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La France, comme de nombreux pays, posseéde une industrie agro-alimentaire
relativement développée et exportatrice ; de ce fait, la listériose pose un double probléme
de santé publique et economique.

Ceci, associé a la peur éprouvee par cerfains consommateurs, doit amener les
pouvoirs publics & prendre des mesures d'hygiéne et de prévention.

C'est pourquoi, il nous a paru intéressant de faire la synthése des connaissances

sur :

- la bactériologie des Listeria,

- I'épidémiologie des listérioses,

- la pathologie des listerioses,

- le diagnostic des listérioses,

- le traitement des listérioses,

- la prévention des listérioses,

- la contamination des denrées alimentaires par les Listeria,

- |a détection des Listeria dans les aliments,

- les moyens de lutte contre les Listeria.

Néanmoins, de nombreuses incertitudes persistent comme nous le verrons et la

recherche a encore beaucoup de progres a faire dans l'optique de maitriser totalement

cette bactérie extrémement dangereuse pour certains ; nous nous proposons donc de citer
quelques caractéristiques qui mériteraient d'étre etudiees.
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Listeria monocytogenes, espéce-type du genre Listeria (du nom du chirurgien an-
glais Lord Lister) a eté isolee en 1926 par MURRAY et coll. (404) & I'Université de Cam-
bridge lors d'une épizootie chez des lapins et des cobayes présentant une mononucléose
sanguine et des lésions de nécrose hépatique ; ils lui donnérent le nom de Bacterium mo-

nocytogenes.

Mais, des infections a Listeria ont certainement été rencontrees avant cette pre-

miére description.

HULPHERS en Suéde I'a decrite en 1911 chez le lapin sous le nom de Baciflus hepatis.

DUMON et COTONI (155) isolérent, en 1918, un germe "diphtéroide" dans le liquide
cephalo-rachidien d'un soldat italien atteint de méningite purulente, en Champagne.

La publication mentionnait seulement l'existence d'une bactérie nouvelle évoquant le

"pacille du rouget du porc" ou Erysipelothrix rhusiopathiae.
La souche isolée avait été conservee a I'lnstitut Pasteur.

A partir de 1924, le germe a éte isole chez de nombreuses espéces et a regu diffe-

rents noms :
- chez la gerbille en Afrique par PIRIE (445) en 1927 (Listeria hepatolytica),
- chez le porc en 1924 par des russes (X Bacillus),
- chez le mouton en Nouvelle-Zélande par GILL en 1929 (Listerella ovis),
- chez d'autres animaux presentant des troubles moteurs par MATTHEWS en

1928, SEASTONE, BIESTER et SCHWARTE en 1939 (Listerella monocy-
togenes bovis ou suis selon |'espéce).
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D'autres noms ont été recensés & savoir :
- Corynebacterium infantisepticum,
- Corynebacterium parvulum,
- Erysipeiothrix monacytogenes.

Le premier isolement chez 'homme a été effectue par NYFELDT en 1929 lors d'un
syndrome mononuciéosique (Bacterium monocytogenes hominis) et des 1833, BURN a
demontré le réle de cette bactérie dans l'infection perinatale.

Le nom officiellement admis depuis 1941, suite aux travaux de COTONI (115), est

Listeria monocytogenes.

A partir de 1950, REISS, POTEL et KREBS (464) ont décrit la forme septicémique
du nouveau-né ou granutomatosis infantiseptica et SEELIGER (501) (502) a montré que
Listeria monocytogenes jouait un réle important en pathologie ; la relation entre la gestation
et la listériose est alors établie.

Mais, l'origine de la contamination est plus difficile & découvrir.

En ce qui concerne les animaux, une relation evidente entre les épisodes de listé-
riose et la consommation d'ensilage est reconnue dés 1960.

Chez 'homme, c'est seulement en 1981 qu'une origine alimentaire est prouvée et
que la premiere épidemie de 1985 en Californie due a la consommation d'un fromage frais
de type mexicain par la communauté hispano-américaine est élucidée.

Les autres épidémies importantes datent de 1981 au Canada ol est incriminée une
salade de chou, en 1983 au Massachusetts ol 'agent responsable est un lait pasteurisé,
en 1987 en Suisse suite a la consommation de Vacherin Mont d'Or produit dans le canton
de Vaud et enfin en 1992 en France ou 'agent est de la langue de porc en gelée.
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2éme PARTIE :

LE GERME
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I. POSITION TAXONOMIQUE.

Selon la classification frangaise de PREVOT (450), Listeria monocytogenes appar-
tient & l'ordre des "Actinobactériales", famille des Actinomycetaceae dont elle constitue le
sixieme genre voisin de Corynebacterium et Erysipelothrix.

La classification américaine du Bergey's Manual est différente :

- dans I'édition de 1957, Listeria monocytogenes est classée dans la famille des
Corynebacteriaceae avec les genres Corynebacterium, Erysipelothrix, Micro-
bacterium, Cellulomonas et Arthrobacter (535),

- dans I'édition de 1974, le germe est classé aprés la famille des Lactobacilla-
ceae dans une rubrique "genre d'affiliation incertaine” (80) (596) avec les
genres Erysipelothrix et Caryophanon.

Ce genre comprend quatre espéces : Listeria monocytogenes, Listeria denitrificans,
Listeria grayi et Listeria murrayi, mais Listeria monocytogenes est 'espéce-type du fait de la

rareté des autres.

STUART et coll. (536), a la suite d'expériences d'hybridation ADN-ADN ont proposé de
- créer un nouveau genre Murraya, comprenant Murraya grayi spp. grayi et Murraya grayi
spp. murrayi, mais ces taxons sont rarement rencontrés, et jamais & partir de matériel hu-

main.

- dans I'édition de 1986 (500), le genre Listeria est regroupé avec six autres
genres dans un ensemble hétérogéne de bacilles & Gram positif réguliers ne
formant pas de spore ou section 14 regular, nonsporing, Gram positive rods
d'aprés des résultats de taxonomie numérique et de séquengage de 'ARN
ribosomique 16S (Tableaux | et il). '

Ces conclusions sont corroborées par un faible G + C mol. %, la présence d'acides lipo-
téichoiques ainsi que l'absence d'acides mycoliques (473).
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Longtemps considéré comme proche des genres Listeria et Erysipelothrix, le genre Co-
rynebacterium a éte éloigné.

De plus, Listeria grayi, Listeria murrayi et Listeria denitrificans sont classées comme
étant d'affiliation incertaine.

Derniérement, Listeria denitrificans, décrite en 1948, a été retirée du genre Listeria sur
des arguments génétiques, chimiques, biochimiques et de microscopie électronique pour
étre classée dans le genre Jonesia comprenant I'espéce unique Jonesia denitrificans (472),
alors que Listeria murrayi et Listeria grayi ont éte reclassées dans le genre Listeria.

Le genre Listeria appartient donc au groupe des bacilles a Gram positif réguliers
ne formant pas de spore avec les genres Lactobacillus, Erysipelothrix, Brocothrix, Kurthia,
Caryophanon et Renibacterium ; Listeria monocytogenes en est l'espéce-type et sept espé-
ces (Figure 1) sont dénombrées :

- Listeria monocytogenes décrite en 1926,
- Listeria grayi décrite en 1966,

- Listeria murrayi décrite en 1973 (5682),

- Listeria innocua décrite en 1981 (507),

- Listeria seeligeri decrite en 1983,

- Listeria welshimeri décrite en 1983,

- Listeria ivanovii décrite en 1984 (508).
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Tableau | : Groupe des bacilles réguliers & Gram positif.

Catalase|Type resp|Mobilité Habitat
Lactobacillus - A.A.F - Produits fermentés
non pathogene

Bacilles fins sou-|Erysipelothrix - A.A.F - Rouget du porc:
vent en filaments pathogene
Bacilles fins sou-|Brochothrix + A.A.F - Produits carnés
vent en filaments non pathogéne
Bacilles courts Listeria + A.A.F + Saprophyte:pathogéne
souvent en courtes 20-25°C{chez 1'homme et
chainettes l'animal
Bacilles en chain-|Kurthia + A.S + Intestin des animaux
nettes, coccoides de la ferme
dans les cultures Produits carnés
agées non pathogéne
Bacilles courts en Carvophanon + A.S + Intestin de la vache
chainettes non pathogéne
Bacilles courts Renibacterium + A.S - Pathogéne du poisson
souvent par paires

A.A.F : aéro-anaérobie facultatif
A.S aérobie strict
Tableau Hl : Principaux caractéres différentiels des bactéries 8 Gram positif
(morphologie exclue).
Listeria Coryné- Enterococcus Erysipelothrix Streptoccus
monocytogenes bactéries faecalis Lactobacillus  rhusiopathiae  Bacillus agalactiae
Mobilité +(25°C) - - - - + -
Granulations
métachromatiques - + - - - - -
|_Spores - - - - - ¥ -
Catalase + + - - - +. -
Hémolyse + d + - - ¥ ¥
Nitrates - +(-) - - \ - + -
Mannitol - - + -ou + - ¥ -
Esculine + - + - - - -
Uréase - - ou + - - - -ou + -
SH, - - - - + - -
Test Anton + - - - y - -
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Figure 1 : Structure phylogéneétique du genre Listeria.
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Listeria innocua a été isolée a partir de l'environnement par SEELIGER (507) en
1981 et est considérée comme une espéce non pathogéne.

Listeria seeligeri et Listeria welshimeri ont été décrites en 1983 par ROCOURT et
GRIMONT (468) et classées primitivement comme Listeria monocytogenes non pathoge-
nes et ensuite distinguées par des études d'hybridation ADN-ADN (467).

Listeria ivanovii a été décrite précédemment sous le nhom de Listeria monocytoge-

'nes sérovar 5 ou Listeria bulgarica en 1975 par IVANOV et appelée Listeria ivanovii depuis
1984 ; elle est uniquement responsable de maladies chez le mouton (508).

Il. HABITAT. (336)

Listeria monocytogenes est une bactérie ubiquitaire présentant les caractéres
d'une bactérie tellurique puisqu'on la retrouve dans :

- le sol ol1 l'extréme résistance est fonction de la nature du terrain, de la tempé-
rature ambiante et de la saison malgré I'absence de spore.

Elle peut survivre un a deux ans dans le sol alors que dans un prélévement maintenu a
4°C, la survie peut étre de plusieurs annees.
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- la végétation ol elle est présente dans 10 % des ensilages et d'autant plus
qu'ils sont de mauvaise qualité et donc que leur pH augmente, favorisant
ainsi la survie et la multiplication du germe.

Elle est présente sur les pourtours et en surface du silo mais aussi dans le fumier, les
plantes, la paille, les poussiéres et les boues.

L'environnement plante - sol constitue donc un réservoir mais le probléme est de sa-
voir si c'est une flore normale ou s'il y a eu contamination.

- I'eau : Listeria monocytogenes est souvent présente dans les eaux de riviére et
les effluents mais jamais dans l'eau de mer.

- 'homme et les animaux (63) (471) :

. le taux de portage dans les matiéres fécales (147), la gorge et le pharynx
d'individus sains varie selon les auteurs de 0,6 a 44 % (173) (294),

. 10 & 30 % des ovins, bovins, porcins, poulets, animaux sauvages sont
porteurs de Listeria monocytogenes au niveau des sécrétions nasales et
des matiéres fécales.

Iil. CARACTERES BIOCHIMIQUES. (336)

Listeria monocytogenes est un bacille & Gram positif, aéro-anaérobie facultatif avec

tendance a la microaérophilie, psychrotrophique, catalase + et oxydase -.
. 1. METABOLISME GLUCIDIQUE.

Il est de type fermentatif donnant naissance & du phosphate de dihydroxyacétone
et du glycéraldéhyde lequel est transformé en acide pyruvique puis en acide lactique, étha-
nol et butanédiol et ceci sans production de gaz ; cette séquence chimique est connue
sous le nom de voie d'Embden-Meyerhof.
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Sont fermentés les glucose, fructose, mannose, L-rhamnose, méthyl-D-
mannoside, amygdaline, salicine, cellobiose, maltose, tréhalose, gentobiose, D-arabitol,
lévulose, lactose, saccharose, glycerine, dextrine, galactose, melezitose, sorbitol alors que
les D-lyxose, mannitol, amidon, D-xylose, arabinose, raffinose, mannite, dulcite, inuline,
inositol, dulcitol et adonitol ne le sont pas.

L'esculine est hydrolysée rapidement en esculétine ou 6,7 dihydroxycoumarine et

D-glucose grace a une B-glucosidase.
Un systéme phosphoénolpyruvate (PEP) : fructose phosphotransférase (PTS) gé-
nérant du fructose-1-phosphate et permettant l'initialisation du métabolisme glucidique a

été mis en évidence chez Listeria monocytogenes (397).

Itl. 2. METABOLISME AZOTE.

Il est peu actif et on peut remarquer :
- l'absence de nitrate réeductase,
- l'absence d'uréase car l'urée n'est pas hydrolysée,
- labsence de production d'indole et de H,S,

- labsence d'activité protéolytique du fait que Listeria monocytogenes ne liquéfie
pas la gélatine ni le sérum coagulé,

- l'acidification du lait tournesolé sans coagulation.

lil. 3. METABOLISME LIPIDIQUE.

KHAN et coll. {291) ont mis en évidence la présence d'une lipase et/ou lécithinase
suite a 'hémolyse sur gélose au sang de cheval contenant comme substrat du jaune d'ceuf,
de la lecithine et de la tributyrine.
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ill. 4. AUTRES CARACTERES DE DIFFERENCIATION AVEC LES AUTRES
ESPECES. (Tableau lll) (Figure 2) (Annexe |)

Il s'agit de :

- la réaction de Voges-Proskauer en presence de potasse et d'a-naphtol posi-

tive : couleur rouge vif en raison de la production d'acétoine par fermentation
du 2, 3 butanédiol,

- la réaction au rouge de méthyle positive par virage au rouge vif du fait de la
fermentation acide-gaz mixte,

- 'hémolyse sur gélose au sang de mouton,

- le test de CAMP : hémolyse en présence de Staphylococcus aureus et Rho-
dococcus equi (469),

EPREUVE DE CAMP

-Reéalisation

Ensemencer une souche de Staphylococcus aureus B-hémolytique (telle que
ATCC 25178) et une souche de Rhodococcus equi (telle NCTC 1621), de maniére
verticale, sur la gélose au sang de mouton. Espacer ces deux stries verticales afin
de pouvoir ensemencer entre elles, a l'horizontale, et sans les toucher, les
souches a examiner.

Aprés 24 - 48 heures d'incubation a 35°C, examiner les boites pour observer Ia
réaction d'hémolyse dans la zone adjacente aux stries verticales.

L'némolyse produite par L. monocytogenes est exaltee a proximité de la strie du
Staphylococcus ; 'hémolyse produite par L. ivanovii est exaltée a proximité de ia
sirie de Ahodococcus.

Lors de cette épreuve, les autres especes demeurent non hemolytiques.

L'épreuve de Camp permet la différenciation entre L. ivanovii et L. seeligeri, et
celle des souches de L. seeligeri faiblement hémolytiques. qui ont pu étre lues non
nemolytiques, de L. welshimeri.

-Commentaires

N3

Cette épreuve facilite 'appreciation du pouvoir B-hémolytique des espéces L.
monocytogenes et surtout L. seeligeri. Il est recommandeé d'utiiser une souche de
S. aureus ayant une zone de B-hémolyse importante et une souche de
Rhodococcus equi qui, en exaltant la B-hémolyse de L. ivanovii, la fait paraitre
sous un aspect caractéristique en forme de pelle.

Les deux souches sont disponibles au Laboratoire Central d'Hygiéne Alimentaire -
43, rue de Dantzig - 75015 PARIS.
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- le pouvair pathogéne pour la souris par injection par voie intrapéritonéale
d'une suspension concentrée (10° cellules) entrainant la mort de la souris
dans une période de 7 jours,

POUVOIR PATHOGENE POUR LA SQURIS

Faire développer la cuiture en TSB-YE pendant 24 heures a 35°C. Ensemencer
une deuxieme fois dans 2 tubes de TSB-YE pendant 24 heures a 35°C.

- A partir des deux tubes, rassembler au total 10 ml de culture dans un tube de
16x125 mm bouché a vis et centrifuger & 1600xg pendant 30 mn. Eliminer le

surnageant et remettre en suspension le culot avec 1 mi de solution a 0,85 p. 100
de chlorure de sodium.

Cette suspension contiendra approximativement 1010 bactéries par ml.
Injecter par voie intrapéritonéale des souris blanches de race Suisse de 16-18 g

avec 0,1 ml de la suspension concentrée. Chaque souris regoit ainsi 109 cellules
_microbiennes.

Observer la mort de I'animal pendant une période de sept jours.

Les souches non pathogénes ne tuent pas, mais 109 cellules pathogénes tueront
généralement en moins de cing jours.

Cette épreuve devra étre contrblée avec des souches reconnues pathogénes et
non pathogénes.

- le test d'ANTON par introduction dans le sac conjonctival de I'ceil de lapin ou
de cobaye de 2 & 3 gouttes d'une suspension bactérienne et apparition

d'une conjonctivite purulente en 2 & 5 jours guérie par administration locale
d'ampicilline.

IV. MORPHOLOGIE ET STRUCTURE. (336)

Listeria monocytogenes est un bacille Gram positif de 0,5 um & 2 ym de long, as-
porulé, acapsulé bien qu'une capsule ait été observée dans certaines conditions de culture
(503), immobile & 37°C, mobile & 20°C par 4 & 5 cils péritriches (mobilité en pirouette a
I'état frais, en sapin renversé ou en ombrelle ou en parapluie sur gélose mobilité), ne pos-
sédant pas de granulations métachromatiques.
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Tableau Il : Diagnostic différentiel des especes du genre Listeria.

Groupe x Reduction Pouvoir
. Hémo- |Camp testiCamp test| D° Le* methyl®* 5 . .
geno- | Serovars lyse S. sureus| R. equi !xylosa|rhamose| D-manno- "'","'. Mannitol | patho- Habitat
mique side en nitrile gene
1/2a.b, ¢, aaux — Vvé-
3a,b, ¢ getaux -
:" :\:er;ocy- 1 4a, &b, b, + + - - + + - - + salles de
og c, d e . ‘homme et
7 des animaux
R [ n —— PR —_
: a‘ff’r'pc»r‘mge chez
L. fvanovii 2 5 + - + + - - - - Cer::zn Ie,ll'homrma el
mouton les arnimaux
esux -~ ve-
6a, b getaux -
L. innocua 3 4dab - - - - d + - - - selles de
S.nd 'homme et
des animaux
végétaux en
L. walshimeri 4 6a, b - - - + d + - - - décomposi-
thon
1/2b evironnaoment
L. sealigeri 5 |4c, ¢.6b + . - . - - - - - l‘m:’s‘i':“’“‘:m;
S.ng N janimaux
compaosi- féces deas
L grayl HG  jtion antiH - - - -~ - n.d - + - chinchillas
genique habitat natu-
idantique rel Inconnu
at gifté-
ronts ges|
. murreyl HG  {autrms - - - - - nd + + - sol at vége-
Listeria tanix
“en t & 4 Jours
“* en ! 4 2 jours
HG Hors groupe
S.nd Serotype non Getermine
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Figure 2 : Schéma dichotomique pour lidentification d'une souche bactérienne apparte-

nant au genre Listeria (Listeria murrayi exclue).
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La morphologie est variable puisque deux formes peuvent étre rencontrées :

- des batonnets fins, courts, petits (coccoides), trapus, réguliers, de 0,44 0,5
pgm de diamétre, de 0,5 a2 2 pm de longueur, & extrémités arrondies, parfois
incurves ou effilés, seuls ou en paires ou en courtes chainettes (3 & 5 bacteé-
ries) présentant un arrangement en palissade eévoquant des Corynébactéries
ouenvy,

- des coques allongés, irreguliers, isolés, en diplo ou en courtes chainettes,
rappelant les Streptocoques et les Enterocoques.

Les cultures agées donnent des formes filamenteuses se décolorant facilement et
- pouvant étre confondues avec des cuitures d'Haemophilus.

Dans les produits pathologiques, Listeria monocytogenes a I'aspect d'un batonnet
assez court, trapu de 1 & 15 pm de long, extra ou intracellulaire.

Incluse dans le cytoplasme des grands mononuciéaires, elle se dispose en amas enche-
vétrés, en "paquet d'épingles”.

KEELER et coll. (298) ont étudié la structure de la paroi et ont mis en évidence
une fraction protéique, des sucres aminés et 5 amino acides ; ils pensent que le facteur
lipidique isolé par STANLEY (531) et produisant une monocytose sanguine chez les ani-
maux monogastriques serait €galement localisé a ce niveau.
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De plus, CONKLIN et coll. (111) ont isole, par extraction phénolique, un composé
toxique pour 'embryon de poulet voisin d'une endotoxine et similaire au lipopolysaccharide
de Salmonella abortus equi, agent d'avortement chez les animaux.

FIEDLER (190) a proposé un modele macromoléculaire de l'organisation de la
paroi cellulaire.

Des micrographes électroniques de celle-ci ont montre qu'elle était typique des bactéries
Gram positif c'est-a-dire une fine structure homogene entourant la membrane cytoplasmi-
que et sans membrane externe caractéristique des bactéries Gram negatif.

Les parois cellulaires isolées séches sont constituees d'environ 35 % de peptidoglycane
se composant d'acide méso-diaminopimeélique.

Les hydrates de carbone sont essentiellement représentés par des acides téichofques a
savoir des polyméres liés de fagon covalente 2 un site spécifique du peptidoglycane.

Ces acides sont composés de glycérol ou de ribitol, de sucres neutres, de sucres N-
acétylaminés et de phosphate. ‘

Deux types d'acides téicholques existent parmi les sérotypes de Listeria.

‘Dans les premiers, les résidus ribitol sont lies de fagon covalente par des ponts phospho-
diester entre C1 et C5 et sont parfois substitués par de la N-acétylgiucosamine en C2 ; ce
type est associé aux sérotypes 1/2a, betc, 3a, betcet 7.

Dans le second, la N-acétylglucosamine est intégrée dans la chaine ; ce type est associé
aux sérotypes 4a, b et d ; les parois cellulaires contiennent aussi des acides lipotéichoiques
dans lesquels une moitié glycolipidigue comme un diglycéride galactosyl-glucosyl est lie de
facon covalente a un phosphomonoester terminal de l'acide teéichoique. Cette région lipidi-
gue relie la chaine polymére & la membrane cytoplasmique.

Une protéine de la paroi cellulaire (P58) a eté purifiee a partir de Listeria monocy-
togenes par extraction avec un détergent et chromatographie en gel puis caracterisée (33).




-7 -

Elle a un poids moleéculaire de 58 kDa, est fortement hydrophobe, contient des groupe-
ments thiol et est située partiellement & la surface des celluies bactériennes.

La production de cette protéine predomine chez Listeria monocytogenes alors qu'elle est
indétectable chez Listeria seeligeri et Listeria innocua.

Les souris qui survivent a l'infection listérienne expérimentale produisent des anticorps

contre P58 ; cette protéine pourrait donc étre utilisée comme marqueur pour le sérodia-
gnostic de la listériose.

V. CARACTERES CULTURAUX ET CROISSANCE. (336)

Divers facteurs ont été étudiés

- latempérature : Listeria résiste et peut se développer au froid du fait de son

caractére psychrophile.

La température optimale de culture est située aux alentours de 30-37°C mais Listeria

peut se développer entre 4 et 45°C (350).
Selon AUDURIER et BERCHE, des cultures restent viables plusieurs mois a la tempéra-
-ture du laboratoire et plusieurs années & 4°C (336) ; la croissance a 4°C représente donc

un intérét pour l'isolement a partir des produits pathologiques.

Listeria est sensible a la chaleur et la pasteurisation la détruit bien que I'on ait des don-

nées contradictoires a ce sujet ; la destruction débute dés 55°C.
Listeria compte parmi les plus thermotolérants des germes non sporulés.

- le potentiel d'oxydoréduction . Listeria présente un métabolisme aéro-anaéro-

bie facultatif avec une nette tendance a la microaérophilie.

Par contre, SEELIGER, BOJSEN MOLLER, SUC et MOATT]I affirment que la croissance
est plus abondante sous une tension réduite en oxygene et ils préconisent des cultures
dans des conditions faiblement aérobies ou en atmosphére enrichie en gaz carbonique.
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BUCHANAN et coll. (85) pensent que la présence d'oxygene, lors de l'incubation en aé-
robiose, inactive Listeria monocytogenes.

D'autres pensent que la présence d'oxygene permet a Listeria monocytogenes de sup-
porter des pH acides (186).

- le pH : la croissance est obtenue entre pH 5,6 et 9,6 avec un optimum a pH
neutre.

- l'activité de l'eau : Listeria peut se développer dans des milieux contenant
10 % de NaCl a pH 7 et & 25°C (359) et peut survivre pendant 15 jours dans
10,5 % de NaCl a 37°C (512), 1 an dans 16 % de NaCl & pH 6 (271), 8 se-
maines dans 20 % de NaCl a 4°C (504).

- les additifs : les nitrites (290) seuls ne peuvent pas inhiber Listeria mais l'as-
sociation de 100 ppm de nitrites, de 3 % de NaCl et un pH de §,5 a 4°C
s'avere intéressante pour inhiber une culture de Listeria (83) (359) (360).

Listeria est sensible au pfopionate de sodium a 0,3 % (pH 5-5,6, 13 et 35°C) (168) et &

8 % (77), au benzoate de sodiumde 0,8 21 % a 7°C (161), 4 0,3 % (pH 5-5,6, 13 et 35°C)

(163) (608), au sorbate de potassium & 1 % (76), 0,3 % a pH 5 ou 0,15 % a pH 5 (acide

tartrique) (163) (167), au BHA (100 ppm), au BHT (300 ppm) et a la tertiobutylhydroqui-

| none ( TBHQ) (10 ppm) ; TBHQ est plus polaire que le BHA et le BHT donc une plus petite
proportion est incorporée dans la phase lipidique des aliments (610).

- les intéractions :

. température - salinité : Listeria survit d'autant mieux en milieu hypersalé
(25,5 % de NaCl soit Aw = 0,72) que la température est proche de 0°C
(109) (359) (360) (512) . '

. pH - salinité - nitrites : 'association semble diminuer le seuil inhibiteur de
chacun d'eux utilisé seul (511).
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. Listeria - flore compétitive . les bactéries lactiques (3) (41) (50) (124) (135)
(136) (197) (244) (252) (253) (269) (340) (384) (413) (451) (480) (495)
(496) (498) (525) (528) (554) (599) (611) et les carncbactéries (86) (87)
(497) inhibent Listeria en occupant les mémes niches écologiques ou en
produisant des bactériocines a effet bactériostatique ou bactéricide mais
Pseudomonas ne semble pas affecter la culture de Listeria (193) (380).

- les désinfectants : Listeria monocytogenes n'est pas un germe particuliere-

ment résistant puisgue des mesures simples de nettoyage - désinfection
sont efficaces.

En effet, Listeria est sensible aux aldéhydes (5657), aux produits chlorés (chiore (158),
hypochlorite de sodium (330), disochlorine (557)), aux produits iodés, aux ammoniums |
quaternaires (198) (557), aux composés phénocliques (557) et aux alcools (557) dans les
conditions habituelles de leur emploi (température, temps d'action, concentration) (405).

BEST et coll. (44), ont montré l'efficacité du gluconate de chlorhexidine, du glutaraldé-
hyde, de la chloramine-T, de l'acide phosphorique et du formaldéhyde.

Plusieurs formulations de décontamination ont été étudiées pour désinfecter des surfa-
ces en polypropyléne et en acier inoxydable (374) (376) artificiellement contaminées par

Listeria monocytogenes a savoir (482) :

- Une suspension pure de chaque listériaphage (H387, H387-A et 2671) de la
famille des Siphoviridae,

- un mélange de quantités égales de ces 3 phages,

- 1 & 100 ppm de solution de désinfectant chimique ; le QUATAL (N-
alkyldiméthyl-benzylammonium HCI 10,5 % et glutaraldehyde 5,5 %),

- une combinaison de phages et de QUATAL.
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Les résultats de ces expériences montrent que :

- les suspensions de phages a des concentrations de 3,5.10° PFU/ml sont aussi effica-
ces qu'une solution & 20 ppm de composé ammonium quaternaire (QUATAL) dans la

reduction des populations de Listeria monocytogenes,
- l'efficacité des 3 phages est équivalente sur les deux surfaces,

- le mélange des 3 phages présente une meilleure efficacité sur I'acier inoxydable que
sur le polypropyléne ce qui suggere un effet synergique des 3 phages quand ils sont
utilisés en combinaison pour desinfecter les surfaces en acier inoxydable,

- le développement de résistance contre les bactériophages, phénomeéne bien connu,
peut étre minimiseé ou évité en utilisant des mélanges de 2 ou plusieurs phages ayant
un mode d'infection des celiules bactériennes différent,

- les combinaisons de deux ou plusieurs phages ou les suspensions phages-QUATAL
présentént une activité synergique donc ['utilisation des listériaphages en combinai-
son avec un désinfectant chimique peut améliorer le taux de destruction de Listeria
monocytogenes ; Ila combinaison d'un désinfectant biologique et d'un désinfectant
chimique apparait donc plus efficace que ['utilisation de chacun individueliement,

- une concentration en QUATAL de 50 ppm est nécessaire a la destruction totale de

toutes les souches sur surfaces en acier inoxydable et en polypropyléne,

- la suspension listériaphage-QUATAL est plus efficace pour inactiver les cellules Listeria

sur surfaces en acier inoxydable que sur polypropyléne,

- lactivité biologique des 3 phages n'est pas affectée par des concentrations en QUA-
TAL de 50 ppm et un temps de contact de 4h mais des concentrations de 75 a 100 .

ppm réduisent les titres phagiques,

En raison de leur spécificité élevée, les bactériophages ont des impacts minimes sur I'éco-
logie microbienne des aliments, des matériaux de fabrication et de I'environnement et I'effi-
cacité des composés chimiques peut étre influencée par des facteurs de l'environnement
comme le pH, les résidus organiques, la durete de l'eau et la température.
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De ce fait, I'addition de listériaphages & un composé ammonium quaternaire permet de
reduire la concentration des produits chimiques pour détruire la population entiére des cel-
lules de Listeria contaminantes.

La combinaison d'un agent chimique avec des bactériophages apparait donc étre un
moyen de réduire la concentration en composes dangereux pour l'environnement tout en

maintenant la méme activité désinfectante envers Listeria monocytogenes.

L'effet synergique observe des listeriaphages et de QUATAL montre donc une voie d'accés
prometteuse dans I'amelioration du niveau de destruction.

Mais, des travaux supplémentaires doivent étre faits pour optimiser les conditions physi-
ques et chimiques et ameliorer l'efficacité de cette nouvelle approche de biodésinfection.

- les antibiotiques : Listeria monocytogenes est sensible a de nombreux antibio-

tiques notamment la pénicilline G, I'ampicilline et 'amoxicilline.

Peu de résistance a éte démontrée.

Listeria monocytogenes n'est pas modifiée par la dessiccation et par la lumiére.

Elle cultive en présence de 40 % de bile, de 0,5 % de tellurite de potassium, de
polymyxine et d'acide nalidixique mais pas en présence de citrate de sodium.

L'adjonction de glucose (443) favorise la culture.
En effet, toutes les espéces se développent en présence de glucose et par voie aérobie
forment de l'acide lactique et/ou de l'acide acétique alors que la voie anaérobie ne donne

lieu qu'a la formation d'acide acétique.

Au cours de l'incubation aérobie, de petites quantités d'acide isovalérique, d'acide 2-
hydroxyisovalérique et des traces d'acide isobutyrique sont formées.

L'ajout de leucine stimule la formation d'acide isovalerique.
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Les fermentations anaérobies du glucose sont suivies de 60 & 80 % de lyse cellulaire
mais celle-ci est moins importante en condition aérobie.

Par voie anaérobie, seuls les hexoses et les pentoses favorisent la croissance tandis que
par voie aérobie, le maltose et le lactose favorisent la croissance de certaines souches mais
le saccharose ne favorise pas la croissance de I'ensemble des souches.

Listeria grayi et Listeria murrayi utilisent les galactose et glucose pour leur croissance
alors que Listeria monocytogenes et Listeria innocua n'utilisent que le glucose.

La glucosamine, la N-acétylglucosamine et I'acide N-acétyl muranique favorisent les
croissances aérobie et anaérobie, tout comme le glucose et leur présence stimule I'utilisa-
tion du lactose par les souches "lactose-negatives'.

La croissance en présence de N-acétyl-glucosamine et d'acide N-acétyl muranique,
composeés des parois cellulaires bactériennes et fongiques, suggeére que la digestion des
bactéries et des champignhons présents dans les aliments peut permettre la colonisation et
la survie de Listeria monocytogenes dans ces aliments en raison de la capacité de Listeria
monocytogenes a utiliser le trehalose et le cellobiose des champignons.

Le glucose, la caseéine, la chitine et les parois cellulaires bactériennes (Lactococcus lac-
tis) permettent la survie.

Il a eté suggéré que Listeria monocytogenes puisse digérer les parois cellulaires de la
microflore secondaire et obtenir le carbone et I'énergie durant la colonisation des aliments.

L'étude des besoins nutritionnels et métaboliques de Listeria monocytogenes
montre que les acides aminés tels que la leucine, lisoleucine, la valine et la cystéine sont
indispensables et que la présence d'ions Fe?*, Mg*, Ca** et l'adjonction de thioglycolate

sont nécessaires (456).

Sur gélose nutritive, les colonies sont rondes, lisses, transiucides, petites (moins
de 1 mm de diamétre), dites smooth mais apres guelques jours elles s'élargissent, s'opaci-

fient (type rough).
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La méthode de HENRY (261) en transillumination oblique permet d'observer des colo-
nies de coloration bleu-vert.

Sur gélose au sang, les colonies sont lisses, legérement bombées et présentent

une zone d'hemolyse de type B.

En milieu liquide, Listeria donne un trouble intense et homogene.
VI. STRUCTURE ANTIGENIQUE. (336) (Tableaux IV et V)

En 1935, SEASTONE puis JULANIELLE et PONS ont divisé le genre Listeria en
deux groupes sérologiques : le type | isolé chez les rongeurs et le type Il isolé chez les

mammiféres.

En 1940, PATERSON l'a divisé en quatre types sérologiques en se basant sur
I'étude des antigénes somatiques O et flagellaires H ; les types 1, 3 et 4 different par l'anti-
géne 0 et le type 2 a un antigéne H différent.

Enfin, SEELIGER (505) (506) et DONKER-VOET (147) ont complété ce schéma
antigénique par l'introduction de nouveaux types pour aboutir a la classification actuelle.

Les acides téichoiques de la paroi représentent les antigénes somatiques 0 au nombre
de 15 et numérotés de | & XV.

Les cils conférent & la bactérie une propriété antigénique H dont 5 antigénes ont été
individualisés et auxquels on attribue les lettres A, B, C, D, E.

La combinaison des deux types antigéniques 0 et H définit le sérovar complet de la sou-

che.
On distingue actuellement 18 sérovars a savoir 1/2 (a, b, ¢), 3 (a, b, ¢), 4 (g, ab, b, ¢, d,
e f g), 5 6 (a, b), 7 dont certains sont spécifiques d'une espéce donnée comme le sérovar

5 qui est spécifique de Listeria ivanovii.

L'antigéne flagellaire E est spécifique de Listeria grayi et Listeria murrayi.
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Les sérovars 1/2a, 1/2b et surtout 4b sont le plus souvent rencontrés en France chez
I'homme.

Il n'y a pas de rapport entre un sérovar particulier et son origine géographique.
Des antigénes communs existent entre Listeria, Staphylococcus aureus, Streptococcus

faecalis et Bacillus.

Ce sérotypage est réalisé par agglutination sur lame au moyen d'antiseérums spe-

cifigues et compléte du lysotypage.

Le gene flaA (152) codant pour la protéine flagellaire de Listeria monocytogenes a
été isolé en utilisant un anticorps monoclonal specifique de flagelle.

L'analyse de la séquence ADN d'un clone positif révéle la présence d'une zone de lec-
ture ouverte de 287 acides aminés de masse moléculaire 30,4 kDa.

La comparaison de cette séquence avec les flagelles d'autres bactéries montre un degré
significatif d'homologie aux extrémités N et C de la protéine.

L'ARNm flagellaire a une taille de 1 kb, taille attendue pour un ARNm monocistronique
et I'expression dépendante de la température des flagelles est régulée au niveau transcrip-
tionnel.
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Tableau IV : Sérovars de Listeria monocytogenes et des espéces voisines (506).

Désignation
Soali Antigénes 0 Antigéngs H
eeliger et
Patsrsan Donker-Voer
1 12 a (i) A B
172 b oo ABC
2 172 ¢ o) B D
3 Ja [T (T A B
3b o) v (X (xun) ABC
3¢ oW (i} {xn) B D
4 434 ] ™ Vil X ABC
4 ab (y) v VoW X X ABC
4b (g vV v ABC .
4¢ (i v Vil ABC :
44 {mj v w Vil ABC
4e ()} (VY vy (IX) ABC ~
Listeria ivanovii 5 (1} v v {vill} X ABC =
77 i) XX ABC
Listeria innocua {n) 6afaf) () Vo) (W {1X) XY ABC
6 b{4 g} () Vv v X XX ABC
M. grayi subsp grayi {1H) Xl Xiv E
M. gray1 subsp murrayi ey Xi Xv £
{2) D'autres combinsisons sont connuas.
Tableau V : Répartition des différents sérovars.

L.monocvtogenes |L.ivanoviiiL.innocual|lL.welshimeri|L.seeligeri|L.murravi
L.gravi
composition

serovar 1/2 (a,b,c) 6 (a,b) 1/2b antigénique
3 (a,b,c) 4 (ab) 6 (a,b) 4 (c,qd) identique

4 (a,ab,b,c,d,e) S.nd 6b mais diffé-

' 7 S.nd rent des
autres L.

S.nd sérotype non détermineé
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VIl. BACTERIOCYNOTYPIE. (336)

Listeria monocytogenes élabore des bactériocines appelées monocines de HA-
MON (122) (240) (326) (427) ; cela permet d'envisager une bactériocynotypie.

Ces monacines sont également actives sur d'autres souches de Listeria, sur certains

Bacillus aureus, Bacillus mycoides et sur certains Microcoques.
Des bactériophages (279) (539), isolés de souches lysogénes, sont utilisés pour la

lysotypie (12) (13) (14) (426) (470) (474) (475).

Un lot de 29 bactériophages a permis de reconnaitre chs!ysotypes (370) (371).

Cette méthode se réveéle étre efficace pour déterminer l'origine de certains foyers épi-
démiques.

La lysotypie doit étre précédée de la sérotypie car les phages ont une activité lytique

spécifique de sérovar.

Malheureusement, elle n'a pas permis d'établir de relation phagovar - sérovar - hote -
origine géographique.




3éme PARTIE :

| EPIDEMIOLOGIE
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I. CARACTERISTIQUES GENERALES. (477)

I. 1. INCIDENCE. (463) (476)

La listériose est une maladie relativement peu frequente avec 10 & 15 cas par mil-
lion d’habitants.

En 1984, l'analyse de GOULET et coll. (228) a permis d'estimer & 1,13 pour
100000 habitants la fréquence de cette maladie alors que I'étude de RALOVICH (457) l'es-
time a 0,327.

Mais depuis 1986, il semblerait que l'incidence fléchisse et ceci peut-étre grace
aux efforts des réseaux de surveillance et de prévention ; cela est encore trop t6t pour I'af-
firmer.

En effet, le nombre de cas pour 100000 habitants était de 2 en 1986, de 1,6 en 1987,
de 1,5 en 1988 et 1989 et de 1,1 en 1990.

Ce fléchissement concerne essentiellement les formes materno-néonatales dont linci-
dence est passée de 67 en 1986 a 30 en 1990.

Mais les femmes enceintes sont foujours une cible privilegiée puisqu'elles ont un risque
de développer la maladie muiltiplié par 40 a 75 par rapport au reste de la population.

L'incidence des formes non materno-feetales a peu diminué puisqu'elle est passée de 1
2 0,74 entre 1986 et 1990.

Par contre, l'incidence est particulierement élevee chez les sujets immunodéprimés avec
13 pour les cancéreux et 200 pour les transplantés en 1987 soit des risques multiplies res-
pectivement par 17 et 250 par rapport a la population générale.

Chez les sujets sans immunodépression connue, l'incidence varie de 0,2 a 0,4 en 1987
et 1988.
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Elle augmente avec l'age avec 1,4 chez les sujets &gés de 65 ans et plus mais reste
beaucoup plus faible que dans les autres catégories a risque.

Aux Etats-Unis, elle était de 0,7 cas pour 100000 habitants en 1986 et 0,74 entre
1989 et 1990.

Au Canada, elle varie de 0,17 a 0,23 selon les annees entre 1987 et 1990.
Au Danemark, elle varie de 0,2 a 0,8 selon les années entre 1981 et 1990.
En Suisse, elle a chuté de 5 durant 'épidémie de 1983-1987 a 0,3 en 1990.

I. 2. MORTALITE. (477)

La listériose est linfection d'origine alimentaire entachée de fa plus forte létalite

avec un taux de 30 % environ.

Les séquelles neurologiques sont souvent & redouter chez les sujets ayant souffert
de méningite, de méningo-encéphalite ou surtout d'encéphalite.

Aux Etats-Unis, LUCHANSKI et coll. (352) ont signalé gu'entre 1973 et 1987, Lis-
_teria monocytogenes a été la seconde cause de décés dls aux infections a transmission
alimentaire derriére les Salmonelles (respectivement 25 et 32 %).

I. 3. DUREE D'INCUBATION. (463) (477)

Elle est variable et estimée entre 1 et 90 jours avec une mediane de 35 jours, soit
de 1 & plusieurs semaines.

Cela souléve & nouveau la possibilité que la maladie clinique soit décienchée chez
un porteur de germes par une cause telle qu'une infection virale intercurrente.
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I. 4. DOSE INFECTANTE. (236) (477)

On ne sait pratiquement rien sur la dose minimale infectante et il n'y a pas non
plus d'étude gquantitative fiable sur la corrélation entre la quantité de nourriture contaminée

absorbée et le risque infectieux.

Il est vraisemblable qu'elle dépende de la réceptivité de I'hote (463) et de la nature

méeéme de l'aliment. Cela reste a vérifier.
I. 5. FACTEURS DE RECEPTIVITE.
La listériose résulte de plusieurs facteurs a savoir ;

- le sexe ; on peut effectivement observer :
. une faible prédominance de gargons touchés de la naissance & 1 an,
. une égalité chez les enfants et les adolescents,
. peu d'hommes du fait de la listériose materno-fostale entre 20 et 40 ans,
. deux périodes & partir de 41 ans :
- une prédominance d'hommes de 41 a 70 ans,
- une égalité de 71 4 100 ans.
-lage
. le pic des nouveau-nés et nourrissons reste de loin le plus important,
. la listériose maternelle est prédominante de 21 a 40 ans,

. la listériose de I'enfant et de l'adolescent reste rare de 2 & 20 ans,
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. la listériose de |'adulte et du sujet agé reste frequente et d'autant plus que
l'age augmente.

La néonatalité et la vieillesse majorent la réeceptivite et la gravité de linfection a
cause de limmaturité immunologique du nouveau-né et de la diminution des moyens de

défense des sujets vieillissants.

- les conditions de vie :

. I'habitat : la maladie semble plus fréquente chez les personnes dont les
conditions d'habitat et d'hygieéne sont précaires,

. la profession : certaines professions semblent plus exposees a savoir
les vétérinaires, les éleveurs, les tanneurs, les agriculteurs, les éboueurs,
les gardes-chasse, les équarrisseurs et les employes d'abattoirs, de
fromageries, de cuisine.

- le réle du terrain :

. au cours des états physiologiques : la grossesse est un facteur favorisant
mais pas de gravité chez la femme puisque peu de meningites ont éte
enregistrées chez la femme enceinte.

En effet, la grossesse, par les profondes modifications metaboliques et endocriniennes
gu'elie entraine dans l'organisme, peut devenir un terrain favorisant le développement de
Listeria monocytogenes ; de plus, le placenta est sans doute un foyer favorable a la multi-
plication bactérienne.

La contamination peut se produire pendant la grossesse ou méme Iui étre antérieure et
c'est & la faveur de la gravidité que la virulence de Listeria monocytogenes, présente a I'état
quiescent dans le tractus génital, s'exalterait. '

. au cours des états pathologiques : I'existence d'une maladie antérieure ou
d'une infection peut favoriser I'éclosion d'une listériose et contribuer a sa
gravite.
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- les affections hépatiques : I'éthylisme semble étre un facteur non négli-
geable du fait de I'nypochlorhydrie présente chez les alcooliques (156)
d'ou leur réceptivité particuliére,

- les maladies métaboliques comme le diabete (419),

- le SIDA,

- les infections bactériennes : des bactéries pathogénes comme Mycobac-
terium tuberculosis, Salmonella typhimurium et les espéces apparte-
nant au genre Cephalosporium peuvent sensibiliser un sujet a Listeria
monocytogenes.

- les infections virales : la listériose peut étre la maladie de sortie de cer-
taines viroses comme la grippe, la varicelle, la rougeole ou I'hépatite

virale (552).

Elle est une complication de la mononucieose infectieuse (322) et non 'agent respon-
sable comme on l'avait cru au depart.

- les hémopathies, réticulopathies et tumeurs bégnines diminuent la résis-
tance a Listeria monocytogenes.

- le role de certaines therapeutiques :
. la corticothérapie exalte la virulence de Listeria monocytogenes (234),
. les malades traités par les immunodépresseurs au cours de greffes
rénales sont trés sensibles aux bactéries opportunistes dont Listeria

monocytogenes (4195),

. les radiations ionisantes ont une incidence sur |'apparition des listé-
rioses (534),
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. la chiortétracycline administrée au cobaye entraine une modification
de la flore intestinale d'ou la proliferation de Listeria monocytogenes.

I. 6. REPARTITION. (Annexe II)

l. 6. 1. DANS L'ESPACE GEOGRAPHIQUE.

La listériose semble plus fréquente dans les pays industrialisés (Europe, Amérique

du Nord) que dans les régions trapicales.

Par contre, on ne sait pas si cette maladie existe mais n'est pas diagnostiquée ou

si elle n'existe pas dans les pays en voie de développement.

En Allemagne, elle appartient aux maladies a déclaration obligatoire.

En France, la répartition géographique étudiée par le Centre National de Réfé-
rence des Listeria de Nantes montre que I'lle de France et Rhdne-Alpes, régions les plus
peuplées, restent les principaux fournisseurs de souches.

Mais, 'examen de la répartition des principaux sérovars parmi les souches isolées dans
les diverses régions montre que celle-ci n‘est pas homogéne avec une prédominance gé-
_nérale du sérovar 4b.

l. 6. 2. DANS LE TEMPS.
Il semble que la listériose obéisse & des fluctuations périodiques :

- selon les saisons : on observe des prédominances printaniéres et automnales.

- selon les années : une certaine périodicité a été décrite aux Etats-Unis et en
Hongrie tous les 2 & 4 ans.

It est a noter que depuis 1985, une augmentation notable de la réception des sou-
ches au Centre de Référence des Listeria est apparue avec 408 souches en 1985, 1276 en
1986, 1719 en 1987, 3103 en 1988. ‘
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Par contre, on observe une diminuation du nombre de souches a partir de 1989 avec
1713 en 1989, 1647 en 1990 et 1455 en 1991 ; ceci est d0 2 la saturation des capacités
du Centre donc seul le nombre de souches traitées est donné mais le Centre en a regues

beaucoup plus.

En 1992, le Centre a du faire face a un accroissement des envois de souches du fait de

I'épidémie ; il en a traitees 2060.

Il. RESERVOIRS.

Pendant longtemps, I'épidémiologie de la maladie s'est resumée au schéma sim-
ple d'une anthropozoonose ; le regne animal représentant dans ce cas le seul réservoir.

Animaux sauvages - Animaux domestiques
— q

\ Homme /

L'animal infecté peut étre source de contamination par les excréta (urine et féces),
par les sécrétions des muqueuses atteintes (génitales, conjonctivales, rhinopharyngées)

. mais aussi par les produits alimentaires.

De nos jours, la listériose ne peut plus étre considérée comme une zoonose ; on

considére donc d'autres sources de contamination.

Il. 1. LENVIRONNEMENT.

Du fait de la grande résistance de Listeria monocytogenes aux agents biologiques,
chimiques et physiques, le milieu extérieur constitue un réservoir important ou la survie de

Listeria monocytogenes est étonnante.



-45 -

Listeria monocytogenes est largement distribuée dans I'environnement puisqu'on
la retrouve dans 'eau de riviere ou d'effluents, 1a paille, les produits d'ensilage, le fumier, les
plantes, le fourrage, la terre, les boues, les poussiéres, probablement contaminés par les
dejections d'origine animale.

L'étude de COX et coll. (119) montre que la contamination de l'environnement
peut étre hiérarchisée comme suit .

- égouts, siphons de sol, orifices d'évacuation des eaux résiduaires : 54 %,
- eaux stagnantes, condensats : 40 %, |
- s0ls : 45 %,

- déchets : 33 %,

- matériels : 19 %,

-autres : 17 %.

La charge est d'autant plus importante que le milieu est humide et qu'il subsiste
des nutriments issus d'un nettoyage incorrect.

En ce qui concerne la contamination d'un environnement domestique, il ressort
d'une etude faite aux Pays-Bas que la contamination touche 17 % des lavettes, 6 % des
$acs a poussiéres des aspirateurs, 3 % des parois des compartiments légumes de réfrigé-

rateur (97).

Listeria monocytogenes est présente dans le sol, mais il n'a pas été prouveé qu'elle
pouvait s'y multiplier.

Une question reste en suspens ; Listeria monocytogenes est-elle un héte normal
de la flore tellurique ou bien y a t'elle été introduite par les réservoirs humains ou animaux ?
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I. 2. LES DENREES ALIMENTAIRES.

L'ensemble des aliments peut étre contaminé pour deux raisons ; d'une part, Lis-
teria est un germe ubiquitaire largement répandu dans I'environnement, qu'il s'agisse de la
terre, de la végetation ou encore des eaux d'égouts mais aussi dans le contenu intestinal et
dautre part, elle est résistante aux conditions du milieu extérieur et plus particuliérement,
elle est capable de se multiplier & des températures aussi basses que 4°C.

Sont contaminés :

- les ceufs : la contamination peut s'effectuer au cours de la septicémie listé-
rienne du poulet, accompagnée de lésions nécrotiques de ['oviducte ; ils sont
un bon vecteur.

KAMPELMACHER (294) a isolé Listeria monocytogenes de 29 % des féces d'individus
apparemment sains, travaillant dans un élevage industriel de production d'ceufs.

- le lait et les produits laitiers constituent un réservoir important : GRAY (336) a
rapporté que sur 652 vaches ayant eu un avortement listérien, 53 avaient
éliminé des bacilles dans le lait.

De plus, la localisation intra-mammaire de Listeria monocytogenes peut passer inapper-
gue sans manifestation inflammatoire organique.

Clest ainsi que des fromages ont été incrimines dans des épisodes de listériose.
- les viandes, salaisons et carcasses de volailles et d'autres animaux sont con-

sidérés comme des vecteurs de listériose car les animaux en cause peuvent
héberger Listeria dans les cas de septicémie avec localisation pluriviscérale.
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Il. 3. LES MALADES.

Presque toutes les sécrétions ou excrétions des malades a savoir les liquides foe-
to-maternels, e LCR dans les méninges, les urines, les féces souvent bacilliféres, les sé-
crétions des muqueuses conjonctivales et rhinopharyngées mais aussi les [ésions cutanées
de I'enfant et les placentas représentent un danger en tant que sources probables de con-
tamination.

Il. 4. LES PORTEURS DE GERMES CHRONIQUES, CONVALESCENTS OU
SAINS.

Des femmes sous traitement et présentant des avortements listériens ont éliminé
des Listeria pendant au moins 20 semaines (460).

Certains sujets atteints de formes atypiques constituent un réservoir important.

On denombre également beaucoup de porteurs sains comme des femmes dont la
grossesse sert de révélateur & une listériose inapparente, du personnel d'abattoir, de fabri-
cation de produits de charcuterie et de laboratoires.

Ceci est dU au fait que Listeria monocytogenes peut vivre a I'état commensal dans le
. tube digestif, le rhinopharynx et 'appareil genital.

Le portage sain chez 'homme varie de 0,6 a 44 % des sujets examinés.

Des animaux sains, non seulement domestiques (ovins, bovins, porcs, poulets)
mais aussi sauvages sont également porteurs de germes dans les sécrétions nasales et les
matieres fécales ; le taux de portage est de 10 a 30 %.

La listériose ne serait donc pas une anthropozoonose comme on Favait cru mais
une maladie hydrotellurique ou une sapronose du fait du caractére ubiquitaire et saprophyte
de ce germe facultativement pathogene.
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. MODES DE CONTAMINATION. (Schémas 1, 2, 3)

lls sont au nombre de deux. (386)
Iit. 1. CONTAMINATION DIRECTE.

Il s'agit du mode le moins fréquent car ceci suppose que la listériose soit une ma-
ladie contagieuse avec transmission par contact direct avec l'individu malade.

lll. 1. 1. CONTAGION INTER HUMAINE.

Clest le cas de la listériose congénitale ol la transmission est verticale et se fait
selon quatre mécanismes :

- la voie hématogéne transplacentaire a la suite de l'infection de la mére dans
les mois précédant |'accouchement.

Dans ce cas, Listeria monocytogenes gagne le placenta puis le fostus par la voie san-
guine et entraine la naissance d'un enfant prématuré septicémique.

- l'origine endométriale est la plus fréquente ; le point de départ est un abcés
retroplacentaire pouvant rester quiescent ou se compliquer d'une placentite
miliaire ce qui entraine une infection grave du foetus ou du nouveau né.

- la voie ascendante transmembranaire avec un point de départ cervico-vaginal
puis Listeria monocytogenes pénétre dans la cavité amniotique que les
membranes soient rompues ou non.

- la contamination durant l'accouchement lors de la traversée des voies génita-
les contaminées ou par déglutition ou inhalation de matiéres virulentes au
cours de 'expulsion. ‘

WENKEBACH (583) a rapporté un cas de contamination vénérienne ou Listeria
monocytogenes a éte isolee de l'urétre de cing hommes ayant eu une partenaire commune.
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Des cas d'infections nosocomiales en maternité et nourricerie ont été rapportés ;
dans ce cas, la listériose prend le visage d'une infection croisée néonatale (323).

Le schéma est le suivant : un premier enfant nait d'emblée trés infecté et un deuxiéme
enfant né quelgues heures avant ou apres le premier manifeste, dans les jours qui suivent
sa naissance, les signes d'une listériose méningee.

Dans ce type d'infection, les modes de contamination sont de deux ordres :

- une transmission directe par contact entre nouveau-nés (couveuse de transport
commune), par contact entre une mere infectée et un nouveau-né sain ou par les
actes médicaux (accouchement dans la méme salle, enfants soignés dans la
méme nourricerie),

- une transmission indirecte par le materiel utilisé en salle de travail (sonde de des-
obstruction ou d'aspiration a usages multiples, thermometre non désinfecte, cou-

veuse).

Une infection nosocomiale a Listeria monocytogenes 4b est survenue en janvier 1991
dans une maternité de Grenoble (280).

Les trois enfants impliqués sont nés dans un intervalle de 24 h.
Le prématuré a l'origine de la contamination était asymptomatique.

Deux autres nouveau-nés sans risque infectieux périnatal ont présenté une méningite,
l'un a 5 jours de vie a la maternité, l'autre & 11 jours de vie.

Les trois souches isolées présentaient les memes sérovar et lysovar.

L'enquéte épidémiologique a fait suspecter une contamination en salle de prise en
charge néonatale et lors des soins aux enfants.
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La transmission s'est effectuée en deux étapes : une premiére au moment de I'accou-
chement ou juste en post-partum entre un enfant infecté et un autre sans risque infectieux ;
une deuxieme entre ce deuxiéme enfant incubant sa listériose en cours d'hospitalisation,
devenant porteur, et un troisiéme contaminé en fin d'hospitalisation et incubant sa listériose
a son retour a domicile.

Le respect des consignes d'hygiéne a tous les stades de I'hospitalisation est donc indis-
pensable pour éviter ce genre d'infection.

. 1. 2. CONTAGION INTER ANIMALE.

Il s'agit de la listériose congénitale animale et d'enzootie d'amplitude variable chez
les animaux vivant en groupe comme la méningo-encéphalite des moutons pouvant affecter
1 & 2 % de l'effectif et la listériose des poulets pouvant atteindre 30 % de 'élevage.

ll. 1. 3. TRANSMISSION DE L'ANIMAL A L'HOMME.
Elle est démontrée chez des ouvriers agricoles en contact avec des avortons et

des membranes feetales lors de la parturition ou chez des vétérinaires qui ont effectué des
manceuvres obstétricales ou pratiqué des avortements.

ll. 2. CONTAMINATION INDIRECTE.

C'est le mode le plus fréquent.
L'homme peut se contaminer par :
- le milieu extérieur : sol, poussiere, fumier,
- les sécrétions et excrétions animales | membranes feetales, feéces,

- les productions animales et les aliments contaminés ; c'est la transmission
alimentaire ; différents aliments ont été la source d'épidémies.
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Schéma 1 : Schéma épidémiologique des listérioses selon KUBASIAK (315).
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Schéma 2 : Schéma épidémiologique des listérioses d'aprés HUMBERT et AUBERTIN
(274).
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Schéma 3 : Cycle épidémiologique d'aprées PEREZ (436).
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IV. EVOLUTION. (477)

Les modifications du mode de vie survenue depuis 1960, caractérisées notam-
ment par un développement sans précédent de la chaine du froid qui favorise non seule-
ment la survie mais également la croissance de Listeria monocytogenes dans les denrées
alimentaires sont incontestablement responsables, dans une grande proportion, du nombre
de cas de listériose.

De plus, l'augmentation du nombre de cas de listériose observée depuis 1960 est
vraisemblablement liée en partie & un meilleur recensement du nombre de cas.

IV. 1. SURVEILLANCE.

De nombreux pays industrialisés ont instauré des systémes de surveillance qui ont

pour mission :

- d'évaluer l'incidence annuelle,

- de détecter la survenue d'épidémies,

- de rechercher l'origine alimentaire de ces infections.

IV. 1. 1. EN FRANCE. (Annexe |l])
En France, la surveillance est assurée par l'intrication de trois Ministéres ; Santé,

Agriculture et Finances et de deux Centres de Refeérence : celui de Nantes qui assure la
sérotypie des souches et celui de Paris (Institut Pasteur) qui effectue la lysotypie.

Elle se fait ainsi :

- les bactériologistes signalent les cas au médecin de la DDASS dés lisolement
d'une Listeria monocytogenes et envoient la souche pour sérotypage et lyso-
typage aux deux Centres concernés.
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- le médecin de la DDASS réalise 'enquéte cas-témoin rétrospectivement por-
tant sur l'alimentation du mois précédant la date de l'isolement de Listeria
monocytogenes.

Deux témoins sont appariés au malade sur 'age, le sexe, le lieu de domicile et le type de
pathologie sous-jacente ou sur le terme de la grossesse.

- la DDASS prévient les services vétérinaires (DSV) et les services de la ré-
pression des fraudes (DDCCRF).

- la DSV réalise des prélévements au domicile du malade et la DDCCRF dans
les magasins d'alimentation ot le malade effectue habituellement ses achats.

Le résuitat du typage est communiqué secondairement a la DDASS.

Les informations collectées (questionnaires, résultats de prélévements microbiolo-
giques) sont analysées et recoupées au nhiveau d'une cellule de crise (Laboratoire National
de la Santé, Centres Nationaux de Référence, Direction Générale de la Santé, Direction

Générale de I'Alimentation, Direction Générale de la Consommation, de la Concurrence et
de la Répression des Fraudes) afin d'orienter les investigations ultérieures.

IV. 1. 2. DANS LES AUTRES PAYS.

La surveillance est pratiquée :

- en Europe : Allemagne, Belgique, Bulgarie, Danemark, Espagne, Finlande,
Grande-Bretagne, ltalie, Pays-Bas, Suéde, Suisse et Yougoslavie.

- en Amérique du Nord et du Sud : Argentine, Brésil, Canada et Etats-Unis.
- en Océanie : Australie et Nouvelle-Zélande.

- en Afrique et en Asie : Pakistan et Afrique du Sud.
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La plupart des pays envoient leurs souches a leur Centre de Référence pour le
serotypage, quand celui-ci existe ; le lysotypage étant effectué a Paris & I'Institut Pasteur
pour certains d'entre eux ; les autres ayant leur propres structures.

IV. 2. CAS SPORADIQUES. (476)

La listériose évolue essentiellement sous forme de cas sporadiques ; dans ce cas,

il est difficile d'en identifier l'origine.

Mais, certains aliments ont été incriminés comme des fromages, des produits car-
nés (poulet insuffisamment cuit, dinde cuite au micro-ondes, hot dog cru, saucisses), des

champignons salés, une tablette de luzerne ou des poissons.

Ce furent les rares cas ol une denrée contaminée par la méme souche que celle

ayant provoqué l'infection a pu étre retrouvée dans le réfrigérateur du patient.

Il ne faut pas négliger une contamination croisée a lintérieur du réfrigérateur ce

qui rend l'identification de l'aliment encore plus difficile.

En France, HUMBERT et coll. (275) n'ont recensé que 1021 cas entre 1970 et
1975 alors que GOULET et coll. (229) en ont recensés 630 en 1984 et 811 en 1986.

IV. 3. EPIDEMIES. (476) (477)
IV. 3. 1. LISTERIOSES D'ORIGINE ALIMENTAIRE. (Tableaux VI, VII, VIII)

Eilles sont assez anciennes puisque la premiére décrite dans la littérature a été
observée en 1960-1961 en Allemagne Fédérale avec 81 cas.

Les épidémies de Halle (Allemagne Democratique) en 1986 et d'Anjou en 1975-
1976 ont été trés importantes puisqu'on a recensé respectivement 281 et 167 cas (126
formes foeto-maternelles et néonatales et 41 chez I'aduite).
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Celle d'Anjou avait duré une vingtaine de mois et avait fait I'objet d'investigations appro-
fondies incluant notamment la recherche de Listeria dans le lait ; malgré cela, la source n'a
pas pu étre identifiée.

Ces épidémies semblent de plus en plus frequemment observées notamment sur
le continent nord-ameéricain ou 6 épisodes ont été decrits depuis 1979 ; on peut citer I'épi-
démie de 1981 au Canada ou une salade de chou (coleslaw) provenant d'une entreprise
locale et distribuée & travers toute les Maritimes a été incriminée comme véhicule. Les
choux avaient été contaminés avant leur arrivée a l'usine de traitement par suite de la fertili-
sation des plants au moyen de fumier (lisier) provenant d'un troupeau de moutons porteurs
de Listeria monocytogenes.

Citons aussi les épidémies de 1979 & Boston (Massachusets) impliquant des crudités,
de 1983 a Boston due a la consommation de lait entier ou &8 2 % de matiére grasse pas-
teurisé, de 1975 & Los Angeles (Californie) ol l'aliment contaminant était un fromage frais
de type mexicain consommeé par la communaute hispano-mexicaine fait avec du lait pas-
teurisé auquel on avait ajouté du lait cru.

En Europe, l‘infectibn jusqu'alors la plus retentissante a été observée en Suisse
dans le canton de Vaud avec 122 cas de 1983 a 1987.

C'est seulement le 20 Septembre 1987 que le coupable fut désigné ; il s'agissait du Va-
“cherin suisse Mont d'Or.

Il fut alors interdit & la vente et & la production, ce qui déclencha une psychose en Suisse.

Le stock entier de fromage fut alors détruit, les 11 caves d'affinage artisanal du canton de
Vaud produisant a lui seul la totalité du fromage soit 800 & 1000 tonnes/an fermées et la
production complétement arrétee.

En France, aucune épidémie importante n'a ét¢ observée depuis celle d'Anjou en
1975-1976 jusqu'a celle de 1992 ol 279 cas ont été répertories avec 63 décés et 22 avor-
tements (230) (Annexe V).
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Cette bouffée épidémique se situe au deuxiéme rang par le nombre de cas parmi celles
décrites depuis 1980.

Elle est due a une souche de sérovar 4b et de lysovar
2389/2425/13274/2671/47/108/340.

Aprés une enquéte cas-témoin portant sur plusieurs types d'aliments (charcuterie et
fromage), le responsable a pu étre identifié ; il s'agit de la langue de porc en gelée vendue
a la coupe dans les rayons de charcuterie.

Depuis le 1 Janvier 1993, éucun cas n'a été recensé ; I'épidémie semble donc terminée.

Cette épidémie a montré que des aliments jusqu'alors peu suspectés pouvaient étre
contaminés et qu'il existe une contamination croisée des aliments a la coupe sur I'étal des
distributeurs.

Les pouvoirs publics ont alors preconise des mesures de controle renforcées dans l'in-
dustrie agro-alimentaire ainsi que des mesures de prévention (hygiéne alimentaire) desti-
nees aux personnes a risque.

Le bilan de cette épidémie est donnée en annexe (Annexe V).

Durant I'éte 1993, des rillettes bretonnes ont été a l'origine d'une nouvelle épidé-
mie de listériose de 33 cas dont 4 décés et 4 avortements.

IV. 3. 2. LISTERIOSES NOSOCOMIALES.

Elles sont presque uniquement limitées aux maternités, assez rares et essentiel-
lement causées par un probléme d'hygiéne.

Le premier cas a éte rapporté en 1936.
Parmi les infections répertoriées, on peut citer celle du Costa Rica en 1990, les

deux du Canada en 1920 ol un stéthoscope a été incriming, celle de Suisse en 1990 et
celle de Grenoble en 1991, laquelie a déja été deécrite précédemment.
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Tableau VI : Caractéristiques des principales épidemies de listériose humaine
(nombre de cas supérieur a 20).

!
Lieu Date %Nd':":::;e!Sérovar . Origine
Eurepe |
RFA (Bréme) 1960-61 81 } 4b
1963 20 1 4
RDA (Halle) 1966 281 12
France 1 Anjou) 1975-76 167 4b
RFA (Basse Saxe) 1983 24 4b
Suisse 1 Vaud) 1983-87 122 4b fromage
Autriche (Linz) 1986 20 : 1/2a
Amérique du Nord |
Canada (Nelle. Ecosse) i 198t 41 1b “coleslaw™
USA (Boston) L1979 i) 4b crudités ?
USA (Houston) ; 1983 10 172b
USA (Boston) | 1983 ! 49 b lair ?
USA (Californie) Poposs o142 4b fromage
USA (Pennsyivanie) | 1987 E 36 *
Autres continents ! i
Netle. Zélande (Auckland) | 1969 ‘ 20 4b
;1980 o, 29 1/2b
(Christchurch) ' 1981+ 18 4b
Afrique du Sud (Johannesburg) | 1977-78 L4 o
|
B 1
1

* Souches de sérovars variés.

Tableau Vil : Principales épidémies de listériose classées selon le nombre de cas.

Nombre Véhicule
Lieu Date d Durée alimentaire
e cas !
majeur
Grande-Bretagne 1987-89 »> 300 2ans 1/2 Paté
France 1992 279 10 mois Langue de porc
en gelée
France (Ouest) 1975-76 167* 2 ans ni.
USA (Californie) 1985 142% 7 mois 1/2 Fromage
Suisse (Vaud) 1983-87 122 4 ans Fromage
Usa
(Massachusetts) 1983 49% 2 mois Lait ?
Canada
(Nv. Ecosse) 1981 41* 6 mois « Coleslaw »

n. i. : Non identifiée.
* Nombre total de cas, sans mention du nombre de cas épidémiques.




PAYS ET ANNEE DENREE MISE EN CAUSE NOMBRE DE CAS MORTALITE
CANADA, 1981 SALADE COMPOSEE 41 CAS 17 (24%)
USA, BOSTON, LAIT PASTEURISE 49 CAS 14 (29%)
1983 .

USA, CALIFORNIE FROMAGE FRAIS 86 CAS o
1985 “ MEXICAIN " 29 (34%)
G':g;‘g'f BRETAGNE;Y £ROMAGE A PATE MOLLE 1 CAS o

SUISSE, 1983 VACHERIN 92 CAS 29 (3t (o)
SUISSE, 1987 VACHERIN 30 CAS 4  (13%)
SUISSE, 1988 VACHERIN 1 CAS e
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. MECANISME DE LA MALADIE. (36) (37) (38) (39) (220) (3086)

Listeria monocytogenes est un micro-organisme & multiplication intracellulaire fa-
cultative ; il se multiplie a l'intérieur des cellules y compris les macrophages de l'organisme

infecté.

Les bactéries peuvent ensuite passer d'une cellule & 'autre sans jamais ressortir dans le

milieu extracellulaire.

La porte d'entrée de l'infection chez 'homme est localisée aux voies aériennes su-
périeures dans les cas d'angines, de pharyngites et d'infections pseudogrippales et surtout
au tube digestif aprés absorption d'aliments contaminés (37).

Il est également possible que le germe atteigne le milieu gastro-intestinal par I'excrétion
biliaire (70).

Aprés franchissement de I'épithélium intestinal, les cellules M, cellules épithéliales
spécialisées de lintestin, lesquelles ont des propriétés phagocytaires, pourraient servir de
porte d'entrée mais cela n'a pas encore été démontré.

De toute fagon, les bactéries gagneraient le systéme lymphatique puis la circulation san-
~guine ou elles seraient immédiatement phagocytées par les macrophages résidents du
systéme réticulo-endothélial, en particulier par les cellules de KUPFFER du foie et par les

macrophages de la rate.

Depuis les travaux de MACKANESS (363), on sait que Listeria monocytogenes
peut se multiplier dans les phagocytes et créer des granulomes inflammatoires au contact
des endothéliums vasculaires, lesquels sont surtout constitués de polynucléaires et de ma-

crophages.

Si les défenses immunitaires ne peuvent pas contréler l'infection, les bactéries
envahissent secondairement de hombreux organes en franchissant les endothéliums capil-
laires : le placenta, la peau, le systéme nerveux central.
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A I'heure actuelle, on ne sait pratiquement rien du mécanisme moléculaire du pro-
cessus d'invasion, ni du mecanisme du tropisme neuro-méningé et foeto-placentaire ; en
revanche, le mécanisme de la croissance intracellulaire est actuellement en grande partie
élucide grace a une approche génétique utilisant des transposons (205) (206) (296) (327)
(447).

Ces éiéments génétiques mobiles, qui codent pour la résistance a un ou plusieurs anti-
biotiques sont capables de s'insérer sur le chromosome bactérien et ainsi d'activer un
gene.

Par exemple, le transposon Tn 1545 est capable de s'inserer dans le géne de structure
de I'hemolysine (38).

I.1. PENETRATION DANS LES CELLULES.

La mise en contact de souches virulentes de Listeria monocytogenes avec des
cellules de I'hote déclenche une internalisation rapide des bactéries dans les cellules par un
phénomene de phagocytose induite aprés intéraction spécifique entre un récepteur cellu-
laire et une protéine p60 (79) ancrée dans la membrane de Listeria monocytogenes appe-
lée internaline (207).

La phagocytose est réalisée par des phagocytes professionnels (monocytes, ma-
‘ crophages) et des phagocytes dits non professionnels (cellules épithéliales, hepatocytes,
cellules endothéliales).

Cette protéine p60 est codée par le géne iap (protéine associée a l'invasion) (603).

Il s'agit d'un polypeptide de 484 acides aminés contenant une séquence signal de 27
acides aminés.

La protéine p60 mature posséde un poids moléculaire de 47,5 kDa et un point isoélec-
trique de 9,3 donc il s'agit d'une protéine basique.

Ce poids moléculaire est inférieur au poids moléculaire déterminé par SDS-PAGE de 60
kDa.
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Les sequences d'acides aminés des protéines apparentées & p60 codées par des ge-
nes apparentés a iap de Listeria innocua, Listeria ivanovii, Listeria seeligeri, Listeria
welshimeri et Listeria grayi indiquent des régions communes de prés de 120 acides aminés
aux deux extrémites N et C alors que la portion mediane d'environ 240 acides amines varie
considérablement selon les espéces.

Les protéines apparentées & p60 de Listeria grayi, Listeria ivanovii, Listeria seeligeri et
Listeria welshimeri contiennent chacune une séquence de 54 acides aminés qui est ab-
sente dans les protéines p60 de Listeria monocytogenes et Listeria innocua.

Cette protéine contient un domaine consistant en 19 répétitions Thr-Asn présent uni-
quement chez Listeria monocytogenes et Listeria innocua ; seul 'arrangement de ces repé-
titions different chez ces deux especes.

L'utilisation d'un antisérum polyclonal spécifique (anti p60) marqué indirectement de
fagon immunomagnéetique dirigé contre la protéine extracellulaire de 60 kDa de Listeria
monocytogenes purifiée sur gel suivie de la microscopie électronique a permis de montrer
que 25 % de cette protéine extracellulaire est associé a la surface cellulaire (483).

L'immunoblot des protéines extracellulaires avec des anticorps polycionaux anti-p60
montre une réaction croisée avec des protéines de 58 a 67 kDa des souches de Listeria de
différents sérogroupes mais pas avec Listeria seeligeri, Listeria welshimeri, Listeria grayi et

‘Listeria murrayi ni avec aucune souche d'autres bactéries d'autres genres (237) (483).

L'homologie observée entre p60 et les autres protéines est aussi remarquée avec une
protéine pd4 d'Enterococcus faecium composée de 507 acides aminés et située a la sur-
face des cellules mais dont la fonction n'est pas connue.

La protéine p60 produite par Listeria monocytogenes montre une activité bactériolytique
détectée en gels denaturant polyacrylamide contenant une souche de Micrococcus lyso-
deikticus tuée par la chaleur.

Du fait de cette activité hydrolase, p60 peut étre impliquée dans l'invasion des cellules pha-
gocytiques non professsionnelles et avoir un réle dans la division cellulaire.
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La proteine p60 peut étre classée comme autolysine listérienne avec la N-acétyl murami-
dase, la N-acétylglucosaminidase, la N-acétyl muramyl-L-alanine amidase, I'endopeptidase,
la transglycosylase impliqguées dans plusieurs fonctions cellulaires importantes comme la
croissance de la paroi cellulaire, le turnover et la scission de septum.

La purification de la protéine p60 conduit a8 son aggregation et a la perte de la rupture
des chaines cellulaires et de l'activité bactériolytique.

Un résidu cystéine a l'extremité C a la position 347 de p60 présent aussi dans toutes les
protéines apparentées a p60 des autres especes Listeria semble étre essentiel 2 son acti-

vité bactériolytique.

Le groupe sulthydryle de cette unigue cystéine est bloqué de fagon réversible par le groupe
méthanethiol (CH,8) du MMTS ou méthyl methanethiosulfonate.

La protéine majeure extracellulaire p60 de Listeria monocytogenes semble étre néces-
saire a l'adhérence du micro-organisme aux fibroblastes de souris 3T6 et a l'invasion des
fibroblastes de souris 3T6 mais pas a l'adherence aux cellules épithéliales humaines Caco-
2 donc l'adhérence de Listeria monocytogenes aux celluies épithéliales Caco-2 semble étre
indépendante de p60 (402).

La propriété d'adhésion de p60 de Listeria monocytogenes est directement corrélée au
" domaine de répétition.

Seule la protéine p60 de Listeria monocytogenes est capable de permettre aux mutants R
montrant une synthése réduite de p60 d'adhérer aux fibroblastes 3T6 de souris.

L'expression du géne iap est contrélée au niveau post-transcriptionnel (311) et non pas

par le géne PrfA.

Le géne iap ne peut pas étre inactivé sans une perte de viabilité cellulaire, indiquant que
p60 est une protéine essentielle pour Listeria monocytogenes et probablement aussi pour

d'autres espéces de Listeria.
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l. 2. MULTIPLICATION CELLULAIRE.

Les bactéries phagocytées s'échappent rapidement du compartiment phagolyso-
somal et accédent directement au cytoplasme des cellules ol s'effectue la réplication bac-

térienne.

La sortie du phagolysosome est liée a la sécrétion d'une exotoxine, la listériolysine
O, protéine de 58 kDa active & pH 5,5.

Cette toxine détruit la membrane vacuolaire, dont elle reconnait le cholestérol, qui en-

toure la bactérie dans le cytoplasme.

Cela permet a la bactérie, aprés pénetration dans une cellule, d'échapper a l'acidité et
aux protéases, sans oublier chez les macrophages la redoutable bouffée oxydative de la

vacuole de phagocytose.
Listeria peut alors se multiplier dans le cytoplasme moins hostile.

