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Avant Propos  
 

Lõensemble des renseignements permettant de valider la garantie des analyses 

est tenu à la disposition de la Société OXOID THERMO FISHER SCIENTIFIC.  

 

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

NF EN ISO 16140.  

 

 

V Fabricant : OXOID THERMO FISHER SCIENTIFIC 

6 route de Paisy  

69571 DARDILLY 

 

V Laboratoire expert : ADRIA Développement  

 ZA Creacôh Gwen 

 29196 QUIMPER Cedex 

 

V Méthodes étudiée :  Méthode Listeria Precis
TM

 pour le dénombrement 

de Listeria monocytogenes 

 

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

microbiologie des aliments - Protocole pour la 

validation des méthodes alternatives 

 

V Méthodes de référence§
 
:  Norme NF EN ISO 11290-2/A1: Méthode 

horizontale pour la recherche et le dénombrement 

de Listeria monocytogenes - Partie 2 : méthode 

de dénombrement - Amendement 1 : modification 

du milieu d'isolement 

 

V Etendue de lô®tendue : Tous produits dôalimentation humaine 

 

                                            
§ Essai effectu® sous le couvert de lôaccr®ditation  



OXOID THERMO FISHER SCIENTIFIC 

ADRIA Développement 4/46 5 juillet 2010 

Synthèse (version 0) 

11  RRAAPPPPEELL  SSUURR  LLAA  MMEETTHHOODDEE  AALLTTEERRNNAATTIIVVEE  

 

1.1 Date de la première validation et date de reconduction 

 

La méthode Listeria Precis
TM

 a été validé le 15 septembre 2006  

(n° attestation UNI 03/05-09/06). La validation expire le 15 septembre 2010. 

Les résultats avaient alors été acquis par lôASEPT. 

 

1.2 Protocole et principe de la méthode alternative 

 

La méthode Listeria Precis
TM

 pour le dénombrement de Listeria 

monocytogenes  est une méthode incluant un diluant et un milieu 

chromogène pour la détection spécifique de Listeria monocytogenes . Le 

protocole est présenté ci-après : 

 

 

Dilution de x g dô®chantillon dans 9 x ml de bouillon EPT 

Revivification 1 h ± 5 min à 20°C ± 1°C 

Ć 

Etalement de 0,1 ml sur 1boîte de gélose Brilliance Listeria 

Incubation 24h ± 2h à 48h à 37°C ± 1°C 

(Pour les taux faibles, ensemencement de 1 ml sur trois boîtes de Petri 

contenant la gélose Brilliance Listeria) 

Ć 

Purification dôau moins une colonie pr®sentant un aspect caract®ristiques 

(colonies bleues, de diamètre inférieur à 3 mm, à bords réguliers et avec 

halo blanc) et confirmation par les tests classiques des méthodes 

normalisées 

 

Ou 

 

Réalisation du test OBIS mono directement ¨ partir dôune colonie bien isol®e 

(dans le cas dôabsence de colonies bien isol®es, r®aliser un nouvel 

isolement sur gélose Brilliance Listeria avant de réaliser le test OBIS mono) 
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1.3 Méthode de référence à laquelle la méthode alternative a été 

comparée 

 

La méthode de référence utilisée est la méthode NF EN ISO 11290-2/A1 

présentée ci-après : 

 

Prise dôessai de x g ou x ml de lô®chantillon  

+ 9 x g ou 9 x ml de diluant (EPT ou Fraser base) 

® 

Revivification 1 h ° 5 min à 20°C ° 2°C 

® 

Ensemencer 2 x 0,1 ml de la suspension mère et  

des dilutions décimales en peptone sel si nécessaire  

sur 2 boîtes de gélose Listeria selon Ottaviani et Agosti 

Si nécessaire, répartir 1 ml de la suspension-mère sur 3 boîtes  

pour lôestimation des petits nombres (en double, soit 6 boites)  

® 

Laisser sécher 15 min à température ambiante 

® 

Incuber pendant 24 h et 18 à 24 h supplémentaires  

si nécessaire à 37°C ° 1°C 

® 

Dénombrer les colonies caractéristiques 

® 

Confirmation sur 5 colonies maximum par boîte :  

Gram, Catalase,  hémolyse, Camp test, Rhamnose / xylose 

ou galerie API Listeria 
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1.4 Principaux résultats obtenus lors de la validation initiale 

 

Les essais ont été réalis®s par lôASEPT. 

 

1.4.1 Etude comparative des méthodes 

 

1.4.1.1 Etude de linéarité 

 

Æ Matrices utilisées   

 

Six couples « matrice ï souche » ont été utilisés pour cette étude :   

 

- Rillettes - Listeria monocytogenes 4e isolée de rillettes,   

- Lait cru - Listeria monocytogenes 1/2a isolée de lait cru,  

- Laitue - Listeria monocytogenes 1/2a isolée de salade,   

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

- Ovoproduit cru - Listeria monocytogenes 1/2a isol®e de jaune dôîuf 

liquide,  

- Eau de process ï Listeria monocytogenes 1/2a isolée de siphon de sol.  

 

Æ Protocole de contamination 

 

Les niveaux de contamination étudiés ont été  les suivants : 

 

- 10 à 50 ufc par gramme,  

- 50 à 100 ufc par gramme,   

- 100 à 500 ufc par gramme,   

- 500 à 1 000 ufc par gramme,   

- 1 000 à 10 000 ufc par gramme.   

 

Les échantillons ont été contaminés individuellement par la souche 

bactérienne, et analysés en double, par la méthode alternative et par la 

méthode de référence.   

