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Résumé

Listeria monocytogenes est un pathogéne majeur en santé publique et en santé
animale, I'origine alimentaire de la listériose humaine est bien établie. Elle est liée a
certaines caractéristiques générales de Listeria comme la résistance extréme aux conditions
du milieu extérieur. Notre étude bactériologique a porté sur l'isolement de Listeria ainsi
que son dénombrement selon la norme 1SO11290-1 et I1ISO11290-2. Sur 146 prélevements
d’aliments de différentes catégories (lait et produits laitiers, viandes et produits carnés,
poissons et produits de la péche, plats cuisinés ainsi que des écouvillonnages de surface),
10 souches de Listeria monocytogenes et 17souches de Listeria sp. ont été isolées. Soit une

incidence de 6.85% de Listeria monocytogenes.

A lissue de l'identification bactériologique, nous obtenons: 5.71% de L.monocytogenes
et 12.85% de Listeria sp dans le lait et les produits laitiers; 11.11% de L.monocytogenes
et 27.77% de Listeria sp dans les viandes et les produits carnés ; 8.1% de L.monocytogenes
et 5.40% de Listeria sp dans les plats préts a manger (PAM); aucune L.monocytogenes
et 25% de Listeria sp dans les poissons et les produits de la péche et enfin une seule

L.monocytogenes au niveau des écouvillonnages de surface.

Il ressort de notre travail une impossibilité d’éliminer Listeria de I'environnement due a son

caractere d’ubiquité et au non respect des mesures d’hygiene.

Mots clés: Listeria - bactériologique - denrées alimentaires —Zoonose.



Abstract

Listeria monocytogenes is a major pathogen in public health and in animal health, the
food origin of the human listeriosis is well established. It is related to certain general
characteristics of Listeria like extreme resistance to the conditions of the external medium.
Our study is based on the insulation of Listeria and enumeration according to standard
ISO11290-1 and 1SO11290-2. 146 samples of food of various categories (milk and dairy
products, meats and meat products, fish and fishery products, cooked dishes as well as
swabs from surface), 10 strains of Listeria monocytogenes and 17 strains of Listeria sp. were

isolated. That is to say an incidence of 6.85% of Listeria monocytogenes.

At the end of the bacteriological identification, we obtain 5.71 % of L. monocytogenes and
Listeria spl 2.85 % in milk and milk products; 11.11% of L. monocytogenes and 27.77 %
Listeria sp in meat and meat products; 8.1 % of L. monocytogenes and 5.40 % of Listeria sp in
ready dishes to eat; no L. monocytogenes and 25% of Listeria sp in fish and fishery products
and finally a single L. monocytogenes at the surface swabs.

From our work, we deduce that it is impossible to eliminate Listeria in the environment due

to its ubiquitous nature and the non- compliance with hygiene measures.

Key Words: Listeria - bacteriologic - Foodstuffs —Zoonose.
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Introduction

Listeria monocytogenes est une bactérie ubiquitaire potentiellement nuisible a la
santé humaine et animale, elle est a lorigine d’une zoonose infectieuse appelée
« listériose ». Cette zoonose est d’autant plus préoccupante en raison de la capacité de L.

monocytogenes a survivre a des basses températures de réfrigération et de congélation.

Cette maladie d’origine alimentaire se présente essentiellement sous forme de cas
sporadiques, plus rarement par des cas groupés, voire de véritables épidémies (Plus de 88

épidémies ont été rapportées dans le monde selon la littérature (CNRL, 2014).

Les risques épidémiques sont d’autant plus amplifiés par le fait que I'Algérie est importatrice
de denrées alimentaires d’origine animale a partir de pays ou des foyers de listériose ont été

déclarés.

L. monocytogenes est présente en abondance dans I'environnement et les aliments.
Malgré le fait qu’une grande variété d’aliments puisse étre contaminée par L.
monocytogenes, les poussées épidémiques et les cas sporadiques de listériose sont associés

principalement aux aliments préts a consommer (FSA, 2011).

Listeria monocytogenes est un pathogéne d’importance majeure en santé publique parce
qgu’il génere un tres haut taux de mortalité chez les populations susceptibles telles que les
personnes agées, les gens immuno-supprimés ainsi que les nouveau-nés et les femmes
enceintes. Par conséquent une surveillance étroite et ciblée de la L. monocytogenes, est
nécessaire, pour des raisons évidentes de risque pour la santé publique.

La recherche et la maitrise de techniques d’identification constituera a cet effet une assise
scientifique pour la surveillance épidémiologique de toutes les denrées a risque et permettra
de réagir rapidement au cas ou une denrée quelconque révélera la présence de Listeria.

Pour cela, un controle bactériologique systématique s’'impose et concerne a la fois
les matiéres premiéres locales et/ou importées, les chaines de fabrication et les produits
finis. Il va sans dire, qu’une épidémie de Listériose colterait plus cher que des actions de
prévention.

L'objectif de notre travail a consisté a étudier 'espece L. monocytogenes en tant que

contaminant alimentaire responsable de toxi-infections alimentaires. Cette étude se base
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sur la détection de L. monocytogenes ainsi que son dénombrement dans les aliments en
Algérie.
Cette étude s’articulera sur deux parties :

e Une partie bibliographique qui comporte quatre chapitres portant sur les
généralités ; I'épidémiologie de Listeria; Listeria dans l'alimentation et enfin les
intoxications alimentaires.

e Une partie expérimentale consistant en une étude bactériologique (identification et

dénombrement des Listeria) a partir de produits alimentaires variés (viandes, lait,...)
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I.1. Historique
La découverte de Listeria est liée a des cas de listérioses humaines et animales étudiés
au début du xx siecle. En 1918, Dumont et Cotoni isolerent une bactérie du liquide céphalo-

rachidien d’un soldat atteint de méningite (Sautra et al., 1998).

En 1926 a I'animalerie de I'université de Cambridge, Murray-Webb et Swann, isolérent
la méme bactérie lors d’une épizootie touchant les lapins et les cobayes, et qui présentaient
une mononucléose sanguine en plus des lésions de nécrose au niveau du foie, et ont adoptés le
nom de Bacillus monocytogenes (Murray et al., 1926). Un an plus tard, en Afrique du Sud, Pirie
isola la méme bactérie des foies des especes de gerbille africaine, sous le nom de Listerella

hepatolytica (Gray et Killinger, 1966).

En 1940, Pirie a proposé le nom de Listeria monocytogenes et définitivement accepté

et retenue par les Approved Lists of Bacterial Names (Euzéby et Tindall, 2004).

Durant de nombreuses années, les listérioses furent principalement considérées comme
des maladies des animaux méme si des cas sporadiques et parfois dramatiques étaient décrits
chez I'homme. L'intérét pour L. monocytogenes (Listeria monocytogenes) grandit quand la
transmission alimentaire fut prouvée en 1983 (Schlech et al., 1983), Depuis cette date,

L. monocytogenes fait I'objet de nombreuses études et de surveillances accrues.

I.2. Caractere biologique

1.2.1. Taxonomie

Le genre Listeria comprend des bactéries Gram positif, non capsulées, non sporulées,
et aéro-anaérobies facultatives mais cultivant mieux en aérobiose (Euzeby, 2000). Jusque dans
les années 1970, leurs caractéristiques morphologiques leur ont conféré le statut de bactéries
corynéforme. Mais depuis I'avénement des travaux de taxinomie numérique et I'apparition du
séquengage partiel de I’ARN ribosomique 16S, il est maintenant clairement établi que les
Listeria appartiennent a la branche des Clostridii, comme les Staphylococcus, les Streptococcus,
les Lactobacillus et tous les autres bacilles Gram positif ayant un ADN dont le rapport GC est

inférieur a 50% (Collins, 1991).
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Depuis la premiere description de Listeria en 1926, la littérature a mentionné a I’heure

actuelle quinze espéces (Bakker et al, 2014) :

- Listeria monocytogenes (1926) ; L. grayi (1966); L. murrayi (1971); L. innocua (1981); L.
welshimeri et L. seeligeri (1983); L. ivanovii sub sp. Ivanovii en (1985), L. ivanovii sub sp.
Londonienesis (1992); L. marthii (2010); L. recourtiae (2010); L. fleischmannii (2013); L.
weihenstephanensis (2013). Listeria floridensis, L. aquatic, L. cornellensis, L. grandensis, L.

riparia (2014).

Selon le Bergy’s Manual (2001), le genre Listeria fait partie de la famille des Listeriaceae,
I'ordre des Bacillales, Classe Ill des Bacilli et du phylum Il des Firmicutes, regroupées dans le

regne des Eubacte.

1.2.2. Caracteres morphologiques

L. monocytogenes est un bacille a Gram positif se présentant sous forme de batonnets réguliers
de 0.5-2 um de longueur sur 0.4-0.5 um de diameétre, aux extrémités arrondies, associés
parallelement ou en courtes chaines ou en paires sous forme de V. Dans les cultures agées
et en milieux carencés, des filaments de 6 a 20 um peuvent se former. La bactérie n'est ni
capsulée ni sporulée. Elle est mobile par des flagelles péritriches quand elle est cultivée a 20-

25°C, et immobile ou faiblement mobile a 37°C (AFSSA, 2000).

1.2.3. Constitution antigénique

I. 2.3.1. Sérotypie

Le sérotype est déterminé par la reconnaissance d'antigenes de surface par des
anticorps polyclonaux ou monoclonaux. C'est une méthode de typage utilisable que pour un
nombre limité d'especes bactériennes c'est-a-dire celle pour lesquelles des anticorps sont
disponibles.

De plus, le nombre de sérotypes est variable en fonction de I'espéce bactérienne.
On distingue au sein du genre Listeria :
- 15 antigénes somatiques : antigénes O (I a XV)

- 5antigenes flagellaires : antigene H (A a E).
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La combinaison de ces différents facteurs dans une méme bactérie permet de reconnaitre 17
sérovars de Listeria. Dans les cas d’infection humaine les sérovars les plus fréquents sont : 4b
(49%), 1/2 a (26%) et 1/2 b (19%) (Larpent, 2004).

Les différents caracteres antigéniques des sérovars de Listeria sont consignés dans le

tableau 1.

Tableaul : Caracteres antigéniques des sérovars de Listeria (Larpent, 2000).

Espéces Sérovars

L.monocytogenes 1 /2a,1/2b, 1 /2c, 3a, 3b, 4a, 4ab, 4b, 4c, 4d, 4e, 7
L.innocua 3, 6a, 6b, 4ab
L.ivanovii 5
L.seeligeri 1/2a, 1/2b, 1/2c, 4b, 4c, 4d, 6b
L.welshimeri 1/2a, 4c, 6a, 6b

1.2.4. Caracteres culturaux
Listeria monocytogenes est capable de se développer en atmosphére aérobie ou anaérobie. Sur
gélose nutritive, elle forme en 24-48 h a 37°C des colonies de 0,5 a 1,5 mm de diameétre,
translucides, a reflets bleutés en lumiere oblique. Sur gélose au sang de mouton ou de cheval,

elle donne des colonies B-hémolytiques (AFSSA, 2000).

1.2.4.1. Température de croissance
La température optimale de croissance est comprise entre 30 et 37°C. La croissance est
démontrée expérimentalement entre -2°C et 45°C (Augustin, 1999).
Les températures minimales de croissance observables sur gélose trypticase-soja dans une
durée d'incubation de 10 jours sont comprises entre 0.5 et 3.0°C, avec une moyenne de 1.1°C
(Junttila et al., 1988). Si le temps d'incubation est supérieur a 50 jours, la température

minimale de croissance atteint -0,4°C selon Walker et al. (1990).

:
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1.2.4.2. Potentiel Hydrogene (pH)

L.monocytogenes se multiplie entre pH 4.6 a 9,6 avec un optimum a pH 7.1 a l'optimum
thermique entre 30°C et 37°C (Pearson et Marth, 1990). Ces valeurs « pH cardinaux »
dépendent toutefois de la nature et de la concentration de I'acide, et de la nature du milieu.
Ainsi, des pH minimaux de 4,5 a 5,6 a 5°C sont cités pour I'acide acétique ; un pHde 4.5a 5.5
pour l'acide lactique ; un pH de 4 a 4.6 pour l'acide citrique et pH de 4 a 5.2 pour l'acide
chlorhydrique (Cheroutre-Vialette et al., 1989). Listeria monocytognes est plus tolérante aux
pH alcalin qu’acides (Nickalus ,2001).
2.4.3. Activité de I'eau (Aw)

L'activité de I'eau représente la pression de vapeur d'eau d’un produit humide divisée par la pression de
vapeur saturante a la méme température. Plus 'Aw est élevée, plus il y a d’eau disponible pour le
développement de ces micro-organismes, elle est comprise entre 0 et 1. Listeria se développe

a un optimum d’aw = 0.97 mais peut se développer a 0.943 (Larpent, 2004).
2.4.4. Sel et croissance

Listeria monocytogenes ne se développe pas généralement dans les solutions contenant plus de
10 a 11% de NaCl (Vasseur et al., 1999). Toutefois, des souches peuvent survivre dans des

saumures de fromagerie contenant de 13 a 14% de NaCl (Farber et al., 1992).

2.5. Caractéristiques biochimiques

La caractérisation biochimique des Listeria fait appel aux méthodes classiques
d’identification :
une réponse positive est notée pour les tests : catalase, phosphatase alcaline, Voges-
Proskauer (VP), rouge de méthyléne (RM), hydrolyse de I'esculine, réduction du tellurite de
potassium a 0.5%, réduction du bleu de méthylene, béta-D-galactosidase, fermentation du
glucose avec production d’acide lactique, acidification (en 48 heures) de I'amygdaline, du
cellobiose, de I'esculine, du fructose, du mannose et de la salicine, acidification (2 a 6 jours) de
I’alpha-méthyl-D-glucoside, et acidification (en 10 jours) du glycérol.
Une réponse négative est obtenue pour les tests : oxydase, citrate de Simmons, indole,
uréase, gélatinase, caséinase, cellulase, hydrolyse de la tyrosine, hydrolyse de la xanthine,
phénylalanine désaminase, LDC, ODC et ADH. Elles ne réduisent pas les nitrates en nitrites

(Euzeby, 2000 ; Larpent, 2004).
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II.1. Importance en sante publique

Si I'ingestion d’aliments contaminés reste souvent sans conséquences majeures chez un
homme en bonne santé, elle peut étre dramatique pour un patient dont I'immunité est
débilitée. Elle induit en effet parfois la manifestation clinique de la maladie qui peut s’avérer
mortelle. En France, le taux de mortalité de la listériose clinique peut atteindre 30% (Bind,

1994).

