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Avant-propos

L'ISO (Organisation internationale de normalisation) est une fédération mondiale d’organismes
nationaux de normalisation (comités membres de I'ISO). L'élaboration des Normes internationales est
en général confiée aux comités techniques de I'ISO. Chaque comité membre intéressé par une étude
a le droit de faire partie du comité technique créé a cet effet. Les organisations internationales,
gouvernementales et non gouvernementales, en liaison avec I'[SO participent également aux travaux.
L'ISO collabore étroitement avec la Commission électrotechnique internationale (IEC) en ce qui
concerne la normalisation électrotechnique.

Les procédures utilisées pour élaborer le présent document et celles destinées a sa mise a jour sont
décrites dans les Directives ISO/IEC, Partie 1. Il convient, en particulier de prendre note des différents
critéres d’approbation requis pour les différents types de documents ISO. Le présent document a été
rédigé conformément aux regles de rédaction données dans les Directives ISO/IEC, Partie 2 (voir www
dso.org/directives).

Lattention est appelée sur le fait que certains des éléments du présent document peuvent faire l'objet de
droits de propriété intellectuelle ou de droits analogues. L'ISO ne saurait étre tenue pour responsable
de ne pas avoir identifié de tels droits de propriété et averti de leur existence. Les détails concernant
les références aux droits de propriété intellectuelle ou autres droits analogues identifiés lors de
I'élaboration du document sont indiqués dans I'Introduction et/ou dans la liste des déclarations de
brevets recues par I'ISO (voir www.iso.org/brevets).

Les appellations commerciales éventuellement mentionnées dans le présent document sont données
pour information, parjsouéi de,commodité, & Vintention des utilisateurs et ne sauraient constituer un
engagement.

Pour une explication de la nature volontaire des normes, la signification des termes et expressions
spécifiques de I'ISO liés a I'’évaluation de la conformité, ou pour toute information au sujet de I'adhésion
de I'ISO aux principes, de ,I'Organisation, mondiale .du,commerce (OMC) concernant les obstacles
techniques au commerce (OTC), voir le lien suivant: www.iso.org/iso/fr/avant-propos.html.

Le présent document a été élaboré par le comité technique CEN/TC 275, Analyse des produits alimentaires
— Meéthodes horizontales, du Comité européen de normalisation (CEN) en collaboration avec le
comité technique ISO/TC 34, Produits alimentaires, sous-comité SC 9, Microbiologie, de 1'0Organisation
internationale de normalisation (ISO), conformément a I'accord de coopération technique entre I'ISO et
le CEN (Accord de Vienne).

Cette deuxieme édition annule et remplace la premiere édition (ISO 11290-1:1996) qui a fait l'objet
d’'une révision technique. Elle integre également 'amendement ISO 11290-1:1996/Amd.1:2004.

Les principales modifications par rapport a ISO 11290-1:1996 sont les suivantes.

— Larecherche de Listeria monocytogenes a été modifiée comme indiqué ci-dessous.
— Enrichissement primaire en bouillon Fraser-demi: incubation pendant 25h + 1 h.
— Enrichissement secondaire en bouillon Fraser: incubation pendant 24 h + 2 h[29],

— Les bouillons Fraser-demi et Fraser peuvent étre réfrigérés avant le transfert en bouillon Fraser ou
I'isolement sur la gélose sélective pendant 72 h maximum.

— Stockage des boites d’isolement: les boites incubées peuvent étre réfrigérées pendant deux jours
maximum avant d’étre lues.

— Laspect microscopique pour la confirmation est facultatif si la gélose d’isolement permet de
distinguer les Listeria spp. pathogénes et non pathogénes.

— Letestde CAMP etla réaction de la catalase sont facultatifs.

— Inclusion de nouvelles caractéristiques de performance.

© IS0 2017 - Tous droits réservés \Y
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— En outre, la détection des Listeria spp. a été incluse dans le domaine d’application et le titre modifié
en conséquence.

Une liste de toutes les parties de la série ISO 11290 est disponible sur le site web de I'ISO.
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Introduction

Les principales modifications, énumérées dans l'avant-propos, introduites dans ce document
comparativement a I'ISO 11290-1:1996, sont considérées comme majeures (voir I'ISO 17468(28]). Les
modifications techniques ont été évaluées et considérées comme n‘ayant pas d’effet significatif sur les
caractéristiques de performance de la méthode ou sur les résultats des essais.