La bactérie se mulitiplie mais sans faire exploser les cellules qui l'abritent ; elle dé-

tourne & son profit leur cytosquelette pour se déplacer dans le cytoplasme.

I. 3. DISSEMINATION DE CELLULE A CELLULE.

Listeria monocytogenes est capable de polymériser l'actine dans le cytoplasme
cellulaire ; ce phénomeéne est essentiel pour la dissémination et indispensable & la viru-

lence.

Cette polymérisation est liée & la présence d'une protéine inductrice de la paroi de
Listeria monocytogenes, la protéine ActA | polypeptide de 90 kDa (309).
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Une étude de microscopie par immunofluorescence et de microscopie électronique utili-
sant un marquage immunomagnétique a montré que la protéine ActA était nécessaire a
l'intéraction des bactéries avec les composés du systéme microfilamentaire des cellules
hotes pour genérer un mouvement intra- et intercellulaire et a l'initiation de 'accumulation
d'actine par la bactérie et n'était apparemment pas directement impliqué dans la génération
de la queue d'actine contrairement-a ce qu'on pensait (410) (547) (648).

La localisation, la distribution et I'expression du polypeptide ActA dans Listeria monocy-
togenes ont eté etudiées aprés isolement de cette protéine par chromatographie d'affinité.

Les résuitats montrent que ActA est située a la surface des bactéries infectant les cellules a
tous les stades du cycle de l'infection et est facilement accessible aux anticorps ActA.

Listeria ivanovii est considérée comme pathogéne pour les animaux mais a rarement été
associée aux infections humaines.

On a prétendu que Listeria ivanovii était déficiente en géne ActA qui dans Listeria monocy-
togenes code pour une protéine nécessaire a 'intéraction actine - cellules hotes.

La microscopie & fluorescence et la microscopie électronique ont démontré que Listeria
ivanovii pouvait envahir les cellules de mammiferes, lyser la membrane phagosomale, po-
lymériser I'actine des cellules hotes, réorganiser l'actine pour former des queues et dissé-
" miner de cellule & cellule (295).

Cependant, aucun ADN homologue au géne ActA ne peut étre détecté par PCR.

De plus, Listeria ivanovii ne possede pas de protéine de surface de 90 kDa codée par ActA
dans Listeria monocytogenes.

Lorsque Listeria monocytogenes atteint la membrane de la cellule héte, elle la dé-
forme, créant une protusion cellulaire pouvant mesurer plusieurs dizaines de fois la lon-
gueur de la bactérie.

Si cette protusion touche une autre cellule, elle s'y enfonce et y introduit la bactérie pa-
rasite emprisonnée dans une vacuole & double membrane.
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La sortie de cette vacuole se fait grace a l'action d'une phospholipase C ou lécithinase
(561) sécrétée par la bactérie et digérant la phosphatidylcholine.

Listeria monocytogenes s'échappe alors de la double membrane qui I'entoure et qui
provient de chacune des deux cellules impliquées.

Et le cycle recommence...

Ce cycle est original grace a la protéine bactérienne qui altére, par un mécanisme
encore inconnu, le comportement de l'actine cellulaire.

La bactérie peut ainsi étre propulsée a travers la cellule, poussée par la polymérisation
progressive d'une trainée d'actine, semblable a la queue d'une cométe (304).

La vidéomicroscopie a montré que la téte de cette comeéte ou bactérie se déplace aussi
vite que la queue d'actine se forme.

Ce cycle est schématisé ainsi :
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Il. FACTEURS DE VIRULENCE. (336)

La virulence de Listeria monocytogenes est attribuée a la sécrétion de diverses
substances extracellulaires comme I'hémolysine et les enzymes oxydatives comme la cata-
lase, la peroxydase, la superoxyde dismutase, qui permettent l'entrée et la survie dans les

macrophages et les cellules intestinales.
Il. 1. HEMOLYSINE. (336)

Elle apparait étre le produit toxique majeur essentiel a la croissance et a la survie
intracellulaires (316) de la bactérie a lintérieur des cellules phagocytiques ol elle participe
a la lyse de la membrane phagolysosomale en formant des pores permettant ainsi l'accés
de la bactérie libre invasive au cytoplasme héte (114).

Listeria monocytogenes est B-hémolytique sur gélose au sang de cheval ou de
mouton et le CAMP test décrit par CHRISTIE, ATKINS et MUNCH-PETERSEN (107) pour
les Streptocoques B montre qu'il existe une accentuation trés nette de I'hémolyse au point
d'intersection des cultures en strie d'une souche de Staphylococcus aureus ou de Rhodo-
coccus equi et de Listeria monocytogenes (469) (623). |

Listeria ivanovii et Listeria seeligeri donnent également une hémolyse tandis que les
_autres Listeria ne sont pas hemolytiques (Tableau IH).

Cette activité hémolytique de Listeria monocytogenes est due a la sécrétion d'une
exotoxine thiol-dépendante (211) (212) (283) (284) (332) (391) (431) (514) récemment
purifiée et dénommée listériolysine O codée par le gene lisA ou hiyA.

Elle est antigéniguement apparentée aux cytolysines thiol-dépendantes des Step-
tocoques A, des Bacillus spp. et des Clostridium spp. dont le prototype est la streptolysine
O (389).

Elle ressemble donc aussi la tétanolysine, ia perfringolysine O, la pneumolysine et ['al-
veolysine (213).
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C'est une protéine de poids moléculaire 58 kDa dont la séquence compléte a pu
étre déterminée par clonage et séquengage (390) (563).

Elle est constituée de 504 acides aminés associés & une séquence signal nécessaire a
la sécrétion de la protéine par la bactérie et comporte une unique cystéine (540) située
prés de la région C terminale qui serait indispensable a son activité lytique.

Elle agit uniqguement & pH acide de 5,5 (211) qui est celui des phagosomes aprés

fusion phagolysosomiale.

Elle est soluble, antigénique (216), oxygene labile et a l'activité d'une Iécithinase

ou d'une phospholipase.

Elle se fixe au cholestérol de la membrane cytoplasmique des cellules eucaryotes
grace au groupe thiol de son unique cystéine ; cette fixation se fait indépendamment de la
température et ne peut avoir lieu que si la toxine n'est pas oxydée.

On pense que la toxine interfére avec le groupe hydroxyle du cholestérol et quelle s'en-
fouit dans la double couche lipidique par l'intermeédiaire de liaisons hydrophobes avec la

chaine aliphatique du cholestérol.

De ce fait, la membrane lipidique serait désorganisée, perdrait sa perméabilité, entrai-

" nant la mort cellulaire.

Chez l'animal, cette toxine est létale, entrainant des troubles de la conduction car-
diaque et une lyse des macrophages et des hépatocytes.

Elle joue un réle important dans la virulence puisqu'il existe une étroite association
entre la capacité a produire une hémolysine et la virulence des souches ; en effet, toutes
les souches pathogénes sont hemolytiques.

Les propriétés toxiques et létales sont les suivantes :

- elle agit sur les lysosomes isolés provoquant la libération d'hydrolases acides,
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- elle déprime le systéme réticulo-endothélial,
- elle est 1&tale chez la souris par voie intraveineuse,

- elle agit au niveau des hépatocytes, du tissu cardiaque et probablement des
membranes cellulaires de divers organes.

Sa sécrétion est fortement stimulée par une carence en fer, condition realisée

dans les tissus.

Le taux d'‘hémolysine dépend de l'aération ; il augmente plus en culture statique
gu'en culture aéree (34).

L'activité hémolytique est plus grande en culture statique qu'en culture aérée pour un

méme taux de fer.

L'activité hémolytique est augmentée dans un milieu contenant 2,5 % de NaCli
mais diminuée en présence d'une concentration supérieure a 2,5 % (126).

KCl s'avere plus efficace que NaCl (406).
NaCl ou KCI permettent un transport de LLO plus efficace & travers la membrane.
L'expression de I'hémolysine est réprimée par un dissacharide, le celiobiose (430).
La production de listériolysine O et l'activite hemolytique sont réduites quand les
cellules sont cultivées a 26°C en présence de 0,2 % de glucose ou a 37°C en présence de

1 % de glucose donc & des températures de croissance plus faibles (26°C) et & des con-

centrations en glucose plus élevées (> 0,3 %) (132).

Elles sont 64 fois plus faibles & 26°C et 128 fois plus faibles. & 37°C en présence de 0,6
et 1 % de glucose qu'a 37°C avec 0,2 % de glucose.
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Le glucose mais aussi I'a-méthyl glucoside (aMG) (analogue au glucose non métaboli-
sable) peuvent réduire la production d'hémolysine et les effets du glucose et de I'aMG ne

sont pas inversés par addition d'AMP cyclique (CAMP) avec et sans 3-isobutyl-1-méthyl
xanthine (inhibiteur de cAMP phosphodiestérase).

L'activité hémolytique et la production de la listériolysine O sont considérablement redui-
tes entre pH 5 et 6 et la production optimale est & pH 7 (366).

Donc, la production et I'expression de LLO dans Listeria monocytogenes sont contrélées
par le pH externe (366), par la température de croissance au niveau de la transcription et
par des concentrations en glucose élevées dont l'effet peut étre simplement dt & un abais-
sement du pH du milieu de croissance résultant du métabolisme de Listeria monocytoge-

nes et non pas a l'augmentation d'osmotarité.

L'étude de linfluence du tellurite de potassium sur le phénotype hémolytique de
Listeria spp. (189) montre que :

- le tellurite de potassium augmente les tailles des zones d'hémolyse manifes-
tées par Listeria monocytogenes et cet effet semble étre d & une augmen-
tation de l'effet cytolytique de la listériolysine O,

- le tellurite de potassium diminue 'hémolyse produite par Listeria ivanovii et cet
effet semble étre dt a une inhibition de la sphingomyélinase C produite par

cette espéce.

Donc, l'addition de tellurite de potassium en milieux de culture sélectifs Listeria permet
de différencier et d'énumérer les Listeria spp. hémolytiques de fagon exacte.

II. 2. AUTRES FACTEURS. (336)

Des fractions toxiques de Listeria monocytogenes ont été préparées par rupture de
la paroi bactérienne et extraction a l'aide de différents solvants organiques ; elles montrent
un degré variable de toxicité.
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On recense :

- la fraction lipidique isolée par STANLEY en 1940 (531) de la paroi bactérienne
et provoquant une monocytose sanguine chez les rongeurs par injection in-
traveineuse ; elle est un facteur accessoire de virulence pour SEELIGER.

- le complexe El de PATOCKA (378) (432) isolé de la surface des bactéries
vivantes par une méthode voisine de celle utilisée pour extraire I'endotoxine
des bactéries & Gram negatif.

Il renferme 60 % de protéines, 18 % de polysaccharides et 8 % de lipides.

MARA et coll. (379) ont défini les propriétés immunologiques de ce complexe ; il est
amphiphile, antigénique, cause des transformations blastiques, une hypersensibilité (test
sur peau), une splénomégalie, augmente l'effet du BCG expérimental (tuberculose) et la
neoplasie chez la souris.

- une phospholipase C spécifique du phosphatidylinositol codée par le géne pic
ou picA (208) (223) (224) (392).

La maturation de la pro-enzyme de 33 kDa a la phospholipase C spécifique du phos-
phatidylinositol (PI-PLC) de 29 kDa de Listeria monocytogenes nécessite la production de
" la métalloprotéase a zinc codée par le géne mpl (448).

Ce géne est impliqué dans I'expression de la virulence de Listeria monocytogenes et
l'activiteé PI-PLC est exprimée seulement chez les espéces pathogénes Listeria monocyto-
genes et Listeria ivanovii.

L'expression de PI-PLC est réprimée par un dissacharide, le cellobiose (430).

La virulence d'un mutant deficient en phospholipase peut étre réduite par insertion d'un
transposon Tn 1545 dans le géne mpl (461) ; en effet, il ne produit pas la PI-PLC de 29
kDa, une exoenzyme probablement impliquée dans la dissémination de celiule a cellule par
hydrolyse du phosphatidylinositol ancré dans la membrane par le glycosyl ; cette hydrolyse
est suivie de libération de diacy! glycerol.
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Les souches mutantes déficientes en géne pic sont incapables de sortir de Ia vacuole a
double membrane.

Elle n'a pas d'activité détectable sur le phosphatidylinositol-4-phosphate et le phosphati-
dylinositol-4,5 diphosphate impliquées dans la traduction du signal dans les cellules des
mammiferes.

La séquence d'acides aminés de cette PI-PLC est homologue a celle de Bacillus thurin-
giensis, de Bacillus cereus et de Clostridium perfringens.

Son activité est stimulée par NaCl et ZnSO,.

- une metalloprotéase a zinc codée par le géne mpl impliqué dans la virulence
de Listeria monocytogenes grace a son action sur PI-PLC et associé au
gene hiyA (144) (393),

- une superoxyde dismutase (578) située dans la paroi bactérienne et capable
de detruire les ions superoxydes extracellulaires et les radicaux oxygénés
libres.

- une catalase (307) dont le réle dans la virulence n'a pas été encore prouve.

Sa production et son activité sont induites par un milieu riche en fer et par l'aération.
La catalase et la superoxyde dismutase sont considérées comme des facteurs de
virulence car elles participent & la détoxification des oxydants cytotoxiques (radical supe-
roxyde (O27), peroxyde d'hydrogéne et radical hydroxyl (OH) produits durant la bouffée oxy-

dative dans les macrophages et les polynucléaires neutrophiles (679).

Les activités catalase et superoxyde dismutase sont augmentées en milieu aéré et
quand la culture a lieu en milieu contenant 2,5 % de NaCl alors gqu'elles sont diminuées en
présence de plus de 2,5 % de NaCl (126) (406).

- une phosphagtase alcaline.
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La virulence de Listeria monocytogenes est déterminée par une classe de 5 génes
dans l'ordre :

- plcA codant pour une PI-PLC,

- hiyA ou lisA codant pour la listériolysine,

- mpl codant pour une métalloprotéase,

- actA codant pour une protéine impliquée dans la polymérisation d'actine,
- plcB codant pour une lécithinase.

L'expression de ces génes est régulée positivement par un activateur transcriptionnel
(333) (334) (587) ou protéine de 27100 Da codé par le géne PrfA situé devant picA.

PrfA régule donc les génes nécessaires a la nuciéation des filaments d'actine, la dissé-
mination de cellule & cellule, l'invasion, la mobilité bactérienne intracellulaire ; il est néces-
saire pour les événements se produisant dans le cytoplasme aussi bien que dans la va-
cuole (103) (200) (201).

Une mutation du géne PrA stoppe le géne lisA mais aussi abroge la production de la
phospholipase C spécifique du phosphatidylinositol et de la métalloprotéase, deux produits
des genes de virulence exprimeés seulement par les souches Listeria pathogénes.

Des mutations & l'intérieur de chacun de ces génes réduisent considérablement la viru-
“lence et inhibent Listeria rendant les mutants incapables de se multiplier et/ou de dissémi-

ner dans les cellules infectées.

L'expression de tous les facteurs de virulence connus pour étre régulés positivement par
la protéine PrfA est réprimée a des températures de croissance plus faibles (335).

L'activité hémolytique et donc la production de listériolysine sont faibles ou pas détectées
quand la croissance a lieu @ 20 ou a 30°C alors qu'elles sont 8 & 16 fois plus élevées a
37°C bien que le produit du géne PrfA soit transcrit aussi bien & 20 qu'a 37°C et que son
initiation se fasse au méme nucléotide a ces deux tempeératures.

La listériolysine est le seul produit de géne contrélé par PrfA observé quand Listeria mono-

cytogenes est cultivée a 37°C en milieu riche.
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Les proteéines dependantes de PrfA supplémentaires (PdPs), actA (92 kDa), une pro-
teine de 38 kDa de fonction inconnue et une protéine de 34 kDa qui représente probable-
ment plcA et prés de 5 PdPs non encore identifiees fonctionnellement, sont synthétisées
préférentiellement sous conditions de croissance stressantes telles que le choc thermique
ou les conditions de culture en phase stationnaire (529).

Toutes les PdPs sont soit sécrétées soit localisées a la surface cellulaire.

Par contre, la synthése de catalase, de superoxyde dismutase, de ImaA et de p60 n'est pas
sous le contréle de prfA bien qu'elles soient associees 2 la virulence de Listeria monocyto-

genes.

Les souches de Listeria monocytogenes déficientes en géne PrfA régulateur produisent
de la listériolysine en petites quantités, cependant détectables.

L'analyse transcriptionnelle révele l'existence d'un promoteur indépendant de PrfA res-
ponsable de l'activité hémolytique donc de I'expression du géne listériolysine dans les sou-
ches déficientes en regulateur PrfA (145).

La transcription du géne PrfA se fait a partir d'un promoteur non identifié antérieurement
(prfAp2) situe pres du codon initiateur prfA (1495).

‘Ce promoteur permet l'expression du géne PrfA donc la sortie de la vacuole des cellules
hétes mais pas l'induction de la polymérisation d'actine par les bactéries et la dissémination
de cellule a celiule.

La transcription a partir des promoteurs prfAp1 et prfAp2 est augmentée en absence du
géne fonctionnel PrfA, suggérant que la protéine prfA contribue a la régulation de sa propre
expression.

L'utilisation du géne PrfA comme sonde ADN montre que ce géne est spécifique des
espéces pathogénes de Listeria et aucune reéaction n'est obtenue avec les souches des

autres espéces de ce genre.
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La sonde ADN est obtenue par amplification PCR d'un fragment de 1060 bp a partir d'un
plasmide ADN d'environ 1 fg hébergeant le géne PrfA cloné.

Listeria ivanovii n'héberge pas de séquence homologue au géne PrfA ce qui suggére que
I'expression de la virulence est régulée différemment.

lll. REPONSE IMMUNITAIRE. (38)

Listeria monocytogenes déclenche une réponse immunitaire thymo-dépendante (a
médiation cellulaire T), sans intervention des anticorps dans le processus de guérison.

Les lymphocytes T spécifiques semblent recruter et activer les monocytes san-
guins d'origine médullaire dans les foyers infectieux par 'intermédiaire des lymphokines.

L'afflux de macrophages dans les tissus infectés aboutit a la constitution de granu-
lomes inflammatoires ol les bactéries sont détruites. '

Les convalescents gardent une résistance acquise de longue durée due a la pré-
sence de cellules T-mémoire. ‘

IV. POUVOIR PATHOGENE NATUREL.

IV. 1. CHEZ L'ANIMAL. (Tableaux IX et X)

Pratiquement toutes les espéces animales, qu'elles soient domestiques ou sauva-

ges, peuvent étre atteintes mais certaines sont plus sensibles que d'autres.

La listériose est une maladie qui affecte essentiellement les ovins (dans plus de 3

cas sur 5) et plus rarement les bovins et les caprins.

Dans l'espéce porcine, la listériose - maladie est exceptionnelle alors que le por-

tage asymptomatique est fréequent.
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La maladie peut revétir trois aspects :

- une forme septicémique chez les sujets jeunes, les rongeurs, plus rarement

les volailles,

- une forme nerveuse ou méningo-encéphalitique chez le mouton et les rumi-

nants en général,

- une atteinte génitale avec avortement chez les ruminants et les rongeurs.

IV. 1. 1. BOVINS ADULTES.

La neurolistériose est une manifestation frequente mais des avortements ont été

decrits de méme qu'un cas de mastite (556).

Quatre cas d'avortements ont été attribués a Listeria ivanovii entre 1988 et 1990
bien que celle-ci donne plus fréquemment des avortements chez le mouton (4).

Des vaches traitées par la dexaméthasone ont présenté un taux de Listeria mono-

cytogenes 15 fois supérieur dans le lait (588).
IV. 1. 2. OVINS.

La listériose apparalt sous forme d'encéphalites, de méningites et d'avortements,

ainsi que des mammites.

Chez le mouton, la forme la plus fréquente est la forme nerveuse ou méningo-

encéphalitique, appelée "circling disease".

Des phases de torpeur entrecoupées de périodes d'excitation pendant lesquelles les
animaux effectuent des mouvements incoordonnés ou répétitifs sont observés.

Les animaux "poussent au mur" ou tournent toujours dans le méme sens d'otl le nom de
"circling disease" puis apparaissent rapidement des paralysies et de la dyspnée.
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L'issue est fatale dans la plupart des cas avec ou sans traitement (97).

IV. 1. 3. PORCS. (58) (116) (157) (346) (458)

La listériose évolue généralement de maniére discréte mais lorsqu'un inoculum de
Listeria est ingéré par un organisme affaibli ou stressé, une infection peut se déclarer et
revétir diverses formes :

- une septicémie associant une forte fievre et responsable d'une mortalité pou-
vant atteindre 100 % chez les porcelets (346) (458),

- des troubles de la gestation avec en particulier des avortements bien que 'état
général de la truie ne soit souvent que peu affecte,

- des troubles du systéme nerveux dus a l'inflammation des méninges et de
I'encéphale et caractérisés par de l'inappétence, des tremblements et des
contractions musculaires, une rigidite des membres antérieurs et une para-
lysie des membres postérieurs.

Cette forme clinique, apparentée au tétanos, sévit chez les porcelets sous la meére.

Les porcs peuvent aussi présenter une nécrose hépatique.

Le diagnostic ne pourra étre établi qu'apres isolement des Listeria du contenu in-
testinal, du foie, de la rate, du cerveau et de la meelle épiniére.

La listériose est tout de méme une maladie relativement rare chez le porc.

Le développement des élevages en claustration pourraient expliquer la faible inci-
dence de cette maladie chez le porc qui est la conséquence soit d'une contamination de-
puis le réservoir hydrotellurique, soit d'une contagion entre espéces différentes, soit du ré-
veil d'une infection latente.

Les cas de listériose se déclarent en général pendant les mois d'hiver et la trans-
mission s'effectue par voie orale.
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IV. 1. 4. RONGEURS.

Chez les lapins, les souris, les cobayes, la forme la plus fréquente est septicémi-

que.
IV. 1. 5. OISEAUX.

On observe une forme septicémique mais aussi des lésions dégénératives au ni-

veau du myocarde.

IV. 1. 6. CHEVAUX.

La maladie est rare.

IV. 1. 7. VOLAILLES.

La forme septicémique prédomine.
IV. 1. 8. LAMAS.

Un cas de listériose a été décrit chez un lama agé de 3,5 mois qui a d'abord pré-
~senté des signes de désordre vestibulaire périphérique unilatéral et les jours suivants des

signes progressifs d'encéphalite (558).

Le traitement avec des antibiotiques (flunixine méglumine) et des anticonvulisivants n'ont

pas stoppé la maladie et le lama a été euthanasié.

L'examen post-mortem a revélé une otite médiane-interne et une méningo-
encéphalomyélite suppurative diffuse ; de plus, Listeria monocytogenes a été isolée du
LCR et du tissu cérébral. |




Tableau IX : Espéces sensibles a Listeria monocytogenes.
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ANIMAUX DOMESTIQUES ANIMALIIX SAUVAGES
Grove:e
S3PECES FREQUENCE ESPECES FREQUEMNCE
Poulet - Perdrix -
Ole - Faisan -
Oiseaux Canard -
Dindon -
Pigeon -
. Mouton — - Chevreuil ~
Ruminants Chévre - Dalm -
Vache .
Butfle -
Cheval + . -
‘Divers ' Porc + Rongeury nmni musques -
M tri
onggas ques \ cu” _ Renard -
Carnivores Chat - Carnivorer, Chinchilia -+
{ Ecureull + Yison -
Cas sporcd:ques -
Endémies 1a:@s -
Erdémics frequentes + 4+
Tableau X : Symptomatologie de la listériose animale.
GHANDS ANIMAUX PETITS ANIMAUX
Rununants (ovins, Carnivores Rongeurs Oiseaux
bovine, coprinsy Porcins
Forme - ——— e e - - —
nerveuse
Forme ! e e + -— - -
genilale
Forme - tigunesl] 4 ljeunes) - + - -
septicemique-

- — -+ Irequente
- fr2rw

-— nog observaee
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Donc, tous les animaux peuvent étre atteints mais Listeria touche plus particulié-
rement les poulets, les moutons et les vaches, principalement a la saison froide.

Listeria monocytogenes est presque exclusivement incriminée alors que Listeria
ivanovii n'entraine que des avortements.

La maladie varie en fonction de l'espéce, de la virulence de la bactérie et du mode
de contamination.

IV. 2. CHEZ L'HOMME. (27) (42)
IV. 2. 1. SUJETS ET TERRAINS A RISQUE.
Les sujets a risque sont les suivants :
- les femmes enceintes essentiellement au cours du 3° trimestre,
- les nouveau-nés,
- les sujets agés,
- les greffés rénaux,
- les hémodialysés,
- les sidéens,

- les individus atteints d'intoxications chroniques (alcool, drogue),

- les individus atteints de maladies ou d'infections intercurrentes, cancers pul- |
monaires, digestifs ou hématologiques, infections virales,
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Les terrains a risque sont les suivants :

- les maladies néoplasiques et en particulier les lymphomes Hodgkiniens ou
non,

- les thérapeutiques immunosuppressives suite & des greffes d'organes ou la
corticothérapie ou la chimiothérapie anticancéreuse,

- 'hypoacidité gastrique,
- le diabéte,
- les hépatopathies alcooliques ou non,
- les collagénoses,
- les néphropathies chroniques,
V. 2. 2, LISTERIOSE- DE L'ADULTE.
La listériose de |'adulte est exceptionnelle avant I'age de 12 ans.

Au-deld, elle se manifeste essentiellement par une atteinte du systéme nerveux
central ; méningite et méningo-encéphalite ou encore une septicémie.

Les formes extra-neurologiques non bactériémiques sont beaucoup plus rares.
Tout dépend du terrain.

IV. 2. 2. 1. Infection du systéme nerveux central ou atteinte neuro-méningée.

Elle concerne 30 a 50 % des listérioses de 'adulte et comprend principalement les
méningites ou méningo-encéphalites et plus rarement les rhombencéphalites et les abcés
cérébraux.
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Une bactériémie est associée dans plus de la moitié des cas.

V. 2. 2. 1. 1. Symptomalogie.

Le début est géneralement franc avec une fievre et des céphalées souvent inten-
ses et précoces, précédant de plusieurs jours un syndrome méningé peu différent des au-
tres méningites bactériennes.

Des signes méningés frustres et une fébricule & 38°C sont aussi observés.

Les signes neurologiques, maximaux au tronc cérébral, sont de pronostic sévére
et apparaissent parfois aprés institution de |'antibiothérapie.

Les observations sont diverses, a savoir :

- des paralysies des nerfs craniens intéressant une ou plusieurs paires et qui
pourraient évoquer a tort une |ésion focalisée :

. des paralysies oculo-motrices (3° paire (nerfs oculaires communs) et 6°
paire (nerfs oculaires externes)) touchant principalement la musculature
extrinséque, un ou plusieurs nerfs pouvant constituer une ophtalmoplégie
compléte.

Le caractére partiel de certaines paralysies signe une atteinte nucléaire possible.
Une ophtalmoplégie internucléaire a également été rapportée.

Des paralysies de fonctions, paralysie dans le regard latéral, déviation des yeux, un
nystagmus horizontal peuvent venir perturber la course oculaire.

. la paralysie de la 7° paire (nerfs faciaux) est fréquente, unilatérale ou bilaté-
rale (40 % des cas) ; elle est a l'origine de paralysie faciale de type péri-
phérique ou d'une hémi-anesthésie faciale.
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. l'atteinte de la branche sensitive ou motrice du trijumeau (5° paire) peut
aggraver les troubles de la deglutition alors que l'atteinte des nerfs glosso-
pharyngiens (9° paire) et spinaux (11° paire) est responsable de l'impos-
sibilité de fermeture de la glotte ce qui empéche la dégiutition et constitue
un risque majeur de fausse-route.

. latteinte du nerf hypoglosse (12° paire) contribue a la déviation de la lan-
gue.

. l'atteinte du nerf auditif (8° paire) est a l'origine d'un syndrome vestibulaire.

- un syndrome cerébelleux (26) statique et cinétique est fréquent (1 fois sur 5),
souvent bilatéral, mais prédominant d'un coté est & l'origine de mouvements
anormaux séquellaires intriqués avec des perturbations d'origine extra-pyra-
midale.

- des troubles du tonus et des mouvements anormaux extra-pyramidaux, a
composante athétoide, ou évoquant une dyskinésie volitionnelle d'attitude
sont souvent observés, mais ils sont masqués les premiers jours par des
troubles de la conscience et des paralysies démasquées progressivement au
cours de I'évolution.

- les autres atteintes neurologiques sont moins suggestives de listériose mais
sont tout aussi importantes :

. les troubies de la conscience vont de 'obnubilation au coma et peuvent
s'aggraver sur plusieurs jours malgre l'institution d'une antibiothérapie

adaptee ou survenir brutalement, en méme temps que des crises
convulsives principalement chez le sujet immunodéprimé.

lls sont responsables de la mort ou d'importantes séquelles.

. les crises convulsives ou 'état de mal sont sévéres.
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. un déficit hémiplégique peut s'instalier d'emblée, contemporain d'une forme
meéningo-encéphalitique avec ou sans trouble de la conscience.

La tomodensitométrie permet de rechercher un abcés en cours de formation.
- des désordres neuro-végetatifs ont été observes :

. dilatation gastro-intestinale aigué nécessitant une aspiration digestive con-
tinue, un vomito negro, ulcéres aigus duodénaux secondairement hémor-
ragiques ou perforés (254),

. collapsus, anurie dont le réle des immuns complexes n'est pas impossible
(231).

Ces symptomes permettent de distinguer quatre principaux aspects cliniques :

- méningite a liquide trouble ou a liquide clair dont le diagnostic est identique &
celui des meningites bactériennes et virales.

Une méningite a Listeria est fréquente chez le sujet immunodéprimé et une antibiothe-
rapie doit étre entreprise avant les résuitats de 'némoculture et du LCR.

- méningo-encéphalite associant un syndrome meéningé et une atteinte neuro-
logique disseéminée et faisant penser a une tuberculose ou une affection vi-
rale.

- rhombencéphalite debutant par des céphalées intense, une fiévre a 38°C,
suivis, 8 & 10 jours plus tard, sans trouble majeur de la conscience, de ma-
niére insidieuse et progressive, par des paralysies des paires craniennes
sans modification importante du LCR orientant vers une pathologie extra-
infectieuse du tronc cérébral.

- déficit neurologique focalisé dans un contexte infectieux avec des signes d'ab-
cés ou d'encéphalite pré-suppurative (329) (491).
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Le LCR est stérile donc I'hémoculture et la ponction de 'abces permettront de poser le
diagnostic (573).

V. 2. 2. 1. 2. Evolution,

Elle est sévére et ceci est fonction de l'atteinte neurologique et de l'éventuelle pa-

thologie associée :

- les formes méningées pures ont une évolution favorable sauf les formes coma-
teuses compliquant une hemopathie ou une autre pathologie immunode-

pressive.

- les abcés survenant principalement chez les sujets immunodéprimés ont une

évolution defavorable.
- les meéningo-encéphalites ont une évolution sévere.

IV. 2. 2. 2. Autres infections listériennes.

V. 2. 2. 2. 1. Les septicémies.

Survenant habituellement sur un terrain immunodéprimé, elles prennent une allure

" pseudo-typhoide et se compliquent parfois de multiples localisations : pneumonie, endo- |

cardite survenant principalement sur des lésions cardiaques préexistantes, valve native,

prothése mécanique ou bioprothése, ostéomyélite, arthrite, cholécystite, péritonite, hépatite
ou abcés hépatique.

La principale manifestation est la fievre, & laquelle peuvent s'associer des signes
non spécifigues comme une asthénie, un malaise, des troubles digestifs a type de nausée,

crampes, vomissements, diarrhées.
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V. 2. 2. 2 2 Les atteintes cardio-vasculaires.

Elles sont les suivantes :

- l'endocardite (24) (133) (446) siégeant sur le coeur gauche et dans la majorité
des cas sur une lésion préexistante.

- la péricardite (268) dont la preuve bactériologique est apportée par 'némocul-
ture et dont le mécanisme pourrait étre inflammatoire par réaction aux anti-
genes.

- la myocardite suppurée probablement par embolie septique pour Mc CUE
(361), purulente et associée a une necrose et un volumineux abcés du sep-
tum pour TICE (545).
Elle peut aussi étre associée a8 une meningite sous la forme d'une hypokinésie ventricu-
laire ‘gauche et une diminution de la fraction de raccourcissement & I'échographe, réversible
en 15 jours et a l'origine d'un collapsus & pression veineuse centrale.

- un anévrysme mycotique (250) (321).

V. 2.2 2 3. L'hepatite.

La localisation hépatique de Listeria est bien connue puisque la constatation d'im-
portants foyers de nécrose du foie sur l'animal a donné naissance a I'appellation Listeria
hepatolytica.

On peut observer des abcés miliaires du foie au cours de septicémies mais aussi
une atteinte hépatique prédominante (242) (612) survenant sur un foie antérieurement sain
et s'accompagnant d'une nette élévation des transaminases comme dans le cas d'une hé-
patite virale.

La guérison est possible.

Une surcharge en fer au cours de I'hémochromatose favorise une hépatite.
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V. 2. 2. 2 4. Autres troubles.

On a pu observer .
- des arthrites septiques & Listeria monocytogenes (598),

- des pneumopathies certainement dues a une contamination aérienne,

- des pleurésies purulentes,
- des lymphadénites cervicales ou sous-maxiliaires,

- des conjonctivites ou kerato-conjonctivites par contact direct accidentel asso-
ciées parfois a une tumeéfaction des glandes parotides ou sous-maxillaires.

Une endophtalmie a été décrite chez un greffé rénal recevant de la ciclosporine et

de la prednisone (5).
Le schéma clinique initial était une uvéite hypertensive aigué avec un hypopion.

En dépit de la paracentése et d'une antibiothérapie appropriée, I'énucléation s'est avé-

rée nécessaire.

Une uretrite par contamination venérienne et une angine ont été rapportées.

Des bactériémies isolées sans signe clinique ont été révélées surtout chez les
sujets immunodéprimes ayant une pathologie digestive (colite ulcéreuse, cancer, cirrhoses)

évoquant une porte d'entrée digestive.

Quelques observations de collapsus ou décés en quelques heures sans autres
signes clinigues ni lésions anatomiques ou histologiques patentes suggérent le réle possi-

bie de toxines.

Le réle des immuns complexes a été incriminé dans la survenue d'une insuffi-

sance rénale aigue (231).
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IV. 2. 3. LISTERIOSES MATERNO-FCETALES.

La frequence en France est de 'ordre de 1/250 grossesses, ce qui représente en-
viron 30 % de 'ensemble des listérioses.

IV. 2. 3. 1. Listériose de la femme enceinte.

Elle peut survenir a n'importe quel moment de la grossesse mais la fréquence est
maximale au début du troisi@me trimestre, puis diminue pendant le huiti€me mois.

Au cours des deux premiers trimestres, la listériose est responsable de fausse
couche alors que lorsqu'elle survient au cours du troisieme trimestre, elle peut étre la cause
de mort in utero et surtout d'un accouchement prématuré et d'une infection néonatale.

Linfection listérienne est le plus souvent latente chez la mére ou réduite a un épi-
sode fébrile, pseudogrippal ne correspondant pas a finfestation microbienne proprement
dite puisqu'il n'y a pas de corrélation entre les lésions histologiques constatées et la chrono-
logie de l'acceés fébrile, et a de volumineux abces placentaires peut correspondre un accées
fébrile contemporain de l'accouchement.

On peut penser que l'accés fébrile maternel corresponde & une réinfestation de la
mere & partir de lésions endométriales ou placentaires constituées depuis un temps indé-

" terminé ; ceci n‘implique pas l'atteinte simultanée obligatoire du feetus.

Cet épisode fébrile est noté dans plus de la moitié des cas mais ne justifie pas
obligatoirement une antibiothérapie et ceci a tort.

Il survient un mois, une semaine avant 'accouchement ou en est contemporain.

Une antibiothérapie bien adaptée et rapidement instituée permet de mener a
terme la grossesse et de donner naissance & un enfant normal.
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Outre cet épisode fébrile, d'autres manifestations cliniques ont été observées :
- une infection urinaire (5 a 20 % des cas),
- un épisode pseudogrippal avec toux et fievre,
- une diarrhée,

- une intervention pour appendicite ou volvulus, précédant de peu l'accouche-
ment,

- un ictére ou subictére,
- des septicémies, des méningites ou méningo-encéphalites ; dans ce cas,
I'évacuation du contenu uterin, le plus souvent spontané, est indispensable

au contréle de l'infection,

- un syndrome de détresse respiratoire de l'adulte (A.D.R.S.) a la 33° semaine
d'une grossesse normaile jusque-la (67). .

Une hémoculture et une analyse du liquide amniotique réveélent la présence de Listeria
monocytogenes dans le cas d'une pneumopathie probablement listérienne associée & une
“ insuffisance circulatoire aigué, des signes biologiques de coagulation intravasculaire dis-
séminée, une hypoxie sévére necessitant une ventilation assistée.

La listériose de la femme enceinte se caractérise par :
- sa symptomatologie difficile & interpréter,

- son caractere bénin pour la mere,

- son retentissement grave pour le foetus.
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IV. 2. 3. 2. Transmission mére-feetus. (477)

Elle peut se faire par plusieurs voies :

- une voie hématogéne transplacentaire, voie sans doute la plus fréquente et se
rencontrant au cours d'une bactériémie ou d'une septicémie maternelle,

- une voie locale utérine ; un foyer endométrial quiescent et réveillé par la gros-
sesse ou constitué pendant celle-ci atteint le foetus par contiguité, c'est-a-
dire par le placenta ou au travers des membranes puis du liquide amnioti-
que,

- une voie transmembraneuse & partir d'un portage vaginal,

- une contamination directe du feetus ; lors de I'expulsion dans les voies génita -
les basses, le nouveau-né pourra étre contaminé par inhalation, déglutition,

par voie conjonctivale et ceci a partir d'un portage vaginal,

- une contamination a la pouponniére de 'hépital est possible.

bis

voie locale utérine

origine endométriale
forg ) +«———[3] voie ascendante

transmembranaire
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IV. 2. 3. 3. Listériose néonatale.

Sa fréquence est difficile &4 apprécier mais on admet un chiffre de 0,2 & 0,3 % des
naissances, soit en France 1800 a 2500 cas annuels (493).

Une fois sur deuy, il s'agit d'un mort-né et 2/3 des nouveau-nés infectés sont pré-
maturés ce qui associe les risques de la maladie infectieuse et de la prématurité.

V. 2 3. 3 1. Symptomalogie.

Les symptdmes apparaissent immédiatement & la naissance ou aprés un délai de
quelques jours, en général dans les 28 jours de vie.

On distingue :

- les infections précoces survenant dans les 5 premiers jours de vie correspon-
dant a la forme septicémique et & la contamination transplacentaire,

- les infections tardives survenant au-dela et correspondant a la méningite et a
la contamination par contage au passage des voies génitales maternelles
infectées.

On observe aussi des formes respiratoires asymptomatiques.
IV. 2. 3. 3. 1. 1. La forme septicémique.
Les premiéres manifestations apparaissent immédiatement ou quelques heures
apreés la naissance et sont celles de toute souffrance néonatale & savoir . hypothermie,

troubles du rythme et encombrement respiratoire, cyanose, somnolence, coma.

Les réflexes archaiques sont diminués ou absents et 'enfant est hypotonique.
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On peut observer des troubles digestifs, un ictére avec hépatosplénomégalie mais
surtout des éruptions maculeuses, maculo-papuleuses ou des papules centrées par une
vesicule ou une pustule voire une éruption fugace ne durant que quelques heures, des
granulomes dans le pharynx jaunatres et saillants, une conjonctivite purulente ; ces signes
sont plus évocateurs et fréquents.

On lui donne le nom de granulomatose septique infantile ou granulomatosis infan-

tiseptica.
L'evolution est le plus souvent mortelle en quelques jours.
IV. 2. 3. 3. 1. 2. La méningite.
Les premiers symptomes apparaissent aprés quelques jours et correspondent a
des troubles digestifs, diarrhée, anorexie, de la fievre ou de I'hypothermie, voire des con-

vulsions ou un coma et justifiant la rachicentése sans attendre le syndrome méningé.

Peuvent étre associés des troubles respiratoires, toux, dyspnée, cyanose, quelque-
fois une conjonctivite et une anémie hémolytique.

IV. 2. 3. 3. 1. 3. Les formes respiratoires.

La symptomalogie se limite & une cyanose, un tirage, une polypnée entrecoupée
d'apnée (316).

IV. 2. 3. 3. 1. 4. Autres formes.

On a pu observer une conjonctivite isolée, d'évolution bégnine et des formes

asymptomatiques.

V. 2. 3 3.2 Evolution.

Elle est sévere pour les formes septicémiques disséminées et les méningites avec

environ 4 % de déces.
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Listeria monocytogenes possede donc un triple tropisme préférentiel .
|
- le systéme nerveux : méninges et encéphale, |
|

- les organes riches en tissu du systéme réticulo-endothélial : glandes salivai-
res, oculaires, ganglions, mésentere, foie, rate,

- les tissus du tractus génital féminin : tissus festo-maternels.

V. POUVOIR PATHOGENE EXPERIMENTAL. (336)

De nombreuses especes animales comme le lapin, la souris et le cobaye sont

sensibles a l'infection listérienne expérimentale.
De ce fait, plusieurs voies d'inoculation ont été utilisées.

V. 1. VOIE CONJONCTIVALE.

Le test d'ANTON consiste a instiller une goutteAd'une culture de 24 heures dans le
sac conjonctival du lapin ; ceci provoque, en 36 a 48 heures, une conjonctivite purulente.

Dans le pus conjonctival, sont retrouves des cellules épithéliales, des polynucléai-
res, des mononucléaires et des germes intracellulaires.

V. 2. VOIE INTRAVEINEUSE.

L'injection intraveineuse chez les animaux monogastriques provoque une septi-

cémie rapidement mortelle.

L'autopsie permet d'observer la teinte verdatre de la paroi abdominale, avec des
foyers multiples de nécrose du foie et parfois du myocarde et des méninges.

La DLgo par cette voie est de 10*-10° selon les races de souris et les souches

bactériennes.
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V. 3. VOIE SOUS-CUTANEE.

L'inoculation sous-cutanée de lapins produit une réaction inflammatoire locale puis
une évolution comparable a celle de la voie intraveineuse, mais plus lente.

La monocytose sanguine apparait en 3 a 7 jours.

V. 4. VOIE INTRAPERITONEALE.

L'issue est rapidement mortelle chez les lapins et les souris.

La DLsg chez la souris est de 3,8 a 4,5.106 pour les souches hemolytiques et de
1,5.10° pour les souches non hémolytiques.

V. 5. VOIE ORALE.

Cette voie a peu deffet sur la plupart des animaux de laboratoire, mais GRAY
(336) signale que linfection par voie orale ou conjonctivale de lapines gravides se traduit
par un avortement ou par la naissance de petits infectés.

V. 6. VOIE CEREBRALE.

Les souris peuvent étre infectées avec 3 ou 5 bactéries mais la maladie résultante
ne reproduit pas ce qui est observé dans les encéphalites ou les méningo-encéphalites des
ruminants ou des rongeurs.

L'inoculation a l'eeuf embryonné de poulet a été proposé comme modéle dans
l'investigation du pouvoir pathogéne des souches de Listeria.

On observe, aprés 48 heures, des lésions du foie, du myocarde et du systéme nerveux

central.
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Le mécanisme du pouvoir pathogene de Listeria monocytogenes peut étre expli-
qué par une action toxique, le réle des formes L, la virulence se manifestant par la capacité
de Listeria monocytogenes envers l'action bactéricide des phagocytes, mais surtout par la
présence intracellulaire.

En effet, RACZ, TENNER et MERO (452) ont montre, grace a une étude au microscope
photonique, la multiplication de Listeria monocytogenes dans les cellules épithéliales de Ia
vessie aprés induction d'une cystite chez le cobaye par introduction de 10° bactéries dans
la vessie.

L'oligosaccharide hydrosoluble, le N-acétyl-chitohexose protége la souris de I'infec-
tion par élévation de la fonction d'immunite cellulaire (550).

L'ampicilline libre est moins efficace que celle qui est enfermée dans un liposome
pour le traitement d'une listériose expérimentale chez la souris (184).




5éme PARTIE :

" DIAGNOSTIC
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l. SIGNES DE SUSPICION. (27) (170) (Tableau XI)

lls sont les suivants :

- signes cliniques :

. les symptémes neurologiques, septicémiques chez l'adulte,

. un syndrome pseudogrippal avec éventuellement une infection urinaire
et/ou des troubles digestifs, une rupture prématurée des membranes,
un accouchement prématuré et anormalement long, une élévation ther-
mique au cours du travail chez la femme enceinte,

. un syndrome septicémique, neurologique, une détresse respiratoire, une
éruption cutanée précoce, une blépharo-conjonctivite unilatérale ou bilaté-

rale chez 'enfant,

orientent le diagnostic vers la listériose.

- signes métaboligues . une acidose métabolique dés la naissance et une hy-

poglycémie,

- signes anatomopathologiques comme l'aspect spécifique des nodules listé-

riens,

- signes biologigues et hématologigues :

. le LCR peut étre clair, trouble ou purulent, mais I'aspect cytologique de type
panaché comprenant & la fois polynucléaires et lymphocytes est trés évo-

cateur d'une méningite a Listeria,

. la protéinorachie est a 1 g/,

. la glycorachie est abaissée,




. la lactacidorachie rapportée a la lactacidémie est élevée,
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. lionogramme peut révéler une hyponatremie par antidiurese, facteur
d'cedéme cérébral dans les atteintes cérébro-méningées,

. ’hémogramme et surtout la formule d'’ARNETH (répartition des globules
blancs polynucléaires selon le nombre apparent de leurs noyaux ; elle
renseigne sur la production et I'age des polynucléaires) présentent des
anomalies : monocytose rare, neutropénie brutale et bréve, polynuciéose
modérée ou remplacée par une leucopénie et annoncée par la myélémie,
thrombopénié souvent associée a une coagulation intravasculaire dissé-
minée, anémie peu significative, élévation du taux de fibrinogéne (> 3 g/,

plément.

- signes immunologigues : augmentation des IgM, non modification du com-

Tableau XI : Arguments diagnostiques devant une méningite a liquide clair.

" Examen direct

Cellularité e dmmie) (% positivité) Autres
Listériose panachée =240% Bacille Gram positif hémocultures
(40-50 % neutrophiles) (< 40 %)
Tuberculose 90-100 %, lymphocytes <40% BAAR* (40 %) autre localisation
Cryptococcose 90-100 %, lymphocytes <40 % encre de Chine (50-80 %) a?:_i(g:%r;e cryptocoque (sang
. e
Herpés 90-100 %, lymphocytes >40% - IFN** et antigéne viral

(LCR), EEG, scanner, RMN

* : Bacille acido-alcooto-résistant (coloration de Ziehl) ; ** : interféron
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il. DIAGNOSTIC DES DIFFERENTES LISTERIOSES. (27)

1. 1. LISTERIOSE DE L'ADULTE.

Le LCR est trés variable dans son aspect et sa composition :
- l'aspect est trouble, clair ou parfois franchement purulent,

- la cytologie peut étre faite exclusivement de polynucieaires (liquide purulent)
ou de lymphocytes (liquide clair) ou panachée,

- le nombre d'éléments est variable : les polynucléaires sont innombrables dans
les méningites purulentes, alors que dans les méningo-encéphalites, on

dénombre moins de 20 a 30 éléments,

- la protéinorachie est supérieure & 1 g/l mais est normale dans les atteintes

neurologiques prédominantes,
-la glycorachié est abaissée,
- la lactacidorachie rapportée a la lactacidémie est élevée,
- la culture n'est pas constamment positive.

L'hémoculture doit étre systématique.
Les investigations neuroradiologiques orientent le diagnostic :

- la scintigraphie cérébrale au technétium 99 peut montrer un ou plusieurs
foyers de fixation suggérant une vascularite avec effraction de la barriére

sang/cerveau,

- la tomodensitométrie cérébrale montre des images hémisphériques hypoden-
ses prenant ou non le contraste, compatibles avec une encéphalite présup-

purative plus rarement avec un abces,
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- I'angiographe n'est en rien spécifique.

Les urines, les selles, I'ascite, le liquide pleural, la ponction articulaire mais aussi
des prélévements au niveau d'une adenopathie cervicale ou de l'appendice peuvent aider
au diagnostic.

Il. 2. LISTERIOSE DE LA FEMME ENCEINTE.

L'hémoculture est systématique devant toute fiévre et peut apporter & elle seule la
preuve de l'infection.

L'uroculiture est rarement positive.

Le prélévement vaginal n'a pas d'intérét car le vagin ne semble contaminé que lors

de l'accouchement (337).

L'amniocentése par voie transabdominale est d'un grand intérét car elle permet
d'instituer rapidement une antibiothérapie et de déclencher le plus tét possible I'accouche-
ment (441).

Au cours de l'accouchement, 'examen placentaire associe 'hémoculture et le pré-
levement des lochies.

L'examen du placenta permet d'observer des lésions macroscopiques : petits nodules
miliaires en grain de riz, bien limités, jaunatres, ou abceés plus volumineux d'1 cm ou plus et

plages nécrotiques ou infarctoides, visibles sur la face utérine.

Le frottis amniotique se fait par raclage de I'amnios a hauteur de la plaque choriale et
étalement, recherche de polynucléaires et de germes, coloration de Gram, évaluation de la
densité.

L'examen histologique confirme les lésions macroscopiques et apporte la preuve d'une
contamination du placenta avec des abcés de tailles diverses et des zones de nécrose.
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La topographie rétroplacentaire des gros abceés, l'importance et la constance de l'atteinte
inflammatoire de la caduque membraneuse suggérent une atteinte endométriale.

Il. 3. LISTERIOSE DU NOUVEAU-NE.

L'isolement se fait par hémocuiture a partir du LCR, du méconium (ou par écou-
villonnage rectal), du liquide gastrique, des secrétions nasales, pharyngées, du sébum
(aisselle, aine, oreille), d'éventuelles pustules cutanées ou d'une conjonctivite.

Les examens se font parallélement a ceux de la meére.

Le LCR est hypertendu, trouble ou purulent, parfois xanthochromique ou hémor-

ragique, riche en albumine.

La radiographie pulmonaire montre des opacités micronodulaires, un aspect ma-

croréticulé ou une image évocatrice de bronchopneumonie.

On observe aussi une hyperleucocytose avec polynucléose, rarement une mono-

nucléose.

lll. IDENTIFICATION. (170)

Ili. 1. DIAGNOSTIC BACTERIOLOGIQUE.
lil. 1. 1. EXAMEN DIRECT APRES COLORATION DE GRAM.

Il n'a de valeur que pour les prélévements peu ou pas contaminés par une flore

associée,

On observe un petit bacille ou coccobacille régulier & Gram positif.

Les cultures en milieux solides présentent des morphologies plus courtes que cel-
les en milieux liquides ; de plus, les Listeria provenant de cultures agées sont plus longues,

plus filamenteuses et plus décolorées que celles issues de cultures jeunes.
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Il 1. 2. MISE EN CULTURE ET IDENTIFICATION.

Les prélevements sont enrichis puis isolés sur milieux sélectifs spécialement con-

gus pour Listeria.

L'identification repose sur la réalisation d'une hémolyse sur gélose au sang de
mouton, d'une galerie API 20E constituée de 20 tests & savoir 10 hydrates de carbone et

10 enzymes et d'une hydrolyse de l'esculine.

Un point important est constitué par le diagnostic bactériologique différentie! ; ain-
si; il ne faut pas confondre les formes filamenteuses et décolorées de Listeria monocytoge-
nes avec un bacille Gram négatif comme Haemophilus, de méme les formes courtes avec
les formes allongées d'un Streptocoque ou d'un Entérocoque tous deux catalase négative.

La difféerenciation avec les Bacillus est aisée puisque les colonies ont une morphologie
différente et ils sporulent, de méme qu'elle est facile avec les Corynébactéries qui sont des
bacilles Gram positif irréguliers et ne peuvent pas étre simultanément mobiles et -

hémolytiques.

Parmi les bacilles Gram positif réguliers et non sporulés, certains comme Kurthia sont

aérobies stricts ce qui les différencient des Listeria.

Erysipelothrix rhusiopathiae, bien gu'aéro-anaérobie est immobile, catalase négative

mais produit de I'hydrogéne sulfureux.

La plupart des confusions se fait avec les Lactobacillus qui sont pourtant immobiles et

catalase négative.

Brochothrix est le genre le plus proche de Listeria mais est immobile et ne se developpe
pas & 37°C (Tableau I).
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Le diagnostic différentiel doit aussi s'effectuer au sein du genre Listeria par linter-
mediaire de 'hémolyse (Listeria grayi, Listeria innocua, Listeria murrayi et Listeria welshi-
meri sont non hémolytiques) complétée par le CAMP-test avec Staphylococcus aureus
(Listeria monocytogenes et Listeria seeligeri positif) et Rhodococcus equi (Listeria ivanovii
positif) mais aussi par l'acidification du mannitol (Listeria grayi et Listeria murrayi positif) et
du xylose (Listeria ivanovii, Listeria seeligeri, Listeria welshimeri positif) (Tableau 1) (Figure
2) (Annexe |).

Iil. 1. 3. METHODES RAPIDES.

Elles sont utilisées aprés un enrichissement et font appel & :

- des réactions immunoenzymatiques ou d'immunofluorescence directe a l'aide
d'anticorps monoclonaux spécifiques,

- des sondes nucléigues marquées, complémentaires de séquences d'ARNr ou
de génes comme c'est le cas pour 'hémolysine ou le facteur d'hypersensibili-
té retardée,

- une amplification génique.

Les résultats sont disponibles en 2 a 3 jours au lieu de 7 avec les autres métho-

des.
lll. 2. CARACTERISATION.
ill. 2. 1. METHODES PHENOTYPIQUES. (478)
Elles sont indispensables pour :

- la surveillance en routine,

- savoir §'il s'agit de l'apparition d'une souche unique ou de souches variées lors

d'une augmentation du nombre de cas,
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- typer un grand nombre de souches isolées d'aliments de maniére & détecter
I'aliment responsable.

. 2. 1. 1. Sérotypie.

C'est le rle du Centre National de Référence des Listeria situé a Nantes, créé en
Septembre 1981 par arrété ministériel (117).

Ce Centre a pour mission de collecter les souches de Listeria isolées en France
tout au long de l'année dans des cas de listérioses humaines et d'établir ou de confirmer
lidentité de la bactérie en contrélant la pureté de la souche et en la soumettant & des tests
bactériologiques afin de déterminer le genre Listeria et l'espéce.

Cette méthode ou combinaison antigénique de SEELIGER et HOHNE (506) con-
siste & immuniser des lapins afin d'obtenir des antisérums spécifiques, a purifier ces antisé-
rums bruts polyclonaux et a les utiliser dans un test d'agglutination sur lame.

Les souches sont mises en contact avec les antisérums O pour le typage des anti-
génes somatiques O et H pour le typage des antigénes flagellaires H ; dans ce deuxiéme
cas, le bouillon tryptone phosphate est supplémenté en formaline.

DONKER-VOET (147) et SEELIGER (305) (506) ont défini 18 sérovars pour Lis-
‘teria monocytogenes, correspondant & différentes combinaisons des 5 antigénes flagellai-
res et 15 antigénes somatiques (Tableau [V).

Les trois sérovars 1/2a, 1/2b et 4b représentent 98 % des souches de Listeria mo-
nocytogenes impliquées en pathologie humaine avec 60 % pour le sérovar 4b, 28 % pour
le sérovar 1/2a et 15 % pour le sérovar 1/2b, selon le Laboratoire National de la Santé.

C'est une méthode longue et fastidieuse dont les difficultés essentielles résident
en la préparation d'antisérums spécifiques de qualité stricte et dans le manque de discrimi-
nation de la méthode.




- 107 -

. 2. 1. 2. Lysotypie (426) (470) (474) (475).

Elle est realisee au Centre National de Référence pour la lysotypie et le typage
moléculaire des Listeria a I'Institut Pasteur & Paris.

En 1977, AUDURIER et coll. (12) (13) (14) ont mis au point un systéme de typage
par les bacteriophages spécifiques de genre mais non d'espece et de sérovar (279) car la
plupart des souches de Listeria monocytogenes sont lysogenes et, par conséquent, héber-
gent des prophages ; la lysotypie est donc une sensibilité aux bactériophages isolés de
souches lysogenes sachant que certaines souches peuvent libérer plus d'un phage.

La sélection de 29 bactériophages isolés de souches de Listeria monocytogenes, Liste-
ria ivanovii et Listeria innocua a permis d'identifier &Slysovars (370) (371) et de déterminer
le phagovar de 54 % des souches de sérogroupe 1/2 et de 77 % des souches de séro-

groupe 4.

Les suspensions de phages sont titrées afin de determiner la dilution test (RTD ou plus
grande dilution du phage produisant une lyse semi-confluente de ia souche) par application
sur les couches de bactéries en phase de croissance logarithmique étalées sur gélose

tryptone.

La lecture est effectuée a l'aide d'une lentille manuelle et d'une lumiére 3 transillumina-
- tion oblique par détermination du nombre et du type de plaques développées sur gélose.

Les résultats sont exprimeés ainsi :

- CL = lyse confluente,

- SC = > 200 plaques (lyse semi-confluente),
- ++ = 2 50 plaques,

- + = 20 a 49 plaques,

- £ =< 19 plaques,

-0 =<1 plaque.

Cette procédure fait appel & une série de 12 phages pour le sérovar 1/2 et 15 phages

pour le sérovar 4b.,
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Les phages obtenus & partir des souches de sérogroupe 1/2 typent seulement les sou-
ches de ce sérogroupe.

Cette méthode est limitée par le nombre élevé de souches non typables mais elle est
fiable, standardisée et est un instrument utile pour tracer Forigine des souches dans les
études épidémiologiques permettant ainsi de comprendre les épidémies humaines de lis-
tériose en établissant de fortes présomptions d'identité des souches impliquées dans les
cas.

Un systéme danois de typage de Listeria monocytogenes par les phages (214)
utilise des phages libérés par induction grace a la mitomycine C a partir de souches de
Listeria monocytogenes cliniques et alimentaires ; celle-ci s'avere étre un inducteur plus
puissant que les UV (345).

Ce systéme consiste en deux sous-systémes : un pour le typage de souches de Listeria
monocytogenes de sérogroupe 1 contenant 12 phages et un autre pour le typage des sou-
ches de Listeria monocytogenes de sérogroupe 4 contenant 14 autres phages.

La propagation des phages est effectuée a la surface des boites de gelose Levinthal
(gélose BHIA supplémentée en sang de cheval défibriné) supplémentée en Ca ** et préa-
lablement recouverte de souches a tester.

La gélose Levinthal est la plus appropriée pour observer le contraste entre les plaques
de lyse et la couche de croissance bactérienne environnante.

De toutes les conditions étudiées a savoir .

- temps d'incubation : 2, 4 et 6 h,
- dilution : 1/0°, 1/10°, 1/100° et 1/1000°,
- température d'incubation : 22°C, 30°C et 35°C,

seules les boites recouvertes avec des cultures en bouillon de 6 h dilué au 1/100° en solu-
tion saline & 30°C produisent des couches bactériennes reproductibles d’épaisseur conve-
nable pour la lecture.
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Plus de la moitié des phages isolés des souches de sérogroupe 1/2 réagissent avec des
souches de sérogroupes 1/2 et 4.

La grande majorité des phages isolés des souches de sérogroupe 4 réagit avec seule-
ment les souches de méme sérogroupe.

Les résultats pour les deux sous-systemes sont respectivement :
- reproductibilité : > 90 % et > 94 %,
- typabilité : 92 % et 87 %,
- pouvoir de discrimination : 80 % et 87 % ; il est estimé par 'index discriminatoire.
Le pouvoir discriminatoire de cette méthode est le plus élevé avec un index discrimina-
toire (DI) de 0,88 suivie des méthodes REA, MEE et ribotypage avec des valeurs DI de
0,87, 0,83 et 0,79 respectivement (420).
Les souches de sérotype 1/2 sont mieux discriminées par les méthodes de typage molécu-
laire, en particulier par la REA, avec un DI de 0,92 alors que les souches de sérotype 4
sont mieux discriminées par la méthode de typage par les phages, avec un DI de 0,78.

" La combinaison de la REA et de la MEE est la plus discriminante.

Le typage par les phages est une méthode de typage rapide et peu colteuse mais pas
aussi reproductible que les méthodes de typage moléculaire.

Cette méthode est donc celle qui convient le mieux & un screening de masse alors que
pour I'étude des relations entre quelques souches, les méthodes de typage moléculaire,
REA et MEE seront préférées, en combinaison ou pas. '

LOESSNER et coll. (343) (344) (345) ont mis au point une nouvelle méthode de
typage ou procédure de typage inversée avec 21 bactériophages.
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Les boites de typage prétes a I'emploi sont préparées par pré-application de suspen-
sions de phages sur gélose tryptone puis recouvertes de culture de Listeria en bouillon.

Les boites stériles séchees (aucune moisissure a la surface) sont préinoculées avec les
suspensions de phages grace a un applicateur multi-seringue de 4 a 6 pi ; de ce fait, 1 ml
de chaque suspension de phage peut permettre de préparer prés de 200 boltes de typage
d'ou une efficacité deux fois meilleure par rapport a la méthode conventionnelle.

Le glycérol est ajoute aux préparations de phage ; de ce fait, les gouttes appliquées sont
rapidement absorbées sur la gélose.

Les boites préparées peuvent étre directement utilisées ou stockées a 4°C jusqu'a utilisa-

tion.

Aucune perte dans l'activité de phage n'est observée pendant un stockage de deux semai-

nes.
Les boites sont évaluées sous lumiére oblique.

Les particules de phages ne diffusent pas la lumiére & travers la gélose ; elies restent dans
I'aire circulaire coincidant avec la goutte d'inoculation.

-16 phages sont isolés par technique d'induction UV (A006, B051, B052, B053, B054,
B055, B056, B101, B110, B111, A118, A153, D441, A538, B545 et B653) & partir de sou-
ches lysogéniques Listeria.

La combinaison de ces 16 phages avec les phages utilisés habituellement permet de ré-
duire le nombre & 21 phages a savoir ; A511, A118, A502, AD0O6, B653, B054, B0S1,
B055, B025, D441, B545, B053, B05S6, B101, B110, C707, B024, B012, B035, A020,
A500 spécifiques de genre pour Listeria monocytogenes, Listeria innocua, Listeria ivanovii,
Listeria seeligeri et Listefia welshimeri.

Les phages A118, B110 et B653 sont capables de lyser les souches non typables avec le
premier set de phages.
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La proceédure inversée offre un nombre d'avantages subtanciels.

L'avantage majeur de cette méthode est qu'il est possible de préparer les boites dans un
laboratoire et de les utiliser dans un autre.

Ces boites préparées prétes & I'emploi rend le clonage et la trituration des phages, difficul-
tés majeures, non nécessaires.

L'évaluation des résultats de la procédure inversée est simplifiée par le fait que les réac-

tions inhibitrices sont réduites.

Les réactions communes dans le typage par les phages sont dues & la présence de
bactériocines ou autres substances inhibitrices et/ou protéines libérees par les cellules ho-
tes lysées.

La typabilité des souches est de 89,5 % avec 21 bactériophages.

Cette méthode, comparée a la méthode traditionnelle est plus fiable, plus efficace, plus
facile a utiliser et demande moins de travail donc repreésente un interét pour le microbiolo-
giste mais ces deux méthodes sont en accord puisque 97,6 % des souches typables mon-

trent le méme schéma par ces deux procédures (171).

. 2. 2. METHODES DE TYPAGE MOLECULAIRE.

Elles permettent :

- de confirmer 'émergence d'un clone responsable de 'augmentation des cas

humains,

- d'identifier avec plus de certitude l'aliment suspect,

- de caractériser la souche dans un but taxonomique.
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Ces méthodes sont ;

- l'analyse de la mobilité électrophorétique des enzymes constitutives
(Multilocus Enzyme Electrophoresis) ou typage électrophorétique des enzy-

mes,

- le ribotypage,

- l'analyse des profils de restriction d'ADN chromosomique aprés digestion avec
des enzymes a trés nombreux sites de coupure et électrophorése conven-
tionnelle ou apres digestion avec des enzymes reconnaissant peu de sites
de restriction et électrophorése en champ pulse,

- la technique de génération de polymorphisme par amplification au hasard de
segments d'ADN (RAPD) constituant une alternative & la lysotypie

(amplification génique aléatoire),

- les réactions immunoenzymatiques faisant appel a des anticorps monoclo-
naux,

- les profils plasmidiques mais on connait encore peu de plasmides chez Liste-
ria monocytogenes,

- la cytométrie en flux.

Ces méthodes ne sont employées que dans des situations épidémiques.
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lil. 3. DIAGNOSTIC SEROLOGIQUE.

On recense :

- la séroagglutination : elle fait appel & des anticorps dirigés contre les antige-
nes O et H des types 1 et 4b, mais la présence d'anticorps est inconstante
car certains sujets indemnes ont des titres élevés et d'autres ayant contracté
l'infection ne produisent pas d'anticorps ; on ne prend en considération que
les titres > a 320 ou une montée significative du titre des anticorps a 15 jours

d'intervalle.

Il existe des faux positifs du fait des communautés antigéniques avec les bactéries a

Gram positif comme les Staphylocoques et les Entérocoques.

Le laboratoire OSIBIO propose une méthode utilisant des sérums anti-Listeria O
types 1, 4 et Poly ou antiglobulines de lapin, de titre élevé, stables et déshydratées pour
l'identification de Listeria monocytogenes par la technique d'agglutination sur lame et en
tube (Annexe V).

Les sérums 1 et 4 sont spécifiques de ces serotypes tandis que le Poly contient les ag-
glutinines des sérotypes 1 et 4 de Listeria monocytogenes.

Les antigénes Listeria O types 1 et 4 sont des suspensions de Listeria monocytogenes
de sérotypes correspondants, ajustées au pH et & la densité recommandés.

L'échantillon a tester est cultivé dans un bouillon ou sur une gélose tryptonée.

La lecture est effectuée aprés une incubation de 2 heures & 50°C pour la technique en
tube alors gu'elle est immédiate pour celle sur lame.

L'agglutinotest Listeria ou Tetrakit du laboratoire OSI est constitué d'une suspen-
sion stabilisée de particules de latex de polystyréne sur lesquelles sont adsorbés les dé-
terminants antigéniques les plus significatifs du genre Listeria c'est-a-dire les antigénes 1 et
4, O et H ; ce test se fait sur lame (Annexe VI).
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Cette methode est souvent pratiquée chez la femme enceinte mais le résultat
étant aléatoire et tardif, elle est de plus en plus remplacée par un isolement de la bactérie
par hémoculture lors de I'épisode fébrile.

Cette méthode peut aussi faire appel & des anticorps fluorescents Listeria Poly
utilisés en technique directe d'immunofluorescence pour lidentification de Listeria monocy-
togenes de sérotypes 1 ou 4 (laboratoire OSIBIO) (Annexe V).

Ces anticorps fluorescents sont des antiglobulines Listeria de lapin, stables, déshydra-
tees, de titre éleve et conjuguées a la fluoresceine.

Apreés frottis de I'échantillon sur lame ou dépdt de la cuilture mise en suspension dans
un tampon, sont ajoutés les anticorps conjugués puis l'incubation est réalisee 30 minutes a
température ambiante.

Il existe aussi un test ELISA par chimioluminescence dans lequel I'anticorps mo-
noclonal anti-Listeria capture l'antigéne du LCR ; celui-ci réagit avec lisothiocyanate de
fluorescéine conjuguée au méme anticorps monoclonal anti Listeria (FITC-anti FITC) (492).

La présence d'antigéne est détectée par un essai de chimioluminescence utilisant un
luminometre.

RUSSEL. (485) a comparé le test d'anticorps immunofluorescents (IFAT) et le test
ELISA pour la détection des anticorps et a montré que le test ELISA est moins spécifique
que le test IFAT.

- les réactions de fixation du complément pour lesquelles le taux significatif est
de 1/10°,

- les épreuves de detection de I'hypersensibilité retardée par réaction cutanée
utilisant des extraits bactériens mais pas effectuées en pratique courante,

- la réaction dot-blot utilisant la listériolysine O comme antigéne.




6éme PARTIE :

| TRAITEMENT I |
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1. BASE BACTERIOLOGIQUE ET PHARMACOCINETIQUE DU CHOIX
DES ANTIBIOTIQUES. (55) (479) (566)

1. 1. ASPECT BACTERIOLOGIQUE OU SENSIBILITE.
Listeria monocytogenes est une bactérie trés sensible et sa sensibilité reste stable.

Toutefois, des plasmides de résistance ont été démontrés pour le chloramphéni-
col, l'érythromycine, la streptomycine et les tétracyclines (175) mais pas pour les bétalac-
tamines bien que quelques souches résistantes & l'ampicilline (459) aient été décrites.

Le diagnostic doit étre établi trés vite de maniére a instituer une thérapeutique

précoce donc efficace.
Le choix thérapeutique est fondamental et repose sur 'antibiothérapie.

Le traitement doit étre adapté, efficace et bien supporté donc I'utilisation d'un anti-
biotique actif contre le germe est de rigueur et la connaissance de son pouvoir de diffusion
dans les tissus et principalement a travers la barriére meéningée en vue de l'obtention d'un

taux de concentration suffisant est nécessaire.

, L'activité bactéricide et bacteriostatique de l'antibiotique est déterminée par l'anti-
biogramme minimum standard qui comporte habituellement les antibiotiques suivants :
pénicilline G, chloramphénicol, gentamycine, tétracycline, érythromycine, triméthoprime,
sulfaméthoxazole et éventuellement clindamycine étant donné la résistance naturelle de
Listeria monocytogenes vis-a-vis de ce dernier ; la lecture est effectuée aprés 18 heures
d'incubation & 35°C.

La sensibilité peut étre déterminée par la méthode de diffusion sur gélose
MUELLER HINTON supplémentée avec 5 % de sang de mouton defibriné suivie d'une
incubation de 20 heures a 35°C.
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Une étude suite a I'épidémie Suisse (479) a permis de mesurer les CM! de 20
antibiotiques vis-a-vis de 74 souches de Listeria monocytogenes isolées lors de cette &pi-
démie, par cette méthode.

Toutes les souches ont été sensibles entre autres aux pénicillines et & I'association tri-
méthoprime - sulfaméthoxazole.

Par contre, elles ont été résistantes aux céphalosporines.

Aucun effet bactéricide n'a été obtenu avec les antibiotiques utilisés seuls mais les as-
sociations ampicilline - gentamycine, amoxicilline - gentamycine, imipénéme - gentamycine

et triméthoprime - sulfaméthoxazole ont été bactéricides.

L'association ampicilline - rifampicine est & peine antagoniste. (Tableau XII)

Tableau XII : Activité inhibitrice de 20 antibiotiques vis-a-vis de 74 souches cliniques de

Listeria monocytogenes isolées en Suisse.

Concentration Minimale Inhibitrice (ug/mi)

Antibiotique Valeurs limites CMI 50 % CMI 90 %
Pénicilline 0.06-0.5 0.25 05
Ampicilline 0.12-05 0.25 05
Amoxicilline 0.12-05 0.25 0.25
Amoxicilline +

"Ac. clavulanique 0.12/0.06-0.25/0.12 0.25/0.12 , 0.25/0.12
Pipéracilline 0.54 4 ' 4
Céfalotine 14 4 4
Céfoxitine 8-64 64 64
Ceftriaxone 8-128 64 128
Imipeneme 0.03-0.25 0.12 0.12
Gentamicine 0.25-1 0.5 0.5
Chloramphénicol 4-8 8 8
Erythromycine 0.120.25 0.25 0.25
Roxithromycine 0.2505 0.5 05
Sulfaméthoxazole 16-32 16 32
Triméthoprime 0.03-0.25 0.06 0.06
Triméthoprime +

Sulfaméthoxazole 0.03/0.57-0.12/2.28 0.03/057 0.06/1.14
Ciprofloxacine 0.5-2 1 - 1
Rifampicine 0.03-0.25 0.12 0.12
Vancomycine 1-2 2 2
Teicoplanine 0.2505 05 05
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Listeria monocytogenes est inhibée "in vitro" par de nombreux antibictiques in-
cluant les penicillines G et A (CMI 90 < 0,5 pg/ml), les cyclines (CMI 90 < 0,25 pg/ml), les
macrolides (CMI 90 < 0,25 ug/ml), le chlorampheénicol (CMI 90 = 8), les aminosides (CMI
90 <1), la vancomycine (CMI = 1), la triméthoprime et le cotrimoxazole.

En revanche, ies céphalosporines ne sont genéralement pas actives in vitro envers Lis-
teria monocytogenes.

Ceci est tout a fait net avec les céphalosporines de deuxiéme et troisiéme générations (CMI
90 > 128 yg/ml).

Bien que certaines céphalosporines de premiere génération aient des CMI acceptabies (2 &
4 ug/mil pour la céfaloridine et la céfazoline, 8 pg/mli pour la céfalotine), elles s'avérent inca-
pables de modifier le cours évolutif d'une listeriose expérimentale (297).

Deux autres produits par ailleurs actifs sur les bactéries a Gram positif possédent une
remarquable activité in vitro envers Listeria monocytogenes ; il s'agit de la rifampicine (263)
et de la coumermycine (CMI| = 0,06) (264).

MOELLERING et coll. (398) puis BOISIVON (62) ont montré que la pénicilline et
lampicilline etudiées a concentration thérapeutique n'exercent pas d'activité bactéricide
envers Listeria monocytogenes.

Ceci est également observé pour les cyclines, le chioramphénicol et les macrolides.

En revanche, l'association ampicilline - gentamycine, de méme que le cotrimoxazo-
le exercent une synergie bactéricide "in vitro" tout a fait nette.

A linverse, les associations ampicilline - chloramphénicol (601) et ampicilline - rifampi-
cine seraient réguliérement antagonistes envers Listeria monocytogenes.
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En résumé, parmi les bétalactamines, les molécules les plus actives sont les pé-
nicillines A (amoxicilline et ampicilline) avec des CMI basses ; elles sont bactériostatiques
dans les premieres heures mais deviennent bactericides aprés 24 h de contact pour des
concentrations nettement supérieures a la CMI.

Les uréidopénicillines et les carboxypeénicillines, I'imipéneme et la peénicilline G sont ac-
tifs avec des CMI moins favorables que les précedentes.

Les céphalosporines de premiére et deuxiéme générations sont peu efficaces alors que
celles de troisieme génération doivent &tre proscrites du fait de leurs CMI élevées.

Les aminosides du groupe gentamycine, tobramycine sont trés actifs (CMI basses) et
présentent un effet bactéricide rapide ; ils sont synergiques avec les pénicillines A.

Les macrolides tels que ['érythromycine, de méme que le chloramphénicol et les tétra-
cyclines sont bactériostatiques et d'efficacite intermédiaire.

La fosfomycine et les fluoroquinolones sont peu actives, de méme que les nouvelles qui-

nolones (péfloxacine) et 'acide nalidixique, la polymyxine et la colimycine.
La rifampicine, d'excellente activité, n'est que bactériostatique.

L'association triméthoprime - suifaméthoxazole bactéricide peut étre utilisée en alterna-
tive aux pénicillines A, associée ou non aux aminosides.

La vancomycine a été utilisée dans quelgues cas avec succes, mais un cas de ménin-
gite d'un sujet traité avec la vancomycine et la gentamycine pour une infection a Staphylo-
coccus aureus a la suite d'un cathétérisme cardiagque a éte rapporté.

On remarque aussi que parmi les antibiotiques actifs, aucun pris isolément n'a-d'activité

bactéricide in vitro.
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Une bactéericidie est donc obtenue avec les associations amoxicilline - gentamycine, tri-
méthoprime - sulfaméthoxazole, gentamycine - triméthoprime - sulfaméthoxazole, amoxicil-
line - trimethoprime - sulfaméthoxazole, rifampicine - triméthoprime - sulfaméthoxazole,

imipenéme - gentamycine avec un effet synergique.

Par contre, les associations rifampicine - ciprofloxacine et amoxiciliine - ciprofloxacine

sont bactéricides.

Les associations d'une bétalactamine avec du chloramphenicol ou de la rifampicine ou

de I'érythromycine ou une tétracycline sont antagonistes.
I. 2. ASPECT PHARMACOCINETIQUE.
L'antibiothérapie se heurte a trois difficultés :
- le site intracellulaire de Listeria monocytogenes,

- les localisations neurologiques rendant le franchissement de la barriere hé-

momeningée obligatoire,
- le terrain souvent immunodéprimé,
- d'oll le triple impératif de prescrire une antibiothérapie :
- ayant un taux de pénétration intracellulaire suffisant,
- franchissant bien la barriére hémomeéningée,
- assurant une bactéricidie in vivo.
Cette exigence pharmacocinétique comporte deux versants :

- de fagon générale, Listeria monocytogenes est source d'infection a localisa-

tions intra et extraceliulaires.
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L'antibiotique doit pouvoir éradiquer les bactéries non seulement dans les liquides in-
terstitiels et les compartiments transcellulaires mais également dans les cellules macro-
phagiques.