 

Æ Résultats bruts    

 

Les graphiques bidimensionnels présentant les valeurs de chaque 

échantillon, avec en abscisse la valeur en log obtenue par la méthode de 

référence et en ordonnée la valeur en log obtenue par la méthode 

alternative, sont présentés ci-dessous.  
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Æ Interprétation statistique  

 
Le tableau 1 présente une synthèse des calculs statistiques réalisés 
 

Tableau 1  

 

Matrice  R  
Régression 

utilisée  

Rob. 

F  

Valeur 

critique 
p%  

Coefficient de 

corrélation  
Droite de régression *  

Rillettes  1,80  GMFR  6,09  5,41  4  0,9960  log(Alt)=0,9887log(Ref)+ 0,1141 

Laitue  1,08  GMFR  0,00  5,41  100  0,9992  Log(Alt)=1,0081log(Ref)-0,0257 

Lait cru  1,02  GMFR  0,00  5,41  100  0,9997  Log(Alt)=1,0188log(Ref)-0,0737 

Saumon fumé  10,48  OLS1  1,806 5,41  26,3 0,9984  Log(Alt)=1,0406log(Ref)-0,1418 

íuf cru  1,30  GMFR  5,48  5,41  4,9  0,9958  Log(Alt)=0,9775log(Ref)-0,0161 

Eau de process  1,84  GMFR  0,079 5,41  96,9 0,9985  Log(Alt)=0,9680log(Ref)+0,1317 

 
GMFR : régression linéaire orthogonale  
OLS : régression linéaire par moindres carr®s ordinaires (OLS1 lorsque lôaxe des x correspond aux 
valeurs de la m®thode de r®f®rence et OLS2 lorsque lôaxe des x correspond aux valeurs de la m®thode 
alternative).  

 

Une valeur de p% inférieure à 5 % indique une non linéarité au  

risque Ŭ = 5 %.  

 

Pour les matrices laitue, saumon fumé, îuf cru, eau de process (régression 

GMFR) et lait cru la relation entre les deux méthodes étudiées est linéaire au 

risque Ŭ = 5 %.  

 

Pour les matrices rillettes et eau de process (régression OLS1), la relation 

est non linéaire au risque 5 %, mais lin®aire au risque Ŭ = 1 % (p = 4 %) et 

les coefficients de corrélation sont supérieurs à 0,99. 
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Les graphes ci-dessous présentent les droites de régression pour chaque 

matrice.  

 

 
 

 

 

En conclusion, tous les coefficients de corrélation obtenus sont 

supérieurs à 0,99. La linéarité de la méthode alternative apparaît 

satisfaisante. 

 

Linéarité - íuf 

Linéarité ï eau de process Linéarité ï eau de process (2) 
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1.4.1.2 Exactitude relative 

 

Æ Nature des échantillons  

 

Des échantillons issus de cinq matrices alimentaires et de prélèvements 

dôenvironnement, avec 3 types par catégorie, ont été analysés par les deux 

méthodes. Le tableau 2 présente la répartition des échantillons analysés en 

fonction des catégories (seuls figurent les échantillons pour lesquels au 

moins un r®sultat par lôune des deux méthodes présentait des colonies 

typiques : de nombreux autres échantillons ont été analysés afin de trouver 

des échantillons naturellement contaminés, mais ont donné un résultat 

inférieur au seuil de détection par les deux méthodes).  

 

Tableau 2 

 

Catégories  Types  
Nombre dô®chantillons  

Analysés  Exploités (1)  

Produits carnés  

Viandes crues  6  4  

Produits carnés transformés à cuire  4  2  

Charcuteries prêtes à consommer  10  4  

Total  20  10  

Produits laitiers  

Fromages au lait cru  7  4  

Laits crus  4  3  

Autres produits laitiers  5  5  

Total 16  12  

Produits de la pêche  

Poissons crus  5  4  

Poissons transformés  7  2  

Produits prêts à consommer  6  4  

Total  18  10  

Produits végétaux  

Végétaux crus  5  4  

Végétaux surgelés  3  3  

Salades, crudités  5  5  

Total  13  12  

Ovoproduits  

Oeufs crus  5  5  

Pâtisseries  3  3  

Ovoproduits pasteurisés  4  3  

Total 12  11  

Pr®l¯vements dôenvironnement  

Prélèvements de surfaces  8 4 

Eaux de process  3 3 

Poussières et résidus  3 3 

Total  14  10  

TOTAL  93  65  

 

(1)  Les r®sultats non exploit®s sont issus dô®chantillons pour lesquels au moins une des 

valeurs est inférieure au seuil de détection de la méthode. 
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Æ Contamination artificielle des échantillons  

 

Des contaminations artificielles ont été réalisées sur toutes les catégories de 

produits, selon les protocoles suivants : 

 

Tableau 3 

 

Stress N°  Nature du stress  Souche 
utilisée  

Origine  

A  45 min à 50 °C  

48  

LM-H123  

LM-H170  

Saumon fumé  

Salade  

Salade  

B  30 min à 50 °C et 2 h à ï20°C  

18  

43  

LM-O1  

Lait cru, environnement  

Environnement  

Ovoproduit  

C  30 min à 55°C  

18  

48  

LM-H123  

Lait cru  

Saumon fumé  

Salade  

D  30 min à 50°C et 2h à ï80°C  

34  

LM-H171  

LM-O1  

Rillettes  

Salade  

Ovoproduit  

E  30 min à 60 °C  LM-O1  Ovoproduit  

 

Le nombre dô®chantillons contamin®s artificiellement par rapport au nombre 

dô®chantillons positifs est de 56 sur 93, soit 60,2 %. Parmi les r®sultats 

positifs exploités, 53 échantillons sur 65 sont artificiellement contaminés, soit 

un pourcentage de 81,5 %.  

 

Le nombre dô®chantillons naturellement contamin®s et positifs pour au moins 

un résultat est de 37. Parmi les résultats exploités, 12 échantillons sont 

naturellement contaminés, soit un pourcentage de 18,5 %.  