11.2. Dose minimale infectieuse (DMI)

La dose minimale d’infection est une des fagons d’évaluer la capacité d’infection d’un
microorganisme. Elle exprime la quantité minimum de germes nécessaire a création d’une

infection dans des circonstances déterminées. (Farber et Peterkin, 1991 ; Vazquez et al., 2001).

Pour certaines bactéries pathogenes, la dose infectieuse minimale est bien déterminée, mais
aucun chiffre ne peut étre avancé avec certitude concernant Listeria monocytogenes dans la

mesure ou l'infection peut demeurer asymptomatique (Federighi, 2005 ; Lebres, 2006).

II.3. Listériose humaine
11.3.1. Répartition géographique

La distribution géographique des cas de listériose humaine n’est pas homogene. En
effet, la listériose n’est pratiquement jamais signalée dans les pays en voie de développement
(Staine, 1996). Ceci peut s’expliquer d’une part par le manque de moyens de diagnostic, d’autre
part par un comportement alimentaire différent de celui que I'on peut avoir dans les pays
industrialisés. En effet, le développement de produits non stérilisés conservés a des
températures basses mais positives, I'allongement des durées de vies des produits transformés
et leur consommation sans cuisson préalable, tendent a accroitre le nombre de cas de listériose
humaine. Par ailleurs, on note qu’au sein d’un pays industrialisé, la distribution géographique
n’est pas homogene; la listériose tend en effet a avoir une incidence plus élevée dans les zones

a forte urbanisation (Bind et al., 1994 ; Goulet et al., 2001).




Chapitre Il Epidémiologie

11.3.2. Incidence

Dans le monde, 'incidence annuelle de la listériose (calculée en fonction du nombre de
cas sporadiques) varie selon les études, de 1.6 a 14.7 cas par million d’habitants (Schelcher
etal., 1992).

En France, l'incidence est de 4.4 par million d’habitant en 1999. Au moment de la mise
en place de la Déclaration obligatoire en 1999, I'incidence était de 0.45 cas/100 000 habitants,
soit une réduction par 3 de I'incidence en 15 ans (Goulet et al., 2001).

En 2006, on a observé un renversement de tendance avec une augmentation notable de
I'incidence a 0.46 cas/100 000 habitants, puis a 0.50 cas/100 000 habitants en 2007. En 2008,
I'incidence estimée de 0,45 cas/100 000 habitants est donc a un niveau proche de l'incidence

de 2006 (Goulet et al., 2008).

Aux Etats-Unis ; chaque année, environ 1600 malades et 206 morts dues a listériose sont
recensés par le Centers for Disease Control and Prevention (CDC) (Scallan et al., 2011).

L'incidence moyenne de la listériose en 2013 était 0.26 cas par 100000 individus (CDC, 2014).

11.3.3. Source de contamination

Les animaux malades ou les porteurs sains constituent pour 'homme la principale
source de contamination (Anonyme, 2011a). L’homme contracte la maladie le plus souvent par
ingestion de produits contaminés. Les produits les plus couramment incriminés sont le lait
et les produits laitiers, les produits carnés, la charcuterie et les produits de la mer (Millemanny
et al., 2000). La contamination de ces produits peut étre directe (excrétion de L.
monocytogenes dans le lait en cas de mammite listérienne chez la vache laitiere) ou surtout
indirecte (contamination fécale au cours de la chaine de production). Une transmission directe
est possible, mais exceptionnelle. Des cas de transmission directe chez des vétérinaires ou des
éleveurs ont été rapportés, notamment lors de mises bas ou d’avortement d’animaux infectés

(Tourdjman et al., 2014).

11.3.4. Population a risque

Les infections a Listeria monocytogenes sont connues depuis 1920, s’observent

essentiellement (mais pas uniguement) chez les femmes enceintes (quel que soit le terme de la
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grossesse), les nouveau-nés contaminés par leurs méres et les individus présentant des
troubles du systeme immunitaire dus a diverses causes.

Ces derniers sont classés, par le Centre National de Référence des Listeria, en trois groupes
avec un niveau de risque décroissant :

1) personnes atteintes d'hémopathies, transplantées, atteintes de SIDA ;

2) personnes atteintes de cancers solides, d'hépatopathies et les hémodialysés ;

3) personnes diabétiques mal équilibrées et les alcooliques.

Classiquement, les personnes agées sont considérées comme faisant partie des sujets a
risque et certains chiffres publiés dans la littérature scientifique font état d'une incidence des
listérioses 11 fois plus élevée a partir de 70 ans qu'entre 20 et 40 ans.

Toutefois, selon les données de I'Institut de Veille Sanitaire, de I'Agence Frangaise de
Sécurité Sanitaire des Aliments et du Centre National de Référence des Listeria, les sujets agés
bien-portants n'ont pas un risque beaucoup plus élevé que celui de la population générale. Il
convient de noter que les enfants, méme jeunes, ont un risque identique voire plus faible que

celui de la population générale (Anonyme, 2011b).

I1.4. Listériose animale

11.4.1. Caractére enzootique

L. monocytognes a été isolé dans de tres nombreuses especes animales, généralement
de porteurs intestinaux asymptomatiques. Les bovins, ovins et caprins peuvent développer des
formes cliniques nerveuses et abortives, similaires a celles observées chez I'homme. En outre,
I'encéphalite a Listeria a été décrite chez le porc et des septicémies dues a Listeria ont été
observées chez des monogastriques (porc, carnivores, lapin, mais aussi veau ou agneau).
Néanmoins, il est important de souligner que la transmission a ’homme se fait dans la plupart
des cas par voie alimentaire et que la transmission directe de I’animal a ’'homme n’est pas

documentée (AFSSA, 2006).

I11.5. Modalités de transmission

Trois sources principales sont impliquées (Gourreau, 2011) :

g
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111.5.1. Les animaux

5 a 15% des bovins normaux (parfois plus a certaines période et pour certaines souches)
excretent L.monocytogenes dans les bouses ; de nombreuse espéces animales domestiques et

sauvages sont également porteuses de la bactérie.

111.5.2. Les aliments

La contamination de [I'ensilage et de I'enrubannage est souvent hétérogene,
par « poche » (périphérie, déchirure de la bache...) ; la concentration de L.monocytogenes peut
alors étre élevée ; I'eau de boisson, dans les abreuvoirs, est contaminée par la défécation; le

foin, les céréales, les tourteaux sont trés rarement et trés faiblement contaminés.

111.5.3. L’environnement

L. monocytogenes peut étre isolée des litieres, des refus d’ensilage, du sol, de I'’eau ou elle
peut persister plusieurs mois en condition favorable, sans se multiplier et bien qu’elle ne soit

pas sporulée. La voie de pénétration dans I'organisme est orale.

=
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lll.1. Physiopathologie
Trois modes de contamination par Listeria ont été identifiés :

-Le contact direct avec I'animal, trés rare pouvant étre observé pour les vétérinaires lors
d’interventions obstétricales chez les animaux infectés.
-Les infections nosocomiales, rares.

-La transmission alimentaire (tres fréquente).

Chez 'homme, la voie de pénétration de cette bactérie est localisée aux voies aériennes
supérieures (angines pharyngites, infections pseudo grippales), et aussi au niveau du tube
digestif apres absorption d’aliments contaminés (Larpent, 2004).

Le mode de contamination dominant est donc alimentaire avec atteinte du tube digestif
puis d’autres organes ou tissus en plusieurs étapes : apres ingestion d’aliments contaminés, les
Listeria traversent l'intestin pour atteindre la circulation sanguine, ensuite elles sont captées
essentiellement par le foie et se disséminent dans le systeme nerveux central ou le placenta.

A I'échelle de la cellule, L.monocytogenes se comporte comme un parasite intracellulaire
facultatif, capable de survivre a I'extérieur de I’"h6te mais aussi de pénétrer dans les cellules
eucaryotes, de s’y multiplier et de passer directement d’une cellule a I'autre (Moll et Moll,

2002 ; Larpent, 2004 ; Federighi, 2005).

ll.2. Cycle intracellulaire

Listeria monocytogenes est une bactérie entéro-invasive, a développement intracellulaire
facultatif, capable de se multiplier dans la plupart des cellules des tissus de I'hdte infecté
(Schuchat et al., 1991; Avril, 2000).

Une fois dans le cytoplasme, la bactérie se multiplie et s'entoure de l'actine de la cellule-héte
qui se polymérise en filament a un péle. La structure qui en résulte, «en queue de comeéte »,
propulse la bactérie dans le cytoplasme. La bactérie repousse alors les membranes cellulaires
des cellules adjacentes vers l'intérieur formant des protrusion allongés qui ressemblent a des
pseudopodes. La vacuole a double membrane est lysée par la listériolysine (LLO) et les
phospholipase, plcB jouant cette fois le réle principal. Un nouveau cycle peut alors commencer.

Les Listeria peuvent ainsi passer de cellule en cellule, sans les endommager, mais sans contact

¢l
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direct avec le milieu extracellulaire, c'est-a-dire a I'abri des défenses immunitaires (Hof et al,
1997; Vazquez et al, 2001a; Vazquez et al, 2001b).
Le cycle intracellulaire de Listeria monocytogenes comprend les étapes suivantes :

1. Internalisation de la bactérie dans la cellule-hote ;

2. Lyse de la vacuole d’endocytose et multiplication intra cytoplasmique ;

3. Déplacement intra cytoplasmique jusqu'a la membrane de la cellule-héte ;
4. Création d’une protrusion endocytée par une cellule adjacente ;

5. Lyse de la vacuole a double membrane.

Le cycle de réplication intracellulaire est illustré ci-dessous (Figurel):
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Figurel: Représentation schématique du processus d’infection intracellulaire par Listeria
monocytogenes (Cossart et al., 2003).

InlA, internalineA; InIB, internaline B; LLO: listériolysine; PI-PLC, phosphatidyl-inositol Phospholipase C; Lécithinase

I1l.3. Maladie chez 'Homme

111.3.1. Listériose de la femme enceinte

Chez la femme enceinte, elle se traduit par un épisode fébrile, le plus souvent
spontanément résolutif en quelques jours. Une remontée fébrile au moment du travail peut

suivre une plus ou moins longue période d’apyrexie (Struilou et Raffi, 1997 ; AFSSA, 2000).

=
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D’apres Marth (1988); quelque fois, la listériose chez la femme enceinte peut étre
asymptomatique. Elle peut entrainer la contamination du foetus (listériose foeto-maternelle) ou

de I'enfant lors de I'accouchement (listériose néonatale) (Canton et al., 1995).

111.3.2. Listériose néonatale précoce
La listériose néonatale précoce, apparait dans les 7 premiers jours suivant
I'accouchement. Elle est acquise lors de la phase bactériémique chez la meére, avant

I’'accouchement, et aussi par la voie ascendante transmembranaire (Kolodner et al., 2003).

111.3.3. Listériose néonatale tardive
La méningite isolée a L. monocytogenes est retardée jusqu'a deux semaines par rapport
a la naissance. Son origine fait I'objet de plusieurs hypothéses : infection du liquide amniotique,
abces rétro placentaires. Le traitement rapide est, le plus souvent, suivi de guérison. Cette
forme est rare : moins de 5 % des listérioses néonatales (Goulet et al., 1986).
La listériose néonatale nosocomiale a été décrite, mais reste excessivement rare (Struilou et

Raffi, 1997).

111.3.4. La listériose invasive de I'enfant et de I’adulte
Ce type de Listériose se manifeste sur différentes formes :
111.3.4.1. Bactériémie

C'est le tableau clinique le plus souvent rencontré chez les sujets immunodéprimés. Elle

peut se compliquer d’une endocardite ou de rares infections focales (Bosseray et al., 1995)

111.3.4.2. Listériose neuro-méningée (Méningites, méningo-encéphalite,

encéphalite)

Cet ensemble de formes méningées (30% a 50%) se développent principalement chez
les personnes agées et en particulier les hommes de plus de cinquante ans.
La maladie évolue généralement sous un mode foudroyant (Perret, 1990).
La maladie débute par un syndrome pseudo-grippal suivi par les maux de téte, des douleurs aux

jambes, une rigidité de la nuque, des nausées, des vomissements et une réaction de
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photophobie, Un état de somnolence s’installe progressivement et entrecoupé de phases
convulsives et de délire. L’évolution finale est le coma.

Ce tableau clinique n’est pas toujours complet. L’encéphalite due a Listeria monocytogenes
comporte deux phases successives ; lors de la premiere phase, dont la durée est environ dix
jours, on note les symptomes suivants: maux de téte, douleur dorsale, vomissements,
conjonctivite et rhinite. La seconde phase débute par une fievre importante puis par des

troubles de systéeme nerveux central (Marth, 1988).

111.3.5.Les listérioses non invasives

111.3.5.1. Gastro-entérites

Les gastro-entérites a L.monocytogenes, avec ou sans bactériémie, sont trés rares
(Bosseray et al., 1995).

111.3.5.2. Listériose cutanée

Cette affection semble étre rencontrée occasionnellement chez des fermiers et des
vétérinaires praticiens qui ont effectué des délivrances, des fouilles rectales ou des vélages ou
chez des bouchers aprés manipulation de carcasses. Des cas sont rapportés d'évolution

défavorable vers une septicémie ou une méningite (McLauchlin et Low, 1994).

111.3.6. Diagnostic
111.3.6.1. Diagnostic direct

Le diagnostic est essentiellement fondé sur I'isolement bactériologique de L.monocytogenes du
sang ou du Liquide Céphalo-rachidien (LCR). L'hémoculture est souvent le seul moyen pour
diagnostiquer une encéphalite a L.monocytogenes, le LCR ne se positivant que lorsque
I'infection diffuse aux méninges (et donc tardivement). Dans le cas de l'infection du nouveau-
né ou du foetus L.monocytogenes est isolé sur I'enfant (prélévement gastrique, méconium), il

peut étre recherché dans le placenta (AFSSA , 2000).

