est disponible en PCR simples ou multiples, selon les formats 

de GeneDisc consid®r®s. Au cours de la validation, les extraits dôADN 

ont été analysés avec les kits GLISDUO12006 et GLISTID06006 

. 

 

2.4 Domaine dôapplication demand® 

 

- Tous produits dôalimentation humaine 

- Echantillons de lôenvironnement 

 

2.5 Méthode de référence§ 

 

La méthode de référence utilisée est la norme NF EN ISO 11290-1/A1 

« Méthode horizontale pour la recherche et le dénombrement de Listeria 

monocytogenes ï Partie 1 : méthode de recherche ». 

 

Le protocole est présenté en annexe 2. 

                                            
§ Essai effectu® sous le couvert de lôaccr®ditation  
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33  EETTUUDDEE  CCOOMMPPAARRAATTIIVVEE  DDEESS  MMEETTHHOODDEESS  

 

3.1 Exactitude relative, spécificité relative et sensibilité relative 
 

Lôexactitude est lô®troitesse de lôaccord entre le r®sultat dôessai et la valeur de r®f®rence 

acceptée. 

La spécificité relative est définie comme le degré auquel la méthode est affectée (ou non) par 

les autres composants dans un ®chantillon en contenant plusieurs. Côest la capacit® de la 

m®thode ¨ mesurer avec exactitude un analyte donn®, ou sa quantit®, dans lô®chantillon sans 

quôil y ait dôinterf®rence avec les composants non cibl®s, tels un effet de la matrice ou un bruit 

de fond. 

La sensibilité relative est définie comme la capacité de la méthode alternative à détecter deux 

quantit®s diff®rentes dôanalyte qui ont ®t® mesur®es avec la m®thode de r®f®rence en utilisant 

une matrice donn®e sur toute lô®tendue de mesure. Côest la variation de quantit® minimale 

(accroissement de la concentration dôanalyte x) qui donne une variation significative du signal 

mesuré (réponse y).  

 

3.1.1 Nombre et nature des échantillons 

 

460 échantillons ont été analysés au total. Les résultats de 444 échantillons 

ont été exploités (les résultats de 16 échantillons de lôenvironnement ont ®t® 

retir®s de lôexploitation en raison du d®s®quilibre entre les ®chantillons 

négatifs et positifs). La répartition est donnée dans le tableau ci-après : 
 

Catégorie Type 

Total analysés 

+ 

Total + Total - Total Listeria spp 
 seul 

Listeria 
monocytogenes seul 

Mélange 

Produits carnés 

a 7 8 4 19 10 29 

b 13 8 12 33 16 49 

c 9 4 5 18 5 23 

Total 29 20 21 70 31 101 

Produits laitiers 

a 7 6 2 15 13 28 

b 4 17 1 22 22 44 

c 7 6 0 13 8 21 

Total 18 29 3 50 43 93 

Produits végétaux 
 et divers 

a 9 0 1 10 7 17 

b 2 18 4 24 18 42 

c 4 8 0 12 7 19 

Total 15 26 5 46 32 78 

Produits de la pêche 

a 9 0 1 10 7 17 

b 2 17 4 23 18 41 

c 4 8 0 12 7 19 

Total 15 25 5 45 32 77 

Echantillons de 
lôenvironnement 

a 13 9 11 33 48 (32*) 81 (65*) 

b 2 8 0 10 10 20 

c 2 4 0 6 4 10 

Total 17 21 11 49 62 111 

Total 94 121 42 260 200 (184*) 460 (444*) 

 
* Résultats exploités 
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3.1.2 Contamination artificielle des échantillons 

 

129 échantillons ont été contaminés artificiellement ; 55 ont donné un résultat 

positif en Listeria monocytogenes et 102 en Listeria spp. sur un total de 

260 échantillons positifs en Listeria spp. et 163 échantillons positifs en 

Listeria monocytogenes. Ainsi, ont été analysés 33,7 % dô®chantillons 

artificiellement contaminés par Listeria monocytogenes et 39,2 % 

dô®chantillons artificiellement contaminés par Listeria spp. 

 

3.1.3 Protocoles de confirmation 

 

Comme indiqué précédemment (Cf. paragraphe 2.3.2.), les confirmations ont 

été effectuées par isolement de 100 µl du bouillon Fraser ½ sur gélose de 

formulation OAA et sur gélose Palcam. 

 

Les tests de catalase, Gram et galerie ont été réalisés sur des colonies, 

issues de gélose OAA ou Palcam, isolées sur gélose TSAYE. Le test 

GeneDisc Listeria Identification a été réalisé directement sur colonie sur 

gélose OAA ou Palcam.  

 

3.1.4 Résultats des essais 
 

Les résultats bruts sont donnés en annexe 3.   

 

3.4.1.1 Recherche de Listeria spp. 
 

Tableau 1 - Couples de résultats des méthodes  

de référence et alternative 

(toutes méthodes de confirmation confondues) 

 

TOUS PRODUITS 

Réponses 

Extraction A Extraction B Extraction C 

Méthode de 

référence 

positive (R+) 

Méthode de 

référence 

négative (R-) 

Méthode de 

référence 

positive (R+) 

Méthode de 

référence 

négative (R-) 

Méthode de 

référence 

positive (R+) 

Méthode de 

référence 

négative (R-) 

Méthode 

alternative 

positive 

(A+) 

Accord positif 

(A+/R+) 

PA = 190 

Déviation 

positive (R-/A+) 

PD = 39 

Accord positif 

(A+/R+) 

PA = 191 

Déviation 

positive (R-/A+) 

PD = 36 

Accord positif 

(A+/R+) 

PA = 189 

Déviation 

positive (R-/A+) 

PD = 34 

Méthode 

alternative 

négative 

(A-) 

Déviation 

négative (A-/R+) 

ND = 32 

PPNC = 1 

Accord négatif 

(A-/R-) 1 

NA = 183 

PPNC = 2 

Déviation 

négative (A-/R+) 

ND = 32 

PPNC = 2 

Accord négatif 

(A-/R-) 1 

NA = 185 

PPNC = 7 

Déviation 

négative (A-/R+) 

ND = 33 

PPNC = 1 

Accord négatif 

(A-/R-) 1 

NA = 188 

PPNC = 3 

                                            
1
  En raison du d®s®quilibre entre le nombre dô®chantillons positfs et négatifs, 16 échantillons négatifs ont été retirés de 

lôinterpr®tation (®chantillons nÁ 516 ¨ 666 et 1372 ¨ 1376). 
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PRODUITS CARNES 

Réponses 

Extraction A Extraction B Extraction C 

Méthode de 

référence 

positive (R+) 

Méthode de 

référence 

négative (R-) 

Méthode de 

référence 

positive (R+) 

Méthode de 

référence 

négative (R-) 

Méthode de 

référence 

positive (R+) 

Méthode de 

référence 

négative (R-) 

Méthode 

alternative 

positive 

(A+) 

Accord positif 

(A+/R+) 

PA = 56 

Déviation 

positive (R-/A+) 

PD = 6 

Accord positif 

(A+/R+) 

PA = 58 

Déviation 

positive (R-/A+) 

PD = 4 

Accord positif 

(A+/R+) 

PA = 56 

Déviation 

positive (R-/A+) 

PD = 5 

Méthode 

alternative 

négative 

(A-) 

Déviation 

négative (A-/R+) 

ND = 8 

Accord négatif 

(A-/R-) 

NA =31 

Déviation 

négative (A-/R+) 

ND = 7 

Accord négatif 

(A-/R-) 

NA = 32 

Déviation 

négative (A-/R+) 

ND = 8 

Accord négatif 

(A-/R-) 

NA = 32 

 
 

PRODUITS LAITIERS 

Réponses 

Extraction A Extraction B Extraction C 

Méthode de 

référence 

positive (R+) 

Méthode de 

référence 

négative (R-) 

Méthode de 

référence 

positive (R+) 

Méthode de 

référence 

négative (R-) 

Méthode de 

référence 

positive (R+) 

Méthode de 

référence 

négative (R-) 

Méthode 

alternative 

positive 

(A+) 

Accord positif 

(A+/R+) 

PA = 30 

Déviation 

positive (R-/A+) 

PD = 12 

Accord positif 

(A+/R+) 

PA = 32 

Déviation 

positive (R-/A+) 

PD = 9 

Accord positif 

(A+/R+) 

PA = 30 

Déviation 

positive (R-/A+) 

PD = 8 

Méthode 

alternative 

négative 

(A-) 

Déviation 

négative (A-/R+) 

ND = 10 

Accord négatif 

(A-/R-) 

NA = 41 

PPNC = 1 

Déviation 

négative (A-/R+) 

ND = 9 

PPNC = 1 

Accord négatif 

(A-/R-) 

NA = 43 

PPNC = 2 

Déviation 

négative (A-/R+) 

ND = 10 

Accord négatif 

(A-/R-) 

NA = 45 

PPNC = 1 

 
 

PRODUITS VEGETAUX ET DIVERS 

Réponses 

Extraction A Extraction B Extraction C 

Méthode de 

référence 

positive (R+) 

Méthode de 

référence 

négative (R-) 

Méthode de 

référence 

positive (R+) 

Méthode de 

référence 

négative (R-) 

Méthode de 

référence 

positive (R+) 

Méthode de 

référence 

négative (R-) 

Méthode 

alternative 

positive 

(A+) 

Accord positif 

(A+/R+) 

PA =34 

Déviation 

positive (R-/A+) 

PD =7 

Accord positif 

(A+/R+) 

PA = 33 

Déviation 

positive (R-/A+) 

PD = 8 

Accord positif 

(A+/R+) 

PA = 33 

Déviation 

positive (R-/A+) 

PD = 6 

Méthode 

alternative 

négative 

(A-) 

Déviation 

négative (A-/R+) 

ND = 4 

PPNC = 1 

Accord négatif 

(A-/R-) 

NA =33 

Déviation 

négative (A-/R+) 

ND = 5 

PPNC = 1 

Accord négatif 

(A-/R-) 

NA = 32 

PPNC = 2 

Déviation 

négative (A-/R+) 

ND = 5 

PPNC = 1 

Accord négatif 

(A-/R-) 

NA = 34 

PPNC = 1 
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PRODUITS DE LA PECHE 

Réponses 

Extraction A Extraction B Extraction C 

Méthode de 

référence 

positive (R+) 

Méthode de 

référence 

négative (R-) 

Méthode de 

référence 

positive (R+) 

Méthode de 

référence 

négative (R-) 

Méthode de 

référence 

positive (R+) 

Méthode de 

référence 

négative (R-) 

Méthode 

alternative 

positive 

(A+) 

Accord positif 

(A+/R+) 

PA = 36 

Déviation 

positive (R-/A+) 

PD = 5 

Accord positif 

(A+/R+) 

PA = 35 

Déviation 

positive (R-/A+) 

PD = 6 

Accord positif 

(A+/R+) 

PA = 37 

Déviation 

positive (R-/A+) 

PD = 5 

Méthode 

alternative 

négative 

(A-) 

Déviation 

négative (A-/R+) 

ND = 5 

Accord négatif 

(A-/R-) 

NA = 31 

Déviation 

négative (A-/R+) 

ND = 5 

Accord négatif 

(A-/R-) 

NA = 31 

PPNC = 1 

Déviation 

négative (A-/R+) 

ND = 4 

Accord négatif 

(A-/R-) 

NA = 31 

 
 

ECHANTILLONS DE LõENVIRONNEMENT 

Réponses 

Extraction A Extraction B Extraction C 

Méthode de 

référence 

positive (R+) 

Méthode de 

référence 

négative (R-) 

Méthode de 

référence 

positive (R+) 

Méthode de 

référence 

négative (R-) 

Méthode de 

référence 

positive (R+) 

Méthode de 

référence 

négative (R-) 

Méthode 

alternative 

positive 

(A+) 

Accord positif 

(A+/R+) 

PA = 34 

Déviation 

positive (R-/A+) 

PD = 9 

Accord positif 

(A+/R+) 

PA = 33 

Déviation 

positive (R-/A+) 

PD = 9 

Accord positif 

(A+/R+) 

PA = 33 

Déviation 

positive (R-/A+) 

PD = 10 

Méthode 

alternative 

négative 

(A-) 

Déviation 

négative (A-/R+) 

ND = 5 

Accord négatif 

(A-/R-) 2 

NA = 47 

PPNC = 1 

Déviation 

négative (A-/R+) 

ND = 6 

Accord négatif 

(A-/R-) 2 

NA = 47 

PPNC = 2 

Déviation 

négative (A-/R+) 

ND = 6 

Accord négatif 

(A-/R-) 2 

NA = 46  

PPNC = 1  

 

                                            
2
  En raison du d®s®quilibre entre le nombre dô®chantillons positfs et n®gatifs, 16 ®chantillons n®gatifs ont ®t® retir®s de 

lôinterprétation (échantillons n° 516 à 666 et 1372 à 1376). 
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Tableau 2 - Calcul de lôexactitude relative (AC), de la sensibilit® relative 

(SE) et de la spécificité relative (SP) 

(Listeria spp.) 

