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RESUME

Depuis une quinzaine d’années, les Listeria font beaucoup parler d’elles.
Elles ont été a I'origine de plusieurs épidémies qui ont touché les Etats Unis, le
Canada, I’ Angleterre, la Suisse et la France.

Chez T'homme, les accidents épidémiques dus a Listeria monocytogenes sont
parfois graves, souvent spectaculaires, concernent des catégories bien précises de la
population a savoir: personnes agées, enfants, femmes enceintes, sujets
immunodéprimés et se soldent généralement par un taux de mortalité de 'ordre de
25 a 30%. :
Chez l'animal, les accidents épidémiques dus le plus souvent a Listeria
monocylogenes, mais aussi a Listeria ivanovii (ovins et caprins), sont ¢galement
graves et se soldent eux aussi par des taux de mortalité atteignant les 100% si un
traitement précoce n'est pas mis en place. '

Le mode de transmission de la listériose humaine et animale n’est plus a discuter,
aujourdhui ; 1l s'agit, rappelons le, du lait cru en ce qui concerne ['homme et
l'ensilage en ce qui concerne I'animal.

Par ailleurs, et compte tenu :

e d'une part, des caractéristiques générales des Listeria, et particulierement de
Listeria monocytogenes, qui sont des bactéries extrémement résistantes aux
conditions du milieu extérieur,

o d'autre part, de la grande variété de denrées alimentaires mises sur le marché
national, '

s ct d'autre part, encore vu les séquelles que peut engendrer une telle zoonose,

il est urgent de mettre en place un réseau de surveillance épidémiologique a l'instar

des pays occidentaux, dans le but de prendre les mesures préventives qui

s’imposent afin d’arréter a temps une €ventuelle épidémie.

Au cours de notre travail, nous avons quand méme, isolé 28 souches de Listeria
dont 10 monocytogenes, 17 innocua et 1 ivanovii sur 1432 prélevements de laits
crus analysés, soit 1,96 %. Ce taux, loin d'étre négligeable et similaire a ceux
rapportés par la littérature, prouve qu'on n'est pas a l'abri d'une éventuelle épidémte.



Problématique

Les médias nationaux et internationaux ont fait r*écemment état de I'apparition et de
la gravité de différentes épidémies de listériose humaine survenues a travers le
monde et notamment en France pour les deux derniéres années, a la suite de
I'ingestion d'aliments d’origine animale contamines.

En Algérie, et face a l'augmentation du flux d'importations de denrées alimentaires
( laits et produits laitiers ) d'une part, et devant I'évolution de la consommation de
ces mémes produits, qui est passée de 80 litres par habitant et par an en 1980 a 119
litres par habitant et par an en 2000 d'autre part, notre curiosité scientifique a
éveillée en nous, des suspicions, et nous nous soOmmes tout de suite senti menaces
par cette bactérie étant donné la situation géographique.

A cela s'ajoute, linstauration du PNDA qui encourage les éleveurs a I'importation
et au développement de l'effectif du cheptel bovin laitier moderne, a partir de pays
endémiques malheureusement.

Le dépistage précoce de cette maladie s’impose alors de lui-méme.

De plus, et compte tenu du fait, qu'actuellement I'état encourage vivement les
industriels agro-alimentaires a aller vers l'accréditation ISO 9000 et conscient que
cefte derniére inclut dans sa démarche, la mise en place de systémes HACCP qui
eux, visent, la maitrise des points critiques, allant de la fourche a la fourchette, 1l est
de plus en plus urgent pour nous, de s'intéresser aux questions relatives a I'hygiene
environnementale immédiate des animaux de rente et aux éventuels accidents qui
peuvent étre engendrés.

En outre, les normes internationales exigent de nos jours, la recherche de Listeria
monocviogenes systématiquement dans les denrées alimentaires, notamment dans
les laits et dérivés. :

Par ailleurs, sachant que cette bactérie est un germe ubiquiste, qu'elle est
principalement véhiculée par le lait cru de vache, et qu'elle pose des problemes tant
sur le plan de la santé publique que sur celui de la santé animale que sur l'industrie
alimentaire, nous avons donc décidé d'entamer des investigations dans ce sens. Ces
dernieres se sont avérées de plus en plus justifiées par le fait que la situation
demeure a nos jours, inconnue en Algérie. :

C’est pourquoi, la mise en place des techniques de recherche et d'identification
biochimique de cette bactérie a partir du lait cru de vache s’impose d’elle-méme et
devient alors incontournable.

1 intérét de cette étude est avant tout, d’ordre préventif, elle n'a pas la prétention de
régler tous les problemes liés a la prophylaxie de la listériose, elle pourra au moins
donner une idée sur la situation épidémiologique en Algérie. -






Chapitre I : Introduction.

La listériose est une maladie quasiment inconnue des médecins, des
vétérinaires et des microbiologistes jusqu'en 1960. Aujourd'hui elle intéresse
désormais a la fois les cliniciens (médecins et vétérinaires), les ¢pidémiologistes
et les microbiologistes (médicaux et alimentaires), les généticiens ainsi que les
autorités administratives. A cela s’ajoutent périodiquement Jes médias,
notamment lors des épidémies qui jalonnent I’histoire de cette infection depuis
plus d’une dizaine d’années.

C’est une zoonose essentiellement animale, accidentellement humaine.

Elle a fait objet d’études et d’observations particulieres dés 1929 aussi bien
chez I’homme que chez les animaux de rente. Les premiéres descriptions chez
les animaux d’élevage sont faites en Nouvelle Zélande et aux Etats Unis en 1931

(82) et en 1940 en France (61, 102 ).

Cette maladie, a été découverte de plus en plus fréquemment chez les animaux
de rente, mais aussi chez diverses espéces d’animaux sauvages (cf. tableau I).

En médecine vétérinaire, de nombreuses observations ont ¢té faites et font etat
de cas isolés, de foyers importants sporadiques ou endémiques, de portages
asymptomatiques observés sur diverses espéces animales (102).

En  médecine humaine, la listériose est une . maladie qui atteint
préférentiellement la  femme enceinte et Uenfant qu’elle porte, les
immunodéprimés et les personnes dgées. Elle se manifeste principalement sous
formes de méningites, de méningo-encéphalites, de septicémies et d’avortements
prématurés (82,83,84).

Mais pour peu, qu’un de ces sujets soit-en contact direct avec les animaux
d’élevage, on n’est plus a I’abri d’une transmission directe ou indirecte.

En industrie laitiére, les Listeria peuvent contaminer directement les produits et
Penvironnement par le biais des laits crus contaminés, entrainant ains
d'énormes pertes aussi bien sur le plan de la santé publique (humaine) que sur le
plan économique.



Chapitre 11 : Historique.

La listériose est due a Listeria monocytogenes, espece type du genre, qui
est une bactérie a Gram positif, ubiquiste contaminant le sol, les vegétaux, les
ensilages, les murs des étables et par conséquent I'homme.

Listeria monocytogenes, doit son nom en grande partie a la mémoire du docteur
John Lister. Elle est caractérisée par une élévation anormale du taux de
monocytes d’ou son nom de monocytogenes.

Décrite pour la premiére fois en 1926 par Murray —Webb et Swann , lors d’une
épizootie chez des lapins et des cobayes qui présentaient une mononucléose
sanguine et des lésions de nécrose au niveau du foie . Ils lui donnérent alors le
nom de Bactérium monocytogenes. Mais en réalité, I'histoire de Listeria
monocylogenes commenga bien avant (5, 26 ).

Hulphers , vétérinaire Suédois, fut le premier auteur a avoir décrit cette infection
chez un lapin atteint de méningite en 1911.

Dumon et Cotoni, isolerent la méme souche a partir d’un liquide
céphalorachidien (LCR) chez homme et ceite souche demeure toujours
conservée au niveau de I’Institut Pasteur de Paris depuis 1921 (23,26).

D’autres chercheurs isolérent la méme bactérie dans des circonstances
différentes a partir de 1926, parmi lesquels :

- Pirie, chez la gerbille en Afrique, décrite sous le ' nom de Listerella
hepatolytica en 1927.

- Npyfeld , chez Yhomme lors d’un syndrome mononucléosique , décrite sous le
nom de Bacterium monocytogenes hominis en 1929.

- Bum , démontre le role de la bactérie dans I’ infection périnatale en 1933,

- Sohier et coll , ont mis en évidence, a partir d’un sang de beeuf cuit, une seule
souche de Listeria qui se différencie de Listeria monocylogenes par la
réduction des nitrates et I’ont décritent sous le nom de Listeria denitrificans
en 1948. Toutefois, cette derniére a été définitivement exclue du genre
Listeria lors de la récente révision de la taxonomie. Cette bacterie
corynéforme a ét¢ transférée dams le nouveau genre Jonesia dont elle
constitue I’ unique espece.



- Reiss , Potel et Krebs (Allemands) décrivirent la forme septicémique du
nouveau — né , et les travaux de Seeliger ont montré que Listeria
monocytogenes joue un role assez important aussi bien en pathologie

humaine qu'en pathologie animale a partir de 1951.
En Algérie, ont été décrit :

s Le premier cas clinique de listériose humaine par Benallégue et coll en
1967.

e Bellouni R (1989) :
= 11 souches de Listeria, réparties comme suit: 2 Listeria
monocytogenes , 1 Listeria welshimeri , 2 Listeria seeligeri et 6
Listeria innocua,. a partir de 87 placentas de bovins.
= 1 souche de Listeria innocua a partir de 16 fromages analysés (23).

o Ramdani N (1999), 5 cas humains (80).

e Lebres E (2000) : |
10 souches de Listeria dont 7 Listeria monocytogenes et 3 Listeria
innocua 4 partir de 419 échantillons de denrees alimentaires autres que le

it (63).



Chapitre [1I : Taxonomie.

En raison de sa morphologie a la coloration de Gram, petit bacille a Gram
positif, Listeria a longtemps été considérée comme une bactérie corynéforme; il
est actuellement admis que les bactéries de ce genre appartiennent a la branche
phylogénétique des Clostridium, voisin des genres Brochothrix, Lactobacillus,
Staphylococcus, Streptococcus et Bacillus (18, 89).

Dés 1966, la recherche de plus en plus fréquente de Listeria dans des niches
écologiques variées a conduit & 1’isolement de souches atypiques dont I’étude
~taxonomique a montré qu’il s’agit bien de nouvelles espéces.

En 1988, et compte tenu des travaux de J. Rocourt (89), dans le but de réviser la

nomenclature des Listeria, on admet aujourd’hui, que le genre Listeria se définit

sur le plan de la taxonomie par :

- un G+ C % DNA compris entre 36 et 46 %,

- un peptidoglycane branché en variation A1 Gamma associé a un type d’acide
teichoique ( polyribitol — phosphate ),

- la présence d’acides lipoteichoiques,

- I’absence d’acide mycolique et MK7, comme principal isoprenoid quinone.

(18,36). ,

Actuellement 6 espéces sont donc reconnues dans ce genre , en plus de Listeria

monocytogenes |, il s’agit de :

e Listeria grayi qui a été découverte en 1966 par Larsen et Seeliger a partir
d’une coproculture chez un chinchilla ; cette souche se caractérise par la
fermentation du mannitol (26, 88, 89 ).

e Listeria murrayi qui a été découverte en 1971 par Welshimer et Meredith a
partir d’une végétation ; une fois encore cette souche se caractérise par la
fermentation du mannitol et la réduction des nitrates (88, 89 ).

e Listeria ivanovii qui a été découverte en 1984 par le microbiologiste bulgare
Ivanov lors d’avortements chez des brebis dans une ferme ; cette souche
s’est caractérisée par une forte hémolyse, donc pathogene (26).

o Listeria innocua qui a été découverte en 1981 par Seeliger a partir de
I’environnement et de I’intestin de I’homime et des animaux ; cette souche est
par contre non hémolytique donc non pathogene (89). '

e Listeria seeligeri et Listeria welshimeri qui ont ét¢ mises en €vidence en
1982, lors des hybridations ADN / ADN (89).



Chapitre 1V : Clinique de la listériose.

1V.1.En médecine vétérinaire,

En médecine vétérinaire, la listériose est une des affections qui s'estompe
progressivement dans l'esprit du clinicien parce qu'elle n'est que rarement

diagnostiquée.

Bien qu’elle affecte différentes espéces animales (cf. tableau 1), elle peut évoluer
sous des formes cliniques de fagon sporadique ou endémique. Elle peut étre
‘également retrouvee en portage asymptomatique.

Tableau 1 : Espéces animales affectées par la listériose (102).

Especes Expression maladies Fréquence / Apparition
Bovins Formes cliniques Maladie sporadique ou
Ovins Formes cliniques endémique possible , rares
Caprins Formes cliniques plus enzooties dans les troupeaux

Ruminants sauvages : Chevreuils
Lamas , Bulffles

rares

Equins Formes cliniques plus Rares cas dans les élevages
Baudet rares
Porcins Formes cliniques plus Rares cas dans les élevages

rares ,
Porteurs sains surtout

Carnivores : Chiens , Chats
Carnivores sauvages . Renard , Raton
laveur , Furet , Vison , Martre , Léopard
, Coyotte

Formes cliniques tres
rares,
Porteurs sains

Lagomorphes : Lievres , Lapins

Rongeurs : Rat , Souris , Cobaye
Chinchilla , Gerbille , Lemming ,
Ecureuil , Campagnol , Gabiat

Formes cliniques

Formes cliniques et
Porteurs sains

Cas sporadiques dans les
glevages .

Formes endémiques ou
enzootiques

QOiseaux

Formes cliniques

Cas sporadiques dans les
¢levages .

Volailles : Poule , Dindon , Pintade ,
Canard , Oie .

Pigeon , Merle , Moineau , Mouette ,
Freux , Corbeau .

Gibier a plumes : Faisan , Perdrix.
Perroquet , Canari , Hibou des neiges ,
Grue .

Formes cliniques tres
rares ,
Porteurs sains

Cas individuels

Poissons : Carpe , Tanche , Truite ,
Silure

Formes cliniques

Cas sporadiques dans les
étangs .

Batraciens : Grenouille , Crapaud , / Porteurs sains
Salamandre

Reptiles ophidiens : Serpents / Porteurs sains
Reptiles chéloniens : Tortues / Porteurs sains




Chez les bovins, la listériose n'est généralement pas trés bien connue et un
diagnostic étiologique précis n'est pas dénu¢ de difficultés. Elle se présente
habituellement et essentiellement sous deux formes cliniques:

- l'avortement,

- l'encéphalite ou méningo-encéphalite.

Cependant, on peut aussi observer des formes septicémiques chez le jeune veau
ou des mammites a Listeria chez la vache, mais celles ¢ sont

proportionnellement plus rares.

‘IV; 1.1.L'avortement.

L'utérus parait étre I'organe de loin le plus sensible au point que c'est cette
localisation qu'on trouve chaque fois que l'infection s'installe chez un animal
gravide. La listériose affecte en premier lieu les enveloppes foetales et se
transmet au veau par voie sanguine, secondairement les liquides amniotiques
suite a une élimination bacillaire par voie urinaire (32, 51 ).

La source habituelle d'infection est l'ensilage et l'avortement se situe le plus
souvent entre le quatriéme et le septiéme mois et quelque fois entre le sixieme et
le huitieme mois. La mort du feetus est de regle ; il peut étre emphyseémateux ou
momifié.

Si le veau reste encore vivant au moment de I'avortement, il meurt rapidement.
“On peut observer un écoulement vaginal purulent chez la mére avant l'expulsion
du feetus. 11 y a rétention des enveloppes dans les deux tiers des cas.

La fécondation reste ultériecurement possible et il est rare que la mére avorte une
seconde fois.

Dans les quelques cas mortels, la vache sombre dans un état comateus, suite a
I'extension de la listériose au cerveau.

I'affection apparait surtout en hiver avec un maximum en janvier et février.
Occasionnellement de décembre a avril (65, 96, 99 ).

Dans 80 % des cas étudiés par Djikstra, les apimaux étaient nowrris aux
ensilages et 'avortement a lieu le plus souvent quatre semaines apres l'ouverture
du silo, ce qui tend & faire croire que c'est 1a, la durée de l'incubation de
I'imfection (27).



IV.1.2.L'encéphalite a Listeria.

C’est la forme habituelle de listériose des bovins non gravides, et sans doute,
aujourd’hui la cause la plus fréquente d'encéphalite dans cette espece. L'infection
cérébrale est généralement localisée aux régions de la base, aux pédoncules
cérébraux et au cervelet. Les lésions ne sont pas abondantes, il n'y a pas
d'atteinte des cellules nerveuses et les bacilles sont peu nombreux.

On trouve a l'endroit de l'infection, une réaction a dominance lymphocytaire,
sans caractére pyogene et sans grosse réaction vasculo-sanguine. Ceci est
essentiel pour comprendre le succés thérapeutique.

Du point de vue symptomatologie, il existe une entité clinique caractéristique
qui, a elle seule, tient lieu de diagnostic. Il s'agit de l'encéphalite qui
s'accompagne d'une atteinte du nerf facial trijumeau (27).

L'animal, présente simultanément :

- des troubles nerveux centraux des plus divers: ataxie, mouvements
impulsifs, tremblements locaux ou généralisés.

- de la paralysie unilatérale de 'oreille, de la paupiere, de la lévre ou celle
de la machoire inférieure,

- souvent aussi, une conjonctivite du cOté de la paralysie et une
panophtalmie. Cette paralysie, surajoutée, intéresse parfois la langue et le
larynx rendant la déglutination impossible. Ce syndrome est également
suspect mais il est moins pathognomonique. En l'absence de ces
paralysies, spécialement celle unilatérale du facial ou celle du trijumeau,
le diagnostic devient plus difficile. ‘

Deux caractéres particuliers sont néanmoins suffisamment caractéristiques et

constants pour étre des éléments de présomption (98, 103 ) :

e le premier caractére est le signe d'une atteinte cérébrale assez localisée. Il
y a régulierement dominance des symptomes d'un seul coté . anomalie du
port de la-téte, symptdme assez particulier, en ce sens qu'il s'agit d'une
déviation latérale du cou ou ataxie d'un seul bipede latéral, mouvement
impulsif latéral (tournis ).

e le second caractére est lintensité de l'atteinte psychique et la tendance
précoce a une sorte de somnolence .

Méme si le vétérinaire intervient tardivement, le caractére unilatéral et cette
somnolence restent des éléments qui ont frappé le propriétaire et qu'on peut ainsi
retrouver aprés une bonne anamnese.



Chez les bovins, 1'évolution de l'affection est généralement assez longue,
contrairement a ce qui se passe chez le mouton ou la mort intervient en 3 a 4
jours. Les bovins eux, survivent pendant 8 a 15 jours et on voit cette somnolence
se muer ploglessivement en un véritable coma qui conduit 1'animal au décubitus,
reproduisant a ce moment, un tablcau trés comparable a celui d'une fievre de lait
du type comateux.

Le délai d'incubation de l'encéphalite parait plus long que celui de I'avortement.
En conséquence, les accidents d'encéphalite se situent plus tard dans I'année que
les avortements, donc aprés des périodes d'avorteinents et le vétérinaire clinicien
“doit garder un ceil attentif pendant longtemps.

