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Les Listeria et plus particuliérement Listeria monocytogenes qui sont
responsables de la listériose humaine et animale, suscitent un intérét nouveau depuis
I'observation de flamblées épidémiques, en particulier sur le continent Nord-

Américain et en Europe.
L’origine alimentaire de la listériose humaine est désormais bien établie.

Le lait fut suspecté dés 1953 par Potel comme un mode possible de transmission
de la listériose & homme, mais ce n’est qu’a partir de 1983 avec I'épidémie de Boston

que l'attention a été attirée sur cet aliment.

Dans ce travail, notre intérét porte sur le lait et en particulier le lait cru de

chavre,

Dans une premiére partie, nous présentons une liste non exhaustive des
différentes techniques de recherche et d’identification des Listeria dans le lait et
produits laitiers, couramment utilisées par les laboratoires. Il s’agit des méthodes
classiques de détection des Listeria et depuis peu, de nouvelles techniques de détection

rapides.

Puis dans notre expérimentation personnelle, nous recherchons des Listeria a
partir d’échantillons de laits crus de cheévres, selon le protocole préconise par
Iassociation francaise de normalisation (AFNOR), qui actuellement est appliqué par la
majorité des laboratoires pour la recherche de Listeria monocytogenes dans les

produits alimentaires et agricoles.
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PREMIERE PARTIE :

LES DIFFERENTES TECHNIQUES
DE RECHERCHE DES LISTERIA
DANS LE LAIT
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Il existe différentes méthodes pour la recherche des Listeria dans les aliments,
en particulier dans le lait et les produits laitiers.

Dans la plupart des cas le nombre de Listeria contenu dans l’échantillon est
faible, ce qui nécessite des méthodes d’enrichissement sélectif souvent assez longues

(8).

Lorsque les cellules bactériennes ont subi des altérations sublétales, une étape de
pré-enrichissement en milieu peu ou pas sélectif est souvent bénéfique : milieu
UVLM I sans agent sélectif pendant 24 heures a 30° C, bouillon Columbia 6 heures a
20° C (8).
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[-PRINCIPE DE L'ENRICHISSEMENT SELECTIF

L’enrichissement est basé sur le principe d’incubation de l'aliment a analyser en
milieu liquide en présence ou non d’une substance inhibant les autres micro-
organismes. Ceci permet d’obtenir un enrichissement spécifique en Listeria (8}.

I-1-TECHNIQUE DENRICHISSEMENT AU FROID DE GRAY (8)

Les Listeria ont la propriété de se multiplier a +4° C : ce sont des bactéries
psychrotrophes. La méthode consiste & placer les échantillons a analyser a une
température de +4° C pendant plusieurs semaines a un mois ou plus.

Les échantillons sont mis au froid tels quels (lait) ou broyés dans un bouillon

nutritif ou dans de l'eau distillée stérile.

[-2-INHIBITEURS CHIMIQUES

Les Listeria étant résistantes a2 de nombreux inhibiteurs physico-chimiques, de
nombreux milieux d’enrichissement et milieux d’isolement sélectifs ont été mis au

point depuis ces derniéres années (17).

Le tableau 1 suivant regroupe les principaux inhibiteurs chimiques contenus

dans ces milieux.
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Tableau 1:

Exemples d’inhibiteurs utilisés dans les milieux sélectifs pour Listeria d’aprés
Ryser et Marth, 1991 (8).

MOLECULE Concentration MICROORGANISMES INHIBES
par litre
Acriflavine 10 mg Gram +, y compris Lactobacillus bulgaricus
et Streptococcus thermophilus
Bacitracine 5000 iU Grarmn +
Céfotétan 4-8 mg Staphylococcus aureus
Ceftazidine 50 mg Large specire
Colistine 20 mg Gram -
Cycloheximide 50 mg Champignans
Fosfomycine 64-512 mg Large spectre,
y compris Staphylococcus aureus
Furacine 10 mg E. coli, Micrococcus
Laxamoxef 4 mg Staphylococcus aureus
Chiorure de lithium 0.5 mg Gram - sauf Pseudomenas
Moxalactame 20 mg Large spectre
Acide nalidixique 40 mg Gram - sauf Pseudomonas et Proteus
Acide oxolinique 15-20 mg Large spectre
Phényléthanol 25 mi Gram - et Proteus
Polymyxine B 16 000 U Gram -,

y compris Pseudomonas
Quelques Gram +

Tellurite de K 05 g Gram —
Thiccyanate de K 375 g La piupart des Gram —,

Bacillus, corynéformes
Prapolis 13 mg Geam +

y compris Staphylococcus et Steptococcus
Rivanol 25 mg Staphylococcus, Streptococcus, Pseudomonas
Thallium acétate 0.2 g Gram -
Trypaflavine 40 mg Cocei Gram +

Parmi les bouillons d’enrichissement (Tableau 2) les plus utilisés on retiendra
par exemple :

- Enrichment Broth préconisé par la FDA (EB) (17),
- Listeria Enrichment Broth (LEB) décrit par Donnely et Baigent (17),

- bouillon Fraser.
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De méme, les géloses sélectives pour V'isolement contiennent des agents sélectifs
généralement identiques a ceux utilisés dans les bouillons d’enrichissement, mais

dans des proportions différentes (17).
Les plus employées sont (17, 8) :

- la gélose Oxford qui depuis 1990 a remplacé le milieu Mac Bride
Modifié (MMA),

- la gélose Palcam,

- la gélose Lee et Mac Lain (LPM).

Tableau 2:

Composition de milieux sélectifs utilisés pour l'isolement de Listeria (17).

Désignation Additifs 1

Bouillon EB | acriffavine, acide nalidixique.
eycioheximide

Bouillon LEB| acriflavine, acide nalidixique. esculine

Bouillon
Dominguez | acide nalidixique, polymyxine

Bouillon acriflavine, acide nalidixique,
Yousef cyclohéximide, citrate trisodique
Gélose Chlorure de lithium, cycloheximide,
MMA glycine anhydre

Gélose chiorure de lithium, moxalactam,
LPM glycine anhydre

Géilose AC acriflavine, ceftazidine

« Modified

Vogel-

Johnson acide nalidixique, moxalactam,
agar» tellurite de potassium

Gélose acide nalidixique, polymyxine,

PALCAM acriflavine, chicrure de lithium,
moxalactam, esculine, citrate ferrique

ammeoniacal
Gélose chlorure de lithium, citrate ferrique
Qxford amraoniacal, colistine, cefotéan,

cycloheximide, esculine, fosfomycine
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II-LES METHODES

La liste des méthodes qui suit n'est pas exhaustive ; seules les méthodes les plus
utilisées et les plus appropriées a la recherche des Listeria dans le lait et produits

laitiers figurent ci-dessous.

11-i-METHODE FDA : PRECONISEE PAR LA FOOD AND DRUG ADMINISTRATION

La technique FDA est une méthode officielle qui a été développée a la suite de
I'épidémie de 1983 dans le Massachussets (17).

Cette méthode peut étre utilisée pour la recherche des Listeria dans les produits

laitiers (3).
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25 g (ou ml) d’échantillon homogénéisé dans 225 ml
de bouillon d’enrichissement sélectif (EB) :
FDA Bouillon trypticase soja
enrichment + extrait de levure 6 g/1
broth + acide nalidixique sel de
sodium 40 mg/1
+ acriflavine HC1 15 mg/1
+ cycloheximide 50 mg/]
pH73+0,2
Incubation a 30° C
24 h 48 h 7 jours

0,1 ml repris dans 10 ml
d’un bouillon EB
incubation 24 h 4 30° C

Dilution de 1 ml
de bouillon
enrichi dans 9 ml
de KOH
a05%

Gélose OXFORD
35° C

Gélose LPM
30°C

Incubation 48 h

Observation des colonies vert-bleudtres en lumiére transmise en oblique

Repiquage des colonies suspectes sur gélose TSA-YE

IDENTIFICATION
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[I-2-NORME FIL (Fédération Internationale de Laiterie) (8)

Norme FIL 143-1993 F ISO/CD 10560.

25 g{ouml) + 225 ml de
d’échantillon bouillon LEB

A
Incubation 48 ha30°C

v
Repiquage sur gélose
OXFORD ou PALCAM

Incubation 48 h a 37° C

v

Ensemencement des colonies

suspectes sur gélose TSA-YE

Incubation 24 h 4 37° C

h 4
IDENTIFICATION

On peut choisir entre la gélose Oxford, Oxford modifié (Mox) ou Palcam qui ont
des performances proches. Cependant, a partir des géloses Oxford et Mox on observe
parfois un mélange de Listeria avec d’autres micro-organismes, et le choix des colonies

est quelquefois délicat (3).
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11-3-AUTRES PROTOCOLES UTILISES PAR CERTAINS LABORATOIRES DE CONTROLE

Par rapport a la norme AFNOR que nous avons utilisée et qui sera développée
dans la deuxiéme partie expérimentale de ce travail, il existe d’autres protocoles

publiés et employés par certains laboratoires.

11-3-1-Dans le lait (8)

Echantillon 0,2 ml P PALCAM 24 h- 48 h 2 37° C

v

50 ml

+ 50 ml de bouillon

d’enrichissement (EB)

Incubation 7 jours a 37° C

0,2 ml p PALCAM 24 h- 48 ha 37° C




24

1I-3-2-Dans les fromages (8, 4)

100 g d’échantillon broyés

au stomacher
0,2 ml p PALCAM 24 h- 48 ha 37° C

+ 200 ml de bouillon
d’enrichissement (EB)

24ha37°C

v
02ml P PALCAM24h-48h2a37°C

Dilutions 101 - 102 -10-3 traitées par KOH
P

A4
PALCAM 24 h-48ha37°C

Dans le but d’un dénombrement, on ensemence 0,2 ml de 3 dilutions
successives 101, 102 et 103 de ce bouillon d’enrichissement a raison de 1 ml dans 9
ml d’une solution stérile de KOH a 0,5 % dans 'eau déminéralisée stérile (3).
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HI-IDENTIFICATION

Le genre Listeria est constitué de sept espéces : L. monocytogenes, L. ivanovii, L.
innocua, L. welshimeri, L. seeligeri, L. grayi et L. murrayi ; ces deux derniéres especes
ont été classées dans le Bergey’s manual (18) comme appartenant au genre Murraya
avec deux souches : Murraya grayi subsp grayi et Murraya grayi subsp murrayi.

