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AVANT-PROPOS

Sur la base d’une revue bibliographique réalisée par le Laboratoire de référence de I'Union
Européenne pour Listeria monocytogenes (LRUE Lm), le LRUE Lm et le réseau des
Laboratoires Nationaux de Référence (LNR) se sont accordés sur le fait que la Norme
internationale 1ISO 18593 décrivant les méthodes de prélévement sur les surfaces pour la
détection et le dénombrement de bactéries sur les lieux de transformation et le matériel
utilisé dans la production de denrées alimentaires, ne donne pas suffisamment de
recommandations spécifiques a la détection de L. monocytogenes (voir I'introduction). Il a
donc été décidé que le LRUE Lm rédigerait, en collaboration avec un groupe de travail (GT),
des lignes directrices sur ce sujet. Ce GT était composé de 20 membres de 7 Etats membres
de I"'UE (EM), trois de ces membres appartenant a un LNR (voir premiére page).

Ces lignes directrices ont été rédigées sur la base des informations relevées dans la
littérature, des contributions des membres du GT et des résultats d’'une grande enquéte
conduite en 2010 sur les pratiques de prélévements de surface (137 répondants de 15 EM :
exploitants du secteur alimentaire, prestataires de service en charge des controles
d’hygiene, services officiels de controle...). Cette enquéte a montré qu’il existait une grande
variété de pratiques dont certaines ne sont pas recommandées, mettant en exergue le
besoin d’un guide européen.

Différents projets de lignes directrices ont été préparées, la premiere a été soumise a
I'appréciation des LNR qui ont consulté, au niveau national, les opérateurs pratiquant des
prélevements de surface. Les projets suivants ont été soumis a I'appréciation des membres
du GT.

La version 3 actuelle résulte d’un accord entre tous les LNR réunis lors de leur atelier annuel
du 28 au 30 mars 2012. Elle integre également les commentaires recus de 3 EM de I'UE
(Royaume-Uni, Pays-Bas, Allemagne), dans le cadre d’une consultation des EM lancée par la
Direction Générale Santé et Consommateurs (DG SANCO) de la Commission Européenne. La
présente version a été adoptée par le Comité Permanent de la Chaine Alimentaire et de la
Santé Animale de la Commission Européenne lors de la réunion du 18 juillet 2012 et par une
consultation écrite ultérieure de deux semaines.
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INTRODUCTION

Il est maintenant bien établi que les denrées alimentaires prétes a étre consommées
peuvent étre contaminées, au stade de la transformation, par des sous-types de Listeria
monocytogenes qui persistent dans les usines de transformation [1]. Le prélévement
systématique d’échantillons sur les lieux de transformation et le matériel utilisé en vue de
détecter L. monocytogenes, suivant un plan d’échantillonnage bien précis, est donc
nécessaire et obligatoire, dans le cadre du réglement (CE) n° 2073/2005 fixant les critéres
microbiologiques applicables aux denrées alimentaires [2]. Ces plans d’échantillonnage visent
a détecter et éliminer une souche persistante ou, si I’élimination est impossible, a permettre
la mise en place de mesures correctives pour éviter la contamination des denrées
alimentaires par les bactéries pathogénes. Plusieurs documents d’orientation ont été publiés
a ce sujet [3-5]. Un programme d’échantillonnage inefficace ou des techniques
d'échantillonnage inefficaces peuvent se traduire par la non-détection de L. monocytogenes
alors que la bactérie est bien présente. Cette situation empéche la mise en ceuvre de
mesures correctives et crée une fausse impression de sécurité.