111.3.6.2. Diagnostic sérologique

Basé sur la recherche des anticorps dirigés contre les facteurs de virulence (anticorps

anti-listériolysine O) et les anticorps dirigés contre la bactérie (Gaillard, 1995).




Chapitre Il Clinique

111.3.7. Traitement

Le traitement de choix d’une listériose neuro-méningée est fondé sur l'association
ampicilline- aminoside. Chez I'adulte, 'ampicilline est administrée par voie veineuse a la dose
de 200 mg/kg/jour. Chez le nouveau-né et I'enfant, la dose d’ampicilline est portée a 400
mg/kg/jour pendant les premiers jours de l'infection. La pénicilline G a la dose de 300000
Unités Internationales (Ul)/kg/jour peut remplacer I'ampicilline chez I’adulte. La gentamicine,
associée a I'ampicilline, est administrée par voie musculaire ou veineuse a 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 la femme enceinte, le traitement repose
sur 'ampicilline (6 g/jour) par voie veineuse pendant trois semaines (McLauchlin et al., 1991 ;
Struillou et al., 1997).

En cas d’allergie aux pénicillines, le triméthoprime-sulfaméthoxazole, associé a la gentamicine,
donne de bons résultats. Les modeles expérimentaux confirment que les antibiotiques les plus

efficaces sont I'ampicilline et le triméthoprime-sulfaméthoxazole (Spitzer, 1986).

111.3.8. Prophylaxie

1) La prophylaxie de la listériose humaine est basée essentiellement sur I'information des
populations a risque et sur I’éducation sanitaire.

2) Eviter la consommation de lait cru et de produits a base de lait cru, cuire soigneusement les
aliments crus d'origine animale.

3) Se laver les mains, nettoyer les ustensiles de cuisine apres la manipulation d'aliments non
cuits.

4) S'assurer que la température du réfrigérateur est suffisamment basse: 4°C. Respecter les

dates limites de consommation (Euzéby, 2000).

I11.4. Maladie chez ’animal

111.4.1. Forme génitale
Elle peut s’observer chez les femelles gestantes de la plupart des especes domestiques.
Elle se caractérise par un avortement qui survient le plus généralement dans les derniers mois

ou dernieres semaines de gestation (AFSSA, 2000).
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Dans 80% des cas, chez les animaux nourris aux ensilages, I'avortement a lieu le plus souvent
quatre semaines apres l'ouverture du silo, ce qui tend a faire croire que ces quatre semaines
constituent, la durée de l'incubation de l'infection (Bienfet et al., 1969).

Les cas peuvent étre isolés ou groupés en fonction des conditions d’élevage, des méthodes

alimentaires et de la qualité des végétaux distribués (AFSSA, 2000).

111.4.2. Forme nerveuse
Elle s’observe chez des animaux de tous ages et de toutes especes, les cas sont
généralement sporadiques. Cette forme peut apparaitre dans un troupeau apreés une série
d’avortements. La maladie survient brutalement (AFSSA, 2000).
D’apres Minor et al. (1973), I'avortement se situe le plus souvent entre le quatrieme et le
septieme mois et quelque fois entre le sixieme et le huitieme mois.
Des signes nerveux associés a une hyperthermie apparaissent: mouvements incoordonnés,
répétitifs, les animaux «poussent au mur» et tournent en rond d’ou l'appellation de «circling
disease», paralysie, dyspnée (Cottereau et al., 1972).
Les animaux meurent rapidement malgré des traitements, Seuls les jeunes porcs peuvent
présenter des troubles frustres qui guérissent en général spontanément (AFSSA, 2000).
111.4.3. Forme digestive
Dans certaines espéces (bovins, ovins, équins, carnivores), on peut observer quelquefois
une entérite avant la survenue d’autres formes (AFSSA, 2000).

111.4.4. Formes septicémiques

Ces formes découlent des formes précédentes et sont souvent observées chez de tres
jeunes animaux (formes néo-natales) (AFSSA, 2000).
Les symptdmes sont ceux d’une septicémie banale: fievre, congestion généralisée, coma.
L’évolution est rapidement fatale (Cottereau et al., 1973).

111.4.5. Autres formes localisées

Chez certaines espéeces, diverses formes localisées sont observables :
—-formes cutanées : carnivores, poissons
—-formes respiratoires : bovins, ovins, caprins, carnivores, lagomorphes ...,

-Formes sous cutanées : lagomorphes,... (AFSSA, 2000).
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.—Des infections oculaires ont également été décrites chez le mouton, ainsi que des mammites

chez les bovins, pouvant étre a I'origine de la contamination du lait (Bennet, 2010).

111.4.6. Diagnostic

111.4.6.1. Diagnostic bactériologique

Le diagnostic est fait a partir de prélevements effectués sur les animaux : avortons,
placenta, systéeme nerveux central (encéphale, cervelet, bulbe), coeur et sang du ceceur, foie,
rate, peau éventuellement. L’'ensemencement se fait sur milieux adéquats aprés broyage des

échantillons prélevés.

111.4.6.2. Diagnostic sérologique

La détection des anticorps anti Listeria est peu spécifique, elle peut avoir une utilité
purement indicative si elle est effectuée sur plusieurs sérums d’animaux d’une exploitation a

surveiller, mais l'isolement du germe reste la méthode de certitude (AFSSA, 2000).

11.4.7. Traitement

En pratique, on utilise I'association ampicilline-gentamicine, ou spiramycine-
métronidazole ou ampicilline-colistine, ou les tétracyclines pendant 7 a 10 jours au moins, en
fonction des formes médicamenteuses. On associe au traitement antibiotique un complexe
vitaminique B en intra veineuse, pendant 3 jours. En cas d’avortement, on peut utiliser de

I’'amoxicilline localement par voie intra-utérine et par voie générale (Joncour, 1998).

111.4.8. Prophylaxie

111.4.8.1. Au niveau de I'élevage
Il faut assurer une correcte préparation et conservation de I'ensilage. Certains auteurs
préconisent |I'ensemencement des ensilages avec des souches de Lactococcus lactis ou de
Lactobacillus plantarum qui inhibent la croissance des Listeria.
Un dépistage systématique en vue de détecter les vaches excrétrices. La réforme des femelles

est une nécessité. (Euzéby, 2000)
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111.4.8.2. Au niveau des industries
La prophylaxie de la listériose sera fondée sur :
v’ La sélection rigoureuse des matiéres premiéres,
v’ Le strict respect des plans de nettoyage et de désinfection, le strict respect des
Bonnes pratiques de fabrication (BPF),
v' Respect de la chaine du froid et réduction des dates limites de consommation (Euzéby,

2000).
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V.1.Définition

L'intoxication alimentaire est une maladie courante généralement bénigne mais qui, parfois,
peut étre mortelle. Elle se produit lorsqu'une personne absorbe un aliment ou une boisson
contaminée (e) par une bactérie ou une toxine. Il peut arriver, trés rarement, que les toxines
provenant de produits chimiques ou de pesticides causent une intoxication alimentaire. Il peut
étre difficile de savoir si un aliment ou une boisson est contaminé(e), car son aspect, son go(t
et son odeur peuvent étre inchangés. L'intoxication alimentaire peut affecter une personne, ou
bien un groupe de personnes si elles ont toutes mangé le méme aliment contaminé. La plupart
des intoxications alimentaires sont dues a des toxines produites par les bactéries ou par la
quantité de bactéries elles-mémes. Certaines bactéries peuvent se développer (se multiplier)
d'une a plusieurs millions dans les bonnes conditions d'humidité, de terrain alimentaire, de
chaleur et de temps. Plus il y a de bactéries présentes, plus il y’a de risques de contracter une
infection ou une maladie. Les types de bactéries infectieuses les plus courantes sont le

Campylobacter, I'E. Coli et la salmonelle (Anonyme, 2008)

En général, on entend par maladies d'origine alimentaire les affections qui résultent de
I'exposition a des micro-organismes pathogenes, tels que bactéries, virus et parasites,
et tendent a avoir des effets sérieux sur la santé humaine. Toutefois, des toxi-infections
alimentaires chroniques, et parfois méme aigués, peuvent aussi étre imputables a la présence,
intentionnelle ou non, dans les aliments, de substances chimiques diverses telles que les
résidus de pesticides et de médicaments vétérinaires, les additifs alimentaires non autorisés,
les mycotoxines, les bio toxines et les nucléides radioactifs. On trouvera dans le document de
travail CRD3 un apergu des principaux types de contaminants responsables de maladies
d'origine alimentaire. (FAO, 2005).

On parle d’intoxication alimentaire seulement pour les maladies d’origine alimentaire
provoquées par I'ingestion de produits non comestibles ou toxiques (médicaments vétérinaires,
métaux lourds, champignons vénéneux, produits chimiques). Ces toxiques peuvent étre
d’origine biologique ou chimique (Malvy, 2003)

Les maladies dues a une contamination microbiologique des aliments sont un

probleme de santé publique important qui ne cesse de prendre de I'ampleur. La plupart des
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pays qui disposent d’un systeme de notification des cas de maladie d’origine alimentaire ont
apporté la preuve que, depuis plusieurs décennies, il y a eu accroissement de l'incidence des
maladies dues a des micro-organismes présents dans les aliments, notamment Salmonella spp,
Campylobacter jejuni, Listeria monocytogenes ou E. coli 0157, entre autres.
Les substances chimiques sont elles aussi a I'origine de nombreux cas de maladie d’origine
alimentaire, encore que leurs effets soient souvent difficiles a relier a un aliment particulier.
Les contaminants chimiques dans les aliments comprennent des substances toxiques naturelles
comme les mycotoxines ou bien des contaminants d’origine environnementale comme les
dioxines, le mercure, le plomb ou les radionucléides. Les additifs alimentaires, les pesticides et
les médicaments vétérinaires sont eux aussi largement utilisés, et il est indispensable de
s’assurer qu’ils le sont sans danger.
La surveillance des maladies d’origine alimentaire et de la contamination des aliments est un
outil essentiel pour I'évaluation des risques. C’est pourquoi les efforts portent essentiellement
sur la mise au point de méthodes appropriées dans ces deux domaines pour fournir les
données nécessaires a I'évaluation quantitative des risques microbiologiques et chimiques.
(FAO/OMS, 2002)

En Algérie, les intoxications alimentaires sont en hausse constante. L'Algérie enregistre
chaque année entre 3000 et 5000 cas d'intoxication collective déclarés, selon Dr Hadj Lakhel

Belkacem, médecin de I'INSP (Dadi, 2009).

V.2. Facteurs favorisant les intoxications

Certains facteurs augmentent le risque d'intoxication alimentaire :

- le non-respect des dates de péremption ;

- le non-respect des températures de stockage ;

- une rupture de la chaine du froid (aliment surgelé conservé au chaud...) ;
- la consommation d’aliments restés trop longtemps au chaud ;

- une mauvaise cuisson des aliments... (Anonyme, 2012)
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V.3. Lieux ou surviennent les intoxications alimentaires

Le pourcentage qu’elles représentent est en effet de plus de 40 %. Sur le nombre total de
flambées en Europe soit 17 960 cas (Nombre de flambées pour lesquelles I'agent responsable a
été identifié), 22 % étaient survenues dans des établissements de restauration collective
comme les restaurants, cafétérias ou cantines ; 8,7 % dans des écoles, des jardins d’enfants ou
des homes d’enfants ; 3 % dans des hopitaux, 2 % dans des magasins de détail, 1,5 % dans des
institutions, 1 % dans des maisons pour personnes agées et le reste en divers autres endroits
(FAO/OMS, 2002).

En 2010 et 2011 en Algérie, les TIAC ont atteint des taux de 12,8 et 13,87 cas par 100000
habitants respectivement (REM, 2011). Ces taux de TIAC ont été notifiés en milieu familial

(40%) et en restauration collective (60%) (Mouffok, 2011)

V.4. Les Toxi -Infections Alimentaires Collectives (TIAC)

Les infections transmises a I'homme par les aliments (salmonellose, listériose,
Campylobactériose, yersiniose, toxoplasmose, infections virales) persistent dans les pays
industrialisés. L'importance de leur maitrise est justifiée d'une part par le colt des
manifestations aigués et, d'autre part, par celui de la prise en charge des pathologies
secondaires ou réactionnelles. Leur fréquence reste élevée malgré les mesures de surveillance
et de prévention prises au niveau de la production, distribution et conservation des aliments. La
contamination de ces aliments peut étre le fait de la matiére premiére (animale ou végétale),
d'une contamination par I'environnement, I'homme ou un autre aliment (contamination

croisée) (Anonyme ,2010).




Chapitre IV Intoxications alimentaires

Dans la majorité des cas, les TIAC sont dus a la présence de Salmonelles. D’autres bactéries
connues sont également a I'origine de TIAC comme Listeria monocytogenes, Escherichia

coli (tres récemment mis en cause d’ailleurs), Campylobacter jejuni (provoquant le syndrome de
Guillain-Barré) ou encore les Shigelles. Retrouver ces bactéries dans nos assiettes met en
avant, la plupart du temps, un manque d’hygiéne du matériel utilisé et/ou du personnel tout au
long de la chaine alimentaire, une potentielle présence de nuisibles (mouches, rongeurs ...) voir
méme une contamination du sol (pour les légumes par exemple, un manque de nettoyage

pourra don étre mis en avant) (Doriane, 2011).

Les TIAC sont des accidents aigus d’intoxication consécutifs a I'ingestion d’aliments contaminés
par des bactéries ou par leurs toxines. Un foyer de TIAC est défini par I'apparition d’au moins
deux cas groupés d’une symptomatologie similaire, en générale digestive, dont on peut
rapporter la cause a une méme origine alimentaire (Buisson et Teyssou, 2002)

Comme en France, dans les pays de Maghreb, les TIAC sont des maladies a déclaration
obligatoire. En Algérie, la déclaration obligatoire des maladies est régie par l'arrété N°
179/MS/CAB du 17/11/90 fixant la liste de maladies a déclaration obligatoire et les
modifications de notification et la circulaire N° 1126/MS/DP/SDPG du 17/11/90 relative au

systeme de surveillance des maladies transmissibles.