En raison de la grande diversité des produits alimentaires, il est possible que cette méthode horizontale
ne convienne pas exactement, dans tous ses détails, pour certains produits pour lesquels il peut étre
nécessaire d’'employer des méthodes différentes ou spécifiques. Néanmoins, cette méthode horizontale
est destinée a étre appliquée chaque fois qu'il sera possible et 'on n’aura recours a des dérogations que
pour des raisons techniques justifiées.

Lorsque le présent document sera réexaminé, il sera tenu compte de tous les renseignements disponibles
a ce moment-1a, a savoir dans quelle mesure cette méthode horizontale aura été suivie et les raisons
pour lesquelles il aura été nécessaire d'y déroger dans le cas de produits particuliers.

L'’harmonisation des méthodes d’essai ne peut étre réalisée de facon immédiate et, pour certains
groupes de produits, des Normes internationales et/ou des normes nationales qui ne concordent pas
avec cette présente méthode horizontale existent peut-étre déja. Lorsque de telles normes viendront en
révision, il serait souhaitable de les aligner avec le présent document et de ne conserver que les seules
divergences justifiées indispensables pour des raisons techniques bien établies.

© IS0 2017 - Tous droits réservés vii
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Microbiologie de la chaine alimentaire — Méthode
horizontale pour la recherche et le dénombrement de
Listeria monocytogenes et de Listeria spp. —

Partie 1:
Méthode de recherche

AVERTISSEMENT — Afin de préserver la santé du personnel de laboratoire, il est essentiel
que les essais de détection des L. monocytogenes et Listeria spp. ne soient réalisés que dans
des laboratoires équipés a cet effet, sous le controle d’'un microbiologiste expérimenté, et
qu’'un grand soin soit pris lors de I'élimination de tous les éléments incubés. Il convient que
les utilisateurs du présent document maitrisent les pratiques courantes de laboratoire. Le
présent document ne prétend pas aborder la totalité des aspects liés a la sécurité qui pourraient
découler de son utilisation. Il est de la responsabilité de l'utilisateur d’établir les pratiques de
sécurité et de santé appropriées. Il est en particulier fortement recommandé que les essais de
recherche de L. monocytogenes soient réalisés dans des laboratoires appliquant des conditions
de biosécurité de niveau 2. II est fortement recommandé que le personnel de laboratoire féminin
soit informé du risque particulier pour le feetus en développement dii a I'infection de la mere par
le biais d’'une expositionaux L. monocytogenes etListeria spp., et que les femmes enceintes ainsi
que le personnel de laboratoire souffrant de pathologies sous-jacentes ou affectant 'immunité
cellulaire ne manipulent pas lés cultures,ded.cmonocytogenes et Listeria spp.

1 Domaine d’application

Le présent document spécifie une méthode horizontale pour:

— larecherche de L. monocytogenes; et

— larecherche de Listeria spp. (y compris L. monocytogenes).

Le présent document s’applique aux:

— produits destinés a la consommation humaine ou a 'alimentation animale; et
— échantillons de I'environnement de production et de distribution des aliments.

Il est possible que cette méthode ne permette pas de détecter ou de confirmer certaines espéces de
Listeria récemment décrites([2].[10],[12],[14],[25] [26],[27],

2 Reéférences normatives

Les documents suivants cités dans le texte constituent, pour tout ou partie de leur contenu, des
exigences du présent document. Pour les références datées, seule I'édition citée s’applique. Pour les
références non datées, la derniere édition du document de référence s’applique (y compris les éventuels
amendements).

ISO 6887 (toutes les parties), Microbiologie de la chaine alimentaire — Préparation des échantillons, de la
suspension mére et des dilutions décimales en vue de I'examen microbiologique

ISO 7218, Microbiologie des aliments — Exigences générales et recommandations

ISO 11133, Microbiologie des aliments, des aliments pour animaux et de l'eau — Préparation, production,
stockage et essais de performance des milieux de culture

© IS0 2017 - Tous droits réservés 1
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3 Termes et définitions
Pour les besoins du présent document, les termes et définitions suivants s’appliquent.