De nombreuses études ont prouvé gque les bactéries phagocytées par les polynucléaires
sont protégées de |'action des bétalactamines présentes dans le milieu extracellulaire.

Par contre, il a été démontré que la pénicilline peut tuer une souche virulente de Listeria
monocytogenes dans les macrophages de la souris @ condition que la concentration soit
plus de trois fois la CMI.

La situation intracellulaire de Listeria monocytogenes ne semble donc pas étre un obs-
tacle a I'emploi des bétalactamines ; de méme, le cotrimoxazole, la rifampicine, les cyclines,
les macrolides et le chloramphénicol pourront également étre utilisés du fait de leur bonne
pénétration intracellulaire.

- les listérioses neuroméningeées sont des infections a la fois intrameéningées et
intracérébrales dont les séquelles et les évolutions fatales sont généralement
dues a l'atteinte cérebrale.

Les antibiotiques employés doivent donc acceéder a concentration suffisante et ceci pen-
dant toute la durée du traitement au sein de ces deux structures, lesquelles ne possédent
-pas un comportement identique face aux antibiotiques.

L'état inflammatoire du territoire meéningé avec hypercytose et hyperprotéinorachie ma-
jore le passage des bétalactamines surtout dans le LCR et des aminosides mais seulement
en phase aigué d'inflammation méningée pour ces derniers alors qu'il n'influence pas le
passage du triméthoprime dans le LCR.

Au niveau ceérébral, le passage des antibictiques dépend de facteurs physico-chimiques
comme le degré de liposolubilité qui intervient de fagon plus importante que dans le cas du
passage hémomeninge.

Le chloramphénicol est plus concentré dans le tissu cérébral que dans le LCR alors que
la pénicilline G a une moins bonne concentration cérébrale que méningee.
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Les concentrations intrathécales de triméthoprime et de sulfaméthoxazole représentent

respectivement 40 % et 20 % de la concentration sérique.

Ainsi, 1a pénicilline, 'amoxicilline, le chloramphénicol, la rifampicine, I'imipénéme,
le triméthoprime et les quinolones ont un comportement pharmacocinétique favorable alors
qu'il est défavorable pour les cyclines, les aminosides, les macrolides et la vancomycine.

Les diffusions placentaire et foetale sont satisfaisantes pour I'amoxicilline.
ll. TRAITEMENTS DES DIFFERENTES SITUATIONS CLINIQUES. (55)

L'usage est d'utiliser pour le traitement des formes sévéres (neuroméningée, ma-
terno-foetale) et/ou survenant chez limmunodéprimé une association d'ampicilline ou

d'amoxicilline et d'aminoside.
II. 1. LISTERIOSE NEUROMENINGEE.

C'est un traitement d'urgence reposant sur l'association amoxicilline (200 mg/kg/j)
en six perfusions courtes et d'un aminoside type streptomycine, gentamycine, framycétine

(6 mg/kg/j) par voie intraveineuse, générale et/ou intrathécale.

La durée n'est pas clairement codifiée mais, en général, elle est de 3 a 4 semai-

nes pour éviter toute récidive eventuelle.

En cas d'allergie aux bétalactamines ou de forme encéphalitique dominante, I'as-

sociation chioramphénicol - aminoside peut étre proposeée.

Le cotrimoxazole (2 x 240 mg/j quelques jours puis 2 x 2 comprimés a 800 mg/j
pendant 2 & 4 semaines) par voie intraveineuse est une alternative intéressante, de méme
que l'association amoxicilline - cotrimoxazole en intraveineuse ; cela reste préféréble pour
traiter les listérioses neuroméningées lorsque les signes d'inflammation méningée ont ré-

trocédeé.

Exceptionneilement, on fera appel & la corticothérapie indiquée lors de décompen-

sation cardiorespiratoire.
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La rifampicine est un medicament potentiellement intéressant dans ce cas de fi-
gure mais il n'existe pas d'étude clinique documentant son efficacité.

De plus, les associations rifampicine - quinolone ou rifampicine - cotrimoxazole mérite-
raient une attention particuliére en raison de leur excellent comportement pharmacocinéti-
que et justifieraient des etudes bactériologiques expérimentales et cliniques faisant défaut
actuellement.

Il. 2. SEPTICEMIE A LISTERIA.

Pour certains, une monothérapie par amoxicilline serait suffisante dans de nom-
breux cas, l'addition d'un aminoside n'étant indiquée gu'en cas de facteurs de mauvais pro-
nostic (age > a 50 ans, maladie sous-jacente, greffe rénale, défaillance cardiaque, rénale

ou respiratoire).

Il. 3. LISTERIOSE NEONATALE.

Devant une infection précoce (premiéres 48 h), le traitement doit étre débuté en
urgence, aprées realisation des divers prélevements et faire appel & une amoxicilline ou une

ureidopénicilline par voie intraveineuse.

On peut aussi proposer la triple association amoxicilline, céphalosporine de troi-

" siéme génération et aminoside.

Le traitement de réference de la listériose systémique précoce et de la méningite
néonatale est l'association amoxicilline (200 mg/kg/j) par voie parentérale (IM ou V) et
gentamycine (3 mg/kg/j) en deux injections par voie intramusculaire et la durée est de 10
jours en cas de septicémie et d'au moins 3 semaines devant une méningite.

On associe généralement un traitement symptomatique de la détresse respiratoire
et des traitements généraux telle qu'une exsanguinotransfusion en cas d'ictére ou de syn-
drome hémorragique de maniere & stimuler les moyens de défense de I'enfant en lui appor-
tant des agents anti-infectieux ou des éléments figurés actifs.
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L'antibiothérapie doit tenir compte de divers facteurs :
- absorption digestive plus lente,
- vitesse de diffusion des injections intramusculaires irréguliéres,

- grandes variations du volume des liquides extracellulaires modifiant les con-
centrations sériques et tissulaires,

- hypoalbuminémie laissant une partie de I'antibiotique libre,
- immaturité enzymatique hépatique conduisant a un retard d'élimination,
- immaturité rénale avec risque d'accumulation.

Il. 4. LISTERIOSE DE LA FEMME ENCEINTE (MENINGITE EXCLUE).

La prescription d'amoxicilline par voie orale pendant 10 jours et la pratique d'hé-
moculture doit étre systématique devant toute fiévre isolée inexpliquée persistant plus de 5
jours ou devant tout état pseudogrippal (fievre, frissons, courbatures) survenant chez une
femme enceinte.

Dans le cas ol les hémocultures sont positives, on associe amoxicilline (6 a 12 g/j)
et gentamycine (4 mg/kg/j) par voie intraveineuse pendant 15 jours.

Certains preconisent une poursuite de l'amoxicilline (4 g/j) per os jusqu'a terme
dans le cas ou la listériose survient au cours du troisiéme trimestre de la grossesse.

Un macrolide sera utilisé en cas d'allergie a la pénicilline.
Les antibiotiques utilisés chez la femme enceinte doivent étre :
- efficaces sur l'infection maternelle,

- diffusibles a travers la barriere placentaire,
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- bactéricides,

- dépourvus de toxicité pour le fostus ( pas de tétracyclines en raison de leur
action nocive sur les phanéres et le squelette).

l. 5. LISTERIOSE DE L'IMMUNODEPRIME.

L'association amoxicilline - aminoside aux doses citées précédemment est de ri-
gueur bien que le cotrimoxazole par voie intraveineuse semble étre une alternative intéres-

sante chez les patients immunodeprimés.

L'association ampicilline - aminoglycoside reste le traitement de référence.

En cas d'intolérance aux bétalactamines, de résistance primaire a l'ampicilline ou
d'échec secondaire a l'association ampicilline - gentamycine, le cotrimoxazole trouve une
excellente indication bactériologique et pharmacocinétique en cas de listériose neuromeé-

ningée.

Le chloramphenicol associé aux aminosides reste une alternative envisageable

pour les formes encéphalitiques graves.

Enfin, la rifampicine, en association avec les quinolones ou le cotrimoxazole, méri-

- terait d'étre évaluée.




7éme PARTIE:

PROPHYLAXIE
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I. MEDICALE. (55)

l.1. VACCINATION.

Des essais de vaccination ont été tentés chez la souris (226), pour l'instant sans

succeas.

Chez I'animal, la prophylaxie vaccinale est encore du domaine expérimental ; elle
ne se justifie pas du fait du prix élevé des vaccins.

I. 2. IMMUNITE. ALLERGIE.

Listeria monocytogenes est un parasite intracellulaire facultatif ; il n‘est pas détruit

par les macrophages.

Cette résistance appelée "résistance cellulaire acquise" est proche de I'hypersen-
sibilité retardée et du mécanisme de rejet des greffes d'ou la fréquence plus élevée chez

les sujets immunodeéprimés.

Listeria monocytogenes est un germe peu antigénique n'entrainant pas de stimu-
jation importante des mécanismes de défense immunologique ; limmunité est essentielle- |
ment de type cellulaire ; elle est spécifique en empéchant toute réinfestation d'une souris
immunisée et non spécifique en protégeant l'organisme des infections & Brucella, Mycobac-
téries et champignons a développement intracellulaire.

On a remarqué que la vaccination par le BCG aurait pour conséquence une pro-

tection contre Listeria.

I. 3. PREVENTION DE L'INFECTION GRAVIDIQUE.

Elle est primordiale du fait du retentissement infectieux Asévére chez le foetus et du
dépistage systématique par prélévement vaginal ou par sérologie decevant et peu rentable.




-128 -

Elle repose sur 'amélioration du pronostic de la listériose néonatale par :

- Un dépistage systématique et un traitement precoce de l'infection maternelie ;
cela consiste en une hémoculture principalement mais aussi un examen
cytobactériologique des urines, des prélévements nasopharyngés, vaginaux
(culs de sac et col) ainsi qu'une antibiothérapie par ampicilline systématique
devant tout épisode febrile de la femme enceinte.

- un examen anatomique et bactériologique (frottis et culture) systématique du
placenta, des prelevements effectués au niveau des muqueuses (buccale,
anale, vulvaire, nasale) et des préiévements de sang et de LCR des l'accou -
chement en présence d'un prématuré fébrile ; la positivité de ces examens
permettra d'instituer une thérapeutique précoce du nouveau-né et de la mére
infectés ; cela constitue une prévention efficace.

On peut réaliser une antibiothérapie pendant le travail ou une immunisation de la
mere au cours du troisi@me trimestre de la grossesse ; ceci est & I'étude.

L'antibiothérapie de'trois semaines par l'ampicilline de la mére contrélée par la
négativation des prélévements cervicaux permet d'éviter une nouvelle atteinte du feetus lors
d'une grossesse ultérieure dans le cas ou le diagnostic n'est fait que pendant ou aprés l'ac-

couchement.

Enfin, certains préconisent une antibiothérapie prophylactique mais elle est jugée
dangereuse par d'autres (66) (543).

ll. SANITAIRE. (55)

Il. 1. MESURES PARTICULIERES.

Elles émanent du Laboratoire National de la Santé pour la France et du "Center for
Disease Control" pour les Etats-Unis et touchent deux categories de personnes.
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Les mesures concernant foutes les personnes sont ies suivantes :

- cuire soigneusement les aliments d'origine animale,

- laver scigneusement les [égumes crus et les herbes,

- conserver separement les viandes non cuites des légumes et des aliments
Cuits ou préts a étre consommes,

- éviter la consommation de lait cru ou d'aliments au lait cru,

- laver mains, couteaux et planches a découper aprés la manipulation d'ali-
ments non cuits,

- nettoyer frequemment (au moins deux fois par mois) et désinfecter ensuite
avec de l'eau javellisée le réfrigerateur.

Les personnes a risque (femmes enceintes, immunodéprimés et personnes
agees) doivent en plus :

- ne pas consommer en 'état les produits de charcuterie cuite (jambon, épaules
cuites tranchées sur les lieux de vente, paté, produits en gelée) et leur préfé-
rer des produits préemballés,

- réchauffer jusqu'a ébullition avant consommation les restes alimentaires ou les
aliments préts a etre consommes,

- ne pas consommer d'aliments ayant séjournés dans le réfrigérateur plus
longtemps que la date limite de consommation,

- eniever la crodte des fromages,
- gviter les fromages a pate molle et les bleus et leur préférer les fromages a

pate cuite ou fondue qui ont subi un traitement thermique détruisant les Lis-

teria,
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LES 24 FROMAGES MIS A L'INDEX

Fromages suisses a pate molle retirés de
la vente :

Munsteriinger Monchen-Mutschii ; Co-
raul de Gruyeére ; Vacherin fribourgeois ;
Reblochon.

Fromages suisses & péte dure ou mi-
dure encore dans le commerce :

Rutti Vacherin; Rutti raclette ; Rutti Til-
siter.

Fromages francais & pAte molle retirés
de la vente en Suisse :

Touré de I’ Aubier ; Munster Jerome Lis-
beth ; Créme de Bleu Diapason ; Demi-
Pont I'Evéque ; Pont d'Auge Pierre Le-
vasseur ; Munster ermitage ; Brie la Re-
nommée Xertigny ;

Marquis de Crémembert Saint Hubert ;
Edelweiss de Cléron (petit vacherin) ;
Brie Président.

Fromages frangais a péte persillée, re-
tirés de la vente en Suisse :

Léger Bresse Bleu Servas ; Bresse Bleu
Servas ;

Fourme Bresse Bleu Servas ; Blubry's
Bresse Bleu.

Fromage italien & pate molis retiré de la
vents en Suisse ;

Gorgonzola Impérial.

Fromage autrichien & pAte molle retiré
de la vente en Suisse :

Saint Paulin.

Fromages frangais interdits en Suéde et
en Allemagne :

Fourme de Bresse (listeria trouvées) ;
Vacherin et Touré de |’ Aubier (présomp-
tion de contamination). Le Lys Bleu, un
moment suspecté par la Suéde, a été,
depuis, lavé de tout soupgon. m

Les femmes enceintes doivent également consulter un médecin tout de suite en

cas de poussee de fievre isolée sans cause évidente ou accompagnée de syndromes mé-
ningeés.

Celui-ci fera effectuer une hémoculture et une recherche de germes au site infectieux en
connaissant la faible rentabilité du prélévement vaginal.

En milieu obstétrical, il convient d'étre particuliérement vigilant a la désinfection de
la salle d'accouchement, du matériel obstétrical et aux soins donnés aux nouveau-nés en
nourricerie en raison du risque d'infection nosocomiale.

Effectivement, il est nécessaire d'instaurer des consignes d'hygiéne rigoureuses en salle
de travail et lors des soins aux nouveau-nés pour éviter tout risque de transmission 8 un
stade ou l'infection n'est souvent ni connue ni méme suspectée ;

- hygiéne des mains rigoureuse,

- utilisation de matériel & usage unique,
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- nettoyage et désinfection corrects des surfaces et du matériel d'examen ou de soins
a usages multiples, '

- organisation des locaux de fagon & pouvoir examiner les nouveau-nés dans leur
chambre en évitant les contacts avec les autres.

ll. 2. MESURES GENERALES.
La prophylaxie sanitaire comporte :
- le dépistage et lé traitement des animaux malades ou porteurs de germes,
- la désinfection des locaux, des paturages, du matériel,
- le contréle des ensilages,
- l'assainissement des eaux potables et usées,
- la destruction dés produits d'avortement,
- la lutte contre les rongeurs,
- le contréle des engrais et des sols,

- la protection du personnel vétérinaire et du personnel des abattoirs et d'autres
industries alimentaires,

- les enquétes sérologiques et bactériologiques réalisées dans l'entourage des
malades permettant de déceler les porteurs sains,

- la désinfection des locaux de I'hdpital et des créches lors de la survenue d'une
listériose,

- la prévention de l'infection gravidique,
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- 'hygiéne de I'habitat, des matériels de fabrication,
- le nettoyage et la désinfection des usines,

- |a désinfection des caves d'affinage ; celle-ci est plus difficile que celle des
autres lieux de fabrication car il faut conserver les "bonnes” bactéries et éli-
miner les "mauvaises” ; la cave sera ensuite réensemencée avec des bacté-
ries nécessaires a l'affinage des fromages,

- le contréle des denrées alimentaires ; I'éradication de Listeria des produits
alimentaires est la base de la prévention ; elle repose sur l'application de
traitements listéricides (chauffage ou irradiation) ou listériostatiques
(acidification, congélation) en fonction du type d'aliments considérés.

Cette éradication s'exerce a différents niveaux .

- aux différentes étapes de la chaine alimentaire qu'it s'agisse de la production (traite,
élevage), de la transformation, de la logistique (transport, entrepdt), de la distri-
bution (coupe) avec la mise en place d'un systéme global de prévention
(assurance qualité),

- au niveau du consommateur comme nous l'avons vu précédemment.

Cette éradication sera traitée en detail dans la 8éme partie au § VIL.

Nous pouvons également citer le rle primordial du bactériologiste dans la sur-
veillance épidémiologique des cas de listériose afin d'éviter la dispersion d'une epidémie.

Il doit, en effet :

- envoyer réguliégrement toutes les souches de Listeria monocytogenes, isolées
de patients, au Centre National de Reférence,
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- contacter la Direction Générale de la Santé et le Laboratoire National de la
Sante lors d'une augmentation anormale du nombre de cas, afin d'éviter
I'évolution vers une épidéemie.

La prévention repose donc essentiellement sur des mesures individuelles pour la
contamination directe et la surveillance de la qualité des denrées alimentaires, autant de
mesures difficiles & observer en raison de la distribution de la bactérie dans la nature et de
sa resistance.




8éme PARTIE :

LISTERIA DANS
| LES DENREES
" ALIMENTAIRES
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l. CONTAMINATION DES DENREES ALIMENTAIRES.

1. 1. ORIGINE DE LA CONTAMINATION. (97)

Listeria monocytogenes est un germe banal de 'environnement ainsi qu'un germe
saprophyte que l'on peut isoler de la surface des sols humides, boueux, incultes ou en ja-
chere, de la plupart des végétauy, principalement les feuilles fanées ou en voie de décom-
position mais, de fagon moins fréquente des sols cultivés.

La contamination des ensilages est donc fréquente et ceci d'autant plus que ces
derniers auront été préparés sans précaution, seront souillés de terre ou insuffisamment

tasses.
Elle peut atteindre 12000 & 100000 germes par gramme et peut persister des années.

On a eégalement remarqué que des ensilages de bonne qualité mais dont le pH est infé-
rieur & 4 peuvent contenir des Listeria, mais a des taux tout de méme moindres.

Les effluents sont fréquemment contaminés (&levages, abattoirs, industries ali-

mentaires diverses).

Les traitements d'épuration n‘affectent que peu ou pas les Listeria donc elies sont
‘retrouvées dans presque la totalité des eaux de surface, riviéres, lacs et canaux.

La pérennité de la contamination du milieu extérieur est assurée par les apports
constants issus des activités humaines et I'existence de réservoirs animaux domestiques
OU sauvages.

Le portage sain s'effectue au niveau du tube digestif et de l'appareil respiratoire, et
ceci aussi bien chez les hommes que chez les animaux. |
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Les matiéres premiéres des industries alimentaires peuvent également étre con-
taminées :

- les viandes, le lait et les produits animaux, consommeés en ['état, du fait des
techniques de production comme le phénoméne de bactériémie ou une
erreur dans la technologie de production des denrées telles que la contami-
nation de la surface des viandes par des matieres fécales lors de I'éviscera-
tion ou le ringage des rayons contaminés par le lait lors de la traite.

Listeria est aussi présente de fagon inévitable dans les filieres.

- les produits transformeés crus, préparés a partir de matieres premieres variees,
manipulés, stockés au froid, transportés, présentent un risque de contamina-
tion plus élevé ainsi qu'une intensité plus grande.

- les produits transformés cuits ayant subi. un chauffage a coeur au moins
equivalent & un traitement de pasteurisation sont en principe exempts de
Listeria.

Cependant, les possibilités de recontamination apres cuisson sont muiltiples :

- par les locaux et le materiel nettoyés selon un protocole inadéquat ou lorsque le
méme local héberge plusieurs types de fabrication (produits crus et produits cuits);
c'est le cas des tapis roulants,

- par 'ambiance : eau (conduites d'eau, prises d'eau, condensations), air véhiculant
des poussiéres ou des aerosols contaminés d'ou l'importance de maitriser les flux,

- par certains vecteurs animeés comme 'homme vecteur actif (porteur sain) ou passif,
transmettant une contamination d'un milieu a un autre, mais aussi les insectes et
les rongeurs.
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La maitrise des Listeria dans ce type de produits est essentielle car les germes introduits
accidentellement rencontrent un substrat nutritif et des conditions favorables pour leur déve-
loppement (milieux riches, absence de flore competitive, stockage long a température
basse).

l. 2. FREQUENCE DES CONTAMINATIONS. (97)
l. 2. 1. PRODUITS CARNES.

L'isolement de Listeria & partir des carcasses est classique comme le montrent les
chiffres suivants :

- jusqu'a 57 % des carcasses de volailles,
- de 6 & 30 % des carcasses de bovins,
- prés de 5 % des carcasses de porcs,

Il semble qu'un prélévement effectué par écouvillonnage de la surface d'une car-
casse, peu de temps aprés 'abattage, ne permette pas d'isoler Listeria alors que le prélé-
vement de lambeaux superficiels aprés quelques heures de refrigération le permet.

La contamination est soit d'origine fécale au moment de la préparation des carcas-
ses sur la chaine, soit due a l'environnement au cours de la réfrigération et du stockage du
fait des manipulations, des contacts avec des carcasses ou d'autres surfaces polluées ou
de l'entreposage dans une atmosphére contaminée (poussiéres et aerosols).

Des prélévements ont été effectués dans deux abattoirs suisses pour bovins et
porcins et examinés quant a la présence de Listeria monocytogenes et autres Listeria spp.
(219) ; labattoir 1 est une exploitation importante et moderne tandis que l'abattoir 2 est plus
petit et plus traditionnel (Figures 3, 4, 5) (Tableaux XllI, XIV).

931 échantillons de peaux, carcasses, organes et contenus intestinaux de bovins et de
porcins et 247 échantilions de I'environnement (équipement, surfaces de travail, sol, parois)
ont été collectés.
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Tableau Xl : Contamination des bovins analysés.

Parametre n Listeria spp. (%) L.innocua| L. monocytogenes (%)
Contenu intestinal 24 2 (83%) 2 0

Rate 24 0 0 0

Poumons 24 2 (83%) 1 1 (42%)
Peau de I'animal vivant 32 5 (15.6%) 4 1 (31%)
Peau aprés saignée 56 24 (42.8%) 18 8 (143 %)
Carcasse aprés dépouillement 32 0 0 0

Carcasse au pesage 32 1 (3.1%) 1 0

Carcasse en local frigorifique 80 1 (1.2%) 1 0

Figure 3 : Contamination par Listeria spp.
des carcasses bovines de |'abattoir 1.
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Tableau XIV : Contamination des porcins' analysés.

Paramétre n Listeria si)p. (%) L.innocua | L. monocytogenes (%)
Contenu intestinal 30 2 (6.7%) 2 0
Rate 36 1 (28%) 1 0
Poumons 36 3 (83%) 3 0
Amygdales 171 1 (59%) 1 0
Musculature 36 0 0 0
Peau de Panimal vivant 56 13 (23.2%) 13 0
Peau aprés saignée 92 47 (51.1%) 41 9 (9.8%)
Peau aprés épilage 24 0 _ 0 0
Peau aprés suspension 74 41) (5.4%) 3 1(13%)
Peau apres flambage 422) 0 0 0
Peau au pesage 56 1 (1.8%) 1 0
Peau en local frigorifique 92 8 (8.7%) 2 6 (6.5%)
Carcasse: face interne 36 1 (2.8%) 1 0
) =  uniquement de Pabattoir 2 Pourcentage . . P istari
2) =  uniquement e Pabattoir 1 d'échantillons Figure 4 : Contamination par Listeria spp.
positifs {%] des carcasses porcines de l'abattoir 1.
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La peau se revéla étre une source importante de contamination et une dissémination
des germes, par contact direct ou indirect, lors de I'amenée, de I'étourdissement et de la
saignée des animaux, a pu étre démontrée, du fait de l'augmentation du pourcentage
d'échantillons positifs de 20 a 50 %.

Le dépouiliement des bovins, de méme que I'échaudage et le flambage des porcs en-
trainent une diminution puisque 1,2 % des carcasses bovines et 8,7 % des carcasses por-

cines étaient encore positives en local frigorifique.

Quant aux postes de travail, le dépouillement des bovins, I'étourdissement et la suspen-
sion des porcs, I'évacuation des carcasses vers les locaux frigorifiques se sont révélés étre

fortement contaminés.

De ce fait, la separation stricte du personnel travaillant dans la partie "sale" (amenée des
animauy, étourdissement et saigneée) de la partie "propre" est d'une trés grande impor-
tance, de méme que d'éviter tout contact entre des installations fixes (portes, murs, po-

diums de travail) et les carcasses.
La contamination de la viande de porc peut se faire a trois niveaux (8) :

- en élevage : elle est faible du fait des conditions modernes d'élevage
(batiments fermés, alimentation granuiée).

e taux de Listeria monocytogenes dans les déjections est supérieure chez les porcs

nourris avec des vegétaux frais ou du mais humide.
- & l'abattage : a ce niveau, la contamination, bien que faible, est due a :
. la technologie d'abattage : la chaine comporte plusieurs points critiques :

- anesthésie-saignée car les electrodes des pinces d'anesthésie, le sol a
ce niveau, le couteau de saignée sont fréquemment contaminés d'ol
la nécessité de désinfecter aussi souvent que possible le couteau de
saignée et de limiter les mouvements du personnel chargé de l'anes-
thésie et de la saignee vers d'autres postes.
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- échaudage : dans les bacs d'échaudage avec immersion, du fait des
battements cardiaques ou d'inspirations réflexes, les germes peuvent
penetrer dans la plaie de saignée, la bouche et le tractus respiratoire
d'ol la contamination des poumons & ce niveau.

Listeria n'est pas détruite & la température de I'eau d'échaudage (61-63°C).

- épilage, flambage, polissage : |a pression exercée par les racloirs lors de
I'épilage exteriorise les féces ce qui peut souiller la peau.

La décontamination superficielle est effectuée au niveau du four a flamber mais les fla-

gelleuses sont sources de nouvelles contaminations par 'eau.

- éviscération : si le tractus n'est pas correctement sectionné et prélevé, le
contenu intestinal peut poliuer la carcasse.

Le douchage des carcasses ne permet pas de décontaminer les surfaces, au contraire

l'eau repreésente une source de contamination.

. I'hygiéne du personnel : les mains, les vétements et les instruments sont
les sources les plus fréquentes de contamination mais I'hnomme en tant
que porteur sain constitue aussi un reservorr.

. la réfrigération : les manipulations de carcasses par les opérateurs et les
contacts entre carcasses favorisent les contaminations croisées du fait de
l'aptitude des Listeria & se developper & basses températures.

. le nettoyage et la désinfection des locaux et matériels dont l'insuffisance ou
l'absence permet la multiplication de Listeria et la contamination des

carcasses.

- des produits finis : la contamination est beaucoup plus frequente et le risque
est augmenté par la longueur du process et le nombre d'interventions.
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On distingue :

- les viandes fraiches pouvant étre contaminées par I'environnement (sol, eaux, ma-
teriel de nettoyage et de découpe comme les scies, les couteaux et les tables de
travail), par le personnel et par les contacts entre les morceaux ce qui favorise les
contaminations croisées.

Le tranchage, le hachage, le malaxage sont des opérations trés contaminantes.

A ce niveau, la quantité de Listeria résulte de la qualité de la matiere premiere et de
I'hygiéne de l'abattage et de la découpe.

- les produits cuits : 50 % des échantilions de paté peuvent contenir des Listeria car
de multiples recontaminations peuvent survenir apres la cuisson, si I'hygiéne n'est

pas respectée.

La quantité de Listeria est ici le reflet de la qualité de I'environnement des denrées et de
la maitrise des process.

En général, quel que soit le type de viande, la contamination touche :
- 8 & 87 % des viandes hacheées ; elles sont donc un excellént milieu de culture,
- 25 % des viandes fraiches,
- 10 a 43 % des charcuteries crues,
- 5 % des charcuteries cuites,
- 12 a 37 % des produlits & base de viande préts & consommer,

- 47 % des volailles.
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Une enquéte menée, en 1991 par les Services Vétérinaires du Ministére de I'Agri-

culture, montre une contamination de :

- 14,8 % des produits de saucisserie fraiche, produits fumés et saucissons

Secs,
- 1,2 % des plats cuisinés & base de viande,

L'intensité de la contamination est variable : de 20 a 100/g du fait du phénomeéne

de compeétition de flore.
l. 2, 2. PRODUITS LAITIERS.

Les laits crus sont contaminés de fagon variable et d'autant plus que l'alimentation

de la femelle laitiére comporte de l'ensilage.
Les chiffres, pour 'espéce bovine, sont les suivants :
- 5 % pour les laits crus de vache (10 a 1000/ml),
- 10 & 23 % pour les fromages & pate molle (10000 & 107/g),

- parfois 20 % pour les laits pasteurisés, en cas de pasteurisation mal effectuée

et de recontamination aprés traitement.
I. 2. 3. PRODUITS DE LA MER.

4 3 8 % des poissons, crustacés et coquillages sont contaminés (200/g) de fagon

discréte.
. 2. 4. VEGETAUX.

lIs sont fréquemment et intensément contaminés (salade, chou, céleri, tomate) du

fait de I'épandage de fumier, des lisiers, des boues de station d'épuration (1 07/g).
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il. INCIDENCE ET CROISSANCE DANS LES DENREES ALIMENTAI-
RES.

Il. 1. PRODUITS CARNES.

La contamination touche une grande variété de viandes avec une incidence
(CFUJg) variant grandement du fait des difféerences des méthodes de détection comprenant
des facteurs comme la méthode utilisée, la taille de I'échantillon, le nombre de colonies et la
source de I'échantillon (commerce de détail ou grande surface).

Les contaminations se produisent, en général, en surface.

Listeria monocytogenes a recemment été trouvée dans le cosur des muscles de 5
des 110 échantilions de roti de boeuf, de porc et d'agneau (288).

Ces organismes sont probablement présents dans le muscle au moment de I'abattage.

Le sérotype 1 est principalement trouvé dans les viandes courantes bien que dans
le pate responsable de I'épidémie survenue en Angleterre en 1989, le sérotype 4b ait eté le
plus frequemment isolé (400).

, Alors que la plupart des cas de maladies humaines semble étre due au sérotype
4b, quelques auteurs affirment que la viande n'est pas impliquée dans les éruptions de

listériose d'origine alimentaire.

Ceci n'est pas completement vrai, puiéqu'il y a eu plusieurs épisodes de listériose spo-
radique et épidémique impliquant le sérotype 1.

Mais il est évident que plusieurs produits de viande contaminés apparaissent contenir
des taux plus bas que la plupart des fromages & pate molle.

Le poulet semble étre hautement contaminé ; les études montrent un taux de

contamination de l'ordre de 10 & 60 % et le sérotype 1 comme sérotype dominant.
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Les facteurs influengant la colonisation des poulets rétis ont été examinés et il ressort de
cette étude que les plus jeunes oiseaux sont plus sensibles que les plus agés (16).

En effet, dans le cas des poulets agés d'un jour, une moyenne de 10 & 10°® germes ap-
porte une colonisation de 20 % (3 des 15) et 73 % (11 des 15) des oiseaux infectés.

La volaille peut se contaminer dans I'environnement durant la production ou a partir des
poulets porteurs sains durant le traitement (16) (210).

Certaines études montrent que Listeria monocytogenes est incapable de pousser
dans la viande stockée & 4 ou & 25°C (287), d'autres démontrent le contraire (108) (218)
(513).

L'étude menée dans la viande hachée a 4°C a montré que le hombre de Listeria
reste inchangé durant plus de 30 jours, ce qui confirme le comportement psychrotrophe
des Listeria (513).

LLe nombre de Listeria diminue d'environ 1 log CFU/g de viande de beeuf hachée
stérile stockee a 8°C puis demeure constant.

L'hypothése la plus vraisemblable est que la viande manqgue d'un éiément nutritif neces-

saire a la croissance des Listeria et que la dégradation du muscle par les bactéries protéo-

. lytiques comme Pseudomonas fluorescens peut permettre a la croissance de Listeria de se
produire, du fait de la libération d'éléements nutritifs directement assimilables (227).

Le lactate de sodium (1,8 %), l'érythorbate de sodium (0,1 %), le kappa-
carraghénane (1 %) et les alginates liant la viande (l'alginate de sodium (0,4 %), l'acide lac-
tique (0,6 %) et le carbonate de calcium (0,075 %)) n'ont pas d'effet sur le nombre de Lis-
teria dans la viande de boeuf héchée crue, stockee en agrobie & 4°C.

Par contre, les alginates et le kappa-carraghénane entrainent une faible destruction de
Listeria monocytogenes dans la viande de beoeuf hachee cuit? stockée en aérobie & 4°C
(243).
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La croissance semble étre fortement dépendante de la température et du pH de la
viande, du type de tissu et du type et de la quantité de microfiore secondaire.

En effet, & 7°C ou moins, Listeria monocytogenes est incapabie de croitre dans la viande
avec une microflore de 10° CFU/g alors qu'a 25°C, aucune croissance n'est observée avec
une microflore de 10" CFU/g.

La croissance dépend du type de produit et du pH, comme I'ont montré GLASS et
DOYLE (218) ; en effet, elle s'effectue & pH < 5 et la volaille la supporte mieux que les au-
tres viandes comme le réti de boeuf, les saucisses et les hot dogs pour lesquels les facteurs
inhibiteurs sont le pH, la combinaison pH - activité de 'eau et la fumée liquide.

Les préparations de fumage liquide utilisée pour la fabrication des saucisses ont effective-
ment une activité antilisteria du fait de leur teneur en phénols (256).

La croissance est supérieure dans la viande grasse comparativement a la viande maigre,
ce qui est probablement d( & une plus courte phase de latence (394).

D'autres ont trouvé une croissance similaire avec des phases de latence légerement plus

longues dans les tissus gras (143).

La congélation, la déshydratation en surface et la réfrigération simulant un spray
. he semblent pas affecter la survie.

L'emballage sous vide est source de résultats contradictoires ; en effet, la crois-
sance est aussi bonne dans le boeuf emballé sous vide que stocké a l'air mais meilleure
que dans le blanc de poulet embalié sous vide (143) alors qu'elle est inférieure dans ce
dernier comparativement & celui recouvert d'un film (100).

La croissance est meilleure & 0°C dans le boeuf emballé sous vide & pH 6 qu'a pH
5,6 (232).

La croissance est possible dans la viande emballée sous vide stockée a 0, 2, § et
10°C mais impossible dans le boeuf emballé sous 100 % de CO, & une température supé-
rieure & 5°C et a pH éleve (215).
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La survie de Listeria monocytogenes est mauvaise dans le poulet cru stocké en
atmosphere anaérobie modifiée mais bonne en présence de 5 % d'O, (600).

Les effets de quatre conditions de l'environnement gazeux (100 % O,, 30 % CO, +
air, 30 % CO, + Ny, 100 % CO,) et de la température sur le comportement de Listeria mo-
nocytogenes ont été étudiés dans le blanc de poulet (248).

A 1°C, l'organisme ne pousse dans aucune de ces conditions.
A 6°C, la croissance est meilleure en aérobie qu'en présence de COa,.
A 15°C, la croissance se produit dans tous les cas.

La croissance en présence de CO, est expliqguée par le fait que les atmosphéres enri-
chies en CO, suppriment la microfiore aérobie.

Donc, conserver la viande sous 100 % de CO, est le moyen le plus efficace d'en étendre
la durée de vie.

Le niveau initial de Listeria monocytogenes dans les saucisses fermentées (553)
est réduit de 100 fois durant la fabrication (217), sauf dans le cas des saucisses coupees
préparées sans levain lactique et portées & 32,2°C pendant 6 h ; dans ces conditions, le
.nombre de Listeria est multiplié par 100.

Une faible diminution du nombre de Listeria est observée dans les saucisses
"summer" fabriquées sans levain (41).

Listeria monocytogenes présente initialement a un taux supérieur a 1000 CFU/g
de saucisses peut survivre durant la fermentation, le séchage et le stockage réfrigeré du
salami dur fermenté (286).

Ces observations différentes résultent probablement de différences physiques et
chimiques entre les saucisses comme le pH, l'activité de l'eau (Aw), les taux de sel et de
nitrite et la flore secondaire.
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Les Lactobacilles semblent étre les organismes majeurs exercant un effet antiliste-
ria par production de bactériocine alors que les Pseudomonas favorisent la croissance
comme nous l'avons vu precedemment.

Les différentes études concernant la compétition flore lactique - Listeria font appel aux

souches suivantes :

- Carnobacterium piscicola (86) (87) (497) isolée de viande de beeuf hachée inhi-
bant Listeria monocytogenes a 5°C ou a 19°C mais surtout & 5°C par produc-
tion d'une bactériocine thermostable & activité bactéricide,

- Lactobacillus sake libérant une bactériocine ou sakacine A (340) (496) (498)
(528) possedant une activité bactériostatique plutdét que bactéricide envers des
lactobacilles variés et plusieurs bactéries Gram (+) d'origine alimentaire comme
Staphylococcus aureus et Listeria monocytogenes mais pas envers les bacte-
ries Gram (-), sous conditions éliminant les effets de faible pH, de peroxyde
d'hydrogéne et de bactériophage lytique.

Dans les saucisses, Listéria monocytogenes est capable de pousser & pH 6,3 mais
l'addition de Lactobacillus sake empéche la croissance des Listeria durant les premiers

jours suivant la fabrication.

. A pH normal (5-7), Listeria monocytogenes ne se multiplie pas et I'addition de Lactobacillus
sake réduit le nombre de Listeria monocytogenes.

La sakacine A (265) purifiee par précipitation par du sulfate d'ammonium et chromato-
graphie montre qu'elle est constituée de 41 résidus d'acides aminés et qu'elle a une masse
moléculaire calculée de 4308,7, ce qui est en accord avec la valeur déterminée par spec-

trométrie de masse.

Le géne structural (sakA) code pour un produit primaire de 59 acides aminés qui est clivé
entre les acides aminés 18 et 19 pour conduire & la sakacine A active.

Son effet antagoniste est éliminé par traitement avec les protéases mais elle est thermos-
table.
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- Lactobacillus bavaricus (589) possédant une action antagoniste envers Listeria
monocytogenes en viande emballee sous vide, traitée par la chaleur et stockée
aux températures de réfrigeration.

Cet effet a été examiné dans trois systémes a savoir des cubes de beeuf, des cubes de
boeuf en sauce et des cubes de boeuf en sauce contenant de glucose.

A 4°C, Listeria monocytogenes est inhibee ou tuée par Lactobacillus bavaricus ; cela dé-
pend du taux initial de contamination.

A 10°C, on observe une réduction de 10 fois du pathogéne sauf dans le beoeuf sans sauce.

Ce systéme montre une inhibition transitoire du pathogéne durant la premiére semaine de

stockage puis une croissance.

Une bactériocine est détectée dans les echantillons donc l'inhibition ne peut pas étre attri-
buee a l'acidification mais bien a la production de bacteériocine.

L'addition de sauce contenant du glucose et un taux d',i_noculation plus éleve sont trés effi-
caces pour réduire les populations de Listeria monocytogenes.

Des températures de réfrigération plus faibles augmentent l'action antagoniste.

La nature protéinique de la bactériocine est confirmée par addition d'o-chymotrypsine

(pancréase bovine type II).

Donc, non seulement Lactobacillus bavaricus pousse et produit une bactériocine a tempé-
rature de réfrigération mais aussi est efficace aux valeurs de pH non acides.

D'autres souches de Lactobacilles ont été étudiees a savoir Lactobacillus del-
bruekii spp. lactis, Lactobacilllus plantarum, Lactobacillus casei, Lactobacillus brevis, Lac-
tobacillus acidophilus, Lactobacillus lactis, Lactobacillus lactis spp. lactis (340).
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- Pediococcus acidilactici (50) (413) (499) produisant une bactériocine ou pédio-
cine a effet bactéricide sur Listeria monocytogenes mais aussi sur Lactobacillus
spp. et Clostridium perfringens dans la viande fraiche et les saucisses (135)
(197) (811).

La fermentétion des saucisses séches peut réduire les populations de Listeria monocy-
togenes (197).

L'inactivation efficace de Listeria monocytogenes est observee quand le pH de la partie fer-
mentation du procede est inférieur a 4,9 (197).

La pédiocine (260) est responsable pour une part de l'activite antilisteria durant la fermen-

tation.

L'inhibition de Listeria monocytogenes durant le séchage est améliorée par la présence de
pediocine.

La production de pédiocine contribue donc & l'augmentation de l'inhibition durant la fermen-
tation et le séchage de la fabrication des saucisses.

Les Listeria sont inactivées dans les exsudats portés a 4°C pendant 29 jours et pous-
sent dans les exsudats portés & 25°C pendant 6 jours (611).

La pédiocine provoque une létalité rapide de Listeria monocytogenes dans les exsudats
portés a 4°C mais ensuite l'inactivation est similaire @ ce que I'on observe dans l'exsudat de
controle (Listeria monocytogenes seule) ou l'exsudat contenant Listeria monocytogenes +

Pediococcus acidilatici (611).

A 25°C, Listeria monocytogenes pousse en présence de Pediococcus acidilactici durant les
premiéres 64 h d'incubation mais la population decroit ensuite de fagon appreciable (611).

En présence de pédiocine, on observe une decroissance graduelle de Listeria monocyto-
genes durant toute la période de stockage a 256°C (611).
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Donc, I'ajout d'additifs biologiques peut potentialiser et amplifier l'activité listériostatique et
listéricide intrinséque de l'exsudat de saucisse (611).

La pediocine est bactéricide et est sensible aux enzymes protéolytiques.

Elle est stable entre pH 3 et 9 et apparemment plus stable dans une plus faible partie de
cette etendue de pH.

A pH 3,6, la pédiocine est stable aux températures de traitement thermique de l'ordre de
65 a 121°C ; son activité diminue significativement quand elle est chauffee a pH 7.

L'activité inhibitrice de la pediocine est perdue en présence d'alpha-amylase, suggérant
qu'elle contient une moitié glucidique nécessaire a son action antibactérienne.

La pédiocine se présente sous la forme de monomeéres et d'aggrégats possédant des
poids moléculaires de l'ordre de 80 & 150 kDa.

La pédiocine présente une meilleure activité lorsqu'elle est encapsulée dans des liposo-
mes de phosphatidyicholine avant addition aux systémes par rapport & la pédiocine libre et
non encapsulée et ajoutée aux systémes contenant un émulsifiant Tween 80 par rapport
aux systémes sans Tween 80 (136).

- Pediococcus damnosus et Pediococcus pentosaceus (340) (384) (625) a effet
antibactérien sur Listeria monocytogenes en jus de viande hachée incube a

6°Ceta 15°C,

- Leuconostoc gelidum (252) (253), bactérie lactique hétérofermentative isolée de
viande emballée sous des taux de CO, élevés.

Elie pousse bien a température de réfrigération mais pas a 25°C.

Elie produit une substance inhibitrice, la leucocine (252), qui est inactivée par la trypsine
mais pas par la catalase ou par chauffage a 62°C pendant 30 minutes.

Elle est produite assez t6t en cycle de croissance a 1, 5 et 25°C.
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Cette substance inhibe un grand nombre de bactéries apparentées étroitement aux
bacteries lactiques aussi bien qu'Enterococcus faecalis et Listeria monocytogenes.

- Leuconostoc mesenteroides (124) produisant une meésentérocine active contre
Listeria monocytogenes mais sans effet sur plusieurs bactéries lactiques.

La substance antimicrobienne est une protéine ; son activité est complétement détruite

par la pronase.

Elle est relativement stable a la chaleur (100°C, 30 minutes) et partiellement dénaturée
par le chloroforme.

La SDS-PAGE a permis de déterminer le poids moléculaire apparent & environ 4,5 kDa.

D'autres souches de lLeuconostoc ont été étudiées a savoir Leuconostoc cremoris et

Leuconostoc blayaisense (340),

Un Enterococcus hirae (520) (521) isolé d'intestin bovin produit une bactériocine ou hi-
raecine S inhibant d'autres Enterococci, Listeria monocytogenes et d'autres Listeria spp.
mais aucune autre bactérie Gram (+) et pas de bactérie Gram négative.

L'agent antimicrobien est inactive par la pronase et la papaine et est insensible a la cata-
,lase, a leffet tampon, au chauffage a 100°C pendant 60 minutes et & la congélation-

decongeélation.

L'activite antimicrobienne n'est pas due au peroxyde d'hydrogéne ou a la formation d'acide
et elle n'est pas non plus une activité lysozyme ou muramidase.

Il. 2. LAIT ET PRODUITS LAITIERS.

Les fromages sont les plus intensivement examinés en.raison de leur association a

la listériose d'origine alimentaire.
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La contamination des fromages & pate molle est essentiellement localisée a la
surface (30) (296) ; ceci semble étre di au pH bien gu'un large gradient de pH se déve-
loppe durant ['affinage ; la croissance se fait parallélement a 'augmentation du pH durant
I'affinage.

Ceci est aussi a associer a la protéolyse de surface due aux moisissures (15).

Le lait cru doit &étre considéré, par les producteurs laitiers, comme une source de
contamination bien que celui-ci posséde un systéme lactoperoxydase consistant en une
enzyme : la lactoperoxydase, du thiocyanate et du peroxyde 'd'hydrogéne possédant une
activité antimicrobienne large et entre autre sur les Listeria (54) (139) (140) (165) (209)
(292) (293) (518). '

L'oxydation du thiocyanate SCN -, catalysée par la lactoperoxydase et par H,O. , génére
I'anion hypothiocyanite OSCN - qui est en équilibre avec l'acide hypothiocyaneux ; ces deux
composes peuvent oxyder les groupes sulfhydryle (-SH) des enzymes métaboliques inhi-
bant la croissance bactérienne.

Plusieurs mécanismes d'action ont été rapportés pour expliquer cette inhibition :

- extension de la phase de latence ou aucune croissance,
- consommation d'oxygéne reduite,

- production de lactate par les organismes fermenteurs réduite,

- inhibition des enzymes métaboliques clés comme 'hexokinase, la glycéraldéhyde 3-
phosphate deshydrogénase et la D-lactate deshydrogénase,

- inhibition de la consommation de glucose,

- altération de la membrane cytoplasmique avec fuite d'ions et de matériel absorbant
dans 'UV,

- inhibition de la synthése d'acides nucléiques et de protéines.
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Le systeme lactoperoxydase (LPS) améliore la destruction thermique de Listeria mono-
cytogenes et de Staphylococcus aureus.

En effet, 'activation de LPS suivie du traitement thermique entraine une mort plus rapide
des Listeria tout en respectant les pathogenes d'origine laitiére.

~ Linhibition de ce systéeme est réversible par addition de composes contenant des grou-
pes sulfhydryle comme la cystéine, le dithiothreitol et la glutathion aussi bien que des taux
élevés de catalase ou par chauffage du lait aux températures de pasteurisation.

Le niveau de lactoperoxydase dans le lait cru décroit durant l'incubation de 7 jours mais
la décroissance est plus prononcée a 8°C qu'a 4°C.

L'activation du systéme LPS est donc une procédure permettant de contréler le déve-
loppement de Listeria monocytogenes dans le lait cru aux temperatures de refrigération.

Listeria monocytogenes peut survivre a la fabrication et a l'affinage de beaucoup
de fromages, en particulier le Camembert (488), un peu moins fe Cottage (486), le Parme-
san (609), le Trappist (314), le Cheddar (487) et le Colby (606).

Listeria monocytogenes survit et se multiplie quand elle est inoculée directement dans le
lait servant & la fabrication du Camenbert mais le taux de croissance est réduit a faibles
températures de stockage (15).

Des taux de croissance plus élevés se produisent en surface comparativement au centre.

Listeria monocytogenes est concentrée dans le lait caille et peu dans le petit lait
dans lequel elle survit, de méme que dans le beurre et le yaourt.

La croissance est lente mais pas totalement inhibée par les levains lactiques utili-
sés dans la fabrication du fromage.

Elle est bonne dans les produits laitiers de 4 a 35°C.
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La présence de Pseudomonas dans le lait peut améliorer la croissance de Listeria
monocytogenes (183) (380).

Listeria monocytogenes survit & la fermentation du lait écrémé par Streptococcus
cremoris (585) ou Streptococcus lactis (99) et durant le stockage réfrigéré.

La fermentation avec la bactérie thermophile Lactobacillus bulgaricus est plus
préjudiciable & la croissance et la survie que la fermentation avec des levains lactiques
mésophiles (495). -

La croissance dans le petit lait est meilleure que dans d'autres produits laitiers flui-
des ; ceci est di au pH et & la présence ou l'absence de Penicillium camemberti ; la crois-
sance est améliorée en présence de Penicillium camemberti et a pH elevé (489).

Listeria monocytogenes est capable de résister un certains nombre de jours dans
les saumures et le lactosérum constituant des sources potentielles de contamination (23).

Une saumure contaminée peut infecter un grand nombre de fromages puisqu'elie sert a
plusieurs fabrications.

De méme, dans une unité de production, le sérum se retrouve fréquemment au niveau
du sol et des Listeria peuvent persister dans le sérum stagnant dans des fissures du sol,
_ainsi qu'au niveau des regards d'égouts et d'autres orifices (396).

Dongc, la recherche de Listeria monocytogenes dans ces produits doit étre inclue dans les
plans de contréle préventifs en fromagerie et toutes les surfaces doivent étre le plus rapi-
dement possible nettoyées et désinfectees.

Un Leuconostoc mesenteroides spp. mesenteroides (257) isolé de lait de chévre
inhibe la croissance de Listeria monocytogenes par production d'un composé nomme meé-

sentéricine.

fl s'agit d'une molécule protéique montrant un spectre inhibiteur étroit limité au genre

Listeria.
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Le poids moléculaire détecté par SDS-PAGE est de 2,5-3 kDa.

La bactériocine est purifiée par une simple procédure en trois étapes . un surnageant
brut obtenu a partir d'une culture en phase stationnaire en milieu défini est soumis & une
chromatographie d'affinité sur colonne d'agarose, suivie d'une ultra-filtration & travers une
membrane de 5 kDa et finalement une CLHP en phase inverse sur colonne C4.

Le microséquengage de la bactériocine pure et des fragments tryptiques montre que la
meésentéricine est un polypeptide de 36 acides aminés dont la structure primaire est proche
de celle de la leucocine A-UAL 187 (252), laquelle contient un résidu supplémentaire a
I'extremité C.

A la différence de la leucocine A-UAL 187 (252), la mésentéricine montre un mode d'ac-

tion bactéricide.
Les bactéries corynéformes (554) telles que Brevibacterium linens, Arthrobacter
nicotianae et Arthrobacter nucleogenes isolées de fromage montrent des zones claires

d'inhibition donc un effet antagoniste sur L.isteria.

Arthrobacter nicotianae et Arthrobacter nucleogenes sont plus efficaces envers Listeria
innocua et Listeria ivanovii qu'envers Listeria monocytogenes.

La nature des effets inhibiteurs demeure peu claire.
La caractérisation de la nature de l'antagonisme montre que les filtrats perdent leur ac-
tivité inhibitrice par chauffage et la taille moléculaire des substances inhibitrices est plus

élevée que 12-14 kDa.

Streptococcus lactis producteur de substance de type bactériocine est isolé du lait
ecremé stérile et présente une activité inhibitrice sur Listeria monocytogenes (584).

Cet effet inhibiteur est mis en évidence pour une forte contamination en Streptococcus
lactis.

L'acidification du milieu accentue I'effet inhibiteur sur la croissance.
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il. 3. PRODUITS DE LA MER.

Ces produits sont beaucoup moins étudiés.

15 des 57 échantillons de crevettes, de chair de crabe, de queue de homard, de
poisson ou fruits de mer & base de surimi étudiés se sont révélés positifs (574).

58 des 691 échantillons de poisson fumé ou mariné a chaud et 49 des 434
echantillons de poisson fumé a froid étudiés renferment des Listeria (281).

L'étude du comportement de Listeria monocytogenes au cours de la fabrication et
du stockage du saumon fumé contaminé expérimentalement en surface, mariné, fumé a
26-30°C et stocké & 4°C ou a 10°C pendant 30 jours montre qu'aucune modification n'est
observée au cours de la fabrication alors qu'au cours du stockage, le nombre de Listeria
augmente ; de plus, si des Lactobacilles (flore des poissons fumés) prédominent au début
du stockage, on observe une inhibition des Listeria (238).

Par ailleurs, I'etude du comportement de Listeria monocytogenes durant la fabrica-
tion et le stockage de la truite fumée a chaud contaminée expérimentalement en surface,
marinee, fumeée a chaud (65°C pendant 20 minutes) et stockée a 4 et 8-10°C pendant 20
jours montre qu'aucune Listeria n'est obtenue ; si la truite est inoculée aprés fumage, au-
cune modification n'est observée au cours du stockage & 4°C mais une augmentation a lieu
Aau cours du stockage a 8-10°C d'ou l'importance du maintien de la chaine du froid (282).

Le poisson salé et séché ne semble pas renfermer de Listeria (202).

On note une augmentation d'environ 5 log en 14 jours du nombre de Listeria dans
les crevettes, la chair de crabe, le surimi et le poisson blanc stockés a 7°C et stérilisés au

préalable avant inoculation (351).

En Amérique du Nord, des crevettes cuites congelées, de la chair de crabe conge-
lée en conserve, du saumon fumé, des coquilles Saint-Jacques, du homard congelé en
conserve et du surimi ont été retires du marché suite a la découverte d'une contamination.




-158 -

Des Listeria monocytogenes viables ont €té obtenues a partir de crevettes conta-
minées expérimentalement bouillies aprés restauration a 4°C (355).

Le fumage a un role antilisteria dans les filets de sardines (32).
Il. 4. CEUFS.

Listeria monocytogenes peut survivre dans les ceufs crus réfrigérés pendant 22
jours (325), dans les ceufs entiers, dans le jaune d'ceuf déshydraté et dans les oceufs liqui-
des (68) et croitre dans les ceufs cuits (325).

La croissance s'effectue dans toutes les portions apres traitement par la chaleur.
Les temps de génération & 5°C sont de 1,7 jours dans les jaunes d'ceufs, de 1,9
jours dans les oeufs entiers cuits, de 2,3 jours dans les jaunes cuits et de 2,4 jours dans les

blancs cuits.

Dans l'albumen cru, le nombre de Listeria diminue de 5 log en 22 jours & 5°C
(517).

L'effet antilisteria observé dans ['albumen cru est probablement attribué & une ou plu-

sieurs de ses fractions, notamment l'avidine, le lysozyme et l'ovoflavoprotéine.

Pour certains, l'effet antibactérien de l'albumen est principalement dd au lysozyme et il
est renforcé par 'ovomucoide, la conalbumine ou un pH alcalin (567).

De plus, le préchauffage de l'albumen entraine une réduction de son activité antibacte-

rienne.
Cet effet antibactérien du lysozyme du blanc d'ceuf est bactériostatique (98) (272) (5627).

Le lysozyme du blanc d'ceuf tue ou empéche la croissance de Listeria monocytogenes

dans plusieurs aliments.
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Il est plus actif dans les légumes que dans les denrées animales comme le saucisson de

porc frais (bratwurst) et le Camembert.

Pour une activité maximale dans certains aliments, 'EDTA est nécessaire en addition au

lysozyme.

Il peut donc étre utilisé comme agent de conservation dans plusieurs aliments speciale-

ment ceux préparés a partir de végetaux frais.

Il. 5. VEGETAUX.

Les pommes de terre et les radis sont régulierement contaminés (258), mais aussi

les salades préembaliées (522) (562).
Le sérotype 1 est prédorhinant.

Les sources de contamination sont le sol, l'eau, 'engrais animal, la végétation

pourrie et les effluents des egouts.
La croissance est bonne dans le jus de laitue & 5°C (395) (532).

L'étude de la thermorésistance de Listeria monocytogenes dans le jus de chou
. montre qu'un chauffage & 58°C pendant 10 minutes peut inactiver 10° cellules/ml (46)

(112).

De plus, a 30°C, la population augmente dans le jus de chou non clarifié stérile conte-
nant 0 & 1,5 % de NaCl et diminue en présence de plus de 2 % de NaCl.

A 5°C, la population est réduite de 80 % en présence de plus de 5 % de NaCl aprés 70

jours.

La croissance a 30°C aboultit & une diminution du pH de 5,6 4 4,1.

La Iétalité se produit & 30°C quand le jus de chou est ajusté a pH < 4,6 avec de l'acide

lactique et aucune cellule viable n'est détectee apres 3 jours & pH < 4,2.
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A 5°C, la vitesse de létalité a pH < 4,8 est plus lente qu'a 30°C.

La croissance dans le jus de chou clarifi¢ avec 2 % de NaCl a 30°C a lieu alors qu'une
dose supérieure & 1,5 % de NaCl est létale dans le jus de chou non clarifié.

Par contre, & 4°C, Listeria monocytogenes survit dans le jus de chou pendant long-
temps.

La croissance de Listeria monocytogenes dans la laitue hachée a 5, 12 et 25°C
aprés 14 jours a été étudiée ; elle est d'1 log a 5°C et 25°C et de 3 log & 12°C (532).

D'autres expériences montrent que l'organisme meurt aprés 14 jours.
Ces différences sont attribuées aux differences de pH et a la compétition de flore.

Listeria monocytogenes peut survivre et se multiplier durant le stockage au froid
des salades préemballées pendant 4 jours.

La survie et la croissance dans la laitue est influencée par la hachage, le traitement
au chlore, I'atmosphére modifiée et la température (48).

L'étude de la croissance de Listeria monocytogenes & 15°C dans les végétaux

frais stockés a l'air ou sous atmospheére contrélée met en évidence une augmentation de 4

log en 6 jours dans les asperges, le broccoli et le chou-fleur alors qu'a 4°C, l'augmentation

est de seulement 1 log aprés 14 jours dans les asperges et dans le broccoli et le chou-fleur,
la diminution est de 0,5 log (40).

L'étude du comportement de Listeria monocytogenes inoculée dans les tomates
crues et dans les produits a base de tomates (49) montre que les taux de létalitée et de
croissance dans les tomates crues en tranches ou entieres stockées & 10 et 21°C ne sont
pas influencés par le traitement antérieur des tomates avec du chiore ou 'emballage sous
une atmosphere de 3 % d'O, et 97 % de N,.
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La croissance se produit dans les tomates entieres a 21°C mais pas & 10°C tandis que
la letalité se produit dans les tomates en tranches stockées a ces températures mais la
vitesse de Iétalité est plus faible @ 10°C qu'a 21°C en raison de la présence d'acide acéti-
que.

Les populations de Listeria monocytogenes inoculées dans les jus et les sauces de to-
mates & 5°C demeurent constantes pendant 14 jours alors qu'a 21°C, on observe une de-

croissance graduelle.

Listeria monocytogenes meurt rapidement quand elle est mise en suspension dans le
ketchup a 5 et 21°C du fait du faible pH.

Donc les tomates, contrairement & la laitue, au broccoli, aux asperges et au chou-fleur

ne sont pas un bon substrat de croissance pour les Listeria.

Une étude portant sur le comportement des Listeria dans les carottes montre une
diminution de la population listérienne dans les carottes crues entieres et rapées mais pas
dans les carottes cuites et une diminution du nombre de Listeria monocytogenes en sus-
pension cellulaire dans laquelle sont plongées des carottes crues (47).

Le nombre de Listeria a8 5°C augmente au bout de 7 jours.

Le traitement de coupe, le traitement au chlore et 'emballage sous atmosphére modifiée
n‘ont pas d'effet sur la survie et la croissance de Listeria monocytogenes.

La présence de jus de carottes crues dans un bouillon tryptone phosphate a la concen-
tration de 1% réduit la population a 30°C.

Le stockage & 15°C provoque un effet letal plus rapide qu'a 5°C.

Il se peut que les carottes crues possédent un composé inhibant la croissance des Lis-
teria mais des recherches supplémentaires sont nécessaires pour caractériser a8 un niveau
moléculaire le ou les composés présents dans les carottes crues qui sont toxiques pour les

Listeria.
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L'étude du mécanisme biochimique pour l'effet anti-levure de la phytoalexine 6-
méthoxymelléine des carottes suggére que ce composé exerce ses effets toxiques en inter-
agissant avec les membranes cellulaires et en modifiant les fonctions associées a la mem-
brane mais on ne sait pas si ce composé est toxique pour les Listeria (7).

Le développement microbien des carottes emballées sous vide stockées a 4, 10 et
15°C est plus lent gu'en aérobie (91).

Dans les carottes stockées a 8°C, le nombre de Listeria diminue aprés 3 jours puis
augmente apres 7 jours a un taux similaire a celui présent initialement (409).

Les végetauyx, particuliérement s'ils sont coupées ou abimeés, procurent un excellent
milieu de culture.

Selon FARBER et coll. (180), il n'y a pas de Listeria dans les végétaux crus et se-

lon PETRAN et coll. (440), il n'y en a pas dans les végétaux frais et congelés.

Aucune étude de cohtamination de fruit n'est recensée.

Hl. THERMORESISTANCE. (151)

lil. 1. DANS LE LAIT.

Suite a I'épidémie de 1983 au Massachusets ol un lait pasteurisé a été incriminé
et ou aucune évidence de pasteurisation mal faite n'a été prouvée, on a suggéré que la
position intracellulaire de I'organisme procurait un milieu protecteur.

Les différentes études conduites sur la pasteurisation sont contradictoires.
L'étude de la thermorésistance de Listeria monocytogenes en suspension dans le

lait cru et chauffé dans des tubes en verre scellés montre que l'organisme ne peut pas sur-
vivre & la pasteurisation HTST (71,7°C pendant 15 secondes) (69).
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L'infection de quatre vaches suivie d'une pasteurisation du lait obtenu indique que
les organismes intracellulaires situés dans les leucocytes polymorphonuciéaires peuvent

survivre aux conditions de la pasteurisation HTST (154).

Listeria monocytogenes a été isolée du lait pasteurisé a 71,7-73,9°C pendant 16,4 se-
condes mais pas a 76,4-77,8°C pendant 15,4 secondes.

De plus, les leucocytes sont dégradés dans le lait non pasteurisé aprés 3 jours de
stockage a 4°C puis détériorés aprés 4 jours en debris cellulaires ce qui suggére que lais-
ser le lait non pasteurisé a 4°C pendant 4 jours ou plus pourrait éliminer l'effet protecteur

que les leucocytes procurent en augmentant la résistance a la chaleur.

On peut donc supposer que la capacité de Listeria monocytogenes a survivre a la pas-
teurisation est due a l'effet protecteur thermique procuré par la position intracellulaire dans

les leucocytes polymorphonucléaires (154) (194).

Pour BUNNING et coll. (92), la position intracellulaire de l'organisme n‘augmente
pas significativement la thermorésistance et Listeria monocytogenes peut survivie a la
pasteurisation industrielle HTST, qu'elle soit intra ou extracellulaire.

La différence entre ces deux derniéres études vient du fait que BUNNING et coll.
(92) soumettent le lait aux ultrasons tandis que DOYLE et coll. (154) non.

Les ultrasons permettent la libération de Listeria monocytogenes 3 partir des phagocytes
et par conséquent Listeria monocytogenes est soumise a un environnement oxygene toxi-
que ; elle n'‘est donc plus obtenue sur milieux solides sélectifs.

Listeria monocytogenes a été isolée a partir de lait cru inoculé immédiatement
avant traitement thermique de 69 & 73°C pendant 15 secondes et a partir de lait chauffe a
69-72°C aprés incubation de 2 jours a 3 semaines (187) (188).

L'étude de la survie de Listeria monocytogenes intra et extracellulaire dans le lait
contaminé naturellement montre que bien que l'organisme soit obtenu a partir de lait
chauffé a 60-66°C, aucune cellule viable n'est obtenue aprés traitement a 69°C pendant

16,2 secondes (179).
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LOVETT et coll. (348) affirment que Listeria monocytogenes ne survit pas a la
pasteurisation HTST alors que FERNANDEZ-GARAYZABAL et coll. (187) (188) ainsi que
BEARNS et GIRARD (28) pensent le contraire ; ils furent d'ailleurs les premiers a rapporter
que Listeria monocytogenes était capable de survivre a la pasteurisation.

Pour CRAWFORD et coll. (120), la présence de Listeria monocytogenes dans le
lait pasteurisé HTST n'est que le résultat d'une contamination post-pasteurisation.

L'étude du choc thermique (48°C pendant 15 secondes) sur 'augmentation de la
thermotolérance de Listeria monocytogenes soumise & la pasteurisation HTST (71,7°C
pendant 15 secondes) (94) montre que cette derniére est augmentée'soit par le choc
thermique soit par la position intracellulaire.

Listeria monocytogenes exposée & des températures sous-létales de 44 a 48°C avant
d'étre soumise & une tempeérature finale acquiere donc une thermotolérance.

Listeria monocytogenes cultivee & 43°C est plus thermotolérante que celle cultivée
a temperature plus basse ou que celle endommagée par la chaleur & 43°C (307) ; ceci
implique que Listeria monocytogenes dans un aliment réfrigéré peut acquérir une thermoto-
lérance si cet aliment est endommagé par la chaleur (368) (369).

Aprés chauffage a 62,8°C en tubes scellés en bouillon trypticase-soja contenant

_de l'extrait de levure (TSBYE), l'obtention de cellules endommagées par la chaleur sur

TSBYE est supérieure en anaérobie, du fait de la sensibilité a 'oxygéne, plutdét qu'en aéro-
bie.

De plus, l'addition exogéne de catalase mais pas de superoxyde dismutase augmente
legérement l'obtention de cellules endommagées par la chaleur en aérobie (307).

D'autres ont démontré qu'il n'y avait pas de corrélation entre les taux intracellulai-
res de catalase et de superoxyde dismutase et la thermotolérance ; en effet, lors du chauf-
fage, on observe une inactivation de ces enzymes donc le développement de produits oxy-
génés toxiques comme O, - et H,O, puis un radical hydroxyl ; cette inactivation convertit
Listeria monocytogenes en un micro-organisme anaerobie tué ‘rapidement en presence
d'oxygéne moléculaire (125) (126).
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Ces differentes observations laissent trois questions en suspens :

- quelles sont les conditions anaérobies de chauffage pour lesquelles on peut
trouver Listeria monocytogenes 7

- est-ce que les organismes maintenus a 39°C environ dans la mamelle ne se
multiplient pas pour acquérir une thermotolérance ; et, si cela est vrai,
combien de temps dure t-elle ?

- est-ce que les conditions ou les composés comme l'eau oxygéneée dans les
phagocytes induisent une thermotolérance supplémentaire ?

lil. 2. DANS LA VIANDE.

L'addition de graisse de beoeuf n‘améliore pas la thermorésistance alors gu'elle est

augmentée par la présence de sel.

Le phénomene de choc thermique est & prendre en compte quand les viandes
sont chauffées lentement jusqu'd une température finale interne.

La croissance a hautes températures ainsi que le choc létal aboutit & la production
de membranes thermostables (45) et la synthése de protéines (604) dont la listériolysine

.lesquelles entrainent une augmentation de la thermorésistance.

La thermorésistance de Listeria monocytogenes augmente aprés un choc thermi-

que sous-létal (93).

Les celiules endommagées par la chaleur et placées & 4°C maintiennent leur
thermotolérance pendant prés de 24 h aprés le choc thermique (181).

Les celiules cultivées a 43°C ont une thermorésistance plus grande que celles qui
sont cultivées & 37°C et endommagées a 43°C (307).
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Une dose de 100 cellules/ml de bouillon trypticase-soja non endommagées est
necessaire pour la pathogénicité alors qu'une dose de 10000 cellules endommagées par la
chaleur est considérablement moins pathogéne (356).

La perte de l'activité hemolytique accompagne la diminution de la virulence.

De plus, les cellules endommagées par la chaleur et restaurées sont aussi pathogénes
que les cellules non endommagees.

Il apparait que Listeria innocua posséde une thermorésistance similaire a Listeria
monocytogenes et que le sérotype 1/2a est plus thermorésistant que le sérotype 4.

Une période optimale de restauration des cellules endommagées par la chaleur
semble étre de 6 & 9 h en milieu non selectif.

De plus, les sucres, les sels, les polyols comme le glycérol ou le mannitol dimi-
nuent 'endommagement par la chaleur alors que e fructose et le chlorure d'ammonium
augmente |a létalite (526).

L'ajout de catalase ou de pyruvate aux milieux sélectifs ne semble pas ameliorer la
restauration des cellules endommagees par la chaleur (382) (526).

Listeria innocua M1 est développée comme un indicateur biologique non patho-

géne pour évaluer l'inactivation thermique pour Listeria monocytogenes par sélection d'un
mutant résistant a la rifampicine et a la streptomycine (176).

IV. CONGELATION.

La congélation entraine un pourcentage élevé de létalité et d'endommagement
(160).
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La comparaison de la congélation de Listeria monocytogenes a -18°C 30 minutes

et dans l'azote liquide & -198°C 10 minutes montre que :

- la solidification nécessite 15 minutes a -18°C et environ 1 minute a -198°C,

- la congélation et le stockage 1 mois en tampon phosphate (PB) & -18°C pro-
voque 87 % de |étalité et 79 % d'endommagement et 54 et 45 % respecti-

vement en bouillon tryptose (TB) a -18°C,

- la congelation et le stockage 1 mois dans l'azote liquide en tampon PB ne
provoque pas de mort ou d'endommagement et un peu de mort et d'en-

dommagement dans TB,

- la congélation & -198°C suivie du stockage 1 mois a -18°C aboutit 4 60 % de
Iétalité et 36 % d'endommagement dans PB alors qu'en TB on observe 61 %
de létalité et 44,2 % d'endommagement,

- des congeélations - décongélations répétées produisent plus de létalité et d'en-
dommagement qu'un cycle unique de congeélation - décongélation.

La congélation et le stockage a -18°C de Listeria monocytogenes en tampon
phosphate avec ou sans glycérol, matiére grasse du lait, lactose, caséine (159) montrent

que:

- 2 ou 4 % de glycérol protége Listeria monocytogenes de la mort et de I'en-
dommagement pendant prés de 6 mois a -18°C,

- 2 % de lactose, de matiére grasse du lait et de caséine procure une meilleure
protection que le glycérol (2 %) donc les composés du lait protége Listeria
monocytogenes de la mort et de 'endommagement mais moins que le

glycérol,

- la protection du lactose et de la matiére grasse du lait contre la mort durant le
stockage a -18°C est observeé durant 4 semaines et contre 'endommage-
ment durant 5 mois et 4 semaines respectivement,
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- la protection de la caséine contre la mort et I'endommagement se produit du-
rant le stockage & -18°C pendant prés de 6 mois,

- le petit lait n‘apporte aucune protection durant la congélation et le stockage,

- laugmentation de concentration en matiere grasse du lait de 2 & 4 % ne mo-
difie pas la mort de Listeria monocytogenes mais diminue I'endommagement
seulement durant les premiéres 24 h de stockage,

- un changement similaire de la concentration en lactose aboutit @ une diminu-
tion de la létalité de Listeria monocytogenes durant le stockage pendant prés
de 6 mois et a une diminution de I'endommagement seulement durant les
premieres 24 h de stockage.

V. CONTROLE DE LA CROISSANCE ET EFFETS ANTILISTERIA.

Listeria monocytogenes peut se multiplier 8 des pH compris entre 5 et 9 et peut
persister plus longtemps a faible pH, a faible température plutét gu'a 30°C.

Listeria monocytogenes tolére NaCl.

En effet, Listeria pousse dans une solution & 6 %, son hombre demeure inchangé dans
une solution 8 16 % et diminue dans une solution & 26 % (271) (612).

Le nitrite de sodium {NaNQ,) ne peut pas inhiber Listeria monocytogenes mais
une combinaison de 100 ppm de nitrite, 3 % de NaCl et un pH de 5,5 en bouillon trypti-
case-soja peut inhiber la croissance a 5°C alors que 25000 ppm de nitrite seul ne peut pas
empécher la croissance a pH 7,4 (290) (611).

De faibles température et pH augmentent 'efficacité des acides benzoique et sor-
bique (162) (167) (168).

Exposer Listeria monocytogenes & une solution de propionate de sodium a 8 %
pendant 60 minutes cause 87 % d'endommagement (77).
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Le propyl de parahydroxybenzoate est efficace pour inhiber la croissance (433).

Les échantillons trempés dans la fumée liquide et ensuite emballés sous vide et
refrigérés montrent une réduction du nombre de Listeria aprés 72 h alors que le nombre

des échantillons non traités reste inchangé (394).

L'activité antilisteria est attribuée & un contenu élevé en phénols polaires dans la fumée

liquide.

Le clou de girofle et 'origan sont les plus inhibitrices des épices et herbes testées
suivies de la sauge, du romarin, de la muscade alors que le poivre noir, le chili, la cannelle,
I'ail, la moutarde, le paprika, le persil et le poivre rouge n'inhibent pas la croissance (172).

L'effet inhibiteur de certains acides gras et monoglycérides sur la croissance des
Listeria a été étudié (568).

L'acide laurique, l'acide linolénique et le glycérylmonolaurate ont la plus forte activité
bactéricide a la concentration de 10 a 20 pg/ml alors que les acides linoléiques conjugués
au potassium et I'acide linoléique sont bactéricides a la concentration de 50 a 200 ug/mi.

Par contre, I'acide myristique, I'acide paimitique, I'acide stéarique, l'acide oléique, le gly-
cerylmonomyristate et le glycerylmonopalmitate ne sont pas inhibiteurs & la dose de 200

Hg/mi.

La nisine a un effet inhibiteur (35) (276) (289) (377) (399) mais ce dernier est
moindre en présence d'une forte concentration en matiére grasse et d'émulsifiant non ioni-
que comme le Tween 80 alors que la |écithine (émulsifiant anionique) n'a pas d'effet.

La sensibilité & la nisine est augmentée par l'addition de 2 % de NaCl ou par l'abaisse-
ment du pH du milieu de 6,5 & 5,5 avec les acides lactique ou chlorhydrique (245).

La présence d'acide gluconique utilisé dans la préparation du Cottage peut limiter

la croissance de Listeria monocytogenes.
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Aucun survivant n'est détecté dans le lait caillé et le petit lait du lait coagulé par l'acide
gluconique alors qu'un faible nombre apparait dans le lait caillé mais pas dans le petit lait
du lait coagule par I'acide chlorhydrique (166).

'addition de poudre de cacao (2 et 10 %) au bouillon de culture inactive Listeria
monocytogenes et cet effet est plus rapide lors de culture agitée ; de plus, l'apport de ca-
seine (1,5 ou 3 %) contrecarre linactivation (434).

Ce sont les méthylxanthines : la caféine et la théobromine, constituants principaux de la
poudre de cacao, qui sont inhibitrices (435).

Le degré d'inhibition des acides acétique, citrique et lactique augmente quand la
température diminue et I'acide acétique est le plus préjudiciable suivi de ['acide lactique et
de l'acide citrique ; ceci coincide avec leur degré d'indissociation @ savoir que l'acide aceti-
que qui a la constante de dissociation la moins élevée est le plus nuisible (1) (428).

L'acide acétique provoque la plus grande inactivation mais l'acide citrique cause le plus
grand degre d'endommagement suivi de I'acide lactique et de l'acide acétique (2).

Bien que le taux de croissance soit plus faible & 25°C qu'a 37°C, l'inhibition due au pH et
aux acides est identique a ces deux températures (605).

_Alors gue les valeurs de pH initial diminuent et/ou les concentrations en acides augmen-
tent, les taux de croissance de Listeria monocytogenes diminuent (605).

A concentrations équimolaires d'acides, le pH intracellulaire est le moins modifié par 'acide
citrique et le plus par 'acide acétique (6095).

Les bactéries lactiques (3) (41) (50) (86) (87) (124) (135) (136) (197) (244) (252)
(253) (269) (340) (384) (413) (451) (480) (495) (496) (497) (498) (525) (528) (599) (611)
ont un effet inhibiteur dans la viande et la salaison, de méme que les bactéries corynéfor-
mes, bactéries lactiques atypiques, comme Brevibacterium linens, Arthrobacter nicotianae
et Arthrobacter nucleogenes dans les fromages ou elles peuvent étre utilisées comme fer-
ments (554).
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Enterococcus faecalis posséde aussi un effet inhibiteur sur Listeria monocytogenes
mais son activité est limitée par l'absence de substrats peptidiques dans le milieu (10)
(364).

