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Résumé

Listeria monocylogenes est retrouvée dans environ 10 % des aliments, particuliérement
dans les charcuteries, les viandes hachées, poissons fumés, et les fromages a péte molle.

Nous avons recherché Listerig monocytogenes dans 70 échantillons prélevés sur différentes

¢tapes de la chaine de production du fromage de type camembert depuis le lait de vache cru

jusqu’au produit fini au niveay de la laiterie de Beni-tamou.

L’absence totale des Listeria monocylogenes  constatée durant notre travail peut étre
expliquée par plusieurs facteurs a savoir : la présence des moyens de défenses naturelle dans
le lait, I’absence de 1°utilisation de I’ensilage dans I’alimentation des vaches qui aurait
probablement contribué 4 I’absence de Pinfection, et aussi grace al’application rigoureuse du

systtme HACCP mis en place au niveau de Ia lajterie depuis le lait cru (¢levages) jusqu’au

produit fini (laiterie).

Mots clés : Listeria monocytogenes, lait cru, fromage a pate molle, camembert,



Summary

Listeria monocytogenes is found in approximately 10 % of food, particularly in the meats in
the meats chopped, fish, and soft cheeses.
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Introduction

L’industrie alimentaire est continuellement eXposée au risque de contamination par des

8ermes qui peuvent étre dangereux pour Ia sant¢ publique. Parmi ces germes nous pouvons
citer le genre Listerig,

Comme dans de nombreux pays, Ia situation est difficile a évaluer car Ia listériose n’est pas
encore considérée comme une menace pour la santé publique et ne figure dans Ia liste des
maladies 4 déclaration obligatoire (Lebres, 2006). Cependant, méme sj 3 notre connaissance
aucune €pidémie n’a encore €t€  signalée Jjusqu’a présent, la présence de Listeria

monocytogenes dans les aliments ne peut €tre ignorée.,
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I-1.Historique

La découverte de Listeria est liée 3 des cas de listériose humaines et animales étudiés au
début du XX siécle. En 1918, Dument et Cotoni isolérent une bactérie du liquide céphalo-
rachidien d’un soldat atteint de méningite (Sautra et al. 1998, Moll et Moll, 2002).

En 1926, Murray -Webb et Swann, isolérent un petit bacille & gram positif du sang de
lapins atteints d’une mononucléose sanguine, et fournirent une description détaillée du germe
qu’ils nommérent Bacterium monocyltogenes puis renommé Listerilla hepatolytica par Pirie
en 1927 (Le Minor et Verron, 1990, Jacquet, 1998). Le nom officiellement admis en 1940

pour cette bactérie est Listeria monocytogenes (Sutra et al. 1998),

A partir de 1951, des auteurs allemands décrivent la forme septicémique du nouveau-né, et
les travaux de Seeliger en 1966 montrent que Listeria monocytogenes joue un rdle assez
important en pathologie humaine En 1981, la transmission alimentaire che I’homme fut
prouvee lors d’une épidémie au Canada, Depuis cette date, Listeria monocytogenes fut 1’objet
d’études et de surveillances épidémiologiques d’origine alimentaire. (Sautra et al. 1998,
Rocourt, 1996, Recourt et al, 1999),

En Algérie :

-En 1989, Benallegue et al isolérent pour la premiére fois la bactérie lors dun cas de

méningite (Lebres, 2002).

-En 1989, Bellouni et af isolérent 11 souches de Listeria i partir de 87 placentas de bovins et

une autre souche de Listeria 3 partir de 16 fromages analysés.

-En 2000 Lebres et al, isolérent 10 souches de Listeria sur 419 €chantillons de denrées
alimentaires autres que le lait, dont 7 Listeria monocyltogenes 3 Listeria innocua (Lebres,
2002 et Lebres 2006). En 2004, Lebres et al isolérent, 28 souches de Listeria i partir de lait
cru.

-En 2007,Hamdi et al, isolérent 3 partir de lait cru, de lactosérum et du caillé la Listeria
monocyltogenes,4 souches de Listeria sur 153 ¢chantillons de lait de ferme et 6 sur 80
échantillons de citernes testés positifs pour L.monocytogenes | Tous les échantillons de sérum
et de lait caillé ont été testés négatifs pour L.monocytogenes ,mais 2 sur 22 échantillons de

sérum ont été contaminés par L.innocua.
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En 2012, Bouayad et Hamdi, isolérent sur 227 échantillons (aliments prét a manger
commercialisé sur Alger) ,21 ont été testés positifs pour Listeria spp, parmi eux ,6 ont été

testés positifs pour L. monocytogenes.
I-2 Caractére biologique :
I-2-1.Taxonomie :

D’apres le Bergey ‘s manuel, volume 2 (1986) les listeria sont des bacilles 3 Gram positif,
réguliers, non sporulant, elles appartiennent & la section qui regroupe les genres

Lactobacillus, Erispelathix, Brochotherix, Kurthia, Caryophanon.

Le genre listeria appartient a la branche phylogénitique, des Clostridium , Staphylococcus |
Streptococcus , Lactobacillus , Brochotherix , bacillus | les listeria et les brochotherix font

partie des listericeae (Larpent,2000).

Actuellement six espéces sont donc reconnues dans ce genre, en plus de Listeria
monocytogenes, il §’agit de :
* Listeria grayi qui a été découverte en 1966 par Larsen et Seeliger
* Listeria murrayi qui a été découverte en 1971 par Welshimer et Meredith
* Listeria ivanovii qui a ét¢ découverte en 1984 par le microbiologiste bulgare Tvanov
* Listeria innocua qui a été découverte en 1981 par Seeliger
* Listeria seeligeri et Listeria welshimeri qui ont été mises en évidence en 1982
En 1992, Rocourt et al. Confirment I'existence de fortes similitudes génomiques entre
Listeria grayi et Listeria murrayi et proposent de réunir ces deux taxons €n une unique espéce
qui, en raison des régles de priorité, doit étre dénommée Listeria grayi.
Classification phylogénique des listeria selon (Dellaras, 2007) :
Domaine : Bacteria
Phylum : Firmicutes
Classe : Bacilli
Ordre : Bacillalles
Famille : Listeriaceae

Genre : Listeria
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I-2-2.Caractéres morphologiques :

Listeria spp, se présentent sous Ia forme de petits bacilles droits ,d¢0,4205 um de
diamétre sur 0,5 4 2,5 pm de longueur |, aux extrémités arrondies Zaika et Fanelli, (2003)
Elles se présentent de maniére isolées ou groupées en V ou en L ou en palissades ou,
parfois en courtes chaines ou en petits amas . Elles sont des bactéries non acido-alcoolo
résistantes, non capsulées, non sporul€es, aéro-anaérobie facultative mais cultivant mieux
en aérobiose et mobile lorsqu’elles sont cultivées 3 20 °C ciliature péritriche). Immobiles 3
37°C

Dans des cultures plus agées, listeria prend un aspect plus allongée, filamenteux, et la

coloration de gram prend mal. (Figure 1)

Figure 1 : Aspect de Listeria monocytogenes au Gram (Lebres, 2002)
I-3. Caractéres culturaux :

Les listeria sont aéro-anaérobie facultatifs, des atmospheéres & tension légérement abaissée

en Oz et augmentée en CO, par rapport a celle de I’air donnent des cultures plus abondantes.

La Listeria se développe a des températures allant de 1 & 45°C. Cest un germe
psychrotrophe, c¢’est-a-dire qu’il a la faculté de se développer a une température égale ou

inférieure 4 7°C, indépendant de sa température optimale de croissance (Portalier, 2002).

Le genre Listeria n’est pasun genre exigeant, il se développe sur tous les milieux usuels en
24-48h. Sur gélose nutritive, les Listeria forment des colonies de faible diameétre (<1,5mm),
lisses, transparentes, légérement convexes et 3 bords réguliers. Eclairées par une lumiére

oblique, les colonies ont une légére coloration bleu vert.
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1-3-1. Température et croissance

La température optimale de croissance est comprise entre 30 et 37°C. La bactérie peut
méme se développer 4 des températures comprises entre -2°C et +45°C (Augustin, 1999).
Ces données montrent clairement que si un taux de croissance positif est détecté & des
Températures inférieures 3 0°C, celui-ci est extrémement faible, et la croissance n'est
observable que pour de longues périodes d'incubation. Par ailleurs, une forte hétérogénéité des
taux de croissance a été décrite (Augustin, 1999). Plus genéralement le comportement de 7.
monocytogenes semble souche-dépendant quelque soit les facteurs étudiés (température, pH,

aw), les aliments (laits, fromages, etc....) (voir tableau 1).

Tableau 1: Temps de génération de Listeria monocytogene (Ryse et Marth, 1991)

Temps de génération {(enb)a
produits 3°C 8°C 13°C 21°C 353°C
Iait entier 3327 15.06 5.82 1.86 0.692
Last i
e 3452 12.49 6.03 192 0.693
ecrémse
Lait
) 33.46 1056 5.16 1.72 0678
chocclaté
Créme a
3630 11.93 5.56 1.80 0.683
fouetter

I-3-2. pH et croissance :

Listeria monocytogenes peut se développer dans une plage de pH variant de 5,64 9,6. Son
pH optimal est aux alentours de 7 avec une tendance plutdt alcaline. Des études ont
néanmoins prouvé que la Listeria monocylogenes commence 3 se développer a des pH
inférieurs & 5,6 mais la tolérance 3 ces pH est plus faible qu'aux PpH basiques. Cependant, Ia
Listeria survit jusqu'a pH 3,26. (Nickalus, 2001).

La croissance de Listeria monocylogenes a des pH bas est directement lie a Ia

température (tableau 2) (Larpent, 2004).
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Tableau 2 : Croissance de /isteria monocyltogenes sur trypticase boy broth (Larpent, 2004)

T°C d'mcubation pH minimal de croissance
30 139-3863
20 139162
10 462-505
7 162-505
1 523545

I- 3- 3. Aw et croissance :

Listeria se développe 4 un optimum d* aw de 0,97, mais peut se développer & 0,943. Une
Aw inférieure a 0,932 ne semble pas permettre la croissance de la dite bactérie (Skovgaard,
1988). La bactérie survit au moins 132 jours a 4°C en milieu “Trypticase Soy Agar» avec
25% de Chlorure de Sodium (NaCl), donc un aw de 083 Ij a €té observé que L
monocyltogenes peut survivre pendant au moins 84 jours & 4°C dans un salami fermenté
dont I’aw est de 0.79-0.86 (Johnson, et al, 1988).