L'ISO et I'lEC tiennent a jour des bases de données terminologiques destinées a étre utilisées en
normalisation, consultables aux adresses suivantes:

— IEC Electropedia: disponible a 'adresse http://www.electropedia.org/.

— ISO Online browsing platform: disponible a I'adresse http://www.iso.org/obp.

31

Listeria monocytogenes

micro-organismes formant des colonies typiques sur des milieux sélectifs solides et possédant les
caractéristiques morphologiques, physiologiques et biochimiques décrites lorsque les essais sont
effectués conformément au présent document

3.2

recherche de Listeria monocytogenes

détermination de la détection ou non-détection de Listeria monocytogenes (3.1), dans une masse
ou un volume déterminé(e) de produit ou sur une surface spécifiée, lorsque les essais sont effectués
conformément au présent document

3.3

Listeria spp.

micro-organismes formant des-coloniesytypiques)surydes,milieux sélectifsysolides et possédant les
caractéristiques morphologiques; physiologiques” et biochimiques—décrites’ lorsque les essais sont
effectués conformément au présent doctument

3.4

recherche de Listeria spp.

détermination de la détection/eunon-détectioncde Listeria/sppl(3.3); dans ithébmasse ou un volume
déterminé(e) de produit ou sur une surfacéspécifiée/lorsquelles’éssais sont effectués conformément au
présent document

4 Principe

4.1 Généralités

Les Listeria spp. peuvent étre présentes en petit nombre et sont souvent accompagnées d'un nombre
beaucoup plus élevé d’autres micro-organismes; un enrichissement sélectif est donc nécessaire. De plus,
il est aussi nécessaire de rechercher les Listeria spp. ayant subi un stress et le milieu d’enrichissement
sélectif primaire, présentant une concentration réduite en inhibiteurs, permet de remplir au moins en
partie cette fonction.

NOTE La présence de L. monocytogenes peut étre masquée par la présence d’autres especes de Listeria, en
particulier L. innocua ou L. ivanovii.

Dans le cadre du présent document, la recherche de L. monocytogenes et de Listeria spp. nécessite quatre
phases successives, comme décrit dans le logigramme de '’Annexe A.

4.2 Enrichissement primaire en milieu d’enrichissement sélectif liquide avec
concentration réduite en agents sélectifs (bouillon Fraser-demi)

Inoculation d'un milieu d’enrichissement sélectif primaire, contenant la moitié des concentrations
d’acriflavine et d’acide nalidixique (bouillon Fraser-demi, voir B.1), qui est également utilisé comme
diluant pour la prise d’essai (9.1).

Incubation de la suspension mere a 30 °C pendant 24 h a 26 h.

2 © IS0 2017 - Tous droits réservés
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4.3 Enrichissement secondaire en milieu d’enrichissement sélectif liquide avec
concentration compléte en agents sélectifs (bouillon Fraser)

Inoculation du milieu d’enrichissement secondaire liquide complet (bouillon Fraser) avec une culture
obtenue comme indiqué en 4.2.

Incubation du bouillon Fraser a 37 °C pendant 24 h[29].

4.4 Isolement et identification

A partir des cultures obtenues en 4.2 et 4.3, isolement sur les deux milieux sélectifs solides:

— gélose Listeria selon Ottaviani et Agosti (voir Références [16] et [17] et B.3);

— tout autre milieu sélectif solide choisi par le laboratoire, complémentaire a la gélose Listeria selon
Ottaviani et Agosti, utilisant un substrat et/ou principe différent de celui utilisé dans la gélose
Listeria selon Ottaviani et Agosti (voir B.4). Voir 'Annexe E pour des informations sur les milieux.

Incubation de la gélose Listeria selon Ottaviani et Agosti a 37 °C pendant un total de 48 h. Si des colonies
présumées de L. monocytogenes ou de Listeria spp. sont visibles a 24 h, I'incubation peut étre arrétée a
ce stade. Incubation du deuxieme milieu sélectif a la température appropriée et lecture apres le temps
approprié.