Les carnobactéries (497) inhibent Listeria monocytogenes par sécrétion de bacté-
riocines mais cette activité inhibitrice est eliminée par la trypsine mais pas par le traitement

thermique.
VI. METHODES D’ISOLEMENT ET DE DETECTION.

La détection des Listeria dans les denrées alimentaires rencontre plusieurs difficul-

tés a savoir ;
- leur faible nombre,
- la présence d’une flore annexe importante,
- les altérations subies lors des process alimentaires.

d'ol le développement de methodes plus rapides faisant appel & l'immunologie ou a la

biologie moléculaire.
V1. 1. METHODES CONVENTIONNELLES.
Ces méthodes font intervenir trois étapes :

- une ou deux phases d'ENRICHISSEMENT en milieux liquides sélectifs ou non
sélectifs ; la deuxiéme phase permet d'augmenter I'efficacité de cette pre-
miére étape,

- un ISOLEMENT en milieux solides sélectifs,

- une CONFIRMATION/IDENTIFICATION.

Ces méthodes sont officielles.
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VI. 1. 1. ENRICHISSEMENT.

Quelle que soit la technique utilisée, I'enrichissement consiste en une incubation
d'un echantillon alimentaire, clinique ou de I'environnement homogénéisé en présence d'un
bouillon d'enrichissement sélectif ou non sélectif, & diverses températures pendant des

temps variés.

Un certain nombre de bouillons ont déja été décrits (90) (95) (381).

Les plus utilises sont :

- le bouillon EB, dans la méthode FDA de LOVETT (acriflavine, acide nalidixi-
que, cycloheximide) (347) (348) (349) (350),

- les bouillons primaire et secondaire de DOMINGUEZ-RODRIGUEZ, modifiés
par DONNELLY et BAIGENT ou LEB | et LEB Il modifiés (acide nalidixique,
acriflavine) ou UVM | et UVM I, dans la méthode USDA de McCLAIN et LEE

(357) (358),

- le bouilion FRASER (199) ou bouillon LEB Il de McCLAIN et LEE, modifié par
addition de chiorure de lithium, de citrate ferrique ammoniacal et d'esculine,
dans les méthodes FDA et USDA modifiées et dans la méthode officielle
actuellement en vigueur en France dans laquelle 'enrichissement primaire
est effectué en bouillon FRASER-DEMI ou les quantités d'acide nalidixique
et d'acriflavine sont réduites de moitié.

Ce bouillon est actuellement le plus utilisé car le plus sélectif du fait de la présence d'es-

culine et de citrate ferrique ammoniacal rendant le diagnostic aisé.

VL. 1. 2. ISOLEMENT.

L'isolement est réalisé & partir du bouillon d'enrichissement sur milieu gélosé sé-
lectif renfermant un mélange d'antibiotiques ne permettant que la croissance des Listeria,
de gélose et/ou peptone ou tryptone, d'extrait de levure et d'autres produits nutritifs.
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Les differentes géloses sont incubees entre 30 et 37 °C, 24 & 48 h.
Les fonctions des principaux composés sont les suivantes :

- les peptones (polypeptone, peptone de soja), la tryptone et les extraits
(levure et viande) fournissent une diversité d'élements nutritifs néces-
saires a la croissance des Listeria ; en particulier, I'extrait de levure est
une source de complexe vitaminique B,

- le glucose et 'amidon representent les sources énergétiques du déve-

loppement,

- le chlorure de sodium améliore la sélectivité en assurant I'équilibre os-
motique,

- les phosphates agissent en tant que substances tampons pour le main-
tien du pH,

- l'actidione ou cycloheximide inhibe le développement des moisissures
saprophytes contaminantes et des levures et supprime la croissance
de la microfiore secondaire Gram (+),

- l'acriflavine est un agent sélectif possédant des propriétés bactériostati-
ques pour la plupart des bactéries & Gram positif et est faiblement anti-

fongique,

- l'acide nalidixique inhibe la croissance de la flore & Gram négatif en blo-
quant la réplication de I'ADN des germes qui lui sont sensibles,

- le phényléthanol inhibe la croissance des bactéries a Gram négatif,

- la glycine anhydre inhibe |a croissance de la flore @ Gram négatif et po-
sitif,




174 -

- le chlorure de lithium inhibe les Entérocoques (Streptocoques du groupe
D) susceptibles d'hydrolyser l'esculine,

- la ceftazidime inhibe la microflore secondaire,

- I'esculine est un glucoside produisant du glucose et de 'esculétine
laguelle réagit avec le citrate ferrique ammoniacal pour donner un
complexe brun foncé a noir dans et autour des colonies.

Listeria monocytogenes est exigeante dans ses besoins nutritifs et nécessite un sucre,
ok acides aminés (leucine, isoleucine, valine, méthionine, arginine, cystéine, glutamine,
histidine et tryptophane), quatre vitamines (riboflavine, thiamine, biotine et acide thioctique)
et une source convenable de fer pour sa croissance (118) (449) (515) (516) (581).

De nombreuses géloses ont été deécrites (6) (11) (19) (29) (81) (82) (84) (102)
(142) (146) (148) (149) (1563) (178) (204) (221) (222) (239) (241) (255) (294) (308) (317)
(342) (354) (444) (449) (453) (454) (455) (530) (538) (541) (549) (607).

Les plus utilisees sont :

- la gélose McBRIDE modifiee en quantités d'agents sélectifs (chlorure de li-
thium, cycloheximide, acide nalidixique) ou gélose MMA ou MMLA ou MBGA
(331), dans la méthode FDA et la méthode USDA modifiée,

- la gelose LPM ou Lithium chioride-Phenylethanol-Moxalactam, dans la mé-
thode USDA et la méthode FDA modifiée.

La gelose LPM est une gélose sélective combinant les caractéristiques des géloses
BAIRD-PARKER (17) et McBRIDE et du moxalactam lequel posséde un trés large spectre
d’activité contre la plupart des bactéries Gram (+) et Gram (-) incluant Staphylococcus,
Proteus, Bacillus et Pseudomonas spp.

- la gélose OXFORD de CURTIS (chlorure de lithium, colistine, céfotétane, acri-
flavine, esculine, fosfomycine) (121), dans les méthodes FDA et USDA modi-
fiees et la méthode officielle frangaise.
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Cette gélose est un bon milieu sauf pour Listeria seeligeri et Listeria welshimeri en raison
de la présence de fosfomycine.

- la gélose PALCAM ou Polymyxin, Acriflavin, Lithium chloride, Aesculin, Manni-
tol élaborée par VAN NETTEN et coll. (659) (560) contenant de la po-

lymyxine, de l'acriflavine, du chlorure de lithium et de la ceftazidime.

L'incorporation d'esculine, de sels ferriques, de mannitol et de rouge de phénol font de
cette gélose un milieu sélectif et différentiel.

Les Listeria hydrolysent l'esculine en glucose et esculétine laquelle forme avec les sels
ferriques un complexe noir.

Elles ne fermentent pas le mannitol donc ne font pas virer le rouge de phénol.

Les colonies de Listeria sont donc gris-vertes avec une dépression centrale plus foncée
voire neire, sont legérement incrustées dans la gelose et sont entourées d'un halo noir.

Les souches d'Entérocoques ou de Staphylocoques donnent des colonies grises avec
un halo brun-vert ou des colonies jaunes avec un halo jaune d'ou le diagnostic aisé.

Les géloses PALCAM et OXFORD permettent une réduction élevée du développement
~de la microflore contaminante et une lecture moins fastidieuse donc sont actuellement les
plus utilisées.
V1. 1. 3. CONFIRMATION DU GENRE ET IDENTIFICATION DE L'ESPECE.

Elles se font en deux étapes.

VL. 1. 3. 1. Caractérisation biochimique et morphologique.

Elle fait appel & deux types de méthodes.
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VL 1. 3. 1. 1. Méthodes classiques.

- Tests de confirmation du genre.

La méthode conventionnelle d'identification décrite dans le "Bacteriological Analyti-
cal Manual" (BAM) fait appel aux tests suivants :

- la coloration de Gram avec dans l'ordre les réactifs suivants : cristal violet
(coloration), lugol (fixation), alcooi-acétone (differenciation Gram (+)-Gram (-))
et safranine (recoloration) ; les Listeria sont des petits bacilles Gram (+).

- la recherche de la catalase ; les Listeria sont catalase (+).

- la mobilité a température ambiante (20-25°C) ou a |'état frais avec une sus-
pension dans NaCl 0,85 % sur lame recouverte d’'une lamelle et examen au
microscope en contraste de phase avec un objectif & immersion ; les Listeria
sont des bacilles minces, courts, animés de légers mouvements rotatifs ou
d'une mobilité en pirouette.

- 'hydrolyse de I'esculine, en bouillon au pourpre de bromocrésol supplémenté
en esculine 24 a 48 h a 37°C ; I'hydrolyse de I'esculine est visualisée par le
virage de l'indicateur au jaune-gris.

-la prodUction d’'acétoine grace au test de VOGES-PROSKAUER en présence
de potasse et d'a-naphtol ; le virage au rouge vif indique que la réaction est

positive.
mais aussi :

- la mobilité en milieu SIM, par ensemencement en pigare centrale et examen
apres incubation 48 h & 30°C de la croissance autour de la piqare ; les
Listeria poussent autour de la pigare et présentent le plus souvent une
mobilité typique dite en ombrelle ou en parapiuie.

/)
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- la recherche de I'oxydase ; test complémentaire pour distinguer les Pseudo-
monas.

- 'examen en transillumination oblique a 45° selon la technique de HENRY ; le
faisceau doit étre suffisamment puissant pour illuminer convenablement la
boite en la dirigeant de maniére a atteindre le fond de la boite sous un angle
de 45°; les Listeria présentent des surfaces bleues-grises et granuleuses.

EXAMEN DES BOITES POUR LE REPERAGE DES CQLONIES SUSPECTES

Faisceau dunis source

lumincuse bilanche

Obzervation 0 postion
perpsndiculaire a fa botle

Trépied

m—

miroir plat

- Tests didentification de lespéce.
lis sont les suivants :

- hémolyse par inoculation & la surface d'une gélose au sang ou test a l'aide
des hematies.
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- la fermentation du D-xylose, du L-rhamnose, de I'a-méthyl-D-mannoside et du
mannitol en bouillon tryptone contenant du bleu de bromothymol comme
indicateur ou en milieu liquide au pourpre de bromocrésol (7 jours a 37°C) ;
la production d'acide par les Listeria fait virer l'indicateur au jaune.

- le CAMP-test (107) sur gélose trypticase soja contenant du sang de mouton
avec des ensemencements verticaux de Staphylococcus aureus et de
Rhodococcus equi et horizontaux et paralleles (stries en échelle) entre les
stries verticales des souches a tester.

Les ensemencements doivent étre espacés d'environ 1 cm entre les stries horizontales
et d'environ 1 & 2 mm entre chaque strie horizontale et les stries verticales de Staphylococ-
cus aureus et Rhodococcus equi.

Staphylococcus aureus posseéde un zone d’hémolyse importante et Rhodococcus equi
exalte la B-hémolyse de Listeria ivanovii et la fait apparaitre sous un aspect caractéristique

en forme de pelle.

Les hémolyses de Listeria monocytogenes et de Listeria seeligeri sont exaltées 2
proximité de la strie de Staphylococcus aureus (plus faiblement pour Listeria seeligeri).

Les autres espéces sont non héemolytiques.

Un nouveau test CAMP fait appel & une réaction hémolytique synergique entre Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus et Corynebacterium equi sur gélose au sang
(367).

Une lyse synergique des cellules de sang de mouton est observée avec Listeria monocyto-
genes et soit Staphylococcus aureus soit Corynebacterium equi.

L'intéraction entre Listeria monocytogenes et Corynebacterium equi nimplique pas appa-
remment une étape de pré-sensibilisation ; une exposition simultanee aux cellules de sang

de mouton aux deux extraits est nécessaire.
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- la réduction des nitrates, en bouillon nitrate de potassium 5 jours & 37 °C puis
ajout des réactifs nitrate 1 (acide sulfanilique - acide acétique) et 2 (alpha-
naphtylamine - acide acétique) et si nécessaire de la poudre de zinc.

Ce test est 2 réalisé si la souche est mannitol (+).

- la production d'uréase,

- la production d’H,S,

- 'étude de pathogénécité sur souris.

VI. 1. 3. 1. 2. Méthodes rapides.

- Galerie APl 50CH (bioMérieux) (Annexe VII).

Cette meéthode consiste en 5 bandes plastiques contenant chacune 10 cupules de
substrat deshydraté reconstitué lors de l'inoculation de la suspension de micro-organisme.

La fermentation des substrats d'hydrates de carbone est determinée par change-
ment de couleur de l'indicateur de pH (rouge de phénal).

- Systeme MAST-ID.

Il s'agit d'une méthode de fermentation des hydrates de carbone basée sur l'incor-
poration de substrats d'hydrates de carbone variées autoclavables et d'un indicateur de pH
(bleu de bromothymol) dans une gélose de base tryptone.

Les tests de fermentation sont positifs si ia colonie et la gelose autour passent du
bleu au jaune aprés 24h d'incubation.

L'utilisation d'une technique d'inoculation en plusieurs points permet l'identification
et la détermination d'espéces d'un grand nombre d'organismes identifi€s comme étant des
Listeria spp. avec des quantités minimales de matériel et de travail.
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De plus, elle peut étre adaptée pour déterminer la production d'acétoine et I'hydro-
lyse de l'esculine.

L'hydrolyse de I'esculine est indiquée par le noircissement de la gélose environnante.

Un test Voges-Proskauer positif est obtenu si les colonies virent au rouge aprés addition
de KOH et d'a~naphtol.

Les résultats pour les souches dont les espéces sont déterminées par le systéme
MAST-ID sont en accord avec ceux obtenus avec le systéme API S0CH (299).

Le systeme MAST-ID est peu colteux et, utilisant une technique d'inoculation en plu-
sieurs points, permet le criblage en boite de Petri de 9 cm.

Le systéme API 50CH est plus cher et plus long ; il convient donc seulement a I'examen
de petits nombres de souches.

Les deux méthodes MAST-ID et API 50CH permettent 'obtention de résultats en 24h
d'incubation a l'opposé des tests de fermentation d'hydrates de carbone conventionnels qui

nécessitent 5 jours.
- Galerie AP! Listeria (bioMérieux) (56) (Annexe VIil).

La galerie API Listeria, nouvellement apparue, permet de remplacer certains tests
et de faire un diagnostic différentiel rapide au sein de l'espéce Listeria.

Il s'agit d'une nouvelle bande de 10 tests pour l'identification biochimigue en 24 h
des isolats de Listeria sans test complémentaire.

Un nouveau test différencie Listeria monocytogenes de Listeria innocua sur la base

de l'absence d'arylamidase pour la premiére.
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Ce systéme consiste donc en 10 tests :

- différenciation entre Listeria innocua et Listeria monocytogenes basée sur la
présence ou l'absence d'arylamidase (DIM test),

- hydrolyse de l'esculine,

- présence d'a-mannosidase,

- production d'acide & partir de D-arabitol, D-xylose, L-rhamnose, a-méthyl-D-
glucoside, D-ribose, glucose-1-phosphate et D-tagatose.

Trois caractéristiques biochimiques sont positives pour toutes les espéces : hydro-

lyse de l'esculine et production d'acide a partir de D-arabitol et d'a-méthyl-D-glucoside.

On observe une production d'acide & partir de glucose-1-phosphate pour Listeria ivanovii
et & partir de D-tagatose pour Listeria welshimeri.

Ce test fournit trois nouveaux marqueurs :
- fermentation de D-tagatose pour Listeria welshimeri,
- fermentation de glucose-1-phosphate pour Listeria ivanowii,
remplagant le CAMP-test avec Rhodococcus equi,
- DIM évitant e CAMP-test avec Staphylococcus aureus ; c'est un nouveau test
basé sur la détection d'arylamidase présente dans les souches de Listeria

innocua et dans la majorité des autres souches non monocytogenes.

Les changements de couleur des tests sont notés et permettent d'établir un profil
numérigue a 4 chiffres.
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Le systeme API Listeria est facile a utiliser (seulement une bande), les tests ne
sont pas nombreux (dix) et sont simples a interpréter ; il apparait donc étre un outil particu-
lierement prometteur en routine dans de nombreux laboratoires.

En raison de ses nombreux avantages, la galerie API Listeria est le moyen d'iden-
tification de Listeria utilisé dans les laboratoires d'analyse microbiologique.

Mais, il est nécessaire de réaliser une hemolyse en raison de la difficulté 2 lire le test
DIM.

- MICRO-ID Listeria (laboratoire AES) (20) (466) (Annexe 1X).

Ce test a été adopte par 'AOAC International comme alternative aux méthodes
biochimiques approuvées par la FDA (262).

Ce test contient des disques de papier filtre imprégnés de substrats/réactifs chimi-
ques spécifiques des enzymes endogénes de Listeria spp. qui sont convertis en produits
finaux métaboliques visualisés par des changements de couleur.

Ce systéme incluant plusieurs tests conventionnels permet une identification
d'espéces en 24 h au lieu de 7 jours avec la méthode biochimique converitionnelie (262),
mais il doit étre utilisé en combinaison avec le CAMP-test pour différencier, en particulier
_Listeria monocytogenes CAMP-test (+) de Listeria innocua non hémolytique et n'acidifiant
‘pas le rhamnose d’'une part mais aussi Listeria seeligeri et Listeria ivanovii hémolytiques de
Listeria welshimeri non hémolytique et n’acidifiant pas le rhamnose.

Le kit des 15 tests est facile & utiliser et simple a interpréter mais 8 des 15 tests
(PD, HyS, |, OD, LD, M, U, ONPG) sont considérés superflus pour la différenciation de
Listeria spp.

La lecture permet d'établir un code a 8 chiffres en ajoutant les valeurs numériques
pour chaque groupe de 3 tests et en tenant compte aussi de la réaction hémolytique.
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- AutoMicrobic (bioMerieux) (246) (Annexe X).

Il a été adopté par 'AOAC International pour la caractérisation biochimique de
Listeria spp.

C'est un systéme d'identification microbien automatisé in vitro faisant appel a une
chambre d’incubation avec un lecteur optique, une unité de remplissage et de scellage
pour linoculation et un ordinateur ; chacune des deux fiches d'identification contient 30
tests biochimiques.

Les kits sont inoculés avec la méme culture pure de chaque organisme et incubés
en microaérophilie pour la fiche GPI (Gram (+)) et une partie des tests de la fiche GNI
(Gram (-)) et en anaérobie pour la deuxiéme partie des tests de la fiche GNI.

Le lecteur optique mesure les changements de couleur et/ou turbidité et les
transmet a l'ordinateur qui les analyse et les interpréte afin de classer l'organisme en genre
et/ou espéce.

Les 11 tests de la fiche GP! & savoir bacitracine, opticine, NaCl 6 %, bile 10 %, bile
40 %, esculine, rouge de tétrazolium, glucose, salicine, trehalose et cellobiose et deux

réactions de la fiche GNI (rhamnose et xylose) permettent de déterminer I'espéce.

’ Le CAMP-test, la B-hémolyse sur gélose au sang de mouton et/ou les tests de
réduction des nitrates sont nécessaires pour différencier les espéces en trois groupes donc

pour la confirmation finale.
Les organismes sont classés en différentes catégories a savoir :
- Listeria monocytogenes et Listeria innocua en catégorie LM,
- Listeria ivanovii et Listeria seeligeri en catégorie LI,
- Listeria welshimeri en catégorie LW,

- Listeria grayi et Listeria murrayi en catégorie LG,
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- non Listeria en catégorie 0.

Les cultures classées Listeria monocytogenes/Listeria innocua sont confirmées
Listeria monocytogenes si la culture démontre une hémolyse B et une hémolyse exaltée
avec Staphylococcus aureus ou Listeria innocua si elle ne démontre pas d’hémolyse B et

une hémolyse inhibee avec Staphylococcus aureus et Rhodococcus equi.

Les cultures classées Listeria ivanovii/Listeria seeligeri sont confirmées Listeria
ivanovii si la culture démontre tne hémolyse B et une hémolyse exaltée avec Rhodococcus
equi ou Listeria seeligeri si elle déemontre une hémolyse B et une hémolyse exaltée avec

Staphylococcus aureus et inhibee avec Rhodococcus equi.
Les cultures classées Listeria welshimeri sont identifiées Listeria welshimeri.

Les cultures classées Listeria grayi/listeria murrayi sont confirmeées Listeria grayi si
la culture est incapable de réduire les nitrates ou Listeria murrayi si la culture est capable

de réduire les nitrates.

Le systéme AutoMicrobic peut étre consederé comme une alternative objective et
rapide aux tests biochimiques conventionnels décrits dans la méthode BAM ; en effet, la
précision de la methode des deux fiches GPI et GNI est comparable a celle de la méthode
conventionnelle pour la caractérisation biochimique des especes Listeria.

- RAP-ID.

Ce systeme a été décrit par LACHICA (319).

Il s'agit d'une identification rapide de Listeria monocytogenes et d'autres espéces
Listeria en moins de 8 h apres la formation de colonies sur gélose LCA et faisant intervenir :

- une détermination rapide de l'activité hemolytique,

- une acidification du rhamnose et du xylose,
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- des tests supplémentaires complétant l'identification rapide et consistant en :

. une microscopie a contraste de phase pour étudier la morphologie cellulaire
et la mobilite,

. le test de production de catalase,
. le test de viscositée KOH remplagant la coloration de Gram.

Les souches sont donc cultivees sur gélose LCA ou gelose chiorure de lithium-
ceftazidime (317) consistant en une gelose BHIA suppléementée en agents sélectifs a sa-
voir chlorure de lithium, glycine anhydre et ceftazidime pentahydratée.

Des colonies bien isolées, blanches, finement texturées, denses, en forme de coupole et
atteignant un diamétre de 2,5 mm ou 2 mm pour Listeria ivanovii sont obtenues aprés 40 h
a 30°C.

La gélose LCA joue un role critique dans le RAP-ID en permettant sélectivement la
croissance des Listeria sous forme de grandes colonies possédant une activité catalase
elevée ; LCA inhibe les bactéeries Gram (-).

La reconnaissance des colonies sur gélose LCA fait appel & la technique SHOT ou
technique de transillumination oblique de HENRY simplifice (318) ; les colonies apparais-
sent bleutées.

RAP-ID consiste donc & soumettre ces colonies bleutées par la technique SHOT a
une batterie de tests sans étape de purification préalable.

Les tests utilisés sont :

- le test d'activité hémolytique consistant & disposer un disque stérile de B ly-

sine au centre d’'une gélose au sang (7 h a 35 °C).
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Les colonies de Listeria monocytogenes et Listeria seeligeri (CAMP-test avec Staphylo-
coccus aureus (+)) donnent un éclaircissement a proximité du disque de B lysine sur la
geélose au sang.

Listeria ivanovii (CAMP-test avec Rhodococcus equi (+)) montre une hémolyse rapide

sans potentialisation par le disque de la B lysine staphylococcique.

Les autres Listeria ne montrent pas d’hémolyse.

- l'acidification rapide des sucres par production d'acide & partir de rhamnose et
.de xylose sur gélose colorée en violet supplémentée en sucre a étudier
jusqu'a une concentration finale en hydrate de carbone du milieu de 1 %.

En 6 h, les colonies de Listeria monocytogenes virent au jaune sur gélose violette sup-
plémentée en rhamnose mais pas sur gélose violette supplémentée en xylose.

On observe l'inverse avec Listeria seeligeri.

Seules les colonies de Listeria seeligeri, Listeria welshimeri et Listeria ivanovii deviennent
jaunes sur gélose xylose.

- la microscopie a contraste de phase par remise en suspension des colonies
sur lame dans de l'eau distiliée ; la lame est recouverte d'une lamelle et
examinée avec un microscope a contraste de phase pour la morphologie
cellulaire et la mobilité.

- le test de la catalase par ajout & la suspension cellulaire précédemment prépa-
rée d'une goutte d'eau oxygénée d’'un cboté de la lamelle et observation d'une
effervescence immeédiate d'un bout a l'autre de la lamelle,

- le test de viscosité KOH par réalisation d’'une suspension dans une goutte de
KOH sur lame et observation d'une masse visqueuse avec les bactéries
Gram (-) alors que les bactéries Gram (+) comme Listeria sont imperméables
a l'action lytique de l'alcalin ; Listeria est donc négative au test de viscosité
KOH.
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. Des tests supplémentaires comme la fermentation du mannitol et la réduction des
nitrates sont nécessaires pour différencier les souches rhamnose (-) de Listeria innocua de
Listeria grayi, Listeria murrayi et Jonesia denitrificans.

L'omission des tests de fermentation du mannitol, le CAMP-test avec Rhodococ-
cus equi et la mobilité en parapluie n'a pas deffet sur l'efficacité du RAP-ID dans

l'identification des souches diverses de Listeria monocytogenes.

RAP-ID est une procédure rapide pouvant étre effectuée par une seule personne
travaillant en conditions aseptiques et elle ne nécessite pas un equipement spécial ni des
reactifs instables.

Les souches sont ensuite caractérisées phénotypiquement.

VL. 1. 3. 2. Caractérisation phénotypique.

VL 1.3 2 1. Sérotypage.

Il est effectué au Centre National de Référence de NANTES et repose sur une ag-
glutination sur lame avec des antisérums ; il s'agit d’'une combinaison antigénique.

V1. 1. 3. 2. 2. Lysotypage.

Il est effectué au Centre National de Référence pour la Lysotypie et le Typage Mo-
léculaire a lInstitut Pasteur a PARIS et repose sur une sensibilité 2 un certain nombre de

bacteriophages.

VI. 1. 4. METHODES REFERENCEES.

Ces méthodes sont diverses a savoir :

- le procédé d’enrichissement a froid selectif (CE),

- la méthode FDA,
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- la methode USDA,

- les methodes faisant l'objet de notes de service de la part de Ministére de
I'Agricuiture.

VL. 1. 4. 1. Procédé a froid (CE ou Cold Enrichment).

Ce procedé ou méthode traditionnelle fait appel a une réfrigération de I'échantillon
apres dilution en bouillon non sélectif comme Iel bouillon tryptone ou en bouillon nutritif gé-
neralement en bouillon tryptone phosphate (TPB) et incubation & 4°C plusieurs semaines
voire des mois.

L’enrichissement en bouillon nutritif peut étre suivi aprés 1, 4 et 8 semaines d’'un
enrichissement en bouillon sélectif consistant en un bouillon nutritif supplémenté en acide
nalidixique et en thiocyanate de potassium.

L'enrichissement est suivi d'un isolement & 24h sur gélose sélective, par exemple
MMA ou LPM + AC puis une fois par semaine (au bout de 1, 2, 4, 6, 10 et 12 semaines).

Les géloses sont incubées & 35°C.

L'inconvénient majeur de ce procédé est sa longueur ; en effet, la détection peut
_prendre 3 mois.

L'avantage de ce procedé réside en sa sélectivité puisque I'incubation a 4°C sup-
prime la croissance de la plupart des micro-organismes mais les Listeria se multiplient len-
tement avec un temps de génération de 1,5 jours.

Plusieurs théories expliquent le succés de cette procédure.

La premiére théorie est que cette méthode met a profit la nature psychrotrophique des
Listeria, permettant aux organismes de prendre le dessus sur les contaminants qui sont
capables de pousser sous conditions de stockage réfrigéré et peuvent méme mourir pen-
dant un temps prolongé sous stockage a froid.
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‘La deuxiéme théorie est que Listeria dans les échantilions cliniques peuvent exister
dans un stade intracellulaire a l'intérieur des monocytes, macrophages ou d'autres cellules
phagocytiques donc un stockage a froid prolongeé facilite la libération de Listeria & partir de
cette position intracellulaire.

Les pfemiéres modifications importantes apportées a ce procédé sont :

- I'utilisation de lillumination oblique décrite par HENRY (261) et réalisée par |
reéflexion d'une source lumineuse blanche a partir d'un miroir de telle fagon
que la lumiere touche le fond de la boite de Petri avec un angle de 45°.

Par examen avec soit une lentille grossissante soit un microscope en utilisant la lumiere
transmise obliquement, Listeria apparait ilégérement surélevée, petite, lisse, bleue a bleue-
verte.

- le développement d'une gélose sélective par McBRIDE et GIRARD (354) utili-
sant la production d'une étroite zone de béta-hémolyse par les colonies

poussant sur gélose au sang et |'aptitude de Listeria a.résister au phényle-
thanol, a la glycine anhydre et au chlorure de lithium, les agents différen-
tiels/sélectifs clés de la gélose.

Sur gélose McBRIDE, Listeria apparait comme une goutte de rosée entourée par une
faible zone d'hémolyse, ce qui permet leur différenciation des contaminants produisant des
hémolyses prononcees.

- lutilisation d'agents sélectifs comme l'acide nalidixique et la trypaflavine en
combinaison en milieux selectifs.

BEERENS et TALLON-CASTEL (31) ont démontré que l'incorporation d'acide nalidixi-
que en milieu d'enrichissement sélectif est utile pour supprimer la croissance des contami-
nants Gram (-).
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~ RALOVICH et coll. (455) ont déemontré que l'incorporation d'acriflavine en milieu d'enri-
chissement sélectif supprime la croissance des contaminants Gram (+), procurant un milieu
hautement sélectif qui facilite la sélection des Listeria des contaminants environnants.

VL. 1. 4. 2. Méthode FDA de LOVETT (347) (348) (349) (350).

La méthode FDA ou "US Food and Drug Administration” de LOVETT s’applique a
tous les aliments sauf la viande rouge et la volaille.

Cette méthode a probablement subi plus de verifications que n'importe quelle nou-
velle méthode et certains changements ont été réalisés depuis sa premiére utilisation.

Elle fait appel a2 un enrichissement en bouillon EB a 30°C puis a un isolement sur
geélose MMA 2 1, 2 et 7 jours d’'enrichissement.

MMA est incubée 48h a 35°C.

Les colonies sont examinées avec une lumiére oblique ; les colonies suspectes sont
transférées sur TSA et soumises aux analyses biochimigues.

La méthode FDA modifiee fait appel & un enrichissement en bouillon EB puis a un
isolement sur trois géloses différentes, a savoir MMA, OXFORD et LPM & 1, 2, 4 et 7 jours

~ d'enrichissement.
Elle s'applique 2 tous les aliments.

La méthode FDA modifiée avec bouillon FRASER fait appel & un enrichissement
primaire en bouillon EB, a un enrichissement secondaire en bouillon FRASER puis & un
isolement sur MMA, OXFORD et LPM @ 1, 2, 4 et 7 jours d'enrichissement.

Elle s’applique a tous les aliments.
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Certaines precautions sont nécessaires a savoir :

- prendre des colonies blanches aussi bien que des colonies bleues & bleues-

grises.
- ne pas augmenter la concentration en cycloheximide.
Des taux élevés de ce composé peuvent réduire la détection des Listeria.
- incuber les boites McBRIDE modifiee jusqu'a 72h.
Les colonies Listeria peuvent étre mieux observées a 48 et 72h.

- réfrigérer la solution acriflavine - cycloheximide et l'utiliser dans les 10 jours de
sa préparation,

- analyser le bouillon d'enrichissement a 3-4 jours en plus de 1 et 7 jours ; en
effet, les essais aprés 48-96h d'incubation peuvent donner de meilleurs re-
sultats que ceux apres 24h d'incubation. .

VI. 1. 4. 3. Méthode USDA de McCLAIN et LEE (357) (358).

‘ La méthode USDA ou "US Department of Agriculture"” de McCLAIN et LEE
s'applique a toutes les viandes rouges et les volailles.

Elle fait appel & un enrichissement en deux étapes, & savoir primaire en bouillon
LEB | ou UVM | & 30°C puis secondaire en bouillon LEB || ou UVM |l & 24 h & 30°C, suivi
d'un isolement sur gélose LPM a 24 h d’enrichissement.

LPM est incubée 48h a 35°C.

Les colonies sont examinées avec une lumiére oblique ; les colonies suspectes sont
transférées sur TSA et soumises aux analyses biochimiques.
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La methode USDA modifiée fait appel & un enrichissement primaire en bouillon
LEB | et secondaire en bouillon LEB 1l @ 1 et 7 jours suivi d'un isolement sur trois géloses
differentes, a savoir LPM, MMA et OXFORD a 1 et 7 jours d'enrichissement.

Elle s'applique & tous les aliments.

La méthode USDA modifiée avec le bouillon FRASER fait appel & un enrichisse-
ment primaire en bouillon LEB | et secondaire en bouillon FRASER a 1 et 7 jours suivi d'un
isolement sur LPM, MMA et OXFORD a 1 et 7 jours d'enrichissement.

Elle s'applique a tous les aliments.

VI. 1. 4. 4, Comparaison des méthodes FDA et USDA (538) (5672).
(Tableau XV)

La sélectivité est améliorée dans le cas de la méthode FDA par Futilisation du
bouillon FRASER et des géloses LPM et OXFORD.

La méthode USDA modifiée est aussi efficace que la méthode USDA modifiée
avec bouillon FRASER. |

Le procédé d'enrichissement en deux étapes améliore |la détection de Listeria spp.
dans les aliments en inhibant la croissance des autres micro-organismes durant

I'enrichissement.

Listeria monocytogenes est isolée de fagon plus efficace sur gélose OXFORD que
sur géloses MMA et LPM.

La méthode USDA est légerement plus efficace que la méthode FDA.




METHODE FDA METHODE USDA
Méthode FDA Méthode FDA Méthode FDA Méthode USDA | Méthode USDA | Méthode USDA
modifiée modifiée avec FB modifiée modifiée avec FB
ECHANTILLONS Tous les aliments | Tous les aliments | Tous les aliments § Tous les viandes | Tous les aliments | Tous les aliments
(sauf les viandes incluant les incluant les rouges et les et les échantillons | et les échantillons
rouges et la viandes rouges et | viandes rouges et | échantilions de |de l'environnement | de I'environnement
volaille) et les la volaille et les la volaille et les {'environnement
échantillons de echantillons de échantillons de
I'environnement lenvironnement l'environnement
BOUILLONS 25g+225 mMEB | 25g+225mIEB | 25 g+ 225 ml EB 25 g+ 225 mi 259+ 225 ml 25g+225 mi
D'ENRICHISSEMENT LEB | LEBI LEB |
TEMPS 1, 2 et 7 jours 1,2, 4et7jours | 1,2 4et7 jours 24 h 1et7 jours 1et7 jours
D'INCUBATION A 30°C
ENRICHISSEMENT 0,Mmlidans FB ]0,1 mlidans LEB1I]0,1 midans LEBIlI] 0,1 mldans FB
SECONDAIRE 24-48 h 4 35°C 24 h 3 30°C 24 ha 30°C 24-48 h a4 35°C
MILIEUX DE MMA 24-48 h 3 MMA, LPM et MMA, LPM et LPM LPM, MMA et LPM, MMA et
CULTURE 35°C OXFORD 24-48 h | OXFORD 24-48 h OXFORD OXFORD
a 30°C a 30°C
TESTS DE Catalase Catalase Catalase Catalase Catalase Catalase
CONFIRMATION Hémolyse Hémolyse Hémolyse Hémolyse Hémolyse Hémolyse
Mobilité Mobilité Mobilité Mobilité Mobilité Mobilité
Coloration de Coloration de Coloration de Coloration de Coloration de Coloration de
Gram Gram Gram Gram Gram Gram
Sucres Sucres Sucres Sucres Sucres Sucres
CAMP-test CAMP-test CAMP-test CAMP-test CAMP-test CAMP-test
MR-VP MR-VP MR-VP MR-VP MR-VP MR-VP
Sérologie Sérologie Sérologie Séerologie Sérologie Sérologie

aprés purification
sur TSA-YE

apres purification
sur TSA-YE

aprés purification
sur TSA-YE

aprés purification
sur TSA-YE

aprés purification
sur TSA-YE

aprés purification

sur TSA-YE

vasn 1® vad sepouisiy : AX nesjqel

- €61 -



194 -

Vi. 1. 4. 5. Comparaison des méthodes FDA et USDA avec le procédé CE.
-FDA et CE (444) :
La comparaison des procedes CE (TPB et MMA) et FDA (EB et MMA) montre que
la méthode FDA est plus efficace que la méthode CE pour le poulet mais pas pour le fro-
mage.

- USDA et CE (256) :

La comparaison des procédés CE (TPB puis bouillon sélectif et LPM + AC) et US-
DA (LEB |, LEB Il et LPM) montre que :

- les deux méthodes combingées sont significativement meilleures qu’une seule
méthode.

- la méthode USDA est plus efficace et plus sensible que la méthode CE pour
isoler Listeria monocytogenes a partir de la viande, de la volaille et des

végetaux.

- les deux méthodes sont aussi efficaces I'une que l'autre pour isoler Listeria
monocytogenes a partir des produits laitiers.

- EDA, USDA et CE (120) :

La comparaison de ces trois procédés montre que la méthode USDA s’avere étre
la meilleure pour isoler Listeria monocytogenes & partir d'une grande variété d'aliments.

VI. 1. 4. 6. Etude comparative de trois protocoles de recherche de Listeria
spp. et de Listeria monocytogenes (462). (Figure 6)

Cette étude a été réalisée par le laboratoire inter-régional de la Concurrence, de la
Consommation et de la Répression des Fraudes de MONTPELL!E_R.
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Elle consiste a comparer trois protocoles de recherche de Listeria spp. et Listeria
monocytogenes dans des produits alimentaires & savoir des produits laitiers (fromages au
lait cru), des produits végétaux (salades, herbes aromatiques) et des produits de la péche
(crevettes crues et cuites).

Les trois méthodes comparees sont :
- la méthode FRASER utilisant le milieu d’enrichissement liquide de FRASER,
- la méthode MLEB utilisant le milieu d’enrichissement liquide MLEB ou Modi-
fied Enrichment Broth (bouillon tryplicase soja supplémenté en extrait de

levure, chiorhydrate d'acriflavine, acide nalidixique, cycloheximide),

- la méthode UVM utilisant les milieux d'enrichissement primaire UVM | et se-
condaire UVM Il

Tous les isolements sont effectués sur milieux d’isolement sélectifs PALCAM, OX-
FORD et MOX.

Pour ces trois méthodes, la recherche fait appel a trois étapes :
- un enrichissement en bouillon sélectif (FRASER, MLEB, UVM | et UVM 1),

- un isolement sur milieu sélectif aprés 24 h (sauf pour UVM 1), 48 h et 7 jours
d'incubation.

L'isolement & 48 h est effectué a partir d'une subculture du bouillon d'enrichissement
incubé 24 h a 30°C.

L'incubation est poursuivie 7 jours seulement si les isolements & 24 h et 48 h sont né-
gatifs.
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Figure 6 : Méthodes de recherche de Listeria monocytogenes.

Prise d'essai
25 g d'aliment
- / Dilution au *1 /10 éme \
Jo M.LEB. FRASER UVM I
30°C-24 h 30°C-24 h 30°C-24 h-
o1mi 01 mt 01mi
J1 @ dans 10ml @ dansi0ml dans10 mt
MLESB. FRASER uvM Il
OXF OXF '
PAL PAL
MOX wciuh MOX 30°C| 24 h 30°C\ 24h
37°C-24/%h 37°C-24/48h
]2 we D wc| @) rc %)
OXF OXF OXF
PAL PAL PAL !
MOX MOX MOX
Yarcaiamm Y srcoyan * IC24/ 48
I7 2 7
OXF OXF OXF
PAL PAL PAL
MOX MOX MOX
37°C-24/46h 37°C-24/48h 37C-24/48h
Identification
des colonies caractéristiques de Lisferiz
@ . Isolemen: sur miteux gelosés sélechfs & partr d'une anse non égouttée de bouilion {(OXFord, PAlcam
MOX!
U Réalisanor dune subculture
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- une identification/confirmation des colonies caractéristiques avec les tests sui-
vants, aprés isolement de 5 colonies caractéristiques de Listeria spp. obte-
nues sur chaque milieu sélectif sur gélose TSAYE :

. la transillumination oblique de HENRY avec une lampe & faisceau de lu-
miére blanche ; les colonies du genre Listeria ont un reflet bleuté, une
surface finement granuleuse et légerement convexe,

. une recherche de la catalase avec de |'eau oxygénée ; le genre Listeria est

catalase +)
. un test d'utilisation du D(+)-xylose et du a-L-Thamnose,

. une hémolyse sur gélose au sang,

. un CAMP-test avec Staphylococcus aureus et Rhodococcus equi sur gé-
lose au sang (activité hémolytique) faisant appel a2 un ensemencement
des souches en stries horizontales paralleles tracées entre deux stries
verticales d’ensemencement de Staphylococcus aureus et de Rhodococ-
cus equi ; Listeria monocytogenes présente une hémolyse exaltée du
coté de la culture de Staphylococcus aureus,

. une coloration de Gram ; les bactéries du genre Listeria sont de petits ba-
cilles Gram (+), fins, disposés en palissades.

Les résultats montrent que :
- la méthode FRASER est supérieure a la méthode MLEB,

- la méthode UVM donne des résultats pratiguement identiques a la méthode
FRASER mais les résultats positifs aprés un enrichissement de 7 jours sont
plus nombreux avec la méthode UVM et la méthode FRASER donne des
résultats positifs plus rapidement pour quelques échantillons,
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- les differences d'efficacité observées peuvent étre expliquées par la composi-

tion des bouillons d'enrichissement :

. le bouillon MLEB contient trois antibiotiques : I'acriflavine, I'acide nalidixique
inhibant la croissance de la microflore secondaire Gram (+) et Gram (-) et

le cycloheximide possedant une action antifongique,

. le bouillon FRASER renferme du chiorure de lithium au lieu du cyclohexi-
mide ; le chlorure de lithium inhibe la plupart des Entérocoques,

. le bouillon FRASER posséde un pouvoir tampon élevé, réduisant les varia-
tions de pH, alors que le bouillon MLEB n'est pas tamponné (la subcul-
ture a pour role de remonter le pH vers la neutralite),

. le bouillon FRASER doit donc son efficacite a sa mailtrise du pH et a sa
composition en agents inhibiteurs, favorables a une meilleure récupéra-

tion des cellules l&ésees,

. le bouillon MLEB renferme du glucose pouvant affecter la récupération des
cellules |ésées car la flore contaminante peut utiliser ce glucose et ainsi

acidifier le milieu.

, Il ressort donc de cette étude comparative que la méthode FRASER utilisant le
'.milieu d'enrichissement liquide de FRASER est la méthode la plus efficace et la plus rapide
pour la recherche des Listeria puisque la plupart des resultats sont obtenus apres un enri-
chissement de 24 h et de 48 h.

VL. 1. 4. 7. Méthodes référencées en FRANCE. (Tableau XVI)

En France, le Ministere de I'Agriculture a émis des notes de service concernant la

détection de Listeria monocytogenes suivant les aliments.

Elles sont au nombre de 3.
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- une note de service concernant les produits carnés (Annexe XI).

Elle fait appel & un enrichissement primaire en bouillon UVM | puis un enrichissement
secondaire en bouilon FRASER a 24 h suivi d'un isolement sur gélose OXFORD & 24 h.

- la note de service du 17 Juillet 1992 concernant les produits laitiers (Annexe
XI).

Elle fait appel 2 un enrichissement en bouillon EB puis un isolement sur géloses OX|
PALCAM et MOX.

- la note de service du 24 Juin 1993 concernant tous les produits (Annexe XIli).

Elle fait appel 2 un enrichissement primaire en bouillon FRASER-DEMI suivi d’'un isole-
ment sur géloses OXFORD ou PALCAM et d’'un enrichissement secondaire en bouillon
FRASER et enfin a un isolement sur géloses OXFORD ou PALCAM.

Cette méthode est actuellement celle qui est employée dans les laboratoires de micro-
biologie, du fait de sa spécificité elevée (3 isolements). .

Dans la plupart des cas, les laboratoires font appel a un isolement sur gélose PALCAM
et 2 une identification au moyen d'une galerie AP Listeria associée a un CAMP-test avec
Staphylococcus aureus et Rhodococcus equi aprés purification des colonies obtenues sur

" gélose PALCAM sur gélose PCA.

L'article 2 de l'arrété du 13 Mai 1992 concerne la méthode de dénombrement de
Listeria monocytogenes dans les produits végétaux ou d’origine végétale destines a la con-

sommation humaine par comptage des colonies a 37°C (Annexe XIV).

Elle fait appel & un enrichissement et & un isolement sur géloses OXFORD, MOX et
PALCAM puis & un repérage des colonies caractéristiques.

Ces colonies sont isolées en stries & la surface de la gélose TSAYE.



ECHANTILLONS

Produits carnés

Produits laitiers

Tous les produits

ENRICHISSEMENT

25 g +225 ml UVM

25g9+225mlEB

25 g + 225 ml FRASER-DEMI

TEMPS D'INCUBATION

24h a4 30°C

48 ha 30°C
24-48 h & 30°C (lait cru)
48 h et 7 jours & 30°C (fromages)

18-24 ha 30°C

ENRICHISSEMENT 0,1 ml+10 ml FRASER 24h a 0,1 mi + 10 ml FRASER 48h a
SECONDAIRE 30°C 37°C
MILIEUX DE CULTURE OXFORD 24-48 ha 37°C OX é 18-24 h et 3 42-48 h OXFORD
PALCAM ou PALCAM
MOX
TESTS DE CONFIRMATION Coloration de Gram Coloration de Gram Coloration de Gram
Catalase Catalase Catalase
Mobilité a I'état frais et en milieu | Mobilité a I'état frais et en milieu | Mobilité a I'état frais et en milieu
SIM SIM SIM
Epreuve de CAMP Epreuve de CAMP Epreuve de CAMP

Réduction des nitrates
Fermentation des hydrates de
carbone
Hydrolyse de F'esculine

aprés repiquage des colonies sur
gélose TSAYE pour purification

Réduction des nitrates
Fermentation des hydrates de
carbone
Hydrolyse de I'esculine

aprés repiquage des colonies sur
gélose TSAYE pour purification

Réduction des nitrates
Fermentation des hydrates de
carbone

Hydrolyse de l'esculine

aprés repiquage des colonies sur
gélose TSAYE pour purification
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Les boites de gélose sont examinees et les colonies suspectes sont repérées a l'aide
d’'un faisceau lumineux blanc sous un angle de 45°.

Les colonies typiques sont soumises a I'épreuve de la catalase, a la coloration de Gram,
au test de fermentation du xylose et du rhamnose, a I'épreuve du CAMP et a la mobilite a
I'état frais au microscope a contraste de phase avec un objectif & immersion et sur gélose
mobilité (milieu SIM) par ensemencement en piqure (mobilité en parapluie).

V1. 2. METHODES RAPIDES.

Elles ont été mises en place du fait des nombreux inconvénients des techniques
classiques comme :

- la lourdeur de la mise en ceuvre,

- les nombreuses manipulations,

- l]a nécessité de personnel spécialisé,
- les longs délais de réponse.

Mais, elles ne permettent pas de faire des dénombrements et par conséquent sont
utilisées actuellement uniquement en routine dans les deux Centres de Référence.

VL. 2. 1. METHODES IMMUNOLOGIQUES OU IMMUNOENZYMATIQUES.
Ces méthodes sont basées sur lintéraction entre un anticorps monoclonal (51)
(96) (177) (195) (259) (372) (385) (407) (408) (619) (6551) (614) ou polyclonal (425) et un

antigéne.

Elles nécessitent au préalable un enrichissement de 24 a 48 h.




-202 -

VL. 2. 1. 1. Kits ELISA,

- Kit Listeria Tek (ORGANON TEKNICA CORP) (Annexe XV).

Il s'agit d'une procédure en une étape utilisant deux anticorps monocionaux dirigés
contre les antigénes de Listeria spp. selon une technique Sandwich dans un essai ELISA.

L'échantillon est incubé simultanément avec I'anticorps monoclonal de capture ou anti-
corps de couverture détectant-un épitope spécifique de l'antigéne des Listeria et avec
I'anticorps monoclonal conjugué a la peroxydase de raifort ou anticorps détecteur détectant
un second épitope spéciﬁque‘ sur le méme antigéne déja détecté par |'anticorps monoclo-
nal de capture.

Le conjugué composé d'anticorps monoclonal marqué par une enzyme reconnait selon
une réaction de type Sandwich l'antigéne du complexe immunologique antigéne présent
dans I'échantillon - anticorps monoclonal lié a la plaque.

L'enzyme du conjugué réagit avec le substrat TMB ou 3, 3, 5, §'-tétraméthylbenzidine
en solution dans du peroxyde d’hydrogéne en développant une coloration bleue directe-
ment proportionnelle au taux d'antigéne.

La réaction est stoppée par addition d'acide fort (H.SO,4 2N) et vire du bleu au jaune.

L'absorption est mesurée au spectrophotometre a 450 nm.

Ce test est :
- frés sensible et spécifique puisque deux anticorps monoclonaux différents
sont utilisés ; un pour la capture de I'antigéne et un autre pour la conjugai-
son enzymatique,

- rapide puisque les résultats sont obtenus en 2 h,

- simple a réaliser,
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- facile a interpréter,
- aussi sensible et précis que les meilleures méthodes de culture,

- sans danger car il ne fait pas appel a des cuitures vivantes, a de la radioactivi-
té ou & des phages et demande peu de place.

Il peut étre appliqué aux produits laitiers, aux denrées animales et aux echantillons

environnementaux.

- Kit Listeria Tecré (3M) (Annexe XVI).

Il utilise des anticorps polyclonaux.

Les deux kits ELISA (Listeria-Tek et Listeria-Tecra) ne présentent pas de diffé-
rence significative par rapport 2 la méthode de culture décrite dans le Manuel Analytique
Bactériologique (BAM) ou méthode FDA officiellement reconnue comme méthode AOAC
pour détecter Listeria spp. mais le kit Listeria-Tecra est légérement plus sensible que le kit
Listeria-Tek.

Ces deux méthodes ELISA (kits Tek et Tecra) sont donc recommandées comme alter-
natives a la méthode BAM (416).

VL. 2. 1. 2. TRANSIA (Annexe XVII).
Cetestest:
- rapide car les résultats sont obtenus 1h30 aprés enrichissement,

- simple car il s’effectue en cing étapes sur une partie aliquote stérilisée du mi-
lieu liquide d'enrichissement de 48 h,

- précis du fait de l'utilisation d'anticorps monoclonaux spéciﬁques du genre
Listeria,
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- fiable, du moins autant que la méthode officiellement recommandée,
- sans danger car les échantillons sont stérilisés & 100°C,

- économigue, son colt étant moins élevé que celui des méthodes convention-
nelles.

Les cing étapes de ce test sont les suivantes :

1 - repartition de I'échantillon enrichi dans un puits sensibilisé par un anticorps
monoclonal fixé sur les parois,

2 - reaction immunologique par ajout d’anticorps monoclonal conjugué a la pe-
roxydase et incubation a 37°C,

3 - lavage des pulits,
4 - ajout de substrat enzymatique TMB dans les puits et incubation a 20°C,
S - ajout de solution d'arrét dans les puits.

Le résultat est obtenu par lecture de 'absorbance des puits @ 450 nm a l'aide d'un
lecteur colorimétrique EIA de microplaques.

VL. 2. 1. 3. VIDAS Listeria (LIS) (bioMerieux) (Annexe XVIll).

Le test VIDAS Listeria LIS automatisé permet la détection des antigénes de Liste-
ria dans les produits alimentaires et les échantillons d’environnement selon une technigue
Sandwich en moins d’1h aprés pré-enrichissement et enrichissement par la méthode ELFA
(Enzyme Linked Fluorescent Assay) assurant d'excellentes sensibilité et spécificité.

Il s’agit d'un test unitaire original puisque libre de toutes les contraintes liées a la
distribution des réactifs (aucune aiguille de prélevement, pas de seringue, pas de tubulure,
pas de contact entre les réactifs et les instruments). |
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Le cone a usage unique sert de phase solide et de systéme de pipetage.

Sa surface intérieure est recouverte d'anticorps anti-Listeria adsorbés et les autres réac-
tifs préts & 'emploi sont pré-répartis dans la cartouche.

Une aliquote de bouillon d’enrichissement est placée dans la cartouche et subit un cycle
d’aspiration/refoulement.

Les antigénes se fixent sur les anticorps monoclonaux anti-Listeria adsorbés sur la sur-
face interne du cone.

Les anticorps conjugués marqués a la phosphatase alcaline sont aspirés et refoulés
dans le cone puis se fixent sur les antigenes de Listeria fixés eux-mémes sur les anticorps
de la paroi du cone.

Le conjugué non fixé est éliminé par lavage.

Le substrat 4-méthyl-ombelliférylphosphate en solution dans l'azoture de sodium est
introduit.

L'enzyme restant sur les parois du cone catailyse la transformation du substrat en un
produit fluorescent ; la 4-méthylombelliférone dont l'intensité est mesurée & 450 nm.

Les résultats sont analysés automatiquement par l'ordinateur.
VI. 2. 2. METHODES DE TYPAGE MOLECULAIRE.
VI. 2. 2. 1. Méthodes basées sur I'’ADN.

VI.2. 2. 1. 1. Tests d’hybridation (401) (589).

Ces tests utilisent des sondes nucléiques d'ADN ou d'ARN naturelles ou synthéti-
ques marquées ou non et sont basés sur l'unique capacité d'une molécule d’ADN ou
d’ARN a s’hybrider de fagon spécifique avec une séquence complémentaire.




- 206 -

L'avantage majeur des sondes d’'acides nucleiques est leur capacité d’information
a savoir la connaissance des séquences d’ADN génomique obtenues a partir de génes
clonés.

Les sondes naturelles (105) (127) (128) (131) (169) (494) (602) sont basées sur
des génes ou portions de génes tels que hlyA codant pour la B-hémolysine (61) (130),
ImaA codant pour un facteur d'hypersensibilité retardé DTH-18 (9) (422) et iap (msp) co-
dant pour une protéine extracelluleire de 60 kDa associée a l'invasion des cellules phago-
cytiques non professionnelles (193) (301) (310) clonés dans un plasmide.

L’ADN plasmidique est extrait par un mélange détergent - lysozyme puis purifié par cen-
trifugation en gradient de densité au chiorure de césium - bromure d'éthidium.

Le fragment du géne est obtenu par traitement de cet ADN avec des enzymes de res-
triction.

Les fragments résultants sont séparés par électrophorése en gel d'agarose et obtenus
par électroélution a partir du gel.

Les sondes sont marquées au **P, a la peroxydase de raifort en présence de glutaral-
déhyde ou a la digoxigénine-11-dUTP.

L'utilisation de sondes synthetiques (oligonucléotides) (129) comme sondes mon-
tre de nombreux avantages ; les sondes sont plus courtes (10 & 50 bases) d'ou leur
meilleure spécificité et I'hybridation de 'ADN cible est plus rapide qu’avec les sondes clo-
nées naturelles (200 bases ou plus). |

Il s'agit de sondes d'ARN synthétisées a partir de fragment de génes tels que hiyA ou
msp (300) obtenu a partir d'un plasmide amplifi¢ par du chloramphénicol et purifi¢ par
centrifugation en gradient de densité au chlorure de césium et bromure d'éthidium puis
digéré par des enzymes de restriction, purifié par électroélution, cloné dans les vecteurs de
bactériophage et séquence.

Les oligomers sont marqués au P, & la digoxigénine ou & la phosphatase alcaline.
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Certaines sondes basées sur 'ARNr (137) (569) (570) (571) sont utilisées pour hybrider
I'ARNr 16S (71).

La méthode conventionnelle fait appel a plusieurs etapes a savoir .

1 - une lyse des cellules deposées sur papier filtre ou sur membrane en nylon
ou cellulose par les micro-ondes en presence d'un mélange lysant ou par la
vapeur alcaline,

2 - une neutralisation,

3 - une fixation des acides nucleéiques dénatures par séchage ou irradiation,

4 - une hybridation précédée ou non d'une prehybridation,

S - une détection :

. par autoradiographie,

. immunologique avec des anticorps anti-digoxigénine conjugués a la phos-
phatase alcaline.

Les substrats pour la phosphatase alcaline sont : le nitrobleu de tétrazolium et le 5-
bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate de toluidine.

D'autres méthodes peuvent étre utilisées comme :

- la_méthode soustractive (104) (365) faisant appel & un ADN marqué radioacti-

vement et enrichi spécifiquement en sequences d'ADN spécifiques d’'un or-
ganisme par élimination de ces séquences présentes chez d'autres especes
(hybridation par croisement) et servant de sonde soustractive.
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- le dosage de protection homogéne en chimioluminescence (HPA) (424).

HPA est un type unigue de dosage de la sonde ADN dans lequel la séparation de la
sonde non hybridée en excés avant la détection du complexe sonde - cible n'est pas né-
cessaire.

HPA impligue un marquage chimique direct de I'ADN sonde avec I'ester d’'acridine du-
rant la synthése d’ADN de telle fagon que l'ester d'acridine est positionné précisément en
situation intérieure sur la sonde pour la protéger sélectivement au moment de I'hybridation
entre la sonde et la cible.

L’hybridation se fait en solution donc l'efficacité est trés élevee.

Aprés hybridation de la sonde ADN avec sa cible ARNr, le marquage chimioluminescent
(acridine) de la sonde non hybridée est sélectivement inactivé par hydrolyse chimique diffé-
rentielle ; ainsi, it y a une perte rapide de chimioluminescence associée a la sonde non hy-

bridée alors que la chimiolumiscence associée a la sonde hybridée n'est pas affectée.

La formation d’'un hybride entre la sonde et la cible est détectée au luminomeétre aprés
addition du reactif de détection.

La sonde montre une sensibilité de 100 % et une spécificite de 100 % pour Listeria mo-

nocytogenes.
La limite inférieure de détection est de 10*-10° cellules.

Les sondes marquées avec des radio-isotopes offrent une grande sensibilité mais pre-
sentent des problémes de securité.

Les dérivés de I'ester d’acridine peuvent facilement &tre incorporés dans les oligonucléoti-
des grace au premier groupe aminé aliphatique du nucleotide (575).
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Les autres avantages des sondes d’ADN marquées a l'ester d'acridine sont la iongue demi-
vie du réactif, le court temps du dosage, la haute sensibilité de la détection, la compatibilité
avec le systéme de mesure de la lumiére et la soumission aux procédures automatiques
(875).

HPA est donc une méthode prometteuse pour la confirmation des colonies et peut étre
une alternative intéressante aux tests de confirmation couramment utilisés.

HPA est une méthode sensible, specifique, facile a realiser et rapide (30 a 40 minutes).

- I'hybridation directe des colonies sur filtres hydrophobes (HGMF) (Hydrophobic

grid-membrane filter) aprés marquage avec une peroxydase de raifort (438)
(439).

Aprés le développement de couleur du chromogéne, un compteur commmercial (HGMF
Interpreter) est capable de détecter et de compter les organismes électroniqguement.

Cette méthode d’hybridation colorimétrique ou technique d’hybridation directe des colo-
nies sur HGMF avec détection électronique et comptage automatique ne montre aucune
différence avec la technique classique d’hybridation.

Elle peut donc étre utilisée en microbiologie alimentaire.

- lessai Gene-Trak (302) (303) (305) (306).

Il basé sur la détection de séquences uniques d’ARNr 16S de Listeria en utilisant une
sonde ADN synthétique complémentaire marquée au P ou a la fluorescéine.

La détection peut étre non-isotopique ou colorimétrique avec un anticorps anti-
fluorescéine marqué a la peroxydase de raifort puis une visualisation au moyen d'un subs-
trat ; elle implique alors deux sondes : une sonde détectrice contenant un ligand, la fluores-
céine, pour la détection enzymatique postérieure et une sonde capture contenant un do-
maine polydésoxyadénylate (dA) qui sert a lier le complexe cible - sonde dans des tubes
plastiques recouverts de polydésoxythymidine ; ces deux sondes hybrident les regions ad-
jacentes de la cible ARNr 16S Listeria,
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Mais, elle peut aussi étre isotopique avec une sonde marquée au *’P par comptage de
I'activité 2P sur chaque filtre grace a un détecteur Gene-Trak ou un compteur a scintillation
sans fluide.

L'essai Listeria Gene-Trak est un test rapide, sensible et spécifique de Listeria monocy-
togenes.

- le test Gen-Probe (414) (510).

Il est basé sur une réaction d'hybridation entre une sonde d'ADN simple marquée par
chimioluminescence et une séguence unique complémentaire dans la region ARNr 16S de
Listeria monocytogenes

Ce test peut se faire selon deux méthodes avec une sonde fournie par le kit :

1 - mise en contact de la sonde avec le bouillon d'enrichissement en tube test
"AccuProbe",

2 - centrifugation d'une aliquote du bouillon d'enrichissement, décantation du suma-
geant, remise en suspension du culot dans un tampon phosphate puis application
de la méthode 1 a la solution concentrée 5 fois.

Une réaction d'hybridation se produit en phase liquide entre une sonde non-isotopique
d'ADN specifique de Listeria monocytogenes marquee a l'ester d'acridium et I'ARNr cible

des cellules lysées.

Aprés hybridation, le marquage chimioluminescent des sondes non hybridées est inacti-
vé de fagon sélective par une étape d'hydrolyse différentielle.

L'addition de solution alcaline de peroxyde d'hydrogéne permet de détecter une légére
émission a 430 nm au luminometre due & l'ester d'acridium lié & I'nybride ADN-ARNTr.

Ce test s'aveére moins sensible, moins spécifique et plus long que la PCR (412).

La sonde est a 100 % sensible et & 100 % spécifique pour les colonies isolées.
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La limite de détection minimale en solution saline physiologique est établie a prés de 10°
CFU Listeria monocytogenes.

- le test ELISA-HNA (169).

Il s'agit d'une hybridation entre de simples brins d’ADN (ADN préparé a partir d’ARN
total de Listeria mondcytogenes) marqué au *?P et leurs brins complémentaires.

La sonde d’ADN est hybridée en phase aqueuse avec les molécules d’ARN cible ; les
hybrides HNA spécifiques sont capturés par des anticorps specifiques de HNA.

Les molécules HNA capturées sont révélées avec un conjugué enzymatique de strep-
tavidine (immunodétection).

Une hybridation en phase aqueuse offre I'avantage d'augmenter la vitesse des réactions
d’hybridation, elle assure I'accessibilité compléte des séquences cibles et le faible niveau
d'interférence avec le matériel extérieur en fluides biologiques permet la quantification par
essai direct de I'échantillon avec des marquages non-isotopiques.

- I'hybridation ADN-ADN "optique” (249).

Il s'agit d'une méthode d'appariement ADN-ADN étudiant le degré d’homologie ADN-
ADN entre les ADN de différentes espéces de Listeria.

Listeria grayi et Listeria murrayi sont facilement séparées par I'ceil et apparaissent dis-
tinctes des autres especes.

Les souches de Listeria ivanovii sont regroupées.

Les espéces Listeria, surtout Listeria monocytogenes, Listeria innocua, Listeria welshi-
meri et Listeria seeligeri sont étroitement apparentees.
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VI 2. 2. 1. 2 Analyse de restriction enzyvmatigue (REA ou Restriction Enzyme
Analysis) (174) (185) (417) (418) (590) (591).

L'ADN est digére par des endonucléases de restriction et la détection est realisee
par électrophorése et hybridation avec une sonde.

Deux sortes d'endonuciéases de restriction sont utilisees a savoir :

- des enzymes de restriction produisant un nombre suffisant de bandes distin-
guables par électrophorése comme Hhal, Hindlll, Haelll, EcoRl, Pstl,
BamHI ; dans ce cas, la digestion est suivie d'une électrophorése en gel
conventionnellie (101),

- des enzymes de restriction caractérisées par de rares séquences de recon-
naissance (a faible fréquence de clivage : low-frequency cleavage) : Apal,
Smal, Noti, Ascl.

Les Listeria étant caractérisées par un faible contenu ADN G+C, on choisit des enzymes
de restriction ayant des séquences de reconnaissance contenant seulement les nucléotides
G et C en présence de tampon de clivage contenant de la serum albumine de bovin.

Dans ce cas, la digestion est suivie d'une électrophorése en champ pulsé (PFGE) (72)
(73) (88) (89) (270) (320) et l'utilisation de sondes & ADN marquées radioactivement n'est
pas nécessaire car un petit nombre de fragments sont visualisés.

La REA se fait en plusieurs étapes :
1 - une extraction de I'ADN par lyse des cellules par centrifugation,
2 - une digestion enzymatique,

3 - une séparation des fragments d'ADN par électrophorése,

4 - une possible hybridation Southern blot (18),
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3 - une détection par coloration du gel d'agarose avec du bromure d'éthidium,

6 - une visualisation des résultats avec une lampe UV & ondes courtes 3 travers
un filtre rouge (visualisation par fluorescence) et photographie du gei.

V1. 2. 2 1. 3. Polymorphisme d'ADN ou PCR.

- PCR simple (43) (65) (138) (192) (225) (365) (403) (411) (481) (544)
(580) (586) (602).

La PCR ou Polymefase Chain Reaction permet une amplification exponentielle
grace a une polymérase (Tag-polymérase) d'une seéquence cible d'ADN suivie d'une élec-
trophorese en gel d'agarose (détermination de la taille des produits amplifiés) pour la plu-
part ou hybridation.

La PCR a été utilisée pour amplifier les génes ou portions de génes tels que hiyA
(203), ImaA et iap (78) ou les régions comprises entre les loci génétiques des génes 16S
et 23S d'ARNr procaryote (285) (570) (671) (577).

La PCR se fait en plusieurs étapes :

1 - une lyse par centrifugation permettant de récupérer I'ADN,

2 - une amplification en tampon contenant des amorces et la Taq ADN polymé-
rase (490) en plusieurs cycles,

3 - une détection des produits amplifiés ou produits PCR par :

. électrophorése en gel d'agarose ou bis-acrylamide puis coloration du gel
avec du bromure d'éthidium.

Mais la visualisation de I'ADN par coloration au bromure d'éthidium peut rendre l'interpré-
tation des résultats difficile du fait de la production d'amplifications non spécifiques et de la
sensibilité limitée de cette technique. |
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. hybridation avec une sonde ADN pour améliorer la sensibilité et la spécifici-
té des analyses PCR (365).

Mais de telles méthodes impliquent des procédures d'hybridation ADN-ADN intenses et
necessitent I'utilisation de sonde marquée d'ou le prix élevé du test.

Une PCR suivie d'une hybridation avec une sonde ADN synthétique inversée a été rap-
portée ; en effet, les produits PCR marqués a la digoxigénine-11-dUTP sont déposés sur la
sonde liée a la membrane (75).

. hybridation avec une sonde ARN (57) non marquée formant un hybride
ARN-ADN avec I'ADN cible immobilisé sur une membrane donc aprés
électrophorése ; 'hybride peut étre détecteé par un essai immunoenzyma-
tigue (Ac reconnaissant I'nybride).

Les avantages de la sonde ARN sont les suivants :
- les hybrides ARN-ADN sont plus stables que les hybrides ADN-ADN,

- les Ac reconnaissent les hélices de I'hybride ARN-ADN d'ol la non-nécessité
d'introduire des marqueurs chimiques sur la sonde.

- PCR immunomagnétique ou essai MIPA (magnetic immuno-polymerase
chain reaction (PCR) assay) (196) (592).

La PCR immunomagnetique (MIPA) combine une séparation immunomagnétique
a la PCR c'est-a-dire une séparation magnétique des Listeria par des particules magnéti-
ques recouvertes d'anticorps monoclonaux spécifiques des Listeria suivie d'une amplifica-
tion de la séquence ADN de Listeria monocytogenes par PCR.

Les anticorps monoclonaux seuls ne font pas la discrimination entre Listeria mono-
cytogenes et les autres Listeria spp. ; cet inconvénient est remédié par la PCR aprés la
separation magnétique.
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La combinaison de la capture immunologique et de la détection ultérieure de Lis-
teria monocytogenes séparée par la PCR surmonte les désavantages majeurs des deux
méthodes utilisées seules.

- PCR dans laquelle une des amorces est biotinylée et la digoxigénine-11-
dUTP est incorporée durant I'élongation (267).

Les produits PCR bioctinylés sont capturés sur supports solides recouverts de
streptavidine et la phosphatase alcaline conjuguée a [|'anticorps anti-digoxigénine est liee
ensuite a la digoxigénine incorporée.

La détection peut étre obtenue avec des substrats colorimétriques, fluorescents ou

luminescents pour la phosphatase alcaline.
Elle se fait en deux étapes :

1 - une capture des produits PCR en microplaques ou avec des billes recouvertes de
streptavidine,

2 - une génération de signal grace a 3 substrats différents donnant des signaux fluo-
rescents, colorimétriques et luminescents aprés ajout aux puits ou aux billes
recouverts de streptavidine et incubation a l'obscurite :

. 4-méthylombelliféryl phosphate (4-MUP) en tampon diéthanolamine pH 9,6 et
mesure de la fluorescence au fluorimétre,

. paranitrophénylphosphate (PNPP) en tampon 2-amino-2-méthyl-1-propanol pH
10,3 puis ajout de soude et mesure de 'absorbance a 405 nm au spectropho-
tomeétre,

. 3~(2'-spiroadamantane)-4-méthoxy-4-(3"-phosphoryloxy)-phényl-1, 2-dioxétane
(AMPPD) en tampon diéthylamine pH 10 puis ajout de MgCl, et exposition aux
RX.
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Les billes magnétiques sont plus sensibles car leur capacité de liaison est supé-
rieure a celle des puits.

- PCR + LCR (22) (593) (594).

La LCR est une méthode sensible et spécifique basée sur une différence de paires
de bases uniques dans la région V9 ou V2 du géne ARNr 168 (ADNr 16S).

Le principe repose sur la liaison de deux amorces oligonucléotides synthétiques
adjacentes qui hybrident seulement un brin de 'ADN cible.

Le produit lié est séparé & partir des amorces par electrophorese en gel de polya-
crylamide dénaturant et détecté par autoradiographie.

L'absence de produit lié indique un changement de paire de bases unigue dans la
séquence cible.

Une amplification PCR primaire de I'ADNr 16S est combinee avec une amplifica-
tion LCR secondaire avec une ligase thermostable (21). pour produire une méthode sensi-
ble et spécifique.

L'ampilification primaire par PCR permet d'augmenter la sensibilité de cette methode.

La détection est isotopique ou non avec un substrat chromogénique ou paranitrophenyl-
phosphate (pNPP) & 450 nm (détection colorimétrique) ou avec un substrat luminogénique
Lumi-Phos 530 a 450 nm (détection chimioluminescente).

La détection luminogénique non-isotopique avec Lumi-Phos 530 est plus rapide que la
détection chromogénique non-isotopique avec la pNPP (3h/12h) ; elle permet d'accomplir
la LCR couplée & la PCR en 10h alors que la méthode de détection isotopique le fait en
24h.
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- PCR + REA appliquée aux RFLP (338) (564).

Cette méthode consiste a étudier le polymorphisme des fragments de restriction
en fonction de leur longueur donc a déterminer les RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism) dans les séquences nucléotidiques des génes associés a la virulence et
amplifies par PCR.

Elle consiste a amplifier 'ADN ou les génes tels que hly A (61), iap, mpl ou prfA
par PCR avant de les soumettre & des endonucléases de restriction et a une électropho-
rése puis @& une coloration avec du bromure d'éthidium et a une visualisation sous lumiére
UV 2 302 nm. |

La PCR de méme gque la MEE montrent un schema de restriction pour les sou-
ches de sérovars 1/2b, 3b et 4a et un autre pour les souches de sérovars 1/2a, 1/2c et 3a
donc une parfaite corrélation est observée entre MEE et RFLP bien que ces deux métho-
des détectent différents types de variations dans le chromosome.

En effet, MEE détecte des variations dans les séquences de codage altérant la charge et
donc la mobilité électrophorétique des enzymes constitutives alors que RFLP détecte des
changements de séquences de nucléotides résultant en un gain ou une perte de sites de
reconnaissance d'enzymes de restriction.

Les diversités structurales dans Listeria monocytogenes se produisent a la méme vi-
tesse que les changements dans les génes codant pour les enzymes cytoplasmiques es-
sentielles et les antigénes de surface immunogéniques utilises dans le sérotypage.

Les difféerences structurales observées dans les génes codant pour la virulence peuvent
étre des mutations silencieuses c'est-a-dire non reliées a la virulence ou moduiant le mé-
canisme de pathogénése.

L'analyse RFLP apparait étre utile pour la caractérisation de Listeria monocytoge-

nes.
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Un des probiemes de l'analyse RFLP est le hombre élevé de bandes (100 a 1000) obte-
nues par restriction de I'ADN génomique avec les enzymes de restriction ayant des sé-
quences de reconnaissance de 4 ou 6 bases.

Ceci la rend difficile & appliquer a une grande série de souches afin de déterminer le degré
d'inter-relation.

- PCR + RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA) (123) (324) (362)
(387) (388) (597).

La PCR permet d'obténir des profils d'’ADN polymorphique amplifie au hasard qui
sont analyses par électrophorése en gel d'agarose.

L'analyse RAPD est une variante de la PCR dans laquelle une seule amorce est
utilisee.

Cette méthode de typage RAPD peut se faire apres lyse ou & partir de cellules
entieres. Dans ce dernier cas, elle ne nécessite pas d'extraction d'’ADN au préalable ; les
cellules entieres sont incubées dans le mélange de réaction.

Cette meéthode est simple et rapide comparée & REA et MEE.

Cette analyse des profils RAPD obtenus par PCR est en compléte corrélation avec
le typage par les bactériophages.

Donc, f'analyse des profils RAPD est proposée comme une alternative a la lysoty-
pie car l'amorce unique génere des profils permettant une discrimination entre les souches
de méme serotype.

VL. 2. 2. 1. 4. Typage des plasmides (312) (328) (437).

Il s'agit d'une méthode de typage de I'ADN plasmidique ou de I'ADN extrachromo-
somique.




-219 -

Ce typage nécessite une extraction de I'ADN extrachromosomique, une restriction
par des endonucléases et une électrophorése en gel d'agarose.

L'analyse de restriction, l'essai d'hybridation et la MEE montrent un degré élevé d'homo-
logie entre les différents plasmides (191) (313).

Bien que Listeria spp. hébergent des plasmides, les profils plasmidiques ont une
valeur limitée du fait de l'instabilité des plasmides, du faible nombre de souches en conte-
nant et de l'identité de la plupartdes schemas de restriction.

VI 2.2. 2. Ribotypae (Ribosomal DNA fingerprinting) (110) (277) (278)
(5637) (565).

Il s'agit d'une nouvelle méthode de caractérisation au méme titre que la sérotypie
et la lysotypie ou technique d'empreintes d'ADN ribosomique non-isotopique afin de carac-
tériser Listeria monocytogenes en utilisant I'ARNr 16S et 23S ; elle permet d'obtenir des
ribovars.

Il s'agit d'un polymorphisme de restriction des régions des génes d'ARN faisant
appel a une digestion par les endonucléases de restriction, une hybridation de I'ADN chro-
mosomique avec une sonde d'ARNr clonée, incluant le géne ARNr 16S ou 23S et marquée
avec de la dUTP-11-digoxigénine (18) (233) ou au **P et une autoradiographie ou une dé-
tection immunologique.

Le typage d'ARNr a été décrit pour la premiere fois en 1986 (235).

Le ribotypage apparait étre une méthode de typage moléculaire bien reproductible
et peut étre un complément utile & d'autres méthodes telles que le sérotypage, le lysoty-
page, la MEE et la REA pour I'¢tude épidémiologique de la listériose.

Cette méthode présente deux avantages.

Du fait de la conservation des génes ribosomauy, une sonde universelle peut étre utili-
sée pour la caractérisation de plusieurs organismes.
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De plus, cette procédure permet d'obtenir un nombre convenable de bandes (5 a 15) de
différentes tailles moléculaires car les bactéries contiennent de nombreux opérons.

L'ARNr peut donc étre utilisé pour déterminer le degré de relation génétique parmi
les souches et pour I'épidémiologie moléculaire des espéces microbiennes.

En général, les souches apparentées éepidémiologiquement appartiennent au
méme ribotype.

VI. 2. 2, 3. Muitilocus Enzyme Electrophoresis (MEE) (25) (562) (53) (59) (60)
(421) (442) (509).

Il s'agit d'un systéme de typage par électrophorése des enzymes ou analyse de Ia
mobilité électrophorétique des enzymes metaboliques constitutives ou analyse des profils
d'isoenzymes.