La Norme internationale 1SO 18593 [6], qui décrit les méthodes de prélevement sur les
surfaces en vue de rechercher ou de dénombrer des micro-organismes viables, ne donne pas
suffisamment de conseils ou de recommandations spécifiques a la détection de
L. monocytogenes. Les méthodes de préléevement par frottement (écouvillon et
éponge/chiffonnette) sont les seules méthodes qu’il convient d’utiliser pour
L. monocytogenes. La norme ISO ne précise pas a quel moment devraient étre effectués les
prélévements, ni les lieux qui devraient faire I'objet de prélévements. Les présentes lignes
directrices visent a pallier cette insuffisance, dans le cadre de I'application de I'article 5,
paragraphe 2, du réglement (CE) n°2073/2005 [2]. Par ailleurs, il a été décidé de ne pas
traiter le dénombrement de L. monocytogenes sur les surfaces, pour les raisons suivantes. En
premier lieu, un frottis ne détache pas la totalité des cellules bactériennes et la proportion
de cellules détachées est inconnue et variable. En second lieu, les cellules de
L. monocytogenes ne sont pas uniformément réparties sur une surface, et les comparaisons
de résultats obtenus a partir de zones de superficies différentes ne seraient donc pas
pertinentes.

Aprés préléevement, I'analyse des échantillons sera effectuée suivant la méthode de la
Norme EN ISO 11290-1 ou d’autres méthodes validées, conformément a |'article 5 du
réglement (CE) n° 2073/2005". Dans le cas ot un nombre « excessif » d’échantillons positifs
pour L. monocytogenes (voir section5) serait retrouvé au cours de campagnes

! Conformément aux dispositions du réglement (CE) n° 2073/2005, le présent document concerne
uniquement la détection de L. monocytogenes. Toutefois, il pourrait étre intéressant de savoir que,
comme l'indique le Codex Alimentarius [3], « des programmes de contrble efficaces peuvent
également porter sur Listeria spp; leur présence étant un bon indicateur de conditions favorables a la
présence potentielle du Listeria monocytogenes ».
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d’échantillonnage successives sur un méme lieu de transformation alimentaire ayant déja
mis en ceuvre des mesures de prévention, il sera nécessaire de procéder au typage d’isolats
de L. monocytogenes par des techniques moléculaires basées sur la restriction de I’ADN
telles que la PFGE (électrophorése en champs pulsé) et la fAFLP (polymorphisme de longueur
de fragments amplifiés) ou basée sur I'amplification par PCR telle que la MLVA (Analyse de
variation du nombre de motifs dans des répétitions en tandem (VNTR)) pour déterminer si
les isolats appartiennent a un seul clone, qui serait donc persistant.

2 CHAMP D'APPLICATION

Les présentes lignes directrices précisent ou, comment et quand effectuer des prélevements
par frottement en vue de détecter L. monocytogenes sur les surfaces des lieux de
transformation et du matériel utilisé dans la production de denrées alimentaires prétes a
étre consommées.

REMARQUE 1 : les surfaces des lieux de transformation et du matériel utilisé ne sont pas les seuls
endroits a surveiller; le plan d’échantillonnage devrait également inclure les auxiliaires
technologiques (tels que I'air comprimé, la glace, la saumure, I'eau, I'eau d’évacuation), dont les
techniques d’échantillonnage ne sont pas couvertes dans le présent document.

REMARQUE 2 : aucun conseil ne sera donné ici sur la fréquence de I'échantillonnage, le nombre de
sites d’échantillonnage, le bien-fondé de regrouper les échantillons ou la nécessité de changer
régulierement de sites d’échantillonnage. Tous ces parametres doivent étre choisis au cas par cas,
selon une approche fondée sur une analyse de risque.

REMARQUE 3 : les présentes lignes directrices n’ont pas pour objet d’évaluer I'efficacité de nettoyage
et de désinfection.

3 REFERENCES NORMATIVES

Les documents de référence suivants devraient étre utilisés pour I'application du présent
document.