V.4.1. Evolution des Toxi-infections Alimentaires en Algérie

En Algérie, le nombre total de foyers déclarés est de 82 foyers avec 2807 personnes
touchées dont 5 décédées durant 'année 2011 (Mouffok, 2011)
L'année 2011 était caractérisée par une augmentation des TIAC par rapport a 'année 2010

comme cela est indiqué dans la figure 2.

¢
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Figure 2: Incidence des TIAC en Algérie durant la période de 1999 a 2011 (INSP, 2011).

Comme le montre la figure 3, 'augmentation du nombre de TIAC déclarées était
observée durant la période estivale quand la demande des repas rapides et la consommation
hors foyer augmentent. La non prise de conscience des consommateurs a respecter la chaine
de froid, l'insuffisance des conditions d’hygiéne et les températures ambiantes élevées
comptent parmi les principaux facteurs favorisant la présence et la multiplication des

pathogenes.
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Figure 3: Evolution des TIAC en fonction des saisons (INSP ,2011).
2011, 2010, 2008, 2007, 2005
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Au Maroc, 1070 cas de TIAC ont été enregistrés en 2011 (Hammou et al., 2012). Le
nombre de cas réel est certainement en dessus de celui enregistré malgré I'existence d’un
systéme de surveillance des maladies d’origine alimentaire adéquat (FAO, 2005). Cela peut étre

di aux contraintes techniques liées aux moyens de transport et de communication.

Les agents impliqués dans les TIAC dans les pays du Maghreb sont Salmonella ssp,
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes et Clostridium Perfringens (Aoued et al.,
2010 ; Mouffok, 2011).

En France, 1153 foyers TIAC ont été déclarés en 2011, affectant 9674 personnes, dont 7
sont décédées. Le nombre de foyers déclarés en 2011 a augmenté de 12% par rapport a 2010
(INVS, 2011). Ll'agent responsable le plus fréguemment incriminé ou suspecté était
I'entérotoxine staphylococcique (33% des foyers), les salmonelles (17% des foyers), Bacillus

cereus (17%) et Clostridium perfringens (11%) (INVS, 2011).

V.4.2. Aliments incriminés dans les TIAC en Algérie
Les aliments incriminés (tableau 4) dans les TIAC en Algérie sont le couscous, les eaux, le

lait et les produits laitiers, les ceufs, les patisseries ainsi que les viandes et les produits carnés

(Mouffok, 2011).

Tableau 4: Aliments incriminés dans les toxi-infections alimentaires en

Algérie en 2010 et 2011 (Mouffok, 2011).

Aliments incrimings 2010 2011
Viandes et prodults carnés ' 46 ' 47
Patisseries 15 17
Couscous 13 14
Lait et prodults laitiers 12 11
(Eufs 08 07
Eaux 06 04
Total 100% 100%

<]
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Dans le domaine de I'agroalimentaire, la contamination des produits est souvent tres
aléatoire. Listeria est un germe ubiquitaire, ce qui explique que la contamination d’un produit
puisse intervenir a tous les stades soit : de sa fabrication ; son conditionnement ; au stockage ;
a la commercialisation et méme dans I'assiette du consommateur.

Par leur origine et leur composition, certains aliments sont plus susceptibles que d'autres de
contenir des Listeria (Maciel de Souza et al., 2008).

L’altération microbienne des denrées alimentaires est synonyme d'un développement
microbien croissant responsable de mise hors consommation du produit a cause des
changements sensoriels (couleur, odeur et texture).

Les denrées alimentaires destinés a étre consommeées directement sans subir une cuisson ou
une autre transformation efficace, pour éliminer ou ramener a un niveau acceptable les
microorganismes dangereux, sont les plus incriminés dans les différents cas de listériose

(Rocourt et al., 2003).

IV.1. Lait et produits laitiers

IV.1.1. Lait cru

Le lait cru est un aliment trés fréquemment consommé dans de nombreux pays et en
grandes quantités. En tant que produit agricole a I'état brut, il est souvent contaminé pas
Listeria, la fréquence de contamination par Listeria monocytogenes varie de 0 a 45% depuis la

collecte du lait jusqu’aux consommateurs.

Les fermes utilisant des seaux ont un taux élevé de Listeria dans le lait. Ce lait cru contaminé
utilisé en fabrication fromagere, particulierement en pate molle crolte fleurie ou crolte lavée
permet aux Listeria de se multiplier au cours de I'affinage (en particulier pres de la crolte)

et explique les épidémies décrites.

Des accidents ont pu étre observés également dans des fabrications utilisant des laits
« Thermisés » ou insuffisamment chauffés ou des fabrications utilisant des laits
convenablement pasteurisés mais décontaminés en cours de fabrication (saumurage,

contamination par le matériel) (Larpent ,2004).

<
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IV.1.2. Fromages

Au cours de la transformation, on estime que 0,5 % a 10 % des fromages sont
contaminés par L. monocytogenes; il s’agit essentiellement des fromages a pate molle,
cependant 75 % des fromages contaminés présentent des niveaux faibles de 1 a 100 L.
monocytogenes/g. Toutefois, certains fromages a pate molle pasteurisée peuvent en contenir

jusqu’a 10°germes/g de produit (Rocourt, 1988).

La contamination peut étre limitée a la crolte ou étre étendue a la pate. En effet, Listeria suit
en général I'évolution du pH qui n'est pas homogéne dans le fromage (le gradient du pH peut
atteindre une ou deux unités entre le cceur et la crolte).Le développement des Listeria est
donc plus favorable sous cro(te, grace aux flores de surfaces qui alcalinisent la matrice (Saana,
1994).

Le comportement des Listeria monocytogenes est trés variable selon les fromages

(Larpent, 1997).

IV.1.3. Autres produits laitiers

On peut ajouter que L. monocytogene sa été retrouvée dans d'autres produits laitiers
comme le lait concentré non sucré, les crémes glacées, ou certains laits secs (McLauchlin,
1987). Listeria peut également contaminer les yaourts, a 4°C. La survie de la bactérie dépend
du pH initial : pour un pH égal a 3,5 et en présence de bactériocines produites par Lactobacillus
acidophilus, L.monocytogenes n’est plus détectée apres deux jours de conservation, si le pH
initial atteint la valeur de 3,93 (Moll et Moll, 2006).

La multiplication de Listeria est possible dans du beurre insuffisamment égoutté, méme

conservé au froid (Amgar, 1991).

IV.2. Viande et produits carnés
Une augmentation constante de contaminations par Listeria chez les animaux de boucherie
ainsi que chez les volailles a été constatée. Les risques de contamination sont augmentés avec

les ensilages peu acidifiés (Davies et Board., 1998).

Ces porteurs de germes peuvent facilement contaminer les carcasses et I'environnement au

cours des opérations d’abattage et de transformation des viandes, ce qui explique que des
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Il a été démontré, que lors de la découpe primaire des carcasses appartenant a différentes
especes zootechniques, les couteaux, les tapis, les tables, et autres machines sont
fréquemment a l'origine de Ila contamination par Listeria monocytogenes. L'examen
bactériologique de la contamination des surfaces démontre clairement ['origine
environnementale de ces Listeria monocytogenes (Maciel de Souza et al., 2008).

Listeria monocytogenes a été isolée dans les usines en cours de production et apres les
opérations de nettoyage et de désinfection. Ceci tendrait donc a prouver la persistance de ces
souches sur les surfaces entartrées ou recouvertes d'un biofilm, tout en sachant qu’un apport
continu de Listeria monocytogenes est réalisé par la matiere premiere (viande crue)
et entretenu ensuite sur les produits cuits par l'intermédiaire de croisements de circuits. Des
populations adaptées de Listeria ont été remarquées sur les viandes et les saucisses (Dykes,
2003).

Les produits carnés sont une cause importante d'épidémie et les cas rapportés sont en
augmentation et non en diminution comme pourrait le faire croire les efforts d'hygiene des
industriels. Les produits de charcuterie sont préparés avec un mélange de viande et de graisse
de porcs qui peuvent étre crues (saucissons, chair a saucisse). Ces types de produits ont
souvent été incriminés dans les épidémies de listériose et les Listeria sont présentes en
proportion importante (Larpent, 2004).

Larpent a répertorié la présence de Listeria monocytogenes dans les produits carnés .dans le
tableau 2.

Tableau 2 : Listeria monocytogenes dans les produits carnés fermentés (Larpent, 1995).

Pays Listeria monocytogenes Produits

USA 20% Saucisses fermentés
16% Saucisses et salamis

G.B 52% Saucisses
8% Salamis et saucissons
3% cuits Salamis

Italie 57% Jambons

»  Cas particuliers des volailles
L'animal vivant est la principale source de contamination. Peu de données littéraires sont
accordées aux Listeria dans les volailles. Cependant, les risques ne sont pas nuls puisque 36%

des échantillons de poulets prélevés contenaient des Listeria (Cantoni et Valenti, 1990), et que

5
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Listeria monocytogenes a été détectée sur 23% des carcasses de poulet rétis (Bailey et al.,
1989) par ailleurs, Larpent (1992) affirme que I'air des poulaillers peut entre autres contenir

des Listeria.

IV.3. Poissons et produits de la péche

Certains poissons et coquillages pourraient étre contaminés par L. monocytogenes
(Parihar et al, 2008). La fréquence de contamination des poissons est considérable pour le
poisson frais. Ce niveau de contamination varie en fonction de I'origine, de la saison, de la
technique de péche, de la manipulation des poissons et du mode de conservation
(réfrigération, congélation) (Jemmi et al., 2002).

Listeria monocytogenes constitue le risque microbiologique majeur dans le saumon fumé. En
effet, la fréquence de contamination du saumon fumé par cette bactérie varie entre 10 et 75 %
des lots selon les études de (Ben Embarek, 1994 ; Cortesi et al, 1997 ; Heinitz et Johnson,
1998) avec un taux généralement inférieur a 10 UFC/ g dans les produits en sortie usine. Cette
bactérie pousse d'avantage dans la chair du le homard et dans la chair de crabe (Farber et

Peterkin, 1991).

IV.4. CEufs et ovoproduits

Certains analyses microbiologiques montrent que L. monocytogenes peut survivre dans les
conditions de stockage des ovoproduits (produits déshydratés a 5°C et 20°C durant 6 mois ;
ceufs liquides a 0°C et -18°C pendant 2 a 24 semaines). L.monocytogenes capable de se
développer a 4°C dans l'albumine, le jaune d'ceufs et I'ceuf entier contenant du saccharose a

25%.(Brackett et Beuchat, 1991).

IV.5. Produits d'origines végétales

La préparation, puis la transformation des matieres premieres en légumes préts a I'emploi,
sont des facteurs favorisant la contamination initiale ou croisée. La température est un facteur
important de fixation de la bactérie sur les tissus végétaux (Gorski et al., 2003).

Une mauvaise manipulation et transformation des matieres primaires en légumes préts a

I'emploi, sont des facteurs favorisant la contamination initiale ou croisée.
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L.monocytogenes a une aptitude de se croitre a des températures de conservations de
plusieurs légumes (asperge, brocoli, et chou-fleur a 4°C, laitue a 5°C, endive et chicorée a
6,5°C). La conservation sous atmosphere modifie n'a pas d'effet sur la croissance (Allende et

al., 2002).

IV.6. Influence des modes de conditionnement sur la croissance de Listeria

monocytogenes

D’aprés Dakosta (1995) (Tableau3) ni I'emballage sous vide ni I'emballage sous
atmosphere modifiée ne garantissent systématiquement une protection suffisante contre la
croissance de Listeria monocytogenes au cours d'un stockage prolongé, le risque étant bien

entendu d'autant plus grand que la température est plus élevée.

<]
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Tableau 3: Récapitulation des résultats relatifs a Listéria monocytogenes (DACOSTA, 1995).

Berrang et al, 1989

Gill et Reichel, 1989

Grau et Vanderlinde,

1990

Hudson et al, 1994

Avery et al ,1994

Ingham et al, 1990

Wimpfheimer et al,
1990
Mershall et al, 1991

Farber et Daley,1994

Van Laack et al, 1993

Produit

Légumes

Vian.de beeuf

pH sup a6.0

Vian.de boeuf.

pH5.5 3 5.7

Vian.de boeuf.

pH6.0 3 6.1

Vian.de beeuf

Vian.de boeuf

Vian.de

volaille

Vian.de

volaille

Vian.de

volaille

Vian.de
volaille

Vian.de porc

Croissance de Listeria monocytogenes

Temp
Sous atm
é Sous air Sous vide .
4°C (+) ou (o) (+) ou (o)
15°C (++) (++)
10°C (++)
5°C (++) (++)
2°C (+)
0°C (o)
0°C (o)

5.3°C (+)
0°C (o)

-1.5°C (+) (-)
3°C (++) (+)
5°C (++) (-)

10°C (+++) (-)
3°C (+++) (+)
7°C (+++) (++)
11°C (+++) (++)
(-) sous
atm.Anaer
4°C obie
(++)
4°C (o) sous
atm.Aerob
ie
3°C (+) (+) ou (0)
7°C (++) (+)
11°C (+++) (+++)
4°C (+) (+) ou (o)

10°C (+++) (+) ou (o)

1°C (+) (+)

e
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IV.7. Classification des aliments selon le danger représenté par Listeria

monocytogenes
Trois catégories d’aliments ont été définies selon le danger représenté par Listeria

monocytogenes (Kaismoune, 2009).

IV.7.1. Aliments a risque maitrisé

Ces aliments sont exempts de Listeria monocytogenes au stade d’achat, puis qu’ils sont
soumis a des mesures de maitrise microbiologique appropriées ou ayant subi un traitement
listéricides, dont [Iefficacité a été démontrée pour des niveaux de contamination
habituellement détectée avant traitement en fonction de la maitrise microbiologique des
étapes antérieures de la vie du produit (traitement thermique de 65° C a cceur pendant 2 min
ou traitement équivalent si la température a coeur est supérieure a 65° C, ionisation a 5 kGy).
Ces aliments sont exempts de Listeria monocytogenes au stade de la consommation, parce
gu’ils sont consommés selon des recommandations appropriées portées a la connaissance du
consommateur, par exemple par un systeme d’étiquetage (conditions de cuisson, délai de
consommation apres ouverture), ou en l'absence de telles recommandations, parce que le

mode de consommation habituel comporte une étape listéricides (Kaismoune, 2009).
7.2. Aliments siirs

Les aliments s(rs sont des aliments qui ont une saveur légerement aigre ou acide
(acidifié), les caractéristiques de ces aliments ne permettent pas la croissance de Listeria
monocytogenes. Ainsi, ces aliments sont considérés comme ne présentant pas de risque en
général pour le consommateur, a condition que le niveau de contamination initiale soit
conforme au seuil réglementaire ; plus particulierement, pour certaines populations a risque
pour lesquelles un seuil pourrait étre défini sur la base d’'une appréciation des risques, a

condition que le niveau de contamination initiale soit inférieur a ce seuil (Kaismoune, 2009).