Les différentes enzymes étudieées sont l'acide phosphatase (ACP), l'aconitase
(ACQ), ladenylate kinase (ADK), l'alpha-naphtyl acétate estérase, l'alpha-naphtyl acide
phosphatase, l'alanine deshydrogénase (ADH) (ALD), la catalase (CAT), l'a-estérase, la B-
estérase, la 2-alpha-naphtyl propionyl estérase 1 (NP1) (EST-«), la 2-alpha-naphtyl propio-
nyl estérase 2 (NP2), la B-naphtyl propionyl estérase (EST-B), la fumarase (FUM), la glu-
cose-6-phosphate deshydrogénase (GP6) (G6P), la NADP-dépendante glutamate deshy-
drogénase (GLD) (GD2), la glutamique-oxalo acétique transaminase, la NAD-dépendante
glycéraldéhyde-3-phosphate deshydrogénase (GP1), lindophénol oxydase (IPQ), lisoci-
trate deshydrogenase (IDH), la lactate deshydrogénase (LDH), la leucyl-glycyl (ou glycine)-
glycine peptidase (LGG), la mannose 6-phosphate isomérase (MP1), la nucléoside phos-
phorylase (NSP), la L-phénylalanine-L-leucine peptidase (PLP), la 6-phosphogluconate
deshydrogénase (PGD) (6PG), la phosphoglucomutase (PGM), la phosphoglucose isomé-
rase (PGlI).

Elle permet de déterminer les types électrophorétiques ou électrophorétypes (ET)
reflétant le génotype chromosomique.

Elle fait appel @ 3 étapes : lyse, électrophorése et identification des “taches".
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La MEE a été employée pour étudier la structure génétique et I'épidémiologie de
nombreuses bacteries.

Les isolats bactériens sont différenciés selon la variation dans la mobilité électrophoréti-
que d'un grand nombre d'enzymes métaboliques constitutives.

Elle permet d'estimer les niveaux de diversité géenétique et la relation parmi les isolats de
populations naturelles donc de distinguer les isolats bactériens.

Pour chaque enzyme, la mobilité relative est établie par marquage de la distance de
migration relative & partir de la cathode c'est-a-dire que les enzymes les plus proches de
I'anode donnent la marque la plus faible.

V1. 3. AUTRES METHODES.

VL. 3. 1. TYPAGE DES MONOCINES (595).

Il est rendu possible du fait de la production de monocines par la plupart des sou-

ches.
VL. 3. 2. SEPARATION IMMUNOMAGNETIQUE (IMS) (524).

it s'agit d'une nouvelle approche d'extraction et d'isolement des bactéries pathogeé-
nes directement a partir d'aliments, de bouillons d'enrichissement ou de culture pure et de
suspensions hétérogénes faisant appel a8 des gouttes immunomagnétiques (IMB) liées de
fagon covalente & des anticorps monoclonaux dirigés contre les flagelles de Listeria mono-
cytogenes.

La sensibilité de cette méthode est influencée par .

- la procédure de couverture,

- le temps d'incubation,

- le nombre de gouttes immunomagnétiques.
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Les résultats obtenus par ce test d'aggiutination et par I'hybridation dot blot sont
en étroite corrélation.

VI. 3. 3. CYTOMETRIE EN FLUX (FLOW CYTOMETRY OU FCM) (148) (150).

La cytométrie en flux des populations bactériennes marquées par-ﬂuorescence fait
appel a une immunocfluorescence en combinaison avec des mesures du contenu en ADN et
de taille.

Elle permet une caractérisation morphologique, une différenciation des autres
bactéries entre autres les Streptocoques en fonction des paires de bases nucléigues et une
deétection fluorescente des cellules en suspension traversée par un rayon laser aprés trai-

tement avec des colorants appropriés.

Elle s'effectue aprés un enrichissement sélectif par analyse des intéractions cellu-
laires avec le rayon d'aprés un certain nombre de paramétres tels que :

- la taille (morphologie) mesurée grace a une lumiére diffuse,

- le contenu en ADN (acides nucleiques) grace au marquage par l'iodure de
propidium (Pl) de la suspension bactérienne,

- lintensité d'immunofluorescence grace au marquage de l'antisérum spécifique
de Listeria par l'isothiocyanate de fluorescéine (FITC),

- lantigénécité de surface.
La cytométrie en flux fait appel aux étapes suivantes :
1 - une rupture des chaines cellulaires par ultrasons et centrifugation,

2 - une dilution du culot dans 'éthanol pour fixer les acides nucléiques puis
dans une solution de ribonucléase (RNase A) pour extraire 'ADN.
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Le traitement a la Rnase avant coloration par le Pl rend la coloration dADN spécifique,
en reduisant I'ampleur de la distribution d'ADN et en affinant le signal de fluorescence
d'ADN.

3 - un marquage -
. direct par remise en suspension des cellules dans un antisérum types 1 et
4 anti-Listeria polyvalent marqué par l'isothiocyanate de fluorescéine
(FITC),
ou
. indirect par incubation des cellules avec l'antisérum type 1 Listeria O, 'anti-
sérum type 4 Listeria O ou l'antisérum Listeria polyvalent et remise en

suspension dans IgG, IgA, IgM de chévre anti-lapin marquées a FITC,

4 - une addition d'iodure de propidium en solution dans du citrate trisodique ou
coloration de I'ADN par immunofluorescence,

5 - une détection au rayon laser.
La FCM permet une detection rapide et fiable mais posséde deux inconvénients :
- pas de corrélation parfaite entre les résultats par FCM et par culture,

- degré élevé de faux positifs malgré l'utilisation d'anticorps monoclonaux spéci-
fiques de Listeria pouvant surmonter cet inconvenient.

La FCM peut aussi détecter des cellules mortes.
La FCM est appliquée a :

- la caractérisation des agents des infections orales,
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- la différenciation des espéces bactériennes en fonction des paires de bases
nucléaires,

- la caractérisation de 'accumulation intracellulaire de polyphydroxybutyrate

dans Alcaligenes eutrophus,
- la détection de Legionella spp. dans l'eau.

Vi. 3. 4. BIOLUMINESCENCE (ATPMETRIE) (375) (429).

Il s'agit d'une bioluminescence luciférine - luciférase (libération des photons & partir
du complexe luciférine - luciférase en présence d'ATP et mesure du flux de photons) per-
mettant d'estimer le nombre de bactéries retenues sur gels neutres et amphiphiles et pré-
sentes dans I'éluat afin de déterminer les propriétés de surface hydrophobe par chromato-
graphie d'intéraction hydrophobe.

On observe une bonne corréiation entre le nombre de bactéries viables et le con-
tenu en ATP.

La détermination de I'ATP est plus rapide que celle du hombre de bactéries viables
par estimation de l'adsorption de Listeria monocytogenes sur octyl-Sépharose ce qui fait de
cette bactérie un organisme hydrophile.

VL. 3. 5. IMPEDANCEMETRIE. (64)

La conductimétrie indirecte utilise une technique d'impédancemétrie bactérienne
automatique rapide (mesure de la variation de conductance du milieu de culture due 2 |'ac-
tivité métabolique des micro-organismes c'est-a-dire a la dégradation des éléements nutritifs
et & leur transformation en composés chargés entrainant des modifications des caractéris-

tiques électriques du milieu).

La croissance en bouillon impédance Whitley fait naitre des changements con-
ductimétriques indirects, lesquels sont améliorés par addition de glucose.
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VI. 3. 6. CARACTERISATION DE LA LISTERIOLYSINE O (LLO). (383)

Il s'agit d'un procedé simple et trés efficace pour stabiliser I'activité hémolytique de
la LLO de Listeria monocytogenes aprés purification par immunoaffinité.

La LLO est partiellement purifiée par précipitation par du sulfate d'ammonium puis
purifiée par chromatographie d'affinité et soumise a une SDS-PAGE en gels convergents
isoélectriquement.

L'activité hémolytique de la LLO est stabilisée par élution directe en tubes conte-
nant un tampon alcalin (lysine - KCI - éthyléne glycol pH 11,5).

L'utilisation d'une procédure de chromatographie par immunoaffinité en deux éta-
pes (élution de la LLO avec un tampon acide acétique pH 2,8 et collecte des éluats en
tampon alcalin contenant de I'éthyléne glycol 50 % pH 11,5) peut purifier facilement la LLO
tout en conservant son activité hémolytique.

VI. 3. 7. ACTIVITE PHOSPHOLIPASE C. (423)

Cet essai simple consistant a recouvrir les colonies formées sur gélose tryptone
supplémentée en extrait de levure et en NaCl avec du L-a-phosphatidylinositol - agarose
comme substrat permet de contréler la présence de l'activité Phospholipase C spécifique
de phosphatidylinositol (PI-PLC) apres une incubation de 5 jours a 37°C.

Les colonies actives PI-PLC montrent des halos turbides autour des colonies du fait de

la libération de diacyl-glycérol insoluble & partir du substrat.

L'activité PI-PLC est un marqueur exact permettant la discrimination entre les espéces
pathogénes et non pathogénes puisqu'elle est detectée seulement chez les especes pa-
thogenes Listeria monocytogenes mais pas chez Listeria seeligeri, Listeria welshimeri, Lis-
teria innocua, Listeria murrayi et Listeria grayi et peut étre inclus.dans un schéma de diffé-
renciation des différentes espéces Listeria pathogénes et non pathogénes.
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Vil. MAITRISE DE LISTERIA MONOCYTOGENES.

VIL. 1. NIVEAU ZERO EN LISTERIA : UNE SITUATION IRREALISTE. (236)
(Annexe XIX)

La résistance rend son élimination complete difficilement réalisable.

D'aprés les conclusions du groupe d'experts de 'OMS en Février 1988 (236), les
seuls aliments pouvant étre considérés comme exempts de Listeria sont ceux qui ont subi
un traitement assainissant (cuisson, pasteurisation, irradiation, acide organigue...) et dont
on a évité toute recontamination ultérieure (consommation immediate ou mise sous embal-
lage clos...).

It conviendra donc, selon les recommandations du Conseil Supérieur d'Hygiéne
Publique de France, de maintenir le taux de Listeria a un niveau le plus bas possible a sa-

voir de respecter la limite fixée de 100 Listeria par gramme d'aliment. (Annexe XX)

VIi. 2. CLASSIFICATION DES PRODUITS EN FONCTION DU "DANGER
LISTERIA". (236) |

Quatre categories de produits sont distinguées en fonction de leur technologie.
VII. 2. 1. VIANDES ET PREPARATIONS DE VIANDE.

Dans ce cas, la viande n'a subi aucun traitement autre que le froid et éventuelle-
ment le hachage.

On distingue :

- la viande réfrigérée : on constate qu'a la surface d'une viande, la croissance
est essentiellement fonction de la température a pH de l'ordre de 5,6 ; par
exemple, & 8°C aucune croissance n'est observee en 15 jours alors qu'a
15°C elle peut atteindre 2 puissances logarithmiques dans le méme temps.
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La flore d'accompagnement inhibe de fagon importante les Listeria.

- la viande de boeuf sous vide : il existe un effet pH, un effet température et un

effet de competition entre Listeria monocytogenes et les bactéries lactiques a
2°Ceta 4°C.

En effet, a ces températures et a pH 5,6, le niveau de Listeria monocytogenes est
constant et la croissance des bactéries lactiques est forte alors qu'a pH 6,5 et a 2°C la si-

tuation est inversée.

- la viande hachée': le comportément est identique a celui observé dans la

viande en morceaux ; la multiplication est pratiquemment nulle & 4°C et 8°C,
elle débute apreés 48 ha 20°C et 7 jours a 15°C.

En absence de flore de compétition, la croissance atteint 3 puissances logarithmiques
en 24 h a 12°C et en 48 h & 8°C alors gu'elle n'est pas observée en présence d'une flore
d'accompagnement élevee.

Dans ce cas, il s'agit de respecter de fagon scrupuleuse la chaine du froid ; le froid
devra étre précoce et continu et ne pas excéder + 2°C ou + 3°C.

La cuisson de ces produits détruira éventuellement les Listeria présentes.

VII. 2. 2. PRODUITS CRUS A CONSOMMER EN L’ETAT (PRODUITS CRUS,
FERMENTES, SECHES OU NON).

Ces produits se caractérisent par des conditions générales d'anaérobiose relative,
la présence de sel, associant une acidification et le cas échéant la dessiccation.

Bien que l'expérience montre que Listeria monocytogenes ne se multiplie que peu
ou pas dans les produits séchés, salés et/ou fermentés secs, il convient de ne pas exclure
la possibilité d'une muitiplication dans les produits crus a8 consommer en I'état.

Il est possible d'agir sur la maturation du produit en séchoir pour maitriser la pré-
sence de Listeria monocytogenes et de définir une valeur d'Aw maximale.
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VIi. 2. 3. PRODUITS CONDITIONNES AYANT RECU UN TRAITEMENT THERMI-
QUE DANS LEUR CONDITIONNEMENT.

L'application d'un baréme temps/température correct permet de détruire les Liste-
ria.

Le critére "absence de Listeria dans 25 g" doit donc étre respecté dans ce type de
produits.

En effet, on peut considérer qu'un traitement thermique de 2 minutes & 70°C est
suffisant pour garantir 10 réductions décimales de Listeria monocytogenes.

Listeria monocytogenes est donc un micro-organisme dont la thermorésistance ne
pose pas de probléme particulier compte tenu des traitements thermiques et du baréme de
cuisson traditionnellement pratiqués.

VIl. 2. 4. PRODUITS ASSAINIS PAR UN TRAITEMENT THERMIQUE ET SUJETS
A RECONTAMINATION.

La présence de Listeria monocytogenes dans l'environnement de production
(locaux, surfaces et matériaux de contact, fluides, air, eau, personnel) constitue une source

de danger.

La fréquence de recontamination dépend des procédures de maitrise mises en
place.

On distingue :

- les produits remanipulés, reconditionnes sous vide ; dans ce cas, la flore lacti-
que exerce un effet de compétition important et d'autant plus efficace que
certaines souches de Lactobacilles peuvent sécréter des bactériocines,
substances inhibitrices.
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- les produits manipulés, prétranchés en aérobiose car les conditions de con-
servation en aérobiose n'arrétent habituellement pas la multiplication de Lis-
teria monocytogenes.

Les seuls aliments pouvant étre considéres comme exempts de Listeria sont ceux
auxquels on a appliqué un traitement listéricide juste avant ou apres leur conditionnement.

VIl. 3. REGLEMENTATION ET RECOMMANDATIONS. (236)

Vil. 3. 1. EN FRANCE.

La Fédération Frangaise des Industries Charcutieres (F.1.C) (Annexe XXI) et le
Conseil Supérieur d'Hygiéne Publique de France (avis du 8 Septembre 1992) (Annexe XX)
considérent que le critére retenu de 100 Listeria monocytogenes par gramme correspond a
un compromis entre un niveau de sécurité satisfaisant et la sensibilité des méthodes cou-
rantes d'analyse et que la dose minimale infectante est sans doute plus élevée pour un
consommateur n'appartenant pas a une categorie a risque.

Un taux de contamination supérieur 8 10000/g est considéré comme inadmissible.

VI 3. 2. MESURES NATIONALES PRISES PAR CERTAINS ETATS.

VII. 3. 2. 1. Suisse.

Par une modification du 25 Février 1988 de l'ordonnance sur les exigences hygié-
niques et microbiologiques relatives aux denrées alimentaires, objets usuels et biens de
consommation, les autorités helvétiques ont adopté une position séveére concernant Listeria
monocytogenes : 'Listeria monocytogenes dans les denrées alimentaires prétes & la con-

sommation : non décelable dans 10 grammes".

Les prélevements sont effectués sur les lieux de production ou les entrep6ts cen-
traux ou de distribution ; dans le cas ot ils sont effectués sur les lieux de vente, il est tenu
compte d'une éventuelle contamination par contact mais elle n'est pas précisée.
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Le secret professionnel est maintenu entre les autorités helvétiques et les indus-
triels concernés lors de la présence de Listeria monocytogenes dans les aliments sauf en
cas de situation épidémiologique potentiellement grave.

VL. 3. 2. 2. Italie.

Une circulaire du Ministre de la Santé et de la Nutrition-Division Il présente un
plan de surveillance des secteurs zootechnique, agricole et agro-alimentaire concernant
Listeria monocytogenes. -

Les mesures adoptées sont les suivantes :

- au niveau du secteur de production ; en cas de présence de Listeria monocy-
togenes, il faut proceder :

. @ une suppression temporaire de la production,
. au lavage et a la désinfection de tous les ateliers de production,
. & des prélevements d'échantillons en différents points des ateliers,
. au retrait du marché du produit contaminé.
Les levées d'interdiction de production et de commercialisation ne sont effectuées
qu'aprés la désinfection des locaux et l'obtention de trois contréles analytiques négatifs a

des jours différents dans une période maximale de 15 jours.

- au niveau du secteur de commercialisation ; des contréles peuvent étre effec-
tués sur des produits commercialisés.

Le retrait du marché des produits contaminés serait obligatoire dans un délai maximum
de 3 jours et cela au frais du producteur ou du circuit de distribution.
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Vil 3. 2. 3. Canada.

Le Ministére de la Santé et du Bien-&tre Social, Direction Générale de la Protection
de la Santé a émis un document en Décembre 1989 intitulé "Politique Administrative-
Surveillance de la Conformité : aliments contaminés par Listeria monocytogenes”.

La position est plus souple.

Les facteurs a prendre en considération pour ['établissement du systéme de sur-
veillance sont :

- le potentiel de développement de Listeria monocytogenes dans un aliment
donné (pH, Aw, agents de conservation),

- la connaissance des principaux produits incriminés (produits laitiers),

- 'absence de preuve établissant une liaison certaine entre la présence de Lis-
teria monocytogenes a un faible taux dans un aliment et un cas de listériose.

Le systéme de surveillance permet une demande de rappel en cas de contamina-
tion de produits laitiers ou le risque de développement est important (lait pasteurisé) et ou il
n'y a pas de croissance connue (créh'le glacée, fromages a pate dure) et d'aliments préts a
consommer ou il y a risque ou pas de développement.

Parallélement, les autorités encouragent l'élaboration de "guides de bonnes prati-
ques d'hygiéne" faisant appel a la démarche H.A.C.C.P.

VIL. 3. 2. 4. Grande-Bretagne.

Dans le rapport "Contamination des aliments : Listeria et Listériose - réponse du
Gouvernement au 6° rapport (1988-1989) du Comité des Services Sociaux", le gouverne-
ment prone une réglementation concernant 'hygiéne et la contamination des aliments par
Listeria monocytogenes fondée sur le développement, I'élaboration ou la modification au
niveau de la production, de la distribution et de la vente de "guides de bonnes pratiques et
d'hygiéne" ol la démarche H.A.C.C.P. est utilisée.
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VIL. 3. 2. 5. Allemagne.

Les autorités allemandes ont présenté dans une communication publiée dans le
bulletin du Ministére de la Santé, les mesures & prendre en cas de contamination par Lis-

teria monocytogenes.

Elles tiennent compte de la nature, du mode de contamination, de la finalité des
aliments concernés mais aussi des niveaux de Listeria monocytogenes dénombrés.

Ces mesures différencient les aliments ou la norme "“zéro Listeria" est possible de
ceux ou elle ne l'est pas.

VIL. 3. 3. REFLEXIONS DE L'OMS. (236)

VIL. 3. 3. 1. Recommandations aux autorités sanitaires pour assurer

la protection du consommateur.

Les objectifs sont de :
- diminuer l'incidence de la listériose d'origine alimentaire,

- limiter ou éliminer lorsque cela est technologiguement possible la charge en
Listeria monocytogenes des aliments,

- renforcer la confiance des consommateurs dans l'innocuité des aliments.

Le groupe d'experts réuni @ Geneve en Février 1988 a classé les aliments en 4

catégories :
- aliments crus (légumes et viande),

- aliments crus transformés (aliments crus mélangés a d'autres ingrédients
comme les salades préparées, le saucisson fermenté, les fromages au lait

cru),
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- aliments préparés ou un procéde listéricide a été employé et remanipulés
(certains fromages, viandes d'abattoir decoupées ou transformées par la
vente au détail),

- aliments fabriqués (sous conditionnement scellé) ol un procédé listéricide a
été appliqué (lait pasteurisé, produits laitiers, viandes cuites sous emballage
hermeétique).

Les recommandations-sont les suivantes :

- encourager activement les recherches permettant la réduction et I'élimination
de la contamination des aliments crus ainsi que la réduction de la contami-
nation des aliments préparés,

- entreprendre ou poursuivre des campagnes d'éducation du public visant a
aider les consommateurs a éviter la contamination des aliments crus ou
préparés,

- veiller & ce que les consommateurs n'aient pas un sentiment de fausse sécuri-
té vis-a-vis des aliments crus ou préparés,

- s'assurer que les denrées préemballées ayant subi un traitement listéricide
soient exemptes de Listeria monocytogenes jusqu'd leur date limite de
consommation,

- encourager 'utilisation des rayonnements ionisants pour éliminer Listeria mo-
nocytogenes dans les aliments a risque préemballés,

- envisager le retrait des aliments préparés ou préemballés contaminés,
- retirer du marché toute denrée alimentaire a l'origine de cas de listériose hu-

maine et étudier en detail toutes les suites et conséquences possibles de
cette mesure avant sa mise en exécution,
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- collaborer avec les secteurs de l'industrie alimentaire intéressés de maniére &
prévenir et limiter la contamination,

- coopérer avec lindustrie alimentaire, les universités et les instituts de recher-
che pour coordonner la recherche fondamentale,

- mettre en place et maintenir des structures de surveillance pour prévenir tout
risque d'épidémie,

- échanger des données par le canal du Centre collaborateur de 'OMS de Ber-
lin qui coordonne le programme de surveillance de 'OMS,

- éduquer tous les professionnels de la Santé.
VI 3. 3. 2. Recommandations aux industries alimentaires.

Elles sont les suivantes :

- promouvoir la méthode H.A.C.C.P. et assurer la qualite microbiologique des
produits par I'é€ducation et la formation de tous les travailleurs,

- appliquer la méthode H.A.C.C.P. pour identifier les germes pathogénes, dé-
couvrir les sources de contamination et les éliminer, reconnaitre les modes
de contamination et les éliminer, déterminer les conditions favorables a la
survie et a la croissance des germes pathogénes et veiller & ce que les trai-
tements bactéricides (chaleur, irradiation) et les méthodes de désinfection
assurent la destruction de Listeria monocytogenes,

- conduire et promouvoir des recherches pour développer de nouveaux moyens
supprimant ou limitant la croissance de Listeria monocytogenes,

- coopérer avec les autorités chargées de la réglementation,
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- collaborer avec les fabricants d'équipements destinés a l'industrie alimentaire
de maniere 2 faire progresser la conception de ces équipements en vue
d'une meilleure hygiéne,

- collaborer avec les autorités chargées de la réglementation et de la santé pu-
blique a I'élaboration de codes de pratiques hygieniques pour les différents
secteurs de la production alimentaire,

- collaborer avec les organisations internationales comme I'OMS et nationales et
avec les universités pour élaborer des programmes d'enseignement de la
microbiologie alimentaire tenant compte de I'approche H.A.C.C.P.,

- entreprendre des recherches dans ie but d'apporter de nouvelles solutions
technologiques au probleéme de la présence de Listeria monocytogenes dans

les denrées ne subissant pas de traitement listéricide avant consommation.

VII. 3. 4. RECOMMANDATIONS DU COMITE NATIONAL D'ORIENTATION SUR
LES CRITERES MICROBIOLOGIQUES. (341)

Deux documents ont été reédigés en 1988 par le "Center for Control Disease"
(C.D.C.) (USA) pour mieux controler Listeria monocytogenes ; il s'agit de I'AMI et du FDA-
MIFIICA.

En effet, la surveillance de Listeria monocytogenes aux Etats-Unis est tres déve-
loppée.

Ces documents concernent divers points a savoir :

- les installations :

. toutes les surfaces doivent étre nettoyables et désinfectables.

Cela suppose que les surfaces soient lisses, sans fissures, non poreuses et autovidan-

geables,
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. les plans des installations doivent controler les mouvements de Listeria
monocytogenes entre les aires de production crue et cuite (traffic des
employés, activités de manipulation des aliments et mouvements du
personnel),

. les systémes de réfrigération et de ventilation doivent pouvoir étre nettoyés
et désinfectés pour réduire la contamination provenant de l'air,

. la pression doit étre maintenue dans toutes les aires de production de
viande préte & consommer,

. la vidange du sol doit étre congue de telle fagon qu'elle empéche 'eau de
stagner et les sols doivent étre recouverts de matériaux facilement net-

toyables,

. 'humidité de l'environnement doit étre contrélée pour empécher la conden-
sation,

. les insectes nuisibles et la vermine doivent étre exclues des équipements.

- les équipements :

. ils doivent étre appropriés et juges acceptables par 'agence de réglemen-
tation,

. ils doivent étre maintenus dans un état de travail convenable.

Seuls les matériels approuvés doivent étre utilisés dans les équipements en contact

avec les aliments.

Lesrprocédures de maintenance doivent étre etablies et enregistrées,

. ils doivent étre utilisés de telle maniére qu'ils ne deviennent pas une source
de contamination par inadvertance,
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. l'aptitude a la réfrigération doit étre suffisante pour maintenir les températu-
res des piéces appropriées aux opérations a effectuer,

. les autres dispositifs doivent étre proprement installés et calibrés a chaque
étape du process.

- les procédures de fabrication :

. réduire la contamination durant le process,
. empécher la croissance de Listeria monocytogenes durant le process,
. éliminer Listeria monocytogenes des produits.

- le personnel :

. éduquer le personnel aux programvmes de GMP et HA.C.C.P. et le respon-
sabiliser afin qu'il suive les pratiques d'hygiéne,

. promouvoir le recyclage a propos des programmes GMP et H.A.C.C.P. et
impliquer le personnel dans les efforts & fournir pour améliorer les prati-

ques d'hygiene,

. utiliser toute la technologie disponible pour aider le personnel & maintenir
les conditions d'hygiéne comme :

- le lavage des mains et des pieds,
- le port des gants, charlottes, blouses et tabliers,
- la séparation des zones de production propre et sale.

Il faut donc éviter le contact entre ces aires comprenant les employés, le personnel su-
pervisant et les inspecteurs. '
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. éliminer les sources de contamination de I'environnement de production de
la viande préte a consommer,

. fournir une surveillance afin d'aider les employés & maintenir les pratiques
d'hygiene.

- les procédures de nettoyage et de désinfection :

. avoir un personnel adéquat et suffisant,
. prévoir un terhps suffisant pour le process de nettoyage/désinfection,
. fournir une surveillance adéquate du personnel,

. développer et publier des procédures &crites de nettoyage et de désinfec-
tion pour chaque piéce de I'équipement et pour chaque aire de produc-
tion,

. utiliser des dispositifs et des produits efficaces pour assurer un nettoyage et
une désinfection corrects,

. développer des programmes d'entrainement pour le personnel chargé du
nettoyage et de la désinfection,

. promouvoir des procédures aussi nouvelles que possible pour le nettoyage
et la désinfection des installations d'air conditionné, des sols et des
systémes de vidange,

. incorporer quelques pratiques de nettoyage et de désinfection dans le plan
H.A.C.C.P. en tant que points de contréle critique,

. établir des programmes d'échantillonnage de l'environnement pour Listeria
monocytogenes afin de vérifier l'efficacité des procédures de nettoyage et
de désinfection.
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Quelques recommandations sont ensuite données :
- aux commergants :

1 - rester chez soi en cas de maladie et ne pas étre en contact avec des ali-
ments ou les aires de production d'aliments.

2 - pratiquer une bonne hygiéne personnelle lors de la fabrication, de la ma-
nipulation et de la préparation d'aliments.

3 - se laver toujburs les mains lors de la sortie des aires oU sont manipulés
des végétaux crus, de la viande, de la volaille, du poisson et des fruits de
mer avant de passer dans l'aire de manipulation des aliments cuits.

4 - préparer des aliments & partir de matériaux frais et sains.

5 - empécher la contamination croisée des aliments cuits en stockant les ali-
ments crus et préparés séparément et en évitant le contact entre les ali-
ments cuits et les équipements contaminés par les aliments crus.

6 - prendre frequemment la température des aliments.

7 - cuire les aliments a température suffisante pour détruire Listeria monocy-
togenes (63°C).

8 - maintenir les aliments au chaud & une température supérieure a 60°C.

9 - controler la multiplication de Listeria monocytogenes a une température
inférieure a 4°C.

10 - réchauffer rapidement a 74°C.

11 - congeler les aliments périssables immédiatement et les maintenir dans
cet état jusqu'a ce qu'ils soient prepares.
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12 - maintenir les aliments dans un lieu de stockage, de préparation et de
service hors des insectes et des animaux nuisibles.

13 - laver selon les instructions des fabricants.

14 - utiliser un bon détergent et de l'eau & 43-49°C pour le lavage manuel
des piats.

Eliminer toutes les salissures et rincer avec de I'eau chaude.

Désinfecter avec de I'eau bouillante (77°C) ou utiliser un désinfectant chimique approu-
ve.

15 - utiliser des équipements satisfaisant aux normes de la National Sanita-
tion Foundation pour assurer un nettoyage et une désinfection faciles.

- aux consommateurs :
1 - consulter le médecin en cas de sensibilité.
2 - suivre les regles de préparation des aliments.

3 - nettoyer mains et ustensiles avant de manipuler les aliments et spéciale-
ment aprés manipulation d'aliments crus.

4 - réchauffer les aliments & température supérieure a 74°C.
5 - maintenir les aliments chauds au chaud (> 63°C).
6 - maintenir les aliments froids au froid (< 4°C).

7 - cuire la viande, la volaille et les produits de la mer de méme que les ali-
ments congelés ou refrigérés de fagon adéquate.

8 - refroidir les aliments rapidement dans des récipients peu profonds.
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9 - separer les aliments crus et cuits spécialement quand ces derniers sont
achetés déja cuits.

10 - envelopper ou couvrir les aliments dans le réfrigérateur.
11 - maintenir la température du réfrigérateur entre 1 et 4°C.
12 - eviter le lait cru et les fromages faits a partir de lait non pasteurisé.

Vil. 4. MOYENS DE LUTTE.

Ces moyens passent en partie par le respect des régles éditées par le Laboratoire
National de la Santé pour fa France et du C.D.C. pour les Etats-Unis ; elles ont été citées
précédemment.

Les principales mesures & prendre, que ce soit dans l'industrie alimentaire, dans
les magasins de détail ou & domicile, sont les suivantes :

-~ séparer les aliments non contaminés de ceux qui le sont,
- limiter la teneur en eau des aliments,
- éliminer les conditions favorables a la transmission..

La contamination croisée devrait disparaitre grace a une conception efficace de
I'équipement et & des méthodes d'hygiéne correctes ; de méme, la contamination par con-
tact devrait étre réduite au minimum.

Les produits crus et les produits cuits doivent étre gardés séparés de maniére a
eviter la contamination croisée par les manipulateurs, les surfaces de contact et les autres
movyens de transmission.

Les procédés listéricides (pasteurisation et cuisson), s'ils sont appliqués correcte-

ment, éliminent Listeria monocytogenes et la recontamination peut étre évitée si f'on ob-
serve de bonnes pratiques d'hygiene.
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VII. 4. 1. SURVEILLANCE DE L'ENVIRONNEMENT. (236)

Le Comité National d'Orientation sur les critéres microbiologiques (USA) a indiqué
que la maitrise de Listeria peut nécessiter éventuellement des modifications dans les lieux
de travail et que cette matltrise est particuliérement délicate quand on travaille simultané-
ment sur des protéines et des substances végétales offrant des conditions idéales pour la
croissance en raison de la coexistence de souillures organiques, d'humidité élevée et de
basses températures.

Les installations doivent étre congues de fagon & éviter "des niches" a Listeria
(points faibles de I'hygiene) et de- maniére & permettre des opérations adéquates de net-
toyage et de désinfection.

La surveillance nécessite :

- des surfaces lisses, sans fissures, nettoyables (sols, plafonds, murs),

- un materiel adapté, facilement démontable et accessible au nettoyage,

- la maitrise de la contamination des équipements de climatisation (nettoyabilité
des gaines et des grilles ou ailettes de distribution d'air conditionné et/ou
mise en place d'un systéme efficace de préfiltration de I'air),

- des circulations internes permettant d'éviter les contaminations croisées,

- l'utilisation de l'eau réduite au strict nécessaire (risque de vapeurs, flaques),

- les systémes de nettoyage - desinfection doivent avoir fait la preuve de leur
~ efficacité,

- l'existence de dispositions d'hygiéne applicables au personnel.
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La responsabilité¢ du personnel est déterminante comme principale source de
transfert de contamination d'ol la nécessité :

- d'un effort permanent d'éducation a respecter les bonnes pratiques de fabrica-
tion et les pratiques sanitaires,

- de circulation permanente d'informations sur ces bonnes pratiques,

- d'utilisation de tous les moyens de protection disponibles en termes de con-
ception (identification des travaux propres et sales) aussi bien que de fonc-
tionnement (lavage des mains, des bottes, etc...),

- de mise en place d'un systéme de surveillance aidant le personnel & maintenir
ses performances,

- de mise en place d'un plan qualité.

L'accessibilité et la nettoyabilité des surfaces, leur aptitude & permettre I'écoule-
ment et le drainage facile de l'eau restante, puis le maintien d'une ambiance séche sont les
deux exigences prioritaires necessaires pour tirer tout le bénéfice de I'é¢ducation au compor-
tement sanitaire du personnel.

La régle de base la plus importante est la suivante : la désinfection n'est efficace
que si elle intervient sur une surface débarrassee des soulillures et que si les quantités de
matiére active déposée ainsi que les temps de contact prescrits sont respectés.

Vil. 4. 2. METHODE H.A.C.C.P. (236) (Figure 7) (Tableau XVII)
En 1988, 'OMS a recommandé aux industries agro-alimentaires de lutter contre la
présence et/ou la prolifération des Listeria dans les aliments en vue de protéger la santé

publique, d'ol la mise en place de la méthode ou systéme H.A.C.C.P.

Ce systéme est une démarche qualité signifiant "Hasard Analysis Critical Control
Point" ou "Analyse des dangers et points critiques pour leur maitrise”.




- 244 -

Cette démarche a ['avantage de focaliser les actions sur des problémes bien iden-
tifies au lieu de prendre toutes sortes de précautions sans en connaitre bien la portée mais
aussi de permettre des effets maximaux pour un cott minimal, tout en garantissant un haut
niveau de sécurité.

Les principes fondamentaux sont :

- la description compléte du process alimentaire et I'établissement d'un dia-
gramme des flux;

- lidentification et l"analyse des dangers a chaque étape du process amenant a
la détermination des points a risques (PR),

- la détermination des points critiques (PC) pour un danger défini et le choix des
actions permettant de limiter ou de faire disparaitre ce danger (points criti-

ques pour la maitrise ou PCM),

- la détermination des méthodes de contréle applicables a chaque point critique
(MPC),

- le choix des méthodes de controle de l'efficacité du systéme H.A.C.C.P.
Cette méthode comporte plusieurs etapes.

VIl 4. 2. 1. Etape préliminaire.

La Direction Générale de l'entreprise décide d'amorcer une démarche HA.C.C.P ;
il s'agit de l'initialisation.

C'est un groupe de travail qui en est chargeé ; il a pour mission de définir les ob-
jectifs (dangers microbiologiques, chimiques, physiques...), le champ d'action (produit, pro-
cess spécifique, stade final ou intermédiaire...) et le niveau de qualité requis.
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Il comprend en général 2 & 8 personnes réprésentant différents secteurs de l'en-
treprise comme la qualité, la production, les contréles, la recherche et développement, le
marketing, les achats, le commercial, la logistique...

Cette etape préliminaire conduit a I'établissement du diagramme de fabrication du
produit aussi détaillé que possible.

Ce diagramme comprend :
- les opérations unjtaires successives de fabrication et les transferts,
- lidentification de toutes les matieres premieres utilisées,
- l'enregistrement des paramétres de production (temps, température...),

- lidentification de toutes les surfaces au contact des produits (matériels, mains,
gants...),

- la prise en compte de I'environnement des produits (atmosphére, systéme de
nettoyage...).

VI 4. 2. 2. Analyse des dangers.

lls peuvent étre de natures trés diverses a savoir physique, chimique ou microbio-
logique mais il ne faut retenir que ceux dont l'apparition peut étre raisonnablement envisa-
gée a chacune des étapes.

Il est donc nécessaire de faire l'inventaire des différents dangers ainsi que des me-
sures préventives visant a les éliminer ou a les réduire.

VII. 4. 2. 3. Points critiques pour la maitrise (PCM).

It s'agit d'une activité, d'une étape, d'un procédé, d'un processus dont les paramé-
tres peuvent étre modifiés et qui, s'ils sont maitrisés, peuvent supprimer ou minimiser les

dangers.
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Tableau XVII : Etapes du systéme H.A.C.C.P.

ETAPES OBJECTIFS RESULTATS

- INITIALISATION

- CONSTITUTION D'UN
GROUPE DE TRAVAIL

- ANALYSE DES PROCEDES

ETAPE PRELIMINAIRE

- DIAGRAMME DE
FABRICATION

2: ANALYSE DES DANGERS |- DENTIFICATION DES DANGERS
- EVALUATION DE LA
PROBABILITE D'APPARITION

- IDENTIFICATION DES WMESURES
PREVENTIVES DESTINEES A LES

~&-HIERARCHISATION
DES DANGERS

MAITRISER
3: POINTS CRITIQUES - IDENTIFICATION DES CC# —BREFERENTIEL
POUR LA MAITRISE: - ETABLISSEMENT DE VALEURS D'ENTREPRISE (1)
( CCP ) CIBLES -specifications |
L -procedures |
V -modes opératolres
4: SURVEILLANCE DEFINITION D'UN SYSTEME — REFERENTIEL
D'OBSERVATION D'ENTREPRISE (Il)
DEFINITION DES ACTIONS -echantillonnage
CORRECTIVES -methodes de

controle
-conduite a tenir

5: EVALUATION DEFINITION DES PROCEDURES |- AuDIT

gL alueNiet DE VERIFICATION DU SYSTEME SYSTEME
HACCP , DOCUMENTAIRE
ENREGISTREMENT

SYSTEMATIQUE DES DONNEES
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Figure 7 : Arbre de décision pour l'identification des points critiques de mattrise
(C.CP)

POUR CHAQUE ETAPE DU DIAGRAMME:
EXISTE-T-IL UNE (DES) MESURE(S) PREVENTIVE(S) ?

Oul NON

UNE CONTAMINATION CORRESPONDANT AU(X) DANGER(S) IDENTIFIE(S)
PEUT-ELLE DEPASSER UN NIVEAU ACCEPTABLE, OU ENCORE PEUT-IL Y AVOIR]
ACCROISSEMENT DU (DES) DANGER(S) JUSQU'A UN NIVEAU INACCEPTABLE ?

v v
oul ~ NON

’

UNE ETAPE ULTERIEURE PEUT-ELLE ELIMINER
LE(S) DANGER(S)IDENTIFIE(S), OU ENCORE EN
REDUIRE L'OCCURRENCE A UN NIVEAU ACCEPTABLE?

v

NON OUl

v v

CETTE ETAPE EST-ELLE DESTINEE A ELIMINER
UN DANGER, OU ENCORE A REDUIRE SON
OCCURRENCE A UN NIVEAU ACCEPTABLE ?

\ \

. Oul NON

v v b

L'ETAPE CONSTITUE L'ETAPE N'EST PAS
UN C.C.P. UN C.C.P.
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Pour chaque point critique, on définit des valeurs cibles mesurables donc contré-
lables (température, pH, Aw...)

V. 4. 2. 4. Surveiliance.

Elle consiste & définir la fréquence des observations, des enregistrements systé-
matiques (plans d'échantillonnage, fréquence des contrbles), leurs modalités pratiques
(fiches de laboratoire, cartes de contréle) en vue de vérifier que les valeurs cibles sont res-

pectées.

Les techniques physiques et chimiques (température, pH, observations visuelles)
sont preférées aux techniques microbiologiques car elles sont plus rapides.

Des actions correctives spécifiques sont prévues lorsque les déviations par rapport
aux valeurs-cibles définies sont décelées.

Ces actions doivent étre suffisamment explicites pour pouvoir étre appliquées im-
meédiatement et sans équivoque.

VIl 4, 2. 5. Evaluation de ['efficacité.

Elle passe d'abord par la vérification que la procédure est appliquée, par exemple
au cours d'un audit interne ou d'essais (analyse bactériologique).

L'ensemble des données recueillies fait I'objet d'une collecte, d'une exploitation et
d'un archivage (ingrédients, traitements, rapports d'essais, dossiers concernant les dévia-

tions, procédures d'adaptation du systéme H.A.C.C.P.).

VIl 4. 3. AUTRES METHODES.
VII. 4. 3. 1. Lors de la préparation.

Elies font appel essentiellement aux régles d'hygiéne visant & minimiser les con-
taminations ou a inhiber la prolifération des Listeria.
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Les principes sont :
- prévention des contaminations sur la chaine d'abattage passant par .
. le respect des principes de base de I'hygiéne,
. la qualité sanitaire des animaux abattus,
. la sensibilisation du personnel,
. le nettoyage et la désinfection des locaux et du matériel.
Les points critiques a ce niveau sont :
- lanesthésie et la saignée ol tout déplacement vers les autres postes de la chaine
doit &tre évité et ou la décontamination réguliére du couteau et le nettoyage en

continu de la table de saignée sont nécessaires,

- 'échaudage ou le douchage des carcasses avant immersion permet de limiter les
phénoménes d'inspiration réflexe et de réduire la pollution de l'eau,

- I'éviscération ol la pointe du couteau doit étre maintenue tournée vers l'opérateur
afin d'eviter les perforations intestinales,

- la séparation des onglons est & mettre en ceuvre le plus tot possible sur la chaine,

- le transit des carcasses doit permettre d'éviter les contacts entre les carcasses et les
installations fixes (portes, murs, postes de travail).

- séparation des secteurs propres et souiliés,
- marche en avant des produlits, sans retour en arriére ni entre-croisement des

courants de circulation (les matiéres premiéres éventuellement souillées ne
doivent pas entrer en contact avec les produits transformés),
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- utilisation précoce, rapide et continue du froid.

Le respect de la chaine du froid est essentiel pour limiter au mieux la multiplication de
Listeria monocytogenes.

Un équipement de réfrigération doit donc étre en parfait état de fonctionnement et de
capacité suffisante et doit permettre également de maintenir une ambiance séche, facteur

limitant le développement de Listeria.

Les aliments doivent étre disposés dans les chambres froides de telle fagon quiils ne
soient pas en contact les uns avec les autres et que l'air froid puisse correctement circuler,

- agréement du cadre de travail . espace, aération, atténuation des bruits, entre-
tien des locaux et du matériel,

- formation et sensibilisation du personnel a I'hygiéne.

Le personnel doit disposer de fagon & répondre & la politique d'hygiéne menée par l'en-
treprise :

- de locaux et de matériel correctement congus et entretenus,

- d'une tenue vestimentaire répondant aux exigences des industries agro-
alimentaires,

- d'une formation a 'hygiéne dynamique et permanente.
- nettoyage et désinfection des locaux et du matériel.

Un plan de nettoyage - désinfection doit étre clairement défini et appliqué rigoureuse-
ment.




- 261 -

VIl 4. 3. 2. Lors de la commercialisation.
Deux points sont primordiaux ; il s'agit de :
- limportance de la chaine du froid & savoir :
. le respect des températures a coeur des denrées,
. le transport par camion avec raccourcissement deé temps de chargement
et de déchargement, maintien du fonctionnement des groupes frigorifi-

ques des camions et réfrigération des quais,

. la distribution en évitant les surcharges des présentoirs et en respectant les
températures de conservation.

- limportance de I'humidité ; le produit alimentaire doit &tre la plus sec possible.
VII. 4. 3. 3. Lors de la conservation.

Ce point a déja été vu par ailleurs mais il est important d'insister sur la séparation
des aliments crus et cuits dans une réserve froide, sur ia cuisson suffisante des aliments et
sur le nettoyage et la désinfection des couteaux et de la paroi intérieure du réfrigérateur et
sur le lavage des mains.

VIL. 4. 4. DECONTAMINATION DES ALIMENTS.

Il convient ici de rappeler que, selon 'OMS, les seuls aliments que l'on puisse
considérer exempts de Listeria sont ceux qui ont été pasteurisés, irradiés, cuits ou conser-
vés au vinaigre, a condition que toute recontamination ultérieure ait été évitée, soit par la
consommation immédiate, soit par la mise sous emballage clos.
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La décontamination se fait différemment selon les aliments :

- les aliments carnés :

. irradiation ou radurisation (164) (182) : une dose de 2 kGy permet de dé-
truire 10000 Listeria monocytogenes (273).

Du point de vue microbiologigue, toxicologique et nutritionnel, elle ne présente aucun
risque pour la santé humaine jusqu'ad 10 kGy.

Elle est generalement eﬁ’ebtuée sur le produit emballé, évitant ainsi toute recontamina-
tion.

Les obstacles & sa mise en place sont de nature économique (colt d'installation élevé),
psychologique (réticence des consommateurs) et politique (stratégie de lutte).

Une dose de 2,5 kGy est efficace pour des poulets (339).

L'exposition de la viande de porc & une source de radiation au cobalt 60 de 6,6 kGy/h a
des doses de 0, 0,5, 1, 2, 3, 4, et 6 kGy montre qu'une dose de 2 kGy entraine une réduc-
tion de 7 log (542).

Une dose de 1,5 kGy pour la viande et de 3-4 kGy pour le foie permettent de réduire la
croissance de la flore d'altération (Pseudomonas, Enterobacter) et d'éliminer la flore patho-
géne (Listeria) (141).

Par contre, la survie dans la Mozzarella et la glace a été démontrée (251).

Seules les viandes de volaille congelées et séparées mecaniquement sont autorisées a
étre décontaminées par cette technigue par l'arrété ministériel du 25 Septembre 1895.



- 253 -

- biopréservation : les bactéries lactiques (3) (244) (340) (480) telles que
Lactobacillus spp. (451) (495) (496) (498) (628) (599), Pediococcus spp.
(41) (50) (135) (136) (197) (269) (384) (413) (525) (611), Leuconostoc
spp. (124) (252) (253) et Carnobacterium spp. (86) (87) (497) et les bac-
téries corynéformes (554) sécrétent des bactériocines ayant un réle dans
linhibition des Listeria.

Ces bactériocines sont donc des substances inhibitrices secrétées selon des mécanis-
mes variés dont la plupart ne sont pas clairs, dont la nature protéique est confirmee par
démonstration de leur sensibilité aux enzymes protéolytiques et dont la production est af-
fectée par le milieu de croissahce, le pH et la temperature de croissance (3).

Ces substances possédent généralement des spectres d'activité antibactérienne étroits
et des modes d'action bactéricide ou bactériostatique.

Cette technique semble trouver ses applications plutot dans les produits de charcuterie.
La nisine est la bactériocine la plus connue produite par les bactéries lactiques (276).

Elle a un spectre d'activité large sur les bactéries Gram (+) et les espéces Salmonella va-
riées et autres bacteries Gram (-) (633).

Elle altére la perméabilité de la membrane cytoplasmique, conduisant a une effusion d'aci-
des aminés et une diminution du potentiel membranaire et des gradients ioniques (74)
(484). |

Une autre bactériocine, la lactostrepcine 5§ (Lac 5) produite par Streptococcus cremoris
(613), rompt l'intégrité de la membrane celiulaire des cellules de Lactococcus lactis et donc
conduit & une fuite d'ions et d'ATP.

La lactococcine A (555), qui agit préférentiellement sur les lactococci, augmente fa per-
méabilité de la membrane cytoplasmique des cellules entieres, inhibe le transport des aci-
des aminés dans les cellules sensibles et cause une effusion d'acides aminés préaccumu-
[
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La mesentéricine Y105 (257) (373), bactériocine produite par Leuconostoc mesenteroi-
des Y105, est un peptide de faible poids moléculaire composé de 36 acides aminés qui est
hautement thermostable et acidostable et dont la structure primaire ressemble étroitement
a d'autres bactériocines récemment découvertes ; leucocine A-UAL187 (252), pédiocine
PA-1 (197) , sakacine P (546) et curvacine A (546).

Elle posséde diverses propriétés :
- elle diminue le potentiel membranaire.

En effet, la mesure par cytométrie en flux montre que mY105 diminue lincorporation de la
sonde potentielle fluorescente rhodamine 123 (Rh123) se produisant seulement dans les
cellules possédant des membranes intactes donc diminue le potentiel membranaire ce qui
induit une permeabilisation de la membrane cytoplasmique des cellules cibles aboutissant
& un échange libre d'ions & travers la membrane.

- elle inhibe le transport de leucine et d'acide glutamique principalement mais aussi
d'acide alanine amino-isobutyrique (analogue non métabolisable de l'alanine) et de
lysine.

En effet, l'incorporation de leucine et d'acide glutamique se fait beaucoup moins rapide-
ment.

- elle induit une effusion partielle d'acides aminés préaccumulés a partir des cellules qui
ont antérieurement accumuié de la leucine ou de l'acide glutamique.

Ceci suggére que la libération de leucine et d'acide glutamique est médi€e non pas par un
transporteur mais probablement par une simple fuite a travers la membrane et qu'une petite
fraction d'acides aminés transportés dans les cellules est incorporée dans les protéines
durant le temps d'incubation.

La non-accumulation et I'effusion d'acides aminés a partir des celluies sensibles sont en
accord avec les données indiquant que mY105 diminue le potentiel membranaire des bac-
téries cibles.
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- elle agit sur les mitochondries en augmentant le stade 4 de la respiration et en dimi-
nuant le stade 3 de la respiration.

- elle inhibe I'ATP synthétase donc diminue la synthése d'ATP.

- elle inhibe l'adénine nucléotide translocase tandis que l'affinité de I'ADP pour son
transporteur n'est pas modifiée.

Le premier événement de l'action de mY105 peut étre la formation directe ou indirecte de
pores dans la membrane plasmatique transportant I'énergie, spécialement celle de sa cible
naturelle hébergeant des phdspholipides particuliers et/ou une organisation protéique puis
la dépolarisation et 'effusion de composés cytoplasmiques de faible masse moléculaire.

De tels pores ne peuvent pas étre formés par seulement une molécule mais plutét par des
molécules peptidiques qui s'aggrégent ou agissent en conjonction avec d'autres molécules
membranaires pour établir un pore fonctionnel.

La pediocine JD (106) (413) (465) (499), bactériocine pediococcale thermostable pro-
duite par Pediococcus acidilactici JD1-23, agit sur la force motrice du proton et la perméa-
bilité au proton de Listeria monocytogenes donc sur la membrane cytoplasmique.

Les cellules de contrdle, traitées avec la bactériocine inactivée par la trypsine & pH de 5,3 2
6,1 maintiennent un gradient de pH et un potentiel membranaire d'approximativement 0,65
unite de pH et 75 mV.

Cependant, ces gradients sont rapidement diminuées dans les cellules aprés exposition a la
pédiocine JD, méme si aucune lyse cellulaire ne se produit.

Les cellules entiéres traitées avec la bactériocine sont deux fois plus perméables aux pro-

tons que les cellules de contrdle.
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Les résultats suggerent que l'action inhibitrice de la pédiocine JD envers Listeria monocy-
togenes est dirigée contre la membrane cytoplasmique et que l'inhibition de Listeria mono-
cytogenes peut étre causée par I'effondrement du gradient de pH et/ou du potentiel mem-
branaire par liaison @ un récepteur cytoplasmique spécifique et par l'augmentation de la
perméabilité au proton dans les cellules de Listeria monocytogenes.

Bien que JD soit active sur Listeria méme a pH proche de la neutralité, il apparait que la
bactériocine agisse comme un proton non couplé dans Listeria monocytogenes.

La pédiocine AcH produite par Pediococcus acidilactici produit une fuite d'ions K* et des
matériels absorbant 'UV et rend les cellules sensibles perméables a I'o-nitrophényl-B-D-

galactopyranoside.
La pédiocine inhibe le transport actif du glucose.

L'utilisation de bactéries lactiques bactériocinogéniques ou de leurs bactériocines
comme conservateurs potentiels doit donc attirer I'attention de l'industrie alimentaire.

Ceci est spécialement vrai pour les bactériocines dérivant des microflores des aliments fer-
mentés et non des pathogénes gastrointestinaux.

. traitement au CO, & haute pression (5676) : Listeria monocytogenes mise en
suspension dans de l'eau distillée est complétement tuée par un traite-
ment au CO, a 6,18 MPa (61,2 atm) a 35°C pendant 2 h alors que le
traitement & N dans les mémes conditions ne posséde pas d'effet bacté-
ricide.

Dans les aliments, le traitement au CO, a 13,7 MPa (131,1 atm) & 35°C pendant 2 h est
efficace pour éradiquer Listeria.

- le Iait . pasteurisation et stérilisation.

- les végétaux : controle des ensilages.
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L'utilisation du four micro-ondes n'a de valeur que si la tempeérature est maintenue
pendant prés de 2 minutes ou si la température est égale en tous points de |'aliment (113)
(353).

Cette méthode n'est pas efficace pour certains (134) (247) (266).




. 9eme PARTIE :
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|. EPIDEMIOLOGIE. (154)

|l faudrait ;

- déterminer l'incidence réelle chez '"homme d'ou des efforts accrus pour diag-
nostiquer la listériose,

- développer de meilleurs systémes de surveillance de la listériose, notamment
des systémes de collecte de données afin de mieux détecter I'exacte inci-
dence des cas sporadiques et mieux percevoir le début des épidémies.

Il s'agit donc de recueillir des informations sur les cas, en particulier sur les facteurs de
risque, les données démographiques, les sources possibles de linfection, les détails clini-
ques et les sérotypes et lysotypes des souches isolées.

- améliorer les techniques sérologiques pour évaluer I'état immunitaire et la ré-
ceptivité des femmes vis-a-vis de Listeria monocytogenes avant la gros-
Sesse,

- rechercher le réle des infections intercurrentes et d'autres facteurs qui font
d'un porteur inapparent un malade par diminution des résistances ou d'au-

tres mécanismes,

- mettre au point des alternatives & la lysotypie, comme le typage par les isoen-
zymes, le ribotypage et le typage par les génes de restriction.

ll. VIRULENCE ET PATHOGENICITE. (154)

Il faudrait :
- faire la lumiére sur le mécanisme de la pathogénése,

- déterminer les doses minimales infectantes surtout quand la quantité réelle de
Listeria monocytogenes dans la nourriture en cause a pu etre mesurée,
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- étudier de fagon génétique les facteurs de virulence de méme que l'expression
de la virulence en fonction des différentes conditions de croissance,

- développer des méthodes de substitution pour évaluer la virulence comme les
épreuves sur ceuf.

ill. METHODOLOGIE. (154)

It faudrait développer :
- des méthodes d'isolement différentielles,

- des méthodes quantitatives de dénombrement de Listeria monocytogenes
dans les aliments.

IV. CONTAMINATION DES DENREES CRUES ET ELABOREES. (154)
I| faudrait établir :

- les cycles de contamination de Listeria monocytogenes ; ceci comprend le réle
des déjections humaines et animales, la dissémination dans l'environnement
par I'épandage et les eaux de surface, le réle de la vermine dans la dissémi-
nation vers les animaux d'abattoirs, les ateliers de préparation des aliments
et les denrées alimentaires,

- les sources de Listeria monocytogenes et les points d'entrée dans ia chaine
alimentaire,

- les mesures de prévention de la contamination des ateliers de préparation et
de la recontamination aprés fabrication.
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V. ROLE DES TECHNIQUES DE FABRICATION. (154)

Il faudrait étudier :

- les effets du traitement thermique sur Listeria monocytogenes dans les ali-
ments autres que le lait de vache, par exemple la viande,

- 'emploi de l'irradiation des aliments pour supprimer Listeria monocytogenes
de certains fromages & pate molle sans nuire aux qualités organoleptiques,

- la mise au point de techniques supprimant Listeria monocytogenes d'aliments
"préts & consommer" et utilisant les plus récentes découvertes,

- 'amélioration des équipements de fabrication pour faire avancer les progrés de
I'hygiéne dans la production alimentaire.

V1. ROLE DES FACTEURS EXTRINSEQUES ET INTRINSEQUES. (154)

il faudrait étudier le réle de ces facteurs pris isolément ou s'ajoutant les uns aux
autres (pH, Aw, flore microbienne, additifs alimentaires), plus particulierement pour les ali-
ments soumis & de longs délais de distribution.

VIl. LISTERIA AUTRES QUE LISTERIA MONOCYTOGENES. (154)

Une étude sur le réle de ces germes serait nécessaire car ils sont un excellent

indicateur de souillure post-fabrication.
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Listeria monocytogenes, bactérie pathogene, doit attirer 'attention des pouvoirs
publics, des industriels, des commergants et de la population.

Du fait de son caractére ubiquitaire, Listeria monocytogenes peut étre rencontrée
un peu partout a condition que le milieu soit favorable a sa survie d'une part et a son déve-
loppement d'autre part.

Elle est tres invasive et sécréte une toxine, la listériolysine, qui lui permet d'étre
liberée dans le cytoplasme d'une cellule héte apres phagocytose et de s'y multiplier.

L'incidence est faiblel mais le taux de mortalité est éleve ; de ce faig des progrés
doivent étre faits dans l'optique de déterminer la dose infectante.

En raison de la succession des épidémies, les pays concernés par le probléme se
sont attachés a la combattre le mieux possible par la mise en place d'un plan de sur-
veillance trés strict, impliquant plusieurs organismes.

Listeria monocytogenes, fort heureusement, ne touche pas toute la population
puisque seuls les nouveau-nes, les femmes enceintes, les immunodéprimés, les person-
nes ageées développent la maladie principalement sous la forme de méningite et de septi-
cemie.

Les autres catégories d'individus peuvent étre contaminés mais leur état de santé suffi-
samment sain leur permet de ne pas é&tre atteints par la maladie.

Le diagnostic de toute listériose devra étre trés rapide de maniére a instituer un
traitement adéquat et efficace.

Le respect des régles d'hygiéne et des mesures préventives établies par le Labora-
toire National de la Santé et par le "Center for Disease Control" ainsi que la mise en place
d'un plan de surveillance doivent permettre une nette réduction du nombre de cas ; de
plus, les femmes enceintes devront consuiter leur medecin & la moindre poussée de tem-

pérature inexpliquée.
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Un des moyens de lutte le plus important est de contréler la contamination des
denrées alimentaires ; par conséquent, ceci implique de connaltre le comportement des
Listeria dans celles-ci.

Les méthodes d'isolement et de détection doivent donc étre les plus performantes pos-
sibles mais aussi les plus rapides ; un effort doit étre fait dans cette optique.

De nombreuses incertitudes demeurent cependant au sujet des Listeria ; de ce
fait, la recherche a encore beaucoup de progres a faire en particulier le développement de
meilleurs systémes de surveillance, ['étude du mecanisme de pathogénése, la détermina-
tion de la dose minimale infebtante, la mise au point de méthodes d'isolement et de dé-
nombrement mais aussi d'alternative a la lysotypie comme le ribotypage, le typage par les
isoenzymes, l'analyse RAPD. ..

La contamination des denrées alimentaires au cours des différentes étapes de leur fabri-
cation doit également étre étudiée de fagon detailice.

Il ne faut tout de méme pas que la peur de la maladie ne devienne une véritable
psychose puisque quelques 'moyens de prévention et de lutte sont déja connus et les fem-
mes enceintes si elles sont bien surveillées et traitées a temps, ne font courir aucun risque
a leur enfant.
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ANNEXE I :

Interprétation des données des analyses pour I'identification des espéces.

Toutes les especes Listeria se présentent sous forme de petits bacilles
Gram positif et leur mobilité est observée par examen d'un état frais et en milieu
SIM. Elles scnt catalase positive, n‘hydrolysent pas l'urée et acidifient la pente et
le culot d'une gélose TSI sans produire d'H2S. Elles utilisent le mannitol, le
rhamnose et xylose, avec production d'acide. Toutes les espéces, exceptée L.
denitrificans (qui présente des réactions +/-) donnent des réactions +/~ en bouillon
MR-VP (tests au rouge de méthyle et test de Voges-Proskauer).

Une culture utilisant le mannitol avec procuction d'acide correspond a L. grayi ou
L. murrayi. La diftérenciation entre ces deux especes est baseée sur la réduction du
nitrate: L. murrayi réduit le nitrate.

Une culture réduisant le nitrate peut correspondre a l'espeéce L. murrayi ou L.
denitrificans. L'utilisation du mannito! peut diftérencier ces deux especes, L.
denitrificans n'utilise pas te mannitol. De plus. L. denitrificans presente ung
réaction MR-VP différente. .

L. monocytogenes, L. ivanovii et L. seeligeri (faiblement) produisent une hémolyse
lors d'un ensemencement en piqure dans la gélose au sang de mouton. Parmi ces
3 espéces, seule L. monocytogenes n'utilise pas le xylose et présente une
réaction au rhamnose positive.

La difficulté concernant la diftérenciation entre L. ivanovii et L. seeligeri peut étre
résolue par I'épreuve de Camp ou le pouvoir pathogene sur la souris. L. seeligeri
n'est pas pathogéne pour la souris et presente une exaltation de I'hémolyse a
proximité de la strie de Staphylococcus.

L. ivanovii est pathogéne pour la souris et montre une exaltation de I'hémolyse a
proximité de la strie de Rhodococcus. Parmi les especes non hemolytiques, L.
innocua peut donner des réactions rhamnose-xylose semblables a L.
monocytogenes, mais n'est pas pathogéne pour la souris. L. innocua est la seule
espece donnant parfois des résultats négatifs a la fois pour le rhamnose et le
xylose. L. welshimeri qui est rhamnose négatif peut étre confondue avec une
souche de L. seeligeri faiblement hémolytique jusqu'a l'application de I'épreuve
de Camp.

Lorsque tous les résultats sont disponibles, le sérotypage des cultures devient
indispensable.
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ANNEXE Ii :

Listériose en France en 1988, 1989 et 1990.

LA LISTERIOSE EN FRANCE EN 1988 :
étude a partir des souches adressées au centre national de référence
E. P. ESPAZE *, J. ROCOURT ** et A. L. COURTIEU *, Centre national de référence des Listeria

_a surveillance epidemiologique de la listeriose humaine est assuree en
“rance '3 par un certain nombre d'organismes parmi lesqueis figurent le
Centre national de reference des Listeria (C.N.R.) et le Centre international de
—ysotypie des Lssterra (C.l.L.L.). La fonction essentielle de ces deux labora-
roires est d'assurer la caracterisation des souches de L. monocytogenes par
“dennhcation et la détermination du serovar (C.N.L.) et du phagovar
C.LLL Les echanges hebdomadaires de souches et dinformations entre
‘es deux laboratoires permettent donc une analyse reguhere de I'évolution de
cette infection.

Er 1988, 2 699 souches de Listerra ont eté adressees au C.N.R. soit une aug-
mentation de b7 o du nombre de souches par rapport a 1987 [2] et de
111~ par rapport a 1986 {1]. L'ongine de ces souches est la suivante :
nomme, 390 souches; animal, 111 souches, environnement, 105 souches:
ahments et industrie alimentare, 1 888 souches. Ce dernier chiffre, conside-
‘able et en canstante augmentation depuis 1986, temoigne des preoccupa-
nons de l'industrie face a l'ongine alimentaire de ta histeriose humaine.

' CARACTERISTIQUE DES SOUCHES

' 1 Souches d'origine humaine

_as 390 souches recues de France en 1388 correspondent a 390 cas de Iis-
eriose, soit une augmentation de 7 “o par rapport a 1987. Toutes les sou-
ches isolees appartiennent a 'espece L. monocytogenes confirmant une nou-
seile fois que seule cette espece constitue un danger potentiel pour la sante
sublique. -

Répartition géographique : pour la premiere fois cette annee, des souches
ont ete adressees de toutes les regtons de la France continentale traduisant
“intérét general suscite par la listeriose et permettant d'avoir une vision plus
¢iobate de son epidemiologie.

Répartition mensuelie : pour la premiere fois egalement, 1l a ete possible de
recuelllir 1a totalite des dates d'isolement des souches. La repartition men-
suelle giobale des isolements est caracterisee par un nombre eleve de cas
nendant les sept premiers mois de I'annee, avec trois péeriodes d'augmenta-
uon perceptibles en janvier, mars et mai-juin-juiliet.

Cette courbe de distrnibution des isolements differe de celie observee en
1987 ig. 1.

Répartition selon les formes cliniques :
La hsteriose foeto-maternelle (femmes enceintes et nouveau-nes) : 169 cas.

“Meres ou femmes enceintes : 66 cas. Sang : 47, placenta : 57, prélevement
vaginal et lochies : 15,

Nouveau-nes : 99 cas. L.C.R. : 14, sang : 37, hiquide gastrique . 71, meco-
n:um ou selles : 41. La répartition selon e sexe est la suivante ' sexe mascu-
an . 54 %e, sexe féminin ;46 o

Souches recues avec des informations insuffisantes : 4.

La listeriose de l'enfant et de l'adulte © 221 cas.

L'inegale repartition des cas selon le sexe (sexe masculin : 64 %, sexe femi-
nin : 36 “) est conforme a celle des annees passees [ 1, 2]. Les tableaux clini-
ques se repartissent en meningites et/ou meningo-encephalites isolees

Figure 1
Répartition mensuelie des sérovars de L. monocytogenes isoiées
de 390 cas de listériose humaine en 1988
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{45 %9), associées a des septicemies (21 %) et en septicemies isolées (63 o),
Les terrains les plus souvent retrouves sont I'éthylisme, les cancers, les
hemopathies, les traitements immunosuppresseurs, le diabete et les greffes
d'organes. Une association hstériose-SIDA a eté signalée dans deux cas.

1.2. Souches d'origine alimentaire

2 305 souches d'origine non humaine ont été adressées au C.N.L. en 1988,
soit une augmentation de 75 % par rapport a I'annee precedente. Ce chiffre
rend compte du fait que suite aux problemes suscites par I'origine alimen-
taire de la listeriose humaine, les denrees alimentaires font I'objet de nom-
breux contrdles dans notre pays.

Ne seront considérées ici que les 1 888 souches. adresseées apres isolement
a partir de produits destinés a la consommation humaine et pourvues d'infor-
mations suffisantes quant a leur origine. Leur distribution selon les especes
est la suivante : L. monocytogenes : 1 221 souches, L. innocua : 609 souches,
L. seeliger: : 34 souches et L. welshimer: 24 souches. L. monocytogenes et
L. mnnocua sont les especes les plus frequemment rencontrees dans les den-
rees alimentatres, comme cela est aussi observe dans les autres pays.

2. ANALYSE DES SEROVARS

2.1 Souches d'origine humaine

Les serovars 12 a, 1/2 b et 4 b constituent a eux seuls 98,5 % des souches
isolees (tabl. 1), les autres serovars n'étant que tres exceptionnellement ren-
contres en pathologte humaine. En revanche, il est remarquable de constater

* Laboratore de bacteriologie. U.F.R de medecine, 1. rue Gaston-Vei. 44035
Nantes Cedex et Unite d'ecologie bacterienne
° Institut Pasteur, 25 rue du Docteur-Roux. 75015 Parns.




aue le serovar 4 b, largement prédominant depuis |'ouverture du C.N.R. en
1982, enregistre un net recul en 1988 et ne représente plus gue 45 % de la
totalite des souches contre 63 % en 1987 ; a 'opposé, une nétte augmenta-
tion du serovar 1/2 a de 22 % & plus de 38 % est observée.

. Tableau 1-
Evolution des sérovars de L. monacytogenes isoiées
dans les cas de listériose humaine en 1986 (335 cas),
1987 (366 cas) et 1988 (390 cas)

Sérovars 1986 1987 1988
Y O¢ O

124 e . 15 22 38,5
120 . . PR 14 13 15
4 b 69 63 45

Autres. . . . .. . 2 2 1,6

Repartition géographique des sérovars : la distribution géographique
selon le sérovar n'est pas homaogéne, montrant une grande variation d’une
region a l'autre et une certaine tendance génerale a la baisse des pour-
centages du serovar 4 b par rapport a ceux enregistrés en 1987. Rares sont
les régions pour lesquelles ceux-ci dépassent 60 % (Alsace 65 %, Centre
79 %o, Languedoc 78 % et Provence - Cote d'Azur 70 %). Les pourcentages
du serovar 4 b sont faibles en Haute-Normandie 18 %, ile-de-France 27 %,
Limousin 37 %, Nord et Pays de la Loire 38 %. Dans certaines régions le
pourcentage de seérovars 4 b et celul des autres sérovars sont totalement
inverses par rapport a 1987 (Bretagne ol il passe de 85 % a 45 %,
Champagne - Ardenne de 81 a 43 %, Limousin de 80 a 37 % et Poitou-Cha-
rentes de 69 a 33 %). En géneral, dans la plupart des régions, le pourcentage
de 4 b decroit par rappont a 'an passe. Toutefois, d autres régions presentent
une evolution inverse. |l en est ainsi pour I'Aquitaine et la Basse-Normandie
ou les pourcentages de serovar 4 b passent respectivement de 36 %0 a 59 %
et de 33 % a 54 % {fig. 2).

Reépartition mensuelle des sérovars : plusieurs pics ont été observés a des
epoques differentes selon ies serovars : 1/2 a en janvier et juillet, 1/2 b en
fevrier et juillet, 4 b en janvier, mars et mai-juin (fig. 1).

2.2. Souches d'origine alimentaire

La repartition des serovars de L. monocytogenes pour les produits carnés, les
laits et les fromages est rapportee dans le tableau 2. L'etude de la répartition

Figure 2
Repartition régionale du sérovar 4 b de L. monocytogenes isolées
dans 390 cas de listériose humaine en 1988
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des serovars de L. monocytogenes montre que 78 % des souches appar
tiennent au serogroupe 1/2, contre seulement 18 % pour le serovar 4 &
Cette importante proportion des souches de serogroupe 1/2 dans les der
rées alimentaires est tout a fait comparable aux chiffres obtenus en 1987 et
ne peut donc expliquer a elle seule I'apparition brutale en 1988 du grand
nombre de cas de listériose de ce sérogroupe.

Tableau 2
Répartition en pourcentages des sérovars de 1 185 souches

de L. monocytogenes provenant de produits alimentaires
destinés a la consommation humaine

) Produits carnés Laits Fromages
Serovars
246 souches 183 souches 756 souches

[ % S
124 22 69 52
126 10 12 18
1.2¢ a1 3 8
3a 3
36 1 1 4
3¢ 1
4 h 22 14 18
4 ¢ 1

3. ANALYSE DES LYSOVARS

3.1. Souches d’origine humaine
66 % des souches francaises d'origine humaine isolées en 1988 étaient

typables, pourcentage supérieur de 8 % a ceux obtenus en France en 1987

Ce pourcentage demeure toutefois inférieur a celui obtenu dans d'autres
pays durant la méme periode et pour la méme categorie de souches. Le pour-
centage de souches typables varie également selon le sérovar: 1/2 4, 75 %,
172 b, 24 %0; 4 b, 71 %. Si la lysotypie est un typage particulierement discri-
minant et donc utile lors d'enquétes épidémiologiques, ce fort taux de sou-
ches non typables constitue parfois un handicap; ce fut notamment fe cas
lors d'une bouffée épidémique regroupant 10 cas survenus dans la region
parisienne, pour laguelie les souches isolées ne purent étre typees par les
phages avec cette méthode {3].

L'analyse des lysovars de ces souches montre, comme en 1987, une grande
variéte, ce qui suggere que la listériose humaine a principalement sévi sous
forme de cas sporadiques. Certains lysovars rassemblent de deux a une
dizaine de souches, sans qu’aucune association géographique ou temporelle
puisse etre mise en évidence.

Toutefois, trois lysovars ont été plus fréequemment retrouvés (un pour le
serovar 4 & et deux pour le serovar 1/2 a). La distribution mensuelle de ces
souches permet de penser que la listériose humaine a été caractérsee en
1988 par plusieurs pics epidémiques causés chacun par une souche unique
comportant de 15 a 28 cas : au moins 3 en janvier et mai et un autre entre
juin et ao(t. La répartition geographique de ces cas englobe plusieurs depar-
tements. L'ensemble de ces resultats évoque I'existence de cas groupes,
davantage dans le temps que dans |'espace, ce qui complique notablement
les enquétes épidemiologiques comme ce fut récemment souligné {3].

3.2. Souches d'origine alimentaire

La confrontation des résultats de la lysotypie des souches d'origine humaine
avec ceux des souches d'origine alimentaire ne peut apporter d’éléments
significatits en dehors d'enquétes épidémiologiques précises. En effet, la
caracteristique de la lysotopie étant de grouper spécifiquement les souches a
V'interieur d’'un meéme sérovar, associee par ailleurs & une distribution inégale
des sérovars des souches d'origine humaine et alimentaire, rendent difficile
la mise en evidence d'un lien entre ces deux categories de souches dans |'ab-
solu. Toutefois, la constitution d'une telle banque de données s'avere parti-
culierement utile fors de I'émergence d'une bouffée epidémique [3].

4. CONCLUSION

En matiere de listérniose humaine, ['année 1988 a donc été caractérisee par
une version nette de la répartition des sérovars des souches : le sérovar 4 b,
qui etait en France et dans d’autres pays le sérovar dominant, n'a plus corres-
pondu qu'a seulement 45 % des isolements. A notre connaissance, aucun
phénomene similaire n‘a éte constaté dans d'autres pays durant cette
période. L'observation de bouffées épidémiques causees par des souches du
sérogroupe 1/2, plus nombreuses qu'auparavant, pourrait expliquer, tout au
moins partieliement, cette répartition peu habituelle. La caractérisation fine
des souches de L. monocytogenes responsables d'infections humaines ainsi
que la centralisation des résultats apparaissent donc comme des éléments
essentiels de fa surveillance de la listériose humaine a I'échelle nationale.
Aussi, convient-il de souligner combien I'envoi regulier au C.N.R. des
souches de L. monocytogenes isolées par les biologistes est fondamental
pour cette surveillance. Qu'ils en soient ici remerciés.
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LA LISTERIOSE EN FRANCE EN 1989

Etude & partir des souches adressées au centre national de référence.

ESPAZE E.P.*, ROCOURT J.”* et COURTIEU ALL."

La surveillance épidémiologique de la listériose humaine est assurée en France
narun certain nombre d'organismes parmilesquels figurent le Centre National
de Rétérence des Listeria ICNL) et le Centre National de Lysotypie et de Typage
moléculaire des Listeria (IP). La fonction essentielle de ces deuxlaboratoires est
d’essurer la caractérisation des souches de L. monocytogenes par Identifica-
tion et la détermination du sérovar {CNL} et du phagovar (IP). Les échanges
“webdomadaires de souches et dinformations entre les deux laboratoires
permettent donc une analyse réguliére de l'évolution de cette infection.

Er 1389, milie six cent quatre-vingts souches de Lister/a ont éié adressees au
CNR L'origine de ces souches est la suivante: homme, 420 souches ; animal,
70 souches; envircnnement, 47 souches; aliments et industrie alimentaire,
488 souches. Une souche proverizit de I'alimentatior animale et 143 souches
d’crigine non humaine nous étaient adressées sans informations.

I. CARACTERISTIQUE DES SOUCHES
1.1. Souches d’origine humaine

Parmilessouchesregues, 416 ont étéiscléesenFranceen 1989, correspordant
& 416 casde istériose, soituneaugmentationde 7 °: parrapporta 1988. Toutes
les scuchesisolées appartiennent 8 'espece L. monocytogenes corfirmant une
ncuvelie fois gue seule cette espéce constitue un danger potentiel pourle santé
publique.

— Répartition géographique: ces souches ont é1é adressées des 23 régions
{rancaises et des DOM-TOM, les régions les plus peuplees fournissant le plus
grand nombre de cas.

- Répartition mensuelle: la répartition mensuelle globale des isolements se
caractérise parle petitnombre de cas retrouvés pendantle premieririmesire de
Vannée, patticuliérement en jenvier et février. Deus pics spparaissent 'ur en
avri!, mai, juin, juillet qui culmine en juin et I'autre ep octcbre et novembre. La
courbe de distribution mensuelle des isolements différe de celle observeée en
1288. {Fig. 1).

cam Fes Mar A Ma Ju Jur As. Sep Oct Nov Déc

Mols
Figure 1
Rérarttion mensuelle des seérovars de L monocytogenes isolées en 1982 de 416 cas de
histérivse humaine.
— Répartition selon les formes cliniques:
L& listéricse foeto-maternelle {(femmes enceintes et nouveau-nés): 200 cas.

— Méres ou femmes enceintes: 93 cas. Sang " 55, placenta: 62, prélévement
vaginal ou lochies: 15.

— Nouveau-nés. 106 cas. LCR 14, sang . 43, liguide gastrique: 71, meconium
ou selles. 41 La répartition selon le sexe est le suivante . sexe masculin $4.0g,
sexe féminin: 46 9%,

~ Souches recues avec des informations irsuffisantes: 1.

La I'si€ricse de Penfant et de l'adulte : 215 cas.