I-3- 4.Sel et croissance :

Certains travaux ont montré que la Listeria monocytogenes peut survivre 132 jours en
Supportant une teneur de 25,5% de Na Cl sur un milieu au tryptose et 2 4°C II a été cependant
démontré qu’a 37°C, la survie dans les mémes conditions est réduite 3 Sjours .Ce qui montre
Pinfluence énorme qu’a la température sur la sensibilité dy germe au NaCl. Une combinaison
de pH=5 et 6% de Na Cl inhibent cette espece. (Larpent, 2000 et Nicklaus, 2001).

L'hémolyse peut étre renforcée en Tecourant au test de CAMP (Christie, Atkins, Munch,
Petersen). Listeria monocytogenes et Listeria seeligeri donnent un CAMP test positif vis-a-vis

d'une souche de Staphylococcus aureus substance productrice de béta lysine.

Figure 2 : Aspect de Listeria monocytogeénes sur gélose au sang (Veronique P, 2002)
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I-4.Caractéres biochimiques :

Listeria monocytogenes est catalase positive, oxydase négative. Cette bactérie fermente le
glucose, le lévulose, le maltose sans production du gaz. Elle hydrolyse I’esculine. Elle
n’attaque ni "urée, ni les nitrate, et n’est pas protéolytique. Elle ne produit pas P’indole, ni
H2S elle est phosphatase alcaline positive. Les réactions de rouge de méthyle et de Vosges-

Proskauer (production d’acétone) sont toutes deux positives.

La caractérisation phénotypique de Listeria monocylogenes suit donc une méthode
classique : bacille 3 Gram positive, catalase positive, oxydase négative, mobilité 3 20°C, B-
hémolyse sur gélose au sang, nitrate réductase négative, hydrolyse de Pesculine, indole
négative, uréase négative, H,S négative, D-xylose négative, D-mannitol, L-rhamnose positive

(Jacquet et al, 1993 ; Larpent, 2004) (voire tableau 3)

Tableau 3: caractéres d’identification du genre Listeria (Jacquet et al »1993 ; Larpent,

2004)
Réaction positives Réactions négatives
Coloration de Gram Oxydase
Catalase Gaz en glucose
Glucose Uréase
VP, RM Indole
Esculine Gélatinase
Aéro-anaérobie facultatif H>S
Reéduction du lait tournesolé Sporulation
Production d’acide 3 partir de sucre dont glucose
Mobilité a 24h
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Chapitre IT Listériose clinique

II-1.Pouvoir pathogéne et virulence :
II-1-1. Pouvoir pathogéne :

Parmi les espéces de listéria, seules 3 (L -monocyrogenes, L.ivanovii, L -seeligeri) peuvent

provoquer des infections humaines ou animales (Larpent, 2004).

Listeria monocytogenes est une bactérie pathogéne opportuniste responsable de Ia listériose.

Cette pathologie est commune 3 Phomme et ’animal.

La listériose évolue essentiellement sous forme de cas sporadiques, pour lesquels il est trés
difficile de déterminer Porigine, elle est diagnostiquée principalement dans les pays
industrialisés (Larpent, 2004).

II-2.Mécanisme d’infection :
Trois modes de contamination par Listeria monocytogenes ont été identifiés -

® Le contact direct avec ’animal, trés rare pouvant étre observé pour le vétérinaire
lors d’intervention obstétricale chez les animaux infectés.
® [es infections nosocomiales, rares.

e La transmission alimentaire (trés fréquente).

Chez I’homme, 1a voie de pénétration de cette bactérie est localisée dans 1a voies aériennes

supérieures (angines, pharyngite, infection pseudo grippales) et au niveau dy tube digestif
apres absorption d’aliments contaminés (Larpent, 2004).

Le mode de contamination dominant est donc alimentaire avec atteinte du tube digestif puis
d’autre organes ou tissus en plusieurs étapes apres ingestion d’aliments contaminés (Farber
et Peterkin, 1991), les Listeria traversent I’intestin pour atteindre Ia circulation sanguine,
ensuite elles sont captées essentiellement par le foie et se disséminent dans le systéme

nerveux central ou le placenta (voire figure 3).
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Ingestion 7 tube digestif;}_;“_;_;\ LExcrétion fécale
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Bactériémie secondairq\

Figure 3 : Schéma de I’infection listérienne (Federighi, 2005).

Unité foeto-

Systéme nerveux
central

placentaire

intracellulaire facultatif qui est capable de survivre 3 Pextérieur de ’héte mais aussi de
peénétrer dans les cellules Cucaryotes de s’y multiplier et de passer directement d’une cellule 3

Pautre. Ce processus intracellulaire peut étre décomposé en 4 phases -

<+ L’internalisation : Listerig monocytogenes produit des internalines qui sont
indispensables & I’invasion cellulaire, les Listeria adhérent a des cellules non
phagocytaires (entérocytes, hépatocytes, fibroblastes, cellules ¢pithéliales) puis
pénétrent en induisant leur propre phagocytose (Jacquet et al, 2002).

+ Sortie de la vacuole intracellulaire : les bactéries internalisées quittent les
vacuoles de la phagocytose pour gagner le cytoplasme. 1a listériolysine O (LLO) :
exotoxine codée par le geéne Aly, intervient lors de 1a lyse de la vacuole ; elle est

responsable du pouvoir hémolytique observé in vitro sur gélose de sang de mouton

10
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* Nucléation des filaments d’actine : I’actine A produite par Listeria a permis le
contact avec les filaments d’actine de la cellule héte, de rejoindre la membrane
plasmique et de former une ¢vagination de cette membrane qui sera phagocytée
par la cellule voisine (Kocks et al, 1992).

<+ Propagation aux cellules voisines : une phospholipase et une Iécithinase
favorisent la propagation aux cellules voisines (Fig 4 et Fif 5) (Moll et Moll,
2002 ; Larpent, 2004 ct Federighi, 2005).

Forte d'entrée
digestive
. Croissance Systame
*5*; bacérienns nerveus central
bactériémie =
Foie Rate R ' g

intraceliulaires 20-40°

1;

Circulalion

Figure 4 : Représentation schématique des organes touchés au cours de I’infection
a L.monocytogenes (Berche, 2002)
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Figure 5: le Cycle de réplication intracellulaire de Listeria monocytogenes (Cossart,et
al,2003)

II-3.Dose infectieuse minimale(DIM) :

Pour certaines bactéries pathogeénes, la dose minimale infectieuse est bien déterminée, mais
pour Listeria monocytogenes la dose capable de causer une incidence donnée d’infection est
méconnue dans la mesure ou Pinfection peut demeurer asymptomatique (Federighi, 2005 et
Lebres 2006).
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Les numérations effectudes sur les produits a I’origine de cas cliniques indiquent que cette

dose est supérieur & 100 Listeria monocytogenes /g ou / ml ingéré (Federighi, 2005).

II-4. La listériose materno-infantile : listériose humaine

» Chez la femme enceinte
Les femmes enceintes présentent le plus souvent une maladie inapparente révélée par
Vinfection de I’enfant. Elle s¢ manifeste par un syndrome pseudo-grippal ou syndrome
fébrile, une pharyngite ou une diarrhée banale, I’infection transplacentaire peut entrainer un
avortement, mort feetale et un accouchement prématuré d’un enfant infecté (Avril et al, 2002
et Larpent, 2004 et Federighi, 2005).
» Chez le nouveau-né :

Les nouveau-nés des méres infectées, pourront étre contaminés le plus souvent par voie
sanguine « in utéro » ou partir d’un foyer endométrique secondaire ay moment du partum.

Quelques heures aprés la naissance on observe le plus souvent des septicémies,
hépatosplénomégalies, ictére et éruption (granulomatose septique infantile), associée dans 2/3
des cas a une méningite (Larpent, 2004 ; Bille, 1997).

> La listériose de adulte -

Les Listéria sont surtout virulentes chez des personnes & risques : personnes agées
cancereux, greffés, immunodéprimés. La sensibilite a listéria monocytogenes est augmentée
par le diabéte, les maladies hépatiques ou rénales, Ia diminution gastrique, Ia dépendance aux
narcotiques et au tabac. Les surcharges en fer favorisent €galement la maladie. (Larpent,
2004 ; Roucourt, 1998).

Chez I’aduite, 30-50 % présente une listériose méningique. D’autres atteintes du systéme
nerveux central sont décrites, comme les méningo-encéphalites et les abees du tronc cérébral

et de la moelle osseuse (Bourgeois et al. 1996 et Larpent, 2004).

> Chez les animaux : listériose animale
La listériose est tras fréquente et touche tous les genres et les espéces.
Les infections sont tres proches de celles observées chez homme (septicémie, méningo-

encéphalite et avortement) (Larpent, 2004).
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En ce qui concerne 1a Hstériose animale, notamment chez les ruminants, il semble que les cas
de listériose recensés sont plus fréquents en hiver et au printemps et sont corrélés
positivement & une ingestion plus importante d’ensilage (Watkins et Sleath, 1981).

Chez les bovins, on estime 3 1, 8 % le taux d’avortement dy 3 listéria. (Cottin et al, 1986).
Ont observé la présence de listéria dans respectivement 27%, et 6,6% des placentas des
bovins ayant avorté.

Une vache sur mille est excrétrice de listéria par la mamelle, en I’absence de signes
cliniques, ou tout au plus lors d’une mammite subclinique avec augmentation du taux
cellulaires

Selon le rapport de PAFSSA (2006), les résultats des investigations sur le portage et
Pexcrétion mammaire de listéria monocytogénes sont d’une grande variabilité. Le portage
peut aller de 0.01% jusqu'a 5 voire 18 a20% lors de controles successif et systématiques sur

des laits de vaches, de brebis ou de chévres apparemment saines.
II-5.Diagnostic :

Les symptomes de la listériose n’étant pas spécifiques, le diagnostic bactériologique
Tepose sur I'isolement et I’identification de listeria monocylogenes  a partir des produits
pathologiques
II-5-1.Diagnostic bactériologiques :

Prélévements chez la mére - au cours de la grossesse.

Prélévements chez le nouveau-né : isolement facile 3 partir du sang et du liquide céphalo-

rachidien
II-5-2. Diagnostic sérologique :

Cest la détection d’anticorps contre les bactéries tuées (séroagglutination) ou contre la
listériolysine (Gaillard et al, 2004).

II-6. Traitement :

Le traitement de choix d’une listériose neuromeningée est fondé sur Passociation ampicilline-
aminoside. Chez I’adulte, I’ampicilline est administrée par voie veineyse a la dose de 200

mg /jours pendant les premiers jours de I’infection. La pénicilline G 2 la dose de 300 000

unités internationales (UD kgfjour peut remplacer ’ampicilline chez les adultes. La

13|



Chapitre IT | Listériose clinique

gentamicine, associée 3 Pampicilline, est administrée par voie musculaire ou veineuse 3 fortes
doses (3-6 mg/kg/jour). La durée du traitement est de 3-4 semaines du fait de la possibilité de
rechutes en cas de traitement trop court, surtout chez les sujets immunodéprimés. Si une
listériose est suspectée et diagnostiquée par les hémocultures chez les femmes enceinte, le

traitement repose sur Pampicilline (6g/jour) par voie veineuse pendant trois semaines.