Les principaux symptomes et la fréquence de l'encéphalite bovine a Listéria ont
été rapporté par Dijkstra (27) :

- Tremblements musculaires .................................... 21
- Tourmisagauche ............................................... 23
- Tournisadroite .................ciiii i 22
- Ataxie . e 20
- Mouvement51mpu151fs e 21
- Imp0851b111tededeglutltlon.........................‘.......... 23
- Salivation .. e 20
- Paraly31edela]angue e 14
- Paraly51efac1aleumlaterale..................................‘. 3
- Paralysie faciale bilatérale ..................................... 0
- Larmoiements .............c.ocoiiiiiii i 13
- Phénomeénes d'excitation ...................................... 10
- Cécté .. e 29
- Somnolence 10O
- Paralysie des munbres 18

Les principales manifestations cliniques de la listériose chez les différentes
espéces animales figurent dans le tableau II c1 apres.



Tableau II : Manifestations cliniques de la listériose animale (102).

Espéces

Manifestations cliniques

Fréquence

Bovins , Ovins
Caprins

Formes abortives

Formes nerveuses

Formes septicémiques

Formes oculaires :

(conjonctivite , kératite , uvéite )
Formes mammaires

Formes digestives

Les plus fréquentes

Néonatale le plus souvent

Peuvent étre associés ou non a d'autres
affections .

Plus rares , portage le + souvent
Décrites mais pas systématiques

Equins Plus rares mais décrites
Formes nerveuses Existent mais trés rares
Formes abortives 1 % des avortements
Formes septicémiques décrites chez le poulain
Formes oculaires 7
Formes digestives décrites chez le poulain
Porcins Rares mais décrites
Formes nerveuses Chez les jeunes animaux mais peuvent
Souvent porteurs sains guérir spontanément
Carnivores Tres rares ;
Formes nerveuses Chez les jeunes animaux , associés a
d'autres affections .
Formes septicémiques
Formes cutanées Tres rares mais décrites .
Animaux porteurs sains
Lagomorphes Formes abortives
Formes nerveuses
Formes septicémiques Fait suite aux deux précédentes , néonatale
Formes mammaires le plus souvent sur tous les petits d'une
Formes respiratoires portée . ' ' ‘
Formes cutanées \
Formes conjonctivales
Rongeurs Formes septicémiques Le plus souvent , maladie endémique dans
les élevages ou les colonies d'animaux
sauvages
Formes conjonctivales et
respiratoires
Porteurs sains importants
Oiseaux Formes septicémiques le plus Cas sporadiques en élevage , mais certaines
souvent exploitations peuvent étre touchées jusqu'a
Formes digestives 40% de mortalité et plus : enzootie
Formes nerveuses et/ou
septicémiques
Poissons Formes septicémiques Cas sporadiques en pisciculture d'étangs
pouvant €tre associés ou non a d'autres
pathologies et entrainer une forte mortalité
Formes cutanées Associées ou non aux formes septicémiques
Batraciens Porteurs sains /
Reptiles Porteurs sains /




On remarque qu’il y a prédominance des formes nerveuses et abortives par
rapport aux formes septicémiques et encore plus aux formes localisées
(conjonctivales, oculaires, pulmonaires, digestives et cutanées).

IV.2 .En médecine humaine.
En médecine humaine, la listériose peut étre schématiquement divisée en deux
grands groupes d’infection, celles du nouveau — né et de la femme enceinte par

opposition a celles de I’adulte.

L’atteinte du systéme nerveux central et la septicémie représentent, dans les
deux cas, les principales formes cliniques (25, 61, 82 ).

1V.2.1 Formes foeto-maternelles et du nouveau —né.

Le premier cas de listériose foeto-maternelle humaine est apparu en 1935 et ce
n’est qu’en 1955 que la relation entre la listériose de la mére et celle de ’enfant
est mise en évidence et comprise du point de vue transmission hématogene
transplacentaire. L’analyse anatomo-pathologique a permis de décrire les quatre
voies de contamination suivantes (82) :

- La voie hématogene transplacentaire :

Suite a une infection, voire a une septicémie dans le mois qui précede
I’accouchement, les germes traversent le placenta, s’y multiplient en provoquant
des lésions nodulaires disséminées (granulomes) dans toute la masse et
atteignent le foetus par voie sanguine. Celui ci élimine ensuite les Listeria dans
I’urine contaminant ainsi le liquide amniotique, puis se surinfecte en aspirant et
en ingérant ce liquide amniotique riche en germes.

A Tautopsie de P'avorton, les mémes Iésions nodulaires parsement les
différentes viscéres particuliérement le foie, la rate et les surrénales.

- La voie ascendante transmembranaire :

La rupture prématurée des membranes est rare et Listeria monocytogenes est
rarement isolée a partir de prélévement cervico-vaginal, de ce fait, cette voie est
relativement peu fréquente.

Le point de départ de cette contamination est cervico-vaginal et les Listeria
pénétrent dans la cavité amniotique quel que soit I’état des membranes, rompues
ou non. Si cette contamination est précoce, les germes se multiplient dans le
liquide amniotique, I’enfant s’infecte par ingestion et/ou par aspiration de ce
liquide et souffrira d’une méningite a la naissance.
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- La voie endométriale.:

Dans cette voie, il s’agit le plus souvent d’un foyer endométrial quiescent et
réveillé lors de la grossesse. Les abces volumineux, au centre nécrosé,
caséimorphes, peuvent rester localisés, n’entrainent aucun symptéme chez la
mere et ’enfant nait sain; néanmoins, Listeria monocytogenes peut Etre
retrouvé dans le méconium.

Toutefois, ces abcés peuvent se compliquer secondairement d’une placentite
miliaire, infecter ainst I’amnios et le cordon, entrainant alors une infection
endométriale grave du feetus.

L’origine endométriale de la contamination du foetus représente le mécanisme le
plus fréquent (82, 84).

- La contamination pendant l'accouchement :

Ce mode de contamination se caractérise par I’absence de lésions du placenta et
des annexes associ€ au faible nombre de germes retrouvés chez I’enfant.

La listériose maternelle se traduit par un syndrome pseudogrippal, voire une
discréte pneumopathie associée a des douleurs lombaires, une infection urinaire
ou encore des leucorrhées. Ces symptomes surviennent le plus souvent vers le
cinquieme ou le sixiéme mois, et trés souvent 1’évolution de I’infection
listérienne conduit la mére & une interruption de la grossesse. Il convient donc de
rechercher ce germe devant toute symptomatologie infectieuse chez la femme

enceinte (61, 67,82, 84 ).

La listériose du nouveau - né, se manifeste soit précocement (avant le
quatrieme jour aprés la naissance), soit tardivement, aprés une période muette de
7 421 jours et dans les deux cas, il souffre d’un syndrome méningé, de meilleur
pronostic s’1l est traité tot (82).

1V.2.2 Formes de ’adulte.

Sur le plan clinique, aucune symptomatologie particuliere ne permet de
distinguer une méningite a Listeria monocytogenes d’une autre inflammation
méningée d’origine bactérienne. Ces formes s’expriment généralement par des
méningites ou des méningo-encéphalites qui se traduisent tout d’abord par un
état grippal ou par une simple rhinite, mais le plus souvent des signes
annonciateurs et évocateurs s’installent. Les malades souffrent de violentes
céphalées accompagnées d’une somnolence, voire d’un syndrome confusionnel,
dans un état fébrile (82, 84).
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Dans les cas de méningo-encéphalites , I’atteinte de I’encéphale se traduit par des
paralysies diverses souvent accompagnées de manifestations bronchiques. La
recherche du germe a I’examen direct du LCR peut étre négative , mais la culture
sera positive (84) .

Ces formes surviennent essentiellement chez des patients souffrant d’une
affection sous-jacente immunodéprimante .

IV.3. Immunité.

A Dinstar des autres bactéries, Listeria monocytogenes déclenche une réponse
immunitaire thymo-dépendante sans intervention des anticorps dans le processus
de guérison (24, 62, 66, 84).

Chez Ia souris, il est démontré qu’aprés la phase de croissance initiale des
bactéries, apparaissent des lymphocytes T spécifiques. Ces derniers activent les
monocytes sanguins d’origine médullaire dans les foyers infecticeux. L’afflux de
macrophages dans les tissus infectés, aboutit a la constitution de granuldmes
inflammatoires ou les bactéries sont détruites.

Les convalescents gardent une résistance acquise de longue durée due a la
présence de cellules T-mémoires(84).,

IV.4 Portage

L’homme tout comme I’animal reste fréquemment porteur sain pendant de longs
mois, méme apres traitement. Il s’agit d’un portage transitoire et sans
signification clinique, seulement tous les deux peuvent aisément véhiculer ce
germe (86).

Des animaux (bovins, ovins et poulets) ont également été trouvé porteurs sains
au niveau des sécrétions nasales et des matiéres fécales (97).

Chez ’bomme, des travaux similaires, notamment ceux de Seeliger (1961) et
ceux de Gray et Killinger (1966) ont montré la présence de Listeria
monocylogenes dans les matieres fécales, la gorge et le pharynx d’individus
sains. Ce portage varie de 0,6 % a 44 % des sujets examinés. Ces variations sont
fonction des individus, de leur profession (éleveurs et vétérinaires) mais aussi
des pays ou sont effectuées les enquétes (35, 61).

IV.5 Durée d’incubation.

La durée d’incubation de la maladie reste actuellement mal connue aussi bien
chez ’homme que I’animal ; néanmoins, elle est estimée entre 4 jours et 3 a 4
semaines (46).
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V. Epidémiologie de la listériose.

V 1.En médecine vétérinaire.

En médecine vétérinaire, les listérioses bovines sont apparues a partir des années
70 chez les ruminants en raison d'une alimentation a base d'ensilage de mais :
c'est pourquoi, elles regurent le nom de "maladies de l'ensilage”, (27, 31, 32, 65,
102).

“En ¢élevage intensif, chez les animaux nourris avec des ensilages, les listérioses
se présentent le plus souvent sous forme de cas sporadiques et quelques fois
méme endémiques.

Chez les bovins, les formes abortives sont plus fréquentes ; par contre, les
formes méningo-encéphalitiques sont plus fréquentes chez les ovins et les
caprins (27, 32).

En fonction des techniques d'élevage, la maladie évolue le plus souvent en hiver
et au printemps chez les bovins laitiers. Il en est de méme, pour tous les
herbivores qui regoivent en hiver et au printemps des ensilages ou des foins mal
conservés. Toutefois, l'affection peut évoluer également toute I'année chez les
animaux en stabulation qui regoivent des ensilages, des pulpes ou des tourteaux
en continu.

A cela, s’ajoutent plusieurs parametres, a savoir, le climat, la pluviométrie, la
région géographique, les méthodes d'élevage (traditionnelles ou modernes), mats
aussi et surtout la qualité des aliments distribues et I'environnement immédiat
des animaux. '

La distribution de foin ramassé et compacte en rouleaux mécaniquement,
contenant des mottes. de terre, favorisera l'apparition de cas endémiques.

L affection sévit également dans les exploitations, mal protégées ou mal
controlées sur le plan hygiénique, ou des rats ou des oiseaux circulent librement

et particuliérement la nuit (27, 32 ).

V 2. En médecine humaine.

En médecine humaine, la listériose peut se presenter sous I’une des trois formes
suivantes : (31, 57, 58, 82). ' :
e les cas sporadiques,
e les infections nosocomiales, rares, essentiellement caractérisées par des
infections croisées entre nouveaux - nes,
o les épidémies.



Dans les cas sporadiques, elle est souvent considérée comme un probleéme
spécifique des pays industrialisés de par la grande variété de denrées
alimentaires mises a la disposition des consommateurs, mais elle n’épargne en
aucun cas les pays en voie de développement.

Les infections nosocomiales sont essentiellement représentées par les
contaminations croisées survenant dans les services de maternité.
Thermomeétres, sondes d’aspiration ou encore incubateurs ont été suspectés dans
certains cas, comme €tant le principal véhicule de transmission de la maladie.

Dans le cas des épidémies, grace a I’étude des cas témoins et a une meilleure
caractérisation des souches, notamment grace a la lysotypie, il est apparu de plus
en plus évident que des aliments contaminés étaient a lorigine de la
contamination humaine.

A travers le monde, le nombre de cas recensés a permis de mettre en évidence
des aliments a ’origine de la contamination humaine et donc de classer cette
affection parmi les infections d’origine alimentaire (82, 83, 84 ).



Chapitre VI : Mode de transmission.

Aujourd'hui, 1l est clairement reconnu que la consommation d'aliments
contaminés constitue le principal mode de transmission de Listeria
monocytogenes, aussi bien en médecine humaine qu'en médecine vétérinaire.

V1.1 .En médecine vétérinaire.

En médecine vétérinaire, de nombreux travaux ont montré la multiplication
active des Listeria dans les ensilages mal préparés ( pH trop élevé , broyage trop
grossier des végétaux , aérobiose , présence de terre , stockage en semi-enterré
dans les sols , lessivages par des pluies , mauvaise protection par des baches
abimées ou récupérées ( 32, 105, 106 ). Certains auteurs n'hésitent pas a
rapporter que l'utilisation d'ensilage multiplie le risque de 20 a 40 fois d'avoir la
listériose pour un troupeau (106). -

Seulement, deux situations peuvent se présenter :

e D'une part, les animaux dont I'état physiologique est bon pourront ingérer
des quantités importantes de Listeria sans manifester de signes cliniques.
Cependant, ils excréteront de fagon plus ou moins importante les germes,
entre autres dans les féces et le lait. Ainsi, les végétaux, entrant dans la
composition des ensilages, pourront étre contaminés par des épandages
d'excréments. L'animal porteur sain devient alors un dangereux
multiplicateur de germes, enrichissant donc le milieu extérieur. La

- contamination de l'environnement sera telle, que la transmission a d'autres
anupaux sera imminente (32, 62 ). ‘

o D'autre part, et pour des raisons diverses : gestation, maladies intercurrentes,
stress, alimentation déséquilibrée, carences, accidents et autres, 1'équilibre
physiologique peut étre rompu. Les animaux vont alors présenter une
baisse de l'immunité et l'ingestion de quantités importantes de Listeria va
faire apparaitre des signes cliniques. '

La maladie pourra étre sporadique dans un troupeau, mais lors de contamination
massive, l'affection peut devenir enzootique et un grand nombre d'animaux
pourront présenter diverses formes cliniques de listérioses a savoir
avortements, méningo-encéphalites, septicémies, conjonctivites.

Pour les animaux producteurs de lait; les litieres, les trayons, les manchons
trayeurs et par conséquent le lait seront aisément contaminés (32, 46).



V1.2 En médecine humaine.

En médecine humaine, I'homme se contamine le plus souvent par l'ingestion de
laits crus contaminés ou de fromages faits a base de laits crus contaminés.
Néanmoins, d'autres denrées alimentaires ont ¢té incriminées dans la
transmission de la maladie causant ainsi des épidémies dont la majorité est
répertoriée dans le tableau III c1 - aprés.

Tableau 111 : Principales épidémies de Listérioses humaines répertoriées dans le
.monde en fonction de leur localisation, des denrées en cause, des années et du
nombre de cas (62).

Localisation Année Nb de cas Origine
Halle (Allemagne) 1949-1957 100 Lait cru , Lait acide , créme
Iéna (Allemagne) 1954 26 Lait cru
Union soviétique 1956 19 Porc , souris
Bréme (Allemagne) 11960-1961 81
Halle (Allemagne) 1956 279
Auckland (Nlle-Zéland) 1969 13
Anjou ( France) 1975-1976 162
Johannesburg 1977-1978 14
Australie , 1978-1979 12 Végétaux crus :
Massachussets (USA) 1979 20 Végétaux crus , lait cru
Auckland 1979-1980 10
Auckland 1980 22 Poisson cru , crustacé
Angleterre 1981 11 Créme
Slovaquie 1981 49 :
Canada 1981 41 Salade de choux
Christchurch (NleZéland) | 1981-1982 18 -
Houston (Texas ) 1983 10
Allemagne de I’Ouest) 1983 25 _
Massachussets (USA) 1983 49 Lait pasteurisé
Vaud (Suisse) : 1983-1987 122 Vacherin Mont d’or
Los Angeles 1985 142 Fromage mexicain
Danemark 7 1985-1987 35
Linz (Autriche) 1986 20 Lait cru , végétaux
Los Angeles 1986-1987 37 Euf cru
Los Angeles ) 1987 1 Beurre
Angleterre 1987 23
France 1999-2000 | 47et plus |Fromages , Rillettes de porc

Ce tableau illustre bien le fait qu’il s’agit de denrées alimentaires diverses d’une
part, et ne concerne que les pays industrialisés d’autre part. La question de
savoir si des épidémies de listériose sont passées inapergues dans d’autres pays
ou ne savent — ils pas les rechercher, reste toujours posée.
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Chapitre VII : Dose infectante. -

Que ce soit en médecine humaine ou vétérinaire, la dose minimale
infectante est trés difficile a définir car elle est tributaire de I'état physiologique
des consommateurs, donc de leurs profils. En effet, la teneur maximale de
Listeria pouvant étre a l'origine de la maladie chez des individus adultes et sains,
n'est pas forcément la méme pour les sujets immunodéprimés. Elle reste donc
dépendante des groupes a risques. (31, 46, 79 ).

Par ailleurs, si on essaie d'étre de plus en plus vigilant en ce qui concerne
I'absence de Listeria dans les aliments consommeés par I'homme, l'animal, en
revanche, l'herbivore en particulier, est directement au contact des bactéries
environnementales par I'herbe qu'il ingeére.

Listeria est ubiquiste; elle contamine la terre, I'herbe, le sol, les murs et les
plafonds des étables et des usines agro-alimentaires, les chambres froides et les
parois de nos réfrigérateurs.

En bref, comment éliminer des aliments, une bactérie aussi présente et aussi
résistante dans notre environnement ?

Plus en aval, dans la chaine alimentaire, l'accent a été mis sur la propreté des
manipulations tout au long de la chaine alimentaire, de I’étable au produit fini.
Mais, de par le caractére ubiquitaire du germe, il semble aujourd'hui, illusoire
de vouloir éradiquer les Listeria et donc les listérioses (21).

En somme, la question de la teneur minimale de Listeria admise dans nos
aliments, autrement dit, la dose infectante reste toujours posée. Certains
organismes internationaux ont tenté¢ de proposer des solutions, mais ces
dernieres demeurent désormais, toujours en état de discussion (21, 39).

e Primo, doit - on suivre les normes de la FDA qui préconise zéro germes pour
25 grammes de fromage ou 25 ml de lait ?

e Secundo, doit - on continuer a accepter la tolérance maximale de 100 germes
par gramme ou par millilitre de produit proposée par le Conseil Supérieur
d'Hygiéne de France, tout en sachant que certains immunodéprimés peuvent
étre sensibles a quelques unités infectieuses ?

e Tertio, doit — on admettre I’absence de Listeria dans tout produit frais, tout en
sachant que l'exigence « zéro Listeria » condamne irrémédiablement certains
pans de l'industrie laitiere mise le plus souvent, dans l'impossibilité de
répondre convenablement a cette norme .
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Ces questions semble-t-il, recoivent un début de réponse puisque I'AFSSA
propose la norme européenne « zéro Listeria».chez le fabricant, dans les
contrdles bactériologiques de tous les produits frais a risques ( produits laitiers ,
produits de charcuterie , produits de la mer fumés ) et non pas uniquement sur
les produits laitiers qui figuraient seuls dans la réglementation FDA (31, 33).