ISO 6887-1 Microbiologie des aliments — Préparation des échantillons, de la suspension mére et des
dilutions décimales en vue de I'examen microbiologique — Partie 1: Regles générales pour la
préparation de la suspension mere et des dilutions décimales

ISO 7218 Microbiologie des aliments — Exigences générales et recommandations

ISO 11290-1 Microbiologie des aliments — Méthode horizontale pour la recherche et le
dénombrement de Listeria monocytogenes — Partie 1 : Méthode de recherche

ISO/TS 11133 Microbiologie des aliments — Lignes directrices pour la préparation et la production des
milieux de culture
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4 CHOIX DES SITES D’ECHANTILLONNAGE

L. monocytogenes peut étre présente sur des surfaces visuellement propres, mais on la
retrouve le plus souvent sur des surfaces humides et souillées ou la bactérie est capable de
se développer et de persister [1, 7]. Les endroits difficiles a atteindre tels que les trous ou les
crevasses dans les matériaux fibreux, poreux, rouillés ou creux, ou encore le matériel difficile
a nettoyer, sont des niches potentielles qui devraient faire I'objet de prélévements. Il peut
étre difficile de prélever des échantillons dans les zones inaccessibles ou des débris
alimentaires peuvent s’accumuler. Ces zones devraient donc étre analysées aprés
démontage du matériel par I'équipe de maintenance. Il n’est pas recommandé d’utiliser le
rincage comme technique de prélevement dans de telles zones, car le ringage n'a pas la
méme efficacité que les méthodes par frottement pour détacher les micro-organismes des
surfaces.

Les préléevements devraient étre prévus fréqguemment dans les lieux olu le produit
alimentaire est exposé a une contamination, mais il peut s'avérer intéressant de prélever
également des échantillons de surface, a une moindre fréquence, dans les lieux ou le produit
n’est pas exposé a une contamination (lieux d’entreposage).

Le choix d’'un lieu d’échantillonnage doit se faire en fonction des données historiques
propres a chaque usine et aprés un examen minutieux du procédé de fabrication. Afin de
sélectionner les lieux d'échantillonnage, une liste non exhaustive de lieux est donnée ci-
dessous [4, 5, 8] :

- Surfaces qui ne sont pas en contact avec les aliments : caniveaux, sols, flaques d’eau sur
le sol, instruments de nettoyage, zones de lavage, appareils de pesage intégrés au sol,
tubes, rouleaux creux de tapis convoyeurs, transporteurs, armature d’équipements,
panneaux intérieurs d’équipements, plateaux d’égouttage de condensat, chariots
élévateurs, diables, chariots, roues de chariots, corbeilles a ordures, congélateurs,
machines a glace, ailettes de refroidissement dans les condenseurs, tabliers, murs et
parois, plafonds, points froids ou I'’eau se condense, isolant humide dans les murs ou
autour des tuyaux et des unités de refroidissement, joints en caoutchouc autour des
portes, notamment dans les équipements frigorifiques, intérieur des aspirateurs,
poignées de porte et robinets.

- Surfaces en contact avec les aliments : bandes transporteuses, trancheuses, planches a
découper, découpeuses, trémies, déchiqueteuses, malaxeuses, éplucheuses,
collecteurs, matériel de remplissage et d’emballage, conteneurs, autres ustensiles,
gants non jetables.
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5 MOMENT APPROPRIE POUR PROCEDER AUX PRELEVEMENTS

La détection de L. monocytogenes peut étre difficile si les échantillons sont prélevés
immédiatement ou peu de temps apres le nettoyage et la désinfection. Il se peut que les
cellules, endommagées par les agents chimiques employés pour le nettoyage et la
désinfection, soient encore vivantes, mais non cultivables, et par conséquent difficiles a
détecter [8]. Par ailleurs, il se peut également que des cellules subsistent dans des niches
malgré le nettoyage et la désinfection et ne soient donc pas détectées, alors qu’elles
deviennent plus accessibles aux prélevements une fois délogées sous I'effet des vibrations
du matériel et/ou du contact des niches avec les aliments et les liquides pendant la
production [9].