 

Catégorie 
Protocole 
 d'extraction 

PA NA ND PD N 

Exactitude  
relative   
 AC (%) 

[100x(PA+NA])/N] 

N+ 
PA + ND 

Sensibilité 
 relative 
 SE (%)  

 [100xPA]/N+] 

N-  
NA + PD 

Spécificité 
relative  
SP (%)  

[100xNA]/N-] 

Produits carnés 

A 56 31 8 6 101 86,1 64 87,5 37 83,8 

B 58 32 7 4 101 89,1 65 89,2 36 88,9 

C 56 32 8 5 101 87,1 64 87,5 37 86,5 

Produits laitiers 

A 30 41 10 12 93 76,3 40 75,0 53 77,4 

B 32 43 9 9 93 80,6 41 78,0 52 82,7 

C 30 45 10 8 93 80,6 40 75,0 53 84,9 

Produits végétaux 

A 34 33 4 7 78 85,9 38 89,5 40 82,5 

B 33 32 5 8 78 83,3 38 86,8 40 80,0 

C 33 34 5 6 78 85,9 38 86,8 40 85,0 

Produits de la 
pêche 

A 36 31 5 5 77 87,0 41 87,8 36 86,1 

B 35 31 5 6 77 85,7 40 87,5 37 83,8 

C 37 31 4 5 77 88,3 41 90,2 36 86,1 

Echantillons de 
l'environnement 

A 34 47 5 9 95 85,3 39 87,2 56 83,9 

B 33 47 6 9 95 84,2 39 84,6 56 83,9 

C 33 46 6 10 95 83,2 39 84,6 56 82,1 

Tous produits 

A 190 83 32 39 444 84,0 222 85,6 222 82,4 

B 191 185 32 36 444 84,7 223 85,7 221 83,7 

C 189 188 33 34 444 84,9 222 85,1 222 84,7 

 
PA = Accord positif (R+/A+) NA = Accord négatif (R-/A-) 

PD = déviation positive (R-/A+) ND = déviation négative (A-/R+) 
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3.4.1.2 Recherche de Listeria monocytogenes. 

 

Tableau 3 - Couples de résultats des méthodes  

de référence et alternative 

(toutes méthodes de confirmation confondues) 
 

TOUS PRODUITS 

Réponses 

Extraction A Extraction B Extraction C 

Méthode de 

référence 

positive (R+) 

Méthode de 

référence 

négative (R-) 

Méthode de 

référence 

positive (R+) 

Méthode de 

référence 

négative (R-) 

Méthode de 

référence 

positive (R+) 

Méthode de 

référence 

négative (R-) 

Méthode 

alternative 

positive 

(A+) 

Accord positif 

(A+/R+) 

PA = 116 

Déviation 

positive (R-/A+) 

PD = 28 

Accord positif 

(A+/R+) 

PA =112 

Déviation 

positive (R-/A+) 

PD = 28 

Accord positif 

(A+/R+) 

PA = 116 

Déviation 

positive (R-/A+) 

PD = 27 

Méthode 

alternative 

négative 

(A-) 

Déviation 

négative (A-/R+) 

ND = 20 

Accord négatif 

(A-/R-) 3 

NA = 280 

PPNC = 3 

Déviation 

négative (A-/R+) 

ND = 22 

Accord négatif 

(A-/R-) 3 

NA = 282 

PPNC = 5 

Déviation 

négative (A-/R+) 

ND = 20 

Accord négatif 

(A-/R-) 3 

NA = 281 

PPNC = 1 

 
PRODUITS CARNES 

Réponses 

Extraction A Extraction B Extraction C 

Méthode de 

référence 

positive (R+) 

Méthode de 

référence 

négative (R-) 

Méthode de 

référence 

positive (R+) 

Méthode de 

référence 

négative (R-) 

Méthode de 

référence 

positive (R+) 

Méthode de 

référence 

négative (R-) 

Méthode 

alternative 

positive 

(A+) 

Accord positif 

(A+/R+) 

PA = 28 

Déviation 

positive (R-/A+) 

PD = 7 

Accord positif 

(A+/R+) 

PA = 29 

Déviation 

positive (R-/A+) 

PD = 7 

Accord positif 

(A+/R+) 

PA = 28 

Déviation 

positive (R-/A+) 

PD = 7 

Méthode 

alternative 

négative 

(A-) 

Déviation 

négative (A-/R+) 

ND = 7 

Accord négatif 

(A-/R-) 

NA =60 

PPNC = 1 

Déviation 

négative (A-/R+) 

ND = 6 

Accord négatif 

(A-/R-) 

NA = 60 

Déviation 

négative (A-/R+) 

ND = 7 

Accord négatif 

(A-/R-) 

NA = 60 

 

PRODUITS LAITIERS 

Réponses 

Extraction A Extraction B Extraction C 

Méthode de 

référence 

positive (R+) 

Méthode de 

référence 

négative (R-) 

Méthode de 

référence 

positive (R+) 

Méthode de 

référence 

négative (R-) 

Méthode de 

référence 

positive (R+) 

Méthode de 

référence 

négative (R-) 

Méthode 

alternative 

positive 

(A+) 

Accord positif 

(A+/R+) 

PA = 21 

Déviation 

positive (R-/A+) 

PD = 6 

Accord positif 

(A+/R+) 

PA = 22 

Déviation 

positive (R-/A+) 

PD = 6 

Accord positif 

(A+/R+) 

PA = 21 

Déviation 

positive (R-/A+) 

PD = 6 

Méthode 

alternative 

négative 

(A-) 

Déviation 

négative (A-/R+) 

ND = 2 

Accord négatif 

(A-/R-) 

NA = 64 

Déviation 

négative (A-/R+) 

ND = 1 

Accord négatif 

(A-/R-) 

NA = 64 

PPNC = 2 

Déviation 

négative (A-/R+) 

ND = 2 

Accord négatif 

(A-/R-) 

NA = 64 

PPNC = 1 

 

                                            
3
  En raison du d®s®quilibre entre le nombre dô®chantillons positfs et n®gatifs, 16 ®chantillons n®gatifs ont ®t® retir®s de 

lôinterpr®tation (®chantillons nÁ 516 ¨ 666 et 1372 ¨ 1376). 
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PRODUITS VEGETAUX ET DIVERS 

Réponses 

Extraction A Extraction B Extraction C 

Méthode de 

référence 

positive (R+) 

Méthode de 

référence 

négative (R-) 

Méthode de 

référence 

positive (R+) 

Méthode de 

référence 

négative (R-) 

Méthode de 

référence 

positive (R+) 

Méthode de 

référence 

négative (R-) 

Méthode 

alternative 

positive 

(A+) 

Accord positif 

(A+/R+) 

PA =21 

Déviation 

positive (R-/A+) 

PD = 6 

Accord positif 

(A+/R+) 

PA = 17 

Déviation 

positive (R-/A+) 

PD = 7 

Accord positif 

(A+/R+) 

PA = 21 

Déviation 

positive (R-/A+) 

PD = 6 

Méthode 

alternative 

négative 

(A-) 

Déviation 

négative (A-/R+) 

ND = 3 

Accord négatif 

(A-/R-) 

NA = 47 

PPNC = 1 

Déviation 

négative (A-/R+) 

ND = 6 

Accord négatif 

(A-/R-) 

NA = 47 

Déviation 

négative (A-/R+) 

ND = 3 

Accord négatif 

(A-/R-) 

NA = 47 

 
 

PRODUITS DE LA PECHE 

Réponses 

Extraction A Extraction B Extraction C 

Méthode de 

référence 

positive (R+) 

Méthode de 

référence 

négative (R-) 

Méthode de 

référence 

positive (R+) 

Méthode de 

référence 

négative (R-) 

Méthode de 

référence 

positive (R+) 

Méthode de 

référence 

négative (R-) 

Méthode 

alternative 

positive 

(A+) 

Accord positif 

(A+/R+) 

PA = 24 

Déviation 

positive (R-/A+) 

PD = 4 

Accord positif 

(A+/R+) 

PA = 23 

Déviation 

positive (R-/A+) 

PD = 5 

Accord positif 

(A+/R+) 

PA = 24 

Déviation 

positive (R-/A+) 

PD = 4 

Méthode 

alternative 

négative 

(A-) 

Déviation 

négative (A-/R+) 

ND = 3 

Accord négatif 

(A-/R-) 

NA = 46 

Déviation 

négative (A-/R+) 

ND = 3 

Accord négatif 

(A-/R-) 

NA = 46 

PPNC = 1 

Déviation 

négative (A-/R+) 

ND = 3 

Accord négatif 

(A-/R-) 

NA = 46 

 
 

ECHANTILLONS DE LõENVIRONNEMENT 

Réponses 

Extraction A Extraction B Extraction C 

Méthode de 

référence 

positive (R+) 

Méthode de 

référence 

négative (R-) 

Méthode de 

référence 

positive (R+) 

Méthode de 

référence 

négative (R-) 

Méthode de 

référence 

positive (R+) 

Méthode de 

référence 

négative (R-) 

Méthode 

alternative 

positive 

(A+) 

Accord positif 

(A+/R+) 

PA = 22 

Déviation 

positive (R-/A+) 

PD = 5 

Accord positif 

(A+/R+) 

PA = 21 

Déviation 

positive (R-/A+) 

PD = 3 

Accord positif 

(A+/R+) 

PA = 22 

Déviation 

positive (R-/A+) 

PD = 4 

Méthode 

alternative 

négative 

(A-) 

Déviation 

négative (A-/R+) 

ND = 5 

Accord négatif 

(A-/R-) 4 

NA = 63 

PPNC = 1 

Déviation 

négative (A-/R+) 

ND = 6 

Accord négatif 

(A-/R-) 4 

NA = 65 

PPNC = 2 

Déviation 

négative (A-/R+) 

ND = 5 

Accord négatif 

(A-/R-) 4 

NA = 64 

 

                                            
4
  En raison du d®s®quilibre entre le nombre dô®chantillons positfs et n®gatifs, 16 ®chantillons n®gatifs ont ®t® retir®s de 

lôinterpr®tation (®chantillons n° 516 à 666 et 1372 à 1376). 
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Tableau 4 - Calcul de lôexactitude relative (AC), de la sensibilit® relative 

(SE) et de la spécificité relative (SP) 

(Listeria monocytogenes) 

 

Catégorie 
Protocole 
 d'extraction 

PA NA ND PD N 

Exactitude  
relative   
 AC (%) 

[100x(PA+NA])/N] 

N+ 
PA + ND 

Sensibilité 
 relative 
 SE (%)  

 [100xPA]/N+] 

N-  
NA + PD 

Spécificité 
relative  
SP (%)  

[100xNA]/N-] 

Produits carnés 

A 28 60 6 7 101 87,1 34 82,4 67 89,6 

B 29 60 5 7 101 88,1 34 85,3 67 89,6 

C 28 60 6 7 101 87,1 34 82,4 67 89,6 

Produits laitiers 

A 21 64 2 6 93 91,4 23 91,3 70 91,4 

B 22 64 1 6 93 92,5 23 95,7 70 91,4 

C 21 64 2 6 93 91,4 23 91,3 70 91,4 

Produits végétaux 

A 21 47 4 6 78 87,2 25 84,0 53 88,7 

B 17 47 7 7 78 82,1 24 70,8 54 87,0 

C 21 47 4 6 78 87,2 25 84,0 53 88,7 

Produits de la mer 

A 24 46 3 4 77 90,9 27 88,9 50 92,0 

B 23 46 3 5 77 89,6 26 88,5 51 90,2 

C 24 46 3 4 77 90,9 27 88,9 50 92,0 

Echantillons de 
l'environnement 

A 22 63 5 5 95 89,5 27 81,5 68 92,6 

B 21 65 6 3 95 90,5 27 77,8 68 95,6 

C 22 64 5 4 95 90,5 27 81,5 68 94,1 

Tous produits 

A 116 280 20 28 444 89,2 136 85,3 308 90,9 

B 112 282 22 28 444 88,7 134 83,6 310 91,0 

C 116 281 20 27 444 89,4 136 85,3 308 91,2 

 
PA = Accord positif (R+/A+) NA = Accord négatif (R-/A-) 

PD = déviation positive (R-/A+) ND = déviation négative (A-/R+) 
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3.1.5 Calcul de lôexactitude relative (AC), de la sensibilit® relative (SE) 

et de la spécificité relative (SP) 

 

Les valeurs en pourcentage calculées pour la méthode alternative sont les 

suivantes : 
 

 Listeria spp. Listeria monocytogenes 

 Extraction A Extraction B Extraction C Extraction A Extraction B Extraction C 

Exactitude relative : 

AC = 
84,0 84,7 84,9 89,2 88,7 89,4 

Spécificité relative : 

SP = 
82,4 83,7 84,7 90,9 91,0 91,2 

Sensibilité relative : 

SE = 
85,6 85,7 85,1 85,3 83,6 85,3 

 

La sensibilité des deux méthodes, en tenant compte des positifs 

supplémentaires obtenus pour la méthode alternative, est la suivante : 
 

 Listeria spp. Listeria monocytogenes 

 Extraction A Extraction B Extraction C Extraction A Extraction B Extraction C 

Méthode  

alternative 
87,1 87,6 87,1 87,8 86,4 87,7 

Méthode de 

référence 
85,1 86,1 86,7 82,9 82,7 83,4 
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3.1.6 Analyse des discordants 

 

Les échantillons présentant des déviations sont listés ci-après : 

 

3.1.6.1. Déviations négatives - Listeria spp. 

 