 

Æ Protocole de confirmation  

 

Pour les deux méthodes, les confirmations ont été réalisées par les tests 

décrits dans la méthode ISO 11290-2/A1. Seul le nombre de colonies 

confirmées diffère, pour la méthode alternative, une seule colonie par 

échantillon a été confirmée.  
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Æ Résultats bruts  

 

Le tableau 4 présente les domaines de contamination exprimés en 

logarithme pour chaque cat®gorie dôaliments.  

 

Tableau 4 

 

Cat®gorie dõaliments Domaine de contamination (log) 

Produits carnés 1,00 ï 4,04 

Produits laitiers 1,48 ï 4,08 

Produits de la pêche 1,00 ï 3,84 

Produits végétaux 1,70 ï 5,11 

Ovoproduits 1,30 ï 4,99 

Pr®l¯vements dôenvironnement 1,70 ï 5,11 

Toutes catégories 1,00 ï 5,11 

 

Les graphiques bidimensionnels présentant les valeurs de chaque 

échantillon, avec en abscisse la valeur en log obtenue par la méthode de 

référence et en ordonnée la valeur en log obtenue par la méthode 

alternative, sont présentés ci-dessous.  
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Graphe bi-dimensionnel  

Produits carnés 

Graphe bi-dimensionnel  

Produits dôenvironnement 
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Æ Interprétation  

 

Le tableau 5 présente une synthèse des calculs statistiques.  

 

Tableau 5 
 

Catégorie  n  R  Régression  a  t(a)  b  t(b)  Tcrit  
p%  

Sur b Sur a 

Produits carnés  10  1,58  GMFR  -0,455 3,321  1,15  3,123  2,306  0,01  0,01  

Produits laitiers  12  0,65  GMFR  -0,027 0,385  1,002 0,108  2,228  0,92  0,71  

Produits de la pêche  10  1,30  GMFR  -0,305 1,024  1,034 0,312  2,306  0,76  0,34  

Produits végétaux  12  0,86  GMFR  -0,015 0,128  0,993 0,191  2,228  0,85  0,90  

Ovoproduits  11  1,58  GMFR  -0,038 0,866  1,001 0,090  2,262  0,93  0,41  

Pr®l¯vements dôenvironnement  10  1,76  GMFR  -0,139 2,65  1,034 2,31  2,306  0,05  0,03  

Tous produits  65  1,18  GMFR  -0,182 3,042  1,040 2,145  2,000  0,04  0,00  

Tous produits Nombres estimés  20  1,15  GMFR  -0,367 1,51  1,138 1,141  2,101  0,27  0,15  

Tous produits résultats non estimés  45  1,26  GMFR  -0,143 2,01  1,029 1,438  2,021  0,16  0,05  

 
GMFR : régression linéaire orthogonale  

Les cases en grisé pour la colonne p% indiquent des valeurs inférieures à 5 %. 

 

Le tableau 6 présente les valeurs du biais (moyen et médian) entre les deux 

méthodes et les répétabilités pour les deux méthodes.  

 

Tableau 6 

 

Catégorie 

Biais Répétabilité 

Moyen médian 
r Rob. r 

Ref. Alt. Ref. Alt. 

Produits carnés -0,042 0,008 0,313 0,494 0,314 0,343 

Produits laitiers -0,020 -0,031 0,289 0,187 0,136 0,130 

Produits de la pêche -0,216 -0,133 0,196 0,255 0,220 0,214 

Produits végétaux -0,037 -0,041 0,358 0,309 0,180 0,319 

Ovoproduits -0,025 -0,026 0,198 0,313 0,219 0,206 

Pr®l¯vements dôenvironnement -0,023 -0,007 0,135 0,238 0,198 0,119 

Tous produits -0,060 -0,032 0,264 0,311 0,196 0,215 

 

Toutes les régressions utilisées étant des régressions linéaires orthogonales, 

lôaxe des abscisses repr®sente les valeurs obtenues par la m®thode de 

référence pour toutes les catégories. 
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Æ Conclusion  

 

Les biais entre les deux méthodes varient, en valeur moyenne de -0,216 à  

-0,020 et en valeur médiane de -0,133 à +0,008 : il nôy a pas de biais 

systématique entre les deux méthodes, la valeur moyenne globale du biais 

étant de -0,060 et la valeur médiane de -0,032. Les limites de répétabilité de 

la méthode alternative sont comparables à celles de la méthode de 

référence, avec des valeurs ne dépassant pas 0,343 en valeurs robustes.  

 

Concernant les pentes et ordonn®es ¨ lôorigine, les hypoth¯ses, b=1 et a=0 

sont v®rifi®es pour toutes les cat®gories, ¨ lôexception de la cat®gorie 

« produits carnés », pour laquelle les p% sont respectivement de 1 et 1 % et 

pour les pr®l¯vements dôenvironnements pour lesquels le p% sur a est de 

3 %. Pour les autres catégories, les p % sont tous supérieurs à 5 %.  

 

Pour lôensemble des cat®gories, le p% sur lôordonn®e ¨ lôorigine est de 0% et 

le p% sur la pente de 4 %.  

 

En observant le graphe bi-dimensionnel, il apparaît une différence selon le 

niveau de contamination et donc le nombre de colonies dénombrées sur les 

boîtes (résultats estimés ou non). Les calculs ont donc été refaits pour deux 

types de résultats (nombres estimés ou non estimés) : les p% sont alors 

supérieurs à 5%.  

 

En ce qui concerne la catégorie « produits carnés », il est à noter que le test 

de linéarité avec une valeur de F de 0,663 (ou rob. F = 2,719) est accepté et 

que le coefficient de corrélation est élevé (0,9935).  