Par conséquent, pour augmenter la probabilité de détecter une souche persistante, le
prélevement devrait étre effectué au cours des étapes de transformation, aprés au moins
deux heures de production ou a la fin d’'un cycle de production, autrement dit avant
nettoyage et désinfection [4, 8-11]. Dans les lignes de transformation ol les produits
alimentaires sont fabriqués a partir de matiéres premiéres crues qui ne sont pas soumises a
un traitement réduisant la concentration de micro-organismes (fromages au lait cru par
exemple), L. monocytogenes dans un échantillon de surface prélevé au cours du cycle de
transformation peut aussi bien provenir de ces produits crus que des endroits ou des cellules
de L. monocytogenes peuvent persister dans |'environnement de transformation des
denrées alimentaires. Dans les usines ou I'on transforme des produits pasteurisés ou des
matieéres premiéres crues rarement contaminées (fromages au lait pasteurisé par exemple),
une souche de L. monocytogenes décelée dans un échantillon de surface devrait étre
considérée comme une souche de Listeria persistante.

Lorsque des denrées alimentaires qui pénétrent dans un lieu de transformation sont des
denrées crues ou des denrées qui ont été traitées pour diminuer leur charge microbienne
(par pasteurisation, microfiltration, etc.)z, les exploitants du secteur alimentaire devraient,
dans le cadre de leur plan HACCP, établir le nombre acceptable d’échantillons positifs, qui
peut étre fixé pour la recherche de L. monocytogenes, ceci a la fois sur les surfaces en
contact avec les aliments et également sur les surfaces qui ne sont pas en contact avec les
aliments. Des mesures correctives devront étre mises en ceuvre, conformément au plan
HACCP des exploitants, lorsque le nombre préétabli d’échantillons positifs sera dépassé3.
Lors de la transformation de matieres premieres crues, il est bien évident que des
prélévements aprés nettoyage et désinfection ou en début de production peuvent s’ajouter
a ceux pratiqués en cours de transformation. Cependant, I'absence de détection de
L. monocytogenes dans un prélevement réalisé apres nettoyage et désinfection peut

?Les denrées alimentaires et les ingrédients devraient étre analysés conformément au plan HACCP.

* Le nombre acceptable d’échantillons positifs pourrait &tre de zéro lorsque les denrées alimentaires
pénétrant dans les lieux de transformation ont subi un traitement pour diminuer leur charge
microbienne.
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entrainer un faux sentiment de sécurité. Inversement, la détection de L. monocytogenes sur
des surfaces en contact avec les aliments apres nettoyage et désinfection témoigne d'une
sérieuse insuffisance des procédures de nettoyage et de désinfection.

Lorsque la fréquence des prélevements n’est pas quotidienne, ces prélevements ne
devraient pas étre effectués systématiquement le ou les mémes jours de la semaine. Il peut
étre pertinent de prélever des échantillons aprés un entretien normal du matériel, aprés des
réparations effectuées sur le matériel, aprés un montage de pieces ou apres une
augmentation de la production, étant donné que toutes ces opérations peuvent accroitre le
risque d’'une contamination par L. monocytogenes.

6 DILUANTS UTILISES POUR HUMIDIFIER LES DISPOSITIFS DE PRELEVEMENT PAR
FROTTEMENT

6.1 DILUANTS SIMPLES

Dans les zones faciles a atteindre qui font I'objet de préléevements pendant ou a la fin de la
production, il convient d’utiliser des diluants simples ne contenant pas de neutralisant, afin
d’humidifier les écouvillons et tout autre matériel de prélevement par frottement.

Les diluants recommandés sont les suivants : eau peptonée a 1 g/l, eau peptonée salée ou
solution de Ringer diluée au quart, répartis dans des tubes ou des flacons, et stérilisés
pendant 15 min a 121 °C.

Les diluants tamponnés au phosphate ne sont pas recommandés pour une utilisation sur des
cellules bactériennes stressées. Les conditions hostiles qui regnent dans les lieux de
transformation alimentaire (sel, acide, produits de nettoyage et de désinfections, etc.)
engendrent un stress bactérien et les diluants de ce type peuvent avoir un effet néfaste sur
la cultivabilité des cellules bactériennes [12].