N° éch. Produit Extraction A Extraction B Extraction C Confirmation Contamination 

2087 Brochette ND = = L. innocua Naturelle 

2097 Brochette de coquelet ND = ND L. monocytogenes  Naturelle 

86 Saucisses aux herbes = = ND L. welshimeri Naturelle 

174 Jambon frais ND ND ND L. welshimeri Naturelle 

487 Haché tradition ND ND ND Non confirmé Naturelle 

534 Minerai dôagneau ND ND = L. welshimeri Naturelle 

539 Minerai de bîuf = ND ND L. welshimeri Naturelle 

545 Côte de porc ND ND ND Non confirmé Naturelle 

621 Lardons fumés ND ND ND Non confirmé Naturelle 

761 Steak haché ND ND ND Non confirmé Naturelle 

Total Produits carnés 8 7 8   

 

N° éch. Produit Extraction A Extraction B Extraction C Confirmation Contamination 

475 Lait cru de vache ND ND ND Non confirmé Naturelle 

481 Lait cru de vache ND ND ND Non confirmé Naturelle 

1638 Mont dôor ND ND ND Non confirmé Naturelle 

1643 Crème fraîche crue ND ND ND Non confirmé Naturelle 

1832 Lait en poudre ND ND ND Non confirmé Naturelle 

1834 St Félicien ND ND ND Non confirmé Naturelle 

1848 Crème fraîche ND ND ND Non confirmé Artificielle 

(L. seeligeri) 

1849 Lait en poudre ND = ND Oui, en Fraser 1 Artificielle 

(L. monocytogenes) 

1850 Lait en poudre ND ND ND Non confirmé Artificielle 

(L. innocua) 

1949 Lait cru ND ND ND Non confirmé Naturelle 

Total Produits laitiers 10 9 10   
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N° éch. Produit Extraction A Extraction B Extraction C Confirmation Contamination 

170 Persil broyé ND ND ND Non confirmé Naturelle 

212 Omelette ND ND ND Non confirmé Naturelle 

901 Choux de Bruxelles ND ND ND Non confirmé Artificielle 

(L. monocytogenes) 

905 Mâche = ND = L. monocytogenes Artificielle 

(L. monocytogenes) 

909 

(PPNC) 

Chou chinois ND ND ND Non confirmé Artificielle 

(L. monocytogenes) 

1052 Pizza fromage 

champignon 

= = ND L. welshimeri Artificielle 

(L. welshimeri) 

Total Produits végétaux et 

divers 

4 5 5   

 

 

N° éch. Produit Extraction A Extraction B Extraction C Confirmation Contamination 

2111 Filet de saumon frais ND ND ND Non confirmé Naturelle 

354 Saumon écossais ND ND ND Non confirmé Naturelle 

355 Saumon fumé de 

Norvège 

ND ND = L. monocytogenes Naturelle 

361 Saumon fumé de 

Norvège 

ND ND ND Non confirmé Naturelle 

931 Tarama aux îufs de 

truite 

ND ND ND Non confirmé Artificielle 

(L. welshimeri) 

Total Produits de la pêche 5 5 4   

 

 

N° éch. Produit Extraction A Extraction B Extraction C Confirmation Contamination 

404 Chiffonnette ND ND ND Non confirmé Naturelle 

407 Chiffonnette ND ND ND Non confirmé Naturelle 

1186 Poudre sol ND ND ND Non confirmé Naturelle 

1514 Bouche dô®gout = = ND Oui  Naturelle 

1858 Eau siphon ND ND ND Non confirmé Naturelle 

1863 Eau bouche dô®gout ND ND ND Non confirmé Artificielle 

(L. monocytogenes) 

1870 Eau de rinçage 

salaison 

= ND = Oui Artificielle 

(L. monocytogenes) 

Total Echantillons de 

lõenvironnement 

5 6 6   
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28 échantillons présentant des déviations négatives concernent des produits 

naturellement contaminés. 21 échantillons ont donné un résultat PCR négatif 

par les 3 protocoles dôextraction. 

 

10 déviations concernent des échantillons artificiellement contaminés ; 

6 dôentre eux donnent un r®sultat n®gatif par les 3 protocoles dôextraction.  

 

On peut donc supposer que, pour ces 28 ®chantillons, lôenrichissement ne 

contenait pas de Listeria. 

 

Pour les 11 autres échantillons, un résultat positif a été obtenu par au moins 

un des trois protocoles dôextraction, le niveau de contamination de ces 

échantillons était probablement faible, ce qui explique les différences 

observées entre les différentes extractions. 

 

3.1.6.2. Déviations négatives - Listeria monocytogenes 

 

N° éch. Produit Extraction A Extraction B Extraction C Confirmation Contamination 

2097 Brochette de coquelet ND = ND Oui Naturelle 

86 Saucisses aux herbes ND ND ND Non confirmé Naturelle 

364 Steak haché surgelé ND ND ND Non confirmé Naturelle 

536 Saucisses aux herbes ND ND ND Non confirmé Naturelle 

619 Andouille ND ND ND Non confirmé Artificielle 

621 Lardons fumés ND ND ND Non confirmé Naturelle 

Total Produits carnés 6 5 6   

 

 

N° éch. Produit Extraction A Extraction B Extraction C Confirmation Contamination 

478 Lait cru de vache ND ND ND Non confirmé Naturelle 

1849 Lait en poudre ND = ND Oui Artificielle 

(L. monocytogenes) 

Total Produits laitiers 2 1 2   
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N° éch. Produit Extraction A Extraction B Extraction C Confirmation Contamination 

170 Persil broyé ND ND ND Non confirmé Naturelle 

2131 Omelette brouillée = ND = Oui Naturelle 

2134 Pizza = ND = Oui Naturelle 

212 Omelette ND ND ND Oui Naturelle 

901 Choux de Bruxelles ND ND ND Non confirmé Artificielle 

909 Chou chinois ND ND ND Non confirmé Artificielle 

905 Mâche = ND = Oui Naturelle 

Total Produits végétaux et 

divers 

4 7 4   

 

 

N° éch. Produit Extraction A Extraction B Extraction C Confirmation Contamination 

211 Filet de saumon frais ND ND ND Non confirmé Naturelle 

354 Saumon écossais ND ND ND Non confirmé Naturelle 

361 Saumon fumé ND ND ND Non confirmé Naturelle 

Total Produits de la pêche 3 3 3   

 

 

N° éch. Produit Extraction A Extraction B Extraction C Confirmation Contamination 

404 Chiffonnette ND ND ND Non confirmé Naturelle 

407 Chiffonnette ND ND ND Non confirmé Naturelle 

1313 Bouche dô®gout frigo = ND = Oui Naturelle 

1504 Caniveau = = ND Oui Artificielle 

1858 Eau siphon ND ND ND Non confirmé Naturelle 

1863 Eau bouche dô®gout ND ND ND Non confirmé Artificielle 

1870 Eau rinçage salaison ND ND = Oui Artificielle 

Total Echantillons de 

lõenvironnement 

5 6 5   

 

18 déviations négatives sont observées sur des échantillons naturellement 

contaminés ; 13 de ces échantillons ont donné un résultat PCR négatif par 

les trois protocoles dôextraction. 

 

7 déviations concernent des échantillons artificiellement contaminés ;  

pour 4 dôentre elles, aucun r®sultat PCR positif nôa ®t® observ®. 

 

Pour 17 déviations sur 21, on peut supposer que Listeria monocytogenes 

nô®tait pas pr®sente dans le pr®l¯vement. 



GeneSystems 

ADRIA Développement 20/78 7 juillet 2010 

SYNTHESE GeneSystems Listeria DUO (Version 0) 

 

3.1.6.1. Déviations positives - Listeria spp. 

 

N° éch. Produit Extraction A Extraction B Extraction C Contamination 

2093 Saucisse ardéchoise PD PD PD Naturelle 

173 Maigre de porc PD PD PD Naturelle 

490 Salami PD = = Naturelle 

2133 Haché de veau PD = PD Naturelle 

337 Morceaux de dinde cuite PD PD PD Naturelle 

400 Steak haché bolognaise PD PD PD Naturelle 

Total Produits carnés 6 4 5  

 

 

N° éch. Produit Extraction A Extraction B Extraction C Contamination 

479 Lait cru de vache PD PD PD Naturelle 

485 Lait cru de vache PD PD PD Naturelle 

1486 Gouda PD = = Naturelle 

1831 Lait Ribot PD = = Artificielle 

(L. innocua) 

1836 Lait en poudre PD PD = Artificielle 

(L. monocytogenes) 

1838 Lait cru PD PD PD Artificielle 

(L. innocua) 

1843 Faisselle PD PD = Artificielle 

(L. seeligeri) 

1847 Lait Ribot PD PD PD Artificielle 

(L. monocytogenes) 

1943 Fromage au lait cru PD PD PD Naturelle 

1944 Emmental PD PD PD Naturelle 

1946 Lait cru PD PD PD Naturelle 

1947 Lait cru PD PD PD Naturelle 

Total Produits laitiers 12 9 8  

 

 

N° éch. Produit Extraction A Extraction B Extraction C Contamination 

2029 Pommes frites surgelées PD PD PD Naturelle 

2132 Pâte à crêpes PD PD PD Naturelle 

2135 Brioche au saucisson = PD = Naturelle 

495 Feuilleté PD PD PD Naturelle 

904 Julienne de carottes PD PD PD Artificielle 

(L. monocytogenes) 

914 Poireaux émincés surgelés PD PD PD Artificielle 

(L. monocytogenes) 

1049 Macédoine de légumes PD PD PD Artificielle 

(L. innocua) 

1053 Tarte au fromage PD PD = Artificielle 

(L. innocua) 

Total Produits Végétaux et divers 7 8 6  
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N° éch. Produit Extraction A Extraction B Extraction C Contamination 

2063 Cocktail fruits de mer PD PD PD Naturelle 

(L. monocytogenes) 

2069 Filets de limande meunière PD PD PD Naturelle 

(L. monocytogenes) 

2172 Chutes de saumon fumé = PD = Naturelle 

(L. monocytogenes et L. 

grayi)  

88 Filet de lieu jaune PD PD PD Naturelle 

(L. innocua) 

654 Filet de saumon PD PD PD Naturelle 

(L. monocytogenes) 

1048 Salade de thon PD PD PD Artificielle 

(L. welshimeri) 

Total Produits de la pêche 5 6 5  

 
 

N° éch. Produit Extraction A Extraction B Extraction C Contamination 

1184 Déchets poudre sol PD PD PD Naturelle 

(L. innocua) 

1311 Tapis fond saucisserie PD PD PD Naturelle 

(L. innocua) 

1322 Bac inox saucisserie PD PD PD Naturelle 

(L. innocua) 

1365 Chiffonnettes sol PD PD PD Naturelle 

(L monocytogenes) 

1366 Chiffonnettes caniveau PD PD PD Naturelle 

(L. welshimeri) 

1368 Chiffonnettes caniveau PD PD PD Naturelle 

(L. welshimeri) 

1496 Chiffonnettes légume 

conditionnement 

PD PD PD Naturelle 

(L monocytogenes) 

1502 Chiffonnettes machine 

conditionnement 

PD PD PD Naturelle 

(L. welshimeri) 

1859 Eau siphon = =  PD Naturelle 

(L monocytogenes) 

1865 Eau siphon PD PD PD Naturelle 

(L monocytogenes) 

Total Echantillons de lõenvironnement 9 9 10  

 

39 déviations positives sont observées avec le protocole A, 36 avec le 

protocole B et 34 avec le protocole C. Dans la majorit® des cas, il sôagit de 

contaminations naturelles. 
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3.1.6.2. Déviations positives - Listeria monocytogenes 

 

N° éch. Produit Extraction A Extraction B Extraction C Contamination 

2093 Lardons fumés PD PD PD Naturelle 

173 Maigre de porc PD PD PD Naturelle 

337 Morceaux de dinde cuite PD PD PD Naturelle 

400 Steak haché bolognaise PD PD PD Naturelle 

497 Poitrine PD PD PD Naturelle 

540 Saucisse aux herbes PD PD PD Naturelle 

762 Magret de canard PD PD PD Naturelle 

Total Produits carnés 7 7 7  

 

 

N° éch. Produit Extraction A Extraction B Extraction C Contamination 

479 Lait cru de vache PD PD PD Naturelle 

485 Lait cru de vache PD PD PD Naturelle 

1443 Morbier = PD PD Naturelle 

1836 Lait en poudre PD PD = Artificielle 

1838 Lait cru PD = PD Artificielle 

1944 Emmental PD PD PD Naturelle 

1947 Lait cru PD PD PD Naturelle 

Total Produits laitiers 6 6 6  

 

 

N° éch. Produit Extraction A Extraction B Extraction C Contamination 

2029 Pommes frites surgelées PD PD PD Naturelle 

2132 Pâte à crêpes PD PD PD Naturelle 

2135 Brioche au saucisson = PD = Naturelle 

495 Feuilleté PD PD PD Naturelle 

904 Julienne de carottes PD PD PD Artificielle 

911 Champignons de Paris 

surgelés 

PD PD PD Artificielle 

914 Poireaux émincés 

surgelés 

PD PD PD Artificielle 

Total Produits végétaux et 

divers 

6 7 6  
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N° éch. Produit Extraction A Extraction B Extraction C Contamination 

2063 Cocktail de fruits de mer PD PD PD Naturelle 

2069 Filets de limande 

meunière 

PD PD PD Naturelle 

2172 Chutes de saumon fumé = PD = Naturelle 

654 Filet de saumon PD PD PD Naturelle 

655 Filet de bar PD PD PD Naturelle 

Total Produits de la pêche 4 5 4  

 

 

N° éch. Produit Extraction A Extraction B Extraction C Contamination 

1365 Chiffonnettes sol PD PD PD Naturelle 

1496 Chiffonnettes ligne de 

conditionnement 

PD PD PD Naturelle 

1517 Bouche dô®gout frigo PD = PD Naturelle 

1859 Eau siphon PD = = Artificielle 

1865 Eau siphon PD PD PD Artificielle 

Total Echantillons de 

lõenvironnement 

5 3 4  

 

28 déviations positives sont observées avec le protocole A et le protocole B, 

27 avec le protocole C. Il sôagit de contamination naturelle dans la majorité 

des cas. 