+

En cas d’allergie aux pénicillines, le tﬁméthopﬁme—sulfaméthoxazole, associé¢ a la

gentamicine, donne de bons résultats (Pinéde et al, 1993), D’apres Blanot et al, (1999).

Les modéles expérimentaux confirment que les antibiotiques les plus efficaces sont

Pampicilline et le triméthoprime-sulfaméthoxazole.
I-7. Prévention :

La prévention pour les personnes 4 risque ¢’est-a- dire les femmes enceintes, les personnes
agée , les personnes immunodéprimées par un traitement immunosuppresseur on par
pathologie telle que le cancer, cirrhose, consiste 4 éviter Ia consommation des produits
Teconnus potentiellement dangereux tels que : charcuterie en gelée , les patés, le foie gras , les
fromages au lait cru(camembert) , les poissons fumés, les coquillages crus, surimi, tarama,

graines germées crues et la liste n’est pas exhaustive

Devant tout épisode fébrile chez la femme enceinte il faut demander une hémoculture et

commencer une antibiothérapie.

1 faut éviter, pour les femmes enceintes, la manipulation d’animaux § risque (rongeurs,
ruminants, oiseaux) sinon aprés manipulation des animaux, une hygiéne rigoureuse doit étre

respectée.

Des mesures d’hygiéne et des controles bactériologiques pour les aliments destinés & étres

consommeés crus doivent étres appliqués (Euzéby, 2000)
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II-1. Définition du fromage

Le fromage est un produit laitier ,obtenu a partir de la coagulation du lait par un ensemble
d’enzyme coagulants, connu sous le nom de présure, suivie de I’élimination partielle du
lactosérum (égouttage), ce qui laisse subsister un caillé, lequel est & I’origine du fromage.
C’est un aliment riche en calcium fabriqué a partir de lait de vache principalement mais aussi
de brebis, de chévre, de bufflonne. Le mot fromage vient du latin « formaticus » signifiant
qu’il est fabriqué dans une forme appelée moule de fromage (Eck et gillis, 1997).

Il y’a plusieurs types de fromages, et 1’élément principale qui permet de classifier les

fromages est leur croute (Majdi, 2009).

IIT -1-1. Pates molles

Les fromages a pates molles ont une texture genéralement crémeuse et onctueuse avec une
légere élasticité dans Ia péte. Les pétes molles contiennent entre 50% et 60% d’humidité. Ce
type de fromage se divise en deux catégories : les pates molles & crofite fleurie et naturelle et
les pétes molles & croute lavé Ils sont fabriqués & partir de lait pasteurisé ou de lait cru de

chévre, de vache ou de brebis

* Fromage de pite molle i croiite fleurie : Il se caractérise par une croiite blanche a
dorée recouverte d’un duvet de moisissures blanc et feutré appelé fleur qui se
développe pendant Iaffinage ce qui leur donne le nom<croiite fleurie>. Ces aspect
duveteux de la croite est di 4 Ia présence du champignon penicillium candidum qui
peut éire pulvérisé a la surface des fromages en début d’affinage (Pradal, 2012).

e Fromage de pite molle 2 croiite lavée : Le principe de fabrication d’une péte molle 2
crofite lavée est semblable 3 celui des pates molles & crotte fleurie, sauf que le caillé
est coupé plus ou moins finement avant d’étre mis en moule.

Ce « rompage » facilite I’écoulement du petit lait : la pate sera plus serrée, plus compacte

mais néanmoins moelleuse, coulante ou plus ferme, selon le degré de séchage. Durant
Paffinage, qui s’étend sur deux 2 quatre mois, le fromage est retourné réguliérement puis
brossé ou lavé 4 I’aide d’une saumure additionné de biére, d’hydromel, de vin ou d’eau de-
vie, ce qui contribue a I’élaboration de ses diverses caractéristique . Il révéle des saveurs

marquées ou prononcées, parfois fortes (Anonyme 1, 1999).
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IIT -1-2.Pites 3 moisissures interne (persillées) :

Appartiennent a cette famille bleue d’ Auvergne, Roquefort. . tous fabriqué a partir de lait
de vache, sauf le roquefort (exclusivement avec du lait de brebis). Ces fromages sont 3

Porigine des pates molles, que I’on broie, sale et on les ensemence de peniciliium.
IIT -1-3. Pétes pressées :

Comme Ia plupart des fromages, ils font 'objet d’une fermentation lactique, & laquelle

s’ajoutent des fermentations complémentaires. L’égouttage est effectué mecaniquement.

* Fromages a pite pressée non cuite :

r

Ils sont obtenus par I’égouttage sous presse, de fromage a caillé divisé, non réchauffé. Les

tomates de Savoie, Sait Nectaire, Reblochon, sont considérées comme des pétes pressées.

® Fromages a pite pressé cuite
La cuisson s’explique par le fait que le caillé (divisé) est réchauffé dans Ie petit Iai
température rehaussée. C’est le cas du gruyere, de la Mimolette, de Ia raclette, "'Emmental. ..
ITT -1-4. Pites fondues :

Ce sont généralement des fromages industriels, obtenus par la cuisson de fromages auxquels

on ajoute des produits laitiers (lait, créme fraiche, beurre. . I

IIT-2. Définition du camembert

Selon Veisseyre (1975), le Camembert est défini comme étant un fromage a pate molle, 3
caillé non divisé en forme de cylindre plat. 1l a un diamétre de 10 a 11 cm et une épaisseur de
3 cm. 11 renferme au moins 40 % de mati€re grasse et 110 g de matiére seche. C’est un

fromage affiné 2 moisissures superficielles, originaire de Normandie.
IIL.2.1.Etapes de fabrication du camembert :

La transformation du lait en fromage comporte en général trois étapes (Eck et Gillis, 1997) :

-La coagulation : modification physicochimique des micelles de caséine sous I’action

d’enzymes protéolytiques et (ou) d’acide lactique.

-L’égouttage : séparation d’une partie du lactosérum. Apres rupture mécanique du coagulum

par moulage et dans certaing cas, pression, il conduit 4 ’obtention du caillé ;
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-L’affinage : transformation biochimique des constituants du caillé sous Paction

d’enzymes, pour la plupart d’origine microbienne.

Dans la plupart des fabrications, entre I’étape d’égouttage et celle d’affinage, se situe
Popération de salage qui représente & Ia fois un complément d’égouttage et un facteur

important de la maitrise de I'affinage par réglage de I’activité de Peau.

coagulation du lait (Eck et Gillis, 1997).

I -3.Listeria monocytogenes et denrée alimentaire ;

animale, et quelque soit les stades de leur production.

Les produits Iaitiers notamment le lait cru et ses dérivés , ont été les premiéres denrées
alimentaires 4 étre mise €N cause dans I’apparition de cas de listériose chez Phomme,

notamment lors des ¢pidémies déclarées en Suisse et aux Etats- unis (Bille , 1989) , pour les
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quelles les investigations épidémiologiques avaient mis en cause des fromages ; néanmoins de
nombreux travaux s’accordent actuellement & dire que c’est les produits préts & consommer
en I’état (RTE, Ready-to-eat) qui sont les produits les plus incriminés et des enquétes ont
montré qu’environ 10% des aliments sont contaminés au moment de leurs distribution
(Uyttendaele et a/ ,1999). La Listeria monocytogenes se retrouve également dans d’autres
catégories d’aliments telles que les viandes et les produits camnés, les légumes et les produits

de mer.

Ainsi Listeria monocytogenes et Listeria innocua sont les espéces les plus fréquemment
retrouvées, alors que Listeria ivanovii et surtout Listeria grayi sont particuliérement rares
(Moll et Moll, 2006).

Iii-3-1. Listeria monocytogenes et laits crus :

Le lait cru est un aliment tres fréquemment consommé dans de nombreux pays et en
grande quantité. En tant que produit agricole a 1’état brut, il est souvent contaminé par
Listeria, la fréquence de contamination par Listeriq monocyltogenes varie de 0 a 45% depuis

la collecte du lait jusqu’aux consommateurs (Larpent, 2004),

Le lait cru peut étre contaminé soit par un animal malade excreteur, soit au moment de la
traite par contamination fécale oy contamination du lait par les aliments du bétail. Dans ces 2
derniers cas, le role des ensilages de mauvaise qualité est & mettre en relief AFSSA (2006)

(voire figure 6)
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Figure 6: Cycle de contamination du lait cru par Listeria (Lebras, 2006)

IIT-3-2. Listeria monocytogenes et fromages :

Le genre Listeria est détecté dans de nombreux types de fromages a des taux et des
fréquences variables, les pourcentages d’échantillons positifs pour Listeria monocytogenes
peut aller jusqu’a 87% (Moll et Moll, 2006).

Des accidents ont pu étre observés dans des fabrications utilisant des laits crus ou des laits
« thermisés » ou insuffisamment chauffés ou des fabrications utilisant des Ilait
convenablement pasteurisés, mais contaminés en cours de fabrication (saumurage,

contamination par le matériel....).

> Fromage a pite molle :

Dans différent pays, plusieurs types de fromage a pate molle (brie de meaux, camembert)
ont été & 'origine de cas sporadique et épidémique de Listériose humaine ,c’est le cas en
suisse et en France (1995), il y eut 14 cas de listériose dus & la consommation de fromage a

pate molle (Livarot et Pont L’Evéque). En 1997, 35 cas de Listériose dus  Ia consommation
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de brie (Bille, 1989), la source majeure de contamination est le lait cru, mais des
contaminations secondaires sont possibles lors de croisement de produit , par le personnel
porteur sain , ou plus fréquemment P’environnement de travail (Jouve,1996). Ce lait cru
contaminé utilisé en fabrication fromageére, particuliérement en péate molle crofite fleurie ou
croite lavée permet aux Listeria de se multiplier au cours de Paffinage (en particulier pres de
la crofite) et explique les épidémies décrites.

Enfin, La contamination peut survenir également lors de la distribution, pouvant méme

permettre des transferts de contaminants sur d’autres produits (Ryser, 1999)
III-2-3, Listeria monocytogenes et autres produits laitiers :

Listeria est isolée dans de nombreux produits laitiers autres que les fromages tels que les

crémes, crémes glacées et beurre avec des fréquences variables.