Toujours en France, la tolérance d'une certaine quantité de Listeria ( inférieure a
100 germes par gramme de produit ) pour l'aliment analysé en fin de péremption
étant laissé a l'appréciation du vétérinaire inspecteur départemental, une lourde
responsabilité ! (39, 64 ).

Comme on le voit, le probléme de la listériose, associé a la médiatisation des
accidents humains par le biais du Jait cru de vache, n'est pas facile a gérer.

En Algérie, I'Arrété interministériel n°35 du 27 Mai 1998 (74), fixant les critéres
microbiologiques de certaines denrées alimentaires et notamment des laits crus,
n'en parle pas du tout. Cependant, compte tenu de la situation épidémiologique
mondiale, il a été proposé et retenu pour le prochain arrété, l'absence de Listeria
monocytogenes dans 25 millilitre de lait cru. Cette norme a méme été étendue a
un grand nombre de produits laitiers frais, & des produits carmnés ainsi qu'aux
produits de la péche fumés.



Chapitre V111 : Ecologie des Listeria.

Listeria monocytogenes est une bactérie mésophile ubiquitaire que 1’on
retrouve aussi bien chez les porteurs sains, qu'au niveau du milieu extérieur : sol,
plantes, terre, végétation, ensilages, eaux.

Listeria ‘monocytogenes est également un contaminant du lait cru, c’est

pourquoi, la maitrise de ce risque sanitaire nécessite une bonne connaissance des
différentes sources de contamination dans I’exploitation laitiére.

Origines de la contamination du lait cru

La filiere laitiere est particulierement vigilante dans la production d’un lait cru
indemne de bactéries et plus particuliérement de Listeria monocytogenes.

De nombreux travaux ont permis d’étudier le mode de transmission: de la
bactérie pathogeéne au lait cru (97).

La détermination du cycle de contamination de Listeria monocytogenes dans
I’exploitation laitiere est obligatoire pour les deux raisons suivantes :

¢ d'une part, maitriser I’hygiéne de la production laitiere,

e d’autre part , définir les moyens de lutte.
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Le cycle de contamination du lait cru par Listeria monocytogenes , inclut les

étapes qui figurent dans le schéma®1 ci - apres .

LAIT CONTAMINE

2
Matériel de traite
Urines, Litiéres
Excréments

Indirect

a travers le trayon
Direct

Porteurs Sains
Excréteurs

N
s>

Infections

Vaches

Animaux
Rongeurs
Oiseaux

Excrétions

Stressées

Ensilage Contaminé
Amplificateur

A

(%
J 1
T

\‘l

Schéma n°1 : Cycle de contamination du lait ( 97) .
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VIII.1.Le lait cru.

La contamination du lait cru peut avoir lieu par :

une contamination interne et directe : dans ce cas, la bactérie peut traverser le
tractus intestinal de ’animal, passer dans la circulation sanguine et
contaminer le lait au moment de son excrétion, comme tout autre micro-
organisme. Ce cas rare, est difficile a mettre en évidence car le protocole est
lourd et onéreux, car il nécessite une investigation minutieuse vache par

‘vache.

une contamination externe et indirecte : celle ci, viendra de I’environnement
contaminé en Listeria a savoir le paillage, les matieres fécales, les trayons
souillés de la vache, le matériel de traite mal nettoyé et mal désinfecté et ce,

 pendant la traite ou juste aprés. Cette voie externe semble la principale

source de contamination du lait cru a la ferme.
Des études effectuées aux USA sur 650 échantillons de lait cru et au Canada

- sur 315 échantillons de lait cru, ont montré que respectivement 1,3 et 5,4 %

des tank a lait étaient contaminés par Listeria monocytogenes (97).

VIII.2 I e troupeau laitier.

Les animaux ingérant des aliments contaminés deviendront des porteurs de
germes.
A ce moment, deux éventualités se présentent :

I’héte est résistant et les souches de Listeria ne manifestent aucun pouvoir
pathogene ; I'animal est alors « un porteur sain » : Listeria se développe
dans I'organisme sans qu’il en souffre. Les bactéries seront ¢éliminées dans
les excréments et vont enrichir 'environnement immeédiat (les litieres, le sol).

la résistance de ’héte n’est pas suffisante et I’animal va présenter les
symptdmes cliniques de la maladie.

L’infection sévit chez les animaux de tous les dges, mais elle est plus grave pour
les nouveaux - nés et les jeunes animaux.

'Le troupeau laitier atteint de listériose contamine [’étable par les matiéres

fécales, les urines, 1’avorton et I’écoulement utérin.



Les animaux sont plus particuliérement sensibles a la contamination a la fin de
’hiver et au printemps, les principales raisons sont les suivantes :

> une alimentation trop riche en ensilage peut a la fois augmenter la sensibilité
de I’hote mais également peut lui proposer un contact fréquent avec Listeria .
Des études ont démontré la corrélation entre le lait cru contaminé en Listeria
et la consommation préalable d’ensilage contaminé (97). La présence de
Listeria dans I’ensilage, et donc dans les matieres fécales, multiplie le risque
de la contamination du lait cru a la récolte,

Y/

les changements d’habitat et d’alimentation; en automne et en hiver les
animaux sont nourtis par 1’ensilage dans 1’étable, alors qu’au printemps les
animaux, dans certaines régions au moins, sortent au paturage,

> la concentration d’animaux en gestation qui, de ce fait, sont affaiblis. De
plus, I"accumulation de délivrances dans les étables constitue une source

majeure de contamination,

> le manque d’espace,

A\

la mauvaise aération,

> le manque d’hygiene et de nettoyage,

Y

le manque d’eau,
> et le manque de soins vétérinaires.

Le role de I’animal contaminé dans les infections humaines n’est pas a négliger :
des éleveurs et des vétérinaires ont contracté la listériose & ['occasion de
contacts directs avec des animaux, lorsque les mesures d’hygiéne traditionnelles
n’avaient pas été respectées. Cette forme de la maladie se traduit le plus souvent
par une dermatose au niveau des bras et des avants bras (32, 86).

VIL3.L’ ensﬂage.

Les fourrages destinés aux vaches laitiéres sous forme d’ensilage, dans lesquels
' la terre a été entrainée lors de la récolte, peuvent contaminer les silos en Listeria.
L’ensilage constitue donc, un milieu propice a la multiplication de la bactérie
pathogéne, notamment dans les zones du silo ou le pH est supérieur & 5. En
dessous de cette valeur, Listeria ne se multipliera plus aisément mais arrivera a
survivre pendant plus d’une annee.
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Une étude menée par Aerial (97) en 1990 — 1991, a mis en évidence une

importante contamination de I’ensilage de mais par des bactéries du genre

Listeria. En effet, le nombre de Listeria présent dans les silos variait entre 10?

UFC/g et 10° UFC/g . Son étude a donc fourni les résultats suivants :

e lors de la premiére période d’ensilage en 1990, 41% des prélévements
effectués sur 203 échantillons au total, étaient contaminés par 'une des
especes du genre Listeria.

o durant la deuxiéme période, en 1991, seulement 30% des prélévements
effectués sur les 203 échantillons au total, étaient contaminés par 1’une des
‘especes du genre Listeria.

La présence de Listeria monocytogenes était respectivement de 17% et de 7%.
Listeria innocua, d’écologie proche de I'espéce pathogéne, représentait 24%
pour la premiere période et 11% pour la seconde.

L’ensilage d’herbe a ¢t¢ indemne de Listeria au cours des deux années de
travail.

Ce résultat est surprenant, car selon la littérature le risque de contamination est
similaire pour les deux types d’ensilage.

Les sites sensibles dans les silos d’ensilage de mais ont été identifiés et sont
indiqués sur le schéma n°2 ci - apres.

B
C

D

T~

Schéma n°2 : Sites sensibles & la contamination par Listeria monocytogenes
d’un silo. v ’

Léoende : A : coté du silo au sommet, B : centre du silo 30 a 150 cm de
profondeur, C : centre au sommet, D : coté a 30 cm de profondeur.

Les zones A et D sont les principaux sites a risques en Listeria.
Les zones B et C sont moins souvent impliqués.
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Le schéma n°3 nous indique la répartition de la contamination en Listeria (dont
Listeria monocytogenes) dans les quatre sites sensibles des silos étudiés en 1990.

Zone : D Zone : A

Zone : C

Schéma n°3 : Répartition de la contamination en Listeria monocytogenes dans
les quatre sites sensibles (97).

La conservation de ’ensilage dans les sites A et D est plus délicate.

Le tassement insuffisant ou la présence d’oxygéne due a un manque d’étanchéité
du silo sont fréquents. Les conditions d’anaérobiose sont alors imparfaites et les
germes aérobies indésirables se développent, entravant ’acidification souhaitée
du milieu par les flores lactiques. L’augmentation du pH de I’ensilage dans ces
zones est plus exactement dl & la consommation de l’acide lactique et a la
production d’ammoniac par les bactéries aérobies. Ces pH élevés, pouvant
dépasser la valeur de 6,00, sont propices au développement de Listeria.

A ce niveau de pH, d’autres facteurs inhibant Listeria et produits par les flores
lactiques tels que les acides, le peroxyde d’hydrogéne et les bactériocines sont
également inopérationnels.

Par ailleurs, une relation étroite entre le pH de 'ensilage de mais et la présence
ou ’absence de Listeria a pu étre déterminee. il a été constaté une augmentation
progressive du nombre d’échantillons contaminés en Listeria lorsque le pH
s’accroit. :

Pour exemple, lors de la premiére année d’étude, la répartition a €té la suivante :

o 17 % des échantillons prélevés a pH inférieur a 4,00 présentent le genre
Listeria,

e 352 % des échantillons prélevés a pH compris entre 4,00 et 4,99 sont
contaminés par Listeria,

e 54 % des échantillons prélevés & pH compris entre 5,00 et 5,99 sont
contaminés par Listeria,

e 72 % des échantillons prélevés a pH supérieur a 6,00 sont contaminés.
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Ces résultats sont conformes a I’écologie de Listeria, a savoir un développement
de la bactérie a un pH compris entre 5,00 et 7,50 avec un maximum a pH 7,00 a
7,50.

Les ensilages bien conservés suite a une acidification correcte ont un pH
compris entre 3,50 et 4,00 ; ce dernier devient alors inhibiteur de Listeria.

Dans ce cas, la bactérie pathogéne ne survit généralement pas plus d’une ou de
deux semaines. | ~

V1I1.4.La terre et le sol.

Dés 1960, Gray a isol¢ des Listeria a partir d’ensilage de mais, ces travaux ont
¢té confirmés par des isolements a partir de plantes, de fourrage, de terre, de
boues, de poussiéres, d’ensilages d’herbes et a partir d’eaux de riviere (16, 17).

La fréquence élevée avec laquelle on isole ce germe du sol et des plantes, la
capacité des Listeria de se multiplier a basse température, la possibilité de
survivre pendant de longues périodes dans le sol, impliquent une existence
saprophytique certaine (19, 97).

L’environnement plante — sol constitue donc véritablement un réservoir. De ce
fait, on admet que les végétaux peuvent contaminer les animaux.

VIIL.5.Les autres alimentations animales.

D’autres vecteurs de Listeria tels que la paille, le foin, les pulpes de betteraves
et ’eau peuvent étre cités.

Cependant, lors de ’étude menée par Aerial, le genre Listeria n’a jamais été
isolé dans les prélévements effectués dans les milieux énumérés précédemment.
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Chapitre IX : Bactériologie.

IX.1.Structure et Morphologie.

Listeria monocytogenes est un petit bacille 8 Gram positif de 0,5 um a 2 pm de
long sur 0,4 4 0,5 um aux extrémités arrondies, asporulé et non capsulé.

Figure 1 : Aspect des Listeria au Gram.

Peu ou pas mobile & 37°C, Listeria monocytogenes est toujours mobile & 22-
25°C.

Figure 2 : Aspect de Listeria monocytogenes sur gélose mobilite & 22 °C.

Cette particularité est un caractére important dans le diagnostic bactériologique
de ce germe. Cette mobilité est due a la présence de 1 a 4 flagelles a

implantation péritriche (9, 15, 66 ).
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Pour I'étude de la mobilité, deux bouillons nutritifs sont ensemencés et incubés
l'un & 20-25°C, l'autre a 35-37°C pendant environ 4 heures. A 25°C Listeria
monocytogenes présente une mobilité caractéristique (la bactérie donne
I'impression de tourner sur elle-méme ) alors qu'elle est immobile a 37°C. Ce
test simple doit étre effectué devant toute suspicion de listériose (cf. schéma n°4
ci-apres).

Par ailleurs, en gélose mobilité incubée & 22°C, Listeria donne une image
typique de sapin renversé (cf. figure 2), témoignant de son caractere
microacrophile.

Cette mobilité & 22°C permet également de différencier Listeria des bactéries
immobiles comme Erysipelothrix et la plupart des Corynebactéries.

Ces bactéries se regroupent parfois en amas, en palissades et pourront évoquer

des bactéries du genre corynebactérium.

Gélose Mobilité en tubes, ensemencée
par piqlre centrale et incubée a :

22°C - 3T
5 pendant 24 4 48 h | wlr
Culture en forme de sépin ' Pas de éulture

Schéma n°4 : Aspect de Listeria monocytogenes sur gélose mobilité.

1X.2.Culture et croissance.

C'est un germe aéro- anaérobie facultatif qui pousse bien sur les milieux usuels.
L'adjonction de glucose au milieu & 0,5 % ou l'utilisation de milieux a base de
tryptose favorisent cette culture (15, 36, 66).

Sur gélose nutritive, de petites colonies, moins de 1 mm de diametre, lisses &
bords réguliers et transparents, apparaissent en 24 heures a 37°C.
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Examinées en transillumination oblique selon la technique d'Henry, elles ont une
coloration bleu-vert trés caractéristique (84, 87).

Dans les vieilles cultures, les colonies s'élargissent et s'opacifient. Les colonies
~"R" sont plus larges, plates et ternes.

En bouillon glucosé, un trouble intense et homogéne apparait en 18 heures.

Sur gélose au sang de cheval ou de mouton, on observe, aprés 24 h d'incubation
a 37°C, une zone étroite et diffuse d'hémolyse de type B.

Listeria monocytogenes est également hémolytique pour les globules rouges de
lapin et d'homme, ce caractére est intimement lié a la pathogénicité des
souches(82, 85, 87).

Figure 3 : Aspect de Listeria monocytogenes sur gélose au sang.

La mise en évidence de ce caractere est importante car elle permet :
- d'une part, de faire la différence entre les espéces,
- d'autre part, de faire la distinction avec les souches non hémolytiques,
donc non virulentes.

Dans d'autres cas litigieux parfois, on aura recours au Camp-test, qui permet de
confirmer ou d'infirmer I'hémolyse.

Listeria monocytogenes cultive bien a un pH neutre ou légérement alcalin
(optimum : 7,2 - 7,6 ) comme on vient de le voir dans la partie écologie.
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La croissance a +4°C est une particularité exceptionnelle de Listeria
monocytogenes, elle était dailleurs utilisée autrefois, comme procédé
d'enrichissement. '

La résistance de Listeria monocytogenes. aux agents physiques et chimiques est
¢tonnante pour un germe non sporulé : les cultures restent viables plusieurs mois
a la température du laboratoire, et plusieurs années a +4°C (17).

Elles résistent 4 un chauffage de 55°C pendant 30 minutes, survivent a l'action
des milieux hostiles contenant 10% de NaCl, 40% de bile, 0,5% de Téllurite de
potassium (17).

IX.3.Caracteres biochimiques.

Les principaux caractéres biochimiques communs au -genre Listeria sont
consignés dans le tableau IV, ci-apres

Tableau IV : Principaux caractéres biochimiques du genre Listeria (62, 66 ).

Réactions positives Réactions négatives
Catalase Oxydase
Glucose Gaz en Glucose
VP ,RM | Uréase
Esculine Indole
Type respiratoire : aéro-anaérobie Gélatinase
Réduction du Lait tournesolé H,S

Les principaux caracteres biochimiques correspondants aux différentes espéces
de Listeria et Jonesia denitrificans figurent dans le tableau V (62).
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- Tableau V : Caractéres biochimiques différentiels des espéces de Listeria (62).

Caractéristiques

L. monocytogenes

L. innocua

L. seeligeri

L. welshimeri

L. tvanovii

L. grayi

L. murrayi

denitrificans

Jonesia

Batonntes irréguliers

i§

B-hémolyse

Camp-test
- Staphylococcus aureus
- _Rhodococcus equi

Production d'acide a partir de :
Glucose
Listeria-arabinose
Dextrine
Galactose
Gluconate
Glycogene
Lactose
D-Lyxose
Mannitol
Méelézitose
Meélibiose
&-Méthyl-D-glucoside
&-Meéthyl-D-mannoside
Listeria-Rhamnose
Sorbitol
Amidon soluble
Saccharose
D-xylose
Maltose
D-tagatose
D-turanose

+

o+ H Hooon W

H_

A

H

+

H.

+

v HH

+ o+ Ko

i S T Y S S

-+

4+

o+t

+

+ + + +

+ +

+ + +

Voges-Proskauer

W W

B+

+IH o+

+H

+

_{_

Hydrolyse de :
Urée
Cellulose
Hippurate
Amidon
Esculine

+

]

4

+

+ 4

Lécithinase

Phosphatase acide ( APIZym )

Phosphoamidase ( APIZym )

W+

o T R T

FlH ]+

Réduction de NO3 en NO;

Pathogénicité pour la souris

G+C (% mol)

41-42

41-42

56-58
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Les caracteres différentiels entre Listeria et les bactéries proches , figurent dans

le tableau VI .

Tableau VI : Caractéres différentiels entre Listeria et les bactéries proches (62).

Listeria | Erysipelothrix | Corynebacterium Streptococcus

1 Mobilité a 25°C + (a) - = - (+)

Catalase + - e -

Esculine + (b) - - +

H,S - 4 - -

Lait tournesolé

- coagulation _ - _ +

- réduction i ) ) n

Corpuscules . - + -

métachromatique

s

a) immobile ou peu a 37°C

b) réaction positive en 2 heures

Les caractéres des sept genres composant le groupe des bacilles & Gram positif,
proches de Listeria figurent dans le tableau VII.

Tableau VII : caractéres des sept genres composant le groupe des bacilles a
Gram positif , proches de Listeria.(62).

par paires

Morphologie Genre Catalas Type Mobilit Habitat
e respiratoir é
e
Bacilles droits Lactobacillus - AAF* - Produits fermentés
’ Non pathogénes
Bacilles fins , souvent en | Erysipelothrix - AAF* - Rouget de Porc :
filaments _ pathogene
Bacilles fins , souvent en | Brochothrix g AAF* - Produits carnés :
filaments non pathogeénes
Bacilles courts , souvent |Listeria -+ AAF* + Saprophytes :
en courtes chainettes et 20-25°C | pathogénes chez
filaments 'homme et
l'animal
Bacilles en chainettes, | Kurthia -+ AS** + Intestin des
coccoides dans les animaux de la
cellules agées ferme
Bacilles courts en Caryophanon & AS** % Intestin de la
‘chainettes vache
Non pathogeénes
Bacilles courts , souvent | Renibacterium + AS** - Pathogénes du

poisson .