L'inégale repartition des cas selon le sexe !sexe masculin. 64 2¢, sexe féminm
36095} est conforme a celle des années passées (1, 2) Lestableaux cliniques s2
répartissent en méningites et ‘ou méningo-encéphalites isolées (2.40z) or
associeées & des septicémies (239¢) et er septicémies isolées (47 7] {ey tar
rains les plus souvent retrouvés sont les cancers, I'éthylisme, les tratinrnents
immunc-suppresseurs, les greffes d'organes, les hémopathies et le diabétle at
une associatior listériose-SIDA 5 été signalée dans 7 cas.

Une souche rejue sans adcun rerseignement n'a pu étre classeée dans aucune
des formes clirigues précédemment envisagées.

1.2 Souches d'origine alimentaire

Parmi les souches d'crigine non humaine adressées au CNL en 1688 douze
cent! spixante ont pu éire étudiées rendant comple du fait que les derreas aii-
mentaires font I'objet de nombreux contrales dans notre pays.

Ne seront considérées ici que les 957 scuches, adressées aprés isolement &
partir de produits destinés & la consommation humzine e! pourvues d'ir foma-
tions suffisantes quant & leur origine Leur distributior selon les espéens o5t
la sutvante L. monocytogenes 627 souches, L. innocua - 275 souchas, L. sear-
geri: 34 sauches, L. welshimers; 14 souches, L. ivanovii ;8 souches gi f gra
1 souche. L. monocytogenes et L. ‘nnocus demeurent les espeéces 129 e
fréquemment renconttées dans les der-ées glimentaires, comme cera osi
auss; observé dans les autres pays.

li. ANALYSE DES SEROVARS
2.1. Souches d’origine humaine

Lessércvars1 2a,1 2k et4bconstituent 2 eux seuls 96 % des souchesisoige:
{tableau 1}, les autres sérovars n'étant que trés rarement rencontrésen
gie humaine Le sérovar4 b, largement prédominantdepuis'ouverture dis 12t
en 1882, mais quiavaitenregistré un netreculen 1988 nereprésentan: pius Gu=
459 de la totalité des souches (2} contre 63 %% en 1387 (1), remonte a 4 0¢ en
1389. Le sérovar 12 a qui représentait 38 % des souches en 1988 n'er repré-
sente plus que 20% en 1989.

ATNUS-

— Répartition géographique des sérovars

La distributior géographique des sérovars n'est pas homogeéne, variant d'une
région a I'autre Contrairement al'an passé, de nombreuses régions, une quii:-
zaine au moins, ont des pourcentages d'isolement du sérovar 4 b supérieur &
60 9%.

Centre National de Référence de Lysotypie et de Typage moléculaire des Lisigie
Laboratoire de Bacteriologie UFR de Médecine 1, rue Gaston-Veil, 44035 Nantas wada:
** Centre Natiora! de Référence de Lysotypie et de Typage moléculaire dz
Département de Bactériologie el de Mycologie. Institut Pasteur, 25 rue du Dr.-Feu .
7501€ Paris.




Tableau 1

Evolution des pourcentages des différents sérovars de L. monocytogenes isolées dans les
cas de bsteriose humaine er: 1987 1356 cas), 1988 (390 cas) et 1989 1416 cas).

Sérovars 1987 1988 1989
1 2a 22 . 38.5 20
1.2b 13 T 12
4b €63 45 64

Autres 2 1.5 4

Pcurcertage

Parmi les régions pour lesquelles un nombre suffisant de souches s été isolé,
les pourcentages les plus éleves de sérovar 4 b se retrouvent en Languedoc-
Roussillon (100 %)}, Limousin {86 %}, Alsace {75 %), Bourgogne {75 % et Pro-
vence-Alpes-Céte d'Azur (74 %). Toutefois ils sont bes pour le Centre (17 %) et
pour Poitou-Charentes (18 %).

Pour certaines régions le pourcentage desérovar 4 bet ceuxdes autres sérovars
s'inversent totalement parrapport 81888 llen estainsi pour Bretagne (71;45),
Champagne (64,43), Haute-Normandie {75/18), lle-de-France (52/27),
Limousin (86,37}, Lorraine {71:4 3}, Midi-Pyrénees 167/43), Nord (69.38) et
Rhone-Alpes (67,/48). Le pourcentage de sérovar 4 b reste bas en Pays de la
Loire (42, 38B] et continue de baisser en Poitou-Charentes (1833} (figure 2).

Trarce
N Lwe guadoc -Bouzston
Figure 2
Reparbor regionaledeserovar 4 de L monocytogenes s7 223 dans ¢1€ tasdeslerose

Fuma.ne en 1889

— Répartition mensuelle des sérovars: les pics des divers sérovars concor-
dent avec ceux de la distribution générale des isc'ements €l sont retrauves
en avril, mai, juin, juillet d’une par et en cctobre, novembre d'autre part.
Higure 1.

2.2 Souches d'origine alimentaire

La répartition des sérovars de L. monocytogenes pour les produits carnés, les
laits et les frormages est rapporée dans le tebleau 2. L'étude de la répartition
des sérovars de L. monocytegenes montre gue 70°: dessouches appertiennent
au sérogroupe 172, contre seulement 14 %¢ pour le sérovar 4b Le sérovar3ba
€t€ retrouve dans 12 % des isclements. Le sérovar 1 2 ¢ est le sérovar domunant
retrouvé dans 42 9% des isolements,

Tableau 2

Aépanitior enpourcentages des sérevarsde 589 souchesdel maonocytogenes provenant
de produits alimertaires destings a la corsommation humawme.

Sérovars Produits carnés Laits Fromages
81 souches 47 scackes 4B51souches
1°2a 38 75 35
12b 5 13 21
1 2¢ 43 2 8
3a 1 4
3b ' 16
3¢ 1 1
ab 12 10 15

Paurcentage
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I ANALYSE DES LYSOVARS

3.1. Souches d’origine humaine

519 des souches frangaises d'origine humaine isclées en 1989 ont été lysoty-
pables, ce pourcentage variant selon les sérovars: 1/2a8: 73%, 1.2b: 27 9%,
4b:50%. Le pourcertage total est respectivernent inférieur de 694 et de 15 0%
sux résultats de 1987 et de 1988 (1, 2), s’avérant également inférieur & ceux
obtenus pourles souches de méme origine provenant, durant le méme période,
des pays élrangers.

Deux grands pics épidémiques ont eté observés en 1983, principalement
CaUSES !

-~ 'un, situé ertre la mi-mars et juillet. qui ¢'est caractérisé:

1) par I'émergence de scuches du serovar 2425

Les 15 infections provoquées par les souches de lysovar 2425 correspandaient
& des formes cliniques variges, disséminées dans 12 départements différents.
Onze cas ont fait I'objet d’investigations épidémiologiques immeédiates par la
Direction Générale de la Santé et le Laboratoire National de la Santé :interroga-
toire précis recherchant une transmission alimentaire avec analyses cas
témoins. Toutefois I'crigine, possiblernent commune de ces cas, puisque les
souches étaient identiques quant au sérovar et au lysovar n'a pu étre mise en
évidence en raison d’un certain nombre d"éléments parmi lesquels  large dis-
persion géographique, trop courte durée du pic épidémique, trop faible
nombre de cas (3).

2) I'émergence de souches du lysovar 1444-312:
Les infections causées par le lysovar 1444-312 ort été essentiellement retrou-
vees dans les régions Provence-Alpes-Céte d'Azur et Rhone-Alpes.

3! enfin par une remarquable augmentation, durant cetie méme période, du
nombre de cas de lisiériose, enregistrée a Strasbourg (4): 14 cas entre le
30 marsetle13 juillet, correspondant & 6-8 fuis e nombre attendu er fonction
des observations concernant les années précédentes. Cette bouffée epidémi-
Ggue s'est caractérisée par des souches de sérovars et de fysovars trés vanées,
Ceci permet de penser que ces infections pourraient avoir des origines diverses
et que "apparition subite de ces divers cas en une courte période pour:ar étre
Liee & un ou plusieurs facteurs prédisposarts nor encore idert fiés, hypethése
précedemment avanceée par Schwartz et al. 15),

— "autre, situe entre Septembre et Décembre. par des souches nor fysotypa-
bles iresponsables pour ce sérovar du faible pourcertage de souches lysotypa-
bies en 1289).

3.2 Souches d’origine alimentaire

Les sauches de Listeric provenant de denrées alim ontlyset, pees afin
de constituer une banque de donnees imméd: exploitable fors de
Femergence d'une boutfee épidémique. Ces scuches sont égalernent sirverl-
lées afin de détecter I'éventuelie apparition er nombre anormal s souches
sppartenant & un lysovar précédemment ohserce lors d'une épidéniie. ioute-
fois, la confrontatior des résultats de la lysotypie des souches d’origine ahmen-
taire avec ceur des souches d’origine humaine ne peut apporter d'élémenits
significatifs er debors d’enguétes éprdémiologiques.

CONCLUSION

Er 1988, lz histéricse humaine s'était caractérisée, en France paruneirversion
nette de la répanitior des sérovars des souches e sérovar 4 b nereprésertant
plusque 457 desisclements Dés1989. lasituation antérieures’est rétablie, le
sérovar 4t correspeondant a 64 %< des isolements contre 200 pour e sérovar
1 2a Lasituation transioirement observee er. 1988 était probablement due a
la survenue de plusieurs bouffées épidémiques causées par des souches
appartenant au serovar t 2 a.

L'épidémiotogie de la lisiéricse en France, utilisar: le sérovar et e lysovar
comme moyen d'appreéciation, apparait comme €iant extrémement camplexe.
Observésal'echelle natiorale, les pics quoique disinbués sur plusieurs dépar-
tements apparsissent tributaires de 'émergence d'une ou plusieurs souches
«emdemiques, tardic qu'a 'échelle locale une boutfée peut étre caLsée par
dessouchest-esaHeérentescommeentémoigne celle de Strasbourg 4 Parm:
les systémes assurant la surveillance de la listériose dans divers fays, ceie
dont nous disposons en France est particuliérerment biern adapte ]
:emaigne analyse des bouffées épigémiques survenues en 1989 Si une de
ces boutiées avait évolué en une epidémie, 1l est évident que cetle derniére
aurait pu éire analysee dés son début.

y 0
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LA LISTERIOSE EN FRANCE EN 1990
Etude a partir des souches adressées au Centre national de référence

J. ROCOURT **, E. P. ESPAZE *, A. F. MIEGEVILLE *, B. CATIMEL*, A. L. COURTIEU *

La surveillance épidémiologigue de la listériose humaine est assurée en
France, depuis plusieurs années [1], par un certain nombre d’'organismes
carmilesquels figurent le Cert-e nationa! de référence des Listeria (C.N.R.) et
le Centre natiornal de lysc!ypie et de typage moléculaire des Listeria
1IC N.L.T.M.L). La fonction essentielle de ces 2 laboratoires est d'assurer la
caractérisation des souches de L. monocytogenes par l'identification et la
détermination ou sérovar 'C.N.L.} et du phagovar (CN.RLT.ML). Les
échanges hebdomadaires de scuches et d'informations entre les 2 laboratoi-
res permettent une analyse réguliére de V'évolution de cette infection.

En 1990, 1 617 souches de Listeria ont été adressées et étudiées au C.N.R.
L’origine de ces souches est la suivante : homme, 311 souches; animal,
64 souches; environrement, 191 souches ; aliments et industrie alimentaire,
1 C36 souches.

CARACTERISTIQUE DES SOUCHES

Souches d’origine humaine

311 des souches regues, ont eié isolées en France en 1830 : 308 souches de
L. monocytogenes correspondent 8 309 infections et 2 souches de Listeria
innocua isolées d'un prélévement vaginal et d’un méconium n'ont aucune
signification clinique. On cbserve donc une diminution de 25 % du nombre
de cas parrapport 812889 ;:N=416}. ' n'y a pas d'explication évidente a cela,
aucun biais dans le recuei’ des souches n'ayant été observé et plus de
400 souches ayant été, par ia suite, regues en 1991,

Répartition géographique

Ces souches ont été ad:essees de 21 des régions frangaises et des D.O.M.-
T.CM. Les régions les plus peuplées ont fourni, cette année encore, le plus
grand nombre de souches.

Répartition mensuelle

La répartition mensuelle globale des isolements se caractérise par le petit
rombre de cas observés percant les 4 derniers mois de I'année. 2 pics ont
été observés, 'un en janvier :25 cas) l'autre culminant en juin (22 cas). La
courbe de distribution des isolements différe de celle observée en 1989
(tig. 1).

Répartition selon les formes cliniques
La listériase feeto-maternelle (femmes enceintes el nouveau-nés) : 110 cas.

Méres ou femmes enceintes : 54 cas. Sang : 27, placenta : 47, prélévement
vaginal ou lochies : 11,

Nouveau-nés : 56 cas. L.C.R.: 7, sang : 20, liquide gastrique : 42, méconium
ou selles : 18. La répartitior selon le sexe est lz suivante . sexe masculin ;
47 %%, sexe féminin . 53 %.

La listériose de l'enfant et de 'adufte 186 cas.

L'inégale répartition des cas selon le sexe {sexe masculin : 82,5 %, sexe
feminin @ 37,5 %) est conforme & celle des années passees [1]. Les tableaux
cliniques se répartissent en méningites et meningo-encéphalites isolées
{27 %), ou associées & des seplicémies (14 %), et en septicémies isolées
(51 %). Les terrains les plus souvent communiqués sont les cancers
146 fois), les traitements immunc-suppresseurs (29 fois), I'éthylisme

Figure 1

Répartition mensuelle des sérovars de L. monocytogenes
isolées en 1930 de 299 cas de listériose humaine

M Sérovari2a
40 q B Sércvar 12b
Sérovar 4d

<

Jan Fév Mar Avr Mai Jui Juil Aou Sep Oct Nov Dé

Mois

(24 fois), les hémopathies (14 fois), le diabéte {13 fois) et les greffes d'oi-
ganes (12 fois). Une association listériose-SIDA a été signalée 3 fois.

It semble que la diminution des cas répertoriés en 1990, par rapport 4 1989,
correspondent essentiellement & une baisse des formes périnatales
{110 contre 200), le nombre de formes de "'adulte évoluant peu (198 contie
215). 3 fois il n'a pas été possible, faute de renseignements, de classer fes
cas dans l'une des formes cliniques envisagées.

Souches d’origine alimentaire

Les 1 036 souches étudiées en 1990 par le C.N L. rendent compte des nori-
breux contrdles dont font 'objet les denrées alimentaires dans notre pays.
Ne seront considérées ici que 900 souches, adressées aprés isolement &
partir de produits destinés & la consommation humaine pourvues d'informa-
tions suffisantes quant a leur origine. Ces souches appartiennent & 4 espé-
ces, leur distribution est la suivante : L. monocytogenes : 620 souches
L. innocua : 233 souches, L. seeligeri : 22 souches, L. welshimer: : 26 sor:-
ches. L. monocytogenes et L. innocua demeurent les espéces les plus re.
gquemment rencontrées dans les denrées alimentaires, comme cela est sy’
observé dans les autres pays depuis de nombreuses années.

ANALYSE DES SEROVARS

Souches d’origine humaine

Les sérovars 1/2a, 1/2b et 4b constituent & eux seuls 95 % des souches
isolées, les autres sérovars n'étant que rarement rencontrés er pathologis
humaine. Une nette modification de la répartition des sérovars est observés
en 1990 par rapport 8 1989 et 1988 : diminution du nombre de 1/2a par
rapport 4 1988 et diminution du nombre de 4b par rapport & 1888.

* Centre national de référence des Listeria. Laboratoire de bactériolagie, U.F.R. <
medecine, 1, rue Gaston-Veil, 44035 Nantes Cedex et Centre national de référense
de lysotypie et de typage moléculaire des Listeria.

** Département de bactériologie et de mycologie, Institut Pasteur, 25, rue cu
Docteur-Roux, 75015 Paris.
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Répartition géographique des serovars

Le distribution géographitjue des sérovars n'est pas homogéne, variant
d'une région & l'autre. L'anpée 1990 se caractérise par une diminution
concernant la plupart des régiohs, du pourcentage de cas humains dus &
L. monocytogenes 4b. Parmi lesrégions ayant adressé au moins 10 souches
au C.N L, seules Limousin, Alsace, Picardie et Rhbne - Alpes, Haute-Nor-
mandie et lle-de-France présentent des pourcentages de sérovars 4b supé-
rieurs a 50.

Répartition mensuelle des sérovars

La répartition mensuelle du sérovar 4b correspond a la distribution générale
avec des pics en janvier et juin et une nette diminution des cas au dernier
trimestre. Cet effondrement des isolements de souches du sérovar 4b expli-
que trés vraisemblablerment la baisse du nombre de cas enregistrés au der-
nier trimestre de I'année 1990. En ce qui concerne le sérovar 1/2a, les plus
grands nombres d'isolements ont été enregistrés aux mois de mars, aolt,
actobre et nevembre {en octobre et novembre, le sérovar 1/2z a représenté
plus de la mditié des subcultures de L. monocytogenes regues) (fig. 1).

Souches d'erigine alimentaire.

La répartition des sérovars de L. monocytogenes pour les produits carnés, les
laits et les fromages est rapporiée dans le tableau 1. Globalement 74 9 des
souches appartiennent au sérogroupe 1/2, centre seulement 17,5% au
sérovar 4b. Le sérovar 1/2¢ est retrouvé dans 38 % des isolements prove-
nant de produits carnés. Les souches de L. monocytogenes, provenant de
produits végeétaux (28 isolements) et piscicoles (30 isolements) eppartien-
nent aux sérovars du groupe 12 et 4b dans respectivement 45 et 45 % des
nroduits végetaux el dans 71 et 10 9 des produits piscicoles. Chez ces der-
riers un pourcentage élevé (19 %! du sérovar 3a a éié observe,

ANALYSE DES LYSOVARS
Souches d'origine humaine

65 % des souches de L. monocytogenes isolées chez 'homme en 1890 ont
été lysotypables, ce pourcentage variant selon les sérovars (1/2a : 78 %,
1.2b: 36 9%, 4b : 75 %}. Ces résultats corroborent ceux obtenus durant les 3
derniéres années. L'analyse de ces données confirme sans ambiguité celles
de la sérotypie, & savoir qu'aucune grande épidémie, comparable & celles
ohservées durant la derniére décennie sur le continent nord-ameéricain ou en
Suisse n'est spparue en France en 1990. Plus précisément encore, 4 la diffé-
rence des années précédentes aucune boutfée épidémique de 10 4 20 cas
n'z pu étre nettement individualisée, notamment durant le pic du printemps -
éte. Tout au plus, 17 souches de sérovar 4b non lysotypables ont-elles été
chservées en janvier {contre seulement 2 5 5 les autres mois), traduisant trés
certainement la fin du pic de I'automne 1888 [1]. Aucun phagovar particulier
n'a donc significativement émergé durant Yannée 1990. Les souches des
lysovars resporsables des houftées épidémiques précédemment notées en
1587, 1988 et 1989 [1,2] n‘ont été retrouveées que sous forme de quelques
cas speradiques disséminés sur plusieurs départements et dispersés sur
plusieurs mois. L'absence de pic épidémique objectivée par les résultats de
'a sérotypie ei de la lysotypie des souches pourrait vraisemblablement expli-
quer la diminution du nombre de souches étudiées en 1988, Afin de pallier
les difficultés d'interprétation de la lysotypie, rencontrées notamment avec
les souches nor typables, des méthodes de typage moléculaire seront dans
I'avenir eppliquées aux souches de L. monocytogenes isolées lors de bouttées
epidémiques.
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CONCLUSION

L'analyse fine de I'épidémiologie de la listériose en France grace & ls détermi-
nation conjointe du sérovar et du lysovar des souches responsables d'infec-
tions humaines est régulierement effectuée depuis 1987. De nettes varia-
tions dans la distribution des sérovars 1/2a et 4b ont été observées durant
ces 4 années, alors que la proportion et le nombre de souches du sérovar
1/2b varient peu {tabl. 1). Il apparait que :

— les ennées 1988 et 1390 se caractérisent par une diminution du pourcen-
tage des souches appartenant au sérovar 4b, 1988 se distinguant de 1990
par un plus grend nombre d’isolements de 1/2a (150 vs. 80) qui s'explique
par les bouffées causées par ce sérovar en 1988;

— l'année 1988 se distingue de 1990 par un plus grand nombre de souches
4b {266 vs. 163), différence liée I3 encore 3 des bouffées épidémiques pro-
voquées par ce sérovar [1,2], les nombres de souches appartienant au séro-
var 1/2a sont voisins {84 vs 80);

— la répartition et les nombres de souches des sérovars 1/2a et 4b isolées
au cours des années 1987 et 1989 sont semblables {1,2].

Tableau 1

Répartition des sérovars de 556 souches de L. monocytogenes
provenant de produits alimentaires
destinés a la consommation humaine

Sérovars de Produits carnés Laits Fromages
L monocytogenes {133 souches) (93 souches} {330 souches)
O %% Y%
WV2im - 21 0.8
Y2a ... .. 25,6 51,6 48,8
W2b oo 15 15 22,
W2 oo 37.6 0 LRE
1/2a8g. . ..o i i 0 (4] 0.3
3a3a.. .. 0 21 0.6
b 3 1.1 4,9
BC. i [ o] 0.3
4b.. ... 12,8 26 17
BC . e [ 0 0,3
dd.... .. 0 21 g

* 172 im : 1/2 immobile.

En conclusion, 'année 1 990, caractérisée par le plus faible nombre dn ans i
listériose et I'absence de bouffées épidémiques, pourrait constiiuer une
année de référence concernant les cas sporadiques {nombre et répartition
des sérovars). Les sérovars 1°2a et 4b apparaissent en conséquence comme
des indicateurs essentiels pour la surveillance de la listériose humaina.

Ces observations démontrent qu'il existe de grandes fluctuations dans I'épi-
démiolagie de la listériose humaine, ce qui justifie une surveillance constante
et attentive. Nous remercions vivement tous les biologistes qui, par | anvol
rapide et régulier des souches qu'ils isolent, participent activemeni » Ii
surveillance de cette infection.
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ANNEXE Ml :

Surveillance épidémiologique en France.

‘REPUBLIQUE FRANGAISE

MINISTERE MINISTERE MINISTHERE
DE L'ECONOMIE, LT DE L'AGRICULTURE DE LA SANTE ET DE
DES RTYNANCES ET DI LA FORET LL’ACT1ON HUMANITAl1RE
Direction générale hireetion géndérale Dircetltion générale
de la concurrenhce de l'alimentalion de la santé

de la consommalion et
de la répression
des fraudes

Le Ministre de l'Economije ot des Financcs,
“le Ministre de I'"Agriculture et de )a Forét
el le Ministre de la Santé et de VAction humanitaire,
a _

Mesdames ol Messicurs les Préfeis

bjel : épidémie de listériosc.

’

Depuis le 18 mare dernder, nous wssislons A unc flambée épidémique de
listériose occasionnéde par la méme souche de Listeria monocytogenes : souche
gérovar 41b, lyocovar 2389/2426/3274/2671/4%7/108/340. L& nunbre de cas signalés
& ce Jjour csl de 147, donl 32 décés ot 8 avortements ; la distribution
ghngraphiaque est trés large @ 87 départemento. )'agenl causal nla pu 8lre mis

en évidence pour l'instant.

Une c¢ellule de crise »éunissant les Lrois divecteurs ‘'généraux de
santéd, de alimentalion, de la conenrrence, de la consommation et de

répression des fraudes assure le suivi de 1'épidémic et coordonne
investigalions pour en déterminor l'origine.

Dans Je cadre de cetle épidémic, un dispositif particulier,

intervenir les services extéricurs de la sanlé (DDASS), de la direction générale
de Palimentation (direclions dee services vétérinalres) ot de la direction
générale de la concurrence, de la consommation el de la répressipn des

frauvdes, a éLé& mis en place.

Celte note rappelle ce  dispositif, que nous vous demandons

coordonner, ot précise certains points,
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1~ La DDABS cst. chargée de l'enquéte sur chague nouveauy cas de
Usiériose signald.

Pour cela, §] convicndra

~ d'alerter de neuveau par un courrier tous los laboratoires d'analyse
biologigque privés de volre département. (ler laboraLojres publics ct hoepilaliers
ont &té Inforinds par aillours) emn leur demandant de signaler les nouveaux caf
de lislériose & Ja DDASS, dds isolement d'unc souche de Listeria
monooyingenes. ok nAR Douvralont 8tre communigqués par Léléphone & un
numéro réservé & cel  effel.  Par  allleurs, toute souche dec Listeria
monooyiogenes igolée dovra élre envoyde A "netitut Pastour de Darig, service
de lysolyple des Lisleria, pour {dentification compléte de la souche ;

- d'assurer uhe relance bi-hcbdomadaire des laboraloires hospitalier.
pour vérifier que tous les cas ont bien &Lé signalés aux services de la DNASS.

~ de réaliser l'enquéte, qui consistera !

# d'une part. en un  interrogaloire dJdu patient sur ‘ses habitudes
alimentaires, & Valde du queslionnaire envoyé aux DDASS au mois de juin
Patiention des médeecinsg  elant appelée sur la  précision des réponses
apportdes en ce qui concerne la dénomination des. alimenis consommés, leur
margue commerciale, leur présentation (préemballé ou "4 la coupe"), les
coordonnées préeises du lieu d'achat, afin d'orienter les investigations des

deux aulres services concernds |

* Jd'mutre party, en une informalion immédiate des services vétérinaires
afin que ceux-coi réalisent dee prélévemenis au domicile des malades, el de In
direction dépariementale de la concurrence, de la consommation el de s
répression des fraudes pour ce gul concerne les leux d'approvisionnement
des maladces,

Il imporie gue les services de la DDASS demandent au palient ou & ses
proches de conscrver les aliments présents dans le réfrigérateur du domicile
et altirenlt Patlention des médecins traitants sur Ja néceesilé de cette
conscervation.

2- La dircction des rmervicos vélérinaires, dés que les services de la
DDAEES lui auront communigué les éléments nécessaires (nom ot adresse du
malade), effectuera des prélévements de fous les aliments préseuls dans e
réfrigérateur du malade ¢t fera procéder 4 leur analysc. Dangs la mesure du
possible, clle velllera & ce que soit réalisée une estimation du nombre de
Listeria monocylogenes présunt dang 'allment ( < ou » 100/g). Les souches
ieoléos seront aussildl adressées & 'Institut Pasteur de Paris pour lysolypage;
{1 cot conepeillé d'adresser un minimum de 5 colonice par aliment positll,

3- La direction d&épartementule de la concurrence, de la consommation ct
de la répression der fraudes, lovsque les services de la DDASS lul auront
tranemies, suite & Vexploliaticn du gueslionpaire des malades, la liste des
produits alimentaires el les Hcux d'achat habiluels du malade, accompagnés
d'une jdentification du malade concerné, réallsera sans délal des préléevements
alimentaires (PB1) dans ces licux d'approvisionnemeni et fera procéder & des
dénomhrements  de  Listeria  monocytogencs dans, ceg  aliments  par les
laboratoires interrégionaux de Massy, Renncs, Bordeaux, Montpellier, Margeille
et Strasbourg, conformément. aux instrucltions des 24 et 26 juin dernler. Les
souches isolées seront immédiatement adressées & V'Instilut Pasleur de Paris
pour lyrotypage, & ralson de b colonles par aliment posjtif, Bn plus des
informations sur Midentilé des produils prélevés (nature, warque, fabricant,
numéroe deo loi, date Hmite), lea engudtcurs deveounlt recuelllir des éléments sur
ler circuils dlapprovisionnement, sur les conditions de conservation ct les
délals do rotalion de ces produits dans les divers magasins signalés.’
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Par ailleurs, il importe que, dane cetie situation dpidémlgue, les
professionnels intenaificnt les contréles el vérifications auxquels ils sont tenug
en application de Varticle 11-4 de la loi modifide du ler aofit 18605 el de
Particle ler de la lol n'65-643 du 8 juillelt 1965 modifiée. A cetie fin, nous
demandons ques les directeurs départementaux des servicor vétérinaires et de
la direction de la concurrence, de Ja consommation ¢l de la répression des
fraudes adressent une lettre commune aux producteurs et aux imporiateurs de¢
produils alimentaires {produils laitiers, produits de charcuterie, viandes et
viandes hachées, produits de saurisserie, patisseries & la créme industrielles.
produits végdlaux dits de IVe et de Ve gammesg), afin gue ces opérateurs
fassent parvenir a l'lnstitut Plasteur de Paris (Centre national de référence
pour le lysotypage des Listuria) 28 rue du Ly, Roux, 76724 Paris Cédex 15 -
téléphone : 45 68 83 31 ~ Léléfax : 45 68 89 53, pour une jdentification précisc.
touig. rouche de lListeria monoeylogenes qui aura ¢€Lé |s0lée dansg le cadre de
leurs coniréles, Vous trouverez en anncxe la lelire-type qu'il convient de leur

adresser,

En autlre, les services compélents procéderont au  retrail de la
consommalion des  aliments ou des Jots d'alimenie dans les circuits de
production, dYmportation et de distribution, lorsque les denrédes présenteront
une contamination avérée par Listeria nonocylogetics.

Enfin, compte~tenu de celte situalion épidémique, il vous csl demandé de
faire en sorite guc, dans chocun des 3 services départementaux concernésg, soit
assuréc durani cette période de vacances une permanence par une personne
compétente on hygiéne alimentaire, En outre, vous Vous agsurerez que &c
tionne régulierement une réunjon de ces 3 services, soil sous volre autoritd,
soit directement chtre eux, afin de faire le point sur Pinvestigation des
nouveany cre } chacun d'lcux adressera & suvn ministére de tutelle un bilan

descriplif,

Nous vous remercions de veiller & une silricte application de ces
instructions, donl la mise en place el immédiate,

pour le nihistre pour le ministre pour le ministre
de Yéconomie et de l'agriculture et de Ja santé et de
des finuances de-la forét I'aclion humanitaire

]
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MINISTERE DE LA SANTE ET DE L'ACTION HUMANITAIRE
LABORATOIRE NATIONAL DE LA SANTE - DIRECTION GENERALE DE LA SANTE

DOSSIER MEDICAL

LISTERIOSE NON MATERNO-NEONATALE

N*CNR

NOM Prénom @ - Date de naissance ¢ _ / / = Bexe !

Dato dos promiers gignes cliniques d'infection & Listerdia : _ /  /
Préciser ces gignes !

Date d'hospitalisation ¢ __/_ /__

Terrain

Ethyligme {(__) Hépatopathie (__) laquelle :
Diabdte (__) Insulinodépendant (_ )

Cancer, hémopathie maligne (__) préciser :
Transplantation (__) laquelle : Date s __/__/
Hémodislyse (__)

Autre Immunodépression (__) laguelle :

Traitement immunodépirossour ou corticothérapie dans les 3 mois avant le début de

la maladie T
OUI (_) NON (__) 51 0UI, lequel :

Forme clinique de listériose
Septicémie (_ ) Méningito (_.) Méningoencéphalite ()
localigéee (__) ol ¢
Sites de prélévement positifs & Listeria monocytogenes:
LCR (_) Hémoculture (__) Autre (__) préciser :
Dato du premier préldvement positif 4 Lietoris monocytogenes ¢ /[ /
Sérovar !¢ Lysotype
Evolution : Décds (__) date : _ /__./__ Guérieon (_ ) Inconnu (_ )

g6quollos {__ ) précisor ~
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MINISTERE DE LA BANTE ET DE L'ACTION HUMANITAIRE
LLARORATOIRE NATIONAL DE LA SANTE - DIRECTTON GENERALE DE LA SANTE

DOSSIER MEDICAL

LISTERIOSE MATERNO-NEONATALE

N*CNR

MERE ou FEMMME ENCEINTE

NOM Prénom ¢ Date de naigsance : __/ [/

Baxe @

Y-a-t-11 eu des signes clindguos dvoquant une infection 7 ovy (_) NON { )

51 OUI, date des premiorz eignes cliniques : _ / /
Précisor cos signoso i

Date des derniéres roégles ¢+ _ /_ /.

Date de 1'eccouchement ou de 1l'avortement ¢ _ /_/_

Sites de prélévement positif & Listeria monocytogonos i
Hémoculture (_ ) Placentn (__) Lochies ( ) Vagin
Autres () préeiser:

Date du premior prélévement positif & Listeria monocytogenes

Sérovar 1 Lysotype !¢

(..)

!

—

NOUVEAU - NE

NOM Prénom Date de nailgsance : __ /. /.

Accouchement vivant (_ ) Mort-né (__) Avortement (__ )
Terme (nombre de somaincs d'eménorrhée) ¢ Poids de naiggance ;
Etat de santé pendant la premiére semalnge de vie ;

Pos do manifestations cliniques (__) Syndrome infectieux (__ )
Byndrome méningéd (__) Autroe pignes () loegquole 1

Sites de préldévoments positifs & Ligteria monocytogense

Prélavements périphériques {__) lesquels ¢
Autres {__) préciser :

Date du premier prélévement poeitif A Listeria monocytogenes : __/_ /

Hémoculiure (__ ) L.C.R () L. amniotique {__) L. gastrigue (__)

Sérovar 1 Lysotypo @ N
Fvolutdion : Décéds () date: __/_/__ Guérison (. ) Inconnue (__)

Séquelles () préciser
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Ministére de la Santé et de l'dction Humanitaire
Laboratoire National de la Santé, Epildémiologie, ] rue Lacretelle, 75015 PARIS Tél:(1) 48 28 28 69
Direction Générale de la Santé, Burcau 1C, 1 place Fontenoy, 75007 PARIS Tél:(1) 46 62 45 50

QUESTIONNAIRE LISTERIA , ENQUETE CAS-TEMOIN

MALADE () TEMOIN () Date du questionnaire i /__/
Pour les témoilns, références du malade sur lequel il cst apparié ¢

NOM: Date disolement : ___ /[ Age : Scxe ¢ N°CNR
NOM : Prénom : Age ! Soxc

Département du domicile ! Terrain favorisant 'immunodépression:
Téléphone ; Profession :

Questionnalie complété: Téléphone ()  Courder (_)  I18pital () Domicile (__)
Hopital : Service : Téléphone:

Nom de l'enquéicur : Coordonnées :

Préldvements dans Réfrigérateur du Malade : demandés () cffeetués ()

‘Avez—vous pris réccmment des médicaments contre les maux d'estomac ? OUI(_) NON(__)
Si OUI, 1esquols i

Avez-vous pris des laxatifs depuls 2 mois ? OUI(__) NON(_) Quand :

Avez~vous cu récemment de la fidvee (), unc diarthée () ?

Date:nn/lnlllnl Duréc :n"nnunnuul.“-llnl

ALIMENTATION PENDANT LE MOJS PRECEDANT LA DATLE D'ISOLEMENT

Avez-vous pris des repas en dehors de ¢hez vous? OUI () NON ()
81 OUIL ob et fréQUenCe.iummimmmmimi i isrsiassererssersenssmserasee st nes

........................................................................................................................ LR RN SR YRR RN AN LN g

Dans quels établissements effectuez-vous régulltrement vos achats?
Grundes surfaces (__) Lesquelles (nom ot locallt€)? & vvvvininmeieenennnninin,
Bpicerles (_) Marché () Traiteur (_) Chaines "Surgelés" (_)

CHIARCUTERIE-IOISSONS-VIANDES
Consommation* Conditionnement* Marque Licu d'achat
PATE (PROCISEZ LA VARIETE) | ] |

L

RILLETTES
CHIPOLATAS
CHAIR A SAUCISSE B}
SAUCISSES type STRASBOURG
consommées  aprée colsson () froides (__) '
SAUMON FUME

Autres POISSONS FUMES
CHAIR DE CRABE, SURIM!
JAMBON*¢*

11

T

i

|

]
|

*régquence : 0 jamais, 1:<1 fois/sem, 2:» 1 fois/sem
**nour le conditionnement, indiquer Vinitiale: Pré—(E)mballé, & la (Cloupe, (F)abrication maison
*** S & la Coupe, Précisez (P)ré—tranché i 1'étal, (T)ranché devant vous
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STEACK HACHE fréquence;__ Neu d'achat:
de Bocuf (_) dc Cheval (_) Acheté Congelé (_) En barquettes ()  IHéché devant vous (_)
Consomm¢ ; Saignant (__) A point (__) Trés cuit (_)

POULET fréquence:___

Poulot entler (__) Poulct cn morccaux ( culsses ou ailes ) ()
Vous csi~il arrivé de consommer le poulet un peu rosé? OUI () NON ()

OEUFS fréquence: consommés crus () & lacoque () surlc plat (_)
pochés (__) omelette (. ) autre (. ) préciscz:. ...
Licu d'achat fuvieceneminenreensons
 EAU EMBOUTEILIEE OUT (_) NON (_) Marque :

PRODUITS dEME GAMMIC (Salade épluchée préte & I'emploi; Carottes, Choux, Célerl ct Autres Crudit¢
rapées, en sachet, prétes & l'emplol) OUI(__) NON(_) 8i oui, Marque:

PLATS PREPARES (rayon charcuteric des supermarchés ou traitcur)‘—OUI(__) NON(__)
8i oui, Lieu d'achat:

PATISSERIES INDUSTRIELLES Lesquelles? v, Dresbrererenesie
fréquence:__ Licu d'achati...vniceniecinennes
PRODUITS LAITIERS .
Consommation*  Conditionnement Marque(s) et Licu d'achat ¢i diff. habitucl
LAIT
LAIT CRU
CREME FRAICHE

consommeée crue

FROMAGES BLANCS
YOGHOURTS . R
DESSERTS & base de lait

Yfréquence @ 0 jamals, 1:<1 fois/sem, 2:> 1 fois/sem

FROMAGES

Jamals () rarement () 1 fols/sem () 3-4 fois/sem (_)  tous les jours ( )
Mangez-vous les fromages: peu falt () moycnnement fait () 1rds fait ()
Mangez~vous la crofte de certains fromages? OUI(_) NON(__)

Lieu d'achat habituel :

Pouvez-vous cocher Ies fromages que vous vous souvenez avoir consommeés dans le mois précédant la maladie -
CAMEMBERT (_) au lait pastcurisé (7-11 Frs) (_) au lait cru (32-20 Frs) (_)

Entourer les MARQUES consommées ¢

Lanquetot  Lepetit - Vallée Isigny sainic mdre Le Rustique  Charles V11 Lescure
Chatelain ~ Président  Cocur d¢ Lion Cocur de Normandic  Paquercties  Bortrand  Le Médiéval
Ligueil Bonbomme—Normand  Bridel Le Racé  Gault ¢t Millau  Le Saint Normand  Le Gillo |

L'Btendard Normand  Grand Terroir  Marque spéelfique au magasin (ex: FORZA a Prisunic), préciseziv..

A“treﬂ ma[‘ques: P Y SRS TT LTI II T} PhererrraernavIrIverY O Y Y L T Nt Tr I TITs TT T Ty ArverresstanbtIbl
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FROMAGES (sultc)

Dour le conditionnement, Indiquer Uinitiale: (B)oite, Pré—(E)mballé, & la (Cloupe, {(R)apé.
Fréquence : O Jamais, 1:<1 fois/sem, 2:» 1 foisisem,

Consommation Conditionnement, Marque Licu d'achat si ¢iff. habitucl, Crofite consommée
BRIB -
SAINT-MARCELLIN
CAPRICR DRS DIEUX
SAINT-ALBREY
MUNSTER

VACHERIN
GRUYERE,EMMENTHAL
G. RAPR RN SACHET
PARMESAN

COMTE

BEAUFORT

RIEU D'AUVERGNE
BLEU DES CAUSSES
FOURME D'AMBERT
FOURME MONTBRISON
BLEU DE BRESSE
ROQUEFORT

GOUDA

EDAM

BONBEL
MIMOLETTE
SAINT-PAULIN
TOME DE SAVOIE
PYRENEES
COULOMMIERS
PONT I'RVEQUE
CANTAL
CHAOURCE
MAROILLES
BOURSAULT
LIVAROT
SAINT-NECTAIRE
REBLOCHON
RACLETTB
NOURE DE L'AUBIER
MORRBIER

CHEVRE |
BREBIS
"ROMAGES FONDUS

AUTRES FROMAGES ou préparation ¢n contenant :
REMARQUES
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ANNEXE IV :

Epidémie de 1992.

EPIDEMIE DE LISTERIOSES EN FRANCE
A. LEPOUTRE *, C. MOYSE *, C. ROURE *, J. ROCOURT **, V. GOULET ***, A.-L. COURTIEU ****

Entre le 18 mars 1892 et le 22 juin 1992, 90 souches de Listeria mono-
cytogenes sérovar 4 B et lysovar 2389/2425/3274/2671/47/108/340 ont
été identifiées au sein des souches humaines adressées au Centre national
de référence des Listeria {fig. 1). Ces souches ont toutes le méme sérovar
4 B. Il s’agit d'une augmentation anarmalement élevée de ces souches, puis-
que seulement 15 souches de ce type avaient été enregistrées chaque année
entre 1987 et 1990. Dans I'état actuel des connaissances, il s'agit de la plus
importante bouffée épidémique enregistrée en France depuis 1987,

Cette épidémie se caractérise par une proportion relativement faible de cas
feeto-maternels : 29 %, habituellement les cas feeto-maternels représentent
la moitié des formes cliniques). Ces listérioses ont entrainé 20 décés dont
17 adultes et 3 nouveau-nés, et 5 avortements. .

La répartition géographique des cas est assez large, 42 départements étant
pour l'instant impliqués {carte 1).

Ce lysovar particulier a déja été incriminé dans des phénomeénes épidé-
migues :

— en Suisse (1983-1987), épidémie due au vacherin Mont d'Or;

— en Californie (1985), épidémie due a un fromage de type mexicain ;
— au Danemark (1987), origine alimentaire non identifiée.

Bien que ce lysovar ait été impliqué & 3 reprises dans des phénoménes épi-
démiques le niveau de sa virulence est varié.

D’un point de vue analytique, la concentration des cas dans le temps, et dans
une moindre mesure dans I'espace, et le fait que les souches soient toutes du
méme lysovar suggerent fortement une arigine alimentaire commune. Les
aliments les plus souvent incriminés dans I'apparition d’épidémies de listé-
rioses d'origine alimentaire sont les fromages a pate molle, en particulier les
framages au lait cru, les patés et rillettes, la viande hachée et les produits de
la quatrieme gamme {légumes crus préts a I'emploi et vendus sous vide).

L'enquéte alimentaire des cas signalés par le C.N.R. a été entreprise,
58 patients ont été interrogés. Les témoins appariés sur une pathologie
sous-jacente éventuelle, I'dge et le lieu d’habitation, sont interrogés dans un
deuxiéme temps. Des recherches microbiologiques sur les aliments conser-
vés dans le réfrigerateur des cas récents ont également été entreprises.

LUimportance de cette bouffée épidémique et la gravité de la listériose (la
létalité de l'affection est de 22 % a 33 %]) incitent a tout mettre en ceuvre
pour stopper cette épidémie, d'une part en insistant sur les régles hygiéno-
diététiques {cf. recommandations ci-jointes), en particulier auprés des per-
sonnes a risque, d’autre part en améliorant le recensement des cas.

Répartition géographique des souches épidémiques
adressées au CNR (15/3-22/6)

Nonbre de souches

TOR

e 8§

Les médecins cliniciens ou biologistes qui auraient connaissance de cas de
listérioses sont invités a le signaler :

— & la D.D.A.S.S. de leur département ;

— a la D.G.S. Bureau des maladies transmissibles, Dr A. Lepoutre.
Tel. : (1) 46 62 45 50;

— au Laboratoire national de la Santé, Dr V. Goulet.

Tel. : (1) 4828 28 69.

Enfin, les souches doivent &tre envoyées au Centre national de références
des Listeria, Laboratoire de bactériologie de la Faculté de médecine de
Nantes ("**").

PREVENTION DE LA LISTERIOSE D'ORIGINE ALIMENTAIRE

Particuliérement pour les personnes 3 risque
(femmes enceintes, personnes agées ou immunodéprimées)

® Eviter les fromages 3 pate molie ou persillée et les bleus ; ne pas en cansommer
fa croite,

@ Cuire soigneusement les aliments d’crigine animale.

@ Laver soigneusement les légumes crus et les herbes aromatiques.

@ Eviter la consommation de lait cru {non pasteurisé) ou d'aliments au lait cru.

® Les restes alimentaires ou les plats cuisinés devraient &tre réchauffés soigneu-
sement avant consommation.

® Conserver les viandes non cuites séparément des légumes et des aliments cuits ou
préts a étre consommés,

@ Se laver les mains, nettoyer couteaux et planches  découper aprés la manipulation
d'aliments non cuits.

D.G.S., Bureau des maladies transmissibles.

Centre national de référence de lysotypies des Listeria, Institut Pasteur, Paris.
Laboratoire national de la Santé, Unité épidémiologie.

**** C.N.R. des Listeria, Laboratoire de bactériologie, Faculté de medecine, Hétel-
Dieu, place Alexis-Ricordeau, 44035 Nantes Cedex.

Distribution hebdomadaire des souches épidémiques
de L. monocytogénes

*: données provisalres
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L’EPIDEMIE DE LISTERIOSE EN FRANCE
(SITUATION AU 13 AOUT 1992 [D.G.S.-LN.S.-C.N.R]]

A cette date, 173 malades ont été recenses chez lesquels la souche épidé-
miologique de L. monocytogenes a été isolee. On compte a ce jour 55 cas de
forme materno-néonatale, soit 32 %, les autres cas etant des formes non
materno-néonatales. 40 déces ont été signalés dont 5 nouveau-nés.
12 avortements ont été notifiés.

Parmi fes 118 cas de forme non materno-néonatale on a retrouvé 73 fois la
notion d'un terrain favorisant I'immunodépression.

Le tableau suivant donne la répartition en fonction de I'3ge (précisé dans
117 cas) et 'existence ou non d'une immunodépression.

Classe d'age 1-64 ans > 64 ans Total
Nombre de cas total . .. ... ... 58 58 117
Deces ................... 12 {20.,7 %]} 23 (39,0 %) 35 (29,9 %}
Cas avec ferrain favorisant. . . . . 36 37 73
Decés .. ................. 11 {30.6 %) 17 (45,9 %} 28 {38.4 %)
Cas sans terrain favorisant. . .. . 22 22 a4
Decés .. ... .. ............ 1 14,5 %) 6 (27.3 %) 7 (15,8 %)

La distribution mensuelle des cas de listériose épidémique est présentée
dans la figure 1, avec une référence au nombre total de cas adressés au Cen-
tre de référence pour la lysotypie.

Figure 1. — Distribution mensuelle des cas de listériose
{10 aodt 1892)
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Source ! institut Pasteur.

La figure 2 montre la distribution hebdomadaire des formes épidémiques
materno-néonatales et autres.

Enfin, on trouvera une répartition géographigue des cas de listériose épidé-
mique par département {fig. 3); & noter un premier cas epidémique en Gua-
deloupe.

L'enquéte se poursuit, en étroite collaboration avec les services concernes :

— au niveau central : D.G.S. et L.N.S., Direction générale de I’Alimentation et
Direction générale de la Concurrence, de la Consommation et de la Répres-
sion des fraudes;

~ sur le terrain : D.D.A.S.S., Directions des services vétérinaires et de la
Répression des fraudes.

Les services de I'lnstitut Pasteur assurent les analyses bactériologiques
tiysotypie) des prélevements humains et alimentaires (aprés isolement par
les laboratoires regionaux, pour les prélevements alimentaires).

Figure 2. — Distribution hebdomadaire des cas de listériose
[Lysovar épidémique] (L.N.S., 13 aodt 1992)

I3 N —
T Autres rarmas

' B Foimes Maiaino-nacnataes —
2 - —_
I —
i
[ - o -
. I | B
- | | I
- : RURE
2 . I 1 Ij:
o R N K Il A
sanver ’ ;ov«e- Mars. . 3 * vJ‘mv:" e ;Mil ®
Figure 3. — Répartition géographique des cas épidémiques
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Plus de 1 000 préievements alimentaires ont été réalises par tes D.S.V. entre
le 28 juin et le 28 juillet 1992; 1 500 établissements de produits laitiers sont
contrdles régulierernent et 400 autres I'ont été depuis le début de I'épidemie.

A la date du 4 ao(t, les directions de la Répression des fraudes avaient déja
prélevé et examine 65C échantillons alimentaires provenant des magasins
ou se fournissent habitueliement les malades.

L'origine de 'épidémie n'a pu encore étre mise en évidence, mais la multipli-
cation des prélévements devrait aboutir 8 des orientations plus précises.

Il semblerait que nous assistions & une diminution du nombre de cas décla-
rés chague semaine; cependant, il convient d'etre vigilants. Rappelons F'im-
portance de signaler immédratement a la D.D.A.S.S. du département tout
nouveau cas identifié par les services de bactériologie et d'adresser en
urgence ies souches pour lysotypie a 'Institut Pasteur de Paris, seule certi-
tude du caractére epidémique.

La mise en place dans chaque département d'une cellule d'intervention
regroupant les services des trois ministéres concernés et placée sous I'auto-
rité du préfet, montre, s'il en était besoin, I'intérét que portent les pouvoirs
publics a identifier 'origine de cette épidémie.
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Ministére de la Santé et de l'Action Humanitaire
Laboratoire National de la Santé

UF Epidémiologie
* 1 rue Lacretelle 75015 Paris

48 28 28 69

FLAMBEE DE LISTERIOSE EN FRANCE

Situation au 20 aodt 1992

NOMBRE DE MALADES ( souche épidémique ) : 182  depuis le 18 mars 1992

dont Forme matemo~néonatale : 55(31 %) -
Autres cas 1 125 (69 %)
Non précisé 2

DISTRIBUTTION MENSUEILLE DES CAS: mars. : 7 cas
(1 "non précisé") avril : 33 cas
mai  : 53 cas
juin @43 cas
juillet : 30 cas
aoldt : 15 cas

selon la forme ! MATERNO-NEO AUTRES

(2 "non précisé")
MARS 2 5 .
AVRIL 7 26
MAI 14 39
JUIN 18 25
JUIL 13 17
AOUT 1 13

DISTRIBUTION GEOGRAPHIQUE DES CAS : 67 départements concernés
dont 1 DOM (Guadeloupe)
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mmE_MAIERIiO_ﬁEQNAIAL_E 55 cas concernant 58 foetus ou novveau—qcs
(3 g;rosscsses gémellaires)

5 décés + 12 avortements.

AUTRES_FORMES : 125 cas dont 74 cas pour lesquels il existe 1a notion d'un terrain
favorisant l'1mmunodcpressxor1

39 DECES (31%).

62 MENINGITES ou MENINGOENCEPHALITES
(souche isolée dans le liquide céphalo-rachidien)

Classe d'dge

Nb tatal de eas

Décis

1-64 ans

58

16 (27,6%)

> 64 ans

59
23 (39,0%)

Total

117
39 (33,3%)

Cas avec terrain 36 37 73 . .

Décts 15 (41,7%) 17 (45,9%) 32 (43,8%) *
Cas sansg terrain 22 22 44

Décis 1 (4,5%) 6 (27,3%) 7 (15,9%)

ENQUETE CAS/TEMOINS :

Nombre de questionnaires "alimentaires" de malades (souche épidémique) regus : 128
Nombre de questionnaires appari€s (1 cas/2 témoins): 81
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DISTRIBUTION HEBDOMADAIRE DES CAS DE LISTERIOSE (Lysovar épidémique)
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L'EPIDEMIE DE LISTERIOSE EN FRANCE

Situation au 10 septembre 1992 (D.G.S.

Depuis le 13 aodt 1992, date du dernier point présenté dans le B.EH.
in® 33,1992), 43 nouveaux cas de listérioses dus 2 la méme souche de L/s-
teris monocytogenes (méme sérovar 4 B gt méme lysovar) ont été recensés.
Celz porie 8 216 le nombre de cas connus depuis le 18 mars 1992, et situe
I'épidiémie actuelie & la troisieme place des épisodes épidémiques de listé-
rioses d'origine alnmen' ire, deul dans Ic h"e' ture Le nombre de cas inci-

"r'—p d rme est toujours evolu ive act Jeilemem tfig. 1.). Ces cas de listénoses

s 8 la méme souche de Listerie monocytogenes représentent 43 0¢ de
v emble des cas de listéricses recenses entre le 18 mars et fe 10 sep-
tembre 1992,

Figure 1. — Distribution hebdomadaire
des cas de listériose (lysovar épidémiqué)
LN S.10-09-1282 {semaine 37)
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Jirec ment ou indirectermnent ces cas de lisiéricse ont entrainé 50 déces.
S gécés et 13 avortements parmi les formes maternc-néonatales, 45 déces
thez adulte. Les formes maternc-néonatales représertent 31 % des cas
Jeputs le début de I'épidémie. Parmi les cas adultes, 9C (B0 9¢) avaient un
n favorisant l'immunodépsression.

73 Zeparternents dont la Guadelcupe, ont eu au moins un cas de lisiériose
'::ld "ﬂque depuis le 18 mars bien qu'il n'y ait pas de regroupement spatial
lair des cas, certaines régicns comme !z région Rhdne - Alpes, 'Alsace, et le
Jmousin ont une incidence particulierement élevée (fig. 2).

Figure 2. — Incidence des cas de listériose de souche épidémique
{au 2 septembre 1892)
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ynsommait tout les matins du jambon cuit fabriqué par un petit producteur
cal. Ce jambon distribué localement ne peut pas étre a l'origine de la conta-
ination des autres cas épidémiques. L'entreprise 8 néanmoins été fermée.

3r ailleurs les services vétérinaires ont gtfectué des prélévements systéma-
jues dans les entreprises productrices de fromage et de charcuterie (6.E£H.
33.1982). Bien que la présence de Listeria monocytogenes ait été retrou-
e dans prés de 10 %« des entreprises, 5 souches de Listeris provenant de
produits aifférents, sur 695 (0.7 %2), appartenzient a la souche épide-
ique. Cette proportion est identique a celle qu était observée dans les
inées précédentes pour cette méme souche de Listeria monocytogenes.
15 5 souches provenaient de 3 fromages différents qui n'étaient distribués
e localement.
analyses réalisées 3 la distribution (1 400 prélévements et 965 analyses
alisées) sur les produits habituellement cansommés par les malades ont
rmis de retrouver une Listeria monocytogenes dans 231 prélévements
4 9% des prélévements analysés). Une trentaine de produits était conta-

L.N.S. — CN.R)

LE DISPOSITIF D'INVESTIGATION

Depuis fe mois de juin 19292, une investigation épidémiolcgique et bactério-
logique & été mise er place, pour tenter de retrouver I'origine de cetie épidé-
mie. L'identité de la souche bactérienne d’un patient & I'autre et 'augmenta-
tion rzpide dans le temps du nombre de cas, plsident fortement en faveur
d'une origine slimentaire commune & 'ensemble des cas Le large ~éparition
des cas sur le territoire a condut' "ensemble des médecins de santé publique
des D.D.A.S.S, des services vélgrinaires et des services Ce !a répression des
fraudes 5 participer a 'enquéte.

Le dispositif est le suivant ;

— les bactériologistes signalent les cas au médecir de la DD.AS S, dés
I'isolement d'une Listeria monocyiogenes, et envoient la souche pour lysoty-
page 2 linstitut Pasteur de Paris;

— le médecir de D.D.A S.S. réalise l'enguéte cas-témoins sur les ~abitudes
alimentaires en utilisant un questionraire adapté a I'égidémie actuelle. La
D.D.A.S.S. prévient égelement les services vétérinaires \D.S.V.; el les servi-
ces de la répression des fraudes (D.D.C.C.R.F);

— ceux-ci réalisent des prélévements, euv dJomicile du malade pourla D.S.V.,
et dans les magasins d'alimentation oG le malade effectue habituellement
ses achats, pourla répression des fraudes. Ces prélevements sont réalisés le
plus zpidement possible & partir du sigralement des cas, afin d’augmenter
les chances de retrcuver un zliment cortaminé.

L'investigation des ces est faite avant la confirmation par l'institut Pasteur da
la nature epidémique ou non de la souche. Le résultat du typage de fa bac-
térie est communique secondairerment a la D.D.AS.S.

LE POINT SUR LES INVESTIGATIONS

L'enquéte cas-témoins

A I'heure actuelle (9 septembre), le ou les produits & 'origire de la contami-
nation n'ont pas été retrouves, mais les résuliats de I'enguéte permettent
déja d'orienter les recherches,

L'analyse des gquestionneaires de l'enquéte cas-témoins iplus des 34 des
patients ont été interrogés actuellerment) ne met pas en evidence de
différence significative de consommation alimertaire entre les patients et les
témoins, 'enquéte alimentaire permet cependant de constster gque seuls
cerains produits, tels que le jambon cuit, sont conscmmeés par plus de 50 %
des maiades.

Plusieurs hypothéses permetiraient d'expliquer 'absence de différenca
observée enire les patients et les témoins :

— le produit fait partie des aliments pour lesque!s les patients ne savent paz
préciser les margues consommeées {un camembert ou un paté 4 la coupe par
exemple), dans ce cas les résultats de 'analyse sont biaisés car le question-
naire ne mesure pas iéellement I'exposition au risque ;

— plusieurs produits différents sont & l'origine des contaminations des
patients. Dans ce cas il existe probablement un lien sntre ces différent:
produits. Le point commun entre différents aliments peut étre un produir
adjuvant (emballage, gelée...) qui se retrouve dans plusieurs aliments diff:
rents ; il peut étre une contamination croisée des aliments dans les rayons 2
ls coupe des magesins, une introduction de le souche épidémique chez plic-
sieurs producteurs a partir d'un point commun. Toutes ces hypothéses sont
possibles, et ¢'est I'anzlyse minutieuse des résultats des enquétes microbio-
fogiques qui permettra d’en retenir certaines plutdt que d'autres.

Les prélévements bactériologiques

Les prélevements réalisés au domicile des malades n'ont permis de retrouver
la souche épidémique que dans 1 seul cas. Il s'agissait d'un patient gui

minée par la souche épidémique de Listeria monocytogenes. Il s'a gissall de
~roduits de charcuterie pour la plupart (pdté, ;jambon cuit) mais aussi de
fromages.
Ces produits de provenance ditférente ont été retrouvés contamines par la
spuche épidémicue dans 5 rayons de vente La contamiration cronsée de ces
a'iments lors de leur manipulation dans le magasin est 210 obable 20 mains
aur une pariie des produits. Ces premiers résultats s |ls re permerlent pas
ds prc-'\d e des mesures dinterdiction vis-a-vis d'un produit ant condult a
réaliser une série de prélévements chez les fabricants des produits ot una
souche de Listeria €pidémique a été retrouvee Les premiers resultats com-
munigués par les services véiérinaires sont négatifs, mais toutes les analyses
n'ont pas encore éié reéalisées actuellement.
Les précautions alimentaires (B.£.H. n% 33,1992} destinées aux femmes en-
ceintes, aux patients immunodéprimés et aux personnes dgees sent ! toujours
d’actualite. De plus il faut recommander g'éviter les prodaits de charcuterie
consommes sans cuisson et achetés & la coupe, y compris le jambon cuit.
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EPIDEMIE DE LISTERIOSE EN FRANCE

Bilan final et résultats de 'enquéte épidémiologique
V. GOULET*, A. LEPOUTRE®*, J. ROCOURT""", A.-L. COURTIEU****, P. DEHAUMONT®"***, P. VEIT"*"***

1. INTRODUCTION

Fin mai 1992, le Centre national de référence de lysotypie des Listeria (insti-
tut Pasteur) a détecté une augmentation anormale de cas humains causée
par une souche unique de Listeria monocytogenes (sérotype 4b, lysovar
2389/2425/3274/2671/47/108/340). Dés que 'épidémie a été confirmée,
les pouvoirs publics ont alerté le corps médical en leur recommandant de dif-
fuser les mesures de prévention pour les personnes a risque (A.£.H4. n® 25).
Les données sur cette épidémie ainsi que Jes recommandations ont été
périodiquement réactualisées (B.£4. n° 33 et 38).

2. ENQUETE EPIDEMIOLOGIQUE

2.1. Description de l'épidémie

Du 18 mars au 23 décembre 1992, 279 cas de listériose dus a cette souche
épidémique ont été identifiés en France. Ces cas représentent 41,5 % de
I'ensemble des cas de listérioses humaines recenseés sur la méme période
alors que cette souche n'était responsable que de quelques cas sporadigues
antérieurement (2 4 9 % selon les années). Depuis le mois de septembre, le
nombre de cas a diminué réguliérement (fig. 1). Seuls 2 cas ont été identifiés
en décembre. Depuisle 1¢" janvier 1993, aucun cas n’'a été recensé. L'épidé-
mie semble donc terminée.

Figure 1. — Epidémie de listériose : distribution hebdomadaire des cas
{lysovar épidémique) .
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Dans 92 cas {33 %), il s'agissait d'une femme enceinte ou d'un nouveau-né.
22 femmes ont eu un avortement. Sur les 73 nouveau-nés (3 grossesses
gémellaires), 7 sont décédés, soit un taux de létaiite de 9,6 %.
Parmiles 187 autres cas (5 enfants et 182 aduites), 61 % avait une patholo-
gie sous-jacente connue. Des signes de meéningite ont été signalés pour
53 % des cas. La Iétalité a été beaucoup plus forte chez les malades fragilisés
(36 % que chez les autres {18 %]). Au total, cette épidémie aura entrainé
directernent ou indirectement 63 décés et 22 avortements.

Les cas étaient répartis dans 79 départements métropolitains (fig. 2) avec
une prédominance dans les régions Limousin, Alsace et Rhdne - Alpes. Cette
dispersion des cas a compliqué I'enquéte et a nécessité la mise en place d'un
dispositif exceptionnel.

2.2. Enquéte cas-témoin

Le dispositif était basé sur la collaboration des services extérieurs de
3 ministéres (Santé [D.G.S.), Consommation [D.G.C.C.R.F.], Agriculture

[D.G.AL]). Les médecins des D.D.A.S.S. étaient chargés de mener une
enquéte cas-témoins, les vétérinaires des D.S.V. d'effectuer des préléve-
ments au niveau des réfrigérateurs des malades et les agents D.D.C.C.R.F.
d'effectuer les préléevements au niveau de la distribution dans les établisse-
ments ou s’approvisionnaient les malades. Parallélement, la D.G.A.L. et la
D.G.C.C.R.F. avaient demandé de renforcer les contrdies dans les entreprises
de production et de distribution.

Figure 2. — Epidémie de listériose en France
Incidence par million d'habitants
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Etape 1

L'objectif de I'enquéte cas-témoin était de rechercher une association entre
la consommation d’un aliment et la maladie. Pour chaque malade, 2 témoins
étaient appariés sur le terrain (grossesse, cancer, diabéte...), le lieu d"habita-
tion, I'dge, et le sexe. Ne disposant pas d’emblée d'éléments d'orientation, le
champ d'investigation était trés large. Le questionnaire a été élaboré en pre-
nant en compte tous les produits pouvant étre le véhicule de cette épidémie
¢’est-a-dire essentiellement les produits [aitiers et carnés. 228 malades ont
été interrogeés (soit 82 %) et 324 témoins. L'interrogatoire n'a pu étre mené
auprés de certains malades dans le coma ou décédés. Pour la plupart des
produits, il a été impossible de connaitre les marques achetées par les
malades.

L'engquéte a été compléte dans 144 cas (interrogatoire du malade et de
2 témoins). Les taux de consommation de ces 144 malades ne différant pas
de ceux obtenus chez les 228 malades, I'analyse statistique a été effectuée
sur ces 144 tripiets (tabl. 1). Elle n"a pu identifier, de facon significative, d"ali-
ments consommeés plus fréquemment par les malades que les témoins. Tou-
tefois, la proportion de personnes ayant consommeé de la charcuterie était

* Reseau de Santé publique {hopital national de Saint-Maurice.
** Direction générale de la Santé.
*** Institut Pasteur (Paris).
**** Facuité de medecine {Nantes). \
Direction générale de 'alimentation.
Direction générale de la concurrence, de la consommation et de la
répression des fraudes.




Tableau 1. — Enquéte cas-témoin 1

Analyse statistique (cas appariés)
Malades Témeins Mantal-Hznzel
n =144 n = 288 P
% Y
Charcuterie. . . ... ... ii e 97,9 94,8 0,26
Charcuterie 8 la coupe . ............ 89,5 84,7 0,17
Pae . .. ii e 63.2 54,2 0.07
Rillettes . ... ..o vni it 26,6 27,1 0,91
Jambon. ... ... U 92,3 90,6 0,56
FFrOMAga . ..o v i i ve i i e 93,8 94,1 0,58
Pate molle, crodte fleurie. ... ...... .. 70.1 80,9 0,02
Pate molle, croGte Javée, . .. ......... 21,5 26,4 0,26
Pate pressée non cuite .. ........... 42,4 38,5 0,44
Pata pressée cuite. .. ... ... ... ... 79,2 82,6 0.38
Pate persillée . . .. ........ ... ..., 43,8 51,0 Q.15

plus élevée chez les malades que chez les témoins alors que les témoins
étaient plus fréquemment des consommateurs de fromage. Les résultats de
cette enquéte cas-témoin n'ont pas permis d’'incriminer un aliment particu-
lier mais ont permis d’orienter |'enquéte vers les produits de charcuterie.

Etape 2

La souche épidémique a été isolée dans plusieurs aliments prélevés a la
distribution. Il s’agissait principalement de produits de charcuterie vendus &
la coupe. Devant les résultats de {'enquéte cas-témoin et ceux de I'enquéte
microbiologique, un nouvel interrogatoire des cas et des témoins a été
effectueé.

Un interrogatoire, basé sur une liste détaillée de tous les produits de charcu-
terie pouvant étre tranchés a l'étal, a été mené chez 140 malades et
164 témoins. Le pourcentage de malades consommant de la langue en gelée
(46,5 %) était significativement plus élevé que celui des témoins (8,4 %).
L'association épidémiologique entre listériose et consommation de langue
de porc en gelée, est élevée (Odds ratio ; 9,2;1.C. : 3,8-22,4), Cette associa-
tion est plus forte dans le groupe des femmes enceintes (tabl. 2). L'analyse
des résultats au cours du temps met en évidence une association entre
consommation de langue en gelée et infection avec la souche épidémique de
Listeria monocytogenes pendant toute la durée de I'épidémie.

Tableau 2. — Enquéte cas-témoin 2

Analysa stratifiés selon |a forme de listariose

Langua de porc Mantai- Odds ratio
en gelée Hanzel avec appariament

Maiades Tamoins p 0.R. i.C.

N % N %

Forme maternelle/néonatale . . . .| 60 600 | 82 6.1 | <0.00001 16.8 (3.8-73.7}
Autres formes :

Total, oo oe e e 80 375 | 82 11,0 | <0.,0001 5 (1.6-15.9)
Sans patholegie sous-jacente. . . .| 44 500 | 52 9,8 | <0.0001 3.5 (2,1-45.0
Avec pathologie sous-jacente. . . .| 36 22.2 | 30 13.3 0.35 1.4 {0.2-10.0}

2.3. Préléevements alimentaires

Dans fe cadre de cette investigation, plus de 12 000 souches de Listeria
monocytogenes ont été isolées dans les aliments. Toutes ces souches ont été
adressées a I'Institut Pasteur pour lysotypie. 203 aliments contaminés par le
lysovar épidémique ont été ainsi identifiés. |l s’agissait principalement de
jambons, patés, produits en gelée et de quelques fromages. Une sensibilisa-
tion de I'ensemble des professionnels concernés {producteurs et distribu-
teurs) a été réalisée & plusieurs reprises au cours de 'enquéte. Une investiga-
tion a été faite chez tous les fabricants de produits ot la souche épidémique
a été retrouvée. Dans ces établissements, les procédés de fabrication ont été
revus et des mesures de désinfection ont été prises.

La langue de porc en gelée faisait partie des produits contaminés par la
souche du lysovar épidémique, avec un niveau de contamination élevé au
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stade de la distribution. Les souches de Listeria monocytogenes isolées &
partir des prélévements de langue de porc en gelée ont le méme profil
génomique que 93 % des souches humaines du lysovar épidémique.

Au cours de I'enquéte, la souche épidémique a été isolée sur différents ali-
ments vendus dans un méme rayon de vente a la coupe ainsi que sur des
ustensiles servant a trancher ces produits. Ceci suggére la possibilité de
contamination croisée entre différents produits vendus dans le méme rayon.
Les malades ont donc pu se contaminer en ingérant soit des produits conta-
minés a la production, soit des produits secondairement contaminés lors de
manipuiation & la distribution.

3. MESURES DE F"REVENT!ON MISES EN (EUVRE DANS LE CADRE
DE CETTE EPIDEMIE

Des recommandations d’hygiéne alimentaire tenant compte des résuitats de
cette investigation ont été diffusées, & plusieurs reprises, a 'attention des
consommateurs  risque. De la méme fagon, les organisations profession-
nelles des différents secteurs de la production et de la distribution ont éte
alertés sur le risque « Listeria » et sur la nécessité de le prendre en compte
dans le cadre de leurs auto-controles. Ainsi, plus de 2 000 établissements
laitiers et plus de 1 000 établissements de charcuterie ont fait 'objet d'in-
vestigations poussées {révision des plans d’hygiéne, validation des procédés
de fabrication). Les D.D.C.C.R.F. ont opéré 800 interventions dans les centres
de distribution. A cette occasion, les bonnes pratiques d’hygiéne dans les
rayons & la coupe ont été rappelées aux responsables des magasins.

4. CONCLUSION

Malgré la dispersion géographique de I'épidémie, 'alerte a pu étre donnée
grace a la sensibilié du systéme de surveiliance. Cela a permis aux pouvoirs
publics de mettre rapidement au point un dispositif d'investigation et
d’émettre des recommandations auprés de la population a risque. Grace a la
mobilisation des différents partenaires en particulier les médecins de
D.D.AS.S., les vétérinaires des D.S.V. et les agents des D.D.C.C.R.F.,
I'enquéte a pu aboutir & la maitrise de cette épidémie. L'enquéte cas-témoin
a montré son efficacité en identifiant un produit suspect d"étre a I'origine de
prés de la moitié des cas de cette épidémie. Les prélevements effectués dans
des magasins identifiés par I'interrogatoire des malades ont été décisifs dans
cette enquéte. En repérant les produits contaminés a la distribution, ils ont
permis de prendre des mesures a la production. Ces mesures ont di é&tre
déterminantes puisque depuis leur mise en ceuvre, I'épidémie s'ast arrétée.

Pour éviter qu'une telle situation ne se reproduise et pour limiter les cas spo-
radiques, il faut que le « risque Listeria » soit pris en compte par les produc-
teurs de fagon permanente en mettant en place au sein de leur entreprise des
systémes de contrdle efficaces. Les distributeurs doivent veiller 4 ce que
I'hygiéne des rayons a la coupe soit revue en tenant compte du risque de
contamination croisée. Le consommateur doit lui aussi veiller 3 respecter
quelques régles d’hygiéne élémentaire en évitant la contamination des ali-
ments entre eux dans le réfrigérateur et en évitant de conserver longtemps
des aliments qui seront consommés sans recuisson ultérieure. Méme en
dehors d'un contexte épidémique, le risque de listériose sporadique
demeure, aussi il est souhaitable gque les personnes a risque continuent de
suivre igs recommandations émises par le ministére de la Sante (tabl. 3).

Tableau 3. — Recommandations pour la prévention
des cas de listériose chez les femmes enceintes,
les patients immunodéprimés et les personnes igées

e Pour les achats de produits de charcuterie consommeés an I'état (pats,
rillettas, produits en gelée. jambon...) préférer les produits préamballés
aux produits vendus a la coupe; si ces produits sont achetés a la coupe,
ils devront étre consommeés rapidement aprés leur achat.

Eviter la consommation de lait cru et de produits 4 base de lait cru.
Cuire soigneusement les aliments crus d'origine animale.

Laver soigneusement les légumes crus et les herbes aromatigues.

Les restes alimentaires et les plats cuisinés doivent &tre rachauffés

soigneusement avant consommation immediate.

Conserver les aliments crus (viande, légumes, etc.) séparément des

aliments cuits ou préts  atre consommas.

® Se laver les mains, nettoyer les ustensiles de cuisine aprés la manipulation
d'aliments non cuits.

® Nettoyer fréguemment (2 fois par mois), et désinfecter ensuite avec

de I'eau javelliséa votre réfrigérateur.
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ANNEXE V:

Identification sérologique des Listeria.

DOMAINE D'UTILISATION

Les sérums anti-Listeria O Types 1, 4 et Poly sont recommandés
pour 1'identification de Listeria monocytogenes par la technigue
d'agglutination sur lame et en tube.

Les anticorps fluorescents Listeria Poly sont utilisés en
technigue directe d’immunofluorescence, pour 1’identification de
Listeria monocytogenes, de sérotypes 1 ou 4. Ces conjugués
permettent la détection des Listeria dans 98% des cas.

RESUME/PRINCIPE DU TEST

Dés 1910, Helphers pensait que L.monocytogenes pouvait étre
pathogéne pour 1'animal [1]. En 1924, Murray, Webb et Swann [2]
confirmérent cette observation. En 1929, Nyfeldt isola
L.monocytcgenes chez 1’'homme et la listériose est encore
considérée comme la derniere 1infection humaine reconnue [3]. De
nombreuses infections a Listeria étaient alors attribuées a
d’autres microorganismes. Des échantillons contenant Listeria
monocytogenes étaient souvent considérés comme négatifs et quand
une croissance étaijt observée, elle était, en général, attribuée
a4 des contaminants du Taboratoire.

Gray [4] constata que, chez 1'animal comme chez 1'homme, les
listérioses se manifestaient sous différentes formes, telles que
les méningites, les septicémies, les bactériémies, les
avortements, les endocardites et les conjonctivites. Winn, Cherry
et King [5] notérent une augmentation du nombre de cas de
listérioses recensés, simultanément a TJa mise en évidence de la
pathogénicité potentielle de L.monocytogenes. Selon Hood [6], il
est important que les laboratoires restent vigilants concernant
ces infections.

Les Listeria sont de petits bacilles mobiles, & Gram positif,
asporulés et non-capsulés. Leur mobilité est plus prononcée a
+20°C. Ce sont des germes microaérophiles gqui par conséguent, se
développent mieux sous une tension réduite en oxygéne. Listeria
monocytogenes a été retrouvée chez la plupart des animaux & sang
chaud (domestiques ou sauvages), lors d’états infectieux ou
asymptomatiques. Les Listeria sont largement répandues dans 1la
nature {7). L’identification des Listeria repose sur leur
isolement, leur caractérisation biochimique suivie d’'une
confirmation sérologique.
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Il existe 4 types connus de Listeria monocytogenes, numérotés de

1 4 4, suivant les antigénes somatiques. L'analyse sérologique
effectuée par Gray [4] aux USA indiqua que 32,8% des
L.monocytogenes étaient du type 1, 65,3% du type 4 et que les

types 2 et 3 représentaient moins de 1%.

La culture des Listeria est souvent délicate et lente, surtout
lors d’un isolement primaire. Des isclements directs réalisés a
partir d’un échantillon positif, peuvent parfois échouer. La
croissance peut é&tre facilitée aprés une pré- incubation a 4°C.
Cette technique reguiert plusieurs semaines, voire plusieurs
mois, avec des repiquages hebdomadaires ou mensuels, avant
d’obtenir une culture positive. Cependant, 1la gravité de 1la
Listériose nécessite une identification rapide du germe. Pour
cela, la technique directe par immunofluorescence est
particulierement intéressante. Des frottis réalisés a partir du
liguide céphalorachidien ou des tissus, peuvent étre examinés
directement gridce a4 cette technique. De plus, elle permet de
détecter directement les micro-organismes non-viables ou de
mettre en évidence des germes & partir d’'un échantillon dont la
culture est impossible.

REACTIFS

Test en tube et test rapide sur lame:

- Les sérums anti-Listeria O Types 1,4 et Poly sont des
antiglobulines de lapin, de titre éleve, stables . et
déshydratées. Il1s ont été préparés selon 1a méthode recommandée
par Gray [8] et Eveland [9].

Les sérums anti-Listeria O Types 1 et 4 sont spécifiques de ces
sérotypes tandis gue le Poly contient les agglutinines des
sérotypes 1 et 4 de Listeria monocytogenes.

Pour réhydrater 1les antisérums, ajouter 1 ml d’eau distillée
stérile dans chaque flaccn et agiter doucement par rotation
Jjusqu’a dissolution compléte. Conservés entre 2 et 8°C, ils
sont stables jusqgu’a Ta date d’expiration 1indiguée sur

1’étiquette.

- Les antigénes Listeria O Types 1 et 4, pour tests en tube ou
sur lame, sont des suspensions de Listeria monocytogenes, de
sérotypes correspondants, ajustées au pH et a la densité
recommandés [10]. Ils sont utilisés comme contrdéles positifs
pour le test en tube ou pour le test rapide sur lame.