 

La méthode Listeria Precis
TM

 pour le dénombrement de Listeria 

monocytogenes présente une exactitude satisfaisante. 
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1.4.1.2 Limite de détection (LOD) et limite de quantification (LOQ) 

 

Æ Protocoles dôessai  

 

La souche de Listeria monocytogenes 18 isolée de lait cru a été cultivée en 

bouillon nutritif et utilisée pour ensemencer les boîtes de gélose Brilliance 

Listeria, tel que décrit dans la notice de la méthode Listeria Precis
TM

.  

1 ml a été ensemencé sur trois boîtes de gélose et 0,1 ml sur une boîte, les 

niveaux étant faibles. Les dénombrements de la suspension contaminante 

ont été réalisés sur dix boîtes de gélose PCA (Plate Count Agar).  

 

Trois niveaux dôinoculation ont ®t® ®tudi®s, avec six r®plicats pour chaque 

niveau.  

 

Æ Résultats  

 

Les données sont intrinsèques à la méthode alternative.  

Les tableaux ci-après présentent les résultats obtenus. La valeur de so est 

calculée à partir de la médiane récursive des valeurs individuelles obtenues, 

tel quôindiqu® en annexe Q de la norme ISO 16140. Le biais correspond à la 

médiane des valeurs individuelles obtenues.  

 

Ensemencement de 1 ml sur 3 boîtes 

 

Niveau (UFC/ml)  Nombre dô®chantillons positifs  Ecart-type So  Biais xo  

0 0/6 / / 

0,5 2/6 1,211 0 

1 3/6 0,816 0,5 

5 6/6 2,483 8,5 

 

Ensemencement de 0,1 ml sur 1 boîte  

 

Niveau (UFC /ml)  Nombre dô®chantillons positifs  Ecart-type So  Biais xo  

0 0/6 / / 

5 3/6 0,548 0,5 

10 4/6 1,414 2 

50 6/6 2,258 5,5 
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Les valeurs de LC, LOD et LOQ sont ensuite calculées et présentées dans 

le tableau 7.  

 

Tableau 7 

 

 Formule Valeur obtenue 

(1 ml sur 3 boîtes) 

Valeur obtenue 

(0,1 ml sur 1 boîte) 

LC 1,65 + xo 1,8 1,4 

LOD 3,3 so + xo 3,2 2,3 

LOQ 10 so + xo 8,7 6,0 

 

Les limites de détection et de quantification sont respectivement :  

 

- de 3,2 et 8,7 UFC/ml pour un étalement de 1 ml de suspension 

bactérienne sur trois boîtes, 

 

- 2,3 et 6,0 UFC/ml pour un étalement de 0,1 ml de suspension bactérienne 

sur une boîte. 

 

1.4.1.3 Sensibilité relative 

 

Les données sont intrinsèques à la méthode et sont obtenues à partir des 

donn®es de lô®tude de lin®arit®.  

 

Les profils de précision sont présentés sur le graphe suivant pour chaque 

matrice. 

 

 

Profils de précision 

Saumon fumé 

íuf cru 
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1.4.1.4 Spécificité / Sélectivité  

 

La spécificité et la sélectivité de la méthode alternative nôont pas ®t® 

étudiées, compte-tenu de la validation de la méthode pour la recherche de 

Listeria monocytogenes. 

 
1.4.1.5 Praticabilité 

 

Les critères définis dans les exigences du Bureau Technique sont 

renseignés ci-après : 

 

Critère  Données  

1.Mode de conditionnement des éléments 

de la méthode  

La gélose Brilliance Listeria est disponible en 

conditionnement de 10 boîtes en pré-coulé.  

2. Volume des réactifs  Sans objet.  

3. Conditions de stockage des éléments et 

péremption des produits non ouverts  

La température de stockage indiquée sur les coffrets est  

6-12ÁC ¨ lôabri de la lumi¯re. La p®remption est indiqu®e 

sur les coffrets et sur les boîtes. Environ 3 mois.  

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

utilisation  
Sans objet  

5. Equipements ou locaux spécifiques  
Equipements : étuve à 37°C. Locaux classiques de 

laboratoire recherchant des Listeria monocytogenes.  

6. R®actifs pr°ts ¨ lôemploi ou ¨ reconstituer  Bo´tes pr°tes ¨ lôemploi.  

7. Dur®e de formation de lôop®rateur non 

initié à la technique  

0,5 jour.  

 

8. Temps réel de manipulation  

Méthode de référence : 9 min pour un échantillon ;  

55 min pour 10 échantillons  

Méthode alternative : 7 min pour un échantillon ; 

35 minutes pour une série de 10 échantillons  

9. D®lai dôobtention des r®sultats dôessais 

réalisés à Jo  

Résultats négatifs :  

Méthode de référence : J2  

Méthode alternative : J2  

Résultats négatifs après confirmation ou résultats positifs:  

Méthode de référence : J4 à J7  

Méthode alternative : J4 à J7  

10. Type de qualification de lôop®rateur  
Identique à celle nécessaire pour réaliser la méthode de 

référence.  

11. Etapes communes avec la méthode de 

référence  

Préparation de la suspension mère, revivification, 

réalisation des dilutions décimales.  

12. Tra­abilit® des r®sultats dôessais  Sans objet  

13. Maintenance par le laboratoire  Sans objet  
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1.4.1.6 Mode de confirmation des positifs  

 

Lô®tude r®alis®e en f®vrier 2007 a port® sur 150 souches de Listeria 

monocytogenes et 100 souches dôautres genres et esp¯ces que Listeria 

monocytogenes. Ces souches ont été cultivées en parallèle sur géloses 

Brilliance Listeria et TSA-YE puis les souches donnant des colonies 

caractéristiques sur gélose Brilliance Listeria ont été testées par OBIS mono. 