** AS : Aérobie strict .

* AAF : Aéro - anaérobie facultatif .




1X.4.Evolution des techniques de recherche des Listeria.

Depuis le début des années 1980, le role des aliments et particuliérement du lait
de vache a été mis en évidence dans la contamination de I’industrie laitiere et
par conséquent dans la contamination humaine lors de flambées épidémiques de
listériose.

A cet effet, plusieurs méthodes de détection ont été propos€es et développées de
fagon a isoler le plus rapidement possible le groupe génomique monocytogenes,
responsable des principaux cas de listériose. En somme, il s'agit de méthodes
bactériologiques, immunochimiques, immunophysiques, physiques et des
méthodes de biologie moléculaire (3,9, 28, 30,35, 62).

IX.4.1 Méthodes bactériologiques.

En effet, dés 1966, la premiére méthode bactériologique proposée, reposait sur
le caracteére psychrotrophe des Listeria et supposait donc, un enrichissement
sélectif de trois a quatre semaines a + 4°C. Cette étape a été jugée trés longue,
car elle ne répondait pas aux exigences des délais de réponse, déja posés.

Depuis beaucoup de progrés ont été réalisés de fagon a optimiser la sélectivité
de la culture et le temps nécessaire a la détection de Listeria monocytogenes est
passe de trois a quatre semaines, a 4 voire 7 jours.

De plus, la connaissance de la résistance de Listeria a de nombreux inhibiteurs a
permis d'évoluer vers des techniques d'enrichissement plus rapides de l'ordre de
2 a3 jours a 30 et/ou 37°C,

Par contre, il faudrait signaler que la recherche de Listeria est relativement
simple lorsque celles ci sont abondantes dans le prelevement a analyser. Or,
dans la majorité des cas, le probléme ne se pose pas de la méme facon : les
Listeria sont en général en petit nombre et elles sont accompagnées d'une flore
associée abondante : c'est le cas des laits crus.

Cest ainsi qu'en Décembre 1993, I'AFNOR a propos€ une méthode
expérimentale, qu'elle a ensuite homologuée et référencée en Aoiit 1997 (73).

En 1998, l'organisation internationale de standardisation (ISO) a proposée
¢galement une méthode de référence portant le numéro EN ISO 11290-1 ,
homologuée et validée(72). Cette derniére repose sur les mémes principes que la
méthode AFNOR.

Plus tard, en juin 1998, Laboratoires Sanofi Diagnostic Pasteur font part d'une
nouvelle méthode bactériologique appelée RapidL'mono. Cette méthode a
¢galement été homologuée et validée par 'AFNOR comme méthode alternative
et est inscrite aujourd'hui sous le numéro SDP-07/04-09/98 (37).
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Le principe du milieu RapidL'mono repose sur la détection spécifique d'une
phospholipase de Listeria monocytogenes et sur l'aptitude de cette espece a
métaboliser le xylose (37).

Aprés 24 a 48 h d'incubation, Listeria monocytogenes forme des colonies
caractéristiques bleu franc sans halo Jaune. Les colonies formées par les autres
especes de Listeria sont blanches avec ou sans halo jaune (cf. schéma n°5 ci-
apres).

Il faut alors noter la particularité de l'espece Listeria ivanovii qui se présente
sous forme de colonies bleu-vert avec un halo Jaune due a son caractére xylose
positif. Le supplément sélectif contenu dans le milieu RapidL'mono, permet
l'inhibition plus ou moins totale de Ia majorité des flores interférentes.

Ainsi, par ses performances, RapidL'mono est le premier milieu de culture
chromogéne qui permet une identification rapide et directe de Listeria
monocytogenes, en 24 a 48 heures, aprés préparation des échantillons
‘conformément 3 la norme AFNOR, a savoir enrichissement en bouillon Fraser
au demi, pendant 24 h puis en bouillon Fraser 1, pendant 48 heures (37).

A coté, de ces trois méthodes bactériologiques, et devant la crainte de voir
surgir encore de nouvelles epidémies tant en élevage bovin qu'en industrie
laitiére, se sont développées plusieurs techniques bactériologiques, traduisant
ainsi une concurrence entre les différentes firmes. Cependant les phases
d'enrichissement,  d'isolement et d'identification biochimique, restent
incontournables.

Le tableau VIII ci - aprés résume les principales méthodes proposées par les
principales firmes.

Tableau VIII : Principales méthodes bactériologiques.

Méthodes AFNOR FIL FDA USDA
V08-055
Applications Tous les aliments Laits et Laits et Viandes
Produits laitiers | produits laitiers | et produits carnés

Enrichissement " Fraser LEB LEB UvM

rimaire 24h , 30°C 48 h | 30°C 24a48 h,30°C 24 h, 30°C
Enrichissement | * Fraser 1/2 B - Fraser
secondaire 24 & 48h,37°C 24 h ,30°C
Isolement Palcam Oxford MMA Oxford modifié

1 24a48h,37°C | 48h,37°C 48 h , 30°C 24 h,30°C

| Rapidité 2 45 jours 4 jours 2 2 4 jours 3 a4 jours

FIL : Fédération Internationale Laitiere; FDA : Food and Drug Administration;
USDA : United States Drug Administration; LEB : Listeria Enrichissement
Broth; UVM : Milieu proposé par 'Université du Vermont; MMA : Milieu
Modifi¢ de Mac Bride;

(IS}
(VS



En conclusion, les méthodes bactériologiques requiérent, selon la contamination
initiale des échantillons de laits d'une part, et I'¢tat physiologique des Listeria,
d'autre part, au minimum 4 & 7 Jours pour obtenir un résultat positif confirmé
avec identification de I'espéce. |

La sensibilité de ces méthodes est de 1 a 10 bactéries dans 25 ml de lait.

La récupération des cellules de Listeria ayant subi un stress dépend de la qualité
du premier bouillon d'enrichissement, puisque aucune €tape de pré-
enrichissement n'est réalisée dans les protocoles les plus courants.

En ce qui concerne la specificité, les différents éléments sélecteurs présents
dans les milieux d'enrichissement et d'isolement ne permettent pas d'inhiber la
totalité de Ia flore compétitive, une confirmation biochimique est quelque fois
obligatoire. Cependant l'aspect trés caractéristique des colonies de Listeria sur
la gélose Palcam, utilisé dans la méthode AFNOR, pallient ce probléme.

En ce qui concerne le dénombrement des Listeria, deux méthodes
bactériologiques peuvent étre utilisées -

* Ja méthode FDA avec la technique en tubes multiples en tenant compte du
nombre le plus probable (NPP), :

* la méthode par étalement direct sur gélose Palcam ou Oxford.
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(

Méthode RapidL'mono

Lait 25 ml v ,

T x>

<>

Enrichissement primaire

225 ml

"

Bouillon Fraser 1/2

2,25 ml

Supplément

I'd

Enrichissement secondaire

0,1 ml % Bouillon Fraser

Erras

RapidL'monb

Schéma n®5

~a

Isolement sur RapidL'mono

37°C,24a48h

Identification directe sur
RapidL'mono

Listeria monocytogenes :
Colonies bleues sans halo
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[X.4.2 Méthodes immunochimiques.

Ces méthodes de détection sont fondées sur la reconnaissance d'antigénes de
Listeria a l'aide d'anticorps spécifiques de l'espéce ou plus récemment du groupe
génomique Listeria monocytogenes (3, 28,30).

Le complexe antigéne - anticorps est mis en évidence 3 l'aide d'une réaction
chimique avec un substrat chromogéne ou fluorogene.

Parmi ces techniques, on peut citer -

* la méthode ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Aséy )s
* le systeme VIDAS . |

La sensibilité générale de ces techniques est comparable a celle des méthodes
bactériologiques c'est a dire 1 & 10 Listeria par millilitre de lait.

Cependant, il faut signaler que ces techniques peuvent induire des faux négatifs
liés aux bactéries stressées.

De plus, certains auteurs préconisent la confirmation des échantillons présumés
positifs par des methodes bactériologiques.
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IX 4.3 Méthodes immunophysiques.

Ces méthodes sont basées sur la formation d'un complexe antigéne / anticorps
révéle a l'aide d'une technique physique (3, 30 ).

Parmi ces techniques, on peut citer :
¢ Test immuno-latex,
e Lacytométrie de flux,
¢ ['immunocapture.

Les principaux caractéres de ces techniques figurent dans le tableau IX ci apreés

Tableau IX : Tableau récapitulatif des principaux caractéres des techniques
immuno-physiques (30).

- Méthodes Cytométrie | Immuno-latex Immunocapture
De flux
Détection Quantitative | Quantitative Quantitative | Qualitative
(Listeria Rapid (Lister Test) | (Lister Sreen )
Test)
Spécificité Listeria spp Listeria spp | Listeria spp |Listeria spp
Sensibilité 10°a 10’ 10" 10° 1 1
Enrichissement 24 h 42 h Aucun 18h
Rapidité 26 h 43 h 27h 42366 h
Systéeme de | Fluorescence | Immobilisation | Etalement | Etalement
détection complexe sur gélose | sue gélose
Ag/Ac-latex dot blot Palcam
bleu '
Validation AFNOR Non 1995 Non 1995
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IX.4.4 Méthodes Physiques.

Une méthode physique a été utilisée pour la détection des Listeria : il s'agit de
I'mpédancemétrie (30). '

Cette technique permet de mesurer les variations €lectriques d'un milieu de
culture causées par le métabolisme microbien. Deux électrodes plongées dans le
bouillon de culture vont mesurer I'accroissement de la conductance ou de la
capacitance lors de la croissance bactérienne. |

L'impédancemétrie peut &tre utilisée pour le dénombrement de micro-
organismes puisque le temps de détection dépend de la contamination initiale en
mICro-organismes.

L'impédancemétrie offre plusieurs avantages tels que :
o larapidité de la détection, 24 heures environ,
e ['automatisation,
» la standardisation,
e ['économie de milieux de culture.

Cependant, le développement d'un tel systeme de détection pour les Listeria,
souvent présentes en faible quantité dans un milieu polycontaminé, se heurte a
certaines difficultés.

Le milieu de culture utilisé doit étre trés sélectif et doit avoir une formulation
permettant de fortes variations de conductivité lors du métabolisme des Listeria.

Les difficultés concernant la spécificité du milieu de culture expliquent que
I'impédancemétrie est peu utilisée en routine pour détecter les Listeria,



1X 4.5 Méthodes de biologie moléculaire.

Les méthodes de biologie moléculaire permettent de détecter spécifiquement
Listeria monocytogenes ou Listeria spp a l'aide d'une sonde nucléique dont la
cible se trouve sur 'ADN ou I'ARN (3, 28, 30 ).

Ces techniques génétiques présentent comme principal avantage leur spécificité,
ce qui permet en particulier la détection de souches atypiques.

Aprés utilisation de sondes naturelles constituées par exemple d'un fragment du
géne de la lystériolysine, un certain nombre d'oligonucléotides ont été
synthétisés de facon a détecter les Listeria

e soit par hybridation avec une sonde nucléique,

e soit par la technique PCR avec des amorces.

Les tests d'hybridation d'acides nucléiques sont basés sur la capacité des brins -
complémentaires d'ARN ou d'ADN a s'associer spécifiquement de fagon a
former des complexes stables a double brin. Deux sondes spécifiques de ' ARN
ribosomal 16 S sont actuellement commercialisés, mais quelque soit la sonde
utilisée, cette méthode nécessite un enrichissement de fagon a atteindre le seuil
de détection méme en cas de faible taux de contamination.

La technique d'amplification de géne ou PCR, met en évidence un géne (ou une
portion de géne ) spécifique d'un genre, d'une espéce ou d'une souche d'un
organisme. Des oligo-nucléotides amorces judicieusement choisies vont
permettre I'amplification du fragment délimité par les amorces a l'aide d'une
polymeérase thermorésistante. Aprés de multiples cycles, le fragment amplifié est
mis en évidence. '

La technique PCR présente de multiples avantages, parmi lesquels :
- spécificité,
-- sensibilité,
- rapidité,
- possibilité d'automatisation.

Cependant, cette technique n'est pas directement utilisable sur les échantillons
 de laits et méme autres que le lait, car certains constituants inhibent la réaction
d'amplification génique. Il faut en outre distinguer les bactéries mortes des
bactéries vivantes, et détecter les Listeria lorsqu'elles sont en petit nombre, or la
prise d'essai utilisée pour la PCR est tres faible.

39



En conclusion, une grande variété de méthodes ont été développées pour la
détection des Listeria a partir du lait ainsi que d'autres denrées alimentaires.

Le choix d'une méthode dépend des exigences des utilisateurs, qui seront en face
de différents critéres d'appréciation tels que la rapidité, la sensibilité, la
spécificité, le coit, les possibilités ou 'les exigences de dénombrement et
l'automatisation surtout en industrie laitiere.

Par ailleurs, -malgré I'évolution des méthodes de détection, aucun test utilisable
en routine ne détecte spécifiquement les souches réellement pathogénes. La mise
au point de techniques de détection des facteurs de virulence de Lisferia
monocytogenes est un des objectifs a atteindre. Dans ce sens, la PCR sera sans
doute, I'une des méthodes qui pourra assurer cette spécificite.

Enfin, le tableau X ci-aprés, apporte une récapitulation de toutes ces techniques
et peut orienter tel ou tel laboratoire vers l'utilisation de telle ou telle technique

en fonction de ses moyens et de ses objectifs.

Tableau X : Critéres de choix d’une technique (30).

Sensibilité | Spécificité | Coiit | Dénombrement | Automatisation | Rapidité .
Méthodes + Listeria + Oui Out +
Bactériologiques
Meéthodes + Listena ke Non Oui Etape de
ELISA révélation
rapide
Immunocapture ++ Listeria b+ Oui Qui Enrichisse
' ment
rapide
Hybridation avec + Listeria et | +++ Non Semi- Etape de
Sonde L.monocyt Automatisé révélation
: ogenes rapide
PCR ++ Listeria et | +++ Non Semi- Etape de
L.monocyt Automatisé révélation
ogenes rapide
Immunolatex & Listeria ++ Non Semi- Etape de
Automatise révélation
rapide
Impédancemétrie + Listeria ++ Oui Oui Etape de
révélation
N rapide
Systeme VIDAS + Listeria et | +++ Non Out Etape de
L monocyt révélation
ogenes rapide
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IX.5.Lysotypie.

Dans le genre Listeria on distingue :
e 15 antigénes somatiques (14 XV ),
* 5 antigenes flagellaires (AaE)

La combinaison de ces différents facteurs dans une méme bactérie permet de
reconnaitre actuellement 17 sérovars (26, 58, 62, 65 ).

En France, l'utilisation de la sérotypie est d'intérét limité puisque plus de 95 %
des souches isolées des infections cliniques appartiennent au sérovar 172a, 1/2b
ou 4b. Il n'y a pas de rapport entre un sérovar particulier et son origine
géographique et animale (58, 62).

Actuellement, il est bien connu que le sérovar 4b de Listeria monocytogenes est
le plus impliqué dans les cas de listériose animale et humaine (58, 61, 62).

Listeria monocytogenes sérovar 5, nommée depuis 1984 Listeria ivanovii, n'est
jamais isolée des aliments et elle est peu retrouvée en pathologie humaine, par
contre elle est surtout rencontrée chez les ruminants et plus particulierement
chez le mouton (Broadent, 1972 ).

Les différents caractéres antigéniques des sérovars de Listeria sont consignés
dans le tableau IV ci-aprés (26, 62 ).
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Tableau XI : Caractéres antigéniques des sérovars de Listeria (62).

Espéces Sérovars Antigénes Somatiques Antigeénes
Flagellaires
1/2a |11 (HOI) AB
172b |1 1O (II) ABC
1/2¢ |1 II (HI) B D
3a I v AB
3b I @n v (XI1 xXam) ABC
Listeria monocyiogenes 3¢ I I 1v (X XIID) B D
' 4a D (v) VIHIIX ABC
4ab @) v vI vl 1IX X ABC
4b (Ii) v VI ABC
4c I v vi ABC
4d D) (V) VI vl ABC
4c (II) VvV VI (VI IX ABC
7 (11D X X1 ABC
Listeria ivanovii 5 (L) (V) VI (vill) X ABC
‘ 6a (In VvV (VD (VI) (IX) XV IABC
Listeria innocua 6b I (VM (VDH (VD) IX X X1 ABC
4ab I V. VI VII IX X ABC
1/2b |1 1T (IO) ABC
Listeria welshimeri 4c (I v VI
6a I VvV (VD (VD) (IX) XV
6b (I (VID IX X X1
172 |1 11 (1) AB
1/2b |1 II (1ID) ABC
Listeria 1/2c |1 1T (IID) B D
Seeligeri 4b am v vi ABC
4c I v vl ABC
4d dam (v vi VIII ABC
6b dn (V) (V) (VII) IX X XI ABC
Listeria . grayi  subsp. (11D X1 x1v E
grayi
Listeria grayi  subsp. Hn XII X1V E
nurrayi ’
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Chapitre X : Pouvoir pathogéne des Listeria.

Parmi les sept espéces que regroupe le genre Listeria, seules Listeria
monocytogenes et Listeria ivanovii sont naturellement et expérimentalement
pathogéenes. : :

Cette derniére est responsable essentiellement des avortements chez les bovins,
ovins et caprins.

Listeria monocytogenes est une bactérie pathogéne opportuniste, a
multiplication intracellulaire facultative.

Son pouvoir pathogéne est tres large. Cette bactérie entraine en effet des
infections chez plus de soixante espéces animales, incluant I'homme, 37 especes
de mammiféres, 17 espéces d'oiseaux, des poissons, des crustaces et méme des
insectes (cf. tableau I).

Une des caractéristiques trés remarquable de ces infections est la fréquence des
infections neuro-ménningée aussi bien chez 'homme que chez l'animal.

La listériose est présente dans les pays industrialisés, sans qu'il en soit possible
de dire si elle est absente des autres pays ou présente et non diagnostiquée.

X 1 L'infection par Listeria monocvtogenes.

X 1.1.Pouvoir pathogéne expérimental : In vivo.

De nombreuses espéces animales, en particulier les lapins, souris et cobayes,
sont sensibles a I'infection expérimentale.

L'animal de laboratoire le plus utilisé est la souris. En effet, la listériose murine
est comparable a la listériose humaine en de nombreux points : toutes les
souches de Listeria monocytogenes isolées a partir de cas cliniques se sont
révélées virulentes chez la souris ; des complications similaires a celles
rencontrées chez la femme enceinte infectée sont retrouvées dans le cas d'une

infection chez la souris gravide et les observations immuno-pathologiques sont
similaires. (25, 26, 38, 94, 99 ).

X 1.2 Phvsiopathologie de la listériose.

Les données anatomo-pathologiques et celles provenant des modeles
expérimentaux chez I'animal, ainsi que l'origine alimentaire de la contamination,
indiquent que la porte d'entrée de Listeria dans son hote est trés probablement
localisée au niveau du tube digestif.