 

3.1.7 Interprétations 

 

 Listeria spp. Listeria monocytogenes 

 Protocole dõextraction Protocole dõextraction 

 A B C A B C 

Y = ND + PD 

Y > 22 

d = |PD - ND| 

x² = d² / Y 

Y = 32 + 39   

= 71 

d = 7 

x²  = 0,69 

Y = 32 + 36  

= 68 

d = 4 

x² = 0,24 

Y = 33 + 34 

= 67 

d = 1 

x ² = 0,01 

Y = 20 + 28 

= 48 

d = 8 

x² = 1,33 

Y = 22 + 28   

= 50 

d = 6 

x² = 0,72 

Y = 20 + 27 

= 47 

d = 7 

x² = 1,04 

x² < 3,841 Les méthodes ne sont pas différentes à a < 0,05. 
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3.1.8 Confirmations 

 

Deux géloses ont été utilisées pour la confirmation des tests PCR : la gélose 

de formulation OAA et la gélose Palcam. 

 

Pour la confirmation de Listeria spp., il est pr®f®rable dôutiliser la g®lose 

Palcalm, de nombreuses colonies bleues non identifiées à Listeria spp. ayant 

été observées sur la gélose de formulation OAA. Il a fallu avoir recours à des 

tests complémentaires pour 8 échantillons : isolement sur plusieurs géloses 

Palcam et ALOA, ou encore repiquage en Fraser 1. Ces échantillons sont les 

suivants : 2135, 2172, 905, 1041, 1052, 1486, 1836, 1849. 

 

Dans certains cas, le stockage de Fraser ½ pendant 72 h à 4°C a permis 

dôisoler des colonies de Listeria, alors que la confirmation était négative 

après incubation. 

 

Au niveau des tests dôidentification, peu de discordances ont ®t® 

observées entre les mini-galeries biochimiques Listeria et le GeneDisc 

ID. Dans certains cas, plusieurs essais ont été réalisés pour avoir une 

galerie interprétable (problème de lecture du test DL-alanine  

b-naphtylamide). De plus, lôisolement syst®matique des colonies sur 

TSAYE avant réalisation de la galerie a été nécessaire, les résultats des 

galeries réalisées directement sur colonie testée sur gélose 

chromogène aboutissant à des résultats non interprétables. 

 

3.1.9 Conservation des bouillons Fraser ½ pendant 72 h à 4°C 

  

Les évolutions suivantes ont été observées entre la réalisation de la PCR 

immédiatement après incubation et après stockage des bouillons Fraser ½ 

pendant 72 h à 4°C. La comparaison nôa ®t® r®alis®e que sur le protocole 

dôextraction A : 
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N° éch. Résultats 

après incubation 

Résultats 

après stockage h à 4°C 

Listeria spp. L. monocytogenes Listeria spp. L. monocytogenes 

2097 - (ND) - (ND) + (=) + (=) 

2135 - (=) - (=) + (PD) + (PD) 

2172 - (=) - (=) + (PD) + (PD) 

174 - (ND) - (=) + (=) - (=) 

355 - (ND) + (=) + (=) + (=) 

487 - (ND) + (=) - (ND) - (ND) 

490 - (=) - (=) + (PD) + (PD) 

619 + (=) - (ND) + (=) - (=) 

1859 - (=) - (=) + (PD) + (PD) 

1870 + (=) - (ND) - (ND) + (=) 

1486 + (PD) - (=) + (PD) + (PD) 

1847 + (PD) - (=) + (PD) + (PD) 

1849 - (ND) - (ND) - (ND) + (=) 

1943 + (PD) - (=) + (PD) + (PD) 

 

Sur 8 évolutions de résultats pour Listeria spp., 7 tests négatifs deviennent 

positifs et un test positif devient négatif. 

 

Pour Listeria monocytogenes, sur 12 modifications de résultats, 11 tests 

négatifs deviennent positifs et un test positif devient négatif.  

 

3.1.10 Conclusion 

 

De nombreux ®chantillons dôenvironnement n®gatifs ont ®t® analys®s afin 

dôobtenir le nombre dô®chantillons positifs requis. Il est proposé au Bureau 

Technique dôen retirer afin dô®quilibrer les nombres dô®chantilons 

positifs et négatifs pour cette catégorie.  

 

La méthode GeneDisc Listeria DUO montre une exactitude, spécificité 

et sensibilité relatives satisfaisantes pour la recherche de Listeria spp. 

et L. monocytogenes dans les échantillons dôalimentation humaine et 

les ®chantillons dôenvironnement.  

 

Au cours de cette étude, les colonies présomptives isolées sur géloses 

Ottaviani & Agosti et Palcam ont été identifiées par galerie biochimique et par 

GeneDisc Listeria Identification. Ces derniers ont montré une parfaite 

correspondance avec les tests biochimiques.  
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3.2 Niveau de détection relatif 

 

Le niveau de détection relatif correspond au nombre le plus petit de micro-organismes 

cultivables quôil est possible de d®tecter dans lô®chantillon, avec une probabilité de 50 %, à 

lôaide des m®thodes alternative et de r®f®rence. 

 

3.2.1. Matrice utilisée 

 

Cette étude a pour objectif de déterminer les quantités minimales de Listeria 

monocytogenes détectables dans la matrice alimentaire et de les comparer à 

celles obtenues par la méthode de référence. 

 

Les limites de d®tection seront d®finies par lôanalyse du couple (matrice / 

souche) à quatre niveaux. Six réplicats de chaque condition ont été réalisés. 

Les matrices testées sont les suivantes : 

 

Matrices Souches inoculées 

Rillettes Listeria monocytogenes 1/2 V2/124 

Saumon fumé Listeria monocytogenes 1/2a BR32 

Listeria seeligeri BR8 

Végétaux crus Listeria monocytogenes 1/2 10 11/1410 

Lait cru Listeria monocytogenes 4b 153 

Fromage Listeria monocytogenes Ad 664 

Listeria innocua Ad 656 

Eau de process Listeria monocytogenes Ad 243 

 

3.2.2. Protocole de contamination 

 

Les contaminations et les dénombrements ont été réalisés selon le protocole 

d®crit, pour les faibles taux dôinoculation, dans les exigences relatives aux 

études comparatives des méthodes et interlaboratoires. 
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3.2.3. Résultats 

 

Tableau 5 - Résultats des niveaux de détection relatifs 
(valables pour les trois protocoles (A, B et C) sauf pour *) 

 

Listeria spp. 

Couple (souche, matrice) 

Niveau de détection relatif (UFC / 25 g ou 25 ml) 

selon le test de Spearman-Kärber5 

Méthode de référence Méthode alternative 

Rillettes /  

L. monocytogenes 1/2 V2/124 
0,398 [0,120 ; 1,321] 0,443 [0,170 ; 1,159] 

Lait cru /  

L. monocytogenes 153 
0,663 [0,242 ; 1,818] 0,678 [0,236 ; 1,951] 

Fromage frais de chèvre /  

L. innocua Ad 656 
0,317 [0,079 ;1,276] 0,398 [0,114 ; 1,39] 

Fromage frais de chèvre /  

L. monocytogenes Ad 664 
0,685 [0,227 ; 2,069] 0,107 [0,036 ; 0,324] 

Saumon fumé /  

L. seeligeri BR8 
0,655 [0,239 ; 1,796] 0,588 [0,214 ; 1,612] 

Epinards surgelés /  

L. monocytogenes 11/410 
0,631 [0,230 ; 1,730] 0,258 [0,067 ; 0,990] 

Eau de lavage /  

L. monocytogenes Ad 243 
0,625 [0,217 ; 1,798] 0,554 [0,202 ; 1,519] 

 

 

Listeria monocytogenes 

Couple (souche, matrice) 

Niveau de détection relatif (UFC / 25 g ou 25 ml) 

selon le test de Spearman-Kärber 

Méthode de référence Méthode alternative 

Rillettes /  

L. monocytogenes 1/2 V2/124 
0,398 [0,120 ; 1,321] 0,443 [0,170 ; 1,159] 

Lait cru /  

L. monocytogenes 153 
0,663 [0,242 ; 1,818] 0,678 [0,236 ; 1,951] 

Fromage frais de chèvre / 

L. monocytogenes Ad 664 
0,655 [0,227 ; 2,069] 0,107 [0,036 ;0,324] 

Saumon fumé /  

L. monocytogenes BR32 
0,368 [0,101 ; 1,3476] 

*- Réponse L. spp Protocoles A et B : 

0,371 [0,092 ; 1,492] 

*- Réponse L. spp Protocole C : 

0,330 [0,082 ; 1,330] 

Epinards surgelés /  

L. monocytogenes 11/410 
0,631 [0,230 ; 1,730] 0,258 [0,067 ; 0,990] 

Eau de lavage / 

L. monocytogenes Ad 243 
0,625 [0,217 ; 1,798] 0,554 [0,202 ; 1,519] 

 

                                            
5
  "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". 
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Les niveaux de détection relatifs de la méthode alternative de référence 

sont compris entre 0,1 et 2,1 pour Listeria spp. et Listeria 

monocytogenes. 

 

Les niveaux de détection relatifs de la méthode alternative sont 

compris entre 0,1 et 1,9 pour Listeria spp. et entre 0,1 et 2,0 pour 

Listeria monocytogenes. 

 

 

3.3 Inclusivité et exclusivité 

 

Lôinclusivit® est la capacit® de la m®thode alternative ¨ d®tecter lôanalyte cible ¨ 

partir dôun large ®ventail de souches. 

 

Lôexclusivit® est lôabsence dôinterf®rences par un éventail approprié de souches non 

cibles de la méthode alternative. 

 

Lôobjectif de lô®tude de sp®cificit® est de v®rifier que toutes les souches 

Listeria monocytogenes sont détectées par la méthode GeneDisc Listeria 

DUO et quôil nôy a pas de r®action croisée avec des souches autres que 

Listeria monocytogenes.  

 

3.3.1 Protocoles dôessai 

 

V Protocole pour lôinclusivit® 

 

50 souches de Listeria monocytogenes et 30 souches de Listeria autres que 

monocytogenes ont ®t® d®congel®es et mises en culture en bouillon cîur-

cervelle à 37°C. Les souches ont été inoculées à un taux compris entre 10 et 

100 cellules pour 225 ml en bouillon Fraser ½ incubé à 37°C pendant 18 h.  

Le protocole complet de la méthode alternative a ensuite été appliqué. 

Le protocole dôextraction A a ®t® appliqué (extraction manuelle). 

 

V Protocole pour lôexclusivit® 

 

30 souches négatives ont été décongelées et mises en culture en bouillon 

cîur-cervelle à 37°C. Les souches ont ensuite été inoculées à un taux de 

105/225 ml en eau peptonée tamponnée incubée 24 h à 37°C. Le protocole 

complet de la méthode alternative a ensuite été appliqué. 
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3.3.2 Résultats 

 

Les résultats sont présentés en annexe 5. 

 

Les 50 souches de Listeria monocytogenes ont donné un test PCR positif 

(Listeria spp. et Listeria monocytogenes).  

 

Parmi les 30 souches de Listeria spp. (autres que Listeria monocytogenes) 

testées, 11 souches de Listeria innocua, 2 souches de Listeria ivanovii 

(BR 11 et Ad 662), ainsi que les 7 souches de Listeria seeligeri et deux 

souches de Listeria welshimeri ont donné un test PCR positif avec des taux 

dôinoculation inf®rieurs ¨ 100 UFC/225 ml. 

 

6 souches Listeria ivanovii et 4 souches Listeria grayi ont montré des 

résultats négatifs. 

 

Des taux dôinoculation plus forts ont été testés pour les 6 souches de Listeria 

ivanovii et 4 souches de Listeria grayi.  

 

Les limites de détection de la méthode de référence et de la méthode 

alternative apparaissent supérieures pour les espèces Listeria grayi et 

Listeria ivanovii, en comparaison de celles définies pour les espèces Listeria 

monocytogenes, Listeria innocua, Listeria seeligeri et Listeria welshimeri. Un 

taux dôinoculation plus fort (100 à 1 000 UFC/225 ml) est souvent requis, que 

ce soit pour la méthode alternative ou la méthode de référence.  

 

A noter cependant que deux souches Listeria grayi ont été détectées par la 

m®thode alternative au cours de lô®tude dôexactitude au sein de produits 

naturellement contaminés, contrairement à la méthode de référence. 