Toutes les souches de Listeria monocytogenes ont donné un résultat Listeria 

monocytogenes par le test OBIS mono et les souches autres présentant un 

aspect caractéristique sur gélose Brilliance Listeria ont donné un résultat non 

Listeria monocytogenes par le test OBIS mono.  

 

1.4.2 Etude interlaboratoire 

 
1.4.2.2 Organisation  

 

Douze laboratoires ont particip® ¨ lô®tude (Cf. annexe 1).  

 

La matrice utilisée est un mélange de 50 % de lait pasteurisé demi-écrémé 

et de 50 % de lait entier pasteurisé. Le lait a été contaminé par une souche 

de Listeria monocytogenes 1/2a isolée de lait cru.  

 

Huit échantillons ont été préparés pour chaque laboratoire. Un témoin de lait 

non contaminé était joint au colis pour dénombrement de la flore totale 

aérobie mésophile. Un flacon de lait non contaminé était joint au colis pour 

prise de température à réception ; il contenait le thermobouton, pour 

enregistrement de la température durant le transport.  

 

1.4.2.3 Modalités de préparation et de contamination des échantillons  

 

Le lait mélangé et homogénéisé a été réparti à raison de 10 ml par flacon 

stérile. Les taux vis®s dôinoculation ®taient :  

 

- < 10 / ml  

- 50 / ml  

- 500 / ml  

- 5 000 / ml  

 

Deux flacons ont été préparés pour chaque taux.  
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1.4.2.4 Modalit®s dôexp®dition  

 

Les flacons dô®chantillons de lait ont ®t® plac®s dans des bo´tes isothermes 

en polystyrène, et ont ®t® accompagn®s de blocs froids, dôun flacon de lait 

pour prise de temp®rature ¨ r®ception, dôun flacon de lait pour le 

d®nombrement de la flore totale a®robie m®sophile et dôun thermobouton. La 

boîte isotherme a été placée dans un carton contenant une enveloppe pour 

le retour du thermobouton au laboratoire organisateur.  

 

Les colis ont été expédiés par transporteur le lundi 29/05/2006. 

 

1.4.2.5 Éléments nécessaires à la réalisation des essais par les laboratoires 

collaborateurs  
 

Les réactifs nécessaires ¨ la r®alisation de lô®tude ont ®t® fournis par le 

fabricant ; ils ont ®t® envoy®s une semaine avant lô®tude.  

 

Le laboratoire expert, lôASEPT, a adressé aux laboratoires collaborateurs les 

instructions pour la r®alisation des essais ainsi quôun fichier Excel pour le 

rendu des résultats. 

 

1.4.2.6 Vérification des paramètres expérimentaux 

 

Æ Taux de contamination avant ensemencement, taux obtenus après 

contamination artificielle et stabilité des échantillons  

 

Le laboratoire organisateur, lôASEPT, a v®rifi® lôabsence de Listeria 

monocytogenes dans les laits utilisés avant ensemencement.  

Les niveaux de contamination sont présentés dans le tableau 8.  

 

Tableau 8 - Niveaux de contamination des échantillons  
 
 

Taux visés 

(bactéries / ml) 

Echantillons 

N° 

Taux réels 

(bactéries / ml) 

0 1 - 8 0 

50 5 - 6 45 

500 3 - 7 440 

5000 2 - 4 4 500 
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Le niveau de contamination par Listeria monocytogenes des échantillons a 

été mesuré le jour de préparation des laits par le laboratoire organisateur, et 

le lendemain de la préparation. Les résultats sont reportés dans le tableau 9.  

 

Tableau 9 - Stabilité des échantillons  

 

Jour 
Niveau visé 

dans 1 ml 

Résultat du dénombrement 

par la méthode ISO 11290-

2/A1 dans 1 ml (UFC) 

Résultat du dénombrement  

par la méthode ISO 11290-2/A1 dans 

1 ml (log) 

29/05/2006 

50 45 1,65 

500 440 2,64 

5 000 4 500 3,65 

30/05/2006 

50 60 1,78 

500 430 2,63 

5 000 4 900 3,69 

 

Les échantillons présentent des niveaux de contamination proches de ceux 

attendus et sont stables sur deux jours. 

 

Æ Température des échantillons à réception  

 

Les températures obtenues par les laboratoires collaborateurs à réception 

du colis et les températures indiquées par le thermobouton sont présentées 

dans le tableau 10. 

 

Tableau 10 ï Température des échantillons à réception 

 

Code du 

Laboratoire  

Jour de 

réception  

Heure de 

réception  

Température à réception (°C) 

mesurée par le laboratoire  

Températures (°C) 

indiquées par le 

thermobouton 

 (mini-à réception) 

 

A  

B  

C  

D  

E  

F  

G  

H  

I  

J  

K  

L  

M  

30/05/2006  

 

10h45  

10h15  

11h15  

10h00  

09h30  

8h30  

11h50  

10h00  

08h30  

14h45  

08h30  

09h45  

08h45  

 

8,2  

5,5  

4,5  

6,3  

6,0  

6,2  

8,1  

3,8  

4,8  

-  

1,4  

6,7  

7,6  

 

0,3  

0,3  

-1,3  

0,3  

0,4  

-1,4  

0,5  

0,4  

0,1  

Thermobouton jeté  

0,5  

-1,3  

0,4  
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Pour tous les laboratoires collaborateurs, la température était conforme car 

inférieure à 8,4 °C.  

 

Tous les laboratoires ont re­u leur colis le lendemain de lôenvoi soit le 

30/05/2006 avant 14 h, ¨ lôexception du laboratoire J qui a reçu le colis après 

14 h et avec plusieurs flacons cassés et/ou fuités. Le laboratoire B a réalisé 

une pesée de chaque quantité de lait (inférieure à 10 ml) et a dilué cette 

quantité au 10
ème 

avec lôeau pepton®e tamponn®e.  