Listeria peut également contaminer les yaourts, a4°C, la survie de la bactérie dépend du
pH initial : pour un pH égal 4 3.5 et en présence de bactériocine produites par Lactobacillus
acidophilus ,Listeria monocylogenes n’est plus détectée aprés deux jours de conservation , si

le pH initial atteint la valeur de 3,93 (Moll M et Mol N, 2006).

Les crémes glacées partagent avec le lait de nombreuses caractéristiques, mais s’agissant
d’un aliment congelé, Listeria monocyiogenes ne peut se développer durant le stockage
(FAQ, 20064).

Listeria monocytogenes peut se développer dans les produits laitiers conservés a une
température égale ou supérieur a 4°C, elle n’est pas détruite par le séchage du procédé

«spray » et survit jusqu’a 16 semaines dans les poudres obtenues (Amgar, 1991).
I1-4.Réglementation :

Listeria monocytogenes est recherchée dans le cadre des analyses obligatoires pour
"autocontréle. Elle peut étre & Porigine d’une intoxication alimentaire grave. Plusieurs pays
ont choisi un systéme de « tolérance nulle » pour la présence de Listeria monocytogenes dans
les denrées alimentaires se fondant sur Ia gravité de la listériose et sur le fait que 1’on ne
connait pas la dose minimale infectieuse. Cette approche signifie que le microorganisme doit

étre totalement absent des aliments « préts & étre consommé » (Joradp, 1998).
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-Aux USA :

La FDA (Food and Drugs Administation) et le département Américain de Iagriculture ont
adopté un critéres « zéro de tolérance » de la bactérie dans les aliments vendus prét a la

consommation (Labres, 2006) .
~-En France :

Le conseil supérieure de I’hygiéne publique de France et I’AF SSA (Agence Fancaise de
Sécurité Sanitaire des Aliments) ont d’abord exigé ’absence de Listeria monocytogenes dans
25 ml ou dans le cas de lait criis et des fromages au lait cru. Plus tard, ils ont décidé pour une
tolérance en fin de DLC (Date Limite de Consommation) d’un seuil qui est inférieur ou égal
a 100 Listeria monocytogenes par g de produit, tout en sensibilisant les consommateurs et

notamment les personnes 4 risque (Federighi, 2005., Jorf, 2306).
-En Algérie :

Compte tenu de la situation épidémiologique mondiale, il a ét€ proposé et retenu par
Iarréter suivant (24 Janvier 1998) | ’absence de Listeria monocytogenes dans 25 ml de lait
cru  Cette norme a méme été étendue 3 un grand nombre de produits alimentaires préts a étre
consommes (produits laitiers frais produits carnés ) ainsi qu’aux produits de la péche fumés
(Joradp,1998).
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Objectif :
Les objectifs escomptés a travers ce travail sont: la recherche, l'isolement et
I'identification des souches Listeria monocytogenes dans un fromage 2 pite molle «de type

Camembert », toute au long du proces de sa fabrication a partir du lait cru jusqu’au produit

fini.

Nous allons nous intéresser aussi au dénombrement des souches isolées pour voir
I’évolution de la contamination, en s’appuyant sur une méthode de référence normalisée et

validée par ISO.

L’échantillonnage, a ét€ réalis€ au niveau de la « laiterie fromagerie » de Lactalis de Beni

Tamou.
I .Matériel :
I-1.Matériel de iaboratoire :

Les prélévements ont ét€ analysés au niveau du laboratoire ’HIDAOA (Hygiéne des
Denrées Alimentaire d’Origine Animale) de 'ENSV (Ecole Nationale Supérieure Vétérinaire)
qui est équip€ de matériels d’un laboratoire de microbiologie alimentaire. Les milieux de

culture, les réactifs, les suppléments utilisés et leurs formules sont rapportés en annexes I.
I-2.Matériel biologique :

Le matériel biologique est représenté par des échantillons prélevés aseptiquement sur 03
productions du fromage de type camembert tout au long de la chaine de sa fabrication sur

une période allant du 20 Février jusqu’au 05 mai 2015 (voir la figure 7)

Figure 7 : Matériel biologique (originale)
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Processus de fabrication du camembert étudié :

Les premicres étapes de la fabrication du camembert consistent a la préparation du lait. I
est alors collecté, analysé puis trié avant d’étre concrétement utilisé. C’est le moyen de
garantir la qualité du produit fini et de permettre aux services de controle d’assurer le respect

des bonnes pratiques de fabrication.

Les €tapes qui suivent sont 1’écrémage et la maturation du lait cru, en suite on procéde a
I’emprésurage (procédé visant a obtenir du lait caillé), puis au moulage. Apres la coagulation
le fromage subit I’égouttage, incluant le rabattage, le retournement et le plaquage, ce qui est
suivi du démoulage et du salage. Chaque étape est minutieusement réalisée dans le but d’offrir
un camembert de qualité. Tandis que la dose du salage, en plus de rehausser la saveur du
fromage, doit suffire a achever I’égouttage et aider a I’affinage. L’affinage est réalisé dans
des haloirs. C’est durant cette étape que pousse la fine moisissure qui deviendra la crofite du
camembert. Le quinziéme jour, nous terminaisons par la mise en boite du produit. Les

étapes de fabrication de camembert est représenté dans la figure n°8.

I-2-1.Techniques de prélévement et condition de transport.
Nous avons prélevé 70 échantillons au niveau de la laiterie de Lactalis.

Les prélevements sont réalisés dans les meilleures conditions d’asepsie. Les échantillons
liquides (lait de vache aux différentes étapes du procés) ont été prélevés dans des flacons de
250ml, les échantillons solides sont placés dans des sacs de prélévement stériles, ces

échantillons sont acheminés vers le laboratoire d’analyse dans une glaciére isotherme.

Tableau 4 : Nombre des échantillons sur chaque étape

Echantillonnage nombre | Echantillonnage nombre
Lait de vache cru 25 Moulage 04
Lait de mélange avant pasteurisation | 03 Début d’affinage 04
Lait de mélange aprés pasteurisation | 03 Fin d’affinage 04
Maturation primaire 03 Produit fini 09
Maturation et secondaire 06 Produit fini ( au point de vente) 05
Caillé 04 Total 70
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Les différentes étapes de fabrication du fromage Camembert étudié ainsi que la répartition

des échantillons sont représentés dans la figure 8 suivante :

Collecteurs P Lait cri «+————— Echantillonnage

/—1:> Lait de mélange

Echantillonnage < ——> Pasteurisation
———> Lait pasteurisé
N Il
Maturation biologique

4

Echantillonnage - —
Coagulation

i >U
Egouttage et découpage

Echantilionnage | ;_>»ll
Moulage

[ —{

Saumurage

Echantillonnage

Echantillonnage

Echantillonnage

Echantillonnage Produit fini

Figure 8 : Plan d’échantillonnages selon ces étapes de fabrication du camembert
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II. Méthodes
II-1.Préparation des échantillons :
Pour I’échantillon solide, les sacs contenant 25 g d’aliments sont additionnés chacun de 225

ml du bouillon Fraser Y et sont homogénéisés dans des sacs stomacher. Nous obtenons une

dilution mére au un dixiéme.

Pour les échantillons liquides, introduire aseptiquement & I’aide d’une pipette graduer, 25 ml
de lait dans 225 ml de Fraser % (voir la figure 9)

Figure 9 : Préparation des échantillons (originales)

Ii-2.Méthodes d’analyse ©

II-2-1. Méthode d’analyse qualitative $

Méthode ISO 11290-1. Recherche des Listeria a partir des denrées
alimentaires. Méthode horizontale pour Ia recherche et le dénombrement de listeria

monocytogenes.

II-2-1-1. Objet et domaine d'application.
Cette méthode consiste en la recherche des Listeria dans toutes les catégories de laits et

produits laitiers.
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I1-2-1-2.Recherche et isolement de Listeria :
Principe (mode opératoire) :

Dans le cadre de la présente norme d’ISO 11290-1, la recherche de listéria monocytogénes

nécessite 04 phases successives selon le protocole suivant :

-préparation de la suspension mére :

En général, pour préparer la suspension meére, ajouter une prise d’essai de x g ou x ml dans 9
ml ou 9x g du milieu d’enrichissement sélectif primaire (boillon fraser —demi). De facon a
obtenir un rapport prise d’essai /milieu d’enrichissement de 1 /10(rapport masse/volume ou

volume/volume).

v La premiére phase : Enrichissement primaire en milieu d’enrichissement sélectif
liquide avec concentration réduite en agent sélectifs (bouillon Fraser-demi)
-Prélever 25 ml de lait cru & analyser dans des flacons sterils contenant 225 de bouillon

Fraser au demi additionnée de ses suppléments ou antibiotiques.

- Inoculation d’un milieu d’enrichissement sélectif primaire, contenant un volume de chlorure
de lithium et un demi-volume d’acriflavine et d’acide nalidixique (bouillon Fraser-demi), qui
est également utilisé comme diluant pour la prise d’essai.

-Incuber a I’étuve la suspension mére a 30° pendant 24 h + /- 2h.

v' La deuxiéme phase : Enrichissement secondaire dans un milieu d’enrichissement

sélectif liquide avec concentration compléte en agent sélectifs (bouillon Fraser)

A partir du bouillon d’enrichissement primaire, procéder comme suit :
-Enrichissement secondaire dans des tubes contenant 10 ml de Fraser complet & raison de

0,1 ml, a incuber a 37 C°(ou 35C°) pendant 48 h.

v" La troisiéme phase : Isolement et identification.
A partir des cultures obtenues, isolement sur les deux milieux sélectifs solides :
a) Gélose OXFORD. b) Gélose PALCAM.
-Incubation a 30C°, 35C°, ou 37C° et examen aprés 24 h et, si nécessaire, aprés 48 h, pour

détecter la présence de colonies caractéristiques présumées étre des Listeria spp.
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Gélose Oxford : les colonies typiques de listéria spp, cultivées sur gélose Oxford
pendant 24 h, sont des petites colonies (1 mm) de couleur grisitres, entourées d’un halo noir.
apres 48 h, les colonies deviennent plus foncées avec éventuellement des reflets verdétres,
présentent un diamétre d’environ 2 mm, sont entourées d’un halo noir et présentent une
dépression centrale.

Gélose PALCAM : dans le cas d’une incubation en atmosphére micro aérobie , aprés
incubation, laisser les boites de gélose de PALCAM retrouver leur couleur pourpre en
exposant le milieu a I’air libre pendant 1 h. Aprés 24 h, les listeria spp se présentent sous
forme de petites ou trés petites colonies vertes avec des reflets grisatres, ou vert olive, de 1,5
mm a 2 mm de diamétre, avec parfois centre noir mais toujours entourées d’un halo noir.
Aprés 48 h, les listeria spp se présentent sous formes de colonies vertes de 1,5 mm 4 2 mm de

diametre, avec une dépression centrale, et entourées d’un halo noir.

v' La quatriéme phase : Confirmation
-Dans les cas de fortes suspicions, procéder  une purification sur gélose nutritive (GN)
-Repiquage des colonies présumées étre des L.monocytogenes.