De méme, il est recommandé de ne pas utiliser de diluant contenant du neutralisant en
I'absence de désinfectant résiduel sur la surface a analyser. Un neutralisant utilisé pour
inactiver un désinfectant résiduel peut avoir un léger effet néfaste sur les cellules
bactériennes et un tel effet serait probablement amplifié en présence de cellules stressées.
De fait, il a été montré que les neutralisants réduisent le taux d'isolement de Salmonella
dans des échantillons de surface prélevés sur des sites de production [13].

Le bouillon de Fraser ou le bouillon Fraser demi ne devraient pas étre utilisés a la place d’un
diluant, car ils pourraient favoriser le développement de L. monocytogenes dans le site de
production.

6.2 DILUANTS CONTENANT DES NEUTRALISANTS

Dans les zones ou la présence de résidus de désinfectants est prévisible, ou lorsque des
échantillons sont prélevés immédiatement aprés désinfection, il convient d’utiliser des
diluants contenant des neutralisants pour humidifier les écouvillons ou tout autre matériel
de prélévement par frottement.
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Lorsque des composés chlorés ou libérant du chlore sont utilisés, le neutralisant choisi devrait
étre le thiosulfate de sodium. Pour d’autres substances actives, un certain nombre de
neutralisants sont disponibles (voir EN 1276 [14], EN 1650 [15], EN 13697 [16] et EN 13704 [17])
mais aucun d’entre eux ne convient pour la totalité des désinfectants (pas de neutralisant
« universel ») [18]. Un diluant neutralisant pouvant étre utilisé dans la plupart des situations
est décrit dans le tableau 1. Il conviendra de le répartir dans des tubes ou des flacons, et de
le stériliser pendant 15 min a 121 °C.

Tableau 1 : Diluant neutralisant qui peut étre utilisé dans la plupart des situations (selon
I'ISO 18593 [6])

Constituant Conc.
Monooléate de sorbitane (Polysorbate 80) 30 g/l
Lécithine 3g/l
Thiosulfate de sodium 5g/l
L-Histidine 1g/l
Saponine 30 g/l
Peptone 1g/l
Chlorure de sodium 8,5 g/l

7 MILIEUX DE CULTURE

Voir la norme EN ISO 11290-1 relative aux milieux de culture.

8 APPAREILLAGE ET VERRERIE

Pour les exigences générales, voir EN ISO 7218.
Pour les exigences propres a L. monocytogenes, voir EN ISO 11290-1 et amendement(s).
Equipement de laboratoire de microbiologie habituel et, en particulier, ce qui suit.

8.1. Dispositifs de prélevement par frottement
Ecouvillon, bétonnet stérilisé a extrémité en coton ou en matiére synthétique, conditionné
individuellement dans un tube stérilisé. La matiére utilisée devrait étre, documents a I'appui,

exempte de substances inhibitrices.

REMARQUE Pour certains types de surface, les résidus de coton peuvent contaminer les
parties internes de ces surfaces apres le prélevement.

Eponge, ou chiffonnette ou compresse tissée ou non tissée, stérilisée puis conditionnée
individuellement dans un sac en plastique stérilisé. La matiére utilisée devrait étre,
documents a I'appui, exempte de substances inhibitrices.
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8.2. Gants stérilisés jetables (facultatif)

8.3. Glaciére, avec blocs réfrigérants, isolante, capable de maintenir les
échantillons entre 1 et 8 °C pendant leur transport jusqu'au laboratoire (voir
EN ISO 7218)

8.4. Papier absorbant stérilisé, capable d’absorber I’eau stagnante (c’est-a-dire

les flaques d’eau sur le sol)
8.5. Agitateur, pour mélanger les liquides dans les tubes

8.6. Homogénéisateur péristaltique, pour préparer les suspensions initiales par
un mouvement péristaltique

9 ZONE A PRELEVER

La superficie des zones échantillonnées devrait étre aussi grande que possible afin
d’accroitre la probabilité de détecter L. monocytogenes. A cet égard, il est conseillé de
réaliser les prélévements sur une superficie de 1000 cm? & 3000 cm? (soit 0,1 m? & 0,3 m?) si
possible [6, 10, 11], autrement dit lorsque les zones sont dégagées et planes (transporteurs,
étageres, etc.).