L’identification des Listeria nécessite dans un premier temps la mise en
évidence d’un certain nombre de caractéres morphologiques et biochimiques qui
définissent le genre, et dans un deuxiéme temps, la différenciation des espéces de
Listeria a I'aide de critéres d’identification rapides et significatifs.

Il existe d’autres techniques permettant des caractérisations plus fines des

souches de Listeria :

- le sérotypage basé sur 'identification de l'antigéne pariétal
et de 'antigene flagellaire des Listeria.

- le lysotypage qui utilise des bactériophages pour une
caractérisation des souches encore plus précise.

[H-1-CARACTERES MORPHOLOGIQUES ET BIOCHIMIQUES COMMUNS AU GENRE
LISTERIA

L’ensemble des caractéres permettant l'identification du genre Listeria est
largement décrit dans le “Bergey’s manual of systematic bacteriology” (18) et figurent

dans le tableau 3.
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Tableau 3 : Caractéres morphologiques et biochimiques du genre Listeria (14, 15).

Bacille Gram + Esculine hydrolysée

Asporulé VP + (Voges Proskauer)

Non capsulé RM+ (Rouge de Méthyl)

Mobile & 20-25° C et immobile 4 37° C Uréase -

Aéro-anaérobie Indole et HaS non produits
Catalase +, oxydase - Gélatinase ~ (non protéolytique).

Fermente le glucose sans gaz

I1-2-DIFFERENCIATION ENTRE LES ESPECES DE LISTERIA

La différenciation des espéces est basée sur la recherche de 4 caractéres (tableaux
4 et5):

- hémolyse spontanée sur gélose au sang de mouton,
- CAMP-test avec Staphylococcus aureus et Rhodococcus equi,

- production d’acide a partir du D-xylose, L-rhamnose, a-méthyl-D-mannoside,

D-mannitol,

- réduction des nitrates.




Tableau 4 :

Différenciation des Listeria {(13).
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L.mono-

cytogeres

Livarovit

L. imoon

L.welshi-

men

L.seeligen

L.grayi

L.mugrayi

L.deri-
trifimrs

Hémolyse B sur

gélose au sang

++

(+)

Réduction des
nitrates en

nitrites

CAMP test avec
Staphylococcus

AUrens

(+)

CAMP test avec

Rhodococcus equi

Production
d’acides a partir
de:

D-mannitol
L-thamnose
D-xylose
o-méthyl D-

marrceide

+ + <

NT

+

NT

V = réaction variable

NT = non testé

( ) = réaction faible.
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Tableau 5: Différenciation biochimique des Listeria (8).

Réduction NOy en NO;
+] ! -
Ve

L. murrayi

mannitol
!

+‘J7 -
L. grayi
gran B-hémoiysel

+ -
Camp-test | R equi D-xylose
! ) 7 L
L. ivanovii Boylose L. welshimeri L. innacua
7 3
L. seeiigeri L. monocytogenes

Seule L. murrayi réduit les nitrates en nitrites, ce qui la différencie des autres
especes de Listeria.

L. murrayi et L. grayi fermentent le mannitol.

Seules L. seeligeri, L. monocytogenes et L. ivanovii possedent une activité béta-
hémolytique spontanée sur gélose au sang de mouton et sont différenciées par le
CAMP-test et par la production ou non d’acide a partir du D-xylose, L-rhamnose,
o-méthyl-D-mannoside.

L. welshimeri se différencie de L. innocua par sa production d’acide a partir du
D-xylose.

Le systéme plus classique de caractérisation des Listeria par les tests
biochimiques et qui est plus couramment utilisé, est le systéme Api-Listeria.
L’identification est réalisée en 24 heures, sans nécessité de tests complémentaires (8).
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IN-3-TYPAGE

Lors d’investigations épidémiologiques, une caractérisation tres fine des souches
isolées dans l'aliment suspect et chez le patient est nécessaire.

Pour cela des méthodes de typage sont utilisées pour caractériser Listeria.
111-3-1-Sérotypage

I’étude des antigénes somatiques (antigéne O) et des antigénes flagellaires
(antigénes ) réalisée en 1939 par Paterson puis plus tard par Seeliger et Hohne, a
permis d’aboutir a la classification actuelle des Listeria (9, 10).

On distingue 15 antigénes somatiques (I 2 XV) et 5 antigénes flagellaires (A a E)
9).

La combinaison de ces différents facteurs dans une méme bactérie permet de
reconnaitre 16 sérovars:1/2a,1/2b,1/2¢,3a,3b,3c,4a,4ab,4b,4¢c,4d,4e,75,6a,6b
(Tableau 6).

Le typage sérologique de Listeria peut s’effectuer a l'aide d’anticorps
cormmercialisés par le laboratoire DIFCO.

Malheureusement, seules les souches du sérogroupe 1 et 4 peuvent étre

distinguées (8).

En France, seul le Centre de Référence des Listeria (Institut Pasteur) effectue des

sérotypages approfondis (7, 8).
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Tableau 6 : Sérovars du genre Listeria (9).

ESPECES SEROVARS ANTIGENES SOMATIQUES (O} ANTIGENES
FLAGEL.
1122 i AB
1/2b (D ABC
1/2¢ Y 8 O
3a oy v AB
3b oy v (X X1 ABC
3¢ TR {HIIA" (XEE X6 8 D
Listeria 4a . ™ VI X ABC
monocytogenes 4ab 3h VoV vill X X ABC
' 4b {1y VoV ABC
4¢ 1)) v Vil ABC
4d (1n v V1 VI ABC
de {n AU VI IX - . ABC
7 {16} XIt XIik ABC
Listerfa ivanovii 5 (e vy Wi Vi X ABC
6a. {1n Vo VIVIR (1X) XV|ABC
Listeria Innocua 60 {1 V) (VIHVIR X X Xl ABC
4ab it VoVE VI IX X ABC
1/2h i (1) ABC
Listeria 4c | (1 v Vi
welshimeri ga i VoV IVID GX) XV
60 (1 (vi) X X Xl
1/2a i {m AB
1/2b I ABC
Listeria 1/2e . o B8 0O
seeligeri 4b . (1 ARV ABC
4c (Hn vV Vit ABC
4d (i} M vl Vil ABC
6b {(am V) (VI VHY) X X Xi ABC
M. grayi (1 X X E
subsp. grayi
M. grayi (Hy XN XV E

subsp. murrayi
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iII-3-2-Lysotypage

La lysotypie permet de caractériser les souches de facon plus précise.

La sensibilité de L. monocytogenes a différents phages permet de distinguer de
nombreux lysotypes a I'intérieur méme des sérotypes (8).

On dénombre actuellement 25 lysotypes parmi les souches des sérovars 1/2 a,
1/2bet1/2 cet 119 pour celles des sérovars 4 (14).

L utilisation de cette méthode a permis de tirer des conclusions quant a l'origine

de certains foyers épidémiques {9, 16).

Cependant, cette méthode a des limites car de nombreuses souches sont

résistantes aux phages (10, 17).
Seuls deux laboratoires pratiquent ce test en France (8) :
- le laboratoire du Docteur ROCOURT 2 I'Institut Pasteur de Paris,

- le laboratoire de Microbiologie et d’Hygieéne Hospitaliere du Professeur
AUDURIER 2 I'Hopital TROUSSEAU - CHR de Tours.
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IV-METHODES RAPIDES DE DETECTION DES LISTERIA

Les méthodes nouvelles de détection des Listeria directement a partir des
produits alimentaires présentent deux avantages : la rapidité et le dénombrement des
bactéries dans certains cas (6).

IV-1-LISTERTEST {6, 19, 20)

Le ListerTest (AES Laboratoire) est une technique basée sur la séparation
immunomagnétique, permettant l'isolement et la numération des Listeria en 24

heures.

Les bactéries sont capturées par des billes magnétiques microscopiques, sur
lesquelles sont fixés des anticorps anti-Listeria spécifiques.

Il n’est pas nécessaire de réaliser une étape de pré-enrichissement. En fait, les
bactéries vont pouvoir se développer sur les billes, ce qui constitue I'étape
d’enrichissement, d’olt un gain de temps appréciable.

Par Vaction d’un champ magnétique, sous forme d’un aimant, les billes vont se
séparer des autres micro-organismes présents dans l"échantillon et ainsi se concentrer ;
puis elles vont étre lavées et étalées sur un milieu gélosé non sélectif, suivi d'une
incubation de 18 a 20 heures a 37 ° C (Figure 1}).

Lorsque les colonies bactériennes se sont développées, une membrane de
nitrocellulose est déposée sur la boite de Pétri de fagon a obtenir une empreinte des
colonies a analyser.

Une solution d’anticorps monoclonaux spécifiques va réagir avec les bactéries
fixées a la membrane. Puis une seconde série d’anticorps marqués par une enzyme, la
phosphatase alcaline, va se lier aux premiers.

En ajoutant un substrat, il va apparaitre des “spots” colorés sur la membrane
permettant de localiser et dénombrer les colonies de Listeria sur la boite de Pétri
(Figure 2).
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Figure 1 : Principe de I'immunocapture du ListerTest (20).
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Figure 2 : Principe de I'immuncempreinte (20).
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Le ListerTest est quantitatif et permet d’exprimer le résultat par nombre de
bactéries : nombre de CFU/g.
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PROTOCOLE DU LISTERTEST

DIFFERENTES ETAPES DU TEST

Préparation échantillon

10 minutes

!