Gélose nutritive :

Les colonies typiques, de 1 mm & 2 mm de diamétre, sont convexes, incolores, translucides,
a bord réguliers. Si les colonies ne sont pas bien isolées, repiquer une colonie typique de
listéria spp sur une nouvelle boite de GN.

Les colonies caractéristiques ayant poussées sur gélose Palcam, Oxford ou Gélose

Nutritive (GN) feront I’objet d’une identification biochimique basée sur :
Identification du genre Listeria, elle-méme basée sur :

-Coloration de Gram (petits BGP),

-Test catalase (positif),
Identification des espéces du genre Listeria, basée elle-méme sur :
Mobilité (sur gélose mobilité & 22-25°C), Hémolyse de type B, ou Camp-test sur gelose TSA
au sang, -Aéro-anacro facultatif, VP(+) et RM(+), oxydase(-), Nitrate réductase (-), Glucose
(+),Gaz(-) et H28(-), Esculine (+), Urée(-), indole (-) et TDA (-), ou mieux encore une galerie
biochimique miniature de type API-Listeria.
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Jour 1

25 ml dans
225 ml de
Fraser %

Enrichissement primaire
30°C, 182424 h

Jour: 2

aser

l Secondaite

37°C,24 h

Jour: 3

3as Colon' pS
purification {GN)

Méthode ISO 11290-1
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II-2-2. Confirmation du genre listéria :
+ Etude morphologique et sélection des colonies pour la confirmation :

L’examen morphologique consiste en I’observation des plaques de Gélose Palcam et

Gélose Oxford pour reconnaitre les colonies caractéristiques.

Prélever a partir de chaque boite de chacun des milieux sélectifs, cing colonies présumées

étre des listérias spp.

Si une boite présente moins de cinq colonies présumées, retenir toutes les colonies

présumeées.

-Ensemencer en stries les colonies sélectionnées sur la surface des boites de gélose tryptone

de soja-extrait de levure (TSAYE), préalablement séchées, de fagon 2 permettre le

développement de colonies bien isolées.

-Placer les boites I’étuve réglée a 35 °C ou 37°C pendant 18 4 24 h ou jusqu’a un

développement satisfaisant.

% Les colonies typiques, de 1 mm 4 2 mm de diamétre, sont convexe, incolore |,
translucide, a bord réguliers.

% Si les colonies ne sont pas bien isolées, repiquer une colonie typique de istéria spp
.Sur une nouvelle boite TSYEA. Effectuer les essais suivants & partir de colonies d’une

culture pure sur TSYEA.
% Réaction Catalase :

La catalase est une enzyme qui empéche I’accumulation d’H»O, dont I’action serait 1étale

pour la cellule bactérienne, catalysant la réaction suivante :
2 H;0; » 2H:0 + O, S
Mode opératoire :

Placer séparément deux gouttes d’une solution de peroxyde d’hydrogéne a 20 volumes sur

une lame de microscope.

Prélever une colonie avec une tige de verre (pipette Pasteur) ou en plastique (surtout pas de

fil métallique) et I’émulsionner doucement dans une des deux gouttes.
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Observer immédiatement et aprés 5 minutes s’il ya apparition (catalase positive) de bulles
d’oxygene. Dans le cas ou il ya doute, recouvrir chacune des gouttes avec lamelles. Les
observations peuvent se faire macroscopiquement ou a I’aide d’un microscope & faible

grossissement.

Les listeria sont catalase positives.

Figure 10 : Aspect de réaction de catalase (originale)
+ Coloration de Gram :

La coloration de Gram permet la différenciation entre les bactéries 4 Gram positif et les

bactéries & Gram négatif.

Déposer sur une lame propre une goutte d’eau physiclogique, puis prélever une fraction

d’une colonie 2 identifier.

Dilacérer soigneusement et on incorpore progressivement de facon 4 obtenir une suspension
homogeéne , réaliser le frottis en partant du centre de la lame en décrivant un mouvement
circulaire , de fagon a4 obtenir un étalement mince et homogene sur les % de la lame , puis

fixer la préparation 4 la flamme bleue du BEC BUNSEN.

Recouvrir la lame avec du violet de gentiane et laisser agir durant une minute, jeter ’excés

et effectuer deux bais de lugol de 45 secondes.

Décolorer a Palcool, et laisser agir pendant 30 secondes, puis, rincer immédiatement 3 I'eau

courant.

Recolorer le frottis avec de la fushine pendant une minute, et la rincer de nouveau 2 I’eau

courante.

Sécher la lame au buvard (papier joseph), observer au microscope photonique & Pobjectif G

X 100.  C’est des petits bacilles & Gram positif, en forme de « V» ou de « L ».
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II-2-3.Confirmation de espéce du genre Listeria :

» Galerie classique :
a. La mobilité :

La mobilité est étudiée par I’ensemencement par piqiire centrale sur mannitol mobilité a partir
d’une colonie typique de Listeria, & incuber 4 25°C pendant 24 4 48 heures.

Les Listeria sont mobiles a 25°C et présentent un aspect de croissance typique en parapluie
sous la surface de la gélose (Figure 11).

Geélose Mobilité en tube, -
>

“ Ensemencée par piqiire centrale “

Et incubée & :

22°C Pendant 24 3 48 heures 37°C

l
=
U

Culture en forme de sapin pas de culture

Figure 11 : Aspect de Listeria sur gélose mobilité

Cette mobilité a 22 -25 °C permet également de différencier Listeria des bactéries immobile
comme Erysipelothrix et la plupart des Corynébactéries.

b. Recherche de ’hémeolyse :

Réaliser un isolement sur gélose au sang de mouton puis incuber & 37°C pendant 24 heure,
cette réaction nous permettra de voir si la souche testée est hémolytique ou non. Le test
positif se traduit par la présence de zones claires autour de colonies, nous parlons alors
d’hémolyse de type B.

31 |



Partie expérimentale Matériel et méthodes
_—————_M—__———_——

¢. Galerie classique :
Les tests effectués pour cette galerie sont les suivants :
-TSL, VP et RM, oxydase, hydrolyse de ’esculine, urée-indole,
Pour effectuer ces tests, il faut préparer une suspension bactérienne.
Prélever les colonies suspectes 4 partir de la gélose au sang de mouton.
* Ensemencement sur milieu TSI :

Ce milieu permet la détection de cinq caractéres
-fermentation des sucres : glucose, saccharose, lactose.
-production de gaz.
-formation de H2S ;

Ce milieu est réparti en tube & essai sous forme semi incliné en culot et en pente.

Ensemencer par piqiire profonde le culot au fil droit et en stries la pente puis incuber a 37°C
pendant 24 heures.

Lecture :

-Dans le culot, I'anaérobiose relative favorise I'utilisation du glucose qui entraine une
acidification et le virage au jaune de ’indicateur de pH : Culot jaune : Glucose (+).

Culot rouge : Glucose (-).

-Sur la pente, I’aérobiose favorise Putilisation du lactose et /ou saccharose qui entraine le
virage au jaune de ’indicateur coloré : Lactose(+), Saccharose ).

Si la pente est rouge : Lactose (+), saccharose (-).
-production du gaz : apparition des bulles de gaz dans le culot.
-Formation d” H2S : se traduit par un noircissement de la ligne joignant le culot et Ia pente.
* Vogue Proskauer (VP) et rouge de méthyle (RM)

La lecture sur le milieu Clarck et Lubs par une colonie caractéristique puis incuber a 37°C
pendant 24 heures, le lendemain, verser la moitié du tube dans un autre tube stérile. L’un
servira a la recherche de la réaction VP et ’autre pour la recherche de la réaction RM.

Le test de VP permet la révélation de la production d’acétone par fermentation
butanediolique aprés addition des réactifs VP1 et VP2, et en notant la couleur aprés 3 min de
réactifs.
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Lecture :

» Si la couleur du milieu initial jaune vire au rouge orangé, ¢’est une réaction positive.
> Si elle reste jaune c’est une réaction négative.

Le test d¢ RM permet la révélation de la fermentation de glucose qui abouti 3 la
production de nombreux acides par voie des fermentations acides mixte, aprés addition du
réactif RM.

Lecture :

-Si le pH est supérieur a4 7: il y a eu une faible alcalinisation, le test est dit négatif
(coloration jaune), donc les bactéries 4 RM négatif sont celles qui produisent des acides
organique par des voie des acides mixtes.

= Le test de I'oxydase :

Ce test revient de rechercher la derniére enzyme de la chaine respiratoire qui est le
cytochrome oxydase.

Au moyen d’une pipette pasteur prélever une fraction de colonie suspecte, puis déposer sur le
disque d’oxydase humecté de réactif d’oxalate de N-diméthyle para phenyléne diamine qui en
présence de I’oxydase donne une semi quinone rouge qui devient violet en présence de I’aire.

Lecture :

La réaction positive se traduit par I’apparition d’une couleur bleu intense mauve ou
violacée dans les 10 secondes qui suit.

= Hydrolyse de ’esculine :
L’hydrolyse de I’esculine est testée en ensemencant la gélose esculine par piqiire centrale.

Aprés 24 h d’incubation & 37°C I’hydrolyse de I’esculine se traduit par un noircissement de
milieu.

* Recherche de tryptophane désaminase, indole et urée :

Le milieu urée-indol ou urée tryptophane permet la recherche de I’uréase, de a tryptophane
désaminase (TDA) et la production de ’indole

Ensemencer le milieu Urée-indol par une culture pure et incuber 4 37°C pendant 24 heures.
Lecture :

Si le milieu vire au rouge violacé, la réaction est positive est donc la bactérie a hydrolyse
'urée. L’uréolyse se traduit par une alcalinisation du milieu due 2 la formation du NH,4, grice
a la présence d’uréase.
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Verser la moitié du tube dans un autre tube stérile. L’un servira a la recherche de I’indole et
’autre pour la recherche de la réaction de tryptophane désaminase.

v' Prendre le premier tube et ajouter quelque gouttes de réactif de Kovacs et il y a
formation d’un anneau rouge a la surface, réaction est positive.
v" Prendre le deuxiéme tube et ajouter quelques gouttes de réactif TDA.

S’il y a formation précipité de la couleur marron foncé, la réaction est positive.

(dans le cas ou le test est uréase positif, ramener le milien au pH initial par I"ajout de quelque
golites de HCI)

d. Galerie API Listeria (Analytic Prophylactic Index):

API Listeria est un systéme d’identification des Listeria utilisant des tests standardisés et
miniaturisés, ainsi qu’une base de données spécifiques.