 

Trois autres laboratoires ont reçu quelques flacons fuités mais ont tout de 

même réalisé les essais (laboratoire B, D et L).  

 

Le laboratoire I a identifié en première intention des Listeria ivanovii.  

 

Tous les laboratoires ont réalisé les essais sur les 8 flacons de lait le mardi 

30/05/2006. 

 

Æ Conclusion 

 

Le laboratoire J est exclu, car il nôa pas r®alis® les analyses en raison des 

flacons cassés et/ou fuités. Les laboratoires B, D et L sont maintenus ; ils ont 

pu réaliser les essais en suivant le protocole. 

 
1.4.2.7 Résultats des analyses 

 

Æ  Dénombrement de la flore aérobie mésophile  

 

Les laboratoires collaborateurs et le laboratoire organisateur ont effectué le 

dénombrement de la flore totale aérobie mésophile selon la méthode ISO 

4833. Les dénombrements varient entre 9,4 10
2
 / ml et 3,3 10

3
 / ml avec une 

moyenne de 1,8 10
3
 / ml. Les laboratoires I et K nôont pas transmis de 

résultats.  



OXOID THERMO FISHER SCIENTIFIC 

ADRIA Développement 23/46 5 juillet 2010 

Synthèse (version 0) 

 

Æ Résultats obtenus par le laboratoire expert  

 
Une synthèse des résultats obtenus est présentée ci-après. 

 

Taux visé  
Méthode de référence ISO 11290-2  Méthode alternative numération  

Réplicat 1  Réplicat 2  Réplicat 1  Réplicat 2  

< 10  < 10  < 10  < 10  <10  

50  50 (Ne)  60 (Ne)  50 (Ne)  30 (Ne)  

500  470  390  490  500  

5 000  4 700  5 100  5 900  3 400  

 

Les résultats obtenus sont conformes aux résultats attendus pour les trois 

niveaux contaminés. 

 

Æ Résultats obtenus par les laboratoires collaborateurs  

 

Les tableaux 11 à 14 présentent une synthèse des résultats obtenus pour 

les laits contaminés. En ce qui concerne le niveau non contaminé, tous les 

laboratoires ont trouvé les résultats attendus. 

 

Tableau 11 ï Résultats des laboratoires collaborateurs (niveau 1) 

 

Laboratoire  
Méthode de référence ISO 11290-2  Méthode alternative numération  

Réplicat 1  Réplicat 2  Réplicat 1  Réplicat 2  

A  40  40  70  40  

B  40  15  40  20  

C  50  20  20  70  

D  40  60  40  40  

E  50  40  50  20  

F  60  20  60  50  

G  70  35  120  50  

H  110  40  100  90  

I 35 30 40 < 10 

K 50 20 10 210 

L  35  60  20  40  

M  45  45  30  40  
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Tableau 12 ï Résultats des laboratoires collaborateurs (niveau 2) 

(calculs réalisés en prenant en compte les résultats obtenus sur les trois 

boîtes inoculées avec la suspension mère) 

 

Laboratoire  
Méthode de référence ISO 11290-2  Méthode alternative numération  

Réplicat 1  Réplicat 2  Réplicat 1  Réplicat 2  

A  480  410  210  340  

B  350  300  360  450  

C  440  430  480  450  

D  490  460  600  540  

E  490  520  530  560  

F  370  250  300  130  

G  440  390  570  370  

H  520  440  450  540  

I 290 290 850 450 

K 320 340 290 510 

L  390  390  170  380  

M  450  490  550  410  

 

Tableau 13 ï Résultats des laboratoires collaborateurs (niveau 2) 

(calculs réalisés en prenant en compte les résultats obtenus sur la ou les 

boîtes inoculées avec 0,1 ml de la suspension mère) 

 

Laboratoire  
Méthode de référence ISO 11290-2  Méthode alternative numération  

Réplicat 1  Réplicat 2  Réplicat 1  Réplicat 2  

A  1000  300  400  300  

B  350  650  800  600  

C  300  650  300  500  

D  250  450  600  1000  

E  750  550  400  200  

F  300  350  600  300  

G  450  550  700  700  

H  150  650  300  300  

I 300 300 700 300 

K 450 650 300 500 

L  650  350  800  200  

M  400  550  800  180  
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Tableau 14 ï Résultats des laboratoires collaborateurs (niveau 3) 

 

Laboratoire  
Méthode de référence ISO 11290-2  Méthode alternative numération  

Réplicat 1  Réplicat 2  Réplicat 1  Réplicat 2  

A  4900 4600 4900 5100 

B  4100 4700 5100 3700 

C  4600 5400 4600 5000 

D  4900 4900 4400 4600 

E  5400 4500 4100 5400 

F  4400 4700 4900 5900 

G  5000 4500 4000 4400 

H  4200 4700 5600 4800 

I 3900 4400 3800 3400 

K 3400 4200 600 4100 

L  5300 4600 5600 5900 

M  4900 4900 6400 4800 

 

Trois laboratoires ont eu des difficultés à voir les halos après 24 h 

dôincubation sur les g®loses Brilliance Listeria (laboratoires B, E et I), dont un 

laboratoire qui a eu des difficultés à voir les halos pour la méthode 

alternative et la méthode de référence (laboratoire B). Le laboratoire I a 

identifié en première intention Listeria ivanovii sur toutes les colonies au lieu 

de Listeria monocytogenes : après réalisation de galeries biochimiques 

dôidentification dôune autre marque, les identifications ®taient conformes.  

 

Le laboratoire K nôa pas r®alis® les confirmations sur g®lose O&A par 

isolement des colonies typiques sur gélose Brilliance Listeria.  