7.3. Aliments sensibles

Les caractéristiques de ces aliments permettent la croissance de Listeria monocytogenes.

S’ils sont contaminés par Listeria monocytogenes, ces aliments peuvent présenter un niveau de
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contamination par ce micro-organisme supérieur au seuil défini comme représentant un risque

pour le consommateur, sur la base d’une appréciation des risques (Kaismoune, 2009).

IV.8. Biofilms de Listeria monocytogenes

La capacité de Listeria monocytogenes a former des biofilms est l'une des
caractéristiques trés importantes de ce microbe ayant un impact important dans l'industrie
alimentaire. En effet, ceux-ci peuvent se former sur une grande variété de surfaces dans les
usines de production alimentaire telles que les surfaces d’acier inoxydable ou de plastique qui
entre dans la composition des les équipements et les convoyeurs (Stepanovic et al., 2004).

La structure des biofilms joue un réle clé dans leur résistance et leur persistance,
temporelle d’une structure de biofilms formé par des souches Listeria monocytogenes sur deux
types de supports en acier inoxydable, AISI 304 2B et AISI316 2R. La méthode de
dénombrement, la motilité, la microscopie par fluorescence et I'analyse d’images ont été
combinées pour étudier I’évolution dynamique de la formation et de la structure du biofilms.
Les résultats confirment la variabilité inter souches des especes de Listeria monocytogenes
relatives a la structure et a I’évolution de structure du biofilm. Deux types de biofilms ont été
observés : homogene ou plat et hétérogene ou groupé. Des différences dans les groupes et
dans le processus d’attachement et de détachement sont principalement dues la topographie
et a la composition des deux surfaces bien un effet di a la mobilité a également été constaté
(Mosquera et al., 2014).

La contamination apres traitement dans les usines de transformation alimentaire a toujours été
une source importante de Listeria monocytogenes dans les produits de charcuterie préts a étre
consommeés, et donc une cause majeure de cas de listériose humaine et d’éclosions. Les
évaluations récentes des risques suggerent que la majorité des cas de listériose chez 'homme
sont liés a la consommation de produits de charcuterie ou des PAM (plats préts a manger)
contaminés qui peut étre due a la contamination par Listeria monocytogenes qui se produit au

niveau de la distribution (Simmons, 2014).
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IV.9. Aspect réglementaire pour la recherche et [Iidentification des
L.monocytogenes dans les aliments

Listeria monocytogenes est recherchée dans le cadre d’analyses réglementaires et de
I'autocontréle. Elle peut étre a I'origine d’une intoxication alimentaire grave. Plusieurs pays ont
choisi un systeme de « tolérance nulle » pour la présence de Listeria monocytogenes dans les
denrées alimentaires se fondant sur la gravité de la listériose et sur le fait que I'on ne connait
pas la dose minimale infectieuse. Cette approche signifie que le microorganisme doit étre

absent dans les aliments préts a étre consommeés.
» Aux USA

La FDA (Food and Drugs Administration) et le département Américain de |’agriculture ont
adopté un critere zéro de tolérance de la bactérie dans les aliments vendus préts a la
consommation (Lebres, 2006).
» En France
Le conseil supérieur de I'Hygiene publique de France et I’AFSSA (Agence Frangaise de la Sécurité
Sanitaire des Aliments) ont d’abord exigés I'absence de Listeria monocytogenes dans 25 mlou g
dans le lait crl et fromages a base de lait cru. Plus tard, ils ont décidés pour une tolérance en fin
de DLC (Date Limite de Consommation), a condition que le seuil a la DLC soit inferieur a 100
ufc/g du produit (JORF, 2006).
» En Algérie
Compte tenu de la situation épidémiologique mondiale, il a été proposé et retenu par
I'arréter du 24 janvier 1998, I'absence de Listeria monocytogenes dans 25ml de lait cru. Cette
norme a méme été étendue a un grand nombre de produits alimentaires préts a étre
consommés (produits laitiers frais, produits carnés) ainsi qu’aux produits de la péche fumés
(JORA, 1998).
L’'intérét de la recherche de L.monocytogenes est confirmé par I'importance que lui accorde
le journal officiel de la république algérienne démocratique et populaire (JORA) N°3, arrété du
21 Chaabane 1426 correspondant au 25 septembre 2005 rend obligatoire la méthode de

recherche de Listeria monocytogenes dans le lait et les produits laitiers.
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1. Objectif : L’objectif principal de 'enquéte a consisté en la recherche et le dénombrement
de Listeria monocytogenes dans les produits alimentaires.
2. Matériel et méthode

L'enquéte a été effectuée au niveau de l'institut Pasteur service bactériologie alimentaire

d’Alger (Delly Brahim) entre Février et Avril 2016.

2.1. Matériel

2.1.1. Matériel non biologique

(Voir annexe A)

2.1.2. Matériel biologique

Les prélevements d’échantillons alimentaires ont été réceptionnés par le laboratoire pour
controle de routineou dans le cadre d’une enquéte bactériologique. Ces échantillons
provenaient de restaurants collectifs (entreprises, résidence universitaire) et d’établissements
hoételiers de la région d’Alger.

Ces prélevements représentaient différents groupes alimentaires: Lait et produits laitiers,
viande et produits carnés, plats cuisinés préts a manger, produis de la péche ainsi que des

écouvillonnages de surface sur des plateaux de restaurants collectifs.

2.2. Méthode

Les tests effectués pour 'isolement de Listeria ainsi que son dénombrement ont été réalisés

selon la norme 1SO11290-1 et 1SO11290-2.

2.2.1. Recherche de Listeria monocytogenes (analyse qualitative)
En général, la recherche de Listeria monocytogenes, nécessite au moins quatre étapes

successives (Figure 4).

- Prise d’essai
Pour la préparation de la suspension meére; on utilise comme diluant le milieu

d’enrichissement primaire sélectif (Fraser-demi).
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On prend 25 g de l'aliment a analyser, on le met dans un sac stérile, on ajoute le bouillon
Fraser-demi et on réalise un broyage a l'aide d’'un STOMACHER pendant 1 min (ou moins si

I'aliment est de nature liquide).

Enrichissement primaire (25 gr ou 25 ml dans 225 ml de milieu Fraser au 1/2) Incubation a 30° C
pendant 18 a 24 h

4

Enrichissement secondaire 0,1ml sur Fraser en tubes de 10 ml,

-

Isolement en stries sur gélose Chromogenique ou Palcam Incubation a 37° C pendant 24 a 48 h

-

Sélection de trois a cing colonies caractéristiques et isolement en stries sur une autre plaque de
gélose Chromogenique ou Palcam Incubation +37° C pendant 24/48 h

-

Purification sur gélose TSYEA

-

Incubation £ 37° C pendant 24 h (ou plus, si nécessaire)

U

Identification biochimique

Figure 4: Organigramme de la méthode ISO 11290-1.

» Jour 1: Enrichissement primaire
L’enrichissement primaire est réalisé sur bouillon FRASER-demi réparti en flacons stériles a

raison de 225 ml auxquels nous ajoutons 2 ml de supplément (SRO156E = antifongique) et25g
(ou 25 ml) de I’échantillon a analyser. Le tout est bien homogénéisé puis incubé a 30°C pendant

24 heures (figure 5).

<
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Figure 5: Enrichissement primaire dans Fraser demi.

NB: au cours de l'incubation une coloration noire peut se développer, cela indique la
présomption de présence de Listeria (Certaines souches de microorganismes hydrolysant

I'esculine (entérocoques) peuvent entrainer le noircissement du milieu).

> Jour 2 : Enrichissement secondaire et premier isolement
Aprés 24 a 48 h d’incubation de la suspension mére, 0.1 ml de la culture obtenue (sans ou avec
noircissement) est ajoutée dans un tube a essai qui contient 10 ml du bouillon Fraser -demi et

incuber a 37°C pendant 24 h (figure 6).

Figure 6: Enrichissement secondaire sur bouillon Fraser complet (tube de 10 ml).

D’autre part, a partir de I'enrichissement primaire, on ensemence par stries sur gélose Palcam
ou Chromogénique et on incube a 37°C pendant 24 h (I'isolement est pratiqué quelque soit la

coloration du milieu) (figure 7).

E
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Figure 7: Isolement en strie sur gélose Chromogénique.

> Jour 3 : Lecture et isolement

Apres incubation de I'enrichissement secondaire, on effectue un isolement comme cela a été
effectué pour I'enrichissement primaire, on incube a 37°C pendant 24h.

Aprés incubation pendant 24h et plus (si le développement est faible ou si aucune colonie
n'est observée aprés 24h d’incubation), nous examinons les boites afin de rechercher la
présence de colonies présumées étre Listeria sp.

» Sur gélose Palcam : colonies sous forme de colonies vertes avec des reflets grisatres, ou
vert olive d’environ 1 mm de diamétre avec parfois un centre noir mais toujours
entourées d’un halo noir. Apres 48 h, les Listeria spp se présentent sous forme de
colonies vertes de 1.5 a 2 mm de diametre avec une dépression centrale et entourées

d’un halo noir (figure 8).

Figure 8: Aspect de Listeria monocytogenes sur gélose Palcam.

» Sur gélose OCLA (Chromogénique): Les colonies caractéristiques de Listeria
monocytogenes apparaissent bleues a bleu vert et sont entourées d’un halo opaque. Les

autres espéeces de Listeria forment des colonies bleues a bleu vert, sans halo. Il est a
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noter que des souches de Listeria ivanovii peuvent présenter des colonies

caractéristiques, de tailles néanmoins plus réduites (Figure 9).

Figure 9: Aspect de Listeria monocytogenes sur gélose OCLA.

> Jour 4 : Identification biochimique

Les colonies caractéristiques ayant poussé sur les géloses vont faire I'objet de tests

biochimiques basés sur :

2.2.1.1. Identification du genre Listeria
a. Coloration de Gram

Les Listeria spp apparaissent sous forme de petits et minces bacilles Gram positif (Figure 10).

Figure 10 : Aspect de Listeria sp. Lors de la coloration de Gram.

b. Réaction de la catalase (positif)

On préleve une colonie isolée et on la met en suspension sur une lame dans une goutte de

peroxyde d’hydrogéene, la formation de bulles indique une réaction positive.

E
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2.2.1.2. Identification des espéces du genre Listeria

a. Examen de la mobilité
On prend une colonie et la mettre dans le bouillon cceur cervelle pour I'enrichissement puis
on incube a 37°C pendant 24h. Apres 24h, on réensemence par une piqlre centrale dans
qguatre tubes de Mannitol mobilité, a 25°C (T° ambiante), 30°C, 37°C, 44°C (bain marie)
respectivement, pendent 24h (Figure 11).
A 25°C, Listeria donne une image typique de sapin renversé (ou en parapluie), témoignant de
son caractére micro aérophile (Listeria est toujours mobile lorsqu’elle est cultivée a 20-25 °C

alors qu’elle est peu ou pas a 37°C et aux autres températures) (Figure 12).

Figure 11: Test de mobilité. Figure 12: Aspect de Listeria sur

gélose mobilité (25°C).

On examine le développement autour de la piqure. Sila culture n’est pas suffisante, on
incube jusqu’a cing jours supplémentaires et on observe a nouveau.

NB : Il est aussi possible d’observer la mobilité a I'état frais entre lame et lamelle (petits
bacilles mobiles par une ciliature péritriche).

b. Recherche de I’lhémolyse
Un ensemencement a été effectué sur la gélose au sang de cheval a 7% en stries. Apres une
incubation de 24 a 48 heures a 37°C.

L. monocytogenes produit une zone d'hémolyse légere étroite de B-hémolyse autour de la

colonie, L. ivanovii produit une zone franche d'hémolyse treés prononcée ou multiple, alors que

les autres especes de Listeria ne produisent pas de zone d'hémolyse.

s
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Figure 13: Test d’hémolyse positive sur gélose au sang.

C. Essai de CAMP (Christie, Atkins, Munch, Petersen)

Ce test a été proposé pour une meilleure distinction entre souche hémolytique et non
hémolytique. Il est effectué a I'aide de deux souches de référence : une souche de
Staphylococcus aureus ATCC 25923 et une souche de Rhodococcus equi CIP 54/72.

On ensemence par strie simple chacune des deux souches de référence sur gélose au sang
les deux stries doivent étre paralléles et diamétralement opposés. Il est nécessaire que
I'inoculum soit étroit cela en tenant la pipette perpendiculaire a la gélose.
Perpendiculairement a ces souches, ensemencer la souche a tester de maniére a ce qu’elle ne
se touche pas avec les deux souches de référence mais ne soit séparées que d’environ 1a2mm,
plusieurs souches isolées peuvent étre testées sur la méme boite.

Ensemencer en méme temps des cultures témoins de L.monocytogenes et L. ivanovii.

Incuber a 37°C pendant 36 a 48h.

//T‘i\Mrwfu NSOy IO QETes

Rircdlpcocens
m:,lu.f

Stapliviececrns
JFTPRS

= Souche d Tesper

Figure 14 :CAMP test avant incubation.

)



Partie pratique

Pour lidentification de L. monocytogenes, on observe I'accentuation de I’'hémolyse autour de
la zone adjacente perpendiculairement a la strie de Staphylococcus aureus,sous forme d’une
pelle ou d’'une bréche.

Lidentification de Listeria ivanovii peut également etre confirmée par la mise en evidence de
I'hémolyse accentuée autour de la zone adjacente perpendiculairement a la strie de

Rhodococcus equi.

Staphylococcus aureus

Rhodococcus equi

Listeria monocytogenes Listeria ivanovii

Figure 15 : CAMP test apres incubation.