Il permet la caractérisation du genre Listeria par élimination des espéces n’appartenant pas a
ce genre.

Principe :

La galerie API Listeria comporte 10 microtubes ou cupules de substrats sous forme
déshydratée, qui permettent la réalisation des tests enzymatiques ou des fermentations des
sucres et qui sont disposés de la fagon dont I’indique la figure 12

A
»

Figure 12 : Fiche de résultats de I’APL

La dénomination des substrats contenus dans les cupules, est la suivante

DIM : Différentiation entre Listeria innocua et Listeria monocytogenes.

ESC: Esculine.
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MAN : Mannosidase.

DARL : D-Arabitol.

XYL : D-Xylose.

RHA : Rhamnose.

MDG : Méthyl-D-Glucoside.
RIB : Ribose.

G1P : Glucose - 1 - Phosphate.
TAG : D-Tagatose.

HEM : Hémolyse.

Durant la période d’incubation, les réactions produites se traduisent par des virages spontan€s

ou se révelent par ’addition des réactifs.
Mode Opératoire :

Les cultures bactériennes & étudier doivent étre considérées comme potentiellement
dangereuses et doivent étre manipulées de fagon appropriée par un personnel compétent et
averti.

Avant d'ensemencer une galerie, il faudrait tout d'abord s'assurer de la
purification de la souche et de son appartenance au genre Listeria (courts bacilles
Gram positif, mobiles 4 25°C mais pas & 37°C, catalase positive et oxydase négative) a

l'aide d'une subculture réalisée sur gélose au sang 2 partir d’une colonie bien isolée.

Réunir ensuite fond et couvercle d'une boite d'incubation et répartir environ 5 ml d'eau
distillée stérile dans les alvéoles du fond pour créer une atmosphére humide. Inscrire la

référence de la souche a étudier sur la languette latérale de la boite.

Sortir la galerie de son emballage d'origine et individuel et la placer dans la boite
d'incubation puis se débarrasser du sachet déshydratant. Ouvrir ensuite une ampoule de
suspension Médium, puis prélever & l'aide d'une pipette, quelques colonies isolées pour

réaliser une suspension d'une opacité égale & 0,5 Mac Farland.
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Observer le type d'hémolyse et le noter sur la fiche de résultats, ce caractére
constituant un test additionnel.
Répartir la suspension bactérienne précédente dans les cupules ou micro tubes en évitant
d'introduire des bulles d'air, pour cela incliner la boite d'incubation vers l'avant et placer
la pipette sur le c6té de la cupule formant un angle d'environ 45°.

En ce qui concerne le test DIM, remplir environ 100 pl soit 2 gouttes de pipette Pasteur
en veillant a ne pas créer un ménisque convexe.

En ce qui concerne les autres tests, remplir uniquement la partie basse des cupules
des tests ESC a TAG, soit environ 50 pl ou 1 goutte de pipette Pasteur.

Refermer la boite d'incubation et l'incuber & 35 - 37 °C, pendant 18 & 24 Heures en
aérobiose.
Lecture de la galerie.

Tout d'abord, ajouter 1 goutte de réactif ZYM B au test DYM, laisser agir pendant
3 minutes, puis lire; ce test sert de base essentielle pour la différenciation entre
la Listeria monocytogenes pour laquelle il est négatif et la Listeria innocua pour laquelle
il est au contraire positif.

Noter ensuite toutes les réactions positives par le signe (+) et les réactions
negatives par le signe (-) sur la fiche de résultats en se référant au tableau relatif 3 la liste des
profils numériques.

Coder par la suite les réactions obtenues en un profil numérique, les tests sont s€parés
par groupes de trois et une valeur de 1, 2 ou 4.

En additionnant & l'intérieur de chaque groupe les valeurs correspondant & des réactions
positives, un profil de 4 chiffres est obtenu, exemple : 6510. L'identification est obtenue en

recherchant le profil numérique dans la liste des profils qui figure ci apres.
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Tableau 5 : Lecture et Interprétation des caractéres portés sur la galerie APL

Reactions Reésultats

Négatifs Positifs
Dafférenciation Orange pale
Listeria innocua / Listeria Rose beige Orange
monocyiogenes Grs bleu
Esculine ( hvdrolyse ) Jaune pale Noir
& MANnosidase Incolore Jaune

D-Arabitol { Acidification )
D-XYlose ( Acdification )
RHAmnose ( Acidification) Rouge . Jaune .
&Methyl-D-Glucoside (Acidification) Rouge - Jaune -
RiBose (Acidification) Orangé Orangé
Glucose - 1 - Phosphate (Acidification)
D-TAGatose

II-2-2.Analyse quantitative :

Méthode ISO 11290-2 dénombrement de listéria monocytogenes i partir des denrées

alimentaires.
a. Objet et domaine d’application :

Cette méthode consiste en la recherche et le dénombrement de listéria monocytogénes dans

toutes les catégories de denrées alimentaires.
b. Dénombrement de Listéria monocytogénes :

Détermination du nombre d’unités formant colonies (UFC) de listeria monocytogenes dans
une quantité déterminée de produit, lorsque I’analyse est effectuée conformément 3 la

présente norme.
¢. Principe :
Le dénombrement de /istéria monocytogenes nécessite six étapes successives :

e Préparation de la suspension mére dans un diluant.

¢ Revivification pendant une heure 3 20 °C.
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e Ensemencement en surface du milieu sélectif solide coulé dans deux boites de
Pétri, a raison de 0,1 ml par boite.

e Incubation des boites & 35°C et un examen aprés 24 3 48 heures.

e Confirmation des colonies présumées etre des listéria monocytogenes.

e Calculer le nombre de listeria monocytogénes & partie du nombre de colonies

confirmées par gramme ou par millilitre.

e Dénombrement des colonies caractéristiques.

Aprés incubation pendant 24 heures, et 18 & 24 heures supplémentaires, si le
développement est faible ou si aucune colonie n'est observée aprées 24 heures
dincubation, examiner les boites afin de rechercher la présence de colonies présumées
étre des Listeria spp.

Dans le cas dune incubation en atmosphére micro aérobie, apres incubation, laisser
la gelose retrouver sa couleur pourpre en laissant les boites de gélose PALCAM 3 l'air
libre pendant 1 heure.

Apres 24 heures, les colonies caractéristiques de Listeria spp, se présentent sous forme de
petites ou trés petites colonies vertes avec des reflets grisatres, ou vert olive, avec parfois un
centre noir mais toujours entourés d'un halo noir.

Aprés 48 heures d'incubation, les Listeria se présentent sous forme de colonies vertes de
1,5 a 2 mm de diamétre avec une dépression centrale et entourées d'un halo noir.

Compter alors toutes les colonies présumées étre des Listerai spp pour chacune des boites

contenant au moins 150 colonies caractéristiques et non caractéristiques.

» Confirmation du Genre Listeria spp.

Sélection des colonies pour la confirmation : pour cela retenir les boites contenant

au maximum 150 colonies présumées étre des Listerai spp 4 toutes les dilutions et, si possible au

niveau de deux dilutions successives.

Sélectionner trois & cinq colonies présumées sur chaque boite retenue. Siune boite

présente moins de cinq colonies présumées, sélectionner pour la confirmation toutes les

colonies présumées.

Ensemencer en stries les colonies sélectionnées sur la surface des boites

contenant de la gélose TSYEA qui seront incubées a leur tour a I'étuve a 35 ou 3 37°C pendant
18 a 24 heures.
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» Expression des résultats.

Pour quun résultat soit valable, on estime en général quiil est nécessaire de
calculer la valeur de a pour chacune des boites retenues selon la formule suivante : en
prenant en considération les boites contenant au minimum 15 colonies.

b
as= ~ xG
A

A : est le nombre de colonies répondant aux critéres d'identification.
b : le nombre total de colonies repiquées en vue de l'identification.
C : le nombre total de colonies dénombrées sur la boite.

Calculer ensuite la valeur du N de microorganismes présents dans 1’échantillon pour essai,

en tant que moyenne pondérée a partir de deux dilutions successives a I’aide de la formule

suivant :

> a

V(@ +0,1nB)d

QOu:

2.a : est la somme des Listeria identifiées sur chaque boite retenue et qui compte au moins 15
colonies.

V : est le volume de I'inoculum appliqué a chaque boite, en millilitre.
n 7: est le nombre des boites retenues & la premiére dilution.
n B: est le nombre des boites retenues a la seconde dilution.

d : est le taux de dilution correspondant 2 la premiére dilution retenue.
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Pour cela, si le dernier chiffre est inférieur 4 5, le chiffre précédent n'est pas modifié ; si

ce dernier chiffre est supérieur ou égal 4 5, le chiffre précédent est augmenté d'une unité.
Procéder de proche en proche jusqu'a ce que I'on ait deux chiffres significatifs.

Retenir comme résultat le nombre de microorganismes par millilitre (produits liquides) ou

par gramme (autres produits).



Partie expérimentale Matériel et méthodes

LOCTCRAMME v"2 DE L4 METHODE $1295-2

Anendre £ minotes & tempéramre ambisnte
Incobera 35 om 3 37°C, pendant?d i 45 heares,
gp amuosphers sérobis ou en atmosphére micro sérohie

!

Denombrer Ies colonies an nivesn dedenx dilntions socoessives
Idenrifier puk czkoler b valewr de zpos 4= X

Méthode ISO 11290-2
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I1. Résultats

ITI-1.Echantillonnage

La recherche de Listeria monocytogenes est faite sur 70 prélévements issus des différentes

ctapes de fabrication du camembert analysé, 4 partir du lait de vache cru jusqu’au produit fini.

Elle est faite sur trois productions du camembert analysé, la répartition des prélévements a

¢été réalisée rapportée dans le tableau suivant:

Tableau n °6 : Répartition des prélévements sur les 3 productions.

Production Numéroe de prélévement
1% production (01-25)
24" production (26-50)
3% production (51-70)

La repartition des echantillons sur différentes étapes de fabrication du camembert est

représentée dans la figure suivante :

& Lait de vache cru

& Lait de mélange {avant
pasterisation}

& Lait de mélange (apres
pasterisation}

= Maturation primaire

& Maturation secondaire |

= Cailié

= Moulage
= Début d'affinage

Fin d'affinage

7 Produit fini

Figure 13 : Echantillonnage sur différentes étapes de fabrication du Camembert.
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III-2. Identification du genre

Sur les 70 prélévements analysés, 05 sont suspectés étre positifs pour Listeria spp
L’identification est basée d’une part sur P’aspect des colonies (sur les milieux sélectifs
Palcam et oxford), et d’autre part sur la réaction de la catalase et la coloration de Gram.
les résultats de I’analyse de ’ensemble des prélévements sont représentés dans le tableau

suivant :

Tableau 7: Résultats de la recherche de Listeria monocytogenes

Nombres de prélévements Pourcentage %

Prélévements suspects 05 7

étre positifs

Prélevements négatifs 65 93

Total 70 100

Les résultats du tableau 7 sont représentés sous forme d’un secteur pour une meilleure

illustration :

= suspects positifs
négatifs

i

Figure 14 : Résultats de la suspicion de Listeria monocytogenes dans les prélévements

analysés
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Les 05 prélévements suspectés étre positifs ont été prélevés a partir de lait cru.