‘En 1972 , dans une étude pioniére en microscopie électronique, P.Racz a montre
que Listeria monocytogenes est capable de pénétrer dans les cellules épithéliales
“de lintestin (aprés inoculation per-os dune dose sub-léthale de Listeria
monocytogenes ) chez les cobayes.
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Quelques années, plus tard, deux études réalisées chez la souris (94) montraient

que Listeria monocytogenes est surtout retrouvée dans les plaques de Peyer et

non dans les cellules intestinales absorbantes, comme cela a été observé par

Racz. La contradiction apparente de ces travaux refléte :

e d'une part, des conditions expérimentales tres différentes,

e d'autre part, l'existence de plusieurs sites d'entrée dans I'organisme,

e d'autre part, encore, la difficulté de produire une infection expérimentale par
cette voie.

En effet, aprés la traversée de la barriere intestinale, les bactéries sont
phagocytées par les macrophages résidents de la lamina propria et circulent,
libres ou dans des macrophages via la lymphe, vers les ganglions mésentériques.
Elles sont ensuite véhiculées dans les canaux lymphatiques efférents qui se
déversent dans la circulation sanguine. Les bactéries se retrouvent alors dans le
foie et la rate, principaux organes filtres du systéme sanguin. Elles sont alors trés
rapidement ingérées et détruites par les cellules phagocytaires du systeme
réticulo-endothélial et en particulier par les macrophages résidents du foie, les
cellules de Kiipffer (94). Les bactéries survivantes peuvent se multiplier dans les
macrophages et/ou envahir les hépatocytes adjacents qui représentent un site
privilégié de multiplication intracellulaire bacterienne.

Au début de l'infection, les hépatocytes infectés sont lysés par les neutrophiles.
Les bactéries se retrouvent alors a lextérieur des cellules et deviennent
accessibles a l'ingestion par les macrophages listéricides. Si la multiplication
bactérienne dans ces foyers infectieux n'est pas rapidement contrdlée par le
systeme immunitaire de I'hdte, les bactéries sont & nouveau disséminées dans le
courant sanguin et se dirigent vers le systeme nerveux et I'unité foeto-
placentaire.
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Les foyers hépatiques et spléniques peuvent devenir coalescents et atteindre des
proportions importantes, en particulier chez le nouveau-ne (granulomatis

infantiseptica ).
' ‘ <Lrveau
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mniérocyte
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J réseau sanguin
rate
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Schéma n°6 : Représentation schématique des différentes étapes de I'infection
par Listeria monocytogenes au niveau de I'organisme hote (26, 38, 94).

Ce schéma physielogique souligne l'importance d'un mécanisme clé dans la
virulence de Listeria monocytogenes, sa capacité a pénétrer et a se multiplier
dans de nombreuses cellules animales et a échapper ainsi & certains mécanismes
de défense de I'organisme.

11 faut souligner également la capacité de Listeria & passer directement d'une

cellule a l'autre et de se disséminer ainsi a l'intérieur des tissus ; ceci est alors
une autre stratégie trés importante.
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X 1.3 Description du cycle infectieux au niveau cellulaire : In vitro.

Le développement des modéles in vitro d'mfection cellulaire par Listeria
monocytogenes, au cours de ces derniéres années, a permis de décrire les
principales étapes de l'invasion des cellules eucaryotes.

Les cellules utilisées sont d'origine diverse, soit des cellules phagocytaires
professionnelles de type macrophagique (macrophages primaires d'origine
péritonéale ou médullaire ), ou cellules de la lignee.

Les cellules sont cultivées en monocouche sur des supports variés et infectees
par les bactéries a des multiplicités d'infection comprises entre 1 et 100 bactéries
par cellule. L'entrée des Listeria et leur croissance intracellulaire peuvent €tre
étudiées quantitativement par le dénombrement de bactéries restées viables en
présence de gentamicine, un antibictique qui utilisé 4 une concentration
approprié, ne pénétre pas a lintérieur des cellules vivantes et détruit
sélectivement les bactéries extracellulaires (25, 26, 94).

L'ensemble du processus infectieux a été visualis€é grace a la microscopie
électronique (94).

L'utilisation de la microscopie & fluorescence et le marquage spécifique de
certaines molécules comme l'actine ont permis de visualiser l'interaction des
Listeria avec les constituants du cytosquelette cellulaire.

En dehors de la phase d'entrée, les mémes mécanismes semblent étre mis en jeu
dans les cellules phagocytaires professionnelles et non professionnelles. Listeria
monocytogenes est phagocytée par les cellules phagocytaires, ou induit sa
propre phagocytose dans les cellules non phagocytaires.

Le mécanisme dentrée dans les cellules épithéliales est apparenté a la
phagocytose, car il fait intervenir le systéme des microfilaments d'actine de la
cellule hote. En effet, les cellules prétraitées avec des drogues qui inhibent la
polymérisation de l'actine telles que les cytochalasines, sont incompétentes pour
l'infection par Listeria monocytogenes.

Peu aprés son internalisation, la bactérie est présente dans un phagolysosome
qu'elle lyse trés rapidement (en moins de trente minutes ). Elle gagne ensuite le
cytoplasme ou non seulement, elle se multiplie, mais ou elle induit un
phénoméne décrit également pour Shigella flexneri, la polymérisation de I'actine
“ cellulaire. Cette actine filamenteuse recouvre tout d'abord la bactérie puis se
réorganise pour former une comete qui se situe du coté opposé a la direction
prise par la bactérie.
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Environ 3 heures aprés linfection, quand Listeria monocytogenes atteint la
membrane de la cellule hote, elle la déforme, créant une protrusion cellulaire qui
peut atteindre des dizaines de fois la longueur de la bactérie.

Si cette protrusion entre en contact avec une autre cellule, elle est alors
endocytée et la bactérie se retrouve dans une vacuole a deux membranes qu'elle
peut lyser et ainsi recommencer un nouveau cycle de multiplication.

Les différentes étapes de ce cycle sont schématisées sur le schéma n°7 ci
dessous.
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Schéma n°7 : Mouvement intracellulaire de Listeria monocytogenes et le
passage de cellule a cellule (94).
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Le passage direct de cellule a cellule permet & Listeria monocytogenes
d'échapper a certaines défenses immunitaires de 1'hdte telles que les anticorps
circulants ou le systéeme du complément.

X 2 Les déterminants génétiques et moléculaires du pouvoir pathogene de
Listeria monocvtogenes.

Les principaux facteurs de virulence seront décrits en suivant la chronologie des
différentes étapes du cycle infectieux au niveau cellulaire.

X21 Entrée dans les cellules.

L'adhésion est la premiére étape de I'invasion des cellules hotes par les bactéries.
Cette étape pourrait faire intervenir des interactions de type lectine-substrat.

D'une part, le sucre alpha D-galactose présent a la surface d'une souche virulente
de Listeria monocytogenes, est responsable de la fixation de certaines lectines et
également récepteur du galactose présent sur certaines cellules eucaryotes non
phagocytaires. Deux souches non virulentes n'auraient pas ces résidus alpha D-
galactose présent a leur surface (Cowart et al 1990 ).

D'autre part, des composés de type lectines, capables de fixer certains sucres, ont
été identifiés a la surface de Listeria monocytogenes.

Ces composés seraient de nature proteique, mais leur role dans l'adhésion n'a pas
été ¢lucide (Cottin et al 1990).

Il a également été rapporté que Listeria monocytogenes est capable de se lier a
une molécule de la matrice extracellulaire, la virionectine. Cependant, son role
dans la virulence semble peu probable puisque des souches non pathogenes de
Listeria fixent aussi cette molécule (94).

En revanche,.la fibronectine dont le tdle dans I'adhésion a été établi pour
d'autres bactéries a Gram positif telles que les Streprocoques et  les
Staphylocoques, ne se fixe pas sur Listeria.

A l'heure actuelle, il est encore difficile de faire une distinction tres précise,
chez Listeria monocytogenes entre les :
e facteurs d'adhésion,

e facteurs d'invasion.
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Le mécanisme d'entrée de Listeria monocytogenes  dans les cellules
phagocytaires professionnelles est un processus de phagocytose stricto sensu
impliquant plusieurs récepteurs cellulaires.

Une corrélation intéressante a €té établie entre la nature moléculaire du récepteur
utilisé et le pouvoir bactéricide des macrophages.

En effet, dans les macrophages listéricides, le récepteur de type 3 du
complément (CR 3) est le récepteur majeur, qui reconnait spécifiquement les
molécules C3b du complément déposées a la surface des bactéries.

Dans les macrophages non listéricides, des récepteurs différents du CR3 sont
utilisés. Leur nature moléculaire n'est pas encore établie (94).

L'entrée de Listeria monocytogenes dans les cellules non phagocytaires telles
que les cellules ¢épithéliales et fibroblastiques fait intervenir un processus
apparenté a la phagocytose. Cette propriété a induire sa propre phagocytose au
niveau des cellules hotes est spécifique des espéces pathogénes du genre
Listeria.

A ce jour, deux facteurs bactériens ont été impliqués dans l'invasion des cellules
non phagocytaires :

¢ la protéine p60,

e ['internaline.

La protéine p 60.

Elle a d'abord été décrite comme étant une protéine majeure de 60 KDa,
sécretée par Listeria monocytogenes et nécessaire pour l'invasion in vitro des
cellules fibroblastiques de la lignée 3T6.

En réalite, le role de cette protéine dans l'invasion reste difficile & interpréter. 11
faut d'ailleurs noter que la plupart des espéces du genre Listeria, pathogénes ou
non, produisent des protéines immunologiquement apparentées a la p60 et
possédent, au sein de leur chromosome, des séquences homologues au géne iap
( invasion associated protein ). (25, 38, 94 ). :

L'internaline.

Cette protéine a d'abord été identifiée en étudiant des mutants non invasifs pour
les cellules épithéliales d'origine intestinale.

La nature du récepteur cellulaire reconnu par l'internaline n'est pas encore
établie (25, 38, 94).
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X.2.2.Le mouvement intracellulaire de Listeria monocvtogenes et le passage de
cellule a cellule. (¢f” schéma n°7 ci-avant).

La capacité de Listeria monocytogenes & se mouvoir a l'intérieur des cellules en
piratant le cytosquelette de 1'héte et ainsi 4 passer directement de cellule a
cellule est un déterminant essentiel de la virulence.

La motilité intracellulaire de Listeria monocytogenes qui est strictement corrélée
a la polymérisation de l'actine cellulaire en fait un modéle simple de mouvement
li¢ a l'assemblage de l'actine, et pour cette raison trés convoitée par les
biologistes cellulaires qui s'intéressent a la nucléation de l'actine (94). Cette
motilité intracellulaire est trés différente de la motilité propre de Listeria
monocytogenes dans le milieu extracellulaire. En effet, cultivée entre 20 et
25°C, Listeria monocytogenes est mobile grace a la production d'un a quatre
flagelles péritriches, 4 37°C les flagelles sont absents (66, 94).

Le passage direct de celiule a cellule peut étre visualisé in vitro en utilisant le
test de formation de plages décrit pour la premiére fois par Havell en 1986. Ce
test consiste a infecter une monocouche de cellules fibroblastiques par Listeria
monocytogenes a une faible multiplicité d'infection et a recouvrir cette
monocouche dune surcouche d'agarose contenant de la gentamicine qui
empéche la reinfection des cellules par les bactéries extracellulaires.

L'apparition de plages de lyse permet alors, de visualiser le passage des bactéries
dans les cellules voisines des cellules infectées.

Ainsi, des mutants incapables de former des plages de lyse ont pu étre isolés et
l'analyse de ces mutants montre que leur virulence est fortement atténuée chez
la souris, bien qu'ils soient capables d'envahir les cellules et de se muitiplier
dans le cytoplasme.



- Chapitre XI : Traitement de la listériose.

X1.1 En médecine vétérinaire.

En médecine vétérinaire, la mise en place et le choix du traitement dépendent a
1a fois du stade et de la forme de la maladie, mais aussi de ]'dge des animaux tout
en tenant compte du fait que certains malades restent porteurs sains pendant de

longues périodes, donc entretiennent bien le foyer infectieux : (32, 46, 101, 105,
106).

Tout d'abord en ce qui concerne les animaux atteints d'encéphalites ou de
méningo-encéphalites & Listeria, ainsi que les veaux nés apres avortement, ils
finiront par mourir comme on I'a déja vu dans la partie clinique, il n'y a donc pas
lieu d'instaurer un traitement (32, 105).

En ce qui concerne les animaux jeunes atteints d'une forme clinique aigué,
I'injection intraveineuse de chlortétracycline a raison de 12 mg par kg de poids
vif et par jour pendant 5 jours est assez efficace contre la méningo -encéphalite
bovine, mais moins chez le mouton (32).

Le taux de guérison dépend étroitement de la précocité du traitement. Si des
signes graves sont déja visibles, la mort s'ensuit malgre la mise en place d'un
traitement. |

Habituellement dans une enzootie, le premier sujet meurt, les cas subséquents
sont alors dépistés assez tot pour que le traitement empéche la mortalité.

Le chloramphénicol et une synergie de pénicilline et de streptomycine & raison
de 025 g et 300 000 Ul ont été employés avec succes dans la forme
septicémique (32, 46).

En ce qui concerne, les vaches ayant avortées, et dans le but de minimiser au
maximum les fovers infectieux, il est vivement conseiller aujourdhui de les
abattre, car elles restent excrétrices de Listeria pendant trés longtemps, jusqu'a 6
mois et plus.

X1.2 En médecine humaine.

L’ Ampicilline est préconisée depuis longtemps et reste ’antibiotique de choix
dans le traitement des listérioses (46, 86, 87).

1’association de cette molécule avec un aminoside comme la gentamicine a
raison de 3 mg/kg/jour, permet d’ obtenir un effet bactéricide plus rapide.
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Un relais oral (ampicilline 4 g/jour ) peut étre institué aprés 15 jours de
traitement intraveineux. La durée du traitement est habituellement de 4 a 6
semaines, un minimum de 2 semaines étant requis dans tous les cas.

En raison de leur faible diffusion méningée, une injection intra-thécale
d’aminosides est quelque fois préconisée bien que l’efficacité réelle de cette
administration soit contestée par certains auteurs.

Du fait de leur caractére toxique sur le rein et l'oreille interne, un dosage
sanguin des aminosides devra étre effectué régulierement pendant la durée du
traitement. |

_En cas d’allergie aux B-lactamines, I’alternative est représentée par 1’association
trimétoprime — sulfaméthoxazole. Cette association aurait une efficacité
équivalente a I’association classique ampicilline — gentamicine et de plus, elle
présente une bonne pénétration de la barriere hémoméningée et une activite
intéressante sur les bactéries intracellulaires (46, 68).

La vancomycine peut également étre considérée pour les bactériémies primaires.
Par contre, il est important de rappeler que les céphalosporines de troisiéme
génération, utilisées trés fréquemment dans le traitement d’attaque des
méningites et les quinolones récentes, ayant ’avantage d’une bonne pénétration

cellulaire, sont le plus souvent inefficaces dans le traitement des listérioses(40).

Le succés du traitement dépend donc, tout particuliérement de sa précocité,
notamment dans les infections du systéme nerveux central.
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Chapitre XII : Sensibilité des Listeria aux antibiotiques.

La sensibilité de Listeria monocytogenes aux agents antimicrobiens est

assez stable depuis plusieurs ann€es.

In vitro, Listeria monocytogenes et les autres Listeria sont généralement

sensibles a de nombreux antibiotiques parmi lesquels :

-]

Uné résistance naturelle est notée vis-a-vis des :

pénicilline G,
ampiciiline,
amoxicilline,
azlocilline,
imipénéme,
gentamicine,
sisomicine,
nétilmicine,
amikacine,
kanamycine,
streptomycine,
érythromycine,
clarithromycine,
roxithromycine,
tyrothricine,
vancomycine,
teicoplanine,
daptomycine,

triméthoprime-sulfaméthoxazole,

rifampicine,
tétracyclines.

céphalosporines (notamment vis-a-vis des céphalosporines de
troisiéme génération a large spectre comme la céfotaxime ou la

céfépime),
l'aztréonam,

l'acide nalidixique,

l'ofioxacine,

fluoroquinolones récentes,

fosfomycine .



- La sensibilité est intermédiaire pour la :
e céfalotine,

o ciprofloxacine,

e chioramphénicol,

» clindamycine .

Quelques rares souches sont capables d'acquérir une résistance a la
streptomycine, a la kanamycine, a la gentamicine, au triméthoprime, aux
tétracyclines ou a la rifampicine.

L'émergence des souches résistantes résulte généralement de l'acquisition de
plasmides.

Ainsi, en 1988, une souche multirésistante a été isolée en France. Cette souche
résistait a l'érythromycine, a la streptomycine, au chloramphénicol, a la
tétracycline et & la minocycline. L'ensemble de ces caracteres est porté par un
plasmide de 37 kb (le plasmide p IP 811) également présent chez des souches de
Enterococcus sp et de Streptococcus sp. -

In vitro, les plasmides de résistance aux antibiotiques des entérocoques se
transferent facilement a des souches de Listeria sp. Il est donc probable que ce
transfert soit possible in vive notamment lorsque des souches de Listeria sont
hébergées dans le tube digestif.

Par ailleurs, l'utilisation anarchique des antibiotiques aussi bien en médecine
humaine que vétérinaire, pourrait dans un proche avenir faire émerger de
nombreuses souches de Listeria multirésistantes.

La résistance a la tétracycline est la résistance acquise la plus fréquemment
observée chez Listeria monocytogenes aussi bien chez des souches isolées de
prélévements cliniques que chez des souches isolées des aliments et de
I'environnement (46).

En revanche, aucune souche résistante aux pénicillines n'a été isolée.

Conservation des souches.

Les souches de Listeria peuvent étre conservées dans un tube de gélose
profonde a 15°C, elles pourront survivre tant que la gélose ne sera pas desséchée
(62).
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Chapitre X111 : Prophylaxie et recommandations.

Actuellement, on évolue progressivement vers la mise en place de

systemes HACCP en entreprises. Ces systemes d’assurance qualité sont fondés
sur la maitrise des points critiques, a savoir la maitrise de tout danger qui risque
de porter atteinte 4 la fois a la sante humaine, a la santé animale ou a 'industrie
agro-alimentaire de fagon générale. De plus, ces systémes s'étalent de la fourche.
(élevage) a la fourchette (consommateur), autrement dit, ils permettent non
seulement de chercher, de découvrir et de mesurer la valeur des points critiques,
mais aussi 4’y apporter des mesures correctives. C’est donc, dans ce sens et sur
la base de ce nouveau concept, que sera mise en place, la prophylaxie de la
listériose au niveau des élevages, en industrie, mais aussi chez I’homme.
Par ailleurs, et compte tenu du fait que, Listeria monocytogenes, est une bactérie
ubiquiste et résistante, il serait donc, illusoire de penser a son éradication totale.
Néanmoins, il ne faut pas non plus, négliger une quelconque étape dans la mise
en place de ces systémes. D’ailleurs, la moindre erreur, permettra d’entretenir
une souche et par conséquent, de maintenir et d'enrichir un foyer infectieux
d’une part, et d’affaiblir toutes les démarches entreprises d’autre part (46, 56,
76,78, 79).

X1I1.1.Prophvlaxie dans les élevages.