Lorsque les zones a prélever sont petites et difficiles d’acceés (par exemple, intérieur de
rouleaux creux, boitier de moteur), il est préférable d’utiliser un écouvillon.

Lorsque les zones a prélever sont étendues, il est préférable d’utiliser une éponge, une
chiffonnette tissée ou non tissée ou une compresse. A la différence des écouvillons, elles
peuvent étre frottées plus énergiquement sur les surfaces et sont trés absorbantes. Il est
déconseillé d’utiliser des gabarits ou des régles graduées, car ces outils peuvent transférer
une contamination, et/ou leur désinfection peut interférer avec le test; cependant, les
dimensions de la zone prélevée doivent étre connues de facon approximative. A cet effet,
I'opérateur peut se rappeler que la longueur de l'avant-bras, de I'extrémité du majeur
jusqu’au coude (une coudée), est d’environ 45 cm. De méme, lorsque les doigts sont
entierement dépliés et écartés, la distance entre I'extrémité du pouce et celle du petit doigt
est d’environ 20 cm.

Les dimensions de la zone prélevée devraient étre constantes, de facon a pouvoir suivre les
évolutions au cours du temps.
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10 PREPARATION DES DISPOSITIFS DE PRELEVEMENT

Aucun matériel ayant séjourné dans un laboratoire de microbiologie ne devrait étre introduit
dans une zone de production de denrées alimentaires, pour éviter tout risque d'introduction
de contaminations.

Le matériel destiné au prélevement d’échantillons de surface et les vétements de protection
devraient étre entreposés et manipulés a I'écart des opérations du laboratoire, notamment
des locaux consacrés a I'analyse des pathogenes.

Les opérateurs devraient s’assurer qu’aucun objet utilisé pour le prélevement d’échantillons
n’est laissé dans la zone de production. A cet effet, le comptage de ces objets avant et aprés
le prélevement est recommandé.

10.1 ECOUVILLON

Un écouvillon peut étre utilisé a I'état sec ou humidifié. Dans le cas ou la zone a prélever est
humide, utiliser un écouvillon sec, et dans le cas ou la zone a prélever est seche, utiliser un
écouvillon humidifié. Dans le cas ou le prélévement doit se faire dans un lieu humide ou sec
ou I'on s’attend a la présence de résidus de désinfectants (ce qui est fréquent dans les zones
difficiles d'accés), il convient d’humidifier I'écouvillon avec un diluant contenant un
neutralisant (6.2).

Les écouvillons humidifiés peuvent étre préparés en conditions aseptiques au laboratoire
avant la campagne d'échantillonnage. Faire en sorte que I'extrémité de I’écouvillon touche
légérement la surface du diluant (6.1 ou 6.2) pour que I'écouvillon ne goutte pas [8]. Puis
remettre I"écouvillon dans le tube qui est ensuite hermétiguement fermé pour maintenir a la
fois la stérilité et 'humidité.

10.2 EPONGE, CHIFFONNETTE OU COMPRESSE TISSEE OU NON TISSEE

Avant de commencer la campagne d’échantillonnage, il est possible de préparer au
laboratoire les dispositifs de prélevement humidifiés a I'aide d’un volume approprié et
enregistré de diluant stérilisé (6.1 ou 6.2). Ce volume sera fixé de fagcon a ce que le dispositif
de prélevement ne goutte pas. Aprés avoir humidifié ce dernier, fermer le sac en plastique
d’une maniere qui garantira la stérilité et maintiendra I’humidité.

Si I’'humidification des dispositifs de prélevement est effectuée dans le site de production, il
n’est pas conseillé d’utiliser de flacons en verre pour conserver le diluant.
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11 PRELEVEMENT D’ECHANTILLONS
11.1 METHODE AVEC ECOUVILLON

Sortir un écouvillon de son tube, le frotter aussi énergiquement que possible en faisant
attention a ne pas le désintégrer et faire tourner I'écouvillon a l'intérieur de la piece
d’égquipement ou sur toute autre zone difficile d’accés a prélever.