 

La méthode GeneDisc Listeria DUO est spécifique et sélective, en 

comparaison aux performances de la méthode de référence. 
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44  PPRRAATTIICCAABBIILLIITTEE  

 

La praticabilit® a ®t® ®valu®e dôapr¯s les crit¯res d®finis dans les exigences 

relatives aux études comparatives des méthodes et études interlaboratoires.  

 

1. Mode de conditionnement des éléments de la méthode 

Les renseignements sont donnés page 2/5 de la notice.  

Le kit comprend :   

* une notice dôutilisation, 

* 6 GeneDisc permettant lôanalyse de 12chantillons par disque, 

* 6 tubes de Master Mix (1 par GeneDisc), 

* flacon dôhuile min®rale. 

2. Volume des réactifs 

Les volumes de réactif sont indiqués page 2/5 de la notice. 

3. Conditions de stockage des éléments et péremptions des produits non 

ouverts 

La température de stockage est indiquée sur la notice page 1/5 ; elle est de 5°C ± 3°C. La 

date de péremption du kit est indiquée sur le coffret. 

4. Modalit® dôutilisation apr¯s premi¯re utilisation 

La totalité des réactifs prévus pour un essai est utilisée (analyse de 12 échantillons) ; il nôy a 

donc pas lieu de replacer les réactifs au froid.  

 

Par contre, les disques non utilisés, les tubes de mélange réactionnel non utilisés se 

trouvant dans le coffret sont stockés au froid (5°C ± 3°C) apr¯s lôouverture du coffret. 

Le tube dôhuile est stocké à température ambiante. 

5. Equipements ou locaux spécifiques nécessaires 

Le matériel et les consommables sont listés page 2/5 de la notice. 

Au niveau des locaux, il est nécessaire de respecter une marche en avant pour les étapes 

relatives à la biologie moléculaire :  

- extraction,  

- préparation des m®langes r®actionnels dôamplification, 

- amplification et lecture.  

Cependant, la détection se faisant directement dans le GeneDisc, les risques de 

contamination sont réduits ; une pi¯ce r®serv®e ¨ la d®tection nóest donc pas n®cessaire. 

6. Réactifs prêts ¨ lôemploi ou ¨ reconstituer 

Seul le mélange réactionnel du Kit GeneDisc Listeria monocytogenes est à répartir en 

12 tubes de 20 Õl avant ajout de lôextrait dôADN. 

7. Dur®e de formation de lôop®rateur non initi® ¨ la m®thode 

Un technicien connaissant les techniques de microbiologie et de biologie moléculaire peut 

être formé en deux jours. 
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8. Temps réel de manipulation et flexibilité de la technique par rapport au 

nombre dô®chantillons ¨ analyser  
 

Etapes Temps en minutes 

Méthode de référence 

 ISO 11290-1 

Méthode alternative 

(temps mesurés pour des matrices 

autres que le lait cru) 

12 échantillons 12 échantillons 

Prélèvement et ajout du diluant 30 30 

Broyage 15 15 

Repiquage en Fraser 1 15  

Isolement sur OAA et Palcam 12  

Extraction  Protocole A : 80 

Protocole B : 30 

Protocole C : 35 

Lancement du GeneDisc Cycler  Protocole A : 15 

Protocole B : 15 

Protocole C : 25 

Lecture des géloses OAA  

et Palcam (O1-P1) 

2  

Isolement du Fraser 1 sur OAA et 

Palcam (O2-P2) 

12  

Lecture des géloses O2-P2 2  

Total pour des échantillons négatifs 88 Protocole A : 140 

Protocole B : 110 

Protocole C : 105 

Total / échantillon négatif 7,3 Protocole A : 11,7 

Protocole B : 9,2 

Protocole C : 8,8 

Etalement sur gélose OAA ou Palcam  10 

Lecture des géloses OAA ou Palcam  2 

Isolement sur gélose TSAYE 96  

Tests de confirmation : catalase, 

Gram, hémolyse, Camp Test, Glucides 

202  

Total pour des échantillons positifs ou 

présentant des colonies suspectes 

386 Protocole A : 152 

Protocole B : 122 

Protocole C : 117 

Total / échantillon positif ou 

présentant des colonies suspectes 

32,2 Protocole A : 12,7 

Protocole B : 10,2 

Protocole C : 9,8 

 

Pour un échantillon négatif, le temps de manipulation est équivalent pour 

la méthode de référence et la méthode alternative. Par contre, pour un 

échantillon positif, il faut environ trois fois moins de temps par la 

méthode alternative que par la méthode de référence. 
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9. D®lais dôobtention des r®sultats 

 

Dans le cas dô®chantillons n®gatifs, les d®lais dôobtention des r®sultats sont les 

suivants :  

 

Etape Méthode de référence  

ISO 11290-1 

Méthode alternative 

D®but de lôanalyse J0 J0 

Enrichissement J1 à J3 J1 

Extraction, obtention du résultat PCR  J1 

Lectures OAA et Palcam J2 à J5  

 

Dans le cas où les colonies suspectes sont présentes sur les géloses OAA et 

Palcam, ou si un test positif est obtenu par le GeneDisc Listeria DUO, les délais 

dôobtention des r®sultats sont les suivants :  

 

Etape Méthode de référence  

ISO 11290-1 

Méthode alternative 

D®but de lôanalyse J0 J0 

Enrichissement J1 à J3 J1 

Extraction - Obtention du résultat PCR  J1 

Lecture OAA et Palcam J2 à J5  

Confirmation du résultat GeneDisc par 

isolement sur OAA ou Palcam 
 J2 

Confirmation du genre J6 à J7  

Confirmation de lôesp¯ce J11 à J12  

 

Conclusion  

 

- Dans le cas dô®chantillons n®gatifs ou ne pr®sentant pas de 

colonies suspectes, la méthode GeneDisc Listeria DUO permet 

dôobtenir un résultat en 24 h, alors que la méthode de référence le 

donne en 5 jours. 

- Dans le cas de la présence de colonies suspectes, mais non 

confirmées par la méthode de référence, lôutilisation de la méthode 

GeneDisc Listeria DUO Listeria monocytogenes permet de gagner 

jusquô¨ 6 jours. 

- Dans le cas dô®chantillons confirm®s positifs, lô®cart entre les 

deux méthodes est de 10 à 11 jours en faveur de la méthode 

GeneDisc Listeria DUO  
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10. Type de qualification de lôop®rateur 

Technicien qualifié en microbiologie et biologie moléculaire 

11. Etapes communes avec la méthode de référence 

Aucune ®tape nôest commune, les temp®ratures dôincubation des bouillons Fraser ½ 

étant différentes. 

12. Traçabilité des résultats 

Un rapport dôanalyse identifiant lô®chantillon, le num®ro de lot du kit et le r®sultat peut °tre 

imprimé à la fin de chaque analyse.  

13. Maintenance par le laboratoire 

Aucune maintenance nôest effectu®e sur lôappareil par le laboratoire. 

 

Lôint®r°t majeur de la m®thode GeneDisc Listeria DUO réside dans la 

rapidit® de lôobtention des r®sultats, que lô®chantillon soit contamin® 

ou non en Listeria spp. 

 

55  EETTUUDDEE  IINNTTEERRLLAABBOORRAATTOOIIRREE  

 

5.1 Organisation de lô®tude 

 

Treize laboratoires (Cf. annexe 6) ont particip® ¨ lô®tude.  

 

Lô®tude a port® sur un fromage inocul® par Listeria monocytogenes 153, 

isolée de Munster. Les échantillons ont été  inoculés individuellement par 

taux, par laboratoire et par méthode. Chaque laboratoire a donc reçu 24 

échantillons à analyser par la méthode de référence et 24 échantillons à 

analyser par la méthode alternative. 

 

Tous les échantillons ont été répartis par le laboratoire expert en sachets 

Stomacher filtrants, à raison de 25 g par sachet, avant dô°tre contamin®s. 

 

V Préparation des suspensions contaminantes 

 

Deux suspensions (125 cellules/ml et 25 cellules/ml) ont été préparées à 

partir dôune culture dôune nuit en bouillon BHI ¨ 37ÁC selon le protocole 

décrit dans les exigences relatives aux études comparatives des 

m®thodes et interlaboratoires des r¯gles techniques de lôAFNOR. 
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V Protocole de contamination des échantillons 

 

Lôinoculation au taux faible a ®t® r®alis®e ¨ lôaide de 200 Õl de la 

suspension à 25 cellules/ml et lôinoculation ¨ taux fort a ®t® effectu®e par 

200 µl de la suspension à 125 cellules/ml. 

 

Après inoculation, les échantillons ont été stockés au froid avant 

expédition. 

 

Les taux dôinoculation vis®s ®taient les suivants : 

 

- 0 UFC/25 g 

- 1 - 10 UFC/25 g 

- 5 - 50 UFC/25 g. 

 

Les échantillons ont été expédiés le lundi 31 mai 2010 et analysés le 

mercredi 2 juin 2010. 

 

Les échantillons codés (code connu uniquement du laboratoire expert) ont 

été placés dans des caisses isothermes contenant des blocs réfrigérants et 

exp®di®s aux diff®rents laboratoires ¨ lôaide dôun transport express. 

 

Un flacon témoin température contenant un enregistreur de température a 

été joint au colis, afin de suivre la température au cours du transport et de la 

mesurer à réception. 
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5.2 Contrôle des paramètres expérimentaux  

 

5.2.1 Taux de contamination avant ensemencement, taux obtenus 

après contamination artificielle et stabilité des échantillons 

 

Æ Avant ensemencement 

 

La recherche de bactéries cibles dans la matrice a été réalisée sur cinq 

prélèvements afin de sôassurer de lôabsence de ces bact®ries. 

 

Æ Stabilité des échantillons 

 

Des essais ont ®t® effectu®s en inoculant la matrice ¨ un taux dôenviron 

24 cellules/25 g puis, compte-tenu des résultats observés, une inoculation à 

un taux plus élevé (1 000 UFC/25 g) a été réalisée pour permettre de suivre 

lô®volution du d®nombrement au cours dôun stockage ¨ 4ÁC. Enfin, une 

inoculation à un taux faible (5 UFC/25 g) a été également réalisée ; dans ce 

cas, la recherche selon la méthode de référence a été effectuée. Les 

résultats sont présentés dans le tableau ci-après :  

 

 Taux dõinoculation 

 25 cellules/25 1 000 cellules/25 g 5 cellules/25 g 

 Dénombrement (UFC/25 g) Recherche 

 Ech. 1 Ech. 2 Ech. 3 Ech. 1 Ech. 2 Ech. 3 Ech. 1 Ech. 2 Ech. 3 

J0 25 5 15 750 625 1 250 + + + 

J1 10 5 5 375 875 1 250 + + + 

J2 < 5 < 5 < 5 538 413 588 + + + 

 

Une baisse du taux de contamination au cours du stockage est observée. 

 

Æ Taux obtenus après contamination artificielle 

 

Les taux de contamination obtenus dans la matrice et les estimations de 

précision sont donnés dans le tableau suivant : 
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Niveau Echantillons 

Taux 

théorique 

ciblé 

(b/25 ml) 

Taux réel 

(b/25 ml 

dô®chantillon) 

Estimation de 

la limite inférieure de la 

contamination 

par 25 ml dô®chantillon 

Estimation de 

la limite supérieure de la 

contamination 

par 25 ml dô®chantillon 

Niveau 0 
3 ; 8 ; 9 ; 12 ;15 ; 

18 ; 20 ; 21 
0 / / / 

Niveau bas 
1 ; 4 ; 7 ;10 ; 11 ; 

13 ; 17 ; 24 
5 7,2 6,3 12,6 

Niveau haut 
2 ; 5 ; 6 ; 14 ; 16 ; 

19 ; 22 ; 23 
25 36 31,2 42,0 

 

5.2.2 Température relevée au cours du transport, température à 

réception et délais de réception 

 

Les températures au cours du transport et mesurées à réception, ainsi que le 

délai de réception des échantillons sont données dans le tableau 6 : 

 

Tableau 6 - Température des échantillons à réception 

 

Laboratoires Température relevée  

par le thermobouton 

 (°C) 

Température mesurée 

à réception (°C) 

Date et heure 

de réception  

des échantillons 

Date  

dôanalyse 

A 4,0 6,4 01/06/10 ï 08h00 J2 

B 3,0 3,5 01/06/10 ï 10h40 J1 

C 2,5 3,5 01/06/10 ï 09h50 J2 

D 4,0 4,5 01/06/10 ï 09h20 J2 

E 2,5 4,4 01/06/10 ï 10h00 J2 

F 3,0 5,2 01/06/10 ï 10h50 J2 

G 2,5 6,5 01/06/10 -12 h 15 J2 

H 1,5 7,1 01/06/10 ï 11h30 J2 

I 2,5 5,0 01/06/10 ï 13h00 J2 

J 3,0 5,2 01/06/10 ï 10h30 J2 

K 3,5 2,5 01/06/10 ï 11h45 J2 

L 3,0 4,7 01/06/10 ï 11h20 J2 

M 2,5 4,1 01/06/10 ï 11h40 J2 

 

5.2.3 Conclusion 

 

Tous les colis ont ®t® r®ceptionn®s ¨ J1 et aucune anomalie nôa ®t® observ®e 

pendant le transport ou le stockage des échantillons avant analyse : les 

courbes de température sont données en annexe 5. 
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5.3 Résultats des analyses  

 

5.3.1 Dénombrement de la flore aérobie mésophile  

 

Le dénombrement de la flore aérobie mésophile de la matrice a été effectué 

sur un échantillon selon la méthode ISO 4833. Le résultat varie entre 4,3.104 

et > 3,0.107UFC/g. 