D. Galerie biochimique (Api Listeria): Systéeme rapide d'identification des Listeria utilisant
des tests standardisés et miniaturisés, ainsi qu'une base de données spécifiques.

La galerie Api Listeria est constituée de 10 micro-tubes ou cupules contenants les

substrats déshydratés qui permettent la réalisation de tests enzymatiques ou des

fermentations de sucres disposés comme c’est représenté dans la figure 16 et 17.

Figure 16: Aspect d’une galerie API de Listeria monocytogenes.
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Figure 17: Aspect d’une galerie APl de L. innocua.

Apres l'inoculation, I'incubation se fait a 37°C pendant 18 a 24 h en aérobiose, Les réactions
produites pendant la période d’incubation se traduisent par des virages colorés spontanés. La
lecture est réalisée visuellement et par addition d’'une goutte de réactif ZYM B au test DIM.
Ce test est essentiel pour la différenciation entre L. monocytogenes pour laquelle il est négatif
et L. innocua pour laquelle il est au contraire positif. La lecture des réactions est effectuée sur la
base du tableau de lecture fournit par le Fabricant. L'identification est obtenue grace a un profil

numérique (Annexe C).

2.2.1.3. Conservation des souches de Listeria monocytogenes et Listeria sp
a. Sur gélose nutritive inclinée

On procéde a un repiquage sur la gélose nutritive a partir de colonies purifiée sur la
gélose TSA (Figure 18). Il est recommande de faire un repiquage trimestriel car il y’a risque

de desséchement de la gélose et donc éviter la perte de la souche.

Figure 18: Conservation par repiquage sur gélose nutritive inclinée.
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b. Par congélation

On met en suspension de colonies prises sur gélose TSA dans des cryotubes contenants 1ml de
bouillon BHIB et 2 gouttes de glycérol, puis on conserve a -80°C (Figure 19).

Figure 19: Conservation par le froid (cryotubes a -80°C)

2.2.2. Dénombrement de Listeria monocytogenes (analyse quantitative)
Le dénombrement de Listeria monocytogenes a partir des denrées alimentaires est effectué
selon la méthode ISO 11290-2.
a. Principe
Le dénombrement de Listeria monocytogenes nécessite six étapes successives :
® Préparation de la suspension mére dans un diluant.
® Revivification pendant une heure a 20°C.
® Ensemencement en surface (par étalement) du milieu sélectif solide dans deux boites
de pétri, a raison de 0.1ml chacune.
® Incubation des boites précédentes a 35 ou 37°C et examen aprés 24 a 48 heures.
e Confirmation des colonies présumées de Listeria monocytogenes.
® Calcul du nombre de Listeria monocytogenes a partir du nombre de colonies confirmées
par gramme ou par millilitre.

b. Mode opératoire

> Prise d’essai, suspension meére et dilutions
Se réalise soit avec de I'eau peptonée tamponnée, soit avec le milieu de base Fraser-demi sans
addition d’agents sélectifs. Cette opération permet d’éviter la préparation de deux suspensions
meres.
Les agents sélectifs ne sont ajoutés a la suspension mere pour la recherche de Listeria

(1S011290-1) qu’apres la prise d’essai pour le dénombrement.

)
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Laisser reposer la suspension mere pendant une heure a 20°C en utilisant, si nécessaire, une
étuve afin de revivifier les microorganismes stressés.

Si une gamme de dilutions est utilisée, la préparer apreés revivification.

> Inoculation et incubation : A 'aide d’une pipette stérile, nous transférons 0.1ml de
la suspension mere a la surface de chacune des boites contenant de la gélose PALCAM ou
Chromogenique. Nous répéterons |'opération avec les dilutions suivantes a l'aide de
nouvelles pipettes. Nous étalons soigneusement I'inoculum le plus rapidement possible a
la surface de la gélose en essayant de ne pas toucher les bords de la boite avec I'étaleur
(stérile pour chaque boite).

Nous laissons les boites fermées pendant environ 15mn a température ambiante pour
permettre a I'inoculum d’étre absorbé dans la gélose, Nous retournons les boites et nous
les incubons a 35 ou 37°C soit en atmosphére aérobie, soit en atmosphéere micro aérobie
dans une jarre contenant un mélange gazeux.

> Dénombrement des colonies caractéristiques : Aprés incubation pendant 24h
(18 a 24h supplémentaires, si le développement est faible ou aucune colonie n’est observée
apres 24h d’incubation), on examine les boites afin de rechercher la présence de colonies

présumées étre Listeria spp.

Figure 20: Dénombrement de Listeria.
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> Confirmation du genre Listeria sp

Méme procédure telle que décrite dans la page 37

c. Expression des résultats

ona2cas:

» Sile nombre de colonies est supérieur ou égal a 10, on applique la formule suivante :

>c

N=9114a

Ou:
Y.c nombre de colonies sur les deux boites retenues de deux dilutions successives et dont au
moins une contient au moins 10 colonies
V volume de I'inoculum appliqué a chaque boite, en millilitres ;
d dilutions correspondant a la premiere dilution retenue (d=1 si le produit  liquide

ensemencé directement (échantillon pour essai) est retenu)

» Sile nombre de colonies est inférieur a 10 ou aucune colonie, on applique la formule

suivante

N=1/d

d est le taux de dilution de la suspension mere ou de la premiere dilution ensemencé ou
retenue (d=10° =1 lorsque I’échantillon pour essai de produit liquide directement

ensemencé est retenu).

Nous reportons les résultats comme suit :
« Moins de 1/d micro-organismes par millilitres » (produits liquides), ou suspension meére

(autres produits).

<]
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Résultats et discussion

3. Résultats
3.1. Différents types de prélevements

Au cours de notre étude, 146 échantillons de diverses origines alimentaires (Tableau 5) ont été
traités.

Tableau 5 : Répartition des préléevements réceptionnés.

Catégories Nombre | Pourcentage
(n) (%)
Aliments cuisinés préts a manger 37 25.34
Ecouvillonnages de surface 17 11.6
Lait et produits laitiers 70 47.94
Produits de la péche 04 2.73
Viandes et produits carnés 18 12.32
Total 146

Le lait et Les produits laitiers représentent presque la moitié des préléevements

3.2. Analyses bactériologiques

3.2.1 .Recherche du genre Listeria

Le tableau 6 représente le taux de positivité a Listeria,

Tableau 6 : Taux de Listeria sp. présentes dans les denrées alimentaires analysées.

Nombre Pourcentage (%)

Prélevements positifs 27 18.50
Prélevement négatifs 119 81.50
Total 146 100

D’aprés le tableau 6, environ un quart des prélévements (18.50%) sont positifs a Listeria sp.

E
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3.2.2. Recherche et identification de Listéria monocytogenes
a. Lait et produits laitiers

Le tableau 6 rapporte les résultats de I’'analyse bactériologique des prélevements de laits et
produits laitiers (Lait de vache) réalisé sur 70 prélevements (le tableau répertorie seulement les
échantillons positifs a Listeria)

Tableau 7 : Résultats de I'identification des Listeria dans les laits et produits laitiers.

Résultats

Echantillon Code

L. monocytogenes Autres Listeria

Lait cru J = +
Fromage a pate dure L646 + -
Fromage a pate molle L1007 + -
Fromage pate dure L1008 + -
Fromage pate dure L1009 + -
Fromage traditionnel cru L1189 - +
Fromage pate molle L1212 - +
Fromage pate dure L1213 - +
Lait cru L1412 - +
Lait cru L1416 - +
Lait cru L1417 - +
Lait cru L1419 - +
Lait cru L1420 - +

Total 4 9

Sur 70 échantillons de lait et produits laitiers, 13 souches de Listeria ont été mises en évidence

(figure 22) dont 4 Listeria monocytogenes soit (5.71%) et 9 Listeria sp. (12.85%).
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Figure22: Identification de L.monocytogenes

et Listeria sp dans le lait et les produits laitiers.

Parmi ces produits laitiers, 48 échantillons de fromages ont été testés : 4 se sont révélés
contaminés par Listeria monocytogenes (Figure23). Il se pourrait qu’une contamination par la

machine de découpage soit mise en cause.

Sur 22 échantillons de lait ,9 Listeria sp. ont été mises en évidence et aucune Listeria

monocytogenes n’a été retrouvée (figure 23).

b. Viandes et produits carnés

Figure 23:Identification par type de produit

Laitier.

La présence de Listeria dans la viande et les produits carnés est rapportée par le tableau 8.

Tableau 8: Résultats de I'identification des Listeria dans les viandes et produits carnés.

Echantillon code
Viande hachée crue V009
Viande hachée crue V010
Steak haché cru V011
Chorizo V016
Cachir V017
Escalope hachée crue V019
Escalope crue V020

Total

L.monocytogenes

Résultats

Autre listeria sp

+ + +

oo+ +
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Figure 24 : taux de contamination par Listeria pour chaque catégorie de viandes.

L’identification biochimique a montré la prédominance de Listeria sp (27.77%) par rapport a
Listeria monocytogenes (11.11%) (18 échantillons testés).

c. Poissons et produits de la péche

Le tableau 9 ci-dessous représente le résultat de la recherche de Listeria dans les poissons et

produits de la péche.

Tableau 9: Poissons et produits de la péche.

Echantillon Code Résultats
L.monocytogenes Autres Listeria sp.
Merlan séché V05 - +
0 1

Sur le total de 4 échantillons de poissons et produits de la péche analysés, aucune souche de L.

monocytogenes n’a été isolée alors qu’une seule souche de Listeria sp a été trouvée.

d. Plats cuisinés préts a manger

Le tableau suivant représente les résultats de la recherche de Listeria selon le type de produit
alimentaire sur 37 plats cuisinés.
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Tableau 10 : Résultats de I'identification des Listeria dans les plats cuisinés préts a manger.

Echantillon Code Résultats
L. monocytogenes  Autres Listeria sp.

Salade variée PC14 + =
Riz en sauce + poisson PC35 - +
Sandwich complet viande PC40 + -
hachée
Sandwich complet viande PC63 - +
hachée
Salade macédoine 112 + =

Total 3 2

Parmi 8 échantillons de crudités testés (figure 25), L.monocytogenes a retrouvée dans 2
échantillons de plats cuisinés, et cela est probablement di a un manque d’hygiéne et a une
contamination croisée. Une mauvaise manipulation et transformation des matiéres primaires
en légumes préts a I'emploi, sont des facteurs favorisant la contamination initiale ou croisée.

Une faible proportion de contamination des plats a base de viande est observée, ce qui prouve
gue les plats cuisinés ne sont pas écartés de la probabilité d’'une contamination due a une
mauvaise manipulation apreés la cuisson et a des contaminations croisées également.

%
70 £ 62,16
60
50
40 B [.monocytogenes
30 W Ljsteria sp
20 16,21 Negatifs
10 +——>4 5724 8.1
0 ! 0 O
o L ML el , , ,
Crudités Plats a base de  Autres plats
viande

Figure 24 : contamination par Listeria des différents types de plats préts a manger.

e. Ecouvillons de surfaces

Le tableau suivant représente les résultats de la recherche de Listeria a partir des
écouvillonnages de surface.
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Tableau 11: Ecouvillons de surface.

Echantillon Code Résultats
L.monocytogenes Autres Listeria sp.
Plateau en acier inoxydable EC7 + -
1 0

Sur le nombre total de 17 écouvillons de surface effectués, une seule souche de Listeria
monocytogenes, a été isolée. Cette derniere est capable de former des biofilms, qui
représentent une source de contamination de I’aliment en contact avec une surface contenant
un biofilm. Ceci prouverait la présence d’'une contamination croisée et donc la contamination
de l'aliment a partir d’'une surface contenant un biofilm, probablement due au manque
d’hygiéne lors de la préparation des plateaux qui doivent contenir des aliments lors du service

dans les restaurations collectives.

+* Incidence de Listeria dans les aliments

Le tableau 12 et la figure 21 résument les taux d’incidence des Listeria dans les différents
aliments.

Tableau 12 : Taux d’incidence des Listeria dans les différentes catégories d’aliments.

Catégorie d’aliment Nombre Négatif L.monocytogenes  Autre Listeria sp.
Lait et produits laitiers 70 57 81.42 4 5.71 9 12.85
Viandes et produits 18 11 61.11 2 11.11 5 27.77
carnés
Prét a manger 37 32 86.48 3 8.1 2 5.40
Poissons et produits 4 3 75 0 0 1 25
de la péche
Ecouvillons de surfaces 17 16 94.11 1 5.88 0 0
Total 146 119 81.5 10 6.85 17 11.64
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Figure 25: Identification de Listeria monocytogenes et Listeria sp.

Les produits les plus contaminés par L. monocytogenes (présence dans 25g ou 25 ml)
appartiennent au groupe des viandes et produits carnés avec (11.11%).

3.3. Dénombrement des colonies

Le dénombrement sur le milieu OCLA est effectué a partir de la dilution10™" et 107 et un
volume de 0.1 mL Les résultats du dénombrement, exprimé par les valeurs «N», obtenus selon
les équations mathématiques dictées par la norme I1SO 11290-2 pour I'ensemble des cas positifs

et de l'identification biochimique sont rapportés dans le tableau 13 :

8
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Tableaul3 : Résultats du dénombrement des souches isolées.

L646
L1007 L1008
L1009
L1189
L1212
L1213
L1412
L1429
L1416
L1417
L1420
V009
V010-V011
Vo016
Vo017
V019
V020
112
PC14
PC35
PC40
PC63
EC7

Nombre
de

colonies

10

17

18
50
22

Valeur de N

(UFC/25g ou ml)

<10 <10
<10 <10
<10 <10

9.09x10° <10
<10 <10
1.54x10° <10
<10 <10

<10 <10

1.63x10° <10
4.54x10° <10

2x10° <10
<10 <10
<10 <10
<10 <10

7.36x10° <10
<10 <10
<10 <10

Identification

biochimique

L.monocytogenes

L.monocytogenes

SP

sp
sp
sp

L.monocytogenes

L.monocytogenes

L.monocytogenes

sp

sp
L.monocytogenes
L.monocytogenes
L.monocytogenes
L.monocytogenes
L.monocytogenes

L.monocytogenes
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4. Discussion

La méthode classique de culture a été réalisée selon la norme I1SO 11290-1. Toutefois,
dans la présente étude, pour lisolement de Listeria par la méthode ISO 11290-1 et le

dénombrement selon I'ISO11292-2, nous avons utilisé la gélose PALCAM et Chromogenique.