Remettre I"écouvillon dans son tube d'origine; reboucher celui-ci de fagon a ce que
I’écouvillon soit protégé d'une contamination et que son extrémité reste humide jusqu’au
moment de I'analyse.

Apres le prélevement, la zone prélevée devrait étre essuyée avec une lingette imbibée
d’alcool.

11.2 METHODE AVEC EPONGE/CHIFFONNETTE/COMPRESSE

Dans le cas ou la zone a prélever est trop humide (par exemple, flaques d’eau sur le sol), le
liguide en excés devrait d'abord étre éliminé en appliqguant avec une légére pression du
papier absorbant stérilisé.

Ouvrir le sac en plastique contenant le dispositif de prélevement. Dans des conditions
aseptiques, sortir manuellement le dispositif de prélevement en portant des gants stériles.
Alternativement, le dispositif de prélévement peut étre saisi a travers le sac en plastique qui
est ensuite retourné pour venir recouvrir la main gantée, comme le montre la figure 1.

Essuyer énergiquement la totalité de la surface choisie, par un mouvement en zigzag, dans
deux directions perpendiculaires, en changeant la face du dispositif de prélevement.
Remettre le dispositif de prélévement dans le sac en plastique et fermer ce dernier de facon
a ce que le dispositif soit protégé d’une contamination et qu’il reste humide jusqu’au
moment de I'analyse.

Figure 1 : Dispositif de prélevement tenu a travers un sac en plastique

il

Aprés le prélevement, la zone prélevée devrait étre essuyée avec une lingette imbibée
d’alcool.
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12 TRANSPORT DES ECHANTILLONS, CONSERVATION, ET DEBUT DE L’ANALYSE

Transporter les échantillons dans une glaciéere (8.3) entre 1 et 8 °C.

Si nécessaire, conserver les échantillons au laboratoire a 3 °C + 2 °C. Procéder a I'examen des
échantillons aussi rapidement que possible, de préférence au plus tard 24 h apres leur
réception au laboratoire et dans tous les cas au maximum 36 h aprés le préléevement,
conformément 3 la norme EN ISO 7218 (clause 8.3, 3°™ paragraphe avant la fin et
paragraphe suivant sur les produits périssables). Le laps de temps écoulé avant I'analyse
devrait étre enregistré et consigné dans le rapport d’analyse.

13 ANALYSE DES ECHANTILLONS

13.1 METHODE AVEC ECOUVILLON

Ajouter un volume suffisant et au moins 9 ml de bouillon de Fraser demi (voir EN 1SO 11290-
1) dans le tube contenant un écouvillon de facon a ce que I'extrémité soit complétement
immergée dans le bouillon.

Mélanger soigneusement le contenu des tubes contenant des écouvillons a I'aide d’un
agitateur (8.5) pendant 30 s.

Procéder ensuite a la détection de L. monocytogenes conformément a la méthode de la
Norme EN ISO 11290-1 ou a une autre méthode validée.

13.2 METHODE AVEC EPONGE/CHIFFONNETTE/COMPRESSE

Ajouter 9 fois le poids du dispositif de prélevement humidifié, tel que préparé en 10.2, de
bouillon Fraser demi (voir EN I1ISO 11290-1) dans le sac en plastique contenant le dispositif de
prélévement qui doit étre entierement imbibé de bouillon.

Traiter le contenu des sacs dans un homogénéisateur péristaltique (8.6) pendant 1 min.

Procéder ensuite a la détection de L. monocytogenes conformément a la méthode de la
Norme EN ISO 11290-1 ou a une autre méthode validée.

14 EXPRESSION DES RESULTATS

I convient d’exprimer les résultats en termes de présence ou d’absence de
L. monocytogenes sur le site d'échantillonnage. Indiquer, si elle est connue, la taille de la
zone prélevée.
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