Dans les élevages, plusieurs points forts sont a maitriser :

o D’abord I’animal lui-méme: dans ce cas, la prophylaxie passe
nécessairement par le dépistage systématique en vue de détecter les vaches
excrétrices. Cette techerche doit s'effectuer avec un rythme annuel ou
semestriel et devra étre réalisée a 'échelon individuel ou collectif. La réforme
des femelles excrétrices est une nécessité(40).

e L’alimentation : compte tenu du fait que les ensilages constituent les
principaux foyers d’entretien et de multiplication des Listeria, ils doivent
Stre correctement préparés et conservés. Un soin particulier doit &tre apporte
u tassement et 4 l'absence de mottes de terre. Certains auteurs préconisent
l'ensemencement des ensilages avec des souches de Lactococcus lactis ou de
Lactobacillus plantarum qui inhibent la croissance des Listeria. L'utilisation
de ce procédé apparait prometteur (40).

e L'hygiéne des locaux et en particulier I’hygiéne de la salle et du matériel de
traite. Les désinfectants classiques (détergent acide anionique, ammonium
quaternaire, iode, hypochlorite ) sont actifs sur Listeria monocytogenes (46,
79).
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X112 Prophylaxie dans les industries.

Dans les industries, plusieurs points forts sont également a maitriser :

Les Listeria sont introduites dans les locaux de transformation par les
matiéres premiéres contaminées, par les équipements de manutention
contaminés, par les chaussures et les vetements du personnel, par les
individus porteurs sains. Leur croissance et leur survie est favorisée par
'humidité et par la présence de nutriments. En effet, Listeria monocytogenes
est capable d'adhérer a de nombreuses surfaces (y compris le verre ou l'acier

‘inoxydable), elle survit dans I'environnement des entreprises de

transformation, elle peut étre retrouvée sur les mains du personnel méme
aprés lavage et elle survit dans les aérosols. L'utilisation de conditionnement
sous vide ou sous atmosphére modifiée n'a aucun effet significatif sur la
croissance de Listeria monocytogenes (46, 75, 79). Par conséquent, la
prophylaxie de la listériose sera fondée sur :

]a sélection rigoureuse des matiéres premieres,

le strict respect des plans de nettoyage et de désinfection,

le strict respect des bonnes pratiques de fabrication (BPF).

A titre d’exemple, en France, 2 & 4% des prélevements de laits crus sont
reconnus contaminés, par Listeria. Cette contamination presente un risque
majeur pour les produits fabriqués a base de lait cru ; c’est le cas de certains
fromages, d’ailleurs, environ 10% d’entre eux, sont contaminés (46).

L’hygiéne de I'abattage est également cruciale car les carcasses des animaux
de boucherie sont essentiellement contaminées en surface et, a 'abattoir, le
poste de dépouillage est un point critique de contamination. Ultérieurement,
les phases de découpe et de conditionnement accroissent les risques. Il est
donc nécessaire de veiller au strict respect des normes d'hygiéne pour chacun

de ces postes a risque (79).

Respect de la chaine du froid et réduction des dates limites de consommation.
Listeria monocytogenes peut se multiplier a basse température mais le temps
de génération est beaucoup plus long qu'a température ambiante. Le respect
de la chaine du froid est donc primordial pour éviter une multiplication
excessive. Si les industriels et les commergants ont les capacites techniques
d'assurer une bonne conservation des aliments, 1l n'en est pas toujours de
méme pour les consommateurs. Un produit présentant trés peu de bactéries
au moment de la vente peut devenir fortement contaminé lorsqu'll est
conservé plusieurs jours voire méme plusieurs semaines dans un réfrigérateur
domestique dont la temperature est généralement supérieure a +4°C. Dans
ces conditions, une diminution des dates limites de conservation peut
constituer une bonne alternative (46, 76, 79).
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X1I1.3 Prophvlaxie chez ’homme.

La prophylaxie de la listériose humaine est avant tout, une prophylaxie sanitaire
fondée sur une éducation sanitaire exemplaire et irréprochable.

L’hygiéne corporelle et vestimentaire, individuelle et collective, des
manipulateurs doit étre rigoureuse. La formation et la sensibilisation du
personnel sont particuliérement importantes.

L’OMS préconise dans ce sens, en plus de la visite meédicale d’embauche, deux
controles annuels avec dépistage systématique des porteurs sains et insiste
beaucoup sur la formation et 1’éducation sanitaire (75, 76).

Par ailleurs, la vaccination et/ou antibioprophylaxie n'est pas utilisée et, selon
un avis du Conseil Supérieur dHygiene Publique de France (approuvé le 29 juin
1999), il n’y a pas lieu de recommander une antibioprophylaxie systématique en
cas de consommation d’un aliment contaminé par Listeria monocytogenes (46).

En conclusion, la prophylaxie de la listériose humaine est basée essentiellement

sur I’information des populations a risque et sur I’éducation sanitaire.

Les meilleurs conseils que I'on puisse donner aux consommateurs, sont ceux

dictés par le Bulletin Epidémiologique Hebdomadaire (N° 4 du 25 janvier 2000)

a savoir :

e Eyviter la consommation de lait cru et de produits a base de lait cru,

e Cuire soigneusement les aliments crus d'origine animale,

e Laver soigneusement les légumes crus et les herbes aromatiques,

e Dans le cas de repas qui ne sont pas pris en collectivité, les restes
alimentaires et les plats cuisinés doivent étre réchauffés soigneusement avant
consommation immeédiate,

o Conserver les aliments crus, séparément des aliments cuits ou préts a étre
consomines,

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

e Nettoyer fréquemment et désinfecter ensuite avec de l'eau de Javel son
réfrigérateur,

e S’assurer que la température du réfrigérateur est suffisamment basse : 4°C,

o Respecter les dates limites de consommation,

o Eviter les crofites des fromages.

Les recommandations du CDC d'Atlanta sont comparables a celles édictées par
la Direction Générale de la Santé de France et reposent sur les mémes regles
citées précédemment.






Chapitre I : Objectifs.

En Algérie, :

% En 1967, a été décrit le premier cas de listériose humaine.

+»» En 1989, ont été isolées :

o 11 souches de Listeria (dont 2 monocytogenes, 1 welshimeri, 2 seeligeri et 6
innocua) & partir de placenta de bovins,

a 1 souche de Listeria innocua a partir de fromages.

“» En 1999, 5 cas de Listériose humaine ont encore €t€ rapportés.

% En 2000, ont encore été isolées 10 souches de Listéria (dont 7 Listeria
monocytogenes et 3 Listeria innocua) a partir de denrées alimentaires
(fromages et viandes ).

Devant I’intérét porté a la production laitiere nationale par le PNDA {soutien a

’élevage et a la collecte) :

> L’augmentation d’importation de génisses pleines a partir de pays
endémiques (Cf. tableau I, page 5 ), d’une part ;

> Le lait cru de vache, étant le principal vecteur de transmission de la maladie
qui touche a la fois, la santé animale, la santé humaine et I’industrie laitiére,
d’autre part ; '

Nous avons donc décidé d'entamer cette enquéte en Algérie. Pour cela, nous

nous sommes fixés deux objectifs majeurs a savoir,

o La mise en place d’un protocole de recherche, d’isolement et d’identification
des Listeria. '

o Le dépistage de listériose a partir des laits crus de bovins laitiers.

>

Lait cru \
. Ge vache

‘ Industrie
Laitiére /




Chapiﬁe 11 : Prélévements.

Les prélevements de laits crus de vache sont effectués de fagon tres
aseptique. Aprés un lavage soigneux du pis et des mains des préleveurs, et
élimination des premiers jets dans un sceau a part, remplir soigneusement
environ 450 ml de lait dans des flacons en verre stériles.

Le transport s'effectue en glaciere munie de poches de glace dans un temps
n'excédant pas les 4 heures.

Selon leur origing, ils sont subdivisés en trois lots :

e Premier lot - constitué de 1287 prélévements de laits crus de vaches en
provenance de quatre exploitations laitiéres situées dans quatre régions
différentes :
¢ Exploitation laitiére de la région de Ain Defla,

e Exploitation laitiére de la région de Birkhadem,
o Exploitation laitiere de la région de Blida,
e Exploitation laitiére de la région de Boudouaou.

Dans le but d’assurer un suivi durant la période de janvier 2000 & aoQt 2001,
I’ effectif des vaches prélevées 11 fois avec une fréquence bi-mensuelle ainsi que

celui des éleveurs par exploitation est rapporté dans le tableau XII ci — apres.

Tableau XII : Total des échantillons analysés par exploitation,

Origine des Effectif d'éleveurs Effectif de Total des
prélévements par exploitation | vaches prélevées | échantillons /
exploitation

Exploitation | 12 " 30 330
laitiere. Ain Defla
Exploitation = Q 25 275
laitiere Birkhadem K
Exploitation ‘ 3 10 110
laitiére Blida
Exploitation 40 52 572
laitiere Boudouaou

Total 69 117 1287




o Deuxiéme lot: constitué¢ de 137 prélévements de laits crus de vaches
d’origine non déterminée en provenance des services vétérinaires
officiels, dans le cadre des contréles continus effectués par I’Institut

Pasteur d’ Algérie.

o Troisiéme lot : constitué de 8 prélevements de laits crus de vaches en
provenance d’une laiterie privée ou Listeria monocytogenes a été 1solée

dans des produits finis (fromages), lors d’une enquéte.

Dans le tableau XIII, ci - apres, figure le total des prélévements analysés, par lot.

Tableau XIII : Effectif total des prélevements analysés par lot.

Lot 1 Zme 3o Total
Nombre de 1287 137 8 1432
prélevements .
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Chapitre I1I : Choix et intérét de la méthode retenue.

En ce qui concerne notre travail, nous avons choisi la méthode AFNOR :
NE. V 08-055 pour les raisons suivantes : -

e méthode de référence, homologuée et validée par ' AFNOR,

e elle permet une sélection performante des Listeria grace aux suppléments
utilisés,

e eclle permet également la récupération des Listeria dans les produits
alimentaires présentant une polycontamination importante,

e elle permet la croissance des Listeria "stressées” par des conditions liées
au produit (acidité du lait),

o elle est moins cofiteuse que les autres techniques, fiable, sensible et
rapide,

e tout résultat trouvé positif par une autre méthode doit étre confirme par la
" méthode AFNOR, pour I’isolement du germe,

o disponibilité des milieux de culture , réactifs et galerie biochimique a
1'Institut Pasteur d'Algérie.
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Chapitre IV : Méthode AFNOR.

La recherche des Listeria par cette méthode nécessite quatre phases
successives avec une prise d'essai soigneusement réalisée sous hotte a flux
laminaire elle-méme désinfectée aux UV (Ultra Violets ) avant utilisation :

1V.1 Enrichissement primaire.

L'enrichissement primaire se fait sur bouillon Fraser au demi réparti en flacons a
raison de 225 ml auquel on ajoute :

o d'une part 2,25 ml du supplément,
o d'autre part , 25 ml de lait cru a analyser.

Le tout est bien homogeneisé puis incubé a 30°C pendant 24 heures.

IV .2 Enrichissement secondaire et isolement.

Aprés une nuit d'incubation, on réalise
o dune part, un enrichissement secondaire & partir de l'enrichissement
~ primaire a raison de 0,1 ml sur bouillon Fraser réparti en tubes de 10 ml et
~ additionné de 0,1 ml de supplément,

e d'autre part , un isolement sur gélose Palcam (P1) & partir du milieu
d'enrichissement primaire ( Fraser au demi ).

Le tout sera incubé a 37°C cette fois ci, pendant 24 & 48 heures en fonction de la
croissance bactérienne.

1V .3 Isolement. identification et purification.

Apreés cette péricde d'incubation :

» l'enrichissement secondaire fera l'objet d'un isolement sur gélose Palcam
(P2) et les colonies qui v poussent ultérieurement subiront les mémes tests
que celles avant poussé sur les boites P1.

e les boites de Palcam (Pl) feront l'objet dune lecture attentive.

- Sélectionner s'il y a lieu, au moins cing colonies caractéristiques (petites
de couleur verdatre avec un halo noir dont le diamétre est inférieur a 1
mm ), donc susceptibles d'appartenir au genre Listeria. Ces colonies
seront soumises aux tests suivants :

» réaction catalase a l'aide d'eau oxygenee,
» coloration de Gram.
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Si a ce stade, elles répondent favorablement au genre Listeria, c'est a dire,
catalase positive et qu'a la coloration de Gram, elles se présentent sous
forme de petits bacilles & Gram positif, elles seront purifiées par isolement
sur gélose TSAYE qu'on incube a 37°C pendant une nuit.

Figure 4 : Aspect de Listeria monocyvtogenes sur gélose Palcam

IV.4.Confirmation biochimique.

Aprés purification sur gélose TSAYE, les colonies suspectes seront soumises
aux tests suivants :

» Mobilité : une culture sur gélose mobilité en tubes par piglre centrale en
double :
» le premier tube sera incubé a 25°C, pendant 24 a 48 heures,
e le second tube sera incubé a 37°C, pendant 24 4 48 heures.

A 25°C, Listeria monocytogenes donne une image typique de sapin renversé,
témoignant de son caractére microaérophile, (cf. figure 2).

Cette mobilité a 22 - 25 °C permet également de différencier Listeria des
bactéries immobiles comme Ervsipelothrix et la plupart des Corvnébactéries.



> Hémolyse : un isolement sur gélose au sang de mouton, a l'aide d'une colonie

Y

>

ayant poussé sur gélose TSAYE, qu'on incube a 37°C, pendant une nuit ;
cette réaction nous permettra de voir si la souche testée est hémolytique ou
non. L'hémolyse se traduit par la formation d'une zone étroite et claire autour
des colonies, on parle alors dhémolyse de type 3, comme le montre la
figure 3 en page 28.

Réactions VP et RM : une culture sur milien Clark et Lubs servira a la
détermination des réactions de Voges Prauskaer (VP) et Rouge de Méthyl
(RM) . Ensemencer un tube contenant le milieu Clark et Lubs a l'aide d'une
colonie ayant poussé sur gélose TSAYE, puis incuber a4 37°C pendant une
nuit. Le lendemain, verser la moitié du tube dans un autre tube stérile :

e I'un servira a la recherche de le réaction VP, aprés adjonction des
réactifs VP I, puis VP I, attendre environ 3 minutes puis noter la
couleur ; si elle vire au rouge orangé, il s'agit d'une réaction positive,

o Tautre servira 4 la recherche de la réaction RM, apres adjonction du
réactif RM : s'il y a virage de couleur au rouge, il s'agit d'une réaction
positive. ’

Réduction des Nitrates : une culture dense sur bouillon Nitrate a partir de la
gélose TSAYE, qu'on incube a 37°C pendant une nuit.

Le lendernain ajouter a peu pres 5 gouttes du réactif Nitrate I puis 5 gouttes
du réactif Nitrate II :

¢ S’il y a apparition d’une coloration rouge ou 10s¢ : il v a eu réduction des
nitrates,

¢ Sile milieu reste incolore : ajouter un peu de poudre de zinc (réducteur de
nitrates), agiter un peu puis déposer le tube ouvert sur la paillasse en
position inclinée puis attendre 5 minutes :

* S°il y a apparition d’une coloration rouge ou rose: cela signifie
qu’il restait dans le tube des nitrates qui n’avaient pas €té réduits,
donc la réaction est négative.

s Si le milieu reste incolore : cela signifie qu’il ne restait plus de

nitrates dans le tube, et que les bactéries les avaient réduits au dela
du stade nitrites, donc la réaction est positive.
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IV.4.1.Camp-test.

Les souches de Listeria monocytogenes présentent habituellement sur gélose au
sang de mouton ou de cheval une zone d'hémolyse de type B ; dans les cas
litigieux, on aura recours au Camp-test, initialement décrit en 1944 pour les
streptocoques qui présentent une accentuation de I'hémolyse au voisinage d'un
staphylocoque aureus producteur d'une toxine  ( 3,9,23,67).

A cet égard, pour une meilleure distinction entre souche hémolytique et non
hémolytique, il a été préconisé de réaliser :

- un Camp-testavec une souche de Staphylococcus aureus , réf : ATCC 25923,
- un Camp-test avec une souche de Rhodococcus equi , réf : ATCC 6939.

Les Camp-test sont réalisés sur gélose TSA additionnée de 5 % de globules

rouges de mouton lavés et remis en suspension dans un volume de tampon PBS

égal au volume initial de sang (67).

On réalise d'abord, une premiére strie a l'aide de souche de Staphylococcus

aureus sur la gélose TSA, puis une seconde strie paralléle a la premiére & l'aide.
de la souche de Rhodococcus equi , puis une troisiéme strie a l'aide d'une souche

de Listeria monocytogenes téf : ATCC 19118 (témoin) perpendiculairement aux
deux premiéres, puis une quatriéme souche 4 tester, en veillant a ce que les stries

ne se touchent pas entre elles et restent donc distantes de 2 millimetres, comme

l'indique le schéma n°8 ci-apres

Listeria monocytogenes

Rhodococceus
equi

Staphylococcus
aureus

- . R
Py S} C R 5 0 i ) -
™NOICNS G 1eNigd

Schéma n° 8 : Camp-test avant incubation
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Apreés une période d'incubation de 36 & 48 heures a 37°C, on observe
I'accentuation de I'hémolyse autour de la zone adjacente perpendiculairement a
la strie de Staphylococcus aureus, sous forme d'une péle ou d'une bréche,
comme l'indique le schéma n°9 ci-aprés.

L'identification de Listeria ivanovii peut également étre confirmée par la mise en
é¢vidence de Ihémolyse accentuée autour de la zone adjacente
perpendiculairement a la strie de Rhodococcus equi.

Zone d'hémolyse Listeria monocytogenes

RKRhodococcus
equi

Staphylococcus
qurens

Listeria ivanovii I— Zone d'hémolyse

Schéman®9: Camp-test aprés incubation.

Figure 5 : Aspect du Camp-test sur gélose TSA
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1V.4.2.Galerie Biochimique : API-Listeria.

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

Il permet la caractérisation du -genre Listeria par élimination des especes
n'appartenant pas au genre Listeria.

Principe :

La galerie API Listeria comporte 10 microtubes ou cupules contenant des
substrats sous forme déshydratée, qui permettent la réalisation des tests
enzymatiques et qui sont disposés de la fagon dont l'indique la figure 6 ci-apres.
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Fioure 6 : Présentation de la Galerie API Listeria.

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

DIM : Différentiation entre Listeria innocua et Listeria monocytogenes; ESC:
Esculine ; &MAN : & Mannosidase ; DARL : D-Arabitol ; XYL : D-Xylose ;
RHA : Rhamnose ; MDG : &-Méthyl-D-Glucoside ; RIB : Ribose ; GIP :
Glucose - 1 - Phosphate ; TAG : D-Tagatose . 3 HEM : Hémolyse .

Dans le coffret, on y trouve :

- 10 galeries API Listeria,

- 10 ampoules de suspension Medium, 2 ml,
- 1 ampoule de réactif ZYM. B,

- 10 boites d'incubation,

- 10 fiches de résultats.