Enrichissement ——n] Immunocapture des Listeria

par
Immunomagnétisme

Incubation
18 4 20h, 37°C

J I'-3 heures

Dot-blot

l

incubation 120 minutes

Lavages. Etalement sur gélose

l

Empreinte des colonies. Lavages

40 minutes

'

Saturation

|

Lavages. Addition premier anticorps

|

10 minutes

incubation 30 minutes

Lavages. Addition second anticorps

10 minutes

l

Lavages. Révélation

incubation 30 minutes

30 minutes
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[V-2-LISTERSCREEN {20)

Le ListerScreen (AES laboratoire) est une méthode qualitative nécessitant un
enrichissement préalable de I’échantillon dans un bouillon Fraser-demi pendant 18 a

20 heures a 30 °C.

Les bactéries sont également capturées par un procédé immunomagnétiques
grace a des billes qui seront étalées sur un milieu gélose sélectif : gélose Palcam ou

éventuellement gélose Oxford.

L’isolement des Listeria est obtenu en 72 heures.
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PROTOCOLE DU LISTERSCREEN

DIFFERENTES ETAPES DU TEST

Enrichissement primaire

Incubation 18h-20h
30°C

QD

Enrichissement
par
Immunoséparation
magnétique

Incubation 20h et 48h
37°C

Préparation de I'échantillon

Enrichissement de I'échantillon en
milieu sélectif liquide

A4

Immunocapture des Listeria

Lavages - Etalement sur gélose

Isolement des Listeria présentes

10 minutes

Incubation 120 minutes

30 minutes
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IV-3-LISTERIA RAPID TEST (OXOID)

Cette technique est basée sur l'immunochromatographie et donne des résultats

en 43 heures.

Elle débute par deux étapes d’enrichissement en bouillon Fraser-demi puis dans
un bouillon d’enrichissement tamponné pour Listeria.

A partir de I'échantillon enrichi est extrait un antigene flagellaire de Listeria.

Dans chaque test unitaire est incluse une bandelette sur laquelle est fixée une
ligne d’anticorps spécifiques dirigés contre un antigéne flagellaire de Listeria.

D’autres anticorps spécifiques, liés a des particules de latex colorées, se déplacent
sur la bandelette en présence de I'échantillon.

Si I'antigéne flagellaire de Listeria est présent dans l'échantillon, celui-ci va étre
pris en “sandwich” entre la ligne d’anticorps immobiles et les anticorps mobiles qui se
seront déplacés jusqu’a "antigéne, d’out l'apparition d'une ligne bleue sur le test.

Une seconde ligne d’anticorps non spécifiques est immobilisée plus haut sur la
bandelette et lie I'excés de latex marqué, que I'antigéne soit présent ou pas ; ceci permet

de contrdler que le test a bien fonctionné.

1V-4-METHODE MALTHUS (5)

C’est une méthode de détection des Listeria, et plus particuliérement

L. monocytogenes et L. innocua, par conductance-métrie directe.
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25 g d’échantillon de produit non carné

225 mg de LEB (FDA)

incubation 24 a 48 heures a 30° C

ensemencement des cellules avec 0,1 ml de pré-enrichissement

incubation en analyseur Malthus 48 heures 4 35° C

v

Examen a 24 et 48 heures

Repiqua;rge des cellules positives sur LSA et BA

incubation 48 heures a 35° C

Examen des boites a 24 et 48 heures.

Cette technique est applicable a une large gamme de produits alimentaires

carnés ou non et produits de 'environnement.
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IV-5-LISTERIA DETECTION KIT (TRANSIA)

Ce kit de détection est basé sur une méthode immunoenzymatique donnant des
résultats en 48 heures.

Il s’agit d’une technique sandwich, utilisant deux anticorps monoclonaux, qui
permet de détecter semi-quantitativement la présence de Listeria sur différentes

matrices.
Ensuite il est possible de réaliser une identification {(8).

Ce kit de détection se présente en microplaque contenant 12 puits ol sont fixés

des anticorps monoclonaux.

—
100 pl d’échantillon + 100 pl de solution contenant
dans les puits les anticorps monoclonaux
couplés a une péroxydase
Réaction
immunologique incubation 1 ha 37° C
v
Lavage
Réaction + 100 ul de solution contenant le substrat.
enzymatique
incubation 30 minutes a température ambiante
A4

Lecture résultats :
- visualisation de la réaction colorée

- spectrophotométrie
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1V-6-GENE-TRAK ET GENPROBE (20)

Ce sont deux méthodes rapides de recherche et de dénombrement par sonde
froide, dont le principe est une technique d’hybridation moléculaire qui détecte les
séquences spécifiques portées sur I’ARNTr bactérien.

Ces deux tests commercialisés sous la forme d’un kit, nécessitent un
enrichissement de 24 & 48 heures en milieu liquide et un étalement sur milieu gélosé
de 24 a 48 heures avant leur utilisation.

* Gene-Trak :

L’ ARNr cible est reconnu par deux sondes spécifiques, une sonde de capture et
une sonde de détection qui utilise une activité enzymatique pour mettre en évidence
I'hybridation ARN/ADN.

La réaction finale est colorée et est détectée a 'aide d’un spectrophotometre.

* Gene-probe :

L'ARN est reconnu par une sonde marquée a I'ester d’acridinium ; la réaction
d’hybridation a lieu en solution ; la sonde en exces est €liminge.

La détection finale se fait a 'aide d’un luminometre.
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DEUXIEME PARTIE :
EXPERIMENTATION PERSONNELLE
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Le but de notre étude est la recherche de Listeria dans le lait de vache et de
chévre, en provenance du laboratoire Départemental d’analyses et de recherches de la
Haute-Vienne.

Notre méthode de recherche est basée sur l'application de la norme AFNOR
V08-055 publiée en décembre 1993 et ci-jointe en annexe.

La norme AFNOR décrit une méthode de routine pour la recherche des Listeria
dans tous les produits destinés a la consommation humaine ou a l'alimentation

animale.

Nous avons ajouté une variante au protocole de la norme AFNOR en innovant
une étape supplémentaire de pré-enrichissement au froid des échantillons de laits. En
effets les Listeria étant des bactéries psychrotrophes, nous avons voulu vérifier si un
pré-enrichissement au froid augmentait les chances d’isoler les bactéries.
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I-MATERIEL ET METHODES

I-1-ECHANTILLONS DE LAITS

Deux séries d’analyses ont été réalisées :

- une premidre série sur 57 laits de chévres (Cl a C57) et sur 14 laits de vaches

(V1 & V14). Les analyses ont débuté tot ou peu de temps apres la réception des
échantillons, ¢’est & dire dans les 1 a 8 jours.

- une deuxiéme série de 42 laits de cheévres est soumise & un protocole différent :
* |a recherche des Listeria est effectuée deés la réception des échantillons ;

* puis une deuxiéme recherche est effectuée sur ces mémes laits apres un séjour
de 30 joursa +4°C;

* enfin, une troisiéme recherche a été réalisée sur cette méme série de lait, apres
un séjour de 60 jours a + 4° C.

Chaque échantillon de lait correspond & un pool de laits en provenance d’un
élevage.

1-2-MILIEUX DE CULTURE ET REACTIES

I-2-1-Bouillon d’enrichissement primaire
Bouillon Fraser-demi (AES Laboratoire).

Le bouillon Fraser-demi est un bouillon d’enrichissement sélectif, destiné a

l’isolement des Listeria a partir de prélévements contenant une flore mixte.
Composition : ¢f Norme AFNOR en annexe.
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Les agents sélectifs retrouvés dans ce milieu sont l'acide nalidixique, l'aciflavine

et le chlorure de lithium.

Ce bouillon est préparé en mélangeant 55 g de poudre déshydratée avec 11 d'eau
distillée.

Apres répartition du bouillon dans des flacons a raison de 225 ml/flacon, ceux-ci
sont stérilisés a 121° C pendant 15 minutes a l'autoclave.

Aprés addition du supplément Fraser, l'ensemencement du bouillon Fraser-
demi est effectué en réalisant une dilution au 1/10éme, soit 25 ml de lait ajoutés a

225 ml de bouillon stérile.

I-2-2-Bouillon d’enrichissement secondaire
Bouillon Fraser (AES Laboratoire).

Le bouillon Fraser est de méme composition que le Fraser-demi mais est deux
fois plus concentré en acide nalidixique et acriflavine.

Il est préparé en versant 55 g de poudre dans un 11 d’eau distillée.

Le bouillon est répartit en tubes de 10 ml et stérilisé a 121° C pendant 15 minutes

a l'autoclave.
Aprés avoir ajouté le supplément Fraser, 'ensemencement est réalisé par

addition de 0,1 ml de Venrichissement primaire a 10 ml de bouillon Fraser.

I-2-3-Supplément Fraser (AES Laboratoire)

Il est destiné a supplémenter les bouillons Fraser-demi et Fraser en citrate

ferrique ammoniacal, au moment de leur utilisation.
2,25 ml de supplément sont ajoutés aseptiquement & 225 ml de bouillon Fraser-

demi et 0,1 ml a 10 ml de bouillon Fraser.

1-2-4-Gélose Palcam (AES Laboratoire)

La gélose Palcam est un milieu sélectif pour l'isolement des Listeria.
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Sa haute sélectivité est due a la présence de chlorure de lithium, de ceftazidime,
de polymixine B et d’acriflavine.

Composition : cf norme AFNOR en annexe.

Ce milieu est constitué d’une gélose de base et d'un supplément Palcam (AES).

La gélose de base est préparée par dissolution des composants de base
déshydratés dans I'eau, soit 70,9 g dans 1 litre d’eau, suivit d"une stérilisation & 121° C
pendant 15 minutes a autoclave.