4.5 Confirmation

Repiquage des colonies présumeées de'L. monocytogenes ou'de Listeria spp., isolées comme décrit en 4.4,
et confirmation par des essais morphologiques et/ou biochimiques appropriés.

5 Milieux de culture et réactifs
Pour les pratiques courantes de laboratoire; voir 1'1SO,11133;

La composition et les essais de performance des milieux de culture et des réactifs et leur préparation
sont décrits a ’Annexe B.

6 Matériel et consommables
Matériel de microbiologie courant (comme précisé dans I'ISO 7218) et, en particulier, ce qui suit.

6.1 Appareil pour la stérilisation en chaleur seche (four) ou en chaleur humide (autoclave).

Comme spécifié dans I'ISO 7218.

6.2 Enceinte de séchage ou étuve, pouvant étre maintenue a une température comprise entre 25 °C
et 50 °C.

6.3 Etuves, réglables 330°C+1°C,37°C+1°Ceta25°C+ 1 °C (facultatif).
6.4 Bain d’eau, réglable de 47 °C a 50 °C.
6.5 Anses bouclées stériles d’environ 3 mm de diametre ou de 10 pl, et aiguille ou fil a ensemencer.

6.6 pH-metre, ayant une précision de lecture de +0,01 unité pH a 25 °C, permettant de réaliser des
mesures précises a 0,1 unité pH.

6.7 Pipettes graduées ou pipettes automatiques, de capacités nominales de 1 ml et 10 ml.

© IS0 2017 - Tous droits réservés 3
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6.8 Boites de Petri, par exemple de 90 mm de diameétre.
6.9 Microscope, de préférence a contraste de phase, avec lames et lamelles couvre-objet.

6.10 Réfrigérateur, réglablea 5°C + 3 °C.

7 Echantillonnage

L'échantillonnage ne fait pas partie de la méthode indiquée dans le présent document. S’il n’existe aucune
Norme internationale spécifique pour I'’échantillonnage du produit concerné, il convient que les parties
concernées se mettent d’accord a ce sujet. Pour les échantillons d’aliments, consulter I'ISO/TS 17728I3l.
Pour les échantillons d’environnement, consulter ISO 18593[2] et voir la Référence [24].

Il est important que le laboratoire regoive un échantillon réellement représentatif, non endommagé ou
modifié lors du transport ou du stockage (voir I'ISO 7218).

8 Préparation de I'’échantillon pour essai

Préparer I'’échantillon pour essai conformément a la Norme internationale spécifique appropriée
au produit concerné [voir 'ISO 6887 (toutes les parties) et 'ISO 18593[2]]. S’il n’existe pas de Norme
internationale spécifique, il est recommandé que les parties concernées se mettent d’accord a ce sujet.

9 Mode opératoire

9.1 Prise d’essai et suspension mere
Voir I'lSO 6887 (toutes les parties) et la Norme internationale’spécifique appropriée au produit concerné.

Pour la préparation de la suspension meréjutiliser ‘¢comme’ diluant le milieu d’enrichissement primaire
sélectif spécifié en B.1 (bouillon Fraser-demi).

En général, pour préparer la suspension mere, ajouter une prise d’essai de 25 g ou 25 ml dans 225 g ou
225 ml du milieu d’enrichissement primaire sélectif (B.1), de fagon a obtenir une dilution par dix, puis
homogénéiser. Préchauffer le milieu d’enrichissement primaire sélectif a température ambiante avant
utilisation.

Le présent document est validé pour des prises d’essai allant jusqu’a 25 g ou ml. Une prise d’essai plus
petite peut étre utilisée sans validation ou vérification supplémentaire, dans la mesure ou le rapport
entre le bouillon d’enrichissement primaire et la prise d’essai demeure le méme. Il est permis d’utiliser
une prise d’essai plus importante que celle validée a l'origine si une étude de validation/vérification a
démontré I'absence d’effets indésirables sur la détection de L. monocytogenes ou Listeria spp.

NOTE1 Une validation peut étre effectuée conformément au document approprié de I'ISO 16140 (toutes les
parties)[ll. La vérification du regroupement des échantillons peut étre réalisée conformément au protocole
décrit dans I'ISO 6887-1:2017, Annexe D (protocole de vérification du regroupement des échantillons pour les
essais qualitatifs). Voir les Références [21] et [22] qui fournissent des informations sur le cas particulier du
regroupement des échantillons dans le cas de Listeria.