Les réactions produites durant la période d'incubation & savoir I'acidification des

sucres et l'hydrolyse de l'esculine, se traduisent par des changements de
coloration spontanés ou révélés par l'addition d'un réactif.
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o Le test DIM est fondé sur I'hydrolyse d'un substrat naphtylamide par une
arylamidase. La réaction est la suivante : '

E = arylamidase
R-naphtylamidase ----------==-"---- > naphtylamide + R
R = radicale acide aminé ; E = arylamidase .
Dans la réaction, on détecte la naphtylamide , par le réactif ZYM B qui

est un sel de diazonium, pour former un composé azoique coloré en
orange, et seul Listeria innocua possede 'arylamidase.

e Le test a3 IEsculine est basé sur I'hydrolyse de I'Esculine par la
glucosidase. La réaction est la suivante :

glucosidase

T

Esculine > D glucose + esculétine

La détection de l'esculine positif se fait par la formation d'un complexe
marron foncé a noir . Toutes les Listeria sont esculine positif.
( confirmation du genre )

s Le test Mannosidase est un test chromogénique fondé sur I'hydrolyse du
- paranitrophényl D mannopyranoside par I'enzyme mannosidase.
La réaction est la suivante :
mannosidase

i N

paranitrophényi D mannopyranoside -------- > D mannose + para nitrophénol

Le D mannose + para nitrophénol confére une coloration jaune au test
dans les cas positifs, sinon le test reste incolore.

o Les sept substrats glucidiques restants sont testés en fermentation : la

fermentation se déroule en anaérobiose et fait varier l'indicateur de pH
(rouge de phénol) du rouge au jaune voire au jaune orange.
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Apreés incubation de 18 a 24 heures a 35 - 37°C, la lecture des réactions est
réalisée visuellement et interprétée en fonction du tableau XIV de lecture et
d'identification, propos¢ par API systéme.

Mode Opératoire :

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

Avant d'ensemencer une galerie, il faudrait tout d'abord s'assurer de la
purification de la souche et de son appartenance au genre Listeria (courts
bacilles a Gram positif, mobiles a 25°C mais pas a 37°C, catalase positive et
oxydase négative ) a l'aide d'une subculture réalisée sur gélose au sang a partir
d'une colonie bien 1solée.

Réunir ensuite fond et couvercle d'une boite d'incubation et répartir environ 5
m! d'eau distillée stérile dans les alvéoles du fond pour créer une atmosphere
humide. Inscrire la référence de la souche a étudier sur Ia languette latérale de la
boite. '

Sortir la galerie de son emballage d'origine et individuel et la placer dans la
boite d'incubation et se débarrasser du sachet déshydratant.

Ouvrir ensuite une ampoule de suspension Médium, puis prélever a l'aide d'une
pipette, quelques colonies isolées pour réaliser une suspension d'une opacité
égale a 0,5 Mac Farland.

Observer le type d'hémolyse et le noter sur Ia fiche de résultats, ce caractere
constituant un test additionnel.

Répartir la suspension bactérienne précédente dans les cupules ou microtubes en
évitant de faire des bulles, pour cela incliner la boite d'incubation vers l'avant et
placer la pipette sur le c6té de la cupule formant un angle d'environ 45°.

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

En ce qui concerne les autres tests, remplir uniquement la partie basse des
cupules des tests ESC a TAG, soit environ 50 ul ou 1 goutte de pipette Pasteur.
Refermer la boite d'incubation et l'incuber & 35 - 37 °C, pendant 18 a 24 Heures
_en aérobiose.

69



Lecture de la galerie.

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

Noter ensuite toutes les réactions positives par le signe (+) et les réactions
négatives par le signe (-) sur la fiche de résultats en se référant au tableau
N°XIV de lecture ci-aprés.

Coder par la suite les réactions obtenues en un profil numérique, les tests sont
- separés par groupes de trois et une valeur de 1, 2 ou 4 est indiquée pour chacun
comme l'indique la figure 6 en page 67.

'En additionnant a l'intérieur de chaque groupe les valeurs correspondant a des
reactions positives, un profil de 4 chiffres est obtenu, exemple : 6510.

L'identification est obtenue en recherchant le profil numérique dans la liste des
profils qui figure ci apres.

Tableau XIV : Lecture et Interprétation des caracteres portés sur la galerie API
Listeria. ‘ ’

Tests Réactions Résultats
Négatifs Positifs
DIM | Diiférenciation Orange pale
Listeria innocua / Listeria Rose beige Orange
monocytogenes Gris bleu
ESC - |Esculine ( hydrolyse ) Jaune pale Noir
& MAN | & MANnosidase Incolore Jaune

DARL |D-Arabitol ( Acidification )
XYL |D-XYlose ( Acidification ) ‘
RHA |RHAmnose ( Acidification ) Rouge , Jaune ,

MDG | &Meéthyl-D-Glucoside (Acidification) Rouge - Jaune -
RIB |RIBose (Acidification) Orangé Orangé

GIP | Glucose - 1 - Phosphate (Acidification)
TAG |D-TAGatose




Remarques importantes :

1. Certains auteurs préconisent l'utilisation d'une souche témoin de Listeria
monocytogenes en méme temps que l'analyse elle méme et dans les mémes
conditions, ceci a pour but de contréler toutes les étapes analytiques ainsi
que les milieux de cultures utilisés, les étuves.

2. D'autres auteurs préconisent le maintient du bouillon d'enrichissement
primaire pendant 7 & 8 jours a 30°C, puis d'en faire un isolement sur gélose
Palcam, ceci a pour but d'augmenter les chances de retrouver surtout les
Listeria stressées.
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Méthode AFNOR : NF V 08-055

(

® Supplément

225 ml
N

Bouillon Fraser 1/2

/@\

Enrichissement secondaire {Isolement surP1

Enrichissement primatre

37°C,24348h

Catalase, , Gram

b

Purification

TSAYE 37°C,24 24850
37°C,24a48h

Catalase, Oxydase, Gram, Mobilité, VP, RM,
Hémolyse, Nitrates, Camp-test, API - Listeria

Schéma N°10
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LISTE DES PROFILS NUMERIQUES DES LISTERIA SUR GALERIE API

2150
2170
2250
2310
2311
2330
2340
2350
2370
2410
2510
2550
2711
2750
2770
3110
3120
3130
3150
3170
3210

3250

3270
3300
3310
3311
3330
3340
3350
3360
3370
3520
3711
3730

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 ivanovii

Listeria ivanovil

Listeria seeligeri / ivanovii
Listeria ivanovii

Listeria ivanovii

Listeria seeligeri / ivanovii
Listeria seeligert

Listeria welshimeri
Listeria ivanovii

Listeria ivanovii

Listeria ivanovii

Listeria ivanovii -

Listeria ivanovii

Listeria grayi

Listeria welshimeri
Listeria ivanovii

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
7720

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 grayi

Listeria monocytogenes
Listeria welshimeri
Listeria welshimeri
Listeria innocua
Listeria welshimeri
Listeria grayi

Listeria grayi

Listeria welshimeri

‘Listeria seeligeri/welshimeri/innocua

Listeria welshimeri
Listeria grayi
Listeria grayi
Listeria innocua
Listeria innocua
Listeria welshimeri
Listeria grayi
Listeria grayi
Listeria welshimeri
Listeria welshimeri / innocua
Listeria welshimeri
Listeria grayi
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Chapitre 1 : Analyse bactériologique.

I.1. Premier lot :

Les résultats obtenus & partir des 1432 prélévements analysés sont
rapportés dans le tableau XV ci dessous.

Tableau XV : Résultats globaux.

1 lot 2°™¢ Jot 3™ lot Total
Cas positifs . Nombre 24 0 4 28
% 1,86 ' 0 50 1,96
Cas négatifs Nombre 1263 137 4 1404
% 98,14 100 50 98,04
Total des prélevements 1287 | 137 8 1432

A partir du premier lot, sur les 1287 prélévements analysés :
- 24 se sont révélés positifs, soit 1,86 %.
- 1263 se sont révélés négatifs, soit 98,14 %.

lot 1

cas +
cas -
O total

1.2. Deuxiéme lot :

A partir du deuxiéme lot, lé:s 137 prélévements analysés se sont révelés tous

négatifs, donc 100 %.
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1.3. Troisiéme lot :

En ce qui concerne le troisi¢éme lot, sur les 8 prélévements analysés :

- 4 se sont révélés positifs, soit 50,0 %.
- 4 se sont révélés négatifs, soit 50,0 %..

lot 3

1.4. Résultats globaux :

Au total, 1432 prélévements ont été analysés :
- 28 se sont révélés positifs, soit 1,96 %.
- 1404 se sont révélés négatifs, soit 98,04 %.

g cas +

cas -
total
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Chapitre II : Répartition géographique des souches isolées.

L’origine géographique des 24 souches de Listeria isolées a partir du

premier lot, figure dans le tableau XVI, cl—apres.

Tableau XVI : Origine géographique des 24 souches isolées du 17 lot.

Ain Defla | Birkhadem Blida Boudouaou Total

Cas positifs Nombre 6 8 4 6 24
.% 1,81 2,91 3,64 1,05 1,86
Cas négatifs  Nombre 324 267 106 566 1263
% 95,19 . 97,09 96,36 98,95 98,14
Total des prélevements 330 275 110 572 1287

Sur les 1287 prélévements analysés, 24 souches de Listeria ont été isolées :

-  6 souches (soit 1,81 %) a partir des 330 prélevements de I’exploitation de

Ain Defla alors que 324 prélévements sont négatifs (soit 98,19 %).

- 8 souches (soit 2,91 %) a partir des 275 prélevements de ’exploitation de

Birkhadem alors que 267 prélévements sont négatifs (soit 97,09 %)

- 4 souches (soit 3,64 %) a partir des 110 prelevements de I’exploitation de
. Blida alors que 106 préléevements sont négatifs (soit 96,36 %)

- 6 souches (soit 1,05 %) a partir des 572 prélevements de I’exploitation de
Boudouaou alors que 566 prélévements sont négatifs (soit 98,95 %) .
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Chapitre I11 : Caractérisation biochimique.

La caractérisation biochimique des 28 souches de Listeria isolées a partir
du 1% et 3%™ lots est rapportée dans le tableau XVIL.

Tableau XVII : Caractérisation biochimique des 28 souches de Listeria isol€es.

1" lot 3¢ | Nombre| %

Ain Defla| Birkhadem | Blida |Boudouaou lot
Listeria 2 3 1 2 2 10 35,71
monocytogenes -
Listeria 4 4 3 4 2 17 60,71
innocua
Listeria 0 1 0 0 0 1 3,58
ivanovii
Total des 6 8 4 6 4 28 100
souches isolées

Les résultats de 1’identification biochimique des 28 souches de Listeria isolées
caractérisent les sérotypes suivants :

° Li&teria monocytogenes : 10, soit, .35,71 %.

e Listeria innocua : 17, soit 60,71 %.

o Listeria ivanovii : 1, soit 3,58 %.

gl mono
Ol innoccua
M| ivanovii
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Chapitre IV : Ordre chronologique des souches isolées.

I'ordre chronologique d'isolement et d'identification des 28 souches de
Listeria en fonction de l'origine des prélévements, figure dans le tableau XVIII
C1-apres. '

Tableau X VIII : Ordre chronologique d'isolement des souches.

Mois d'isolement | Origine Listeria Listeria Listeria

~ , monocytogenes innocua ivanovii
Février 2000 Ain - Defla 1 / /
Mars 2000 Blida 1 / /
Boudouaou / 1 /
Avril 2000 Ain - Defla 1 / /
Birkhadem 1 / /
Mai 2000 Blida / 2 /
Boudouaou / 1 /
Juin 2000 Birkhadem / / 1
Juillet 2000 Ain Defla / 1 /
Octobre 2000 Blida -/ 1 /
Novembre 2000 Birkhadem 1 1 /
Décembre 2000 Boudouaou / 1 /
Janvier 2001 Ain Defla / 2 /
Février 2001 Boudouaou 1 1 /
Birkhadem / 1 /
Avril 2001 Laiterie privée 2 2 /
Mai 2001 Birkhadem 1 2 /
Juillet 2001 Ain Defla / | /
Aout 2001 Boudouaou 1 / /
Total des souches 10 17 1
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Chapitre V : Lysotypie.

Quant a la sérotypie des souches isolées, ne disposant pas de sérums
spécifiques, nous avons adressé nos souches a trois laboratoires différents qui
ont accepté volontairement cette collaboration. Les souches ont été réparties
comme suit :

> Laboratoire du Chimiste Cantonal de Genéve, Suisse (Service du Pr

Y

Claude Corvi ) : Les 8 premiéres souches de Listeria isolées entre Février
et Mai 2000 dont 4 monocytogenes et 4 innocua, en Juin 2000.

Laboratoire de microbiologie des Denrées Alimentaires, Faculté de
Médecine Vétérinaire, Université de Liége, Belgique (Service du Pr
Georges Daube), les 6 souches de Listeria isolées entre Juin et Décembre
2000 dont 1 monocytogenes, 4 innocua et 1 ivanovii, en février 2001.

Centre National de référence des Listeria, Institut Pasteur de Paris,
France (Service du Pr Paul Martin et du Pr Jocelyne Rocourt ), les 14
souches de Listeria isolées entre Janvier et Aodt 2001, dont 5

monocytogenes et 9 innocua, en septembre 2001

Les résultats de la lysotypie sont rapportés par laboratoire, en fonction de leur
origine et de leur date d’isolement dans les tableaux suivants :

Tableau IXX : Sérovars des souches typées par le laboratoire Suisse.

Origine Date Identification Nombre de | Sérovars
d'isolement biochimique souches
Ain - Defla  |Février 2000 | Listeria monecytogenes 1 4b
Blida Mars 2000 | Listeria monocytogenes 1 4b
Boudouaou |Mars 2000 | Listeria innocua 1 6a
Ain - Defla | Avril . 2000 | Listeria monocytogenes 1 4b
Birkhadem |Avril 2000 | Listeria monocytogenes 1 4b
Blida Mai | 2000 | Listeria innocua 2 6a/6a
Boudouaou - |Mai 2000 | Listeria innocua 1 6a
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Tableau XX : Sérovars des souches typées par le Laboratoire Belge.

Origine Date Identification Nombre de | Sérovars
d'isolement biochimique souches
Birkhadem |Juin 2000 | Listeria ivanovii 1 o
Ain Defla Juillet 2000 | Listeria innocua 1 6a
. Blida Octobre 2000 | Listeria innocua 1 6a
Birkhadem | Novembre 2000 | Listeria monocytogenes 1 4b
Birkhadem |Novembre 2000 | Listeria innocua 1 6a
Boudouaou |Décembre 2000 | Listeria innocua 1 6a

* Ne disposant pas de sérums spécifiques pour les souches de Listeria ivanovii,
le typage n'a pu étre fait, une simple confirmation biochimique a été faite.

Tableau XXI : Sérovars des souches typées par le laboratoire Frangais.

Origine Date Identification Nombre |Sérovars
d'isolement biochimique de souches

Ain Defla Janvier 2001 | Listeria innocua 2 oy
Boudouaou |Février 2001 | Listeria monocytogenes 1 4b
Boudouaou |Février 2001 | Listeria innocua ] *
Birkhadem Février 2001 | Listeria innocua 1 ¥
Laiterie privée | Avril 2001 | Listeria monocytogenes p. 4b/ 4b
Laiterie privée | Avril 2001 | Listeria innocua 2 i
Birkhadem Mai 2001 | Listeria monocytogenes 1 4b
Birkhadem Mai 2001 | Listeria innocua 2 */*
Ain Defla Juillet 2001 | Listeria innocua 1 il
Boudouaou | Aot 2001 | Listeria monocytogenes 1 4b

* Compte tenu de la charge de travail du Centre National de Référence des
Listeria de ITnstitut Pasteur de Paris d'une part , et du peu d'intérét de la
lysotypie des souches autres que Listeria monocytogenes d'autre part , le typage
des souches Listeria innocua n'a pas été jugé utile , surtout que cette derniere
n'est pas considérée comme pathogene .

La lysotypie des souches a révélé les résultats suivants :

o Les 10 souches de Listeria monocytogenes ont toutes €té confirmées et
possedent toutes le serovar 4b,

o Les 17 souches de Listeria innocua, ont toutes ¢été confirmées
biochimiquement et seulement 8 d’entre elles ont été typées serovar 6a.

o La souche de Listeria ivanovii n’a pas été typée par manque de sérum
spécifique.
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Chapitre I : Méthode d'analyse. -

Notre étude s’est donc attachée d’abord et en premier lieu, au choix, a la
mise en place et & la maitrise d’une méthodologie de recherche, d’isolement et
d’identification de ce germe.

Qu’il s’agisse de lait cru ou d’une autre denrée, le probleme que pose
actuellement la technique de recherche des Listeria se trouve confronté au choix
d’une technique de référence réalisable dans nos conditions de travail, ayant
comme principaux Criteres :

- Rapidité,

- Sensibilite,

- Spécificite,

- Fiabilité,

- Faible coft.

La solution est relativement simple lorsque les Listeria sont abondantes dans le
prélévement a analyser : un simple isolement sur un milieu sélectif suffit parfois -
pour les récupérer. Or, dans la majorite des cas, lorsqu’il s’agit d’analyses de
laits crus, le probléme ne se pose pas de la méme facon : les Listeria sont
généralement en petit nombre et elles sont accompagnées d’une flore associée et
abondante. C’est le cas également de certains fromages ou le microbiologiste
cherche  mettre en évidence une ou plusieurs cellules de Listeria dans 25
grammes de fromage contenant une flore lactique trés abondante ; il se trouve
alors confronté au probléme de la compétition microbienne. |

A cet effet, certaines méthodes d’enrichissement sélectif s’imposent, mais
prolongent nécessairement et de fagon systématique les délais de réponse,
souvent incompatibles avec la durée de vie de certains aliments.

Dans ces cas, il faut avoir recours aux techniques rapides comme la technique
RapidL’mono, qui ne sont pas forcement aussi fiables et peut étre méme, moins
sélectives que la méthode AFNOR. De plus, beaucoup d’entre elles nécessitent
une confirmation par cette dernicre.

Le choix de la méthode AFNOR : NF. V 08-055 est justifié pour les raisons
suivantes :
o méthode de référence, homologuée et validée,
o elle permet une sélection performante des Listeria grace aux supplements
utilisés,
o clle permet également la récupération des Listeria dans les produits
alimentaires présentant une poly-contamination importante,
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elle permet la croissance des Listeria "stressées" par des conditions li€es
au produit (acidité du lait),

elle est fiable, sensible et rapide,

elle est moins cofiteuse par rapport aux autres techniques,

tout résultat trouvé positif par une autre méthode doit étre confirmé
par la méthode AFNOR, pour I’isolement du germe,

disponibilité des milieux de culture, réactifs et galerie biochimique a
I'Institut Pasteur d'Algerie.
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Chapitre II : Analyse bactériologique.

I1.1. Premier lot :

Les résultats des 1287 prélévements traités au cours de I’enquéte menée dans la
région ont révele :

- 24 cas positifs, soit 1,86 %.

- 1263 cas négatifs, soit 98,14 %.

Nos résultats :
- "d’une part, sont similaires a ceux rapportes :
» En France par J. Rocourt (1994) et J.P Larpent (1995), soit 2,30 % et
1,90 %, respectivement
* En Espagne par J.M Soriano (2000), soit 2,90%.
- d’autre part, ils confirment la présence des Listeria en Algérie mais aussi leur
rarete.