Aprés refroidissement, le supplément Palcam est ajouté, sachant qu’un flacon
permet de supplémenter 500 ml de milieu.

Les géloses coulées en boites de Pétri, sont ensemencées en stries par 0,1 ml de

bouillon d’enrichissement.

I-2-5-Gélose trypticase soja (AES Laboratoire)

Composition : . Pastone 15¢g/1
. Peptone papainique  5g/l
. NaCl 5g/l
. Agar 15¢g/1

pH =73225°C.

La gélose est préparée par dissolution des composants de bases déshydratés (40 g)
dans l’eau (1 litre) en portant & ébullition, suivit d'une stérilisation a 121 °C pendant 15

minutes a ‘autoclave.

Apres avoir été coulées en boites de Pétri, les géloses sont ensemencées en stries.

I-2-6-Coloration de Gram

Elle consiste dans un premier temps, a réaliser un frottis a partir d’une colonie
de bactéries isolée sur gélose trypticase soja. Dans un deuxiéme temps, le frottis est
coloré par l'utilisation successive de cristal violet, de lugol, d'alcool et de safranine. La

coloration de Gram est examinée au microscope optique (objectif x 100).
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I.2-7-Recherche de la catalase

La catalase est une enzyme bactérienne capable de décomposer l'eau oxygénée
avec libération d’oxygéne, d’out I'apparition immédiate de bulles de gaz.

2 HoOo > 2HO+Op

La technique consiste & émulsionner une colonie bactérienne dans une goutte
d’eau oxygénée a 20 volumes sur une lame.

1-2-8-Eau peptonée

Composition : Pastone 15g
NaCl 5g
Eau distillée gsp 1000 ml
pH: 72

Aprés ensemencement d’une colonie de bactéries dans deux tubes d’eau
peptonée, I'un est incubé 4 20° C et l'autre a 37° C pendant 24 heures ; on réalise un état

frais que 1'on examine au microscope {(objectif x 40) afin d’observer la mobilité a 20° C
et 37° C.

1-2-9-Gélose nitrate (AES Laboratoire)

Elle est composée d’une gélose nutritive additionnée de 1 %o de nitrate de
potassium.

Composition : Gélose nutritive 8¢
Nitrate de potassium  1g
Eau distillée 1000 ml.
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La gélose est préparée en tubes & usage unique et stérilisée a 120° C pendant 20
minutes a l'autoclave. Puis les géloses sont inclinées extemporanément ou conservées
a+4°C.

Cette gélose permet la recherche d’une nitrate réductase. Elle est ensemencée en

stries & partir d’une colonie isolée.
Aprés 24 heures d’incubation & 37° C, on révéle la réaction par trois gouttes

d’acide sulfanilique et trois gouttes d’alpha-naphtylamine.
Une réaction positive se caractérise par une coloration rouge-brun traduisant la

réduction des nitrates en nitrites.
En cas de réaction négative, on ajoute de la poudre de zinc réducteur des

nitrates. Si une coloration rouge apparait, cela signifie que les bactéries sont nitrates -.

1-2-10-Gélose au sang de mouton

Elle est composée d’une base pour gélose au sang (AES laboratoire) a laquelle est
ajouté 5 % de sang défibriné stérile de mouton (Bio Mérieux).

Composition :

* Base pour gélose au sang :

Protéose peptone 15g/1
Digestion de foie 25g/1
Extrait de levure 5g/1
NaCl 5g/1
Agar 12g/1

pH final = 7,42 25° C
Stérilisation 20 minutes a 120° C.

La gélose au sang est coulée en boites de Pétri et ensemencée en stries a partir

d’une colonie bactérienne.

Aprés incubation 24 a 48 heures a 37° C, on observe le caractére hémolytique des

bactéries.
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[-2-11-CAMP-test

Ce test permet d’observer et de différencier le caractere hémolytique de
L. monocytogenes, L. ivanovii, et L. seeligeri (10).

Le CAMP-test utilise deux souches de bactéries, Staphylococcus aureus
CIP() 2710 et Rhodococcus equi CIP 5869, qui vont exalter 'hémolyse des Listeria (12).

L'épreuve se réalise sur une boite de gélose trypticase soja enrichie de 5 % de

sang de mouton (11).

On ensemence une culture de Staphylococcus et une culture de Rhodococcus en
deux stries paralléles et diamétralement opposées (11).

Les souches de Listeria sont ensemencées selon des stries perpendiculaires aux

deux premiéres, en s’arrétant a 0,5 cm (11).

Au bout de 24 heures d’incubation & 37° C, la gélose est examinée.

[-2-12-Galerie Api-Listeria (Bio Mérieux) (2, 8)

Il s’agit d’une galerie miniaturisée permettant l'identification des Listeria en 24
heures.

La galerie Api-Listeria comporte 10 microtubes, dans lesquels des substrats sous
forme déshydratés vont permettre de réaliser des tests enzymatiques ou des
fermentations de sucres.

Apres avoir déposé dans chaque microtube une petite quantité de suspension
bactérienne, il est nécessaire de laisser incuber 18 a 24 hures & 35° C ou 37° C pour que
les différentes réactions se développent.

Celles-ci se traduisent par des changements de coloration spontanés ou révélés
par l'addition de réactifs.

Cette galerie utilise les tests suivants :

(1) Collection de bactéries de I'Institut Pasteur.
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* test DIM.

Il permet de différencier L. innocua de L. monocytogenes.

Ce test est basé sur 'hydrolyse d’un substrat naphtylamide par une arylamidase.

La B-naphtylamine libérée est révélée par l'addition d'un sel de diazonium
(réactif Zym B) pour former un composé azoique coloré en orange.

* Test ESC : Esculine

1l permet d’étudier la capacité d’un germe a hydrolyser I'esculine sous I'action de
la B-glucosidase. Ce test confirme 'appartenance des bactéries au genre Listeria.

* oo MAN : g-mannosidase

Ce test met en évidence une osidase. L'o-mannosidase hydrolyse un substrat
osidique, le mannoside couplé & un radical nitrophénol, pour libérer du
p-nitrophénol, spontanément coloré en jaune, sans addition de réactif.

* DARL : D-arabitol
XYL : D-xylose
RHA : Rhamnose
MDG : ¢-méhtyl-D-glucoside
RIB : Ribose
G1P : Glucose-1-phosphate
TAG : D-tagatose.

Ces sept sucres servent de substrats pour réaliser une fermentation en

anaérobiose.
Tl va se former des produits acides qui vont faire virer 'indicateur de pH : le
rouge de phénol. Le test DARL permet de confirmer l'appartenance des bactéries

étudiées au genre Listeria.
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I-3-PROTOCOLE SUIVI SELON LA NORME AFNOR V08-055

Pré-enrichissement au froid a + 4° C

225 ml de Fraser-demi

+ 2,25 ml de supplément Fraser

+ 25 ml de lait

Incubation 18 ha24 ha30°C  -——-- > Isolement |

sur PALCAM

v

0,1 ml de Fraser-demi

+ 10 m] de Fraser

+ 0,1 ml de supplément

v
Incubation 18 ha24 ha37”? C - > Isolement II
sur PALCAM
v
Incubation 18haz24h
supplémentairesa 37°C - > Isolement III

sur PALCAM
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La recherche de Listeria selon la méthode AFNOR V08-055 comporte les étapes
suivantes (6) :

- Pré-enrichissement au froid a + 4° C:

La deuxiéme série de laits correspondant aux 42 laits de chevres est conservée
aux refrégirateur a + 4° C pendant deux mois. Ces laits seront soumis & trois
enrichissements : un a J0, un deuxiéme & J30 et un troisiéme & J60.

- Enrichissement primaire en milieu sélectif liquide :

25 ml de lait sont ensemencés stérilement dans 225 ml de bouillon Fraser-demi
additionné de supplément Fraser, soit une dilution au 1/10éme. Apres
homogénéisation, le bouillon ainsi ensemencé est incubé pendant 18 h a 24 h a 30° C.

- Isolement de 'enrichissement primaire sur un milieu sélectif :

0,1 ml du milieu précédent est ensemencé en stries sur la gélose Palcam.

- Enrichissement secondaire en milieu sélectif liquide :

0,1 ml de la culture obtenue sur Fraser-demi est ensemencé dans 10 ml de
bouillon d’enrichissement Fraser additionné de 0,1 ml de supplément, puis incubé a
37° C pendant 18 h a 48 h.

- Aprés 18 h et 48 h d’incubation de Venrichissement secondaire, 0,1 ml est

repiqué sur gélose Palcam.

- Aprés isolement, les colonies suspectes sont repiquées en stries sur une gélose
non sélective, type trypticase soja, puis incubées 24 h a 37° C, afin de procéder a
l'identification des bactéries a l'aide de tests morphologiques et biochimiques.
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II-RESULTATS

I-1-ISOLEMENT DES LISTERIA

- Bouillons Fraser-demi et Fraser :
Apres incubation, de nombreux milieux ont présenté un noircissement.

Ceci nous améne a supposer la présence de bactéries hydrolysant I'esculine,

notamment Listeria.

L'hydrolyse de l'esculine par les bactéries, produit de l'esculétine qui, en
présence de citrate ferrique ammoniacal (contenu dans le complément Fraser)

provoque un noircissement du milieu.

- Gélose Palcam :

L’examen des milieux d’isolement aprés 18 h et 48 h d’incubation a 37° C,
permet de détecter la présence de colonies suspectes caractéristiques de Listeria.

Sur gélose Palcam, les colonies de Listeria apparaissent sous forme de colonies
gris-verdatres, luisantes, de 1 mm de diameétre environ, entourées d’un halo brun-

noir.

Aprés 48 h, les colonies atteignent deux millimetres de diametre et sont
incrustées dans la gélose avec une dépression centrale.