< Aspect morphologique
e Aspect sur gélose PALCAM :

FigurelS: Aspect des colonies suspectes de Listeria spp sur gélose Palcam (originale)

Aspect sur gélose OXFORD :

Figure 16: Aspect des colonies suspectes de Listeria spp sur gélose Oxford (originale)
% Aspect au Gram :

Toutes les souches suspectes isolées & partir des 5 échantillons sont des bacilles Gram positifs,

droits aux extrémités arrondies, isolés en paires, formants des angles « V » (voir figure 17).

Figure 17 :
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¢ Test de la catalase :

Ce test est révélé positif pour toutes les souches suspecté (voir figure 18).

Figure 18: Aspect de la réaction catalase (originale)

< La mobilité :

Les 05 souches isolées sont mobiles & 20°-25°C, le test révele P'image d’un sapin renversé

(parapluie) caractéristique, tel qu’on peut remarquer sur la figure 19.

Figure 19: Aspect de Listeria sur gélose mannitol mobilité 3 25°C

IT1-3. Identification de Pespéce :
% Galerie API Listeria :

Apres 24 h d’incubation et ’adjonction du réactif ZYM.B, le profil de la galerie miniaturisée
API Listeria des souches isolées n’ont montré aucun profil figurant sur la liste de la galerie

Annexe IT,
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II1-4.Résultats de dénombrement :

Selon la norme ISO 11290-2 le dénombrement est appliqué dans le cas de présence de
Listeria monocytogenes par millilitre ou par gramme et vu que la recherche a révélé une

absence totale de cette espéce, le dénombrement n’a pas été effectué.
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IV, Discussion

Suite a I’absence totale de Listeria monocytogenes que nous avons constaté au cours de

notre ¢tude, nous nous sommes posé les hypothéses suivantes -
- Le lait posséde des moyens de défenses
-Zones de provenance du lait est indemnes

-La mise en place et le respect des régles du systtme HACCP sont les causes de

’absence du germe

En effet, selon Ivanek et af, (2006), le lait est un produit d’excrétion trés fragile qui
peut facilement &ire contaminé par différentes espéces bactériennes, notamment par
L.monocytogenes Cependant, & I’état cru, il posséde des moyens de défense contre le
développement de Listeria spp. Ainsi Portalier, (2002) a rapporté que la présence d’une
microflore lactique naturelle qui rentre en compétition avec la bactérie permet de limiter sa
croissance (sauf en présence de Pseudomonas qui stimule son développement), de méme
certaines substances qui se trouvent en faible quantité (immunoglobuline, Lactoperoxydase,

lysozyme, lactoferrine) ont un rdle antibactérien.

En outre, Larpent, (2004), Kacem et al (2004) et Richard et al (2004), ont montré que
certaines bactéries lactiques qui excrétent des substances antibactériennes dites bactériocines
inhibent la croissance des Listeria. 1i se peut donc, que le lait analysé ait une résistance
naturelle vis-a-vis des Listeria monocytogenes par une teneur importante de la flore lactique

en compétition.

Nicolas et al, (1989) ont souligné que Pensilage est le principal facteur de risque pour la
dissémination des Listeria dans les clevages laitiers. Lebres, (2004) a rapporté que le role
des ensilages dans la contamination des ruminants par Listeria a ét¢ mis en évidence depuis
les années 60 c’est pourquoi, elle a regu le nom de « maladie de Pensilage ». Plus de 50% des
matieres fécales des animaux consommant de Pensilage contiennent des Listeria qui
contaminent les litiéres, le sol des locaux de traite, la peau des trayons et le lait au moment de

la traite.
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En effet Portalier, (2000) a suggéré que les ensilages mal conservés et/ou mal prépargs,
dont le PH est supérieur a 4, laisse la possibilité a Listeria de se développer. Ce défaut
d’acidification de I’ensilage peut provenir d’un mauvais tassement et de Pemploi des baches
de mauvaise qualité. Larpent, (2004) et Pujol-Dupuy, (2004) ont démontré que ce sont les

parties superficielles du silo qui présentent le plus de risque.

Selon le services agro-élevage de la laiterie de Beni Tamou I’alimentation distribuée pour les
vaches d’ou provenait le lait cru , semblait &tre composée du vert, sorgho, paille,

concentrés, I'utilisation de ’ensilage est complétement absente dans ces élevages.

Baird- Parkera et Mayest (1991), ont noté que la mise en place de systéme HACCP et le
respect des points cardinaux de ce dernier semble jouer un role majeurs dans "absence de
Listeria monocytogenes dans les différentes étapes de fabrication de camembert, ce résultat
pourrait expliquer ’absence de listeria dans les prélévements analysés au cours de notre

étude.

Le systeme d’analyse des dangers —points critique et leurs maitrise est une méthode, une
réflexion ol bien une démarche systématique et préventive pour assurer la qualité et la

sécurité des produits alimentaires.

Au niveau da laiterie de Béni Tamou le systéme HACCP est bien appliqué, depuis les

€levages jusqu’aux produit prét a consommer.

Au niveau des exploitations le service agro-€levage contréle I’hygiéne des batiments

en leur disposant des désinfectants.

A la réception du lait le service qualité exige un cahier de charge aux collecteurs
(propreté des citernes et caractéres physicochimiques et bactériologiques du lait), le lait

répondant aux critéres exigés est destiné 3 la fromagerie.

Au niveau des ateliers de production nous avons constaté Iinstallation adéquate des
locaux avec séparation des opérations (principe de marche en avant), pour éviter le risque de
contamination croisées. Un plan de désinfection et de nettoyage est assuré (pédiluve, des
tenus spécial pour le personnels : port de charlotte, de gants, bottes et vétements de travail).
Une analyse bactériologique est réalisée sur toutes les étapes tout au long du processus de

fabrication du produit.



Conclusion

Les bactéries pathogénes ont toujours constitués un véritable danger pour la santé de
’homme. Elles sont responsables de nombreuses infections et intoxications aux quelles nous

sommes tous exposes. Il est donc impératif de maitriser leur identification et leur dénombrement

dans nos aliments.

La Listeria monocytogenes aussi bien pathogéne pour ’homme que pour I’animal, doit étre
recherchée dans le cadre des analyses obligatoires pour ’autocontrdle car elle peut étre &
Porigine d’intoxications alimentaires graves. Ce risque est d’autant plus élevé que ce germe

est psychotrope, peut se développer tout au long de la chaine de conservation des produits

laitiers.

Les produits transformés préts & consommer parmi lesquels se retrouvent le lait cru et produits

dérivés, notamment les fromages & pate molle sont particuliérement concernés.

L’étude réalisée sur 70 prélévements, a révélée une absence totale de Listeria monocytogenes

tout au long du proces de fabrication du camembert analysé.

Les résultats obtenus montrent alors une bonne conformité aux normes imposées par la
réglementation pour le lait cru et les fromages qui stipulent ’absence de Listeria
monocytogenes dans 25ml de lait cru, et sur un grand nombre de produits alimentaires préts &
étre consommés. Ce résultat est une conséquence directe des bonnes pratiques de fabrication

et de I’application rigoureuse des principes HACCP par la laiterie de Beni tamou.

En conclusion, il nous semble plus qu’important la généralisation de I’application du
systéme HACCP 4 fin lutter contre la contamination des matieres premicres d’origine animale

et de leurs produits dérivés par Listeria monocytogenes.



Recommandations

Les mesures de prévention des listérioses ont pour but de réduire les risques de
contaminations des aliments par L.monocytogenes lors de la production des matiéres

premieres en particulier d’origine animale, dans les industries de transformation et chez le

consommateur,

“* Au niveau des productions agricoles (production de viande ou de lait);

v 1l est indispensable de respecter les régles d’hygiéne des locaux, des animaux et du

personnel.

11 faut veiller 4 alimenter les animaux avec un ensilage de bonne qualité,

Il faut veiller & une hygiéne rigoureuse des camions et du matériel utilisé pour la

collecte du lait et son transport vers les usines de transformation.

N7
0‘0

Dans les industries de transformation

Les locaux doivent respecter les 3 grands principes de conception hygiénique :

v" Marche en avant.
v’ Séparation des secteurs et non entrecroisement des circuits.

v" Controler le déplacement des personnes qui sont des vecteurs potentiels de
L.monocytogenes.

Il est indispensable de définir un plan de nettoyage et de désinfection des locaux et de
matériel. Un contrdle régulier de I’efficacité de nettoyage et désinfection doit étre effectus en

particulier dans les zones & risque (chambre froide, locaux de stockage .....).

Les traitements thermiques doivent étre adaptés et les étapes o1 un risque de contamination

apres traitement thermiques existe doivent identifies et maitrisées.

Les unités de transformation doivent, si possible, étre équipées de station de traitement des

effluents afin de minimiser les rejets de L. monocytogenes dans I’environnement.

% Chezle consommateur :

Pour les personnes, il est recommandg ;



D’¢éviter la consommation de lait cru et de produits a base de lait cru.

A

De cuire soigneusement les aliments crus d’origine animale,

De conserver les aliments crus, seéparément des aliments cuits ou préte a étre

consommes.

De nettoyer fréquemment le réfrigérateur et le désinfecter ensuite avec de I’eau
javellisée.

De respecter les dates limites de consommation.

<

D’éviter les croutes des fromages.

De se laver les mains, nettoyer les ustensiles de cuisine avec de I’eau de javellisée.

% Au niveau de la réglementation

v" La mise en place d’un réseau d’épidémiosurveillance efficace, ainsi que la déclaration
obligatoire des cas de la listériose humaine, permettant une détection rapide du
moindre accident listérien et de juguler au plus vite une éventuelle €pidémie.

I serait judicieux, pour mieux lutter contre la contamination listérienne des matieres
premiéres d’origine animale comme le lait, la viande et les ceufs, de classer la

listériose animale dans 1a liste des maladies & déclaration obligatoire

Précautions a prendre pour la prévention de la listériose chez la femme enceinte, les

patients immunodéprimés et les personnes agées.