Les travaux de C.Lahellec et B.Lombard (AFSSA, 2000) ont permis de constater
~que dans le cadre de la technique AFNOR, et particuliérement lors de
l'identification biochimique, il est quelque fois impossible de faire la distinction
entre les différentes especes de Listeria. Cela est d'autant plus marqueé, que la
compétition existante enire la croissance de Listeria monocytogenes et Listeria
innocua est souvent a l'avantage de Listeria innocua. '

Cependant a nos jours, il n'existe pas de meilleure alternative. Des améliorations
pourraient étre réalisées en utilisant des géloses chromogénes permettant de faire
d'emblée, la distinction entre Listeria monocytogenes et les autres espéces
(37,64). '

Nos résultats se répartissent comme suit :

> Ain Defla, 6 souches sur 330 préléevements dont :
s 2 Listeria monocytogenes,
e 4 Listeria innocua.

> Birkhadem, 8 souches sur 275 prélevements dont :
» 3 Listerig monocytogenes,
e 4 Listeria innocua.
o 1 Listeria ivanovii.

> Blida, 4 souches sur 110 prélévements dont :
o 1 Listeria monocytogenes,
e 3 Listeria innocua.

> Boudouaou, 6 souches sur 572 prélévements dont :
e 2 Listeria monocytogenes,
e 4 Listeria innocua.



Autotal :
a 8 souches de Listeria monocytogenes,
a 17 souches de Listeria innocua,
a 1 souche de Listeria ivanovii.

I1.2. Deuxieme lot :

Les résultats des 137 prélévements regus n’ont montré aucun cas positif.

11.3. Troisiéme lot :

Les résultats, de lenquéte effectuée dans la laiterie privée ou Listeria
monocytogenes a été diagnostiquée a partir de produits finis (fromages a base de
lait cru), les 8 prélévements ont révelé :
e 4 cas positifs, soit 50,0 % dont :
a2 Listeria monocytogenes ,
» 2 Listeria innocua
o 4 cas négatifs, soit 50,0%

Nos résultats ont donc confirmé et situé la source de contamination.

De nos jours, on parle de plus en plus de notions de colonisation d’ateliers :
nouvelle donnée en ce qui concerne Pinterprétation des analyses
microbiologiques en industrie agro-alimentaire (cf. prophylaxie dans les
industries page 56).

De plus, pour mieux s’adapter aux exigences a la fois des éleveurs, des
industriels et surtout des consommateurs, il est impératif et méme urgent de
mettre en place les systémes HACCP en entreprise. Ces derniers, fondés sur la
maitrise des points critiques élimineront au moment opportun, toute matiere
premiére et particuliérement le lait cru s’il est contaminé par Listeria ou un autre
microorganisme pathogene.

I1.4. Résultat global : "y

Le résultat global de notre étude a montré :
o 28 cas positifs, soit 1,96 %o.
a 1404 cas négatifs, soit 98,04 %.

Ce taux de 1,96 %, loin d’étre négligeable, est en conformité avec ceux
rapportés par la littérature (46, 62). Il prouve la présence de Listeria
monocytogenes, pathogéne pour ’homme et ’animal, ce qui signifie qu'on
n’est pas a labri d’une éventuelle flambée épidémique avec toutes les
conséquences qui s’en suivent, en particulier, celle relative a la mortalité chez
I’homme qui est de 25 2 30 % (J. Rocourt , 1994). '
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Listérioses animale et humaine offrent beaucoup de similitudes :
o Toutes deux proviennent essentiellement de contaminations alimentaires.
o Toutes deux présentent également la méme symptomatologie dominee par
des avortements et des accidents périnataux et encéphaliques .

De nos jours, on est donc bien conscient que la listériose est une maladie rare,
mais grave. La vigilance doit donc etre de régle.

Les accidents épidémiques dus a Listeria monocytogenes sont parfois graves,
souvent spectaculalres et concernent des catégories bien précises de la
population, & savoir les personnes agées, les enfants, les femmes enceintes et les
immunodéprimes.

Listeria est ubiquiste et la prévention ne peut malheureusement reposer que :

a sur ’information des consommateurs d’une part,

o sur la qualité microbiologique des aliments (mode de fabrlcatlon de
transport, de stockage et de consommation) d’autre part,

Si on essaie d’étre de plus en plus vigilant en ce qui concerne I’absence de
Listeria dans les aliments consommés par ’homme, 1’animal en revanche,
herbivore en particulier, est directement au contact des bactéries
environnementales par I’herbe qu’il ingere.

Pour cela, un contrdle bactériologique systématique s’impose et concerne a la
fois les matiéres premiéres locales et/ou importées, les chaines de fabrication et
les produits finis d’origine publics et privés.

Par ailleurs, il va sans dire, qu’en matiére de cot, une épidémie de Listériose

coliterait certainement plus cher a 1’état, que des actions de prévention.
L’exemple du dernier épisode de Botulisme survenu en été 1999, en est témoin.
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Chapitre 111 : Lysotypie.

Les résultats de cette étude montrent que 100 % des souches de Listeria
monocytogenes isolées possédent le serovar 4b. Ce dernier a été mis en évidence
dans 10 souches parmi les 28 isolées, soit 35,7 %. 1l s’agit du serovar le plus
incriminé dans les cas de Listériose humaine et animale.

En France, la lysotypie est dintérét limité puisque plus de 95 % des souches
isolées des infections cliniques appartiennent au sérovar 1/2a , 1/2b ou 4b. Il n'y
a pas de rapport entre un serovar particulier et son origine géographique et
animale (62). ‘

Presque la moitié des souches de Listeria innocua, possédent le serovar 6a qui
n’est pathogéne ni pour I"homme, ni pour ’animal d’ou le peu d’intéret a son

typage.

Par contre, bien que pathogéne surtout pour les ovins et caprins, la souche de
Listeria ivanovii n’a pas été typée par manque de sérum spécifique.

A partir de ces résultats, une question trés préoccupante reste posee : S’agit-il de
sérovars locaux ou de sérovars importés ?

Beaucoup d’investigations restent, a notre avis, a prévoir dans ce sens pour
établir réellement la situation épidémiologique dans notre pays.
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Conclusion.

Bien que rares mais graves, les épidémies de listériose constituent
toujours un probléme majeur aussi bien en santé animale qu'en santé publique.
Elles se caractérisent par un taux de mortalité assez important et, a ce titre, elles
nécessitent une grande vigilance de la part des vétérinaires, des médecins, des
hygiénistes et des industriels et surtout les consommateurs.

Comme la majorité des cas humains, résulte de l'ingestion d'aliments et en
particulier de lait cru, des mesures urgentes doivent étre mises en ceuvre en vue
d’améliorer leur qualité hygiénique.

De ce fait, et a l'instar de ce qui se passe au niveau mondial, notre pays a tout
intérét a mettre en place des systémes de surveillance épidémiologique, surtout
que la majorité de notre alimentation provient de pays endémiques.

I'absence totale de Listeria dans les denrées alimentaires reste illusoire et une
réglementation doit étre aussi bien instaurée que respectée. Sinon, il convient
alors de faire un choix entre accepter de manger des aliments éventuellement
faiblement contaminés ou ne consommer que des denrées alimentaires stérilisées
ou cuites a haute température et dans ce cas, il faut bannir de son alimentation
les crudités, le lait cru, les produits au lait cru, les salaisons et les poissons
fumés. Cette derniére attitude doit par contre, étre respectée par les femmes
enceintes, les individus immunodéprimés et les personnes dgées. Ces mesures
apparaissent excessivement contraignantes pour les personnes en bonne sante
qui, a condition de veiller aux bonnes régles d'hygiene des aliments courent un
risque minime.

Nos travaux ont montré la présence de Listeria, particulierement Listeria
monocytogenes, a des taux certes faibles, tout comme le rapporte la littérature,
cependant une flambée épidémique n'est pas a exclure. :

A cet effet, beaucoup de précautions restent a prendre aussi bien en élevage
qu'en industrie.

Le dépistage et l'abattage systématique de tous les bovins porteurs sains de
Listeria doit étre préconisé, dans le but de lutter contre ce fléau et de limiter le
nombre de foyers infectieux qui véhiculent le germe constituant ainsi les
principaux vecteurs de transmission de la maladie.

Enfin, I'éradication totale de la listériose reste illusoire, toutefois, la prophylaxie
demeure a notre avis l'unique moven de lutte et de protection.
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Recommandations.

A l'issue de ce travail, nos principales recommandations sont les suivantes :

Poursuite de ’enquéte de listériose et I’étaler a d’autres régions du pays,

. Standardisation de la technique de recherche a 1’échelon national,

3. Mise en place de techniques rapides de type RapidL.’mono surtout dans les
élevages a risques ou a forte suspicion,

4. Mise en place de la méthode de dénombrement des Listeria particuliérement

‘dans les cas d’épidémies, :

Etude de la sensibilité des souches isolées vis a vis des antibiotiques,

6. Mise en place de la sérotypie des souches isolées particulierement dans les
cas des épidémies de listériose humaine et animale,

7. Création d’un centre national de référence des Listeria,

8. Mise en place de dispositifs officiels de surveillance épidémiologique, a
I’instar de ce qui se passe en Europe, aux USA, et au Canada, dispositifs qui
permettent d’anticiper 1’apparition de cas humains ou animaux,

9. Dépistage précoce dans tous les cas d'avortements chez les femmes et mise
en place d'enquétes au niveau des services de maternite,

10.Dépistage précoce des animaux porteurs sains au niveau des €levages
intensifs de bovins laitiers modernes, a partir du lait, des selles

11.Dépistage a partir de I’environnement (alimentation : ensilage ),

12.Dépistage a I’importation, au niveau des lazarets, surtout lorsqu’il s’agit
d’importation d’animaux, a partir de pays endémiques,

13.Dépistage a I’importation de denrées animales et d’origine animale, surtout
lorsqu’il s’agit d’importation, a partir de pays endémiques,

14 Enquétes réguliéres au niveau industriel, particulierement au niveau des
industries laitieres,

15.Informer les consommateurs sur la gravité de la listériose, particulierement
les femmes enceintes,

16 Insister toujours auprés des éleveurs et des industriels sur les niveaux
d’hygiéne requis,

17 Informer les éleveurs, sur les risques encourus par la distribution d’ensilage
mal conservé, contaming, et contenant des mottes de terre,

18 Sensibiliser les éleveurs et les industriels sur la mise en place de systémes
HACCP le plus rapidement possible et dans les meilleures conditions,

19. Abattage systématique des bovins atteints de listériose car ils constituent des
réservoirs permanents,

20.Sensibiliser d’avantage les vétérinaires praticiens sur les demandes de

recherche des Listeria particuliérement dans les cas d’avortements ¢t de

méningites ou méningo-encéphalites ,

o —

n
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Annexe : 1

1. Matériel de travail

» Equipements de laboratoire
Il s'agit en somme, des équipements classiques d'un laboratoire de microbiologie
alimentaire a savoir :

Etuves bactériennes réglées a différentes températures : 30 et 37 °C,
Bain-marie réglé a 44°C,

Hotte a flux laminaire,

Autoclave ; 120°C,

Balance électronique : environ 100 gr

Combiné : Réfrigérateur - Congélateur,

Microscope optique binoculaire, grossissement : 40 et 100,

Bec bunsen.

» Consommable

Milieux de culture (dont les formules figurent en annexe 2),
¢ Bouillon Fraser avec supplément,

e Gélose Palcam avec supplément,

o . Gélose au Sang,

o (Geélose TSAYE,

Gélose mobilité,

Gélose TSA,

Gélose de conservation,
API - Listeria,

s Huile de cedre.

Réactifs :

o FEau oxygéneée,

e Disque d'oxydase,

e Colorants de Gram,

e Huile a immersion,

Réactif de Kowacs,

o VPIetVPII,

o Rouge de méthyl,

e Nitrate [ et Nitrate I1,

e Ampoules de suspension Medium de 2 ml,
e Ampoule de réactif ZYM. B,

e Suspension d'une opacite égale a 0,5 Mac Farland.
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e Matériel biologique : souches de référence :
e Listeria monocytogenes référence : ATCC 19118
e Staphylococcus aureus référence : ATCC 25923
e Rhodococcus equi référence : ATCC 6939

"~ o Verrerie :

e Flacons en verre stériles de 500 ml,

e Pipettes graduées stériles de 1, 2, 5 et 10 ml,
o Pipettes Pasteur,

e Lames et lamelles,

e Tubes de 16 mm de diameétre stériles.
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Annexe : 2

2 Formules des milieux de culture

1. Bouillon FRASER.

Composition :

Constituants Quantité en g/l
Peptone de protéase ' 5,0
Tryptone 5,0
Extrait de viande de beeuf 5,0
Extrait de levure ' 5,0
NaCl 20,0
NazHPO42H20 . 12,0
KH,PO4 1,35
Esculine 1,0
Chlorure de lithium 3,0

Principes :

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

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

- Le chlorure de lithium inhibe la plupart des Entérocoques susceptibles
d’hydrolyser I’esculine.

Préparation :

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

Répartir ensuite le milieu a raison de :
-225 ml par flacon qui serviront aux enrichissements primaires,
- 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 I’utilisation du bouillon Fraser au demi tout comme le bouillon
Fraser, ils doivent étre additionnés de leur supplément dont la formule est la
suivante :
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Composants Quantité
Acide nalidixique 22,5 mg
Acriflavine 28,125 mg
Citrate de Fer (III) ammoniacal 1,125 ¢

Reconstituer stérilement un flacon de supplément par 22,5 mi d’un mélange 1/1
eaw/éthanol stérile (soit 11,25 ml d’eau distillée stérile et 11,25 ml d’éthanol ).

Mélanger doucement pour dissoudre.

Ajouter ensuite éSéptiquement :
= 225 ml de la solution ainsi préparée, a 225 ml de bouillon Fraser au demi,
= (,10 ml de la solution ainsi préparée, & 10 ml de bouillon Fraser.

Bien mélanger avant d'introduire I’inoculum.

Une fois reconstitué, le supplément doit étre maintenu a +4°C, a Uabri de la
lumiére 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 :

= Pacide nalidixique bloque la réplication de ’ADN des microorganismes
sensibles & cet antimicrobien (Gram négatifs surtout ), |

» [’acriflavine supprime la croissance de microflore secondaire Gram positif, y
compris Lactobacillus bulgaricus et Streptococcus thermophilus,

le citrate de fer ammoniacal permet de visualiser I’esculétine produite par
Listeria & partir de I'esculine présente dans le milieu.

En présence des ions ferriques, 1’esculétine forme un complexe noir qui apparait

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

Composition :
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 citrate 0,5
Esculine 0,8
Glucose 0,5
Chlorure de lithium 15,0
Rouge de Phénol 0,08

Principes :

- La peptone favorise la croissance des Listeria.

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

- Le glucose et I'amidon représentent les sources énergetiques du développement.

- Le chlorure de sodium maintien I'équilibre osmotique.

- 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 l'ordre de 48°C.
Ajouter par la suite 2,25 ml du supplément Palcam reconstitue.

Homogénéiser et couler en boites de Pétri stériles.

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

Les boites ainsi préparées peuvent €galement étre conserveées a +4°C pendant 4 a
5 jours. )

Supplément sélectif pour gélose Palcam

Composants Quantité
Sulfate de Polymyxine B 5,0 mg
Ceftazidime 10,0 mg

- Acriflavine 2,5 mg
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11 s'agit d'un mélange de deux antibiotiques (Polymyxine et Ceftazidime ) et d'un

colorant antiseptique ( l'acriflavine ).

- La Polymyxine B inhibe les Gram négatifs, y compris Pseudomonas
aeruginosa , ainsi que quelques Gram positifs.

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

Mode d'emploi

On reconstitue le supplément en y ajoutant asepthuement 5 ml d'eau distillée
stérile.

Mélanger doucement et soigneusement, puis répartir en boites de Pétr1, 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 Quantité
Bouillon tryptone soja (1) : 300¢g
Extrait de levure 6,0¢g
Agar Agar : 9a18,0g (2)
Eau 1000 ml
(1)Digestat enzymatique de caseine 170¢g
Digestat enzymatique de farine de soja 30g
Chlorure de sodium v 508
Hydrogénophosphate dipotassique 25¢g
Glucose 25¢g
(2) selon le pouvoir gélifiant de 1" Agar-Agar

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 preferences Stériliser a 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.

103



4. Gélose au sang de mouton.

Composants Quantité
Digestat enzymatique de tissus animaux 15,0¢
Digestat enzymatique de foie 25¢g
" Extrait de levure 50¢g
Chlorure de sodium 50g
Agar Agar 9a180g¢
Eau 1000 ml

Préparation

Dissoudre les composants ou le milieu complet déshydraté dans 1’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 aséptiquement 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.

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 1’eau, en portant
a ébullition. Ajuster le pH a 7,3 a 25°C, puis répartir dans des flacons. Stériliser
a '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 aséptiquement 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 ’hémolyse
dans le Camp-test.
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6. Gélose Mobilité.

Composants Quantité
Digestat enzymatique de caseine 200¢g
Digestat enzymatique de tissus animaux 6,1g
Agar Agar 3ab6g
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 Uautoclave a 121°C pendant 15 minutes.
11 s’agit d’un milieu semi-solide qui favorise la mobilit¢ des germes. Il doit donc
8tre régénéré au bain-marie avant utilisation et I’ensemencement se fera alors

par piqiire centrale.



	001.tif
	002.tif
	003.tif
	004.tif
	005.tif
	006.tif
	007.tif
	008.tif
	009.tif
	010.tif
	011.tif
	012.tif
	013.tif
	014.tif
	015.tif
	016.tif
	017.tif
	018.tif
	019.tif
	020.tif
	021.tif
	022.tif
	023.tif
	024.tif
	025.tif
	026.tif
	027.tif
	028.tif
	029.tif
	030.tif
	031.tif
	032.tif
	033.tif
	034.tif
	035.tif
	036.tif
	037.tif
	038.tif
	039.tif
	040.tif
	041.tif
	042.tif
	043.tif
	044.tif
	045.tif
	046.tif
	047.tif
	048.tif
	049.tif
	050.tif
	051.tif
	052.tif
	053.tif
	054.tif
	055.tif
	056.tif
	057.tif
	058.tif
	059.tif
	060.tif
	061.tif
	062.tif
	063.tif
	064.tif
	065.tif
	066.tif
	067.tif
	068.tif
	069.tif
	070.tif
	071.tif
	072.tif
	073.tif
	074.tif
	075.tif
	076.tif
	077.tif
	078.tif
	079.tif
	080.tif
	081.tif
	082.tif
	083.tif
	084.tif
	085.tif
	086.tif
	087.tif
	088.tif
	089.tif
	090.tif
	091.tif
	092.tif
	093.tif
	094.tif
	095.tif
	096.tif
	097.tif
	098.tif
	099.tif
	100.tif
	101.tif
	102.tif
	103.tif
	104.tif
	105.tif
	106.tif
	107.tif
	108.tif
	109.tif
	110.tif
	111.tif
	112.tif
	113.tif
	114.tif
	115.tif
	116.tif
	117.tif
	118.tif
	119.tif
	120.tif