- Gélose trypticase soja :

Les colonies de Listeria apparaissent bleutées en transillumination oblique.
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1I-2-IDENTIFICATION DU GENRE

L’aspect caractéristique des colonies de Listeria sur gélose Palcam, de méme que
leur aspect bleuté sur gélose trypticase soja, permet déja d’orienter vers les genre

Listeria.

Nous avons par la suite recherché et confirmé par différents tests,

Vappartenance des bactéries au genre Listeria.

- Coloration de Gram :

Les colonies suspectes et d’aspect caractéristique sur gélose Palcam et gélose
trypticase soja sont étalées en frottis, fixées a l'alcool puis soumises a la coloration de

Gram.

Les Listeria apparaissent sous la forme de petits batonnets Gram +, pouvant étre
isolés, disposés en V, en amas, en palissades et parfois en chainettes.

- Réaction a la catalase :

Les Listeria sont catalase +.

~ Examen de la mobilité :

Les Listeria sont mobiles & 20° C et immobiles a 37° C.

II-3-DIFFERENCIATION DES ESPECES DE LISTERIA

- Recherche d’une nitrate réductase sur gélose nitrate :

Aprés incubation des géloses nitrate, la recherche de la nitrate réductase est

negative.
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- Résultats de 'hémolyse et du CAMP-test :
* hémolyse :

Une hémolyse totale autour des colonies révéle le caractére hémolytique des
bactéries. Seules L. monocytogenes, L. ivanovii et L. seeligeri sont béta-hémolytiques.

* CAMP-test (Tableau 7) :

Tableau7: Epreuve de CAMP, réactions des espéces de Listeria (3).

ESPECES Réaction hémolytique
Staphylococcus aureus Rhodococcus equi
L. monocytogenes + -
L. ivanovii - +
L. innocua - -
L. welshimeri - -
L. seeligeri + -

- L. ivanovii se caractérise par la présence d’une large zone d’hémolyse en
“pelle” pres de la strie de Rhodococcus equi (photo 1).

- L. monocytogenes montre une hémolyse accentuée du cbté de Staphylococcus

aureus (Photo 2).
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Photo 1 : Epreuve de CAMP : L. ivanovii.




- Api-Listeria

L/utilisation de la galerie Api-Listeria ne doit étre faite qu'apres avoir vérifié
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I'appartenance de la souche & étudier au genre Listeria.

Apres une incubation de 18-24 h a 35-37° C, la lecture des réactions est réalisée
visuellement avec le tableau de lecture et l'identification obtenue grice a la liste des

profils de la notice technique (tableau 8).

Tableau 8 : Schéma d’identification des Listeria d’aprés le fabricant (8).

L L L L L L
mono innocua seeligeri ivanovij welshimeri grayi
cytogenes subsp
CARACTERISTIQUES iv. lond.

Dim - + + v v v +
EsC + + + + + + +
o-MAN + + - - . + v
DARL + + + + - + +
DXYL - - + + o+ + -
RHA + v - - - v .
MDG + + + + + + v
RIB - - - + - - +
GIP - - - + v . -
TAG - - - - - + -
DM Arylamidase (Différentiation des L. innocua /L. monocytogenes)
ESC Esculine hydrolyse
a-MAN  Alpha mannosidase
CARL D-arabitol acidification
OXYL D-xylose acidification
RHA Rhamnose acidification
MDG Alpha-méthyl-C- glucoside acidification
Rig Ribese acidification réaction positive
CIP Glucose -I-phosphate acidification - réaction négative

TAG D-Tagatose acidification

variable
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[1-4-RESULTATS DES LAITS DE VACHES

La recherche a été effectuée sur deux lots d’échantilloﬁs de laits de vaches :
- un premier lot de laits de vaches de V1 & V10 regu le 28 septembre 1994,

- un deuxiéme lot de V11 & V14 requ le 8 décembre 1994.

Ces laits n‘ont pas subi d’étape de pré-enrichissement au froid.

Les résultats obtenus aux différentes étapes de l'isolement sur gélose sélective

Palcam sont les suivants :

- a partir de l’enrichissement primaire (bouillon Fraser-demi), des colonies
caractéristiques ont été isolées sur Palcam pour les laits de vaches V1, V3 et V4 ;

- de méme, l'isolement de l’enrichissement secondaire (bouillon Fraser) a
fourni des résultats identiques.

Vi V3 V4
Coloration de Gram Gram + Gram + Gram +
Catalase
Mobilité ~ 20°C
37°C _ j B
Hémolyse - - -
CAMP-Test - - -

Nitrate réductase - - -

Api-Listeria L. innocua L. innocua L. innocua
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Les résultats de I’hémolyse négative a été confirmée par le CAMP-test, et ceux de
la galerie Api-Listeria a permis d'identifier L. innocua dans les trois lait ; cette espece
n’est pas pathogene.

Donc 3 laits de vaches sur 14 contiennent L. innocua, soit un taux de 21,4 %.

11-5-RESULTATS DES LAITS DE CHEVRES

1I-5-1-Premiére série de 57 laits de chévres C1 a C57

Un premier lot de 2 laits de chevres C1 a C2 a été recu le 5/12/94, un deuxieme
lot de C3 4 C11 le 8/12/94, un troisieéme lot de C12 & C20 le 5/01/95, un quatrieme lot de
C21 3 C29 le 13/01/95, et un cinquiéme lot de C30 2 C57 le 18/01/95.

Ces laits n’ont pas subi de pré-enrichissement au froid.

Seuls les laits C31, C35 et C47 ont donné des colonies caractéristiques des Listeria

sur gélose Palcam.

L’identification a montré les résultats suivants :

C31 C35 Ca7

Coloration de Gram Gram + Gram + Gram +
Catalase
Mobilite 20 ©

37°C . . -
Hémolyse + - +
CAMP-Test + - +
Nitrate réductase - - -
Api-Listeria L. momnocytogenes L. innocua L. ivanovii
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Trois espéces de Listeria ont été révélées par la galerie Api: L. innocua pour le
lait C35, L. monocytogenes pour le lait C31 et L. ivanovii pour le lait C47, la derniere
espéce étant pathogéne pour les ovins et les caprins.

Au total, 3 laits de chévres sur 57 ont révélé la présence de Listeria, soit un taux
de 5,26 % de laits positifs.

L. monocytogenes, L. innocua et L. ivanovii ont été retrouvées avec chacune

une fréquence de 1,75 %.

[I-5-2-Deuxiéme série de 42 laits de chévres C58 a C99

Ces laits ont été requs le 20/03/95.
Sur cette série, trois recherches de Listeria ont été effectuées :
- 4 J0O sans pré-enrichissement au froid,
- 4 J30 au bout de 30 jours de séjour au réfrigérateur a + 4°C,

- 2 J60 au bout de 60 jours au froid.

*ajJo:

8 laits ont présenté des colonies caractéristiques des Listeria sur gélose Palcam,
dont 6 laits (C58, C68, C77, C85, C94 et C95) des l'isolement I et 2 laits (C70 et C76) a
partir de l'isolement II sur Palcam.

La galerie Api a permis d’identifier les especes suivantes :
- L. monocytogenes pour les laits C68 et C77,
- L. ivanovii pour les laits C58 a C85,

- L. innocua pour les laits C70, C76, C94 et C95.
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Le CAMP-test a permis de confirmer les espéces de Listeria.

C58 C68 C70 C76 C77 85 C9% C95

Coloration de| Gram + | Gram +| Gram + | Gram + | Gram + | Gram +| Gam+ | Gram +
gram

Catalase + + + + + + + +
Mobilité 20°C + + + + + + + +

37°C - - - - - - - -
Hémolyse + - - - - + - -
CAMP-test + + - - - + . -
Nitrate - - - - - - - -
réductase

Api-Listeria | Linnoi |L  moro-| Linoan | Limoae | L moro- | Liwnod Limpaa | L.inoaa

aytogeres cytogeres

Au total 19 % des laits de chévres ont présenté des Listeria avec une fréquence
de 4,76 % pour L. monocytogenes, 4,76 % pour L. ivanovii, et 9,52 % pour L. innocua.

*aj]30:
Nous avons testé les 34 laits de chévres n‘ayant pas donné de résultat a J0.

Des colonies caractéristiques de Listeria n’ont été retrouvées que dans un seul
lait : C74.

1/identification a montré les résultats suivants :
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Colaration | Catalase | Mobilité | Hémolyse | CAMP- Nitrate Api-
de Gram test réductase | Listeria
20°C 37°C
C74 Gram+ |+ + |- + + - L. mono-
cytogernes

Au total 2,3 % supplémentaires des laits de chevres ont présenté

L. moncytogenes a J30.

*aJ60:
La recherche a de nouveau été effectuée sur les 33 laits de chévres négatifs.
Seul le lait C88 a donné des colonies caractéristiques sur gélose Palcam.

L/identification a montré les résultats suivants :

Colaration | Catalase | Mobilité | Hémolyse | CAMP- Nitrate Api-
de Gram test réductase | Listeria
20°C 37°C
88 Gram+ |+ + - + + - L. ivano-
Vi

Au total 2,3 % supplémentaires des laits de chévres ont présenté L. ivanovii a
Je0.
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L’ensemble des résultats positifs obtenus a partir de la deuxiéme série de 42 laits

de chévres figurent ci-dessous :

Temps de
séjour a 4°C jO 30 J60
Laits positifs

C58 +

C68 +

C70 +

C76 +

C77 +

C85 +

Co94 +

C95 +

C74 +

C88 +

Au total, sur les 99 laits de chevres testés, 13 % présentent des Listeria dont :
4 % de L. monocytogenes,
4 % de L. tvanovii et
5 % de L. innocua.

Soit 8 % des laits contiennent des espéces pathogeénes et 5 % des non pathogenes

(figure 3).
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Figure 3 : Résultats obtenus a partir de 99 échantillons de laits de chévres.