~ Le tampon déshydraté IF pH 7,2 est un tampon phosphate dont le
pH est égal & 7,2. Réhydraté, il est utilisé pour préparer une
suspension de 1’antigéne.
Pour réhydrater le tampon, additionner 1le contenu d'un flacon
de 10 g & 1 litre d’eau distillée ou le contenu d’un flacon de
100 g A 10 litres d’eau distillée. Agiter jusgu’a dissolution
compléte. Conserver le tampon réhydraté entre 2 et 8°C. Ne pas
utiliser une solution trouble ou contaminée.
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Technique directe d’Immunofluorescence:

- Les anticorps fluorescents Listeria Poly sont des
antiglobulines Listeria de lapin, stables, déshydratées, de
titre élevé et conjuguées a la fluoresceine, comme recommandé
par Eveland [11,12]. Conservés entre 2 et 8°C, les anticorps, a
1’état déshydraté, sont stables jusqu’'a la date d’expiration
indiquée sur 1'étiquette.

Pour réhydrater les anticorps conjugués, ajouter 5 ml d’eau
distillée stérile dans chaque flacon et agiter doucement
Jjusqu’a dissolution compléte. Conserver entre 2 et 8°C. Les
anticorps sont préts a 1'emploi et ne nécessitent aucune

dilution.

- L'anti-globuline fluorescente de 1lapin est utilisée comme
contréle dans la technigque directe d’immuncfluorescence. Ce
conjugué permet de détecter le marguage non spécifique
de microorganismes tels que Staphylococcus.

Pour réhydrater ce conjugué, ajouter 5 ml d’eau distillée dans
un flacon et agiter doucement jusqu’a dissolution complete.
Préparer seulement la quantité suffisante d’anti-globulines
nécessaire pour une journée.

- Tampon déshydraté IF pH 7,2 : voir paragraphe précédent.
- Le Milieu de montage est un réactif a gradient de glycérine
standardisé, de pH 7,2. Conservé entre 15 et 30°C, celui-ci

reste stable Jjusqu’a la date d’expiration indiquée sur
1’étiguette.

PRECAUTIONS

Usage in vitro

L’utilisateur doit étre familiarisé avec les techniques d’immuno-
fluorescence. Pour plus d’informations sur les avantages et les
inconvénients de la technigue d’immunofluorescence, sur les
différentes techniques de marquage et sur les précautions
générales & prendre, demander la Fiche INFO 0173 "Méthode
d’immunofluorescence”. )
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PREPARATION DES ECHANTILLONS

Le'schéma suivant montre les méthodes d’isolement
d’'identification des Listeria.

Tissus

Faire macérer dans

MODE D' ISOLEMENT DE LISTERIA MONOCYTOGENES

Echantjllons cliniques

Liquide

un bouillon tryptosé

Test directe IF

Inoculer
Bouillon ou gélose tryptosé
Gélose McBride Listeria

Incuber 24 heures 3 37°C.
Observer les colonies
bleues-vertes, & 1'aide d'un
micrascope ou d'une loupe
binoculaire et faire une
nouvelle culture sur une gélase
tryptosée.

Tests de fermentation dans un
bouillon au Rouge de Phénol
+ 0,12 du sucre 4 tester

Faire une étude sérologique

Ecouvillon

Conserver le reste
de l'échantillon a 4°C

Si la culture est
négative, ré-ensemencer
périodiquement, tous
les deux ou trois mois.

et
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Apres 1’1isolement des Listeria, il est préférable de réaliser des
tests biochimiques, en suivant le protocole type indiqué
ci-dessous [10].

Fermentation en Fermentation plus Pas de

24-48 heures avec tardive ou négative fermentation

production de gaz

glucose arabinose dulcitol
lévulose galactose inosito]l
maltose ‘ glycero] inuline
salacine sorbitol mannitol
trenalose saccharose raffinose

Nitrate - Catalase +

M.R. généralement + Gélatine -

VP + Amidon -

Indole - ' Uréase

Macrotechnique en tube

1.

2.

Réaliser une <culture de 1'échantillon a4 tester dans un
bouillon ou sur une gélose tryptosée.

Faire une suspension du microorganisme a tester dans du tampon
déshydraté IF pH 7,2 réhydraté et contenant 0,3% de
formaldeéhyde.

Ajuster a une densité approchant celle d’'une solution de
Sulfate de Barium standardisée n"3 de McFarland.

Technique rapide sur lame

1.

2.

Réaliser une culture de 1’échantillon a4 tester dans un
bouillon ou sur une gélose tryptosée.

Faire une suspension du microorganisme a tester dans du tampon
déshydraté IF pH 7,2.

Chauffer cette suspension &4 80°C au bain-marie pendant 1
heure.

Centrifuger la suspension et éliminer grossiérement le
surnageant.

Remettre en suspension les microorganismes dans le

surnageant résiduel.
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TECHNIQUE D'AGGLUTINATION EN TUBE OU SUR LAME

A) Macrotechnique en tube

Matériel fourni

- Sérums anti-Listeria O Types 1,4 et Poly
- Antigénes Listeria O Types 1 et 4 (pour test en tube)
- Tampon déshydraté IF pH 7,2

Matériel nécessaire mais non fourni

- Tubes de Kahn et portoir
- Pipette sérclogigue

- Bain-marie a 50°C

- Réfrigérateur 2-8°C

Technigue

1.

ro

Préparer une rangée de 9 tubes sérologigues de Kahn. sur un
portoir, pour chacune des suspensions a tester. Ajouter 0,9 ml
de tampon contenant du formaldéhyde, dans 1le premier tube et
0,5 ml dans les autres tubes. A 1’aide d’une pipette de 1 ml,
ajouter dans le premier tube 0,1 m)l de sérum anti-Listeria O
Types 1,4 ou Poly réhydraté et mélanger doucement. Transférer

0,5 mt du tube 1 dans -le tube 2 et mélanger doucement. -

Procéder de la méme fagon jusqu'au tube 8 et jeter les 0,5 ml
prélevés du tube 8 aprés avoir mélangé. Le tube 9 sert de
contrdle négatif.

Ajouter 0,5 ml de la suspension d’antigéne (échantillon ou
contréle; dans Jes 9 tubes et agiter le portoir pour bien
mélanger. Aprés addition de 1’antigéne, les dilutions finales
de 1'antisérum vont du 1/20 au 1/2560, du tube 1 au tube 8
respectivement.

3. Incuber dans un bain-marie & 50°C pendant 2 heures. Laisser
les tubes toute une nuit au réfrigérateur entre 2 et 8°C.
4. Relever les résultats comme suit:
4+ 100% de cellules agglutinées
3+ 75% de cellules agglutinées
2+ 50% de cellules agglutinées
1+ 25% de cellules agglutinées
- 0% de cellules agglutinées
Contréle

Contréle positif : Antigéne Listeria O avec 1'antisérum

correspondant.

Contrdle négatif : 1 tube contenant du tampon phosphate réhydraté

avec une suspension du microorganisme a
tester (tube 9).

Pour la méthode, se référer au chapitre précédent: "Technigue”.
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Résultats

Le contréle négatif (tube 9) ne doit pas donner d'agglutination.
Dans le cas contraire, 1'antigéne n’est pas satisfaisant. Avec le
sérum anti-Listéria O, aucune agglutination ne doit &tre observée
pour des dilutions supérieures au 1/640.

B) Test rapide sur lame

Matériel fourni

~ Sérums Anti-Listeria O Types 1,4 et Poly
- Antigenes Listeria O Types 1 et 4 (pour test sur lame)
- Tampon déshydraté IF pH 7,2

Matériel nécessaire mais non fourni

- Lame en verre
- Compte-gouttes
- Bajn-marie & 80°C

Technigue

1. Mélanger 1 goutte de la suspension de microorganismes chauffée
avec 1 goutte d’antisérum dilué au 1/20 dans une solution
saline, sur une lame en verre et agiter pendant 1 & 2 minutes
en exergant un mouvement d’avant en arriere. ‘
De méme, mélanger sur wune lame de verre, 1 goutte de la
suspension de bactéries avec 1 goutte de tampon contenant 0,3%
de formaldéhyde. Mélanger pendant 1 & 2 minutes. Lire
1'agglutination.

rn

Contrdle

Contrdle positif : Sérum anti-Listeria O avec 1'antigene
correspondant sur lame.

Contrdle négatif : Tampon phosphate IF pH 7,2 contenant 0,3% de
formaldéhyde, avec 1 goutte de la suspension
de microorganismes.

Résultats

La suspension de bactéries dans 1le tampon ne doit pas dohner
d’agglutimation alors gqu’avec 1’antisérum correspondant, une
agglutination doit é&tre observée.

TECHNIQUE DIRECTE D’IMMUNOFLUORESCENCE

La technique directe d’immunofluorescence peut se réaliser Q4
partir de frottis tissulaires, de cultures isolées, de Tliquide
céphalorachidien, ou de méconium.

Dans le cas d’un frottis tissulaire, i1 est recommandé de colorer
les lames avec du Noir d’Eriochrome.




- 385 -

Matériel fourni

- Anticorps fluorescents Listeria O Poly
- Milieu de montage

- Tampon déshydraté IF pH 7,2

- Anti-globuline fluorescente de lapin

- Noir d’Eriochrome

Matériel nécessaire mais non fourni

- Lames de microscope

- Batonnets applicateurs

- Chambre humide

- Papier buvard

- Lameliles

- Microscope & fluorescence

Technique

1. Préparer des frottis de 1’échantillon sur une lame, ou
déposer une goutte de la culture mise en suspension dans du
tampon phosphate IF pH 7,2. Eviter d’utiliser une solution
saline pour diluer les cultures de Listeria.

Laisser sécher a 1’air libre.

Fixer le frottis, par immersion de la lame dans une solution
d’'éthancl a 95%, pendant 1 minute.

Sur un frottis réalisé a partir de 1’échantillion et sur un
frottis réalisé a partir d'une souche connue, déposer
quelques gouttes d’anticorps conjugué.

AJouter plusieurs gouttes d’anti-globulines fluorescentes de
lapin sur un second frottis de 1’'échantillon.

6. Reéepartir le conjugué sur toute la surface du frottis a 1’aide
d’un batonnet applicateur, sans abimer le frottis.

7. Incuber les lames 30 minutes & température ambiante, dans une
chambre humide. Pour quelques Tames seulement, i1 est
possible d'utiliser une boite de Pétri contenant un papier
filtre humide et de retourner cette boite sur Tles lames.

9. Eliminer 1’excés de conjugué et immerger les lames dans du
tampon phosphate pendant 10 minutes, en renouvelant le tampon
2 fois. Rincer les lames dans 1’eau distillée.

10. Sécher les Tlames doucement a 1'aide d’'un papier buvard.
Laisser secher & 1'air libre.

11. Ajouter une petite goutte de Milieu de montage au centre de

la zone marquée et poser la Tamelle.

Examiner chague frottis et noter 1’intensité ou 1'absence de

fluorescence. '

+ WM

[a4]

—
N

Résultats

Une fluorescence importante doit &tre observée avec Te contréle
positif. Pour le frottis avec 1’anti-globuline fluorescente de
lapin, la fluorescence observée doit étre faible voire nulle.
Dans le cas de résultats identiques pour Tles contrdles positifs
et négatifs, le test est invalide car le marquage a été non

spécifique.
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11 est préférable de colorer 1'échantillon au Noir d’Eriochrome,
s1 le marquage de cet échantillon par 1’anti-globuline
fluorescente de lapin n'est pas interprétable en raison du bruit
de fond.

Technique de coloration en contraste

I1 est recommandé de colorer en contraste, au Noir d’Eriochrome,
les frottis tissulaires marqués ou contenant des matiéres
étrangeres en excées (Hall et Hansen [13]).

Apreés addition de 1’anticorps fluorescent Listeria sur le
frottis, rincer la lame avec une solution de Noir d’Eriochrome
diluée au 1/10 et laisser colecrer pendant 10 & 15 secondes.
Réaliser la dilution & 1'aide du tampon phosphate. Cette solution
doit étre utilisée 1le jour méme. Eliminer 1’excés de colorant,
sécher la lame, déposer une goutte de Milieu de montage et
déposer la lamelle. La lame est alors préte pour 1’observation.
Les tissus et les matiéres étrangéres sont colorés en rose-rouge
ce qui contraste avec la couleur jaune-verte de la fluorescence

spécifiqgue.

LIMITES DE LA TECHNIQUE

Les technigues sérologiques utilisant les antisérums Listeria
pcur 1’identification de L.monocytogenes, permettent de mettre en
évidence 1'agent étiologique de 1’'infection. Une identification
compléte de la bactérie ne peut étre faite sans prendre en compte

les caractéristiques morphologigues, sérologiques et
biochimiques. La technique directe d’'IF ne permet qu’une
sdentification présomptive de L.monocytogenes. Les résultats

obtenus par cette méthode doivent étre confirmés par un isolement
4 partir d’une culture pure et par une étude des caracteéres

biochimiques.
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ANNEXE VI :

Listeria agglutinotest® Tetrakit.

PRESENTATION DES REACTIFS

1, Flacon de 2 mi-d'antigéne quantité suffisante pour 50 réactions.

2, Flacon de 1 ml de solution adsorbante (extrait antigénique de staphy}woocus
auraus),

3. Flacon de 1 mi de sérum de contrdle positif.

4, Flacon de 1 mi de sérum da contrdle négatif.

5. Flacon de 30 mi da solution tampon & pH 8,2, A utiliser pour la dilution dea sérums.

AVERTISBEMENT: Conzerver & 4+8 °C. Ne pas congaler. Avant l'amplol porter les

réaciits & lempérature amblante (22-25 *C) et blen agiter lantigdne pour obtenir une
suSpension homogena.

A) METHODE QUALITATIVE

1. Mettte sur ia lame une goutte du sérum & contrdler et une goutte d'antigéne latex, °

2. Mélanger avec un bitonnet en bols et agiler soignsusement |a lame.

3. Gi le sérum 8st positit, dans les 5 minutes il kera observé une agglutination.

4. Pour la contikrmation de la positivité mettre sur la lame une goutte du sérum a
contrbler, ajouter une goutte de solution pdsorbanite (exirait antigénigus de
staphylococcus aureus) 8t bien mélanger pendant 30 secondas.

5. Ajouter une goutte d'antigdne iatex et continuer comme pour (a réaction précédents.

6. Aprés 5 minutes kre te régultat en considérant qua;

a) Si apras Madsomtion on observe ancore una agglutination dvidente, le sérum &
contrilar paut étre considané posiiil spécifiqua pour ia Listeria;

b) Au contralre al aucune positivilé n'est démontrée, o sérum doll dire classéd
comme negatif.

B) METHODE QUANTITATIVE

La technique pour Je test quantitatif est la mdma qus pour le test qualitatif, & Pexception
prés que Pagglutination st faite & partir d'une série de dilution du sétum. -

INTERPRETATION DES RESULTATS

L'Agglutinotest Listeria esl constitué par une suspension slabilisée de particules de
imex de polyatyréne dur lesquelles sont adsorbés lee délerminants antigéniques les
pius significatits du genre Listaria c'est-a-dire les antiganes 1, somatique (0) et
flageliaire (H) et 4, somatique (0) et tiageliaire (H),
Un résultat positil signifie que le sujet possdda un niveau significatit d'anticorps antl
Listerin (Comvaspondant & un {itre supérisur & 1:160 dans la séroaggluiination an
éprouvetia); donc probablemant une infection en cours. On conssille de confimer o
diagnostic par une racherche en culture.
Lo rapport do tiires ¢levés anti Listeria devralt dtre conlrdld svec une suspension o
Staphylocoocus sureus (1) (2) en répétant |9 tost aprds une adsorption préliminaire du
sérum & contrbler,
Il est intéressant de &8 rappelar que pandant la groasessa I'Infection par Listeria peut
passer absolument asymptomatique jusqu'a avonament ou avec une gestation &
terme ou avec ia neissance d'uh nouveau-né atteint da leptoméningite, Dans quelques
cas d'avortement on & pu viaiment démontrar un titre élevé d'anticorps avec une
recherche en cullure négative (3) méme sl souveni une telle recharche donne des
réxuitate positits (4).
Vue | possibliité exdeuter un traitmant antiblotique et le rétablissament immédiat de

ia possibilité d'une grossasse k terme, I dépistage des cas d'infection devrait devenir
routinier (5).
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ANNEXE VI :

Galerie API 50 CH.

PRINCIPE

La galene APt 50 CH permet 'étude du métabolisme
des hydrates de carbone des microorganismes. Elle est
constituée de 50 microtubes APl comportant chacunune
zone d'anaérobiose (le tube), pour les études de fermen-
tation, et une zone d'aérobiose (la cupule), pour les
études d'oxydation et d'assimiiation.

Le premier tube, sans principe actif, sert de témoin néga-
tif. Les tubes suivants contiennent chacun une quantité
définie de substrat déshydraté, appartenant a la tamille
des hydrates de carbone et dérivés (hétérosides. poiyal-
coals, acides uroniques)

Ces substrats peuvent étre métabolisés par plusieurs
voies :

— L'ASSIMILATION se traduit par une CROISSANCE du
microorganisme dans la CUPULE quand le substrat est
utilisé comme seule source de carbone présente

— I'OXYDATION se traduit par un changement de COU-
LEUR dans la CUPULE, d0 a une production d’'acide en
aérobiose révélée par l'indicateur de pH du milieu
chaisi.

— ja FERMENTATION se traduit par un changement de
COULEUR dans ie TUBE, d{ a une production d'acide
en anaérobiose révélée parl'indicateur de pH du milieu
choisi

NOTE : La gaterie API 50 CH peut étre wilisée pour étudier
'une de ces trois voies. L.e milieu employé pour l'inocula-
tion de ces galeries doit étre choisi en fonction du méta-
bolisme étudié, et des exigences du groupe microbien
étudié.

MODE OPERATOIRE

- vour egalement la méthodologie recommandée pour
futihsation des milieux AP 50 CHL Medium, AP 50 CHB
Medium. APt 50 CHE Medium, API 50 CHS Medium

1 Préparation de l'inoculum.

e Cuitiver te microorganisme sur un milieu adapteé a sa
croissance

e Vernher la pureté de la souche

s Récolter cette culture par écouvillonnage d'un milieu
solide, ou par centnfugation d'un milieu iquide

e Preparer Ilnoculum dans le milieu approprié

2 Préparation de la galerie

Zhague galerie est constituee de 5 bandes (N91 a 5)
somprenant chacune 10 tubes numérotés

e preparer une boite dincubation (fond et couvercle)

e nscnrelaréferencedelasouche surlaianguette late-
rale

e repartir environ 10 mi d'eau dans les alvéoles du fond

e sortirunegalenedesonemballage, etla déposer dans
e tand de la boite d'incubation

e Le coffret AP1 50 CH (= 5 030 0) permet ia réalisation
de 10 tests. I se compose de :

- 10 galeries API 50 CH

— 10 boftes d'incubation

- 10 feuiiles de résultats

— 1 notice technique API 50 CH

e Pourutiliser les galeries APt 50 CH, il est nécessaire de
disposer de :

— Milieu d'inoculation
APt 50 CHE Medium (= 5 040 0),
AP} 50 CHL Medium (= 5 041 0),
APl 50 CHS Medium (= 5042 0),
APl 50 CHB Medium (= 5 043 0),
ou autre milieu adapté.

— Huile de poraffine (= 7 010 0}

— Portoir & ampoules (= 7 020 0)

— Pipettes Pasteur stériles (= 9 756 0) ou
PSlpettes (» 7 025 0)

— McFarland Standard (= 7 090 0)

— €couvillons stériles (= 7 061 0)

Plus le matériel de laboratoire :
— étuve

— bec Bunsen

— crayon marqueur

— réfrigérateur (+ 2°C + 89C)

CONSERVATION

Les galeries APl 50 CH se conservent a 2—89C jusqu'a la
date de péremption indiquée sur 'emballage.

3. inoculation

e Reépartir la suspension bactérienne a l'aide d'une
pipette stérile dans les 50 tubes de |a galerie en se
conformant aux précautions suivantes

— Inchiner légérement vers l'avant la boite d'incuba-
tion

— Tenir la pointe de la pipette contre le bord de la
cupule & la jonction du tube et de ta cupule

— Lorsquelie tube seul doit étre inoculé, ne pas dépas-
ser la limite supérieure du tube afin de conserver
une bonne anaérobiose

— Lorsque le tube et la cupule doivent étre compléte-
ment remplis. éviter la formation d'un ménisque
concave ou convexe.

— Incuber les galenes a ta température optimum de
croissance du groupe de microorgamismes étudiés
25°c 309, 37°C
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BANDE n°3
tube/ substrat

BANDE n%4
tube/ substrat

BANDE n®5
tube/ substrat

20 x-Methyi-D
Mannoside

21 z-Methyl-D
Glucoside

22 N Acety!
Glucosamine

23 AMYgdaline
24 ARButine
25 ESCuline
26 SALicine

27 CEllobiose

30 MELibiose
31 SACcharose/
Sucrose

32 TREbhalose

33 INUiine

34 Mel eZitose
35 RAFfinose
36 AMiDon

37 GlLycoGene

40 D TURanose

41 D LYXose

42 D TAGatose

43 D FUCose

44 L FUCose

45 D ARabitol

48 L ARabitoL

47 GlucoNaTe

BANDE n"4 BANDE n®2
tube’ substrat tube/ substrat
" TEMOIN 10 GAlLactose
' GLYcerot 11 GlLUcose
2 ERYthntol 12 FRUctose
3 O ARAbinose 13 MaNnosE
4 . ARAbinose 14 SorBosE
5 RiBose 15 RHAmnose
& D XYLose 16 DULcitol
7 L XYLose 17 INOsito!
8 ADOnito! 18 MANNitol
9 8 Methy-D 19 SORbitol
Xyloside

28 MAl tose 38 XyLiTol 48 2 Keto
Gluconate

29 LACtose 39 GENtiobiose 49 5 Keto
Gluconate

4. Lecture de la galerie

e Deux parameétres comptent pour la tecture des réac-
tions observées :

— 'intensité (croissance ou acidification)
— la vitesse d'apparition.

e La lecture des galeries doit se faire

— ades temps d'incubation définis (3H. 6 H, 24 H. 48 K
par exemple), dépendant du microorganisme et du
type de réaction étudié (fermentation ou assimila-
tion)

— de fagon semi-quantitative: On donne la note 0 aux
réactions négatives et 5 aux réactions positives
d'intensité maximale. Les notes 1, 2, 3. ou 4 sont
données aux réactions intermédiaires (3. 4 et 5 sont
considérées comme positives)

— Les résultats sont notés sur les feuilles de résultats
comme indiqué dans I'exemple [ls constituent le
profil biochimique du microorganisme
On peut aussi noircir ta colonne de la feullle de
réponse correspondant a chaque caractére a partir
de I'heure o0 une note positive (>3) est enregis-
tree

atie 8f

[l
'opi 50 CH

5. interprétation des résultats

Ce Profil Brochimique peut servir :

— a l'identification du microorganisme par comparai-
son a des profils types

— au typage épidémiologique de ce microorganisme
s'il a été montré que des biotypes épidémiologiques
existaient,

— alanalyse taxonomique d'un groupe de microorga-
nismes,

—a la classification d'une population bactérienne
mconnue en groupes homogénes

6 Controle

Les milieux et galeries font 'objet de contrdles de qua-
Ité systématiques aux différentes etapes de leur fabrica-
tion Un contréle bactérnologique estde plus réalisable au
laboratoire avec les souches suivantes

7. Elimination du matériel usagé

Aprés utilisation, ampoules, boites, pipettes et galeries
doivent étre incinérées ou décontaminees par autocla-
vage ou immersion dans de {'eau de Javel avant d'étre
jetées

APPLICATIONS

Pour certaines bactéries, des méthodologies et des
bases de données sont proposées
— Enterobactéries et autres baciltes Gram negatif
AP 50 CHE Medium (= 5 040 0)
— Bacténes lactiques . AP 50 CHL Medium (= 5§ 041 O)
— Streptocoques APl 50 CHS Medium (= 5 042 0)
— Bactllus - AP) 50 CHB Medium (= 5 043 0)
Pour les autres applications, voir la bibuographie

1. Streptococcus avium

2 lLactobacillus casei var alactosus

3 Bacillus polymyxa
4 Proteus mirabilis

M reaction positive

ATCC 35 665 (avec APl 50 CHS Medium)
NCFB 206 (avec API 50 CHL Medium)

ATCC 43 865 (avec AP1 50 CHB Medium)
ATCC 35 659 (avec APl 50 CHE Medium)

X réaction variable
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ANNEXE Viil :

Galerie API Listeria.

API LISTERIA est un systéme d'identification des
Listeria utilisant des tests standardisés et
miniaturisés, ainsi gu'une base de données spé-
cifique. Il permet également la caractérisation
du genre Listeria par élimination des espéces
n‘appartenant pas au genre Listeria.

Principe

La galerie AP LISTERIA comporte 10 microtubes
contenant des substrats sous forme déshydra-
tée, qui permettent ia réalisation de tests enzy-
matigues ou des fermentations de sucres.

Les réactions produites durant la période d'in-
cubation se traduisent par des changemenis de
coloration spontanés ou révélés par I'addition
de réactif. Aprés incubation 18-24 heures a
35-37° C, la lecture des reactions est realisée
visuellement avec le Tableau de Lecture et
I'identification obtenue grace a la Liste des Pro-
fits de la Notice Technique.

« Le coffret API LISTERIA permet de réaliser 10
tests, Il se compose de :

~ 10 galeries API LISTERIA

— 10 ampoules de Suspension Medium, 2 ml
— 1 réactif ZYM B

— 10 boites d'incubation

— 10 fiches de résuitats

- 1 notice technique

« Pour utiliser API LISTERIA, if faut en outre dis-
poser de :

— McFarland Standard (# 70 900). point 0.5 ou

Densitométre ATB Expression (# 15 500)
— Pipettes (# 97 560) ou PSipettes (# 70 250)
— Portoir pour ampoules (# 70 200)

Et egalement ie matériel de laboratoire : étuve a
37¢° C, réfrigérateur. bec Bunsen, crayon mar-
queur.

Conservation

Les galeries, le réactif ZYM B se conservent a
2-8° C et les milieux de suspension entre 2 et
30- C,jusqu'a la date limite d'utitisation indiquée
sur Femballage.

Le réactif ZYM B est sensible & lalumiére : entou-
rer les flacons d'une feuille d’aluminium. Toute
teinte rose traduit son altération. Ne sortir ce
réactif que le temps de son utilisation et ne pas
le laisser longtemps sur ia paillasse.

Composition des milieux et réactifs

« Suspension Medium

Eau distillée stérile 2 mi
« Réactif ZYM B

Fast Biue BB 035 g

2-méthoxy-ethanol gsp 100 m!

Mode opératoire
1. Sélection des colonies

— Verifier l'appartenance de {a souche a étudier
au genre Listeria (courts bacilles & Gram
positf. polymorphes, mobiles a 25° C mais
pas a 37 C. catalase positive et oxydase
négative).

— Les prélévements contenant souvent des
melanges de plusieurs especes de Listeria, il
est préférable de réaliser une subculture sur
gélose au sang a partir d'une colonie bien iso-
|ée. Incuber la boite 24 heures a 35-37° C.

NOTE - les milieux suivants peuvent étre utilisés
pour prélever tes colonies avant utilisation de la
galerie AP} LISTERIA :

— milieux gélosés au sang non sélectifs, a base
Columbia ou TSA, avec ou sans antibiotiques

— milieux sélectifs pour Listeria a I'exception du
milieu McBride qui inhibe I'expression enzy-
matique des bactéries sur la galerie API
LISTERIA. Si ce milieu est employé pour l'isole-
ment, réaliser une subculture sur gélose au
sang.

2. Préparation de la galerie

~ Reéunir fond et couvercle d’une boite d’incu-
bation et répartir environ 5 ml d’eau dans les
alvéoles du fond pour créer une atmosphere
humide.

— Inscrire la référence de la souche sur la lan-
guette latérale de la boite.

— Sortir la galerie de son embaliage individuel.

— Placer la galerie dans la boite d'incubation.

— Jeter |le sachet déshydratant.

3. Préparation de I'inocufum

— QOuvrir une ampoule de Suspension Medium,
2 m! (ou eau distillée stérile sans additif).

— Al'aide d'une Pipette ou d'une PSipette, prele-
ver quelques colonies bien isolées et réaliser
une suspension dopacité égale a celle de
I'étalon 0,5 de McFarland.

— Observer le type de hémolyse et le noter sur
la fiche de résultats, ce caractére constituant
un test additionnel.

4. Inoculation de la galerie

— Répartir la suspension bacterienne précé-
dente dans les cupules en évitant de faire des
bulles (pour cela, incliner la boite d'incuba-
tion vers l'avant et placer la Pipette ou la
PSipette sur le coté de la cupule) :

Remplir tube et cupule du test{DIM{(100 u!
environ, soit 2 gouttes de pipette Pasteur ou
5 gouttes de PSipette), en veiliant a ne pas
créer un ménisque convexe,

Remplir uniquement la partie tube des tests
ESC a TAG (50 ui environ, soit 1 goutte de
pipette Pasteur ou 2 gouttes de PSipette).
N.B. : La qualité du remplissage est trés impor-
tante : des tubes insuffisamment ou trop remplis
sont source de résultats faussement positifs ou
neégatifs.

— Refermer la boite d’incubation.

— Incuber 18-24 heures & 35-37° C en atmos-
phére aérobie.




5. Lecture de la galerie

— Ajouter 1 goutte de réactif ZYM B au test|DIM

— Lire dans les 3 minutes toutes les réactions
en se référant au Tableau de Lecture de la
Notice Technique.

— Noter les réactions en +/- sur la fiche de
résultats.

— Noter également le type d'hémolyse.

6. Interprétation

— Coder les réactions obtenues en un profil
numeérique : sur la fiche de résultats, les tests
sont séparés par groupes de trois et une
valeur 1, 2 or 4 est indiquée pour chacun. En
additionnant a l'intérieur de chaque groupe
les valeurs correspondant a des réactions
positives. un profil numerigue a 4 chiffres est
obtenu. -

- L'identification est obtenue en recherchant le
profilnumérique dans la Liste des Profils de la
Notice Technique.
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METHODOLOGIE / PROCEDURE

Suspeasiar Meclars

+*

L]

INOCULUM

INOCULATION

H 1
6510 Listeria monocytogenes o g E P s
7. Elimination du matériel utilisé e ’U‘ :
Aprés utilisation, ampoules, pipettes et galeries b | —— -
doivent étre incinérées ou décontaminées, par )
autoclavage ou immersion dans l'eau de javel, i
avant d'étre jetées. B L o
Limitations o4 N INCUBATION
Le systéme API LISTERIA est desting & lidentifi- e 37§l |
cation des bactéries du genre Listeria, et a elles . i
seules. e ]
L'interprétation des résultats de la galerie doit :
étre faite par un biologiste compétent qui pren- !
dra en compte l'origine du préléevement, les : ; LECTURE / READING
aspects micro et macroscopigues et eventuel- i i
lement les tests additionnels réalises. ' | ' ‘
|
' II St zemoB
AP LISTERIA i e
‘ i
|
i
INTERPRETATION
¥ oni - i
[ ]
yapPl LSTERIA TABLEAU DE LECTURE
RESULTATS
TESTS REACTIONS NEGATIF [ POSITIF
Z¥YM B < 3 mn
DIM Différenciation orange péle
L. innocua/L. monocytogenes rose beige orange
gris beige
ESC ESCuline (Hydrolyse) jaune péle noir
xMAN x-MANnosidase incolore jaune
DARL D-ARabitol (Acidification)
XYL D-XYLose (Acidification)
RHA RHAmnose (Acidification) rouge jaune
MDG «-Meéthyl-D-Glucoside (Acidification) rouge orangé jaune orangé
RIB RiBose (Acidification)
G1P Glucose-1-Phosphate (Acidification)
TAG D-TAGatose (Acidification)




2 150
2170
2 250
2310
2311
2 330
2 340
2 350
2370
2410
2 510
2 550
2711
2 750
2770
3 110
3120
3 130
31560
3170
3210
3 250
3270
3 300
3310
3311
3 330
3 340
3 350
3 360
3 370
3510
3 520
3711
3730

iﬁpi LISTERIA (v10)
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TABLEAU D’IDENTIFICATION/IDENTIFICATION TABLE

DIM ESC MAN} DARL | XYL RHA | MDG RIB GiP TAQ
Listeria grayi/murrayi 99100 99{100 1] 16| 33(100{ 0O} ©
Listeria monocytogenes o100 98! 87 1] 981100 1 51 0
Listeria innocua 89(100| 98|100] 2| 66} 98 1 6, 0
Listeria seeligeri 871100 5| 99| 99 0 99 1 ol ©
Listeria ivanovii 88 (100 0| 99| 97 41 99| 331 91] 0
Listeria welshimeri 90{100] 86|100| 98] 76| 99 1 0| 97

Listeria
Listeria
Listeria
Listeria
Listeria
Listeria
Listeria
Listeria
Listeria
Listeria
Listeria
Listeria
Listeria
Listeria
Listeria
Listeria
Listeria
Listeria
Listeria
Listeria
Listeria
Listeria
Listeria
Listeria
Listeria
Listeria
Listeria
Listeria
Listeria
Listeria
Listeria
Listeria
Listeria
Listeria
Listeria

yapi LISTERIA

A {DIM] ESC «<MAN A DARL XYL

RHA

% de réactions positives aprés 18-24 heures a 35-37° C
% of positive reactions after 18-24 hours at 35-37¢ C

LISTE DES PROFILS NUMERIQUES/NUMERICAL PROFILE LIST

ivanovii

ivanovii

ivanovii
seeligeri/ivanovii
welshimeri -
ivanovii

ivanovii

ivanovii

ivanovii
monocytogenes
monocytogenes
monocytogenes/ivanovii
welshimeri
ivanovii

ivanovii
seeligeri/innocualivanovii
grayi/murrayi*
grayi/murrayi/ivanovii
lvanovii

ivanovii
seeligeri/ivanovii
ivanovii

ivanovii
seeligeri/ivanovii
seeligeri
welshimeri
ivanovii

ivanovii

ivanovii

ivanovii

ivanavii

innocua
grayi/murrayi*
welshimeri
ivanovii

*Listeria grayi

Listeria murrayi

MDG RIB GtP

Y
N

)
N

O

59555965 9

TAG

Listeria vanovii

Listeria ivanovii

Listeria monocytogenes
Listeria monocytogenes/innocua
Listeria grayi/murrayi*
Listeria grayi/murrayi*
Listeria monocytogenes
Listeria seeligeri/welshimer
Listeria welshimeri

Listeria monocytogenes
Listeria monocytogenes
Listeria monocytogenes
Listeria grayi/murrayi*
Listeria monocytogenes
Listeria welshimeri

Listeria welshimeri

Listeria innocua

Listeria welshimeri

Listeria grayi/murrayi*
Listeria grayi/murrayi*
Listeria welshimeri

Listeria seeligeri/welshimeri/innocua
Listeria welshimeri

Listeria grayi/murrayi*
Listeria grayi/murrayi*
Listeria innocua

Listeria innocua

Listeria welshimeri

Listeria grayi/murrayi*
Listeria grayi/murrayi*
Listeria weishimeri

Listeria welshimeri/innocua
Listeria welshimeri

Listeria grayi/murrayi*

nitrate (-)
nitrate (+)

Y NN —

Origine/ Source/Herkunft/ Origen/ Prelievo

Autres tests/ Other tests/Weitere Tests/ Altri tests/ Otros tests

?

ident.

BIO MERIEUX SA /69280 Marcy-I'Etoile / France



N\
Schéma d'identification des espéces Listeria avec la galerie APl Listeria.
Listeria Listeria innocua | Listeria seeligeri | Listeria ivanovii | Listeria ivanovii Listeria Listeria grayi
Tests monocytogenes spp. ivanovii spp. welshimeri
londoniensis
DiM - + + \' Vv 3 +
Hydrolyse de
l'esculine + o+ + + + + +
a-Mannosidase + + - - - +
Acidification de :
D-Arabitol + + + + + + +
D-Xylose - - + + + -
L-Rhamnose + Vv - - - -
a-Méthyl-D-
glucoside + + + + + +
D-ribose - - - + - - +
Glucose-1-
phosphate - - - + v - -
. - - - - + -

D-Tagatose

- ey -
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1. DIM Différenciation L.innocua/L.monocytogenes

Ce test enzymatique met en évidence une arylamidase.

I. PRINCIPE CHIMIQUE
a) Activité enzymatique
Le test est fond€ sur I'hydrolyse d'un substrat naphtylamide par une arylamidase.

L'arylamidase dégrade un compos€ amino-acide-f-naphtylamide, par la reconnaissance de la liaison
CO-NH, et libére un acide aminé et une molécule de p-naphtylamine.

réaction générale :

R-B-naphtylamide ---------- > B-naphtylamide +R

R = radical amino-acide
E = ar; lamidase

iy D
R-":— —N — R_C_C OH H,N O
H H H
Amino Acide B-naphtylamide Acide Amin¢ libre B-naphtylamine

b) Détection

La B-naphtylamine libérée est non chromogénique. Sa présence est rév€lée par un sel de diazonium,
le Fast Violet BB (réactif ZYM B) pour former un compos€ azoique color€ en orange.

. INTERET

Ce test original breveté permet de séparer L. monocytogenes (-) de L. innocua (+), ou des autres
Listeria (+) ou V.
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2. ESC Esculine

Le test esculine permet d'étudier la capacité d'un germe a hydrolyser l'esculine en esculétine sous
I'action de la B glucosidase.

I. PRINCIPE CHIMIQUE

a) Activité enzymatique

L'esculine est un glucoside composé d'une partie non glucidique ou aglycone (esculétine) et de
glucose, fixé par une liaison beta. Sous l'action de la P glucosidase, l'esculine est hydrolysée en
esculétine et en glucose.

Esculine D-glucose + Esculétine
(6- B-Glucosidohydroxycoumarine) (6,7 dihydroxycoumarine)
+
Fe+++
b) Détection ‘

L'esculétine réagit avec le sel de fer présent dans la cupule pour former un complexe marron foncé a noir.
. INTERET

Toutes les Listeria sont ESC (+).
Ce test permet de confirmer l'appartenance des bactéries étudiées au genre Listeria.




3. aMAN
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alpha mannosidase

Ce test met en évidence une osidase.
PRINCIPE CHIMIQUE

a) Activité enzymatique

I1 s'agit d'un test chromogénique fondé sur I'hydrolyse d'un substrat osidique, le mannoside couplé a
un radical nitrophénol, la liaison entre le radical mannose et le p-nitrophénol, ainsi que le mannose
sont reconnus spécifiquement par I'o mannosidase correspondante.

CH,OH

(-FH")OH
H, O |

P

9
HO O

para-nitrophényl aD-mannopyranoside

b) Détection

osidase H H

aD-mannose para-nitrophénol

L'a mannosidase hydrolyse le substrat pour libérer du p-nitrophénol, spontanément color€ en jaune,

sans addition de réactif.
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4. DARL D-Arabitol

5. XYL D-Xylose

6. RHA Rhamnose

7. MDG alpha méthyi-D-glucoside
8. RIB Ribose

9. G1P Glucose-1-Phosphate
10. TAG D-Tagatose

Sept substrats glucidiques sont testés en fermentation.

I. PRINCIPE CHIMIQUE
a) Activité enzymatique

La fermentation se déroule en anaérobiose et entraine une série de clivages glycolytiques
enzymatiques. Les sucres sont transformés en 1, 2, 3 ou 4 composés carbonés. Le pyruvate est
l'intermédiaire central entre les hydrates de carbone et les produits finaux du métabolisme. 11 peut
également €tre un précurseur de l'acide lactique ou d'autres produits de fermentation tels que I'éthanol
ou le butanediol. _ ‘

L'acide lactique est le produit final de la fermentation du glucose associ€ a de petites quantités
d'éthanol et de gaz carbonique.

La séquence chimique est connue sous le nom de voie d’Embden et Meyerhof :

Hydrate de carbone -------------- > dihydroxyacétone phosphate
Voie de Embden Meyerhof +
glycéraldéhyde --------- > acide pyruvique -------- > acide lactique

b) Détection

La formation de produits acides fait virer 'indicateur de pH (rouge de phénol).

Il. INTERET

Les Listeria sont DARL (+).
Ce test permet de confirmer I'appartenance des bactéries étudices au genre Listeria.

Elles sont également MDG (+) (seules L. grayi et L. murrayi sont variables pour ce test).




I. PRINCIPE DU TEST

- 408 -

ANNEXE IX :

MICRO-ID Listeria.

Le Micro-ID listeria contient des disques de papier filtre imprégnés par les réactifs qui permettent
de détecter la présence d'enzymes spécifiques et/ou des produits du métabolisme de Listeria permet
tant une rapide différenciation du genre Listeria au niveau des especes.

Les réactifs incluent les substrats qui réagissent avec les enzymes bactériennes et le syst€éme de
détection qui réagit avec les produits terminaux du métabolisme formés au cours de l'incubation,
pour produire un changement de couleur zacilement lisible. les quantités de réactifs sont appliquées
de telle sorte que les matériaux incompatibles soient séparés jusqu'a ce que la galerie soit inoculée.

Les réactions chimiques du Micro-ID sont données par le tableau suivant.

TEST

VP
Vosges-Proskauer
Production d'acétoine

N
Nitrate réductase

PD
Phénylalanine désaminase

H2S
Sulfure d'hydrogéne

REACTION CHIMIQUE

Le glucose et le pyruvate sont convertis en acétylmé -

thylcarbinol (AMC Acétoine), lequel est oxydé en
diacétyl avec KOH. Il constitue un complexe coloré
avec l'arginine et 1'alpha-naphtol (rose a rouge).

Le nitrate est réduit en nitrite formant un complexe
avec l'acide sulfanilique, celui-¢i s'associe avec un
dérivé de 'alpha-naphtyl-amine pour constituer un
complexe coloré (rouge).

La phénylalanine est désaminée en phénylpyruvate,
lequel se colore en présence d'ions ferriques (vert).

Le thiosulfate de sodium est réduit en H2S lequel
réagit avec l'acétate de plomb pour produire un
sulfure de plomb de coloration noire. (*)

(*)Toute coloration brune de la partie supérieure du disque indique une réaction positive.
Cette réaction peut étre assez faible pour Micro-ID Listeria.




1
Indole

OD
Ornithine Décarboxylase

LD
Lysine Décarboxylase

M
Utilisation du malonate

U
Uréase

E
Hydrolyse de 1'esculine

ONPG
Béta-galactosidase

XYL
Fermentation du xylose

RHAM
Fermentation du rhamnose

MANN
Fermentation du mannitol

SORB
Fermentation du sorbitol
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Le tryptophane est métabolisé en indole, lequel
forme un complexe coloré avec le P-Diméthyl-
aminebenzaldéhyde (rose & rouge).

L' ornithine est décarboxylée en putrescine,
laquelle augmente le pH de la suspension et
change la couleur de l'indicateur, le pourpre de
bromocrésol (pourpre a rouge).

La lysine est décarboxylée en cadavérine,
laquelle augmente le pH de la suspension et
change Ia couleur de I'indicateur, le pourpre de
bromocrésol (pourpre a rouge).

Le malonate est oxydé en produits alcalins,lesquels
changent la couleur de l'indicateur , le bleu de

bromothymol (vert bleu).

L' urée est hydrolysée en ammonium et dioxyde de
carbone. Ceci entraine une augmentation du pH
qui modifie la couleur de l'indicateur, le rouge cré-
sol (orange a pourpre).

L' esculine est hydrolysée en glucose et esculétine.
L'esculétine réagit avec l'ion ferrique pour donner
une coloration noire. '

L' o-nitrophényl-béta-D-galactosidase est hydro-
lysée par la béta-ralactosidase en béta-D-galacto
se et en o-nitrophénol, de couleur jaune ou jaune
pile.

L'acidité produite par la fermentation du xylose
change la couleur de 1" indicateur, le pourpre
de bromocrésol (jaune).

L'acidité produite par la fermentation du rhamnose
change la couleur de I' indicateur, le poupre de
de bromocrésol (jaune).

L'acidité procluite par la fermentation du mannitol
change la couleur de I' indicateur, le pourpre de
de bromocrésol. (jaune).

L'acidité produite par la fermentation du sorbitol
change la couleur de ' indicateur, le pourpre de
de bromocrésol (jaune).
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I. PR DURE

1. Sélectionner une colonie suspecte isolée et l'ensemencer en stries sur milieu TSA-YE pour
confirmer la pureté. Incuber le TSA-YE a 37°C pendant 24 heures ou jusqu'a ce que la croissance
soit satisfaisante.

2. Quand une culture pure est obtenue, effectuer les tests Gram, oxydase et catalase. Seules les
bacéries Gram positif, oxydase négative, catalase positive doivent €tre testées sur le Micro-ID.

3. Mettre en suspension les colonies dans 4,6 ml de solution saline stérile dans un tube a essai.

Les bactéries en suspension doivent avoir une turbidité égale au standart n° 1 de Macfarland.
Utiliser cet inoculum pour le CAMP test et pour l'inoculation de 1' unité de Micro-ID Listeria.

4. Ouvrir I'emballage métallisé et placer 'unité de Micro-ID Listeria a plat sur la paillasse.
11 ne faut pas enlever la bande plastique couvrant les puits.

5. Inscrire le numéro d' échantillon sur l'espace prévu sur le coté droit du couvercle.

6. Ouvrir le couvercle et pipeter approximativement 0,3 ml de la suspension bactérienne dans
chaque puits d' inoculation (puits supérieurs).

7. Fermer le couvercle et placer la galerie verticalement sur son support. S' assurer que les bactéries
en suspension soient en contact avec les disques de substrat et ne pas coucher la galerie ( les
disques de détection doivent rester secs).

8. Incuber & 35-37°C.

9. Apres 4 heures, noter les réactions de 1' esculine (E) et du rhamnose (RHAM). Si les deux sont
positives, L. monocytogenes est suspecté et la galerie doit étre incubée pendant 20 heures
supplémentaires. Si ces tests sont négatifs, la bactérie n' est pas L. monocytogenes

10. Apres 24 heures d'incubation, placer 1'unité a plat sur la paillasse, ouvrir le couvercle et ajouter
deux gouttes (0,1 ml a peu pres ) de KOH a 20% dans le puits d'inoculation du test de VP
uniquement. Ne pas ajouter de KOH dans les autres puits d'inoculation.

11. Fermer le couvercle et mettre la galerie en position verticale. Il faut étre siir que le KOH a
coulé dans la solution du test VP. Ensuite faire tourner 1' unité de Micro-ID Listeria de 90° dans
le sens des aiguilles d'une montre de telle sorte que les disques dans les cing premiers puits
soient humidifiés.

Remettre la galerie en position verticale et s'assurer par tapotement que la solution n'est pas
piégée sous les disques d'identification.
12. Lire toutes les réactions immédiatement a l'exception du test VP (Laisser 1a couleur se
développer pendant 10 minutes approximativement dans le puits et, ensuite, lire le résultat).

Lire la couleur des disques supérieurs pour les 5 premiers tests et la couleur des suspensions
pour les 10 tests restant.

Effectuer un CAMP test avec S. aureus béta-hémolytique et R. equi et un test d'hémolyse sur gélose
au sang
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I IDENTIFICATION
La différenciation des espéces du genre Listeria est basée sur un code a 8 chiffres (octal code).

1. Reporter les résultats du test (positif ou négatif) dans les espaces appropri€s sur la feuille de
résultat. Les chiffres pour chaque test positif sont indiqués au dessus de "test result”.

Dans chaque groupe de 3 tests, les chiffres pour une réaction positive sont de 4 pour le coté
gauche, 2 pour la position centrale et | i droite.

Le chiffre pour un test négatif est 0 quelque soit la position.

2. Additionner les chiffres pour chaque groupe de 3 tests ot noter la somme dans ' espace approprié
sur " Sym of pecitives values

Qctal Code CAMP Reaction ID g-hemolysis
S.aureus R. equi

Art. 04044 + - L. monocytogenes +
44040 - - L. innocua -
44041 - - L. innocua -
44042 - - L. murrayi or L. grayi -
44043 - - L. murrayi or L. grayi -
44044 + - L. monocytogenes +
44044 - - L. innocua -
44045 + - L. monocytogenes +
44045 - - L. innocua -
44046 - - L. murrayi -
44047 - - L. murrayi -
44050 - + L. ivanovii +++
44050 - - L. welshimeri -
44050 + - L. seeligeri +
44050 Co- - L. seeligeri +
44051 + - L. seeligeri +
44051 - - L welshimeri -
44051 - + L. ivanovii +++
44054 - - L. welshimeri -
44055 - - L. welshimeri -
44064 + - L. monocytogenes +

44065 + - L. monocytogenes +




Résultats du test MICRO-ID.

Souches CAMPICAMP fHémo-J VP N |PDy{H.S | | [ODJLDY M} U | E |ONPG|XYL{RHAM|MANN]SORB
Sa Re lyse
L. monocytogenes| + - + +1-1- + -1 -1-1-1-1+ vV - + - V
L. seeligeri + - + +1-1-1+1-1-t-1-1-1+ - + - - Y
L. ivanovii - + + +1 -1 - + -1 - S I A T - + - - vV
L. grayi - - - +1 -1 -1t +1-1t-1-1-1-1+ - - - + Y,
L. murrayi - - - +1 -1 - + - - - I N S . - V + vV
L. welshimeri - - - +1-1-1 + -1 -1 -1-1-1+ - + vV - vV
L. innocua - - - +1 -] - + - - - -1 -1+ . . v - v

-Cly -
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ANNEXE X :

AutoMicrobic.

Tests biochimiques de la fiche d'identification Gram-positif en microaérophilie

Contréle de la croissance
Bacitracine
Opticine
Hémicellulose
NaCl 6 %

Bile 10 %

Bile 40 %
Esculine
Arginine contrble négatif

Arginine

Urée Tréhalose

Rouge de tetrazolium Arabinose

Novobiocine Pullulane

Dextrose Pyruvate
Lactose Inuline

Mannitol Mélibiose

Raffinose Mélézitose

Salicine Cellobiose
Sorbitol Ribose
Saccharose Xylose

Tests biochimiques de la fiche d'identification Gram-négatif

Aérobie

Microaerophilie

DP-300 (2, 4, 4'-Trichloro-2'-hydroxydiphény!

éther)

Glucose (voie oxydative)
Contréle de la croissance
Acétamide
Esculine
"Plant indican”
Urée
Citrate
Malonate
Tryptophane
Polymyxine B
Lactose/Lactose 10 %
Maltose
Mannitol
Xylose

Raffinose

Sorbitol
Saccharose
Inositol
Adonitol
Acide para-coumarique
H.S
ONPG
Rhamnose
Arabinose
Glucose (voie fermentative)
Arginine
Lysine
Controle de base

Ornithine
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ANNEXE XI :

Schéma d'analyse des produits carnés.

Enrichissement : 25g d'échantillon dans 225ml de UVM
+ la solution d'acriflavine
incubation 24H & 30°c

Enrichissement secondaire :

"

0,1lml de UVM

P 10 ml de FRASER

incubation 24H & 30°c

Isolement : étalement sur gélose Oxford
incubation 24-48H a 37°c

Repiquage des colonies suspectes sur TSA + YE
incubation 24H & 30°c

Examen des colonies en lumiere oblique suivant la technique d'HENRY

Repiquage d'une colonie suspecte dans un bouillon TSB + YE
incubation 24H & 37°c

Réaction de confirmation : coloration de Gram
catalase
mobilité
épreuve de CAMP
attaque des hydrates de carbone
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ANNEXE Xl :

Schéma d’analyse des produits laitiers.

DIAGRAMME DU MODE OPERATOIRE

Enrichissement : 25 g ou 25 ml dans 225 ml de bouillon EB
incuber a 30°C pendant 48 h en général
24 h et 48 h pour lelait cru,
48 h et 7 jours pour les fromages

A
Isolement : gélose Ox, ou PALCAM ou MOx

N

confirmation : s€lectionner 5 colonies typiques
1soler sur gélose TSAou TSA+YE
incuber 4 30°C pendant 24 h
identification des colonies

Echantillon de fromage : Prise d'essai

La recherche de listeria monocytogenes est effectuée sur un échantillon moyen de 25 g de
fromage. Il s'obtient en prélevant sur chacun des 5 fromages d'une fabrication identique, une
prise d'essai de 5 g. La prise d'essal de 5 g est réalisée de la mani¢re suivante :

Déballer le fromage, puis a l'aide d'une sonde a fromage de préférence, prélever
aseptiquement sans ¢liminer la croute ; le rapport pate - croute doit étre d'environ 2/3 - 1/3.
Rassembler les 5 prises d'essai de 5 g dans le bol stérile d'un agitateur rotatif ou dans un sac
plastique stérile (cas du Stomacher).

Transférer aseptiquement 225 ml du bouillon d'enrichissement sélectif. Puis homogénéiser
pendant 2 min.

Si nécessaire, transférer aseptiquement dans un récipient stéiile de capacité appropriée.
Incuber a 30°C pendant 48 h et 7 jours.
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ANNEXE XIII ;
Méthode pour la recherche de Listeria monocytogenes du 24 Juin 1983.
I Domaine d'application

La préseate norme décrit le protocolc pour la recherche de Listeria monocytogenes dans taus les produits destiné

a la consommation humaine ou 4 'alimentation animale, par cmcmsscmcnn, isolement sur mulieux selectifs pUIS
identification des colonies.

Cette mcquc est la methode bactériologique préconisée dans le cadre des contrdles officiels et des autecontrdles.
(note )

2 Définitions

Listeria spp Microorganisme formant des colonies typiques sur un milieu sélectif solide et prc'sc'uan: les
caraceérisugues morpnolog1qucs physiologiques et biochumiques décrites ci-aprés lorsque les essais sont effectuss
conformement a la présente methode.

Listerta monocvtogenes : Espécs de Lisrerta considérés comme pathogéne et qux peut £tre dmcrc'xc'c' des autres
especss non pathogenes pour homme grics 4 ses caraciéres biochimiques spécifiques.(note 2)

Recherche de Listeria monocytogenes : Détermination de |a préseace ou de I'absence de cz microorganisme dans
une masse ou un volume détermune, en effectuant les essats par la présente méthode.

3 Principe

Lz recherche de Listeria monocytogenes nécsssite les phases suivantes (voir également le diagramme en annexe
A

3.1 Earichissement primaire en milieu sélecaf liquide.
-\;outc' la prise d'essai dans le bouiilon Fraser~demi, de fagon a obtenir un rapport pnsc d'essai / mulien
d'enrichisscment égal 2 1/10 (masse 2 volume ou volume 3 voiume). Puis incubation 4 30°C pendant 18h 124 h.

3.2 Isolement de ["enrichissement pnmmre sur.un milieu sélectif gélosé
A parur de I3 culture obtenue e (3.1), ensémencsment d'une des deux geloses suivantes : Oxford ou PALCAM.
Incuber a 37°C pendant 20 ha 24 het, si nécessaire 43 h.

3.3 Enrichissement secondaire en milieu selectf liquide
Réalisation d'une subculture par inoculfation de 0,1 ml de |2 culture obtenue en (3.1) dans 10 mi de bouiilon
Fraser. Incuber 2 37°C pendant 18 h 2 24 h puis réincuber de nouveau 18 ha 24 h.

3.4 Isolement de I'enrichissement secondaire
A parur des cultures obtenues en (3.3),  la fin de chacune des 2 périodes d'incubation, ensemencement de 'un d2
deux milieux sélecufs gélases suivant : Oxford ou PALCAM.

3.5 ldentification .

Examen des milieux d'isolement apres 20 h a 24 h et, si nécessaire 40 h 4 48 h, d'incubation afin de détecter la
prescnce de colonies caractéristiques, présumeces étre des Lisrerta spp.

Repiguage sur une gelose non sélective, par exemple trptone soja agar cxtrait de levure (TSAYE) puis
wdenuriczuion a l'aide de tests morphologiques.physiologiques ct biochimiques. (note 7-)

'-‘1( 1

as inethodes “dites rapides” validéss par I AFNOR peuvent aussi cure uulisées.(voir la note de service
DGAL ZDHA/N®2053 du 9 mars 1993)
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4 .Diluant, Milieux de cuiture et Réactifs

l;l.l Généralités
Pour les prauqucs ¢ourantes de laboratoire, voir NF V 08-002
Pour améljorer la reproductibilité des resultats, il est recommandé d'utiliser, pour la prcparauon des milieux de

sulture, des composants de base déshydratés ou des milicux complets déshydratés. De la méme facon les milieux

préts a I'emploi, les préparations commerciales de réacufs peuvent étre utilisés. Les prescriptions du fabricant
dotvent étre suivies scrupuleusement.

4.2 Diluant
Voir NF V 08-010 et la norme spécifique traitant du produit & examiner.

4.2 Milieux de_culmre
4.2.]1 BOUILLON D'ENRICHISSEMENT SELECTIF

4.2.1.1 Bouillon d'enrichissement pour Listeria (formule Fraser-demi)

Composition
- Proteose peptone 50¢g

Tryptone . 50¢g
Extrait de levure 50¢g
Exrrait de viande 50¢g
Chlorure de sodium 200¢g
Hydrogénophosphate disodique dihvdraté 120¢g
dihydrogénophosphate de potassium 1,35 g
Esculine 1,0g
Citrate de fer I ammoniacal 0,500 g
chlorure de lithium 3.0g
Acriflavine (chlornydrate) 0,0125g
Acide nalidixique (se! de sodium) 0,0i0 ¢
Eay 1000 ml

Préparation

Suivre les indications du fabricant pour les mulieux complets deshydratés, du commerce,
Mélanger tous les composants, sauf 'acide nalidixique, l'acriflavine et le citrate de fer, avec I'eau, et chauffer
modérément jusqu'a dissolution compiéte. Ajuster le pH de sorte qu'apres stérilisation il soit de 7,2, Répartir en
flacons a raison d'un volume V = 9 fois la masse ou le volume de la prise d'essai. Stériliser le mulieu 2 121°C
pendant 15 mun.
Apres refroidissement et juste avant ['utilisation ajouter les trois derniers composants sous forme de soiutions
stérilisées par filtration, par exemple pour 1000 mi de base,

5 mi d'une solution agueuse de chiorhydrate d'acriflavine 2 0,25%

5 mi d'une solution aqueuse 2 0,2% de sel de sodium de I'acide nalidixique

10 ml d'une soluton agqueuse 2 5% de citrate de fer [II ammoniacal
Remarque :
Seul I'acide nn.hdxxlquc peut étre ajoute en méme temps que les composants de la base et autociavé.
Dans le cas ou la solution stock est conservée 3 +4°C, dissoudre lesel de sodium de l'acide naiixique dans une
solution d'hydroxyde de sodium 0,05 M
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4.2.1.2 bouillon d'enrichissement pour Lisreria (formule de Fraser)

Composition (selon Fraser J.A. et Sperber V. H., 1988, J. Food Protect ; modifié¢ par Mc Clain D et LEE WH..
1989, USDA- FSIS Microbiology communication n°57)

Proteose peptone 5,0g
Tryptone 50¢g

Extrait de levure 50g

Extrait de viande 50¢g
Chlorure de sodium 200¢g
Hydrogenophosphate disodique dihydraté 120¢g
dihydrogénophosphate de potassium 1,35 g
Escuiine 1,0g
chiorure de lithium 30¢g
Acriflavine (chlorhydrate) 0,025¢g - X
Acide nalidixique (se! de sodium) 0,020g v
Citrate de fer III ammoniacal 0,500 ¢

Eau 1 000 mi

Préparation

Suivre les indications du fabricant pour les milieux complets déshydratés, du commerce.

Mélanger tous les composants 3 l'exception de 'acriflavine, de I'acide nalidixique et du citrate de fer avec l'eau, et
chauffer modérément jusqu'a dissolution compléte. Ajuster le pH de sorte qu'aprés stérilisation il soit de 7,2.
Répartir en tubes a raison de 10 mi . Sténliser le milieu a 121°C pendant [5 mun.

Apres refroidissement et juste avant |'utilisation, ajouter 2 10 mi

« 0,] ml d'une solution agueuse a 0,2% de sel de sodium de 'acide nalidixique sténlisée par filtratuon

» 0,! ml d'une solution agueuse d'acriflavine a 0,25% sténlisés par filtration .

« 0,1 ml d'une solution aqueuse de citrate de fer HI ammomnacal 2 5%

Remarque :

Seul l'acide nalidixique peut étre ajouté en méme temps que les composants de la base et autociave.

Dans le cas ou la solution-stock est conservée a +4°C, dissoudre le se! de sodium de I'acide naldixique dans une
solution d'hvdroxyde de sodium 0,05 M

422 MU TUX D'ISOLEMENT

4 2 2 | Gelose sclective pour Listerta (formule Oxford)
4.2.2.2 Gélose sélective pour Listerta (formule PALCAM)
4.2.5 MILIEUX D'IDENTIFICATION

4.2.3.1 Gélose trytone soya extrait de levure (T.S.A.Y.E.)

4.2.5.2 Gélose au sang »
Les geloses au sang prétes a l'emplot peuvent étre utilisées ; ou utiliser la gélose décrite ci-dessous

Milieu de base : blood agar base n® 2, soit :

protecse peptone 15 g/t
hydrolysat de foie 2,59/
extrait de levure jgh
chlorure de sodium g/l
Agar agar , 121
milicu complet :  blood agar base n° 2 4
eau 100mi
suspension d'hématies 5a7ml

ou sang de mouton ou cheval défibnné

Prcparation

Pour préparer le milicu complet, au choix utiliser du sang défibnné ou une suspension d'hématies.

Preparauon de la suspension d'hématies : recuetllir du sang d'un animal sain (mouton, bovin ou cheval) dans des
conditions sténies dans des tubes contenant un liquide stérile de composition suivante
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acide citrique 29g
citrate trisodique 80 g
glucose 180 g
eau 840 ml

Meélanger 50 mi de ce liquide #'! litre de sang. Centrifugera 900 g (g = 9,811 m_/sz) pendant 30 n'un
Eliminer le plasma stérilement’et resuspendre les hématies dans un volume equivalent au volume initial d'une
solution de chlorure de sodium isotonique (0,85%). Faire deux lavages au mouns.

Dissoudre les composants de base dans l'eau en portant a ébullition. Ajuster le pH de sorte qu'aprés stérilisation ii
soitde 7,0 .

Ajoutér au milieu de base fondu et refroidi a 45°C environ, le sang de mouton ou de cheval défibriné stérile ou la
suspension d'hématies. Mélanger convenablement et couler en boite de Pétn stérile a raison de 12 ml 2 20 ml.

4.2.3.3 Gélose mobilité

L'un deux milieux suivants peut étre utilisés
* milieu SIM

* mulieu mobilité
composition

Peptone de caséine 200g
Peptone de viande 6,lg
Agar agar 35¢g
Eau 1 000 ml

Preparation

Mélanger les composants déshvdratés ou le miiiex complet déshydrate avec l'eau, ez chauffer modérement jusqu'a
dissolution compléte. Ajuster le pH de sorte qu'apres sténiisation il soit de 7,3. Répartir en tubes a rison de 3ml
par tupe. Sténliser a 121°C peadant 15 mun.

4.2.3.4 Milieux pour la fermentation des hydrates de carbone.

Milieu de base (purple broth base)

Composants
Proteose peptone 100¢g
Extrait de viande 1,0g
chlorure de sodium 508
Pourpre de bromocresol 0,02g
Eau 1 000 mi
Preparation

Mélanger les composants déshydratés ou le milieu complet déshydraté avec 'eau, et chauffer modérément jusqu'a
dissolution compléte. Ajuster le pH de sorte qu'apres sténiisation il soit de 6,8. Répartir en tubes de sorte qu'apres
sténilisation ils contiennent 9ml dans le cas d'ajout de solution, 10 mi lors d'utilisation de disques imprégnes
d'hydrate de carbone. Stériliser a 121°C pendant 15 min.

Solution d'hvdrate de carbone

Composition
Hydrate de carbone (xylose ou Rhamnose) . Sg
Eau 100 mi

Préparation
Dissoudre séparemment les hydrates de carbone dans 'eau et sténliser par filtration en utilisant une membrane de
porosite 0,45 um.

Milieu compiet

Préparer des milicux dont la concentration finale en xylose ou rhamnose est de 0,5-p. 100 soit par adjonction de 1
ml dc solution.de xylose ou rhamnose & 9 mi de uiieu de base, soit par addition d'un disque 4 10 ml de milicu de
base.
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2.3.5 C.A.M.P. (test de Christie, Atkins, Munch-Paterson)

Souches test

Une souche de S(aphy/ococcn/ﬁ‘ aureus fortement béta-hémolytique par exemple CIP 5710 (Collection de I'Institut
Pasteur de Parns)

Une souche de Rhodococcus equi, par exemple CIP 5869,

[l est recommandé de détenir des souches de Lisreria des différentes espéces.

Entretenir les cultures par exemple sur des géloses wnclinées TSAYE incubées a 37°C pendant 24 2 48 h et
stockéss a 4°C. Repiquer les souches réguliércment (au moins une fois par mois).

S Mode opératoire

3.1 Prise d'essat

[l est important que le laboratoire reoive un échantillon réellement représentatif, non endommagé ou modifi¢ lors
du transcort et de ['entreposage.

Pour la preparation de I'échantiilon et la prise d'essai, voir la norme [SO 6887 et les normes concernant pour le
produit 3 examiner.

Pour la oréparation de la suspension-mére, utiliser comme diluant le milieu d'enrichissement préconisé pour la
phasc pnmaire de l'ennchissement.

n
1

rhase d'enrichissement

v

2.1 ennchissement primaire

[ntroduirc une quantité (x) de prise d'essai (masse ou volunie) dans un volume du premier bouillon d'ennchis-
scment, formule Fraser-demi (4.2.1.1), de fagon a obterur un rapport prise d'essai / miiieu d'ennchissement de
1710 (rapport masse/volume ou volume/volume).

incuber a 30°C pendant 18h a 24h.

3.2.2 Eanchissen.ent secondaire

Prelever 0,1 mi du boutillon Fraser-demi incubé obtenu en (5.2.1). ¢t inoculer 10 mi de bouillon d'ennchissement
fcrmule Fraser (4.2.1.2).
Incuber 2 37°C pendznt 18 h a 24 h et réincuber jusqu'a 42 h - 48 h.

3.3. Isolement de Listeria spp
Par ¢chanullon, 3 géloses au moins sont ensemenceées :

A partir d= 'ennichissement primaire

Prelever a l'aide d'une anse bouclée un aliquot du bouillon demu-Fraser incubé (5.2.1) et isolcr sur une gélose
Oxtord. ou PALCAM.
incuber 2 27°C pendant 20 h 4 24 h et si nécessaire 48 h.

A camr de l'enrichissement secondaire

Procéder comme ci-dessus a partir du bouillon d'enrichisscment formule Fraser incubé 18 ha 24 h (5.2.2)ct
renouveler 'opération a partir du méme bouiilon incubé 42 h a 48 h.

3.4 ldentification

3.1 ldenufication presomptive de Listerta spp - observaton des géloses d'isolement
c:amincr chacune des 3 géloses d'isolement (5.3) apres 20 h a 24 h et, si nécessaire 48 h d'incubation.

* sur aclosc sciective pour Listeria formule Oxford. les /isteria forment en 24 h des colonies grises ou gns-
verdlires luisantes. d'environ | mm de diametre, entourees d'un halo brun-noir ; apres 48 h d'incubation, les
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colonies typiques ont un diamétre d'environ 2 mum, sont Incrustées dans ia gélose ¢t présentent une dépression
centrale.

* sur gélose séiective pour Listeria formule PALCAM, les coionies ont le méme aspect mais sont de
couleur verditre.

Sélectionner S colonies typiques sur chague boite. S'il y en a moins de £, les retenir toutes.

5.4.2 Identification du genre et de 'espece

L'un des protocoles cités ci-dessous peut étre suivi :

« La technique classique consiste a purifier la colonie puis a l'identifier 2 l'aide de tests morphologiques,
physiologiques et biochimiques (méthode classique en tubes ou méthode par galeric miniaturisce).

« Une technique alternative consiste a identifier Listeria monocytogenes par la mise en évidence d'une séquenc
spécifique de son ADN (par exemple 4 l'aide de.sondc par hybridation ou par PCR).

Seule la méthode dite classique est décrite ci-desssous.

5.4.2.1 Isolement des colonies sélectionnées sur TSAYE.

Incuber 2 30°C ou 3 37°C pendant au moins 24 h.

Les colonies de Listeria mesurent environ | mm de diamétre, sont transiucides, non pigmentéss ; soumises & un
éclairage de Henry, cllcs apparaissent bleudtres avec une surface granuleuse.

5.4.2.2 Tests de confirmation du genre
réaction de la catalasc
coloration de Gram.

examen de la mobilite :

L'examen de la mobilit¢ est realisé soit au microscope sur un etat fras (1), soit en milieu gelose (2).

(1) Préparer un étalement d'une suspension d'une colonie en soluton saline 3 0,85%. Examiner au microscope | les
Listeria présentent unc mobilité en pirouctte cracténstque a 25°C - 30°C.

(2) Sur un= gelose mobilité inoculés par pigiire centraic et incubes 48 h 4 25°C, les Listeria poussent autour de la pigure
et présentent le plus souvent unc pousse typique dite en ombrelle.

Sélectionner les souches catalase (+), Gram (+) et mobile

5.4.2.3 Tests d'identification de l'espéce, Listeria monocytogenes
* CAMP test

* Hémolyse

* Fermentation du xylose ¢t du rhamnose

5.4.2.4 Résumé des tests d'identification
L.monocyrogenes est Gram (+), catalase (+), mobile, CAMP/R. equi (-), CAMP/S .aureus (+), D-xylose (=),
rhamnose(+).
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ANNEXE A 1: Schéma du mode opératoire

Enrichissement : 1 ére phase
X g oit X ml dans un volume (9X) de la base du bouillon "Fraser-demi”
y
ncuber 4 30°C

J
pendant 18 ha24h = Isolement sur Oxford ou PALCAM

4

2éme phase
0.1 ml du bouillon "Fraser-demi" dans 10 ml de bouillon "Fraser"”

Incuber a 37°C

U

18ha24H =  isolement sur Oxford ou PALCAM
) 4

42had48h = isolement sur Oxford ou PALCAM

Identification :

par des tests morpillogiques, physiologiques et biochimiques (gaienie de tubes ou galene mintaurisés)
isolement des colonies caractensuques sur TSAYE
identification du genre : Gram, catalase, mobilité
identification de I'espéce : CAMP, hémolyse, xylose, rhamnose

ou par toutes autres mcthodes donnant des resultats equivaients

ANNEXE A 2 Identificanion des espéces de Listeria

Espéce hémolyse CAMP- Test D-xylose L-rhamnose mannitol reduction des
R. equi S. aureus Nitrates

L. monocviogenes + - + - + - -

L. innocua - - - - Vv - -

L. ivanovii + + - + - - -

L. welshimeri - - - + \V/ - -

L. secligeri + - + + - - -

L. grayi - - - - - + -

L. murravi - - - - - + +
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ANNEXE XIV :

Méthode de dénombrement de Listeria monocytogenes dans les produits végétaux
ou d'origine végétale.

Conformément A Y'article 2 de I'arrété du 13 mare 1992 relatif au
(ontrole microbiologique des produits végétanx ou d'origine végé-

tale, les Jaboratoires chargés de concourr A I'application de la régle.
mentation concernant la répr.ssion des fraudes sont tenus d'utiliser
la méthode mentionnée ci-dessous pour effectuer le dénombremen
de Listeria monocytogenes dans les produits végétaux ou d'origine
végétale, .

MICROBIOLOGIE - METHODE DE DENOMBREMENT DES LISTERJ4
MONOCYTOGENES - TECHNIQUE PAR COMPTAGE DES
COLONIES A 37¢C. .

1. Objet et domsine d’application

La présente méthode donne les dircctivqs pour le dénomlfre{n;m
des Listeria monocytogenes dans les produn.s' végétaux ou d'origine
végétale destinés 4 la consommation humaine par comptage des
colonies 4 37 oC,

2. Réferences

NFV08-010: 1982 (ISO 6887) - Microbiologic - Directives géné.
rales pour la préparation des dilutions en vue de I'examen microbio-
logique. ' o '

NFV 08-002 ; 1985 (ISO 7218) - Microbiologie - Directives géné.
rales pour les examens microbiologiques.

3. Définitions

Dans le cadre de la présente méthode, les définitions suivantes
sont applicables.

3.1, Listeria spp : micro-organismes formant des' colc_mics caractéris-
tiques 4 la surface de milicux de culture sélectifs et possédant
les propriétés morphologiques et biochimiques décrites lorsque
I'essai est exécuté selon la présente méthode.

3.2. - Listeria monocytogenes: Listeria spp. considérées comme
pathogénes et qui donnent des réactions de confirmation spéci-
fiques positives quand ces essais sont exécutés selon la présente
méthode. .

4, Principes

1. Ensemencement en surface dc milicux de culture sélectifs déter-

4.2,

4.3,

4.4,

5.1,

5.2,

5.3

minés, coulés en boite de Pétri, avec une quantité définie de
Iéchantillon pour essai, si le produit est liquide, ou de la sus-
pension mére pour les autres produits. Le comptage des
colonies sera effectué sur un des trois milieux sélectifs men-
tionnés en 5.3.

[?ans les mémes conditions, ensemencement des dilutions
décimales obtenues A parur de 'échantillon pour essai ou de lz
suspension mére.

Incubation de ces boites en akrobiose 4
24 heures e¢t/ou 48 heures.

Repérage et comptage des colonies caractéristiques obtenus sur
les milicux sélectifs, puis confirmation par les tests morph. lo-
giques et biochimiques.

Calcul du nombre de Listeria monocytogenes par gramme ou pat
millilitre d'échantillon, 4 partir du nombre de colonies obtenues
dans des boites choisies aux niveaux de dilution donnant un
résultat significatif.

37 C pcndhnl

5. Milleux de culture et diluant

Composants de base :

Pour améliorer la reproductibilité des résultats, il est recom-
mandé d'utiliser, pour la préparation du milieu de culture, des
composants de basc déshydratés ou un milieu complet déshy-
draté. Les prescriptions du fabricant doivent étre suivies scruni-
leusement.

. Les produits chimiques utilisés doivent étre de qualité analy-
tique reconnue.

L'eau utilisée doit ére distillée ou déionisée, exempte de
substances susceptibles d'inhiber la croissance des Listeria dans
les conditions de I'essai.

Les mesures du pH doivent étre effectuées au moyen d'un pH
métre & compensation de température,

Si le diluant et les milicux ne sont pas utilisés extemporané-
ment, ils doivent, sauf spécifications contraires, étre conscrvés 4
I'obscurité entre 0 et §oC pendant un mois aw maximum dans
des conditions évitant toute modification de leur composition.
Diluant :

Se reporter 4 la norme NFV 08-010 (I1SO 6887) et & la norme
internationale spécifique du produit & examiner.

Milicux utilisés pour le dénombrement de Listeria monony*"
genes.
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5.3.1. Milicu d'isolement d’Oxford Curtis (1) :
s.3.1.1. Milicu de basc !
Composition : T
Mélange spécial de peptanes : 230g;
Amidon de mais : 1,0 g}
Chlorure de sodium : 5,0 g ;
Esculine: 1,0 8 ;
Citrate ferrique ammoniacal : 0,5 g ;
Chlorure de lithium : 15,0 g ;
Agar agar: 12,0 2 18,0 g (2) :
Eau : | 000 ml.

(1) artis G.D.W., Mitchell M.G., King ALF. and Griffin EJ. (1988, Per-
sonnal Communication, John Radcliffe Hospital, Oxford, U.K.)
(2) Selon les prescriptions du fabricant.

Préparation :

Dissoudre les composants ou le milieu complet déshydratés
dans I'eau, en portant 4 ¢builition.

Si nécessaire, ajuster le pH, de sorte qu'aprés stérilisation il
soit de 7,2. .

Répartir le milieu gélosé dans des récipients appropriés. Stéri-
liser 2 121 eC pendant 15 mn.

5.3.1.2. Supplément pour 1 | du milieu de base :

Cycloheximide : 400 mg ;

Colistine suifate : 20 mg ;

Acriflavine HCl: S5 mg ;

Cefotetan : 2 mg ;

Fosfomycine : 10 mg ;

Ethanol : 5 ml ;

Eau stérile : 5 ml

Dissoudre dars le mélange ean/éthanol.

$.3.1.3. Milieu complet : ajouter la quantité de supplément appro-
priée au milieu de base fondu et refroidi 4 environ 45 °C, bien
homogénéiser, et couler e¢n boites de Pétri stériles.