 

5.3.2 Résultats obtenus par le laboratoire expert 

 

Tous les échantillons inoculés ont donné un résultat positif ; tous les résultats 

sont concordants entre la méthode de référence et la méthode alternative. 

 

5.3.3 Résultats obtenus par les laboratoires collaborateurs 

 

Le laboratoire B a réalisé les analyses à J1 et non à J2 comme indiqué dans 

les instructions. Ce laboratoire a ®t® exclu de lôinterpr®tation. 

 

Les interprétations ont été réalisées simultanément pour la recherche de 

Listeria spp. et de Listeria monocytogenes.  

 

5.3.4 Conclusion 

 

Les interprétations ont été réalisées avec douze laboratoires. 
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5.4 Calculs 

 

 

5.4.1 Calcul des pourcentages de spécificité (%SP) et de sensibilité 

(% SE) pour les deux méthodes 

 

Le pourcentage de spécificité, pour le niveau L0 et pour chaque méthode, est 

calcul® ¨ lôaide de lô®quation suivante : 

ù
ú

ø
é
ê

è
ö
÷

õ
æ
ç

å

-
-= %1001 x

N

FP
SP  

 

avec : N- = nombre total de tous les essais L0 

  FP = nombre de faux positifs 

 

Le pourcentage de sensibilité, pour chaque niveau de contamination positif et 

pour chaque m®thode, est calcul® ¨ lôaide de lô®quation suivante : 

%100x
N

TP
SE

+
=  

 

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 98 100 98 

L1(SE) 100 98 100 98 

L2(SE) 100 98 100 98 

L1+L2(SE) 100 98 100 98 
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5.4.2 Calcul de lôexactitude relative (AC) 

 

Les résultats pour tous niveaux confondus sont donnés ci-après : 

 

Tableau 7 - Couples de résultats de la méthode alternative et de la 

m®thode de r®f®rence dans le cadre de lô®tude interlaboratoire 

 

Méthode alternative Méthode de référence Total 

+ - 

+ PA = 192 PD = 0 192 

- ND = 0 NA = 96 96 

Total N+ = 192 N- = 96 N = 288  

 

Lôexactitude relative (AC), exprim®e en pourcentage, est calcul®e ¨ lôaide de 

lô®quation suivante :  %100
)(
x

N

NAPA
AC

+
=  

 

avec : N = nombre dô®chantillons soumis ¨ essai 

PA = nombre dôaccords positifs 

  NA = nombre dôaccords n®gatifs 

 

Les valeurs dôexactitude de la m®thode alternative par rapport ¨ la m®thode 

de référence ont été calculées pour chacun des niveaux et figurent dans les 

tableaux ci-après : 

 

Niveau AC % LCL % 

L0 100 98 

L1 100 98 

L2 100 98 

L1 + L2 100 98 

Total 100 98 

 

5.4.3 Etude des résultats discordants 

 

Y = ND + PD = 0 + 0 

 

Les méthodes sont équivalentes. 
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5.5 Interprétation 

 

5.5.1 Comparaison des valeurs dôexactitude relative, de sp®cificit® et de 

sensibilité 

 

Lôexactitude est lô®troitesse de lôaccord entre le r®sultat dôessai et la valeur de r®f®rence accept®e. 

 

La spécificité relative est définie comme le degré auquel la méthode est affectée (ou non) par les 

autres composants dans un ®chantillon en contenant plusieurs. Côest la capacit® de la m®thode ¨ 

mesurer avec exactitude un analyte donn®, ou sa quantit®, dans lô®chantillon sans quôil y ait 

dôinterf®rence avec les composants non cibl®s, tels un effet de la matrice ou un bruit de fond. 

 

La sensibilité relative est définie comme la capacité de la méthode alternative à détecter deux 

quantit®s diff®rentes dôanalyte qui ont ®t® mesur®es avec la m®thode de r®f®rence en utilisant une 

matrice donn®e sur toute lô®tendue de mesure. Côest la variation de quantit® minimale (accroissement 

de la concentration dôanalyte x) qui donne une variation significative du signal mesuré (réponse y).  

 

Les valeurs obtenues dans les deux parties de lô®tude de validation (®tude 

comparative des méthodes et étude interlaboratoire) sont reportées dans le 

tableau 8 : 

 

Tableau 8 - Comparaison des valeurs obtenues  lors de lô®tude 

interlaboratoire avec celles obtenues dans le cadre de lô®tude 

comparative des méthodes, pour la méthode alternative 

 

 Etude interlaboratoire Etude comparative des méthodes 

(protocole dõextraction A) 

Exactitude relative (AC) 100 % 84,6 % 

Sensibilité (SE) 100 % 85,6 % 

Spécificité (SP) 100 % 83,6 % 
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5.5.2 Degr® dôaccord (DA) 

 

Le degr® dôaccord est le pourcentage de chances de trouver le m°me r®sultat (côest-à-dire tous les 

deux positifs ou tous les deux n®gatifs) pour deux prises dôessai identiques analys®es dans le m°me 

laboratoire, dans des conditions de r®p®tabilit® (côest-à-dire un seul opérateur utilisant le même 

appareillage et les m°mes r®actifs dans lôintervalle de temps le plus court possible).  

 

Le degr® dôaccord est ainsi lô®quivalent de la r®p®tabilit® pour les m®thodes quantitatives. 

 

Les degr®s dôaccord pour la m®thode de r®f®rence et la m®thode alternative 

et pour chaque niveau sont reportés ci-après :  

 

Niveau Méthode de référence Méthode alternative 

L0 100 100 

L1 100 100 

L2 100 100 

 

5.5.3 Concordance 

 

La concordance est le pourcentage de chances de trouver le même résultat pour deux échantillons 

identiques analysés dans deux laboratoires différents.  

La concordance est donc lô®quivalent de la reproductibilité pour les méthodes quantitatives. 

 

Les pourcentages de concordance pour la méthode de référence et la 

méthode alternative, à chaque niveau, sont repris dans le tableau ci-après :  

 

Niveau Méthode de référence Méthode alternative 

L0 100 100 

L1 100 100 

L2 100 100 

 

5.5.4 Odds Ratio (COR) 

 

Il est calculé selon la formule suivante : 

 

( )
)accord'drédeg100(xeconcordanc

econcordanc100xaccord'drédeg
COR

-

-
=  

 

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

donnés ci-après : 
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Niveau Méthode de référence Méthode alternative 

L0 1,0 1,0 

L1 1,0 1,0 

L2 1,0 1,0 

 

5.5.5 Conclusion 

 

La variabilit® de la m®thode alternative (degr® dôaccord, concordance, odds 

ratio) est identique à celle de la méthode de référence. 

 

 

66  CCOONNCCLLUUSSIIOONN  

 

Les conclusions de lô®tude comparative des méthodes sont les 

suivantes : 

 

Æ La méthode GeneDisc Listeria DUO montre une exactitude, une 

spécificité, une sensibilité et un niveau de détection relatifs 

satisfaisants pour lôanalyse des ®chantillons dôalimentation 

humaine et des ®chantillons dôenvironnement.  

 

Æ La méthode GeneDisc Listeria DUO permet un gain de temps 

ind®niable ¨ lôanalyse des ®chantillons positifs, comme n®gatifs. 

Il est enfin à noter que les GeneDisc Listeria Identification 

montrent une parfaite équivalence avec les tests biochimiques 

pour lôidentification des colonies pr®somptives. Lôutilisation de ces 

derniers peut être effectuée sur colonies non purifiées, et permet une 

identification à partir des colonies présomptives sur géloses en 

moins dôune heure. 

 

Les conclusions de lô®tude interlaboratoire sont les suivantes :  

 

Æ La variabilité de la méthode alternative (degr® dôaccord, 

concordance, odds ratio) est identique à celle de la méthode de 

référence. 
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Annexe  1 - Méthode alternative GeneDisc Listeria DUO 

 

 

Ç Toutes matrices autres que les produits laitiers 

 

25 g dôaliments + 225 ml de Fraser demi 

25 h ° 1 h à 37°C 

Ć 

Extraction sur 50 Õl dôenrichissement (protocoles A et B) 

Extraction sur 200 Õl dôenrichissement (protocole C) 

Ć 

PCR en temps réel sur GeneDisc 12 puits 

Ć 

Confirmation 

 

Cas 1 : confirmation par les tests de la méthode de référence 

Cas 3 : confirmation par toute méthode validée AFNOR 

 

Identification des isolats par galerie biochimique  

et les tests GeneDisc Listeria Identification 

 

 

Ç Produits laitiers 

 

25 g dôaliments + 225 ml de Fraser demi 

24 h ° 1 h à 37°C 

Ć 

Extraction sur 100 Õl dôenrichissement (Protocoles A et B) 

Extraction sur 200 Õl dôenrichissement (Protocole C) 

 

Ć 

PCR en temps réel sur GeneDisc 12 puits 

Ć 

Confirmation 

 

Cas 1 : confirmation par les tests de la méthode de référence 

Cas 3 : confirmation par toute méthode validée AFNOR 

 

Identification des isolats par galerie biochimique  

et les tests GeneDisc Listeria Identification 
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Protocoles dôextraction 

 

Ç Toutes matrices autres que les produits laitiers 

 

- Protocoles A et B : 

* extraction sur 50 Õl dôenrichissement 

* centrifugation de 5 min, 10 000 g ± 250 g 

* élimination du surnageant 

* ajout de 10 µl de tampon de dilution 

 

 Protocole A :  

* incubation des tubes 40 min dans un laveur ultra-sons puis 10 min à 

100°C 

 

 Protocole B : 

* Gene Extract : 8 min + 10 min à 100°C 

 

- Protocole C : 

* extraction sur 200 µl dans un tube Bead-Beater 

* centrifugation 5 min à 10 000 g ± 250 g 

* élimination du surnageant 

* ajout de 200 µl de tampon de dilution 

* placer le tube Bead-Beater et appliquer 2 runs de 10 s à 5 000 rpm 

* diluer lôextrait au 1/5 

 

 

Ç Produits laitiers 

 

- Protocoles A et B : 

* extraction sur 100 Õl dôenrichissement 

 

- Protocole C : 

* idem autres matrices 
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Annexe  2 - Méthode de référence NF EN ISO 11290-1/A1 :  

méthode de recherche de Listeria monocytogenes 

 

 Prise dôessai x g ou ml de produit  

   

Dilution au 1/10 en bouillon  

dôenrichissement primaire Fraser İ  

   

 Incubation 30°C ° 1°C pendant 24 h ° 2 h 

 

   

0,1 ml de lôenrichissement 

primaire dans 10 ml de bouillon 

dôenrichissement secondaire 

(Fraser) 

  

 Isolement sur Palcam et OAA  

Incubation 37°C ° 1°C pendant 

48 ° 2 h 

  

   

Isolement sur Palcam 

et OAA 

Incubation 37°C ° 1°C pendant 24 h ° 2 h  

 

   

Présence de colonies caractéristiques 

 de Listeria spp.  

Oui  Non 

   

Test de confirmation  Incubation 18 - 24 h 

supplémentaires à 37°C ° 1°C 

   

  Présence de colonies 

caractéristiques de Listeria spp. 

   

L. monocytogenes Autre que 

L. monocytogenes 

Oui 

 

Test de confirmation 

Non 

    

Présence de 

L. monocytogenes 

x g ou ml 

 Absence de 

L. monocytogenes 

x g ou ml 

L. monocytogenes Autre que  

L. monocytogenes 

Absence de  

L. monocytogenes 

x g ou ml 

     

  Présence de  

L. monocytogenes 

x g ou ml 

 Absence de 

L. monocytogenes 

x g ou ml 

 

 

Tests de confirmation : Gram, Catalase, Hémolyse, Camp Test, mini-galerie biochimique Listeria 
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Annexe  3 - Souches utilisées et stress appliqués 

 

N° 
éch. 