Résulats Linnocua L.ivanovii L.monocylogene;
we C i
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I-DISCUSSION

La norme AENOR est décrite comme une méthode de référence pour des
analyses de routine permettant de rechercher L. monocytogenes, espece pathogeéne
pour 'homme et les animaux.

Par cette méthode nous avons également isolé deux autres especes de Listeria :
L. innocua qui nest pas pathogéne et L. ivanovii qui est pathogene pour les ovins et
les caprins.

Le fait d’isoler des Listeria non pathogénes comme L. innocua confirme que des
espéces pathogénes sont également présentes dans le lait cru. Nos travaux montrent
que la proportion d’isolement entre les trois espéces est quasiment identique : 4 %
pour L. monocytogenes, 4 % pour L. ivanovii et 5 % pour L. innocua.

Cependant notre étude démontre que la proportion de Listeria pathogénes
isolées (8 %) est supérieure a celle de Listeria non pathogenes (5 %).

Dans les laits de vaches, seul L. innocua a été identifiée. Notre recherche a été
effectuée sur un petit nombre d’échantillons de laits de vaches, ce qui rend ces
résultats peu significatifs. Néanmoins, d’autres travaux sur la recherche
épidémiologique de ces bactéries dans les laits de vaches, rapportent la présence de L.
monocytogenes dans des proportions variables selon les auteurs (1, 10).

Sur 'ensemble des laits de chévres n’ayant pas subi de pré-enrichissement au
froid, c’est-a-dire en appliquant la norme AFNOR & la lettre, nous avons isolé :
L. monocytogenes (3 %), L. ivanovii (3 %) et L. innocua (5 %).

Dans notre étude nous avons exploité le caractére psychrotrophe des Listeria et
démontré qu’aprés un enrichissement au froid d'un mois, puis de deux mois, il était
encore possible d’isoler des Listeria. En effet, aprées un séjour prolongé & basse
température, les Listeria se sont multipliées et deux especes pathogeénes ont été
retrouvées : L. monocytogenes apres 30 jours et L. ivanovii aprés 60 jours.

Ces deux laits contenaient donc une faible quantité de bactéries ; ainsi se pose le
probléme d'une possible contamination a partir d’un lait cru qui peut étre a la base de
la préparation d’un fromage de chevre et consommé apres un délai d’affinage plus ou

moins long.



Nous avons recherché §’il y avait une corrélation entre l'isolement des Listeria
et la date des prélévements des laits.

Le plus grand nombre de laits contenant L. monocytogenes et L. fvanovii ont été
analysés aux environs du 20 mars, ’est-a-dire aprés la mise bas.

A notre connaissance aucune étude épidémiclogique n'a été publiée sur la
recherche des Listeria dans les laits crus de cheévres. Nous démontrons que 13 % des 99
laits testés contiennent des Listeria. 5i le lait cru de chévre n’est pas un aliment
consommé tel quel par 'homme comme l'est celui de vache, la grande majorité des
fromages de chévres sont & base de lait cru et représentent un risque potentiel de

contamination.
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CONCLUSION




67

La contamination du lait cru de chévre par L. monocytogenes dans les élevages,

représente un facteur de risque pour le consommateur.

Une meilleure connaissance épidémiologique du portage sain des chevres dans
les exploitations d’éleveurs, permetira d’éviter la dissémination de la bactérie dans

'environnement.

La lutte contre la contamination du lait et des aliments en général passe
inévitablement par la maitrise de la listériose animale. Dans ce travail, nous exposons
la preuve que le lait cru de chévre contient des Listeria et notamment
L. monocytogenes.

Si I'incidence de la listeriose est faible malgré le caractére ubiquitaire des Listeria,
elle demeure dangereuse pour les groupes a risques tels que les femmes enceintes, les
nouveaux nés et les personnes dgées, comme lont montré les deux derniéres
épidémies de 1992 et 1993 en France.

Dans le domaine agro-alimentaire, la qualité des aliments est primordiale,
Actuellement la tendance & consommer des produits labellisés de bonne qualité
Iemporte. Il est certain qu'un fromage au lait cru a un goGt plus attrayant qu'un
fromage fabriqué a partir de lait pasteurisé. Nos résultats attirent I'attention sur la
maitrise de la qualité des produits bruts et nous sensibilisent sur la bonne hygiéne

dans les élevages producteurs.
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Précautions

Alin de sauvegarder la santé du personnel de laboratoire, il est essential que les e33ais de recherche
des Listeria ne soient réalisés que dans des laboratoires équipés a cet effet et sous ta surveillance d'un
microbiologiste expérimenté, et qu'un grand soin soit pris pour se débarrasser des dléments incubes.

1 Domaine d’application:

La présente norme décrit une meéthode de routine pour la recherclie de Listeria monocytogenes dans
tous les produits destinés A.1a consommation humaine ou 4 I'alimentation animale (y compns ceux
pour lesquels il existe une norme specifiquel.

La présente norme représente une simphfication du projet de methode de référence (voir annexe D, {11
essentiellement par 'élimination de 'etape d'isclement consecutive a Pincubatian de 48 h du bowurilon
Fraser-demi, et par I'isolement sur une seule gélose au chaix.

2 Reférences normatives

Ce dogument compaorte par référence datce ou non datee des dispositions d'autres publications. Ces
references normatives sont citées aux encroits approories dans le texte et les publications sort anumé.
rees 2i-apres. Pour les references datees. -es amendements gu revisions ulterieurs de 'une gqueiconque
ae ces pubhcations ne s'appliqguent a cetle norme que s v ant ete incarpores par amendemeant oy
evision. Pour les references non datees. ta dermere ecdition e 'a publ :ation a laguelie il est fan refa-
rence s'applique. ’

N& Vv 08-002  Microbiologie alimentairs — Directives generales pour les examens microbiologques.

NF YV 08010  Microbiologie alimentaire — Directives genarales pour la greparation des dilutions en
vue de Pexamen microbrologigue.

3 Définitions
Pour les besoins de la présemte norme_ ies deficiions suivantes s’apphquent

3.1 Listeria monocytogenes Esprce  consaderee  comme  pathogene  du  genre  Listena,
migroargamsme formant des colomes lypwiues sur un mihey sohde select! eor presentant les
caractenstiques morphologqiques. physwlogiques et niochimigques decntes cr-apres larsque les 2ssais
sant effactyes conformement a {a presente norme,

3.2 recherche de Listeria monocytogenes Determination de ia presence ou de absence de ce
microosgamsme dans un pods ou un volume determine, rn effectuant les essass suivant 1a presente
normi
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4 Principe

La renherche de Listeria monocytogenes néceassite les quatre phases suivantes (voir également le
schéma en annexe A),

NOTE : Pour les produits suspectés d'induire un stress des Listeria monocytogenes. il est recom-
mandé de pratiquer une phase prealable de revivification,
4.1 Enrichissement primaire en milieu sélectif liquide

Ensemencement du bouillon d'enrichissement pour Listeria {formule Fraser-demi) avec ia prise d'essai,
puis incubation 330 °C pendant 18 h 3 24 h,

4.2 Isclement de 'enrlchissement primaire sur un des deux milieux sélectifs au choix

A partir de 13 culture gbtenue en 4.1, ensemencement de 'une des deux géloses suivantes : Qxford,
PALCAM, -

4.3 Enrichissement secondaire en milieu sélactif liquide

Realisation d'une subculture par inoculation de 0,1 mi de la culture gbtenue en 4.1 dans 10 mi de
baouillion d'enrichissement pour Listeria (formule Fraser), puis incubation & 37 °C pendant 18Bha2dh
suivie d‘une nouvelle incubation de 18 h 3 24 h,

4.4 |solament de l'enrichissement secondaire

A partir de la culture obtenue en 4.3, et A la fin de chacune des deux périodes d'incubation,
ansemencement de 'une des deux géloses suivantes : Oxford, PALCAM.

4.5 Examen des milieux diisclement (4.2 et 4.4) aprés 18 h 4 24 h et, si nécessaire, 48 h d'incubation
a 27 °C afin de détecter la présence de colonies caractéristiques, prasumaes 8tre des Listeria.
4.6 ldentification

Repiquage su: una gélose non sélective, par exemple |3 gélose «tryptone soja aga extrait de levyren
{TSAYE), puis identification 3 I'aide de tests morpheiogiques, physiologiques et biochimiques.

NCOTE : Les ¢nlonies de Listeria monocytogenes peuvent également atre identifiees par toute autre
mathode donnant des resultats equivalents.

5 Milieux de cuiture et réactifs

8.1 Géndralites

Pour [es pratigues courantes de labaratoire, voir NF V 08-002.
5.2 Milieux de culture et réactifs

NQTE : En raison cu nombre wmportant de milieux de cuiture et de reactifs, il 3 ete juge preférable,
pour la clarte du tox'e, Jde danner leur composition et leur preparation dans ‘annexe B.

tiss
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5.2.1 Bouillons d'enrichissement sélectifs

5.2.3.1 Bouillon d'enrichissement pour Listeria, formule Fraser-denyi (d'aprés 1a référence 121, citée en
anraxe O}

Vaour article 8U1.

5.2.1.2 Bouillon d’enrichissarment pour Listeria, formule Fraser (d’aprés la référence (3], citée en
annexe Q)

Voir article B.2.

5.2.2 Milieux disolemeant
5.2.2.1 Milieu sélectif gélosé pour Listeria. formule Oxford (d'aprés 1a référance [4], citée en annexe D)
5.2.2.1.1 Base

Vorr paragraphe 8.3.° )

52212 Suppléements

Vuir paragraphe 8.3.2.
5.2.2.1.3 Milieu complet

% r paragraphe B.3.3.