Les. boites ainsi préparées peuvent étre stockées quinze jours
entre 0 et 5.°C A I'abri de la déshydratation (boite & I’endroit en
sac plastique fermé hermétiquement).

5.2 2. Milieu d'isolement de Mox (1) (Oxford modifi¢ au Moxa-
lactam).
5.3.2.1. Milieu de base:

Composition :

Gélose columbia modifiée : 38,1 g ;

Esculine: 1,0 g

Citrate ferrique ammoniacal : 0,5 g ;

Chlorure de lithium : 15,0 g ;

Colistine : 0,01 g ;

Eau : 1 000 ml.

{1} MacClain and Lee, May 24, 1989, FSIS method for isolation and iden-
tification of Listeria monocytogenes from processed meat and pouitry pro-
du«?u_, Laboratory communication ne 57, Microbiology Division, Food safety
an inzpection service U.S. Departement of Agriculture, Beltsville, Md.

Préparation :
Dissoudre les composants de base ou le milieu complet
déshydraté dans I'cau en portant 4 'ébuilition,
Si nécessaire, ajuster le pH de sorte qu'aprés stérilisation il
soit de 7.
Répartir le milieu de base gélosé dans des récipients appro-
priés, stériliser 4 121 °C pendant 15 mn.
53.2.2. Supplément pour | } de milieu de base :
Moxalactam : 0,02 g ;
Eau stérile : 2 ml.
Dissoudre aseptiquement le moxalactam dans [’eau ou fiitrer.
5.3.2.3. Milieu complet : o
Ajouter la quantit¢ de supplément appropriée au milieu de
base -fondu et refroidi 3 environ 45°C, bien homogénéiser et
couler en boites de Pétri stériles. Les boites sinsi préparées peu-
‘égni ;;rc conservées quinze jours eaviroa entre 0 et 5°C (voir
53.3. Milieu de Palcam (1) ;
5.3.3.1. Milieu de base :
Composition :
M¢élange spécial de peptones : 23,00 g ;
Amidon de mals : 1,00 g ;
Chlorure de sodium : 5,00 g ;
Jlucose : 0,50 g ;
Aannitol : 10,00 g ;
Zsculine : 0,80 g ;
Citrate ferrique ammoniacal : 0,50 g ;

Chlorure de lithium : 15,00 g ;
Rouge de phénol : 0,09 g ;
Agar agar: 12 2 18,00 g (2) ;
Eau : | 000 mi.

(1) Van Netten P., Yan de Ven A, Perales I and Moseel D.AA. (1988). A
selective and diagnostic medium for use in the enumeration of Listeria son
in foods. Int. J. Food Microbiol. 6.187-198.

(2) Sclon les prescriptions du fabricant.

Préparation :
Dissoudre des composants de base ou le milieu complet
déshydraté dans I'eau en portant i {"ébullition.
Si nécessaire, ajuster le pH de sorte qu’aprés stérilisation il
soit de 7,2.
Répartir le milieu de base gélosé dans des récipients appro-
priés, stériliser 4 121 oC pendant 15 mn.
53.3.2. Supplément pour ! | de mélange :
Acriflavine HCl : 5,0 mg ;
Ceftazidime : 20,0 mg ;
Sulfate de' Polymyxine B : 10,0 mg ;
Eau stérile ; 10 ml.
Dissoudre aseptiquement les composants dans 'eau.
5.3.3.3. Milieu complet.
idem 5.3.2.3,
5.4. Milieux de confirmation :
54.1. TS.AY.E.:
Composition :
Trypticase : 17,0 g ;
Soytone.: 3,0 g
Extrait de levure : 6,0 g ;
Chiorure de lithium : 5,0 g ;
Phosphate bipotassique ; 2,5 g :
Glucose : 2,5 g;
Agar agar: 12,0 4 18,0 g (1)
Eau: [ 000 mlL

(1) Selon les prescriptions du fabricant.

Dissoudre les composants de base ou le milien complet
deshydraté dans I'eau A !'¢bullition, si nécessaire, ajuster le pH
de sorte qu'aprés stérilisation il soit de 7,3.

Répartir le milieu dans des récipicnts appropriés. Stériliser 4
121 °C pendant 15 mn.

Conserver entre 0 ¢t 5°C, un mois maximum, en évitant toute
déshydratation du milieu surtout &'il est coulé en boite de Pétri.

5.4.2, Gélose aun sang :

Milieu base ; milieu 5.4.1.

Milieu complet : ajouter au milicu de base fondu et refroidi 3
45°C environ, 7 p. 100 de sang de mouton défibriné stérile.
Mélanger convenablement et couler en boite de Pétri stérile.
Conservation entre 0 et 5 °C, un mois maximum.

5.4.3. Gélose mobilité (milieu SIM) :

Extrait ‘de viande 3 g. - Extrait de levure 6 g. - Peptone
10 g. - Chlorure de sodium 5 g. - Agar agar 3 g 4 6 g. - Eau
1000 mi. - pH 7,4.

Répartir 4 raison de 6 ml dans des tubes de 16 x 160 mm,
Stériliser 2 121 oC pendant 15 mn,

5.4.4. Milieu pour la fermentation du xylose et du rhamnose.

Milieu de base ; géiysate 10 g. - Chlorire de sodium 5 g. -
Pourpre de bromocrésol 0,02 g. - Eau 1000 ml. - pH 68.
Répartir 2 raison de 10 ml zn tubes de 16 x 160 mm, lors de
'emploi de gluci-discs ou 9 ml si on ajoute la sotution de sucre.
Stériliser 4 121 °C pendant 15 mn, Les solutions de D. xylose,
L. rhamnose (voir ci-dessous) peuvent tre remplacées par des
gluci-discs Bioméricux.

Pour les deux hydrates de carbone, préparer des solutions 4
5 p. 100 en cau distillée. Stériliser par filtration en utilisant une
membrane de porosité 0,45 um.

Ajouter | ml de solution de xylose ou de rhamnose 4 9 ml de
« milies base » afin d'obtenir une concentration (inale a
0,5 p. 100 d'hydrate de carbone.

5.4.5. Eau oxygénée.
Solution 4 3 p. 100.

5. Appareillage et verrerie

Le matériel courant du laboratoire de microbiologie ¢t un dispo-
sitif pour le test d'illumination d'Henry. o
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Falscaau de lumiére blanche

Qbservalion directe

boite

. ;'
de
miliew

Trépied

EXAMEN DES BOITES POUR LE REPERAGE
DES COLONIES SUSPECTES

Test d'illumination d'Henry .

Pour la source lumineuse, vous pouvez utiliser « Bausch and
Lomb Micholas Illuminator, cat. n° 3}-33-05-28, voir Fisher 86
catalog p. 1036 »,

Réf : Listeriosis H.P.R. Seeweer, Hafner publishing Co., New
York, 1961, p. 2

7. Echantillonnage

Effectuer I'échantillonnage conformément a2 la norme internatio-
nale spécifique du produit concerné.

S'il n'y 2 pas de norme internationale spécifique disponible, il est
recommmandé que les parties concernées se mettent d’accord 3 ce
sujet.

8. Préparation de ’échantillon pour essai

Voir la norme internationale spécifique du produit concerné.

S'il n'y a pas de norme internationale spécifique disponible, il est
recommandé que les parties concernées se mettent "d'accord & ce
sujet.

9. Mode opératoire

9.1. Prise d'essai, suspension mére ¢t dilutions.

Se reporter 2 la norme NFV 08-010 (ISO 6887) et 4 la norme
internstionale spécifigue du produit 4 examiner. .

9.2. Ensemencement.

9.2.1. Transférer, avec une pipette stérile, 0,1ml de I'échantillon
pour essai s'il est liquide ou 0,1 ml de la suspension mére pour
les autres produits 4 la surface d'une boite de milieu
gélosé (5.3.1) préalablement séché et/ou le milieu 5.3.2 et/ou le
milieu 5.3.3. Répéter I'opération avec la dilution 107 et les dilu-
tions suivantes si nécessaire.

9.2.2. Etaler I'inoculum le plus rapidement possible 4 la surface du
milieu gélosé en essayant de ne pas toucher les bords de la
boite avec |'¢taleur en verre. Utiliser un étaleur en verre stérile
pour chaque boite. Laisser sécher les boites avec leur couvercle
durant environ 15 mn A la température ambiante, '

9.3. Incubation :

Retourner les boites préparées selon 9.2.2 et les faire incuber
durant vingt-quatre et quarante-huit heures dans l'étuve réglée
437 % 1eC

9.4. Sélection des boites et interprétation :

Aprés vingt-quatre heures d'incubation, repérer les colonies
caractéristiques éventucllement présentes.

Incuber & nouveau les boites 2 37 & | oC durant vingt-quatre
heures supplémentaires, et repérer les nouvelles colonies earacté-
ristiques.

Ne retenir pour le dénombrement que les boites (9.2.1 et 9.4)

Miroir plat

renfermant entre 15 et 150 colonies caractéristiques. Choisir, en
vue de la confirmation, 5 colonies caractéristiques A partir de
chaque boite. ) )

$'il y a moins de 15 colonies caractéristiques sur les boites
ensemencées avec le produit liquide non dilué ou avec la dilu-
tion la plus faible pour les autres produits, il est possible de
faire une estimation corame décrit-dans 12 norme Staphylococcus
aureus (NFVY 08-014 : 1934).

Aspect des colonies caractéristiques. .

Aprés vingt-quatre Leures d'incubation, les souches de Lis
teria développent des rolonies noires verditres associées a4 un
noircissement du milicu. Aprés quarante-huit heures, les
colonies noires, au centre déprimé de | & 2 mm de diamétre,
sont cernées d'un -halo brun noir,

10. Confirmation

10.1. Prélever le nombre de colonies suspectes requis et isoler en
strics 4 la surface de la gélose TSAYE (5.4.1) coulée en boites
de Pétri et séchée, pour purification. Incuber & 37 «C pendant
vingt-quatre heures ou jusqu'd ce que la croissance soit satisfai-
sanie.

Examiner les boites de Pétri et repérer les colonies suspectes
A l'aide d'un faisceau lumineux blanc suffisamment puissait
pour illuminer "convenablement la boite en le dirigeandt #e
maniére 4 atteindre le fond de la boite sous un angle de 45 °C.
Lorsque {'on examine sous ‘cette lumidre transmise en oblique ¢t
en position perpendiculaire su-dessus de la boite, les Listeria
présentent des surfaces « bleues-grises » (voir appareillage). Si
les boites de TSA.YE ne présentent pas un grand nombre de
colonies typiques convenablement isolées, réisoler une colonie
typique puis procéder de la maniére suivante :

Les colonies typiques sont soumises & I'épreuve de la catalase
et 4 la coloration de Gram. Si la culture prisente des petits
bacilles Gram positif et une catalase positive, poursuivre les
épreuves pour identifier Listeria monocytogenes.

Fermentation du xylose et du rhamnose.

Inoculer les deux milieux liquides et les incuber 4 37 oC nen-
dant sept jours, bien que la plupart des n‘:act{ons positives pu.s-
sent apparaitre en vingt-quatre et quarante-huit heures.

Epreuve du Camp :

Utiliser pour cette épreuve une gélose au sang de mouton
(5.4.2) préalablement séchée.

Cette épreuve facilite l'appréciation du pouvoir béta-
hémolytique des espéces L. monocytogenes et surtout L. seeligen
Il est recommandé d'utiliser une souche de S. aureus ayant unc
zone de béta-hémolyse importante et une souche de Rhodc
coccus equi qui en exaltant la béta-hémolyse de L. ivanovii la fail
paraitre sous un aspect caractéristique en forme de pelle. Les
deux souches sont disponibles au Laboratoire central d’hygi¢n®
alimentaire, 43, rue de Dantzig, 75015 Paris.

Prélever une colonie typique et faire une préparation pour ud
cxamen & ['état frais. Sur une lame porte-objet, émulsionner 3
colonie dans unc solution 4 C,85 p. 100 de chlorure de sodium +

l
l
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recouviir avec une lamelle ¢t examiner au microscope en L. monocytogenes. Si la culture est présumée positive, appliquer
contraste de phase avec un objectif & immersion. ) I'éprauve suivante.

L. monocytogenes s¢ présente sous la forme de bacilles La mobilit¢ peut étre confirmée par ensemencement en pigtre
minces, courts, animés de légers mouvements rotatifs ou 'd'unc de milieu SIM (5.4.3).
mobilit¢ ¢n piroucttes. Il s¢ peut que la mobilité soit réduite ou Incuber 4 30 oC pendant quarante-huit heures et cxaminer la
absente, ceci étant dd 4 la températuce d'incubation de 37 °C de croissance autour de la piqdre. La croissance autour de la
la bofte. Il y a licu d'avoir toujours pour comparaison unc piqire peut &tre faible ; si elle est négative, observer aprés
culture de contréle positive. Les caccibacilles &pais ou bacilles cing jours en laissant la culture 3 température ambiante (20 a
animés d'une mobilité extrémement rapide ne sont pas des 25 oC) (mobilité en parapluie).

INOCULATION DES BOITES DE CAMP. TEST ~

Souche de L. mococyt. témoin

B hémolyse faible

souche de
Rhodococcus equi

souche de Staphylocaccus aursus
hémolytique

souche da L. jvanovii témoin

Hémolyse en « pallie »

souches a tester

Gélose sang souche L innocua témoin

Les souches sont ensemencées en stries «en échelle » ; avec un espacement d’environ 1 cm entre les stries horizontales (Listeria) et
d'environ { & 2 mm entre chaque strie horizoatale et les deux stries verticales (R. equi et S. aureus).

A la suite d'un certain nombre d'essais et afin d'éviter des probiémes d'interprétation, il s’avére que certains résultats de I'épreuve de Camp
mentionnés dans le tableau 3 du protocole FDA peuvent donner les réactions suivantes :

RHODOCOCCUS EQUI
ESPECES S. AUREUS XYLOSE RHAM,
FDA LCHA
L. monocytogenes + - + - - +
L. ivanovii - {7 + + -
L innocua 3 - - - - v
L welshimeri - - - + v
L sealigeri. + faible - + faible + -

(") Pouvoir hémolytique positif mais non exalté.
-~ Sérogroupage. ~ Lysotypie.

Toutes les souches présentant un pouvoir hémolytique (L. monocyrogenes, L. ivanovii et L. seeligeri) doivent étre expédiées 4 :
Centre national de référence des Listeria, professeur Courtieu, Laboratoire de microbiologie et hygiéne, UF.R. dc médecing, B.P. 1G24
44035 NANTES CEDEX 0l.

) 11. Expression des résuitats
Mode de calcul (consulter la norme NF V08-014 : 1984, - Directives générales pour le dénombrement de Staphylococcus aureus. Méthode

ANNEXE

DIAGRAMME DU MODE OPERATOIRE

Prise d'essai + diluant
Homogén¢éisation

Etalement de 0,1 ml de S.M. 4 la surface de milicux sélectifs (si possible : Oxford + Mox ou Palcam + Mox) (1)

Incubation 4 37 °C pendant 48 heures

Sélection de cing colonies caractéristiques
Ensemencement sur TSYEA
Incubation 4 37 °C pendant 24 heures

(ou davantage si nécessaire) Examens complémentaires

(1) La sélectivité + grande des milicux (Palcam surtout) dépend de I'origine commerciale. Utiliser, de préférence, deux milicux de sélectivité différznte
compte tenu des flores compétitives. '
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ANNEXE XV :

Listeria~-Tek ELISA.

LISTERIA-TEK

Dépistage qualitatif des Listeria par méthode ELISA*

Listeria est un petit bacille Gram positif mobile et non sporulé. Leur particularité est
la production d’une catalase qui intervient dans la décomposition des aliments. Leur
croissance peut se produire en présence ou en absence d'oxygéne, elle n'est pas
perturbée par des variations de température, y compris par la réfrigération.

Ses possibilités multiples de croissance, couplées & sa pathogénicité, font de Listeria
un germe frégquemment rencontré dans les aliments.

Les Listeria pathogénes ou non pathogénes sont retrouvés dans la nature,
essentiellement dans la terre, la végétation et 'eau. L'infection par Listeria résulte
de I'ingestion d'aliments ou d’eau contenant de nombreuses bactéries Listeria
pothogénes. Les manifestations cliniques se traduisent par des affections comme la
grippe, une méningite, une pneumonie, une septicémie ou une endocardite. Elles
peuvent provoquer un avortement spontané ou une naissance prématurée.

Bien que la majorité des infections & Listeria soit retrouvée chez les nouveaux-nés,

les femmes enceintes, les patients immunodéprimés et dgés, certains cas
occasionnels ont été décrits chez des sujets apparemment sains.

Présentation Référence : 52100

Caractéristiques
¢ Rapide
Résultats en 48 heures

¢ Sensible et spécifique
Utilisation d’un mélange d’anticorps
monoclonaux pour le Coating et le
Conjugué

¢ Simple d'utilisation
Méthode ELISA en un temps
Réactifs préts & 'emploi

* Sure
La technique ELISA ne nécessite aucune
précaution particuliére d’aseptie, seuls
les échantillons subissent un fraitement
par chauffage au préalable.

* Economique

-- Date de péremption longue

-- Adaptation aux séries de dosage
par B barettes sécables de
12 cupules chacune

- Interprétation fiable et rapide
permettant une réelle diminution
du coit de fonctionnement par
rapport aux méthodes manuelles.

Principe du test

Des anticorps monoclonaux anti Listeria

sont fixés au fond des cupules de
polystyréne. Les antigenes présenis
dans I’échantillon & analyser forment
un complexe immunologique avec les
anticorps monoclonaux liés & la
plague micro ELISA. Le Conjugué
composé d’un anticorps monoclonal
marqué par une enzyme reconnaft,
selon une réaction de type «sandwich»
I'antigéne du complexe
immunologique formé précédemment.
Aprés une étape de lavage, le substrat
(TMB) est ajouté et réagit
spécifiquement avec enzyme du
Conjugué, en développant une
coloration bleue, directement
proportionnelle au taux d’antigéne
Listeria présent dans "échantillon
étudié.

La réaction colorée est stoppée par
une solution d‘acide fort et vire du
bleu au jaune. 'absorption est
déterminée en point final & 450 nm.

— Kit pour 96 déterminations

— Présence d’un contrble positif et
d’'un contréle négatif

— Réactifs préts & I'emploi

— Stable, si conservé entre +2°C et
+8°C, environ 12 mois aprés la
date de fabrication. Se rétérer & la
date timite d’utilisation indiquée sur
chaque coffret.

Principle

W:€+.+>© +- - O

Listeria
in sample

Lorhase
-iisreria

Anti Listeria/
Enzyme
conjugaie

Chromogenic
substrate

Color
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2N

H,SO,

1.

2,

5.

6.

DISTRIBUTION

- Préparer les témoins (1),

- Distribuer 100 gl de témoins, d’échanrillon(s) dans
les cupules respectives selon la disposition

suivante : témoin négalif, témoin positif, échantil-

lon A, échantillon B, etc... t#émoin négatif.

CONJUGUE

- Préparer le conjugué (2).

- Distribuer 100 i de conjugué dans chaque cupule.
- Incuber 60 minutes & 37°C.

- Préparer le substrat (3) ef le tampon de lavage (4).
- Laver chaque cupule 6 fois avec le tampon de lavage.

SUBSTRAT
- Distribuer 100 ul de substrat TMB, dans chaque cupule.
- Incuber 30 minutes & température ambiante.

LECTURE

- Distribuer 100 pt d'acide sulfurique 2 N,
dans chaque cupule, pour arréter la réaction.

- Lire en point final, I'absorption de chaque cupule
avec un specirophotométre Microelisa muni
d'un filtre & 450 nm.

INTERPRETATION
- N : absorption moyenne des 1émoins négatifs.

N<0,300 J

- P : absorption du témoin positif.

P>0,700

-§ : absorption de I'échantillon & tester.

- Résultats qualitatifs

* Listeria : un échantillon est positif si:

S>N+0,150

CONFIRMATION _

& 52 N+0,150, V'échantillon
est présumé contenir des Listeria. Lo confirmation
el I'identification peuveni &tre réalisées en 4 heures
avec le kit Micro ID Listeria.
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PROTOCOLE D'ENRICHISSEMENT LISTERIA

25 g Produit + 225 ml FRASER BROTH MODIFIED

BBL 12395 Supplement BBL 12401

24 - 26 heures 4 30° C

0,1 mi + 10 ml Bouillon Enrichissement LISTERIA
AEB 140542 Tamponné par
-9,6 g /1 Na2HPO4 - 1,35 g/ 1 KH2PO4

24 - 26 heures a 30°C

1 ml ALIQUOT

Porté a ébullition pendant 20 minutes

Refroidir a température ambiante

Listeria - Tek ELISA
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CONTENU

1 portoir Barrettes de Microelisa - huit par support, chacune
contenant 12 puits avec des anticorps monoclonaux anti
Listeria (Souris); contenu dans une boite métallisée avec
du gel de silicate aux propriétés deséchantes.

1 flacon Témoin négatif - Antigéne lyophilisé non réactif pour
I'espece Listeria. Il contient du sulfate de gentamicine
comme conservateur.

1 flacon Témoin positif - Antigéne Listeria lyophilisé; réactif avec
des anticorps anti -Listeria. Il contient du sulfate de
gentamicine comme conservateur.

2 flacons Diluant du conjugué - Sérum de souris et Tween-20 dans
une solution saline de phosphate tamponnée; il contient du
sulfate de gentamicine et de 1' aldéhyde cinnamique
comme conservateur et du FD&C rouge n° 2 comme agent

colorant.
2 flacons (6 ml) Conjugué (Souris ) - Péroxydase lyophilisée conjuguée
avec l'anticorps anti-Listeria.
1 flacon (1 ml) Solution A de substrat TMB -
3,3, 5,5 - Tétraméthylbenzidine.
1 flacon (6 ml) Solution B de substrat TMB -
Péroxyde d'hydrogene.
1 flacon (10 ml) _ Solution de lavage concentrée - 50X - 2,5 % de surfactant.
1 flacon (12 ml) Solution d' arrét - Acide sulfurique 2N.
10 feuilles Bande adhésive.

IRE NECESSAIR

* Aspirateur / systéme de lavage connecté & un systeéme d'évacuation et & une pompe 2 vide.
* Lecteur de microplaques ou de barrettes. Longueur d'onde 450 nm.

* Incubateur a 30- 37°C.

* Pipette multicanaux, 50-200 ul.

* Pipette simple, 50-200 pl

* Embouts de micropipettes

* Milieux déshydratés pour la préparation des bouillons d'enrichissement.

* Plaque chauffante ou bain-marie d'eau bouillante.

* Tubes de culture bouchés vis .

* Récipients appropriés de stockage et d'enlévement ou destruction de matériel potentiellement
contaminé par des agents infectieux.

* Fiche d'enregistrement.
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L PREPARATIONDES REACTIFS

Préparer avec attention les réactifs, avant de commencer la procédure d'essai. Les réactifs doivent
étre a température ambiante (20-25°C) avant de commencer le test et peuvent rester a cette tempéra-
ture pendant le test.

Remettre les réactifs a 2-8°C apres utilisation.

CONIUGLE

1. Reconstituer le conjugué en ajoutant le contenu d'un des diluants dans un flacon du conjugué
lyophilisé. Mélanger doucement en inversant le flacon plusieurs fois.

2.La solution reste stable 30 jours & 4°C aprés reconstitution.

ANTIGENE DE CONTROLE

1. Reconstituer le témoin négatif en ajoutant 2 ml d'eau distillée stérile au flacon.
2. Reconstituer le témoin positif en ajoutant 1 ml d'eau distillée stérile au flacon.

3. Ajouter 60 jours a la date de préparation pour déterminer la date d'expiration . Les témoins
inutilisés doivent &tre gardés a 2-8°C.

LE SUBSTRAT TMB

1. Calculer la quantité totale (ml) de substrat TMB nécessaire, en multipliant le nombre de puits
utilisés par 0,12 ou utiliser la table de préparation du substrat.

2. Mélanger dans un tube et & volume égal les sowutions A et B pour obtenir cette quantité.

AVERTISSEMENT
Préparer le substrat TMB juste avant de l'utiliser. Jeter ce qui n'est pas utilisé.

SOLUTION DE LAVAGE

Diluer au cinquantiéme la solution de lavage avec de l'eau distillée ou de I'eau déminéralisée (10
ml de solution de lavage concentrée dans 490 m! d'eau). Cette solution est stable pendant 60 jours

a2-8°C.
SOLUTION D'ARRET

Eviter le contact avec la peau. Si un contact se fait, laver la zone avec de l'eau.
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TMB- TABLE DE PREPARATION DU SUBSTRAT

No of wells TMB solution A TMB solution B Total Volume
to be used TMB substrate
1 0.06 0.06 0.12
2 0.12 0.12 0.24
3 0.18 0.18 0.36
4 0.24 0.24 0.48
5 0.30 0.30 0.60
6 0.36 0.36 0.72
7 0.42 0.42 0.84
8 0.48 ' 0.48 0.96
9 0.54 0.54 1.08
10 0.60 0.60 1.20
15 0.90 0.0 1.80
20 1.20 1.20 2.40

25 1.50 1.50 3.00 -
30 1.80 1.80 3.60
35 2.10 2.10 4.20
40 2.40 2.40 4.80
45 2.70 2.70 5.40
50 3.00 3.00 6.00
55 3.30 3.30 6.60
60 3.60 3.60 7.20
65 3.90 3.90 7.80
70 e 4.20 4.20 8.40
75 ; 4.50 4.50 8.00
80 4.80 4.80 9.60
85 5.10 5.10 10.20
a0 5.40 5.40 10.80
a5 5.70 5.70 11.40
96 5.76 5.76 11.52
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ILPROCEDUREDUTESTLISTERIATEK

A. Préparer le portoir avec le nombre nécessaire de rangées de puits.
Prévoir un puits pour chaque échantillon et ajouter 3 puits pour les témoins.

B. Pipeter 100 pl d'échantillon et 100 pul des témoins et les introduire dans les puits correspon-
dants.

Inclure deux témoins négatifs et un témoin positif par portoir de barettes dans ['ordre suivant :
- témoin négatif, témoin positif, échantillon 1, échantillon 2, échantillon 3... échantillon X,
échantillon Y, échantillon Z, témoin négatif
C. Pipeter 100 pl de conjugué dans chaque puits contenant les échantillons ou les témoins.

REMARQUE
1l ne faut pas que l'extrémité de la pipette touche le contenu du puits.

D. Couvrir les rangées avec les bandes adhésives.
Mélanger le contenu des puits en agitant doucement la plaque. Incuber & 37 °C pendant une heu

re.
E. Enlever les languettes adhésives des puits. Laver chaque puits six fois avec la solution de lavage.

F. Pipeter 100 pl de solution de substrat TMB fraichement préparée dans chaque puits.
Incuber & température ambiante (20-25°C) pendant 30 minutes.

G. Pipeter 100 ul de solution d'arrét dans chaque puits.
Les microplaques doivent étre lues dans un délai de 10 & 15 minutes.

H. Faire Ie blanc du lecteur sur 'air et ensuite lire l'absorbance des solutions dans chaque puits a
450 nm.

I. Fermer bien hermétiquement et remettre tous les réactifs non utilisés a 2-8°C.
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P ION DES RESULTAT

REMARQUE

Les calculs doivent étre réalisés pour chaque test.

.Validation des valeurs témoins

Calculer la valeur moyenne (NCX) des deux témoins négatifs (NC). Cette valeur doit étre

inférieure a 0,300. La valeur du témoin positif (PC) doit étre supérieure a 0,700 (cette valeur peut
étre hors échelle).

Tous les témoins doivent étre compris dans les limites données ci dessus, dans le cas contraire
le test doit étre répété.

Les deux valeurs des témoins négatifs doivent étre inférieures a 0,300.
Des valeurs supérieures ou égales & (1,300 indiqueront un ¢éfaut de manipulation lors du lavage.

. Seuil de positivité
NCX + 0,150
. Interprétation des résultats
Si I'absorbance de 1'échantillon est supérieure ou égale a la valeur du seuil de positivité, on
admet la présence de LISTERIA.

Le résultat peut étre confirmé et I'espéce définie apres culture a partir du milieu
d'enrichissement secondaire.

Continuer avec des identifications biochimiques et sérologiques aprés isolement des listéria,
en utilisant les procédures standards ou les galeries Micro-ID Listéria.

Si le test ELISA est négatif (absorbance de I'échantillon inférieure a la valeur seuil de

positivité), I'échantillon n'a pas un niveau détectable d'antigénes par cette méthode, et aucun
autre test n'est nécessaire.
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ANNEXE XVI :

Listeria-Tecra ELISA.

Produits carnés

Milieu UVM
{acriflavine & 12 mg/l)
24 h a 28°c - 30°c

Dilution 1/100 éme
en Fraser
24 h &8 28°C - 30°C

Ajouter 50 ul de complément
4 1 ml de bouillon puis thermiser
15 min & 100°cC

TECRA ™™ 2h

échantlions

/- ol témoains

v

Cr @ ( conjuguse

@

St
/
NN (MO
/

L5 ion o] Lecture photométriaue
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ANNEXE XVII :

TRANSIA.

Le test s'effectue sur une partie aliquote stérilisée (100 pl) du milieu liquide d'enrichissement
pour Listeria inocul€ 48 heures auparavant avec I'échantillon du produit 4 contrler.

“ s PP . A
e D GHTTITNRON R

3 eniline

® o 9

U
\ A R 4

LEGENDE

It

.

-

Anticorps monoclonal fixé sur les parois du puits.

¥ Antigénes de Listeria.

<> Antigénes microbiens autres que Listeria.

- Anticorps monoclonal conjugué a la péroxydase.

Substrat enzymatique.

A~ Substrat enzymalique coloré par la péroxydase. |

P- REPARTIHION DE LULCHANTILLON
Distribuer 100 pl d'échantillon enrichi dans un
puits sensibilisé de la microplaque de réaction.

TP A PGS IV NGOG

Ajouter dans le puits correspondant 100 pl
d'anticorps conjugués.

Laisser incuber 60 minutes 4 37° C.

. ey
SN NI

Laver les puits six fois de suite avec 200 ul de
solution de lavage.

A REACTHON E N NTIOUE

Ajouter 100 pl de substrat enzymatique dans le
puits.

Laisser incuber 30 minutes a 20° C.

SCARRET DE LA REACTION
Ajouter 100 ul de solution d'arrét dans le puits.
Le résultar est obrenu par lecture de la densité

optique des puits a 450 nm, a l'aide d'un lecteur
colorimétrique ETA de microplaques.
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ANNEXE XVIII :

VIDAS Listeria (LIS).

VIDAS Listeria ws)

Diagnostic in Vitro

Test immunoenzymatique pour la détection des Listeria dans les produits alimentaires et |'environnement par

technique ELFA (Enzyme Linked Fluorescent Assay)
PRINCIPE

VIDAS Listeria est un test automatisé sur le systéme
VIDAS, permettant la détection aprés enrichissement
des Listeria contaminant les aliments ou
'environnement Ce test associe une technique

immunoenzymatique directe de type "sandwich” 2a
une lecture en point final d'une fluorescence (ELFA).

REACTIFS
Conservation & 2 - 8°C. Ne pas congeler les réactifs.

La date d'expiration est indiquée sur le conditionnement.

Composition du coffret (60 tests) :

Toutes -les étapes de la réaction sont gérées par
I'instrument. Le céne & usage unique sert 3 la fois de
phase solide et de systéme de pipetage. Les autres
réactifs sont répartis dans la cartouche.

60 cartouches LIS

Prétes & I'emploi

2 x 30 cones LIS

Préts a.I'emploi.

Cones sensibilisés avec des anticorps (souris) spécifiques des antigénes de
surface des Listeria. Ne sortir du sachet que le nombre de cones
nécessaire,

Bien refermer le sachet aprés ouverture.

Contrdle positif LIS
1 x 6 ml (liquide)

Antigéne purifié et inactivé de Listeria monocytogenes
+ azoture de sodium : 0,1 %.
+ stabilisant protéique

Contréle négatif LIS
1 x 6 mi (liquide)

TRIS - NaCl -Tween 150 mmoi/i
+ azoture de sodium : 0,1 %.

Calibrateur LIS
1 x 3 mi {liquide)

Antigéne purifié et inactivé de Listeria monccytogenes
+ azoture de sodium : 0,1 %.
+ stabilisant protéique

Description de la cartouche

Puits Réactifs
1 Puits échantillon
2 Tampon de prélavage (400u) - TRIS NaCl Tween 150 mmol/l

+ azoture de sodium 0,1 %

3-4-5-7-8-9

Tampon de lavage (6004i) - TRIS NaCl Tween 150 mmol/l
+ azoture de sodium 0,1 %

6 Conjugué (400 1 : anti Listeria IgG (mouton) marqués a la phosphatase
alcaline
+ azoture de sodium 0,1 %}

10 Cuvette de lecture (300 ui)

Substrat : 4 méthyl-ombeliiféryl phosphate
+ azoture de sodium 0,1 %

L'identification du test, le numéro de lot et la date d'expiration sont inscrits sur la cartouche et repris par le code

barre.
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MATERIEL NON FOURNI

Pipette & embout jetable permettant la distribution de
500 4. Bain marie (100°C) ou systéme équivalent.

PRECAUTIONS D'UTILISATION
1. Ne pas mélanger les réactifs de lots différents.

2.Sortir les réactifs & la température du laboratoire
avant empioi, au moins 30 minutes avant leur
introduction dans le VIDAS.

3.S'assurer que le déshydratant contenu dans le
sachet des cones n'a pas changé de couleur
{passage du bleu au rose).

4.Bien homogénéiser le calibrateur, les contréles et
les échantillons pour une meilleure reproductibilité
des résultats.

5. Veiller 2 ne pas toucher ia cuvette de lecture.

ECHANTILLONS

" Les protocoles suivants sont recommandés pour fa
préparation des échantilions (aprés validation par le
laboratoire, d'autres protocoles peuvent atre utilisés
si I'enrichissement final est incubé 4 30 °() :

1.Produits laitiers. Utiliser la procédure de fa FDA
{Food and Drug Administration) modifiée : ajouter
aseptiquement 25 g (ou 25 ml) d'échantillon & 225
mi de bouillon LEB tamponné. Homogénéiser et
incuber 22-24 heures & 30 °C. Aprés incubation,
transférer 1 ml de la suspension dans 9 mi de
beuillen FRASER et incuber 4 nouveau 22-24
heures 3 30 °C (pour les produits laitiers non
pasteurisés, le. CNEVA/CHA  recommande
d'ensemencer le bouillon FRASER avec 0,1 ml de
bouillon LEB}.

Autres produits alimentaires. Ex :
produits de la péche, charcuterie...Utiliser le
protocole de 'USDA : ajouter aseptiquement 25 g
{fou 25 ml) d’échantilion 3 225 mi de bouillon
UVM1. Homogénéiser et incuber 22-24 heures a 30
°C. Aprés incubation, transférer 0,1 ml de
suspension dans 10 ml de bouillon FRASER. Incuber
22-24 heures a4 30 °C.

Contrdle d’environnement {écouvillonnage). Placer
'écouvillon dans 10 ml de bouillon UVM1. Agiter
puis incuber 40-48 heures & 30 °C. Dans le cas de
|'utilisation d'une éponge pour les prélévements de
surface, placer celleci dans 100 mi de bouillon
UVM1. Agiter puis incuber 40-48 heures 4 30 °C.

2 Aprés incubation, prélever 1 m! du bouillon, le
placer dans un tube et chauffer au bain-marie 15
minutes & 100°C.

3.Conserver le reste de la culture & 4°C pour
confirmation en cas de résultat positif.

viandes crues,

MODE OPERATOIRE

1.Taper sur le clavier les données correspondantes
aux références des échantillons et au test LIS afin
de créer "une liste de travail”, selon le manuel
d'utitisation VIDAS.

2.Déposer dans le Ter puits de la cartouche 500 ul
d'échantillon, de calibrateur ou de contréles.
Remarque : A chaque réception d'un nouveau lot
de réactif et tous les 14 jours, procéder a une
calibration  (voir manuel chapitre "Menu
calibration”) & I'aide du calibrateur testé en double.

3.Placer dans le VIDAS le cone et la cartouche dans
les positions indiquées.

4, Suivre le protocole conformément aux instructions
du manuel d'utilisation VIDAS. Les résultats sont
obtenus en 45 minutes environ,

CONTROLE DE QUALITE

Vérifier périodiqguement la validité des résultats A
I'aide des contréles.
Les valeurs attendues pour les contrbles sont
données ci-dessous :

Valeur de Fluorescence | Valeur du
Relative (RFV) Test

Contréle positif 1500 - 3500 05-1,2
Contréle négatif 5-150 <0,1

RESULTATS

Dés le test terminé, les résultats sont analysés
automatiguement et ia valeur du test (rapport de la
RFV obtenue pour I'échantillon et de celle obtenue ou
mémorisée pour le calibrateur} est calculée par le
VIDAS.

Seuil et interprétation des résultats

Valeur test Interprétation

<01 Négatif

>0,1 Positif
Un résultat positif doit &tre confirmé en suivant la
procédure  officielle &  partir du  bouillon
d'enrichissement conservé au réfrigérateur.
PERFORMANCES
Les six espéces de Listeria monocytogenes,

innocua, seeligeri, ivanovii, welshimeri et grayi sont
détectées par le kit VIDAS Listeria.

L'utilisation d'anticorps spécifiques n'a pas permis de
noter de réactions croisées avec d'autres espéces
bactériennes.




PROTOCOLES D'ENRICHISSEMENT RECOMMANDES POUR LA DETECTION
DES LISTERIA PAR LE SYSTEME VIDAS

PRODUITS DE I.LA MER

PRODUITS 1LAITIERS

PRELEVEMENTS

CRUS ET
PRODUITS LAITIERS PLATS PREPARES D'ENVIRONNEMENT TRANSFORMES
NON PASTEURISES
VOLAILLE

PRODUITS CARNES

Milieu LEB

22 +/-2ha30°C

Milieu LLEB

22 +/-2h a 30°C

0,1 ml LEB dans
10 m! FRASER

22 +/-2ha30°C

| mi LEB dans
10 ml FRASER

22 +/-2ha30C

Milieu UVMI

40 a 48 h a 30°C

Milieu UVM1

22 +/-2ha30°C

0,1 ml d'UVMI
dans 10 ml DE FRASER

22+/-2ha30°C

Ac conjugué
2 la phosphatase alcaline

\ Ag adoser 4-méthyl

umbelifent
Ac fixé phosphate

CHAUFFAGE 15 MIN - 100 °C

0.5 ML DANS I.A BARRETTE VIDAS LIS

RESULTATS EN 45 MIN

|

Exemple de protocole

cone

substrat

U

tampon
tampon de lavage
diluant de lavage conjugué

(‘;111‘[011(‘!1(’ I

échantilton

- Obb -
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ANNEXE XIX :

Listeria monocytogenes et produits alimentaires :

"zéro tolérance ou moins de...'

Patrick DEHAUMONT
Direction générale de I'alimentation, sous-direction de I'Hygiéne alimentaire {(mai 1992)

La survenue de quelques foyers d'intoxications alimentaires mettant en
cause Listeria monocytogenes durant la décennie 80, fortement amplifiée par
les médias, a généré de fagon tout & fait légitime I'inquiétude de nombreux
consommateurs et a eu des conséquences importantes sur les flux commer-
ciaux de différents produits alimentaires.

En effet, s'il est clair que la listériose humaine est une maladie dont I'inci-
dence est trés faible {0,2 & 7 cas/million d’habitants), sa létalité trés élevée
(17 & 33 %) justifie que des mesures de prévention rigoureuse soient mises
en ceuvre, afin de garantir la salubrité des aliments offerts au consommateur,
méme si le role de I"alimentation est rarement établi avec certitude lors de
I'apparition de cas de listériose humaine.

Ce double enjeu sanitaire et économique a conduit les Services vétérinaires
du ministére de I'Agriculture et de la Forét & mettre en place, depuis plusieurs
années, des protocoles de controle et de qualification des établissements
fabriquant des produits sensibles d'une part, et des études permettant d’éva-
luer I'importance de la contamination de certains de nos aliments, d'autre
part.

S'agissant du contréle et de la qualification, il existe pour certains produits
laitiers tels que les fromages & pate molle par exemple, un protocole de qua-
lification Listeria. il s'agit, grace a la réalisation d'analyses sur des échantil-
lons prélevés chaque semaine, de s'assurer que l'entreprise maitrise les pro-
cédés de fabrication et est ainsi 8 méme d’offrir des produits ne présentant
pas de risque pour le consommateur. Les prélévements sont faits par I'entre-
prise et analysés par un laboratoire agréé. A coté de ces autocontrbles un
contrdle officiel est réalisé chaque mois par les services vétérinaires départe-
mentaux. Lorsqu’un des contrdle est positif (présence de Lister/a, quelle que
soit la quantité, dans 25 grammes d’aliment), le lot est retiré de la consom-
mation, la qualification Listeria de |'entreprise suspendue et 'agrément a
I'exportation arrété. La qualification Listeria et 'agrément a l'exportation ne
sont rétablis que lorsque 3 contréles officiels 8 moins de 15 jours d'intervalle
et au moins 20 autocontroles consécutifs sont négatifs pour la recherche de
Listeria. Parallélement, les actions correctives d'assainissement sont mises
en place dans I'entreprise sous le contréle de la D.S.V.

Ce dispositif permet aux services officiels de s'assurer de la salubrité des
produits mis & la consommation sur le territoire national et de garantir
vis-a-vis de nos partenaires étrangers la sécurité des produits exportés.

Les études sur les niveaux de contamination de nos aliments constituent,
quant a elles, un élément fondamental pour une prise en compte raisonnée et
raisonnable du risque Listeria. En effet, au-dela des risques sanitaires {qui
sont réels), I'apparition de quelques accidents isolés a conduit les autorités
sanitaires des différents pays & adopter des attitudes trés disparates, liées le
plus souvent & leur vocation de pays importateur ou exportateur. Pour
certains d’entre eux, il est ainsi apparu beaucoup plus simple d'imposer le
principe de « zéro tolérance » sans se préoccuper de la faisabilité de tels
critéres.

Ainsi, la plus grande hétérogénéité existe au niveau international :

- USA ... Zéro tolérance;

—Canada ................. Tolérance relative ;

— Pays scandinaves ......... Zéro tolérance irréaliste et importance de
'autocontrdle;

— Allemagne............... Tolérance, avec définition de critéres pour

différentes catégories de produits.

A Vévidence, la question est d’une grande complexité et la solution ne sera
sQirement pas manichéenne.

Cette solution, fondée sur des bases scientifiques solides, doit considérer
que, compte tenu de sa présence dans |'environnement, il est techniquement
impossible de garantir I'absence totale de Listeria monocytogenes dans les
aliments {a moins de leur faire subir un traitement listéricide aprés condition-
nement ou avant conditionnement aseptique). Ce point de vue a d'ailleurs été
énoncé par |'Organisation mondiale de {a Santé en 1988.

Toutefois, I'enjeu sanitaire majeur justifie pleinement que tout soit mis en
ceuvre pour que le niveau de contamination des aliments soit le plus bas pos-
sible. A cette fin, les professionnels de |'agro-alimentaire, outre le strict res-
pect des dispositions réglementaires, doivent mettre tout en ceuvre pour
limiter la contamination par Listeria monacytogenes et éviter sa multiplication
(utilisation de systemes d‘analyse et de maitrise des risques ou de guides de
bonnes pratiques, par exempie).

Mais attention, dire que le niveau de contamination doit étre le pius bas pos-
sible ne signifie pas « zéro tolérance ». Il s’agit, au contraire, en fonction du
niveau de risque d’un produit donné (possibilité de contamination et aptitude
de ce produit & assurer la muitiplication du germe) d'envisager des niveaux
de tolérance permettant une action graduée.

Ce mode de raisonnement peut étre résumé selon le logigramme suivant :

Produit pour lequel il est possible de garantir I'absence
de Listeria monacytogenes

/\

Non Oui
‘/l\‘ I

Produit Produit Produit destiné l

a faible risque & haut risgue 3 des populations I

| | a risque

l | l !

L ‘\l\: Retrait de la consommation
Critére d'acceptabilité

Actions correctives
! ! Rappel des lots contaminés
Actions correctives quel que soit
fe niveau de contamination

Rappel des lots a partir d'un certain niveau
de contamination

Une telle démarche est a I'étude au sein de la sous-direction de I'Hygiéne ali-
mentaire qui définira prochainement des lignes directrices, s'inspirant de ce
logigramme a l'intention de ses agents chargés des contréles officiels. Mais
il s'agira bien de lignes directrices, envisageant 'établissement de tolérances
et, en aucun cas, de critéres réglementaires. En effet, les critéres en tant que
tels n'ont que peu d'intérét. lls apportent, par contre, des informations
fondamentales sur le niveau de régularité de la maitrise des procédés dans
Fentreprise.

Dans cette perspective, des lignes directrices seront d'un usage beaucoup
plus siir en permettant aux services officiels d'appréhender le risque
sanitaire, entreprise par entreprise, le mode d'évaluation devant néces-
sairement évoluer quant a lui au méme rythme que les connaissances
épidémiologiques et scientifiques.
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ANNEXE XX :

Réglementation.

CONSETL, SUPERIEUR D'HYGIENE PUBLIQUE
DE FRANCE

SECTION ALIMENTATION

Séance du 8 septembre 1992

AVIS RELATIF A LISTERL4 MONQCYTOGENES ET ALIMENTATION

* Coneidérant que ;

Diverses enquétes épidémiologiques ont montré que la listériosc humaine connait en
général une origine alimentaire.

Listeria monocytogenes est un germe ubiquiste, largement répandu dans
I'envirounement naturel (sol, eaux, végétation naturelle, prairies ct cultures) et qu'il
existe un portage asymptomatique chez I'homme et I'animal.

Il est, de ce fait, a I'heure actuclle, techniquement impossible de garantir I'absence
totale de Listeria monocytogenes dans les denrées animales ou végétales brutes ainsi
que dans les produits manipulés ou transformés, & l'exception des produits
alimentaires ayvant subj un traitement d'assainisscment dans leur conditionnement
définitif ou conditionnés ascptiquement apres iraiterment. '

Des régles d'bygiénce appropriées et scrupuleuscment appliquécs tout au long de la
chaice alimentaire permettent néanmoins d'éviter, ou de réduirc & un trés faible
niveau, la présence de Listeria monocylogenes dans lcs aliments.

* Considérant par ailleurs que :

Il résulte de I'observation mentionnée dans le 28me considérant des contacts fréquents
de !a population humaine avec le germe,

La listeriose humaine évolue essentiellement sous forme de cas sporadiques parfois
amplifiés de petites bouffées épidémiques voire dc véritables ¢pidémies. L'incidence
de la maladic est faible (¢valuéc & 10 & 135 cas par millivn d'habitants cn France par
an) mais le taux de létalité est élevé (20 2 30 %),




- 443 -

"~ Considérant enfin que :

Les données épidémiologiques montrent que certaines catégories de consommateurs
sont particulizzement sensibles @ il s'agit en particulier des femmes enceintes, des
nouveaux-nés, des personnes Agées, des personnes immunodéprimées
(transplantations d'organcs, cancers, sida). des pcrsonnes atteintes d'affections
intercurrentes (diabéte, maladies hépatiques -chropiques, maladies vasculaires et
collagénoses, défaut d'acidité gastrique).

* |a Section Alimentation du Conseil Supérieur d'Hygic¢ne Publique de France est d'avis que :

Des mesures de prévention rigoureuses doivent exister a tous les stades Je chaque
filitzc agro-alimentaire afin de réduire l'incidence de la listériose humaine et de
tendre pour l'ensemble des denrées alimentaires vers une absence de Listeria
monocytogenes.

A cc titre, chaque opérateur de la chaine alimentaire, a chaque stade depuis la culture
ou I'élevage, la collecte ou l'abattage, la transformation, 'cntreposage, le transport,
la restauratiou, la distribution, jusqu'a l'utilisation domestique des aliments par le
consommateur final, doit prendre toutes mesures appropriécs, cohérentes avec la
pature des produits alimentaires concernés, pour éviter la contamination des aliments
par Listeria monocytogenes, en prévenir la multiplication, voire en assurer la
destruction.

Dans ce but, outre les dispositions que doivent prendre les consommateurs, chaque
opérateur doit respecter scrupulcusement les exigences réglementaires en vigueu
relatives & la sécurité alimentaire et pour ce qui le concerne cn propre ainsi que de
fagcon concertée avec les autres partenaires de la filigre, identifier les procédés
cssentiels & la sécurité des produits ot assurer la d€termination, 12 mise en oeuvre, le
suivi et la vérification des procédurcs de sécurité appropri€ées (systtme HACCP ou
tout systeme équivalent), Des guides dc bonnes pratiques hygiéniques devraient Gire
congus pour faciliter ceite démarche dans chacun des secteurs concemés.

Lorsque les possibilités actuelles reconnucs ct utilisables Jd'in(ervention technique sur
les produits et leur cavironnement permettent d'aboutir 4 l'absence de Listeria
monocytogenes, il y a licu de retirer de la consommation humaine cn 1'état les
produits qui sc¢ réveleraient contaminés. Entrent dans cctte catégoric les aliments
spécialement destinés & la consommation de populations & risque (aliments pour
nourrissons ou certains aliments spéciaux 2 usage médical par excmple), ainsi que
les aliments ayant fait I'objet d'un traitement assainissant dans leur conditionnement
définitif ou conditionnés aseptiquement aprés traitement. Cette attitude devrait
également conceruer les aliments ayant subi un trajtement d'assainissement et
susceptibles d'étre recontaminés apres traitement.
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Pour les autres produits ol la,contamination nc peut étre, 3 l'heure actuelle, évitée ct
pour lesquels il nest pas possible de garantir totalement l'absence de Listeria
monocytogenes, il y a lieu d'interpréter la découverte de Listeria monocytogenes 4
partir de I'ensemble des données épidémiologiques, scientifiques, techniques, qui s'y
réferent. Il y a lieu également de graduer les mesures prises & V'égard des produits en
fonction notamment de leur nature, du stade de prél%vemem, de leur mode
d'utilisation ct de-Jeur implication dans des accidents liés & leur consommiation, du
taux rencontré de Listeria monocytogenes ct de leurs possibilités dec développement
dans les produits concernés, des conditions générales dhygiene de leur
environnement. Pour ces produits, en tenant compte du fait que les données publiées
dans la littérature scientifiquc montrent que dans la trés grande majorité des cas, il
n'a pas été constaté dJe listériose humaine liéc & la consommation d'aliments
renfermant moins de 100 Listeria monocytogenes/g, on considérera cette valeur
comme le scuil maximurn admissible au stade de la consummation ; lorsque des
contaminations seront mises en €évidence, des mesures correctives pouvant aller
jusquau tetrait de la consommation en l'état des produits contaminés scront
immédiatemnent mises cn place.

Uapplication de cette tolérance doit €tre accompagnée par l'observation permanente
de scs conséquences sur I'évolution de V'incidence de la listériose humaine afin de
téviser le principe ou les modalités d'application si nécessaire.

Dans tous les cas, il y a licu de rappeler que l'existence de cette tolérance ne doit en
aucun cas entrainer une diminution de la vigilance de chacun des opérateurs
concernés ct que cette tolérance ne saurait, cn aucune facon, libérer les opérateurs
concernés de P'application des dispositions juridiques relatives 2 l'obligation générale
de sécurité ct & la responsabilité du fait des produits défectueux.

Par- eillcurs, il est souligné que linformation des catégories de consommateurs &
risque est indispeusable et qu'elle doit étre effectuée systématiquemment, par
l'intermédiaire des professions de santé a l'usage desquelles des informations adaptées
doivent £tre élaboréces ct diffusées.
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LIGNES DIRECTRICES PROVISOIRES RELATIVES A LA CONDUITE
A TENIR VIS A VIS DE PRODUITS LAITIERS DANS LESQUERIS
LISTERTA MONOCYTOGENES A ETE ISOLEE.

A-PRODUITS PASTEURISES :

1) Au stade de la fabrication :

Ia caritdra d'acceptation de ces produits pour lesquels la matidre premiére
a subi un traitement assainissant est actuellament "indécelable dang 25 g". En
consécquence  les lots de produits qui se révdlent contaminés doivent étre saisis (et
&varrtuallament aprés saisie destindgs & une utilisation particulidre tells que forrte,
poudra da lalt, sous couvert d'un laissez-passer sanitaire).

2) Au stade de la distribution :

Iecri‘bémd‘axepmtimdecesmoduitsestfixé&titmtxansitoiméloz

(plan 4 2 classes, n=5)

B-PRODUITS Al LATT CRO) :

Fn 1l'absence da tout traitement assainissant,  la qualité sanitaire de ces
produits est étroitement lide A& la qualité de la maticere premidre utilisée et a
1'importance des contaminations tout au long du process.

Les différentes enquites réalisées jusqu'd ce jour (plan de surveillarxe,
enxudtes spécificques dans le cadre de l'épldémie) montrent clairement que cartainas
fahrications peuvent &tre contanmindes avec une fréquenca non négligeable.

Toutefois, ces omtaminations qui s'expliquant par les raisons évoqudes ci-
dessus, sont dans la majoritd des cas peu &levées, et en tout état de cause largement
inférieures A& la contamination ndoassaire pour ococasicnner une listériose chez un
irdividu en bon &tat de santé.

En oconséquenve, et compte term des informations déja largement diffusdas
auprés des personnes & risqgue par les autorités sanitaires, 11 a été décidé dans le
axnbaxte actuel de l'épidémie &'appliquer les lignes directrices suiventes pour les
produits au lait cru, qul pourrent utilement vous guldar dans vos décigions @

1) Au stade de la fabrication :

Critdres : " indécelable dans 25 ¢"
Pour les produits trés sensibles (type St Nectaire, Reblochon, Mingtar,

Vacharin, Brie... ebs) et & titre transitoire, le critére
"distribution" sera applicable sur les produits contrédlés en £in
d'affinage.

2) Au stade de la distributicnm :

Critéress : n=15 : Cs=1
m=102; M-=Zl.03

REMARQUE IMPORTANIE : lors de 1'interprétation des résultats d'analyses,1]l conviendra
de prentre en cowpbe les erreurs lides & l'incertituds de l'analyse et du mode de
calcul de la numération.




- 446 -

PROCEDURE DE QUALIFICATION — LISTERIA
I - CHAMP D'APPLICATION

Pour l'application de cette note de service, on considérera deux
catégories distinctes de fromages.

A) - Fromages appartenant aux types de fabrication suivants :

Produits fabriqués et commercialisés sur le marché national ou
international quelle que soit l'origine du lait (vache, chévre, brebis ou mélange).

1°) Fromages soumis & la procédure générale de qualification :

- Fromage a pite molle : toutes catégories.
- Fromage a pite persillée, a affinage inférieur & 4 semaines.

2°) - Fromages soumis a la procédure spécifique :

— Fromage
exemple

~ . ’ A\ v b d . hy .
pate persillee a affinage supérieur a quatre semaines

o s

- Bleu d'Auvergne,

Bleu des Causses,

Bleu de Gex cu du Haut Jura ou Bleu de Septmo
- Fourmes d'Ambert et de Montbrison,

- Roquefort.

1

- Fromage a pate pressée demi cuite ou non cuite & affinage de
surface.

Fromages subissant de fréquentes manipulations au cours de
l'affinage (lavage - frottage). On incluera dans cette catégorie
tous les framages de type "Tomme". (4 exclure : Cantal; Salers
et Laguiole).

B) — Fromages exportés autres que ceux du paragraphe A dont :

- Fromage a pdte fraiche

- Fromage a pate cuite

- Fromage a pressée demi-cuite ou non cuite subissant peu
ou pas de manipulations pendant l'affinage ("grattage"
en fin d'affinage admis pour parfaire la présentation,
fromages a crolte plastifée et fromage de type Cantal,
Salers et Laguiole).

la procédure de qualification -~ de ces établissements est identique &
la procédure de qualification prévue pour les fromages soumis a la procédure
spécifique (cf. II 2.2.2).

N.B : Les framages fondus sont exclus du champ d'application de la présente note de
service.

I1 - QUALIFICATION "LISTERIA" DES ETABLISSEMENTS

Pour &tre titulaire d'une qualification "Listeria" les établissements
doivent obligatoirement remplir les conditions suivantes :

2-1. Dispositions générales:

~ Respect des dispositions de 1'Arrété du 15 mai 1974 relatif aux conditions
d'hygiene dans les etablissements de collecte et de transformation des produits
laitiers.
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- Mise en place des procédures d'autocontrdles et de contrdles officiels

par le fabricant selon les procédures décrites dans les paragraphes II et III.

- Conformité des résultats d'analyses officielles et des résultats
d "autocontroles

Les framages doivent satisfaire au critére microbiologique suivant :

Listeria Monocytogenes : absence dans 25 grammes.

Pour une lecture a 7 jours aprés le début de 1'analyse.

N.B.: Indépendamment, de la procedure de quallflcatlon "Listeria", les établissements
exportateurs de fromages doivent egalement répondre aux dl%pOSlthﬂS, autres que celles
relatlves 3 la Listeria, et étre agréés selon les procédures prévues par

- 1'Arrété du 18 juin 1984 et des instructions prises en application en ce qui

concerne les fromages & pate molle.
- Note de Service N° 8.056 du 27 Mars 1986

- Lettre Circulaire N° 4.267 du 7 Octobre 1986
- Lettre Circulaire N° 4.442 du 11 Septembre 1987

- 1'Arrété du 22 janvier 1987 et des textes pris en application en ce qui

concerne les autres catégories de fromages.
— Note de Service N° 8.076 du 9 Juin 1987

2.2 - Prélevements
Deux types de procédure de prélévements pour la qualification "Listeria" sont &

distinguer :

2.2.1 - Procédure "générale"

Sont concernés : - Fromages a pite molle,
h) A . . . .
- Fromage & pite persillée a affinage inférieur
a quatre semaines.

Les prélévements sont effectués au moment du conditionnement (en moyenne
12 jours aprés 1'emprésurage pour les produits élaborés au lait de vache, mais varie
entre 5 et 15 jours pour les produits au lait de chévre) pour tenir compte de toutes
les possibilités de contamination des produits et notamment pour les fromages a
"croltes lavées".

Procéder au prélévement de trois séries de dix fromages réalisées &
15 jours d'intervalle, fabriqués le méme jour, pour chaque technologie et pour chaque
chaine de fabrication :

Pour chaque série :

- 5 fromages seront analyses dans les délais les plus rapides ;

-5 fromages seront conservés a + 4°C dans 1'établissement pour étre analyses
au bout de 4 semaines (la multiplication de Listeria monocytogenes d + 4°C étant plus
marquée que celle des autres bactéries).

Lorsqu'il s'agit de frcnages d'un p01ds unitaire élevé (plus d Kg)
des portions d'au moins 500 g pourront étre prélevées au lieu de fromages entlers.

Dans ce cas on pourra conserver les parties de framages restantes pour 1l'anayse 4
semaines plus tard.

Les prélévements seront transportés sous régime du froid (mais non
congelés) & une température n'excédant pas + 6°C.
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3.1.2 - Fromage & durée d'affinage inférieure & 4 semaines,

On réalise sur un méme lot, deux prélévement de 5 framages (ou portions
de fromage).

+5 (T +4, J+7)
+12 (J+ 104 J + 14)

- 5 fromages seront analysés
- 5 fromages seront analysés

Vs QUs

Toutefois, si 1'entreprise conserve la maltrlse de ses produits jusqu‘a
la lecture de l'analyse, une seule analyse a J + 12 (J + 10 & J + 14) est possible.

3.1.3 - Fromage a durée d'affinage supérieure ou égale 4 4 semaines.

On effectuera le jour du conditionnement, le prélévement d'une série de
5 fromages d'un méme lot, ce prélévement ne pourra pas étre effectué au-deld de
J' - 15 afin que le résultat de l'analyse concernant le lot prélevé parvienne &
1'usine avant son expédition.

3.2 - Autocontrbles

Les autocontrdles seront effectués sous la responsabilité des chefs
d'établissement. Il seront numérotés et portés dans l'ordre, sans omission, sur un
registre dont les pages auront été prénumérotées. Ils seront effectués suivant la méme
méthode d'analyse que celle utilisée pour la qualification "Listeria" et décrite dans
1'annexe I.

REMARQUE : la liste des laboratoires des Services Vétérinaires elfectuant des analyses
pour les contrdles officiels en ce qui concerne la recherche de Listeria monocytogenes
en annexe II est en cours de modification.

3.2.1 - Autocontr8les procédure générale

Sont concernés les établissements qualifiés selon la procedure
generale pour les catégories de fromages suivants :

- Fromage a pite molle
- Fromage & pite persillée & affinage inférieur a
quatre semaines.

- Pout toute chalne de fabrication :
lére Période :Chaque jour, prélévement de cing framages répartis sur un méme lot

de fabrication (par chaine de production et par type de fromage). Réalisation d'une
analyse par jour sur 1'échantillon composé depuis les cing fromages.

2&me Période : Aprés 20 résultats négatifs consécutifs (20 jours ouvrables), la
fréquence d'échantillonnage sera réduite a trois analyses par semaines (par chaine
de production et par type de fromage). Chague analyse sera réalisée sur 1'échantillon
composé depuis les cing fromages prélevés sur un méme lot.

3éme Période : Aprés 24 résultats négatifs consécutifs '40 jours ouvrables), la
fréquence d'échantillonnage sera réduite d une analyse par semaine (par chaine
de production et par type de fromage) pratiquée sur 1'échantillon composé depuis
les cing framages prélevés sur un méme lot.

Par la suite, les autocontrdles de routine s'établissent selon les
modalités définies dans la 3éme période : soit 1 analyse par semaine.

REMARQUE : Les protocoles de prélévements décrits c1—dessus concernent unlquement
Tes nouveaux agréments. Les établissements deja agréés passent directement a une
analyse par semaine sur 1'échantillon composé depuis les 5 fromages prélevés sur
un méme lot.
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2.2.2 - Procédure "spécifique"
Sont concernés : - Fromage a pite persillée & affinage supérieur &

quatre semaines,

- Fromages a pAte pressée demi-cuite ou non cuite &
affinage de surface,

- Tous les framages exportés non concernés par la
procédure générale ou n'appartenant pas aux catégories
énoncées ci-dessus (sauf les framages fondus).

On procédera a 3 séries consécutives de prélévements de 5 fromages
fabriqués le méme jour (pour chaque technologie et chaque chaine de fabrication),
réalisées a environ 15 jours d'intervalle, au moment du conditionnement. L‘analyse
sera réalisée dans les meilleurs délais sur un é&chantillon composé a partir des 5
fromages prélevés.

2.3 - Méthode d'analyse
Voir annexe II (note de service n°8041 du 16 mars 1987) et annexe II de la
présente note.

2.4 - Notification de gualification "Listeria"

La qualification "Listeria" est accordée par 1'Administration Centrale
Bureau : lait, Produits Laitiers sur avis motivé de Monsieur le Directeur Des Services
Vétérinaires établi sur la base des points de conformité suivants :

1°) - Conformité & 1'Arrété du 15 Mai 1974.

2°) - Conformité des autocontrdles (suivi et résultats).

3°) - Conformité des analyses officielles effectuées dans le cadre de
1l'obtention de la qualification "Listeria"

Chaque qualification "Listeria", sera notifié par la Direction Générale
de 1'Alimentation, sous couvert de Monsieur le Directeur des Services Vétérinaires.

Les établissements déja titulaires d'un agrément d 1'exportation
délivré sur la base des procédures définies dans la note de service 8041 du 16 mars
1987 relative & la recherche de Listeria monocytogenes : agrément d 1'exportation sont
dispensés du renouvellement de cet agrément sous réserve que les résultats d'analyses
tant en contrdles officiels qu'en autocontrdles, se soient révélés conformes depuis le

ler acit 1987.

I11 - ContrdOle de la qualification “"Listeria"

La qualification "Listeria" une fois accordée, le contrdle de cette
qualification selon de nouvelles modalités de prélévements s'effectuera sous forme
d'autocontrdles d'une part et de contrOles officiels d'autre part.

3.1 - Modalités de prélévement

3.1.1 - Définitions

. On appellera : J : le jour d'emprésurage.
: J': date d'expédition.
. Notion de lot :

Les nouvelles dispositions conduiront,en cas d'analyse révélant la
présence d'une Listeria monocytogenes, a la saisie du lot incriminé. En conséquence il
convient, que chaque fromage soit identifié comme appartenant a un lot.
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Le rythme des autocontrbles sera défini en fonction de la capacité de
production de 1'établissement.’
La taille d'un lot est laissée a 1'appréciation de chague fabricant,
cependant, celle—ci ne peut excéder la fabrication d'une journée.

3.2.2 - Autocontrdles Procédure spécifique

Sont concernés les Fromages selon la procédure spécifique

- Fromage & pite persillée a affinage supérieur a
guatre semaines,

- Fromage a pite pressée demi-cuite ou non cuite d affinage
de surface.

lére Période : Echantillonnage pendant deux mois & raison d'une fois par semaine
de cing fromages (par chalne de fabrication et type de fromage). Chaque analyse
est réalisée sur 1'échantillon composé d partir de cing fromages prélevés sur un
un néme lot.

2éme Période : Aprés douze résultats négatifs consécutifs (sur une période de
trois mois) la fréquence d'échantillonnage sera réduite d une analyse par mois
(par chalne de fabrication et type de fromage) pratiquée sur 1'échantillon

4 partir de cing fromages prélevés sur un méme lot.

Les autocontrdles de routine sont ensuite effectués 1 fois par mois |
selon les modalités prévues au cours de la 2éme période.

3.2.3 - hutocontrdles des produits exportés visés au paragraphe 1 B.

Une analyse par mois sera effectuée sur un &chantillonnage réalisé i
partir de cing fromages prélevés le méme jour sur un lot défini par chaine de fabrica- |

tion et type de fromage.

3.3 - Controles officiels

A ces occasions, les registres d'autocontrdles des entreprises seront
. . . » : .
consultés afin de vérifier leur bonne réalisation.

Les analyses seront réalisées dans un laboratoire choisi par le ;
Directeur des Services Vétérinaires, sur la liste figurant en annexe III de la note de |
service N°8041 du 16 acit 1987. Une liste révisée sera publiée ultérieurement.

Ils seront analysés suivant la méthode décrite en annexe II.

Pour les fromages au lait pasteurisé, l'activité phosphatasique doit
étre négative et sera vérifiée systématiquement sur au moins 1'un des fromages

prélevés (sauf pour les fromages a pate persillée).

Dans un souci de cohérence les analyses bactériologiques prévues dans
le cadre de la Note de Service du 27 Mars 1986, de la Lettre Circulaire du 7 Octobre
1986 et de la Lettre Circulaire N° 4.442 du 11 Septembre 1987, seront réalisées a
partir des prélévements effectués pour la recherche de Listeria.

3.3.1 - Contrdle officiels de routine des produits visés au paragraphe I A.

Les contrdles seront effectués une fois par mois, sur des fromages
prélevés conformément aux dispositions du paragraphe III - 3.1.

3.3.2 - Contrdle officiel de routine des produits visés au paragraphe II B. |

Les contrdles seront effectués une fois tous les deux mois sur des
framanee nrélevbés conformément aux dispositions du paragraphe II1I - 3.1.3.
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3.4 - Sanctions découlant des mesures de contrdle :

Les résultats des contrdles officiels seront transmis, au fur et a
mesure de leur obtention, aux usines intéressées. L'ensemble des résultats obtenus
sera adressé & 1'Administration Centrale sous forme de récapitulatif dont les modéles
vaus seront adressés ultérieurement.

N.B. : Pour les établissements agréés a 1'exportation, les résultats concernant la
recherche des germes autres que la Listeria devront étre également portés & la
connaissance des intéressés.

3.4.1 - Résultats non conformes

a) - Procédure administrative :

L'obtention d'un résultat non conforme & un contrdle officiel (présence
de Listeria monocytogenes) sera immédiatement signalée par téléphone au Bureau lait,
Produits Laitiers a la Direction Geénerale de 1'Alimentation.

De plus, le Bureau Lait et Produits Laitiers notifiera immédiatement la
suspension de la qualification "Listeria" de la ligne de fabrication, ainsi que son
agrément a l'exportation si l'établissement est agréé. Un contrdle, lot par lot de
toutes les fabrications, sera alors mis en place par 1'établissement producteur.

b) - Conduite a tenir vis-a-vis des produits :

Qu'il s'agisse d'autocontrSles cu de contrdles officiels, la procédure
suivante devra étre appliquée au lot incriminé :

. pour un résultat obtenu avant le départ usine : le lot ne sera pas
mis en commercialisation ;

. pour un résultat obtenu aprés le départ usine : le fabricant
mettra tout en oeuvre pour tenter de retirer le lot du commerce
lequel sera saisi.

3.4.2 - Requalification

La requalification sera accordée aprés :

- 3 séries de contrdles officiels conformes effectués & 15 jours
d'intervalle, la premiére série étant diligentée dans les meilleurs délais aprés la
suspension de la qualification.

- une série d'au moins 20 autocontrdles consécutifs négatifs réalisés
sur les produits finis, du groupe I Al, cu une série d'au moins 12 autocontrdles
consécutifs négatifs réalisés sur les produits finis du groupe I A2.

- dans 1'un et l'autre cas, les autocontrdles se poursuivront
ensuite selon le rythme prévu a la troisiéme période pour les fromages relevant de la
procédure générale (cf.parag. 3.2.1) et selon le rythme préwu a la deuxiéme période
pour les fromages relevant de la procédure spécifique (cf.parag. 3.2.2).

- par ailleurs, les entreprises devront :

. renforcer les procédures qui consistent 3 nettoyer et désin-
fecter tout le matériel entrant en contact avec le lait et les produits laitiers ;

. et s'attacher 3 rechercher, aux différents stade de la fabri-
cation - et notamment aux points critiques, au moyen d'analyses, l'origine de la
contamination - et mettre en place des dispositifs propres a la faire disparaitre.
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IV - ETIQUETAGE

Les fromages, quelle que soit leur destination, doivent étre, a tous
les stades de la commercialisation, facilement identifiables, quant a 1'établissement
d'origine et au lot de fabrication, selon les dispositions énoncées ci-aprés.

4,1 - Identification de 1'établissement de fabrication :

Le numéro de code de 1'établissement tel qu'il figure dans la liste des
usines agréés pour 1'exportation vers tous les pays (soit numéro minéralogique du
département d'origine suivi d'une ou deux lettres, soit numéro d'agrément = code
officiel géographique de la commune accompagné éventuellement d'une lettre d'ordre
qui remplacera a terme le précédent) devra figurer en clair sur

- les caisses (carton ou bois) d'expédition

- les emballages unitaires de chaque fromage (soit sur 1'étiquette),
- soit sur la boite elle-méme, en carton ou bois).

sur le papier d'emballage du fromage (perforations).

Pour les fromages préemballés, le code d'identification reste celui
imposé par la réglementation. :

Cependant, pour les produits a marques de distributeur uniquement, rien
ne s'oppose a ce que le producteur ajoute au code d'usine réglementairement défini un
code supplémentaire & usage commercial (de 01 & 99) lui permettant de personnaliser
ses expéditions par importateur, sur l'emballage unitaire de chaque fromage (étiquette
ou boite). Ce code ne devra apparaitre ni sur les caisses d'expédition, ni sur le
papier d'emballage du fromage.

N.B. : dans le cas des fromages de grande taille destinds d &tre découpds, il est
recommandé de faire figurer sur la "collerette" le numéro de code de 1'établissement
de fabrication autant de fois que de parts prévues.

4,2 — Identificatidh du lot de fabrication :

Un lot correspond au plus & une journée de fabrication pour une techno-
logie donnée.

Le numéro d'identification du lot constitué par le numéro de code de
1'établissement de fabrication suivi de la date de conditionnement en quantiéme de
1'année doit &tre indiqué sur le papier d'emballage des fromages par perforations
pour la date, impression ou perforation pour le code usine) ainsi que sur les
bulletins d'analyses, certificats et tous documents d'accompagnement des cargaisons.

REMARQUE IMPORTANTE : Dans tous les cas, il est trés vivement recommandé aux
fabricants d'inscrire une date limite d'utilisation optimale (D.L.U.O) sur les
emballages afin d'éviter des consommations trgp tardives de ces produits. Celle—ci

indiquée au moyen de la mention "d consommer de préférence avant le ...".
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CONDUITE A TENIR LORS DE L'ISOLEMENT DE I_f;STERIA HOXOCYTOGENES DANS LES PRODUITS DE CHARCUTERIE
Visés par la Lattre Circulaire N°2755 DU 29,06.92

(Praduits de chazcuterie cuits ne subissant pas de traltement azsainlissant avant conxommation)

ler contrdle official
en application de la
Lattre du 29 Fuin 92 .

Hesucas & metire en place 1 plus
rapidesent possible par 1'indus
« Nattoyage = Désinfsction
- Radvision des procéduzas d'hygiene
et inttialization d'una démsTcha HAQCP
~ Misa en place d'sutocontréleg
2éne contrdle officiel
l—q {tans consigne) '—1
— ' +
SERMERMTION DEN LOTH _ , . -
Assouplissenent des mesu- ;;ggggg_ggg_pxggfixg t un autocontrdla lot | |’ "
res possible apris J auto| | par lot, aux frals de l'industriel, sers :
conerdlex au poins sur niz en place avec mise en évidance dans i
3?. pézicde minizale da ‘I 25 g da L.monocytogenss et numération - X
zenainas

1+
LEIBRNMMTION DES 2OTE

Assouplixsement des mesuras possidle
aprde 3 autocontrdles négatife sur una
pdricde minfmalm da Z sezaines et

1 contxdle officiel négatif

+ .

<100 L.monocytogenas/g

les produits pourront 6tre comnactia=
limés maix sous la reszponsabilitd de
1*industriel, Le ecas échdant unre DLC
plus courte gera apposée sur le praduit
an tanant compte da 88 nature, de gon
PH et de sa tawpdrature de consexvatior

5100 L.monccytogenes/g

© Ratrait da la consommation ; ddtermina-

tion dvantualle d'utilisations particu-
lidres suxguelless dameurent propres les
danrées qui, mans dtre insalubres, ne

peuvent dtre livréos en l'dtat & 1la cor

" sommation. humaina, étant donnd les rig-

quas de multiplication du germe pendant
la distribution. '

N® & . Y1 conviendra d'adresser les souches de L-monoczt anes 4 1'Institut Pasteur de Paria pour lysouypi

. Dans la cas ‘ou la zouche appartient au lysovarx
1'administration cantrale pouy mise en placa des mesures

pidénique il conviendra de prendze contact avea

spéelfiques.
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ANNEXE XXI :

Mesures proposées par la F.I.C.

CATEGORIE
DU
PRODUIT

< 107 L.m./g

MESURES A PRENDRE EN FONCTION DU NIVEAU DE CONTAMINATION

de 10°2 10* L m./g [

> 104 L.m./g

I. PRODUTTS CRUS

1. PRODUITS TRAITES
PAR LA CHALEUR

I1.1. Remanipulés
aprés traitement

Si une ou plusieurs
unités ont

> 10°Lm./g:

Révision des
procédures (2)

[

Examen de confirmation de 5 unités (1)

St une ou plusieurs
unités ont

> 10*L.m./g:

Retrait du lot et
Révision des
procédures (2)

11.2. Traités par la
chaleur dans
I’emballage

»

] T ]

baréme approprié).

n

Le critére est : absence de Listeria monocytogenes.

’ rant de P'efficaci

listéricide du traitement thermique pour le produit cousidéré

(conception et maintenance des équipements, définition du

(1) Dans certains cas I'examen de confirmation peut étre supprimé, par exemple, s'il
entraine un,retard intolérable eu égard au niveau de risque pressenti.

(2) au niveau de la fabrication (y compris les matiéres premiéres) et éventuellement
de la distribution.

N.B.: On prélévera dans un méme lot de fabrication un échantillon pour contréle
constitué de six unités :

- La premiére unité servira a 'examen de routine .
- Les cing autrgs unités seront utilisées en cas de déviation par rapport au critére

"guide” de IOE

Lm/g




AUTORISATION D' IMPRESSION

De 1a Thése dont 1'intitulé est :

LES LISTERIOSES

Diagnostic, physiopathologie, prophylaxie

CANDIDAT : M ademoiselle Olivia LEGALLANT

VU
GRENOBLE, le 3 Mai 1994 Profésseur J. ALARY
VU Le Président de 1'Universite

Joseph FOURIER GREN@BL

GRENOBLE, le




[Données a caractere personnel]




	crip-bu@ujf-grenoble.fr_20130614_095724
	crip-bu@ujf-grenoble.fr_20130614_095753
	crip-bu@ujf-grenoble.fr_20130614_100100
	crip-bu@ujf-grenoble.fr_20130614_100411
	crip-bu@ujf-grenoble.fr_20130614_100713
	crip-bu@ujf-grenoble.fr_20130614_100942