Produit 

Contaminations artificielles 
Résultat 

 Listeria spp. 
Résultat  

l. monocytogenes 

Souche Origine Stress appliqué 
Mesure  

du stress 
Taux  

d'inoculation/25g 

613 Tranche de gigot d'agneau Listeria innocua 17765 Pannes de poitrine 18j -20°c 0,62 27-16-20-18-17(19,6) + - 

614 Côte première agneau Listeria innocua 17765 Pannes de poitrine 18j -20°c 0,62 27-16-20-18-17(19,6) + - 

615 Echine de porc Listeria innocua 17765 Pannes de poitrine 18j-TS+10%NaCl 0,65 12-15-20-14-14(15) + - 

616 Côte de porc Bio Listeria innocua 17765 Pannes de poitrine 18j-TS+10%NaCl 0,65 12-15-20-14-14(15) + - 

617 Jarret arrière de porc L. monocytogenes Ad645 côte 18j-TS+10%NaCl 0,62 15-25-18-18-10(17,2) + + 

618 Poitrine d'agneau L. monocytogenes Ad645 côte 18j-TS+10%NaCl 0,62 15-25-18-18-10(17,2) + + 

619 Andouille L. monocytogenes Ad645 côte 18j -20°c 0,79 14-10-13-11-12(12) + + 

620 Tripes  à la Bretonne L. monocytogenes Ad645 côte 18j -20°c 0,79 14-10-13-11-12(12) + + 

901 Choux de Bruxelles L. monocytogenes 1011/1410 Brocolis surgelés TT 56°c 15min / 3j -20°c 0,51 3-2-1-1-3(2) + + 

902 Laitue Romaine L. monocytogenes 1011/1410 Brocolis surgelés TT 56°c 15min / 3j -20°c 0,51 3-2-1-1-3(2) + + 

903 Légumes vapeur L.monocytogenes 1011/1410 Brocolis surgelés TT 56°c 15min / 3j -20°c 0,51 3-2-1-1-3(2) + + 

904 Julienne de carottes L.monocytogenes 1011/1410 Brocolis surgelés TT 56°c 15min / 3j -20°c 0,51 3-2-1-1-3(2) + + 

905 Mâche L.monocytogenes BR32 Environnement truite TT 56°c 15min / 3j -20°c 0,86 1-1-2-2-11(3,4) + + 

906 Endives L.monocytogenes BR32 Environnement truite TT 56°c 15min / 3j -20°c 0,86 1-1-2-2-11(3,4) + + 

907 Chou rouge L.monocytogenes Ad545 Salade choux carottes -20°c 5j /TT 56°c 10min 0,75 7-9-8-6-5(7,0) + + 

908 Brocolis L.monocytogenes BR32 Environnement truite TT 56°c 15min / 3j -20°c 0,86 1-1-2-2-11(3,4) + + 

909 Chou Chinois L.monocytogenes BR32 Environnement truite TT 56°c 15min / 3j -20°c 0,86 1-1-2-2-11(3,4) + + 

910 Crudités mélangées L.monocytogenes Ad545 Salade choux carottes -20°c 5j /TT 56°c 10min 0,75 7-9-8-6-5(7,0) + + 

911 Champignons de Paris surgelés L.monocytogenes Ad545 salade choux carottes -20°c 5j /TT 56°c 10min 0,75 7-9-8-6-5(7,0) + + 

912 
Mélange de légumes pour ratatouille 

surgelés 
L.monocytogenes 1011/1410 Brocolis surgelés -20°c 5j /TT 56°c 10min 0,47 8-5-4-6-9(6,4) + + 

913 Poêlée de légumes surgelés L.monocytogenes 1011/1410 Brocolis surgelés -20°c 5j /TT 56°c 10min 0,47 8-5-4-6-9(6,4) + + 

914 Poireaux émincés surgelés L.monocytogenes BR32 Environnement truite -20°c 5j /TT 56°c 10min 1,04 1-4-2-1-1(1,8) + + 

915 Choux-fleurs surgelés L.monocytogenes BR32 Environnement truite -20°c 5j /TT 56°c 10min 1,04 1-4-2-1-1(1,8) + + 

916 Mélange de légumes surgelés L.monocytogenes 1011/1410 Brocolis surgelés -20°c 5j /TT 56°c 10min 0,47 8-5-4-6-9(6,4) + + 

917 Petits pois aux lardons surgelés L.monocytogenes 1011/1410 Brocolis surgelés -20°c 5j /TT 56°c 10min 0,47 8-5-4-6-9(6,4) + + 

918 Bâtonnets de surimi surgelés L.monocytogenes Ad888 Surimi TS +10%NaCl/ -20°c 5j/TT 56°c 10min >1,53 9-2-9-6-5(6,2) + + 

919 Filet de Maquereaux fumés au poivre L.monocytogenes A00M019 Saumon fumé TS +10%NaCl/ -20°c 5j/TT 56°c 10min >1,91 9-10-7-8-16(10,0) + + 

920 Steak de thon surgelé L.monocytogenes Ad888 Surimi TS +10%NaCl/ -20°c 5j/TT 56°c 10min >1,53 9-2-9-6-5(6,2) + + 
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N° 
éch. 

Produit 

Contaminations artificielles 
Résultat 

 Listeria spp. 
Résultat  

l. monocytogenes 

Souche Origine Stress appliqué 
Mesure  

du stress 
Taux  

d'inoculation/25g 

921 
Croquettes de poisson panés ail et fines 

herbes surgelées 
L.monocytogenes A00M019 Saumon fumé TS +10%NaCl/ -20°c 5j/TT 56°c 10min >1,91 9-10-7-8-16(10,0) + + 

922 Moules cuisinées à la persillade L.monocytogenes Ad 299  TS +10%NaCl/ -20°c 5j/TT 56°c 10min 0,66 8-10-11-9-16(10,8) + + 

926 Filet de Julienne L.innocua 1 Chutes de saumon 10% NaCl/-20°c/56°c 15min >1,20 6-7-7--7-556,4° + - 

927 Filet de Merlan L.innocua 1 Chutes de saumon 10% NaCl/-20°c/56°c 15min >1,20 6-7-7--7-556,4° + - 

928 
Crevettes cuites marinées ail et aromates 

de la mer 
L.innocua 1 Chutes de saumon TT 56°c 15min/1j -20°c >0,5 10-6-9-4-11(8,0) + - 

929 Rillettes au crabe L.welshimeri Ad640 Tarama 10% NaCl/-20°c/56°c 15min >1,11 2-2-3-3-3(2,6) + - 

930 Rillettes de thon au sel de Guérande L.welshimeri Ad640 Tarama 10% NaCl/-20°c/56°c 15min >1,11 2-2-3-3-3(2,6) + - 

931 Tarama aux ïufs de truite L.welshimeri Ad640 Tarama 10% NaCl/-20°c/56°c 15min >1,11 2-2-3-3-3(2,6) + - 

932 Queues d'écrevisses L.innocua 1 Chutes de saumon TT 56°c 15min/1j -20)c >0,5 10-6-9-4-11(8,0) + - 

933 Crevettes roses L.innocua 1 Chutes de saumon TT 56°c 15min/1j -20)c >0,5 10-6-9-4-11(8,0) + - 

934 Timbale de Saint Jacques L.welshimeri Ad640 Tarama 10% NaCl/-20°c/56°c 15min >3,25 1-2-1-1-1(1,2) - - 

935 Haddock fumé Lseeligeri BR4 Viscères de poisson TT 56°c 15min/1j -20)c >0,69 13-18-11-11-5(12,0) + - 

936 Thon germon fumé Lseeligeri BR4 Viscères de poisson TT 56°c 15min/1j -20)c >0,69 13-18-11-11-5(12,0) + - 

937 Moules cuisinées à la marinière L.welshimeri Ad640 Tarama 10% NaCl/-20°c/56°c 15min >3,25 1-2-1-1-1(1,2) - - 

938 Terrine aux noix de Saint Jacques L.welshimeri Ad640 Tarama 10% NaCl/-20°c/56°c 15min >3,25 1-2-1-1-1(1,2) - - 

939 Maquereau L.innocua 1 Chutes de saumon 10% NaCl/-20°c/56°c 15min >1,20 6-7-7--7-556,4° + - 

940 Pavé de dorade surgelé Lseeligeri BR4 Viscères de poisson TT 56°c 15min/1j -20)c >0,69 13-18-11-11-5(12,0) + - 

941 Poêlée romaine surgelée L.seeligeri Br18 Environnement -20°c 7j/TT 56°c 15min >1,32 2-1-10-7-8(5,6) + - 

942 Poêlée asiatique surgelée L.seeligeri Br18 Environnement -20°c 7j/TT 56°c 15min >1,32 2-1-10-7-8(5,6) + - 

943 Salade chinoise L.seeligeri Br18 Environnement -20°c 7j/TT 56°c 15min >1,32 2-1-10-7-8(5,6) + - 

944 Rouleau de printemps L.seeligeri Br18 Environnement -20°c 7j/TT 56°c 15min >1,32 2-1-10-7-8(5,6) + - 

1041 Taboulé L.welshimeri Riz cantonnais TT56°c 10min/2j -20°c 0,9 1-1-1-2-1(1,2) + - 

1042 Tagliatelles au surimi L.innocua Ad1177 Champignons TT56°c 10min/2j -20°c 0,48 8-6-8-8-2(6,4) + - 

1043 Celeri rémoulade L.innocua Ad1177 Champignons TT56°c 10min/2j -20°c 0,48 8-6-8-8-2(6,4) + - 

1044 Riz Niçois L.welshimeri TT56°c 10min/2j -20°c TT56°c 10min/2j -20°c 0,9 1-1-1-2-1(1,2) + - 

1045 Piémontaise au jambon L.innocua Ad1177 Champignons TT56°c 10min/2j -20°c 0,48 8-6-8-8-2(6,4) + - 

1046 Salade Bretonne L.innocua Ad1177 Champignons TT56°c 10min/2j -20°c 0,81 3-3-5-3-6(4) + - 

1047 Trio de chou L.innocua Ad1177 Champignons TT56°c 10min/2j -20°c 0,81 3-3-5-3-6(4) + - 

1048 Salade de thon L.welshimeri TT56°c 10min/2j -20°c  0,9 1-1-1-2-1(1,2) + - 

1049 Macédoine de légumes L.innocua Ad1177 Champignons TT56°c 10min/2j -20°c 0,81 3-3-5-3-6(4) + - 
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N° 
éch. 

Produit 

Contaminations artificielles 
Résultat 

 Listeria spp. 
Résultat  

l. monocytogenes 

Souche Origine Stress appliqué 
Mesure  

du stress 
Taux  

d'inoculation/25g 

1050 Friand L.welshimeri Riz cantonnais TT56°c 10min/2j -20°c 0,95 4-7-4-4-3(4,4) + - 

1051 Quiche Lorraine L.welshimeri Riz cantonnais TT56°c 10min/2j -20°c 0,95 4-7-4-4-3(4,4) + - 

1052 Pizza jambon fromage L.welshimeri Riz cantonnais TT56°c 10min/2j -20°c 0,95 4-7-4-4-3(4,4) + - 

1053 Tarte au fromage L.innocua Ad1177 Champignons TT56°c 10min/2j -20°c 0,81 3-3-5-3-6(4) + - 

1187 
Tapis supérieur(environnement atelier 

saumon fumé) 
L.seeligeri BR18 Paroi bassin truite TT56°c 10min/2j -20°c >1,40 30-29-19-28-25(26,2) + - 

1188 Plan de découpe(atelier saumon fumé) L.seeligeri BR18 Paroi bassin truite TT56°c 10min/2j -20°c >1,40 30-29-19-28-25(26,2) - - 

1189 Balance sur ligne (atelier saumon fumé) L.seeligeri BR18 Paroi bassin truite TT56°c 10min/2j -20°c >1,40 30-29-19-28-25(26,2) + - 

1190 Tourniquet extérieur(atelier saumon fumé) L.ivanovii BR11 
Filet anti-oiseaux bassin 

truite 
TT56°c 10min/2j -20°c >0,97 7-7-9-8(7,8) + - 

1191 Mur lardons(atelier saumon fumé) L.ivanovii BR11 
Filet anti-oiseaux bassin 

truite 
TT56°c 10min/2j -20°c >0,97 7-7-9-8(7,8) + - 

1192 Laverie gouttière (atelier saumon fumé) L.ivanovii BR11 
Filet anti-oiseaux bassin 

truite 
TT56°c 10min/2j -20°c >0,97 7-7-9-8(7,8) + - 

1504 Caniveau réception matière première L.monocytogenes BR32 Environnement pisciculture 10j 4°c/TT56°c 10min 0,73 7-6-8-10-12(8,6) + + 

1505 Sol matière première L.monocytogenes BR32 Environnement pisciculture 10j 4°c/TT56°c 10min 0,73 7-6-8-10-12(8,6) + + 

1506 Caniveau sol nettoyage L.monocytogenes AE035 Environnement poisson 10j 4°c/TT56°c 10min 0,63 11-9-7-14-5(9,2) + + 

1507 Sol dépalétisation L.monocytogenes AE035 Environnement poisson 10j 4°c/TT56°c 10min 0,63 11-9-7-14-5(9,2) + + 

1508 Sol coproduit L.monocytogenes Ad548 Environnement poisson 10j 4°c/TT56°c 10min 0,43 5-6-10-9-9(7,8) + + 

1509 Caniveau coproduit L.monocytogenes Ad548 Environnement poisson 10j 4°c/TT56°c 10min 0,43 5-6-10-9-9(7,8) + + 

1510 Lingette bouche d'égout L.monocytogenes Ad243 Environnement porc 10j 4°c/TT56°c 10min 1,41 6-2(4,0) - - 

1511 Transpalette L.monocytogenes Ad243 Environnement porc 10j 4°c/TT56°c 10min 1,41 6-2(4,0) - - 

1512 Tapis fond saucisserie salle poussage L.monocytogenes Ad243 Environnement porc 10j 4°c/TT56°c 10min 1,41 6-2(4,0) - - 

1513 Machine à brochettes L.monocytogenes Ad243 Environnement porc 10j 4°c/TT56°c 10min 1,41 6-2(4,0) - - 

1514 Bouche d'égout frigo L.monocytogenes Ad549 Environnement 20j 4°c/TT56°c 10min 1,1 1-2-3-3-2(1,2) + - 

1515 Transrouleur abats rouges L.monocytogenes Ad549 Environnement 20j 4°c/TT56°c 10min 1,1 1-2-3-3-2(1,2) - - 

1516 Siphon abats rouges L.monocytogenes Ad549 Environnement 20j 4°c/TT56°c 10min 1,1 1-2-3-3-2(1,2) + + 

1517 Bouche d'égout frigo L.monocytogenes Ad549 Environnement 20j 4°c/TT56°c 10min 1,1 1-2-3-3-2(1,2) + + 

1856 Eau siphon lave main salaison L.ivanovii Ad616 Environnement laitier TT 56°c 30min >2,96 1-3-3-3-1(2,2) - - 

1859 Eau siphon lave main salaison L.monocytogenes CLB:29 Environnement usine TT 56°c 30min 0,57 6-4-2-2-2(3,2) + + 

1860 Eau siphon évier salaison L.monocytogenes CLB:29 Environnement usine TT 56°c 30min 0,57 6-4-2-2-2(3,2) - - 

1861 Eau siphon lave main salaison L.ivanovii Ad616 Environnement laitier TT 56°c 30min >2,96 1-3-3-3-1(2,2) - - 

1862 Eau siphon lave main salaison L.monocytogenes A00E034 
Environnement 

poisson(trancheuse) 
TT 56°c 30min 1,26 8-8-10-8-5(7,8) - - 
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N° 
éch. 