Aliment 3 éviter :

v’ Eviter la consommation de fromages 2 pate molle au lait cru et des fromages vendus
rapés.

v' Eviter la consommation des poissons fumés et des coquillages crus.




ANNEXE I

Matériel de travail

Equipement de laboratoire :

C’est I’équipement classique d’un laboratoire de microbiologie alimentaire :

- Tube & essai stérile.

- Flacon stériles.

- Pipettes pasteur.

- Pipettes graduées stériles de ( 1-2-5-10-20ml).
- Boites de Pétri stériles.
- Etuve de 30°C et 37°C.
- Stomacher.

- Microscope photonique.
- Bec benzene.

- Balance.

- Glaciaire.

- Portoirs, pinces et des lames microscopiques.

Milieux de culture :

- Bouillon FRAZER.

- Gélose PALCAM.

- Gélose OXFORD.

- Gélose au sang.

- Milieu de CLARK et LUBS.
- Milieu Urée —Indole.

- Gélose mannitol-Mobilité.

- Galerie API.

Réactifs :

- Les suppléments et additifs pour les milieux : PALCAM et FRAZER.
- Les réactifs : VPI, VPII, KOVACS et TDA.
- Les colorants (violet de gentiane, Lugol, Fuchsine), Alcool.

- Eau oxygénée.



Huile 4 immersion.

Les milieux de culture hydratés et déshydratés :

Les formules sont indiquées en gramme par litre d’eau distillée.

1. Bouillon de Frazer :

Milieu pour Penrichissement sélectif pour listéria.

Composition du milieu :

YV V VYV V VYV V V VvV VvV

Peptone de viande (digestat pepsique de tissu animal)...................... 5
Tryptone (digestat pepsique de casiéne).............................. 5
e 5
L 5
Chlorure de sodium...............cccoooooi 20
Hydrogénophosphate disodique dihydraté........................... 12
Dihydrogénophosphate de POtasSIuMm. ..............oooooei 1,35
ESCUHDE ..o 1
Chlorure de lithium.................ooo 3
Sel de sodium d’acide nalixidique....................oo 0,2
BaU o 1 000 ml

2. Gélose PAL.CAM :

La gélose PALCAM est un milieu sélectif utilisé pour la différenciation et I’isolement

de Listéria dans les prélévements pathologiques, le lait et les fromages ainsi que dans

les autres prélévements méme fortement contaminés.

Composition :

YV V V V V VvV VvV

OO 8 VRIS 1.1 st rssns e oremmpes s o e 23

BXITait de eVUre. ..o 3
GIUCOSE ..o 0,5
AIIAON 1. 1
Chlorure de sodium..................oocoovcemioi S
BSCUNE. ..o 0.8

Citrate ferrique ammoniacal............................ 0.5



................................................................... 15
P Mannitol. ..o 10
> Rougede phénol.............ooooeeeiiiiii 0.08
> Agar (Columbia) ..o 18

3. Gélose OXFORD :

La gélose OXFORD est un milieu sélectif utilisé pour la différenciation, 1’isolement et

le dénombrement de listéria monocyltogenes dans le lait et les fromages, ainsi que dans les

autres produits alimentaire, méme fortement contaminés.

VV VYV V VY VY V V VvV VvV

Composition :

Polypeptone. ..o 20,0

Extrait autolytique de levure................................ 3,0

AMIAON .o 1,0

Chlorure de sodium................ooo 5,0
ESCUNNE ..ooooiic e 1,0
Citrate ferrique ammoniacal. ... 0,5
Chlorure de lithium. ... 15,0
Cyeloheximide. ................ocoovnvoniiiii 400,0
R 20,0
FOSTOMYCIDE, 1. vt sissnsseenssesms i e s e oo 10,0
ACHEIBVINE ..o 5,0

4. Gélose au sang :

Ce milieu nutritif de base sert 4 1a préparation d’ Agar au sang par addition de 53 8%
de sang de mouton, de cheval, de lapin ou humain en vue de I’isolement et de culture
de divers micro-organismes pathogénes exigeants ainsi que pour I’identification de
formes hémolytiques. Le milieu peut étre utilisé sans sang, par exemple pour des

hémocultures et comme base de milieux spéciaux.

Compostion :

............................................................................



S. Mannitol mobilité :

Ce milieu permet de rechercher simultanément la mobilité et 1’utilisation du mannitol.

V V.V V VvV V

Composition :

Peptone de viande ................oooooeii 15
Extrait de viande..................ooooiiioie 3
MANDHOL. ... 10
Potassium nitrate.............ooooooioenviiee 1
Rouge de phénol...............oooooniiiii 0,05
ALttt b)

6 . Milieu de CLARCK et Lubs :

Bouillon glucosé permet la révélation de fermentation du glucose (réaction de vogue-prosker
et rouge de méthyle).

vV V V VvV

vV V V VvV

Composition :

Tryptone. ... 2
Peptone bactériologique............................... 5
Phosphate potassique......................... 5
GlUCOSE .o 5
7.Gélose TSI(Triple Sugar Iron) :

Cette gélose permet de mettre en ¢vidence la fermentation du glucose ou du lactose,
(avec ou sans dégagement gazeux),du saccharose et de la production d’hygiéne
sulfuré.

Composition :

Peptone de viande ... 15
Proteose peptone. .............cccocovoviiiiiii 5
Extrait de viande................... 3
Extrait de levure...............co. 3



V V V V V V V VYV

vV V V V V VYV

vV V V V V

GIUCOSE. ..o 1
SaCCharose. ..o 10
LaCtose. ..o 10
Citrate de fer ammoniacal....................................._ 0,3
Chlorure de sodium..............ccooooooi 5
Sodium thiosulfate................ccooooooo 0,3
Rouge de phénol..............coooovonviiiioi 0,5
AGAE ottt 18
8.Urée Indole :
Permet de rechercher ’uréase et la production d’indole.
Composition :
L-tryptophane. ...........ocoooouemmmiiiiiee e 3
Phosphatedipotassique................................... 1
Phosphatemonopotassique .................................................... 1
Chlorure de sodium. ............c.coooooooii 5
UL 20
Rouge de phénol...............cccooevniio 2,5
9.Agar i L’esculine
Composition :
Peptone de viande ... 10
Citrate de fer ammoniacal............................... 1
ESCUNDE. ..o 1
BIE AE BIUL 1uc v ocee it rib et e 3
ALt 18



Les suppléments :

Suppléments pour bouillon FRAZER :

Composition :

............................................................. 28,1 mg
> Acide nalidixique............................ 22,5 mg
> Citrate de fer IIl ammoniacal................. ... 112,5mg

Préparation :

Ajouter stérilement :

2,25 ml du flacon 4 225 ml du bouillon FRAZER.
- 0,1 ml du flacon de bouillon F RAZER.
Supplément pour gélose PALCAM :
Composition :
> Sulfate de polymyxine B............coooocoooi 500UL
> Ceftazidine. ... 10 mg.
> Aecriflavine............. 2,5 mg.

Préparation :

Ajouter stérilement 2,25ml du flacon 4 225ml de gélose de base PALCAM fondue, bien
mélanger et répartir en boites de petrie.

NB : il est indispensable d’éviter toute super exposition du supplément 4 la lumiére.

Supplément pour gélose OXFORD :

Composition :

> Cycloheximide................................__ 200, 0 mg
> Colistine (sulfate)...........cooooeoeveiini 10,0 mg
> Céfotétan. ..o 1,0 mg
> Fosfomycine......................... 5,0mg



Galerie API :

Composition :

La composition de la galerie est le suivant -

Milieu : API suspension medium

* Eaudéminéralisée.................................. 2 ml
Réactif :7ZYM B (8ml)

* 2-Méthyléthanol........................... 100 ml

e Fast Blue (matiére I ) R 0,12 ¢

Condition de stockage :

Galerie : la galerie se conserve 4 2-8 °C jusqu’a la date limite d’utilisation indiquée sur

I’emballage.

Milieu : le milieu se conserve & 2-30°C Jusqu’a la date limite d’utilisation indiquée sur

IPemballage.

Réactif : le réactif ZYM B est trés sensible & la lumiére : il doit étre conservé a 1’obscurité &
2-8 °C jusqu’a la date limite d’utilisation indiquée sur I’emballage. Apres ouverture de

’ampoule, entourer le flacon d’une feuille d’aluminium, le remettre rapidement au

réfrigérateur aprés utilisation.



Annexe I1

LISTE DES PROFILS NUMERIQUES DES LISTERIA SUR

GALERIE API
2150 Listeria ivanovii 3750 Listeria ivanovii
2170 Listeria ivanovii 3770 Listeria ivanovii
2250 Listeria ivanovii 6010 Listeria monocytogenes
2310 Listeria seeligeri / ivanovii 6110 Listeria monocytogenes / innocua
2311 Listeria welshimeri 6120 Listeria grayi
2330 Listeria ivanovii 6130 Listeria grayi
2340 Listeria ivanovii 6150 Listeria monocytogenes
2350 Listeria ivanovii 6310 Listeria seeligeri / welshimeri
2370 Listeria ivanovii 6311 Listeria welshimeri
2410 Listeria monocytogenes 6410 Listeria monocytogenes
2510 Listeria monocytogenes 6450 Listeria monocytogenes
2550 Listeria monocytogenes /ivanovii 6510 Listeria monocytogenes
2711 Listeria welshimeri 6520 Listeria grayi
2750 Listeria ivanovii 6550 Listeria monocytogenes
2770 Listeria ivanovii 6701 Listeria welshimeri
3110 Listeria seeligeri/innocua/ivanovii 6711 Listeria welshimeri
3120 Listeria grayi 7110 Listeria innocua
3130 Listeria grayi /ivanovii 7111 Listeria welshimeri
3150 Listeria ivanovii 7120  Listeria grayi
3170 Listeria ivanovii 7130 Listeria grayi
3210 Listeria seeligeri / ivanovii 7301 Listeria welshimeri
3250 Listeria ivanovii 7310  Listeria seeligeri/welshimeri/innocua
3270 Listeria ivanovii 7311 Listeria welshimeri
3300 Listeria seeligeri / ivanovii 7320 Listeria grayi
3310 Listeria seeligeri 7330 Listeria grayi
3311 Listeria welshimeri 7500 Listeria innocua
3330 Listeria ivanovii 7510 Listeria innocua
3340 Listeria ivanovii 7511 Listeria welshimeri
3350 Listeria ivanovii 7520 Listeria grayi
3360 Listeria ivanovii 7530 Listeria grayi
3370 Listeria ivanovii 7701 Listeria welshimeri
3520 Listeria grayi 7710  Listeria welshimeri / innocua
3711 Listeria welshimeri 7711 Listeria welshimeri

3730 Listeria ivanovii 7720 Listeria grayi
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