5.2.2.2 Milieu sélectif gélose pour Listeria, formule PALCAM id"apres tes références [5] et [6] citees en
anpexe D)

§.2.2.2.1 Base

Voir paragraphe B.4.1,

5.2.2.2.2 Suppléments

Voir paragraphe 8.4.2,

5.2.2.2.2 Miliey compiet

Voir paragraphe 8.4.3,

5.2.3 Milieux d'identification
5.2.3.1 Gélose tryptone soja aga extrait de levure (TSAYE)

Voir article 8.5,
5.2.3.2 Gelose au sang
Les géloses au sang prétes a 'emplor peyvent Gtre utthsens | au uliliser la gelose decnite ¢1-dessous.

£.2.3.2.1 8ase
Vair paragraphe 8.6.°
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52322 Suspension d'hématies ou sang de mouton ou de cheval défibring

Les réactifs préts 4 Yemplot peuvent dtre utilisés, ou suivre 13 préparation décrite an 8.6.2.
52323 M{h‘eu complet

Vair pa'ragraphe 8.6.3.

5.2.3.3 Géloses mobilité

5.2.3.3.1 Milieu SiM

Vair article B.7.

5.2.3.3.2 Milieu mobilitd

Voir articie 8.8.

5.2.3.4 Milieux pour I2 fermentation das hydrates de carbone
5.2.3.4.1 Milieu de base

Vair paragraphe B.9.1.
5.2.3.4.2 Solution d'hydrate de carbone
Voir paragraphe 8.9.2.

5.2.3.43 Milieu complet-
Yoir paragraphe B.9.3.

5.2.3.5 Gélose ot matériel pour test de CAMP (test de Christie, Atkins, Munch-Paterson)
Vorir article 8.70.

5.2.3.8 Tampon P8BS
Voir article B.11,

6 Appareillage et verrerie

NOTE : Le matérie! a usage unigure est acceptable au méme titre que la verrerie réutilisable, si ses
spécifications sont similaires,

Matériel courant de laboratoire de microbiclagie, et en particulier ce qui suit ;

6.1 Appareil pour la stérilisation en chaleur seche {four) ou en chaleur humide (autociave).
Vair NF V 08-002,

6.2 Etuves

Une étuve réglable a 26 -C + 1 C.
Une étuve réglable 330 "C + 1 C.
Ung étuve réglable 437 °C + 1 “C.
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6.3 Beites de Petri, stériles, en verre ou en mastidre plastique, de 30 mm 4 100 mm de diamaétre.
8.4 Bains d'eau, ou disposifif‘s's?milaires reglables 3 47 °C = 2°C, 300 +05°C, et 37 °C =+ 0.5 L.
6.5 Tubes i essai et flacons ou Hioles de capacite appropriée,

6.6 Pipettes gradudes 4 écoulement total, de capacités nominates de 1 mi, 2 mi et 10 mi, graduées
respectivement en 0,1 mi, 0,1 mi 80,5 mi.

6.7 Anse bouciée, d'un diameétrs d’environ 3 mm, ou fil droit, en platine iridié oy en nickel chramae,
Ou baguette de verre, ou anse bouclée & usage unique.

6.8 pH-métre. procis 3 - 0,1 unitéd pH a5 C

6.9 Dispositif pour le test dillumination d'Heney,

7 Echantillonnage

H et mportant que e laboratoire recoive . echantillon reeflemnnt representatif, non endammage oy

o lors du transgort et de Pentreposace ~'echantllonnage ne fait pas partie de la methode spec-
2o dars ta presante norme.

* Pechantillonnage conformément a la norme du produit cancerne. S°il n'existe pas de norme
Lol est recommandé que les parties concernees se mettent d'accord A ce sujet.

8 Preéparation de l'échantillon pour essai

Precarer i'ecnantillon gour essa conformemen: ala narme specifique rantant du produit concerne. $'il n'existe
pas de norme specifique, il est recommande que 'es parties concernees se mettent d’accord a ce sujet.

9 Mode opérztoire

9.1 Prise d'essas, suspension-maere et dilutions

Pourla greparation g 1 prise d'essar vair 1) ~orme NF V 08 010 et ta norme specifique trastant du produit
concerne. La susoension-mere ust reahison dans le bowllon 4 enriclissgment (5.2.1.1 Fraser-derr},

9.2 Enrichissement

9.2.1 Enrichissement primaire

Peser ou mesurer aseptiquement x g cu x ml de "'echantillon ot ajouter 9x du bowllon d'enrichissement
(5.2 1.1 Fraser-demu).

Incutr 3 30 Ca UFade de Fetuve (6 21 nu du hamn deau (8.4) pendact 181 4 24 1

9.2.2 Eonrichissement secandaire

Transierer 001 mil de la culture obilenue en 321 dans le tube contenant 10 mi de boudlon
d'enncinssemant {5.2,1.2 Fraser).

Incuber 3 37 C a I'aide de I'etuve (6.2) ou du han d'eau (6.4) pendant 18 h 3 24 h et incuber a nouvgau
pendant 18 h a 24 h a 37 ~C.
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9.3 tzelemant de Listerfa monocytogenes
A partir de I'entichissement primaire

Ensemencer avec-une. anse (6.7) 4 partic de la cufture obtenue en 9.2.1; ta surface d’une gélose Oxford
w2 oazémﬁg‘;?m. T

A partté die Penrickis¥etent secondaire

[Procedéficomma d-dessus A partir du bouillon obtenu en 9.2.2 & rencuveler Fopération A partir du
tneméblition ineddba™ R 48 h.

9.3 Tdentificatich
13,41 Identification peésointive de Listeria monacytogenes

Examiner chacuns Mss boites d'isolement {3.3) apres 18 h A '2A~h et. si nécsssaire, 48 h
d'incubation A 37 °C..° .

- Sur gélose sétective pour Listerra, formule Oxford (5.2.2.1), les Listeria forment an 24 h des colonies
Ugrises ou gris verdatrs luisantes, d'environ 1 mm de diametre, entourdes d'un halo brun-ngir : apres

42 h_d"mcubation.‘ t_es ¢olonies typiques ont un diameatre d’environ 2 mm, sont incrust4es dans Ia
gdlose &t présentent ufie dépression centrate ;

== 3ut gélose sélacTw bour Listeria, formule PALCAM (5.2.2.2), les olonies ont le mame aspect mais
sont de couleur verd¥re. -

Selectidnnir cino zotonses typiques sur chaque bafte. S°il y en &' moing de cing, les ratenir toutes.

9.4.2 Identification dus genre et de I'espécs

La techrique classiqué tonsiste 4 purifier la colonie puis & Iidentifier & I'aide de tests morphologiques,
physiologiques at biochimigues (galerie de tubes ou galerie miniaturisée).

L'identification de & colonie peut également étre realisée par toute autre méthode donnant des
résultats équivalants,

9.42.1 Isolement d#s colonies sélectionnées sur TSAYE

Rapiqueres colonies Sbtenues en 9.4.1 sur des boites de gélose TSAYE (5.2.3.1).
Thenberd 30 °C ol §37°C pendant au moins 24 h,

Les colonies de Listeria mesurent environ 1 mm de diametre, sont translucides, non pigmem&es.
Sournises & un éclairage de Henry (6.9), elles apparaissent bleudtres avec une surface granuieuse,

8.4.2.2 Tests de confirmation du genre Listaris

Sélectionner les souches catalase + (voir 9.4.2.2.1), et si nécassaire, Gram + (voir 9.4.2.2.2) et mobiles
{voir 3,4.2.2.3),

3.422.1 B_aacrion de la catalase

Emulsionner une colonie dans une goutte d'une solution & 20 volumes de peroxyde ¢‘hydrogéne. Une
réaction pasitive se traduit par la formation de hulles d'oxygéane.

9.4222 Coloration de Gram (s: nécessaire)

Se reporter au projet de Comite ISO/CD 7218 ({7, en annexe 0.

- 0669




78

9.4.2.23 EX¥men 46 1a mobilif& s ridcessaire)
v exameﬂ e Ya rmobait est rdafisl EGIt B I'état frais 9.£.2.2..1), soit en milley gélosé (9.4.2.23.2.

9 4 22 3 1#@3% WWMr des colonies obtenues an 3.4.2.1, L'axaminer sy microscope ;
es Listena nrésamnt und thobuite en pirouette caractéristique & 25 °C/30 °C. -

4223:{ g MW milieu SIM (5.2.3.3.1), soit milieu mobilite (8.2.3.3.2), inoculss

25 °C. les Lm‘ena poussent autour da 1a piqQré #t présemnnt le
an ombrelle,

9.423 Tnfi"do’wpﬂhﬁamem Listeria monoéytogenes
$.4.23.1 XesioeCAMP (ol Bome 3

L. MONC y ToQeres

T

anme Hmll ﬂ F 3 mrm-—/
Jose mn«mu/

L rwadnave

Lm,nma# ntum

NOTE 1 : Ensemancar de fines Boltes de gelose au sang comme illustre sur le disgramene. Las lignes verticales
representant Iﬂ’ms de- Sﬁph%coccus aureus (3] et de Rhodococcus squi {R). Les lignes harizontales
representent [eT strigs des cullures Tussai Les parties hochuroes indiquent les rones d‘hcmohna developpée.

NOTE 2. La pcnm en pointilles délirmte {a sone 4 influence de !a cuiture de Sraphylococcus SUreUS.