 

Deux laboratoires sont exclus de lôinterpr®tation, les laboratoires I et K en 

raison du non respect du protocole et dôune valeur non exploitable (<10) 

pour le laboratoire I 
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Æ Synthèse des résultats obtenus par les deux méthodes 

 

Une synthèse des résultats est présentée dans les tableaux 15 et 16. 

 

Tableau 15 - Synthèse des résultats obtenus par la méthode alternative 

et la méthode de référence (en UFC)  
 

Labora- 

toires 

Niveau 1 Niveau 2 Niveau 2 bis Niveau 3 

Méthode de  

référence 

Méthode  

alternative 

Méthode de  

référence 

Méthode  

alternative 

Méthode de  

référence 

Méthode  

alternative 

Méthode de  

référence 

Méthode 

alternative 

A 40 40 70 40 480 410 210 340 1000 300 400 300 4900 4600 4900 5100 

B 40 15 40 20 350 300 360 450 350 650 800 600 4100 4700 5100 3700 

C 50 20 20 70 440 430 480 450 300 650 300 500 4600 5400 4600 5000 

D 40 60 40 40 490 460 600 540 250 450 600 1000 4900 4900 4400 4600 

E 50 40 50 20 490 520 530 560 750 550 400 200 5400 4500 4100 5400 

F 60 20 60 50 370 250 300 130 300 350 600 300 4400 4700 4900 5900 

G 70 35 120 50 440 390 570 370 450 550 700 700 5000 4500 4000 4400 

H 110 40 100 90 520 440 450 540 150 650 300 300 4200 4700 5600 4800 

L 35 60 20 40 390 390 170 380 650 350 800 200 5300 4600 5600 5900 

M 45 45 30 40 450 490 550 410 400 550 800 180 4900 4900 6400 4800 

 

Tableau 16 - Synthèse des résultats obtenus par la méthode alternative  

et la méthode de référence (en log UFC/g)  
 

Labora- 
toires 

Niveau 1 Niveau 2 Niveau 2 bis Niveau 3 

Méthode de 
 référence 

Méthode 
 alternative 

Méthode de  
référence 

Méthode 
 alternative 

Méthode de 
 référence 

Méthode  
alternative 

Méthode de  
référence 

Méthode 
 alternative 

A 1,602 1,602 1,845 1,602 2,681 2,613 2,322 2,531 3,000 2,477 2,602 2,477 3,690 3,663 3,690 3,708 

B 1,602 1,176 1,602 1,301 2,544 2,477 2,556 2,653 2,544 2,813 2,903 2,778 3,613 3,672 3,708 3,568 

C 1,699 1,301 1,301 1,845 2,643 2,633 2,681 2,653 2,477 2,813 2,477 2,699 3,663 3,732 3,663 3,699 

D 1,602 1,778 1,602 1,602 2,690 2,663 2,778 2,732 2,398 2,653 2,778 3,000 3,690 3,690 3,643 3,663 

E 1,699 1,602 1,699 1,301 2,690 2,716 2,724 2,748 2,875 2,740 2,602 2,301 3,732 3,653 3,613 3,732 

F 1,778 1,301 1,778 1,699 2,568 2,398 2,477 2,114 2,477 2,544 2,778 2,477 3,643 3,672 3,690 3,771 

G 1,845 1,544 2,079 1,699 2,643 2,591 2,756 2,568 2,653 2,740 2,845 2,845 3,699 3,653 3,602 3,643 

H 2,041 1,602 2,000 1,954 2,716 2,643 2,653 2,732 2,176 2,813 2,477 2,477 3,623 3,672 3,748 3,681 

L 1,544 1,778 1,301 1,602 2,591 2,591 2,230 2,580 2,813 2,544 2,903 2,301 3,724 3,663 3,748 3,771 

M 1,653 1,653 1,477 1,602 2,653 2,690 2,740 2,613 2,602 2,740 2,903 2,255 3,690 3,690 3,806 3,681 

 

Æ Contrôle de la cohérence des résultats de mesurage 

 

Des graphiques de cohérence ont été appliqués pour identifier les résultats 

incoh®rents par rapport ¨ lôensemble des r®sultats : il sôagit des statistiques 

robustes h (cohérence interlaboratoire) et k de Mandel. 

 

Les graphiques obtenus pour la méthode de référence et la méthode 

alternative sont donnés en annexe 2. 
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Le nombre de valeurs situées au-dessus des seuils pour h et K est donné 

dans le tableau ci-après :  

 

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

Méthode de référence Méthode alternative 

h > 1 % 1 (3,3 %) 1 (3,3 %) 

h > 5 % 2 (6,6 %) 3 (10 %) 

k> 1 % 0 2 (6,6 %) 

k > 5 % 1 (3,3 %) 3 (10 %) 

 

(   ) : Pourcentage de valeurs au-dessus du seuil 

 

Les calculs statistiques indiquent dô®tudier certains  r®sultats pour validation 

de ces derniers ; les valeurs de dénombrements observées sont toutefois 

cohérentes entre la méthode de référence et la méthode alternative. Tous 

les r®sultats ont donc ®t® conserv®s pour lôanalyse statistique. 

 

Les résultats statistiques sont donnés en annexe 3. 