L'utilisation de l'agar PALCAM, en combinaison avec un support chromogéene est

recommandée pour renforcer l'isolement de Listeria (Benetti et al., 2012).

Les milieux PALCAM et Oxford ont été développés pour l'isolement sélectif des Listeria
sur la base de I'hydrolyse de I'esculine, qui contribuent a leur différenciation des autres
bactéries. Bien qu’ils ont été trouvés efficaces pour l'isolement des Listeria des produits
alimentaires avec des cellules blessés et / ou riches en microflore concurrentiel, ils ne sont pas
en mesure de permettre lavisualisation distinctif des colonies de L. monocytogenes, par
conséquent, leur utilisation comme milieu d’isolement ne permet pas une détection rapide de
cet agent pathogene. Ainsi, différents milieux chromogenes tels qu’OCLA et ALOA ont été

développés pour répondre a ce besoin (Vlaemynck et al., 2000).

Dans notre étude, l'utilisation de la gélose chromogene OCLA a facilité la détection de L.
monocytogenes dans les cultures mixtes de Listeria sp. , l'identification présomptive de L.
monocytogenes a été possible apres les 24 h suivant I'enrichissement, comparativement a 3-4
jours supplémentaires et nécessaires en utilisant la gélose PALCAM.
L'importance de l'isolement et l'identification des autres souches de Listeria telles que
L.Innocua ne permet pas d’exclure la présence de L.monocytogenes (Anonyme, 2013), ainsi que
la présence de L.lvanovii qui peut étre potentiellement pathogene pour ’lhomme (CDC, 2010).
Les infections causées par L. monocytogenes ont un faible taux d'incidence, mais le
degré élevé de mortalité, les classes parmi les groupes a haut risque (Vazquez-Boland et al.,
2001). Nos résultats de I'analyse de divers produits alimentaires révelent une incidence de
18,49 % pour les Listeria, avec la prédominance des Listeria sp. (11,64 %), tandis que
L.monocytogenes est retrouvé dans 6,16 % des échantillons analysés.
Le dénombrement de L.monocytogenes sur le milieu OCLA révéle une moyenne de 11.83 x 10°

UFC/ml ou g. Ces résultats sont supérieurs aux normes citées par la réglementation
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européennes (2073/2005), qui fixe a 100 UFC/ ml ou g le niveau de tolérance de
L.monocytogenes dans les aliments préts a consommer, et en ramenant a zéro la tolérance
pour les aliments ayant subi un traitement thermique a I’emballage final. ON constate la large

contamination des produits testés dans notre enquéte.

La réglementation Algérienne exige I'absence totale des Listeria dans les produits
alimentaires quelque soit leur nature.

Les résultats de notre étude ont conclu qu’aucun échantillon sur les 22 de lait cru n’a
révélé la présence de L.monocytogenes, cela pourrait sans doute I'expliquer par le faible
nombre de prélevement ou bien que nos laits provenaient d’élevages a hygiene satisfaisante.
La contamination des laits crus par L.monocytogenes n’est pas écartée, du fait qu’ils ont été
impliqués dans une éclosion de listériose en 1983 (Fleming et al., 1985), le lait provenait de
plusieurs fermes.

En 1994, dans le Midwest des Etats-Unis d'Amérique,(Dalton et al., 1997) et (Ryser, 1999) , Ont
révélés que le lait contenait jusqu'a 109 UFC / ml de L. monocytogenes. Ce lait était
apparemment bien pasteurisé, ce qui indique qu'il y avait un tel niveau de contamination dans
le lait que certains organismes ont survécu a la pasteurisation ou, plus probablement, la

contamination post-traitement a eu lieu dans l'usine.

La contamination du lait pourrait s’expliquer par (Ryser, 1999) et (Farber et Peterkin, 2000) :

- Les souches de L. monocytogenes se trouvent dans I'environnement agricole et peuvent
étre transmises aux vaches par la consommation d'ensilage et de foin L'agent pathogene
peut aussi provoquer une mammite qui permet a l'organisme d'étre continuellement
excrétée dans le lait.

- Il'a souvent été isolé de la traite des granges et de I'équipement de transformation des

produits laitiers.

Sur 48 échantillons de fromage analysés, 4 fromages ont donné un résultat positif a la
recherche et I'identification de L.monocytogenes, il s’agit de 3 fromages a pate dure et 1 a pate

mole, ce qui représente un pourcentage de 8,33 % par rapport au total des fromages analysés.

&
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Ces résultats comparés a ceux obtenus au niveau de I'IPA d’Alger entre 2001-2015 (cette
comparaison reste relative du fait que le nombre d’échantillons est différent), sont trés élevés
(1460 échantillons)

La contamination peut étre causée lors de I'affinage; les enzymes d'origine
microbienne participent tres activement aux modifications de texture et au développement de
la flaveur, ce qui confere ses caractéristiques organoleptiques aux fromages. Ce phénomene
provoque également une remontée de la valeur du pH au niveau de la crolte. Cette
augmentation de pH et les conditions d'aérobiose en surface sont des conditions favorables au
développement de Listeria monocytogenes. Pour cette raison certaines croltes, dont celles des
pates molles, présentent un risque de contamination élevé (Larpent, 2004).

Il est aussi probable qu’une contamination se fait i au niveau des ateliers de fromagerie, eux
méme contaminés, ou bien par les matieres premieres (laits crus), et notamment par le non
respect des bonnes pratiques de fabrication et d’hygiéne (BPH,BPF). Peuvent également étre

responsable de la contamination des fromages.

En ce qui concerne les échantillons de fromages a base de lait cru (fabriqués de maniere
traditionnelle), les échantillons se sont révélés négatifs mais le nombre d’échantillons est

insuffisant pour évaluer la fréquence des Listeria dans cette catégorie de produit.

L’analyse des viandes et produits carnés a révélée qu’un échantillon de viande hachée était
contaminé par L.monocytogenes (sur 12 échantillons de viande hachée)
Un taux de 5.5% de viandes et produits carnés sur 18 échantillons sont contaminés par L.
monocytogenes.
Le résultat obtenu par Akpolat et al, (2004) qui a isolé L. monocytogenes a partir de 830
échantillons de viandes pendant 2ans est de 5%.
- La présence des Listeria dans les produits carnés crus peut survenir a différents stades,
et selon plusieurs sources (Maciel de Sauza et al., 2008).
- Une contamination fécale directe ou indirecte a partir de la surface corporelle lors de
I'abattage des animaux, ou |'éviscération.
- Une contamination lors de la transformation des viandes, soit a partir des locaux ou du

matériel, soit a partir des opérateurs. Il a été démontré, que lors de la découpe primaire

&
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des carcasses appartenant a différentes especes zootechniques, les couteaux, les tapis,
les tables, et autres machines sont fréquemment a l'origine de la contamination par
Listeria monocytogenes. L'examen bactériologique de la contamination des surfaces
démontre clairement |'origine environnementale de ces contaminations. En outre, un
échantillon de viande froide (Cachir) a été positif pour la présence de L. monocytogenes
(5,5% sur le total de 18 échantillons de viandes et de produits carnés) a partir d’un point

de vente. Nous pensons que la contamination serait principalement de poste cuisson.

Notre étude a également évalué la présence de L.monocytogenes dans les aliments
préts-a-manger. |l est donc probable que des aliments contaminés par cet organisme sont
quotidiennement consommeés de fagon journaliere.

Une étude similaire effectuée a Johannesburg (Christison et al., 2008) a révélé une incidence
de L. monocytogenes de 4 % dans les PAM. L'analyse statistique a révélé qu'il existe une
relation entre le type d’aliment et la présence de I'une des Listeria sp. ou L. monocytogenes.
Dans le groupe des produits a base de viande, l'isolement de L. monocytogenes était plus élevé
dans les sandwichs de viande hachée que d'autre type de sandwiches (Tableau 8).

Dans I' ensemble, les résultats obtenus pour cette catégorie d’aliment, sont similaires aux
conclusions données par EI-Shenawy et al (2011), a partir d’échantillons de PAM (sandwichs et

plats traditionnels) prélevés dans les voies publiques en Egypte.

5. Conclusion

Les produits alimentaire les plus contaminées par Listeria sont Les produits les plus contaminés
par L.monocytogenes (présence dans 25g ou 25 ml) appartiennent au groupe des viandes et
produits carnés avec (11.11%), suivi par les laits et produits laitiers (9.33%), ensuite les PAM
(8,1%), puis celui des écouvillonnages de surfaces (5.88%). les poissons et produits de la péche
se sont révélés négatifs a L.monocytogenes.

Notre étude a montré qu’il est important de préciser que la contamination des produits
alimentaire par des germes pathogenes tel que L. monocytogenes représente un réel danger
pour la santé humaine surtout que les niveaux de contamination et les matrices concernées par
cette étude sont un parametre qu’il est important de prendre en compte, par rapport a la

présence de L. monocytogenes, il est donc important de renforcer les critéres de détection des

&
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Listeria sp. et L.monocytogenes et cela en renforgant la réglementation par rapport a cette
recherche.
En conclusion, il ressort de notre travail une quasi impossibilité d’éliminer Listeria de

I'environnement due a son caractére d’ubiquité et du non respect des regles d’hygiene.

Les propositions actuelles de I'Union européenne en vue de consolider les directives
d'hygiene alimentaire envisagent actuellement I'application des procédures de gestion de la
sécurité sanitaire des aliments fondés sur les principes HACCP, y compris la documentation et la
vérification, a tous les secteurs de la chaine alimentaire, a I'exception de la production primaire

(AFSSA, 2002).

6. Recommandations

Les résultats de notre étude démontrent la présence de Listeria dans les produits
alimentaires, ce qui conditionne le caractere dangereux pour la santé publique, il est donc
important de prendre en compte nos résultats et qu’ils stimulent et encouragent a faire d’autre
recherches.

Il est urgent de mettre en place un réseau de surveillance épidémiologique dans le but de
maitriser la situation en prenant les mesures préventives nécessaires par le contréle
systématique des produits a risque comme les fromages, viandes, laits et produits laitiers. La
mise en ceuvre de systemes similaires de sécurité sanitaire des aliments dans la restauration et
locaux commerciaux, combinés avec une formation adéquate et I'application des principes de
base de I'hygieéne alimentaire HACCP, pourrait apporter une contribution significative a assurer

la qualité microbiologique satisfaisante des aliments préts-a-manger.

&
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Annexe A :

Gros matériel utilisé :

1. Balance

Figure 26 : Balance électrique

2. Homogénéisateur, Mélangeur, Mixeur :

Figure 27 : Homogénéisateur de type péristaltique (stomacher)

3. Réfrigérateur, chambre froide :

4. Autoclave :

Figure 28 : Autoclave
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6. Matériel d’incubation (étuve et bain marie) :

Figure 29 : Etuve a 55°C Figure 30 : Bain marie a 44°C

7. Bec bunsen:

Figure 31 : Bec bunsen
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Annexe B

Formule des milieux de culture

1. Bouillon FRASER.

Figure 32 : FRASER déshydraté Figure 33 : Bouillon FRASER avec son

supplément

Composition :

Constituants Quantité en g/l
Peptone de proteéase 5.0
Tryptone 5.0
Extrait de viande de beeuf 5.0
Extrait de levure 5.0
NaCl 20.0
Na,HPO4+2H-0O 12.0
KH>POy4 1.35
Esculine 1.0
Chlorure de lithium 3.0

Principes :

1) La forte teneur en chlorure de sodium permet d’accroitre la sélectivité du milieu.

2) Les phosphates agissent comme systéme tampon pour le maintien du pH.

3) Le chlorure de lithium inhibe la plupart des Entérocoques susceptibles d’hydrolyser

I'esculine.
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Préparation :

Faire dissoudre les composants dans de I'eau, puis chauffer modérément jusqu’a dissolution
complete. Ajuster le pH a 7,2.

Répartir ensuite le milieu a raison de :

4) 225 ml par flacon qui serviront aux enrichissements primaires,

5) 10 ml par tubes qui serviront aux enrichissements secondaires.

Stériliser ensuite le milieu a 121°C pendant 15 minutes.

Supplément sélectif pour Bouillon Fraser.

Au moment de l"utilisation du bouillon Fraser au demi tout comme le bouillon

Fraser, ils doivent étre additionnés de leur supplément dont la formule est la suivante :

Constitnants Quantiteé
Acide nalidixique 22.5 mg
Acnitlavine 28125 mg
Citrate de Fer (III) amumoniacal 1.125 g

Reconstituer stérilement un flacon de supplément par 22,5 ml d’'un mélange 1/1

eau/éthanol stérile (soit 11,25 ml d’eau distillée stérile et 11,25 ml d’éthanol ).

Mélanger doucement pour dissoudre, puis ajouter ensuite aseptiquement :

6) 2,25 ml de la solution ainsi préparée, a 225 ml de bouillon Fraser au demi,

7) 0,10 ml de la solution ainsi préparée, a 10 ml de bouillon Fraser.

Bien mélanger avant d'introduire I'inoculum.

Une fois reconstitué, le supplément doit étre maintenu a +4°C, a I'abri de la lumiéere et ne doit
pas dépasser les 8 jours.

Ce supplément est un mélange inhibiteur composé de 2 antimicrobiens et d’un réactif : le
citrate de fer, dont les roles sont les suivants :

8) L’acide nalidixique bloque la réplication de ’ADN des microorganismes

sensibles a cet antimicrobien (Gram négatifs surtout ),

9) L’acriflavine supprime la croissance de la microflore secondaire Gram positif, y compris
Lactobacillus bulgaricus et Streptococcus thermophilus,

10) Le citrate de fer ammoniacal permet de visualiser I'esculétine produite par Listeria a partir

de I'esculine présente dans le milieu.
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En présence des ions ferriques, l'esculétine forme un complexe noir qui apparait

progressivement. La présence de fer favorise également la croissance des Listeria.

2. Gélose PALCAM

Constituants Quantité en g/l
Peptone 23.0
Amidon 1.0
Agar - Agar 20.0
Chlorure de sodium 5.0
D(-) mannitol 10.0
Ammonium de fer III citratg 0.5
Esculine 0.8
Glucose 0.5
Chlorure de lithium 15.0
Rouge de Phénol 0.08

Figure 34 : Gélose PALCAM et milieu

sélectif pour gélose PALCAM

Principes :

11) La peptone favorise la croissance des Listeria.