Produit 

Contaminations artificielles 
Résultat 

 Listeria spp. 
Résultat  

l. monocytogenes 

Souche Origine Stress appliqué 
Mesure  

du stress 
Taux  

d'inoculation/25g 

1863 Eau bouche d'égout L.monocytogenes A00E034 
Environnement 

poisson(trancheuse) 
TT 56°c 30min 1,26 8-8-10-8-5(7,8) + + 

1864 Eau siphon salaison L.monocytogenes A00E034 
Environnement 

poisson(trancheuse) 
TT 56°c 30min 1,26 8-8-10-8-5(7,8) - - 

1865 Eau siphon salaison L.monocytogenes A00E034 
Environnement 

poisson(trancheuse) 
TT 56°c 30min 1,26 8-8-10-8-5(7,8) + + 

1866 Eau siphon sas L.ivanovii Ad616 Environnement laitier TT 56°c 30min >2,96 1-3-3-3-1(2,2) - - 

1867 Eau siphon évier laverie L.monocytogenes CLB:29 Environnement usine TT 56°c 30min 0,57 6-4-2-2-2(3,2) + + 

1868 Eau de process volaille L.monocytogenes CLB:29 Environnement usine TT 56°c 30min 0,57 6-4-2-2-2(3,2) - - 

1869 Eau de process volaille L.monocytogenes A00E034 
Environnement 

poisson(trancheuse) 
TT 56°c 30min 1,26 8-8-10-8-5(7,8) - - 

1870 Eau de rinçage salaison L.monocytogenes CLB:29 Environnement usine TT 56°c 30min 0,57 6-4-2-2-2(3,2) + + 

1954 Eau de process laiterie L.innocua Ad663 Environnement laitier TT 56°c 10mi/15j 4°c 0,54 14-16-18-14-14(15,2) + + 

1955 Eau de process salaison L.innocua Ad663 Environnement laitier TT 56°c 10mi/15j 4°c 0,54 14-16-18-14-14(15,2) + + 

1956 Eau de process volaille L.monocytogenes Ad550 Environnement laitier TT 56°c 10mi/15j 4°c 0,57 10-12-15-9-10(11,2) + + 

1957 Eau de process salaison L.monocytogenes Ad550 Environnement laitier TT 56°c 10mi/15j 4°c 0,57 10-12-15-9-10(11,2) + + 

1958 Eau de process salaison L.monocytogenes Ad550 Environnement laitier TT 56°c 10mi/15j 4°c 0,57 10-12-15-9-10(11,2) + + 

1959 Eau de siphon L.monocytogenes Ad634 Environnement laitier TT 56°c 10mi/15j 4°c 0,64 20-18-22-19-17(19,2) + + 

1960 Eau de siphon L.monocytogenes Ad634 Environnement laitier TT 56°c 10mi/15j 4°c 0,64 20-18-22-19-17(19,2) + + 

1961 Eau de siphon L.monocytogenes Ad634 Environnement laitier TT 56°c 10mi/15j 4°c 0,64 20-18-22-19-17(19,2) + + 

1829 Saint Félicien au lait cru L.innocua 16969 Lait TT56°c 30min 0,7 3-2-2-1-8(3,2) - - 

1830 Reblochon au lait cru L.monocytogenes Ad470 Fromage TT56°c 30min 2,28 2-4-4-2-3(3,0) - - 

1831 Lait Ribot L.innocua 16969 Lait TT56°c 30min 0,7 3-2-2-1-8(3,2) + - 

1832 Lait en poudre L.innocua 16969 Lait TT56°c 30min 0,7 3-2-2-1-8(3,2) + - 

1833 Camembert au lait cru L.monocytogenes Ad470 Fromage TT56°c 30min 2,28 2-4-4-2-3(3,0) + + 

1834 Saint Félicien au lait cru L.monocytogenes Ad470 Fromage TT56°c 30min 2,28 2-4-4-2-3(3,0) + - 

1835 Lait ribot L.monocytogenes Ad470 Fromage TT56°c 30min 2,28 2-4-4-2-3(3,0) - - 

1836 Lait en poudre écrémé L.monocytogenes Ad612 Livarot TT56°c 30min 0,78 4-7-2-7-6(5,2) + + 

1837 Crottin de Chavignol L.monocytogenes Ad612 Livarot TT56°c 30min 0,78 4-7-2-7-6(5,2) - - 

1838 Lait cru L.innocua 16969 Lait TT56°c 30min 0,7 3-2-2-1-8(3,2) + + 

1839 Camembert au lait cru L.seeligeri Ad674 Fromage TT56°c 30min >1,40 0-0-0-0-0(0,0) - - 

1840 Petit Normand au lait cru L.monocytogenes Ad612 Livarot TT56°c 30min 0,78 4-7-2-7-6(5,2) - - 

1841 Crème fraîche L.seeligeri Ad674 Fromage TT56°c 30min >1,40 0-0-0-0-0(0,0) + - 

1842 Crème fraîche L.monocytogenes Ad612 Livarot TT56°c 30min 0,78 4-7-2-7-6(5,2) + + 
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1843 Faisselle L.seeligeri Ad674 Fromage TT56°c 30min >1,40 0-0-0-0-0(0,0) - - 

1844 Faisselle L.monocytogenes  Ad632 Lait TT56°c 30min 5,22 0-0-0-0-0(0,0) - - 

1845 Gros lait fermier L.monocytogenes  Ad632 Lait TT56°c 30min 5,22 0-0-0-0-0(0,0) - - 

1846 Gros lait fermier L.seeligeri Ad674 Fromage TT56°c 30min >1,40 0-0-0-0-0(0,0) + - 

1847 Lait Ribot L.monocytogenes Ad621 Environnement laitier 56°c 30min 1,18 8-6-5-6-8(6,6) + + 

1848 Lait Ribot L.innocua Ad655 Saumon TT56°c 30min 0,51 14-14-13-8-11(12) + - 

1849 Lait entier en poudre L.monocytogenes Ad621 Environnement laitier 56°c 30min 1,18 8-6-5-6-8(6,6) + + 

1850 Lait entier en poudre L.innocua Ad655 Saumon TT56°c 30min 0,51 14-14-13-8-11(12) + - 

1851 Lait pour nourrissons L.innocua Ad655 Saumon TT56°c 30min 0,51 14-14-13-8-11(12) + - 

1852 Lait pour nourrissons L.monocytogenes Ad621 Environnement laitier 56°c 30min 1,18 8-6-5-6-8(6,6) - - 

1853 Poudre de lait RAEMA 125345      + + 

1854 Poudre de lait RAEMA 791317      + + 
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Annexe  4 ï Exactitude relative : résultats bruts 
 
H + : colonie avec halo  H- : colonie sans halo  nc : colonies non caractéristiques   i : inhibition 
 

PRODUITS CARNES  

N° 
Ech. 

Produit 

Méthode de référence ISO 11290-1 § 

Méthode GeneDisc Listeria DUO          
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2085 Merguez H+ + H+ + L.monocytogenes + + + + + + + +  +/+  +/+ L.monocytogenes L.monocytogenes  +/+  +/+  /  / + + + = = = + + + = = = + + + + = =  

2086 Poulet mariné - - - -  / - - - - - - - - 
 +/+? 
 1col 

 -/+  /  /  -/-  /  /  / - - - = = = - - - = = =              

2087 Brochette H- + H- + L.innocua - + - + 
 + 

(34,7) 
- - - +  +/+ L.innocua L.innocua  +/+  +/+  /  / - + + ND = = - - - = = = - - + + ND =  

2090 Haché de veau H+ + H+ + L.monocytogenes + + + + + + + +  +/+  +/+ L.monocytogenes L.monocytogenes  +/+  +/+  /  / + + + = = = + + + = = = + + + + = =  

2091 Porc saumuré - - - -  / - - - - - - - -  -/-  /  /  /  -/-  /  /  / - - - = = = - - - = = =              

2092 Saucisse Ardéchoise H+ + H+ + 
L.monocytogenes/ 

L/welshimeri 
+ + 

 + 
(33,9) 

+ 
 + 

(35,4) 
+ + 

 + 
(37,4) 

 + 
2col 

 +/+ L.welshimeri L.welshimeri  +/+  +/+ L.monocytogenes L.monocytogenes + + + = = = + + 
 + 

(37,4) 
= = = 

 + 
(31,6) 

 + 
(35,3) 

+ + = =  

2093 Lardons fumés - - - -  / - - + + + + + +  +/+  +/+ L.monocytogenes L.monocytogenes  +/+  +/+  /  / + + + PD PD PD + + + PD PD PD + + + + PD PD  

2094 Travers de porc marinés - - - -  / - - - - - - - -  -/+?  -/-  /  /  -/-  /  /  / - - - = = = - - - = = =              

2095 Jarret H+/H- + H- + L.monocytogenes + + + + + + + +  +/+  +/+ L.monocytogenes L.monocytogenes  +/+  +/+  /  / + + + = = = + + + = = = + + + + = =  

2096 Boulettes au bîuf H- + H- - L.welshimeri - + 
 + 

(32,9) 
+ + - - -  +?  -/+  /  /  +/+  +/+ L.welshimeri L.welshimeri + + + = = = - - - = = = 

 + 
(31,5) 

- + + = =  

2097 Brochettes de coquelet - - H+ + L.monocytogenes + + - + - - + -  +?/+  -/-  /  /  +1col  +/+ L.monocytogenes L.monocytogenes - + - ND = ND - + - ND = ND + + + + = =  

2098 Cuisse de poulet H+ + H+ + L.monocytogenes + + + + + + + +  +/+  +/+ L.monocytogenes L.monocytogenes  +/+  +/+  /  / + + + = = = + + + = = = + + + + = =  

2129 Saucisse aux herbes H- + H- + L.welshimeri - + 
 + 

(32,7)/+ 
+ 

 + 
(35,8) 

 + 
(35,4)/+ 

- -  +/+  +/+ 
L.welshimeri/ 
L.welshimeri 

L.welshimeri/ 
L.welshimeri 

 +/+  +/+  /  / + + + = = = - - - = = = + - + + = =  

2133 Haché de veau - - - -  / - - + - 
 + 

(36,9) 
- - -  +/+  -/-  /  /  +/+  +/+ 

L.welshimeri/ 
L.welshimeri 

L.welshimeri/ 
L.welshimeri 

+ - + PD = PD - - - = = = + - + + PD =  

2138 Rillettes crues H+ + H+ + L.monocytogenes + + + + + + + 
 + 

(36,6) 
 +/+  +/+ L.monocytogenes L.monocytogenes  +/+  +/+  /  / + + + = = = + + + = = = + + + + = =  

86 Saucisses aux herbes 1col H+ + H+/H- + 
L.monocytogenes/ 

L.welshimeri 
+ + + + - - - -  +/+  +/+ 

L.welshimeri/ 
L.welshileri 

L.welshimeri/ 
L.welshileri 

 -/+  +/+  /  / + + - = = ND - - - ND ND ND + - + + = ND  

87 Saucisses ardéchoises H+/H- + H+/H- + 
L.monocytogenes 

/L.welshimeri 
+ + + + + + + +  +/+  +/+ L.monocytogenes /L.welshimeri 

L.monocytogenes/ 
L.welshimeri 

+  +/+  /  / + + + = = = + + + = = = + + + + = =  

89 Viande de bîuf hach®e H+ + H+ + L.monocytogenes + + + + + + + +  +/+  +/+ L.monocytogenes L.monocytogenes +  +/+  /  / + + + = = = + + + = = = + + + + = =  

165 Hachés de veau 191677 H+ + H+ + L.monocytogenes + + + + + + + +  +/+  +/+ L.monocytogenes L.welshimeri 
L.monocytogenes  

/L.welshimeri 
 +/+  +/+  /  / + + + = = = + + + = = = + + + + = =  

                                            
§ Essai effectu® sous le couvert de lôaccr®ditation  

 
























