 

Æ Comparaison des caractéristiques de justesse et de fidélité de la 

méthode de référence et de la méthode alternative 

 

Les valeurs statistiques sont résumées ci-après 

 

Niveau p 

Méthode de référence Méthode alternative 

Rapport  

répétabilité 

Rapport 

 reproductibilité 
D(biais) t 

médiane 

Ecart-type  

de 

répétabilité 

Ecart-type 

 de  

reproductibilité 

médiane 

Ecart-type  

de 

répétabilité 

Ecart-type 

 de  

reproductibilité 

1 10 1,6519 0,2415 0,1982 1,6021 0,2045 0,2433 0,847 1,228 0,0678 1,14 

2 10 2,6551 0,0543 0,0659 2,6719 0,0914 0,1325 1,682 2,011 0,0209 0,82 

2 bis 10 2,6581 0,2607 0,2082 2,5951 0,1900 0,1953 0,729 0,938 -0,0372 0,35 

3 10 1,8671 0,0103 0,0094 1,8671 0,0130 0,0206 1,265 2,186 1,6101 0,22 
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Ĕ Biais de la méthode alternative 

 

Afin dôestimer le biais de la m®thode alternative par rapport ¨ la m®thode de 

référence pour chaque niveau, Dij et t sont calculés selon les équations 

suivantes : 

Ref,Alt, ijYijYDij
--

-=  

 

Diffp

Diji
t

jp )2(/

)(median
=  

 

Si la valeur de t est supérieure à 2, la méthode alternative est 

significativement biaisée par rapport à la méthode de référence. 

 

Les valeurs obtenues sont données dans le tableau 17.  

 

Tableau 17 ï Valeurs de t obtenues par niveau 

 

Niveau t Interprétation 

1 1,14 Biais non significatif 

2 0,82 Biais non significatif 

2 bis 0,35 Biais non significatif 

3 0,22 Biais non significatif 

 

Le biais est non significatif quelque soit le niveau dôinoculation. 

 

Ĕ Comparaison des écarts-types de répétabilité 

 

Si le rapport des écarts-types de répétabilité de la méthode alternative et de 

la méthode de référence est supérieur à 2, la fidélité dans les conditions de 

répétabilité de la méthode alternative est considérée inférieure à celle de la 

méthode de référence. Si ce rapport est inférieur à 0,5, la fidélité de la 

méthode alternative est considérée comme supérieure à celle de la méthode 

de référence.  
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Les valeurs de ces rapports sont données dans le tableau 18. 

 

Tableau 18 
 

Niveau Ecart-type de répétabilité 

Méthode de référence Méthode alternative Ratio méthode alternative 

/ méthode de référence 

1 0,2415 0,2045 0,847 

2 0,0543 0,0914 1,682 

2 bis 0,2607 0,1900 0,729 

3 0,0103 0,0130 1,265 

 

Niveau Limite de répétabilité 

Méthode de référence Méthode alternative 

1 0,6762 0,5726 

2 0,1521 0,2558 

2 bis 0,7301 0,5320 

3 0,0287 0,0364 

 

Les rapports des écarts-types de répétabilité sont inférieurs à 2 pour tous les 

niveaux. La fidélité dans les conditions de répétabilité de la méthode 

alternative est satisfaisante. 

 

Ĕ Comparaison des écarts-types de reproductibilité 

 

Si le rapport des écarts-types de reproductibilité de la méthode alternative et 

de la méthode de référence est supérieur à 2, la fidélité dans les conditions 

de reproductibilité de la méthode alternative est considérée inférieure à celle 

de la méthode de référence. Si ce rapport est inférieur à 0,5, la fidélité de la 

méthode alternative est considérée comme supérieure à celle de la méthode 

de référence.  

 

Les valeurs de ces rapports sont données dans le tableau 19. 
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Tableau 19 
 

Niveau Ecart-type de reproductibilité 

Méthode de référence Méthode alternative Ratio méthode alternative 

/ méthode de référence 

1 0,1982 0,2433 1,228 

2 0,0659 0,1325 2,011 

2 bis 0,2082 0,1953 0,938 

3 0,0094 0,0206 2,186 

 

Niveau Limite de reproductibilité 

Méthode de référence Méthode alternative 

1 0,5549 0,6812 

2 0,1845 0,3709 

2 bis 0,5830 0,5469 

3 0,0264 0,0576 

 

Les rapports des écarts-types de reproductibilité sont inférieurs ou très 

proche de 2. 

 

La fidélité dans les conditions de reproductibilité de la méthode alternative 

est équivalente à celle de la méthode de référence. 

 

1.4.3 Conclusion 

 

Les conclusions de lô®tude comparative des m®thodes sont les 

suivantes : 

 

La méthode Listeria Precis
TM

 pour le dénombrement de Listeria 

monocytogenes a été comparée à la méthode de référence NF EN ISO 

11290-2/A1. Les résultats montrent : 
 

- une linéarité et une exactitude relative satisfaisantes,  

- la praticabilité de la méthode est similaire à celle de la méthode de 

référence, avec un nombre de boîtes à ensemencer divisé par deux et un 

nombre de colonies à confirmer plus faible. 

 

Les conclusions de lô®tude interlaboratoire sont les suivantes : 
 

- le biais entre la méthode de référence et la méthode alternative est non 

significatif, quelque soit le niveau dôinoculation, 

- la répétabilité et la reproductibilité de la méthode alternative sont 

satisfaisantes. 
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1.5 Bilan des modifications intervenues dans la méthode 

alternative, ayant donné lieu ou non à une extension de 

validation 

 

Aucune modification nôest intervenue dans la m®thode depuis la derni¯re 

validation. 

 

 

22  EETTUUDDEE  BBIIBBLLIIOOGGRRAAPPHHIIQQUUEE  

 

Une publication est référencée, parue depuis lôétude de validation en 2006 : 

Loncarevic et al., 2008. Int. J. Food Microbiol. 124, 154-163. Cette 

publication rapporte les essais et résultats satisfaisants réalisés dans le 

cadre de la validation NMKL de la méthode Listeria Precis
TM

 pour le 

dénombrement de Listeria monocytogenes dans les aliments. 
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Annexe 1 - Liste des laboratoires collaborateurs 
 

 

 

    

    