12) L'extrait de levure est une source du complexe vitaminique B.

13) Le glucose et I'amidon représentent les sources énergétiques du développement.

14) Le chlorure de sodium maintien I'équilibre osmotique.

15) La fermentation du mannitol par les germes contaminants qui pourraient cultiver, est mise
en évidence par le virage au jaune du rouge de phénol, permettant ainsi d'orienter le

diagnostic.

Préparation :

Faire fondre le milieu puis le refroidir a une température de I'ordre de 48°C.
Ajouter par la suite 2,25 ml du supplément Palcam reconstitué.
Homogénéiser et couler en boites de Pétri stériles.

Laisser solidifier sur paillasse puis les sécher a I'étuve.

Les boites ainsi préparées peuvent également étre conservées a +4°C pendant 4 a 5 jours.
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Supplément sélectif pour gélose Palcam

Constituants Quantite
Sulfate de Polymyxine B 5.0 mg
Ceftazidime 10.0 mg
Acriflavine 2.5 mg

Il s'agit d'un mélange de deux antibiotiques (Polymyxine et Ceftazidime) et d'un colorant
antiseptique (I'acriflavine).

16) La Polymyxine B inhibe les Gram négatifs, y compris Pseudomonas aeruginosa, ainsi que
guelques Gram positifs.

17) La Ceftazidime est un antibiotique a large spectre auquel Listeria est résistante.

Mode d'emploi.

On reconstitue le supplément en y ajoutant aseptiquement 5 ml d'eau distillée stérile.
Mélanger doucement et soigneusement, puis répartir en boites de Pétri, qu'on laisse refroidir
et sécher sur paillasse.

Les boites ainsi préparées peuvent étre gardées a +4°C, pendant au plus 48 a 72 heures.

3. Gélose TSAYE

Composants Quantite
Bomllon tryptons soja (1) 30.0¢g
L'xtrait de levuore 6.0 g
Agar Agar Qalzg (2)
Eau 1000 ml
(1)Dagestat enzymatique de caseine 170 g
Digestat enzymatique de farne de soja 30g
Chlonire de sodium 502
Hydrogénophosphats dipotassique 252
Glucose 254
(27 selon le pouvolr gelitiant de 1"Agar-Agar
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Préparation

Dissoudre les composants ou le milieu complet déshydraté dans I'eau, en portant a ébullition.
Ajuster le pH a 7,3 a 25°C, puis répartir dans des flacons ou dans des tubes, selon les
préférences. Stériliser a I'autoclave a 121°C pendant 15 minutes.

Les tubes seront refroidis en position inclinée. Les flacons seront refroidis en position debout;
au moment de leur utilisation, ils seront fondus, puis refroidis a environ 45°C, puis coulés en
boites de Pétri.

4. Gélose au sang de mouton :

Composants Quantité
Digestat enzymatique de t135us animanx 150¢
Digestat enzymatique de foie 25g
Extrait de levure S0
Chloruze de sodium 50g
Agar Agar 9al18.0¢
Eau 1000 m]

Figure 35 : Gélose nutritive avec un tube

de sang de mouton

Préparation

Dissoudre les composants ou le milieu complet déshydraté dans I'eau, en portant a ébullition.
Ajuster le pH a 7,3 a 25°C, puis répartir dans des flacons. Stériliser a I'autoclave a 121°C
pendant 15 minutes.

Les flacons seront ensuite refroidis ; au moment de leur utilisation, ils seront fondus, puis
refroidis a environ 45°C, puis on leur ajoute aseptiquement deux ampoules de sang de mouton
défibriné. Mélanger soigneusement, puis répartir en boites de Pétri. Ce milieu est utilisé pour la

mise en évidence de I'hémolyse.
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5. Gélose TSA
Composants Quantité en g/l
Tryptone de caseine 15
Farine de soja 5
Chlorure de sodium 5
Agar 20
Préparation

Dissoudre les composants ou le milieu complet déshydraté dans I'eau, en portant a ébullition.
Ajuster le pH a 7,3 a 25°C, puis répartir dans des flacons. Stériliser a I'autoclave a 121°C
pendant 15 minutes.

Les flacons seront ensuite refroidis ; au moment de leur utilisation, ils seront fondus, puis
refroidis a environ 45°C, puis on leur ajoute aseptiqguement deux ampoules de sang de mouton
défibriné. Mélanger soigneusement, puis répartir en boites de Pétri. Ce milieu est utilisé pour la

mise en évidence de I’hémolyse dans le Camp-test.

6. Gélose Mobilité.

Composants Quantité
Digestat enzymatique de caseine 200 g
Digestat enzymatique de tissus animaux 6.1 ¢g
Agar Agar Jao6g
Eau 1000 ml

Préparation

Dissoudre les composants ou le milieu complet déshydraté dans I'eau, en portant a ébullition.
Ajuster le pH a 7,3 a 25°C, puis répartir dans des tubes a raison de 5 ml par tube. Stériliser a
I'autoclave a 121°C pendant 15 minutes.

Il s’agit d’un milieu semi-solide qui favorise la mobilité des germes. Il doit donc étre régénéré au

bain-marie avant utilisation et 'ensemencement se fera alors par piqdre centrale.
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7. Gélose Chromogenique :

Figure 36: Gélose Chromogenique déshydraté Figure 37: Suppléments du milieu

de type (OCLA) (OCLA) Chromogenique

Figure 38 : OCLA chromogeéne (solide) et ses suppléments
Il s’agit d’un milieu sélectif utilisé pour les différenciations, isolement et dénombrement de

Listeria monocytogenes dans les produits alimentaires, les échantillons de I’environnement et
les prélevements pathologiques d’origine animale, méme fortement contaminés.

Préparation

Mettre en suspension 34,5 g de milieu de base déshydraté dans 480 ml d’eau distillée

ou déminéralisée puis Porter lentement le milieu a ébullition sous agitation constante et I'y
maintenir durant le temps nécessaire a sa dissolution. Répartir en flacons de 500 ml.

Stériliser a 'autoclave a 121°C pendant 15 minutes refroidir et maintenir a 44-47°C.

Si le milieu est complet (solide),faire fondre le milieu de base pendant le minimum de temps

nécessaire a sa reliquéfaction totale. Refroidir et maintenir a 44-47°C
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Annexe C

Tableau : Lecture et Interprétation des caractéres portés sur la galerie API Listeria.

Tests Composants Qté Réactions Résultats
Actifs mg/ Négatif Positif
cup.
DIM Substrat 0,106 Différenciation ZYMB/<3min
enzymatique L.innocua /L. orange
monocylogenes pale Orange

rose beige
gris beige

ESC Esculine Citrate de 0,16 Hydrolysc (ESCuline) Jaunc pale Noir

[er 0,024
- 4-nitrophényl-aD- 0,045 a-MANnosidase Incolore Jaune
MAN mannopyranoside
DARL  D-Arabitol 0,4 Acidification (D-
ARAbitol)
| XYL | D-Xsylose | 0,4 | Acidification (Xylose)
RHA L-Rhamnosc 0.4 Acidification Rouge / Jaune/
(Rhamnose) rougce jaunc
MDG Méthyl-aD- 0,4 Acidification (Méthyl- orangé orange
glucopyranoside aD-Glucopyranoside)
RIB D-Ribose 0,1 Acidification (Ribose)
G1P Glucose-1- 0,4 Acidiflication (glucose-1-
I’hosphate phosphate)

TAG D-Tagatosc 0,4 Acidification (TAGatosc)
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Tableau : LISTE DES PROFILS NUMERIQUES DES LISTERIA SUR

Listeria ivanovii
Listeria ivanovii
Listeria ivanovii
Listeria seeligeri / ivanovii
Listeria welshimeri
Listeria ivanovii
Listeria ivanovii
Listeria ivanovii
Listeria ivanovii
Listeria monocytogenes
Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes /ivanovii

Listeria welshimeri
Listeria ivanovii
Listeria ivanovii

Listeria seeligeri/innocua/ivanovii

Listeria grayi

Listeria grayi / ivanovii
Listeria rvanovii

Listeria ivanovii

Listeria seeligeri / ivanovii
Listeria ivanovii

Listeria ivanovii

Listeria seeligeri / ivanovii
Listeria seeligeri

Listeria welshimeri
Listeria ivanovii

Listeria ivanovii

Listeria ivanovii

Listeria ivanovii

Listeria ivanovii

Listeria grayi

Listeria welshimeri
Listeria ivanovii

GALERIE API

3750
3770
6010
6110
6120
6130
6150
6310
6311
6410
6450
6510
6520
6550
6701
6711
7110
7111
7120
7130
7301
7310
7311
7320
7330
7500
7510
7511
7520
7530
7701
7710
7711

777
-

Listeria ivanovii

Listeria ivanovii

Listeria monocytogenes
Listeria monocytogenes / innocua
Listeria grayi

Listeria grayi

Listeria monocytogenes
Listeria seeligeri / welshimeri
Listeria welshimeri

Listeria monocytogenes
Listeria monocytogenes
Listeria monocytogenes
Listeria grayl

Listeria monocytogenes
Listeria welshimeri

Listeria welshimeri

Listeria innocua

Listeria welshimeri

Listeria grayi

Listeria grayl

Listeria welshimeri

Listeria seeligeri/welshimeri/innocua
Listeria welshimeri

Listeria grayl

Listeria grayi

Listeria innocua

Listeria innocua

Listeria welshimeri

Listeria grayi

Listeria grayl

Listeria welshimeri

Listeria welshimeri / innocua
Listeria welshimeri

Listeria grayl
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Annexe D

Schéma représentatif de la méthode 1SO 11290-2

Jour 1
Enrichissement primaire
J0°C,18 4 24 h
Jour 2
Enrichissement
e secondaire ’

T

Jour 3 .

Identification du genre d’abord puis de ’espéceaprés



Annexes

Annexe E

Présentation de I'Institut Pasteur d’Algérie

L'Institut Pasteur d'Alger fut créé en 1894, a l'initiative des Docteurs Jean Baptiste
Paulin TROLARD et H. SOULIE.
L'Institut Pasteur d'Algérie fait en outre partie actuellement, du Réseau International des
Instituts Pasteur (RIIP), dont la coordination est assurée par |'Institut Pasteur de Paris.
Leur objectif commun est d'élaborer un programme de coopération scientifique notamment
pour :
18) La protection de la santé publique, en particulier pour la surveillance et le controle
épidémiologique des maladies infectieuses et parasitaires (Sida, grippe, tuberculose, paludisme,
choléra...)
19) La participation aux grands programmes internationaux ou régionaux de recherche.
1. Principales analyses et prestations de service :
20) Analyse demandée par les services vétérinaire officiels :
21) Inspections programmées, avec plans de surveillance adaptés a la restauration collective et
aux organismes hoteliers
22) Investigations relatives aux toxi-infections alimentaires de collectivités (TIAC)
23) Les analyses d’Autocontrole bactériologiques pour les industriels englobant :
24) Un plan de Maitrise Sanitaire (PMS)
25)Avec HACCP Contrdle de surfaces, de matieres premiéres, en cours de fabrication, produits
finis...
2. Impact de la bactériologie alimentaire sur :
La qualité bactériologique d'un produit alimentaire présente deux aspects :

1. la qualité hygiénique qui caractérise le risque pour la santé du consommateur.

2. la qualité commerciale qui caractérise I'existence ou le risque d'altération du produit.
La maitrise de ces qualités implique de bonnes pratiques de fabrication, de stockage et de
distribution. Le but de I'analyse microbiologique des aliments est de :
26) S'assurer que le niveau de contamination du produit apte a étre consommer ne présente
aucun risque de prolifération bactérienne et surtout aucun danger pour la santé du
consommateur.

27) De conférer a I'aliment une protection intrinséque contre la prolifération microbienne.
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L'activité au sein du service de Bactériologie des aliments est tres diverse. |l s'agit de contrdler :
28) Les aliments produits au sein des unités de production, et les produits importés inspectés et
échantillonnés par les vétérinaires inspecteurs aux postes frontieres donc les produits finis.

L'objectif est de vérifier la conformité du produit a des criteres microbiologiques.

3. Principales analyses bactériologiques :

Les analyse et recherche bactériologique que nous effectués aux niveaux du laboratoire sont:
29)La recherche des micro-organismes responsables d'altération qui regroupent les germes
capables d'altérer la qualité marchande de l'aliment (Flore aérobie totale, ASR, levures et
moisissures.)

30)Les germes témoins de contamination fécale (Coliformes totaux, coliformes fécaux
Streptocoque D,)

31) Le deuxieme type d'analyse consiste a mettre en évidence les germes suspects d'étre a
I'origine de toxi-infections alimentaires (Staphylococcus aureus, Salmonella mineurs,
Clostridium perfringens, Listeria monocytogenes...) L'analyse se limite a prendre en charge le
plat témoin et a rechercher les germes qui sont potentiellement pathogénes pour le
consommateur.

32) Le troisieme type de contréle touche les produits en cours de fabrication ou de préparation
(cuisines) ou bien la vérification de I'état hygiénique des lieux de fabrication, de stockage. Pour
ces produits des examens en cours de fabrication ou du produit fini sont intéressants et utiles
dans un cadre préventif. En cas de problemes, I'enquéte a pour but de situer les contaminations
quand elles existent et a envisager les moyens de les enrayer.

33) Qualité bactériologique des cosmétiques et pouvoir inhibiteur intrinseque.

34) Pouvoir bactéricide des produits d'entretien.

35) Recherche des résidus antibiotiques dans les laits. (Delvotest et technique dediffusion en
gélose)

36) Germes capables d'altérer la qualité marchande de I'aliment

Conformément a la Bonne Pratique de Laboratoire et selon ISO 7218 : 2007(F) ainsi que les
modes opératoires et instruction de LBAE, il est recommandé que tous les appareils et matériel

soient propres et en bon état de fonctionnement.
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Ainsi avant toute utilisation, il est recommandé de procéder a la vérification du matériel ainsi
gu’a son contréle de ses performances lors de son utilisation et que ce dernier soit adapté a la

finalité prévue.
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