NOTE 2  Pour les grandes quantités, il est recommandé de préchauffer le milieu d’enrichissement primaire
sélectif a 30 °C + 1 °C avant de le mélanger avec la prise d’essai.

9.2 Enrichissement primaire

Incuber le milieu d’enrichissement primaire (bouillon Fraser-demi, voir B.1), préparé selon 9.1, a
30 °C (6.3) pendant 25h + 1 h.

NOTE1 Une coloration noire peut se développer au cours de I'incubation.

4 © IS0 2017 - Tous droits réservés
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NOTE 2 Il est possible de stocker a 5 °C (6.10) I'échantillon préenrichi aprés incubation avant le transfert dans
le bouillon Fraser pendant un maximum de 72 h.

(Voir 1a Référence [20].)
9.3 Enrichissement secondaire

9.3.1 Apres incubation de la suspension mere (enrichissement primaire) pendant 25 h + 1 h (9.2),
transférer 0,1 ml de la culture obtenue en 9.2 (quelle que soit sa coloration) dans un tube ou un flacon
contenant 10 ml de milieu d’enrichissement secondaire (bouillon Fraser) (B.2).

9.3.2 Incuber le milieu inoculé (9.3.1) pendant 24 h + 2 h a 37 °C (6.3).

NOTE En cas de recherche de Listeria spp. autre que Listeria monocytogenes, 24 h supplémentaires
d’'incubation peuvent permettre de récupérer davantage d’espéces.

9.4 Isolement et identification
9.4.1 Généralités

9.4.1.1 A partir de la culture d’enrichissement primaire (9.2) incubée pendant 25 h + 1 h a 30 °C
(6.3), inoculer, a I'aide d’'une anse bouclée (6.5), la surface du premier milieu d’isolement sélectif (gélose
Listeria selon Ottaviani et Agosti (B.3), pour obtenir des colonies bien séparées.

Procéder de la méme fagon avec le deuxieme milieu d’isolement sélectif choisi (B.4).

NOTE Les bouillons Fraser-demi et Fraser peuvent étre réfrigérés a 5 °C (6.10) avant I'isolement sur la gélose
sélective pendant 72 h maximum(20],

9.4.1.2 A partir du milieu d’enrichissement secondaire incubé pendant 24 h + 2 h a 37 °C (6.3) (9.3.2),
répéter le mode opératoire décrit en 9.4.1.1 avec les deux milieux d’isolement sélectifs.

9.4.1.3 Retourner les boites de Petri obtenues en 9.4.1.1 et 9.4.1.2 et les placer dans une étuve réglée
a 37 °C (6.3) pour la gélose Listeria selon Ottaviani et Agosti (B.3). Pour le deuxieme milieu sélectif (B.4),
suivre les instructions du fabricant.

9.4.1.4 Pour la gélose Listeria selon Ottaviani et Agosti, incuber pendant un total de 48 h + 2 h. Si des
colonies présumées de L. monocytogenes ou des Listeria spp. sont visibles a 24 h + 2 h, I'incubation peut
étre arrétée a ce stade. Pour la deuxiéme gélose sélective, incuber pendant le temps approprié. Examiner
les boites (9.4.1.3) afin de rechercher la présence de colonies présumées de L. monocytogenes ou de
Listeria spp.

NOTE Apres incubation, les boites peuvent étre réfrigérées a 5 °C (6.10) pendant 48 h maximum avant
d’étre lues.

9.4.2 Gélose Listeria selon Ottaviani et Agosti

Considérer comme des L. monocytogenes présomptives les colonies bleues-vertes entourées d'un halo
opaque (colonies typiques). Les colonies de L. ivanovii sont également bleues-vertes et entourées d’'un
halo opaque.

Considérer comme des Listeria spp. présomptives les colonies bleues-vertes avec ou sans halo opaque.

NOTE1 Certaines souches de L. monocytogenes exposées a des conditions de stress, en particulier a un stress
acide, peuvent étre entourées d'un halo tres faible (ou méme ne montrer aucun halo).
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