Figure 1 : Ensemencement des boites paur le test de CAMP

Ensemencer chacune des deux cultures de Staphylococcus sureus ot de Rhodococcus equi an une strie
simpie sur la gélose au sang (5.2.3.2) de maniere 3 ce que les deux stries sgient parailéies st
diam#tralement gpposées, [ est nécessaire que Finoculum sort étrod et régulier. Pour cala. pendant
I'ensemencement, mamntenir le fil d’ensemencement ou I'anse (6.7) parpendiculairemaent & 1a gélose. De ,
!&con similaire, st perpeandiculsirement a ces cultures, snsemencer !a souche d'assai, da maniere & ¢a
Qque 1 culture d’asssi ot les cultures Staphyfococcus sureus et Rhodococcus equi ne sa touchent pas,
.Mmais na soient sépardes que d'environ 1 mm & 2 mm. Plusieurs souches d’essai psuvent étra déposdns
’lur la méme boite. En mémae temps, ensemencer des cultures témoins de Listeria monocytogenes,
“Listeris innocua &t Listeria ivanovii. Incuber les boltes 4 37 ‘C pendant 18 h 3 24 h

Considérer 1a réaction commae positive sl y a une augmentation de la rone de héta-hemolyse A
I'intersection de la souche d'essa avec chacune des cultures de Staphyfococcus aursus ot de
Rhodococcus equr. La réaction positive avec Rhodococcus equi se traduit par ia presence d'une large
one d'héamolyia (S mm - 10 mm) en peite. Des pette zones (d’environ 1 mm) de laibie hemcivie A
Fintersaction de la scuche d’essai avec la culture de Rhodococcus equi sont considerées commae des

r&ponm négatives,

Une réacuon positive avec Staphylococtus aursus apparait sous forme d’une petile ro0e arrondie
dhémoivse sccantude ne sétandant qu'd 2 mm environ de la souche d'essai et dans !a one
légérement hémolytique due A 1 croissance de 'a cutture de Staphylococcus aureus. |l ne s& produit
pas de larges rones d'hémolyss dans [a zone de proximitd entre Slaphylococcus aureus et Listaras

monacytogenes.
a2 0
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9.4232 Hémolyer

P

La rdaction hémolytiaue £aul 8tre determinge en inoculant vn spot ou en pigare la surface d'una galose
ay sang ' {5.2.3.2}. Apres 24.h 4 48 h d'incubation a 37 C. Listeria monoccytogensas montre des 2gnes
clasres. étroites et légerek tbéta-hemoiyse) (voir figure 1).

Ld réacfion hémotytinde’ Beut egalement étre déterminee en pratiquant le test 3 'aide d’hématies.
Emulsionner. fa cotonie’glans 150 ui de bouillon TSB+YE Igélose 5.2.3.1 sans agar! ; incuber & 37 °C
pendant 2 h ; ajouter-150 pl d’hematies de mouton en sotution P8BS & 2 % {5.2.3.6), Incuber & 37 °C
pendant 18 min 3§ §6-0 purs incuber 2 + 2 °C pendant 2 h environ. Examiner alors la présenca oy
VFabsence d’'une hematyse, Si la reaction est douteuse. prolonger I'incubation 4 + 4 °C jusqu’a 24 h.

9.42.3.3 Fermentation du xviose et du rhamnose

Inocuter les deux miliaeikTiquides (5.2.3.4) et les incuber a 37 “C pendant 48 t,

9.42.4 Résume des tests d'identification

Toutes les. Listeria sont, Geam +, catalase + et mobiles. U'espece Listeria manacytogenes se distingue
des autres especes _paf f‘aﬂsemme des reactions : CAMP (Rhodococcus equi -, Staphylococeus aureus »),
hémolyse -, xylose - et hamnose « (voir annexe C).

9.5 Confirmation définitive
Les souches qui sont considerees comme des Listeria monocytogenas (9.4.2.4) peuvent dtre anvayees a
un laboratoire de référence agree pour les Listera, en vue d'une identificaticn complate,

L'envo:r sera accompagne de tous les renseignements possibles concarnant la (les) souched{s).

10 Expression des résuitats

Selon les résuitats de linterpretatinn 19.4.2 &}, indiquer 'a presence ou ‘absence de Listeria monocyto-

genes dans ja prise d'essai. en spec:hiant la masse en grammes ou le velume en mitliitres de "échantil-
0N souMmis 4 "essai.

11 Rapport d’essai

Le rapport d'essar dost inciquer
— la methade selon laquelie I'echantillonnage a ate effectue, si elle est connue :
— la methode utilises ;
— l& résgyltat d'essar abtenu, et
— %1 |3 repetabiiite 3 ete verifiee, le resuitat finai obteny,

Il doit, en qutre, mentionner tous les détails operatores non prevus dans la présente norme, ou facuita-
tifs. ains1 que les incidents eventuels susceptibles d’avorr ag sur le résuitat d'esss.

Le rapport d’essar doit donner tous les renseignements necessaires a i'identification compidte de
'echantillon.

12 Assurance de la qualite

Afin de verfier Maptitude a rechercher les Listerta monagcytogenes par les methodes et avec les milieux
decrits dans la gresenta norme, des echantilons de referencea pourront &re introduwits dans des flacons

de contréie du msheu d'annchissement 19.2). Proceder avec les flacons de contrdle comme paur les
cultures d'essar
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Annexes A

Schéma du mode opératoire

Emichissement 1'% phase |
x g ou x mi'dans un volume 9x duBouillon «Fraser-cdemin (5.2.1.1)

l

Incubation 8 30 °C pendant 18 h 4 24 h » Isclement sur Oxford {5.2.2.1)
ou PALCAM (5.2.2.2)

2* phase

0.1 mi ¢u bouillon «Fraser-demin» Gans 10 mi de bouillon «Fraser».(5.2.1.2}

l

Incubation & 37 *°C pendant 18 h'§ 24 h »  Isaiement sur Oxford
l Qu pALCAM

hcubation & 37 °C pendant 18 h A 24 h suppiémentaires = isolement sur Oxforg
ou PALCAM

Identification des colonies :
— par des tasts mdrphologiques. physiclogiques at biochimiques (gaierie de tubes ou galerie miniaty-
tisee)
- isolemant’ des colonies caractéristiques sur TSAYE ;
- confirmation du genre : catalase et si nécessaire mobilits, Gram ;
- identification de 'espéce : CAMP, hémolyse, xyiose. rhamnose ;

— Qu par oute autre méthode donnant des résultats dquivalents.
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Annexe B

B.1 Bouillon d’enrichissement pour Listeria, formule Fraser-demi

Compasition

Tzahleau B.1
Protéose peptone ou peptone équivalente 5.0¢g
Trygtone g 03¢
Exttait de levure 50g
~| Extrait de viande 509
Chiorure de sodium 2004
Hydrogenophaaphate disodigue dihydrate » 1209
Dihydrogéncphosphate de potassium 135¢
-Esculite 104
| Chlorure de lithium 3.0¢
.Chlorhydrate d'acriflavine 0.0125¢g
. Sef de sodium de I"acide nalidixique 0010 ¢
.Citrate de fer Il ammoniascal 0,%0¢
Eau 1 000 mi

Préparation

Mélanger tous les composants, sauf "acide nalidixique, I"acriflavine et le citrate de fer Ill ammoniacal,
avec "eay, et chauffer modérément jusqu'a dissolution compléte,

Ajuster le pH si nécessaire, & I'aide du pH-métre (6.8), de sorte qu’aprés stérilisation il soitde 7,2 4 25 °2,
Répartir & milieu, par quantité nécessaire pour 'examen, dans des flacons de capacité appropride {8.5),
Stériliser a I"autoclave (6.1) le milieu & 121 °C pendant 15 min.

Aprés refroidissement et juste avant I"utilisation, ajouter, pour 1 000 mi de base définie ci-dessus, las
trois solutions suivantes stérilisées par fiitration :

+ 5 ml d'une solution aqueuse de chlorhydrate d*acriflavine 4 2,5 mg/mi ;
¢ 5 mi d'une sciution aqueuse a 2,0 mg/mi de sel de sodium de "acide nalidixique ;
* 10 mi d’une solution sgueuse de citrate de far Il ammoniacal 4 50 mg/ml.
NQTE : L'acide nalidixique peut 8tre ajoutd en méme temps que les composants de |s basa et

autoclavé (A I'aide de 6.1). Dissoudre dans une soiution d'hydroxyde de sodium {p = 0.05 motA) si ia
solytion de sel de sodium de "acide nalidixique est gardée & 4 °C,
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‘B.2 Bouillon d’anrichissement pour Listeria, formula Fraser
‘Composit:_o'n

Tableau 8.2
.?rntéou peptons qu peptone équivalente 50¢ o
Tryptone ou peptone equivalente 50¢
Extrait de {avlirh 5079
Extra®¥ de viznde. 504q
Chiorure dasodium 200g
_Hydrogénopteephate disodique dikydraté 1209
Dihydrogéntihoesphate de potassium ‘135 ¢g
Esculine 1.04q
Chiorure da lithium 30g
Chlorhydrat_e d’acriflavine 0025 g
Sel de sodium de Iacide nalidixique 0.020 g
Citrate de fer lil ammoniacal 0.500 g
Eau ) 1 000 mi

Preparation

Métanger tous leg composants, & I'exception de I'acriflavine, da I'acide nalidixique et du citrate de fer,
avec l'eau, et chauffer modérément jusqu’a dissolution complate,

Ajuster !e pH si nécessaire, de sorte qu'apres stérilisation, il soit de 7,2 3 25 °C, Répartir en tubes (6.5)
par guantités de 10 mi environ.

Steriliser le milieu 4 121 °C pendant 15 min.

Apres refroidissement et juste avant Putilisation, ajouter, pour 10 m! de base définie ci-dessus, les trois
solutions suivantes stérilisées par filtration

+« 0,1 ml d’une golution agqueuse 3 2,0 mg/mi de sel de sodium de I'acide nalidixique ;

* 0.1 mi d’une solution agueuse de chiorhydrate d"acriflavine a 2,5 mg/ml ;

» 0,1 mi d'une solution aqueuse de citrate de far 1! ammeniacal 3 50 mg/mil.

NGTE : L'acide nalidixique peut dtre ajoutd an méme temps que les composants de 3 base et

autaclavé, Dissoudre dans une solution d’hydroxyde de sodium {p = 0,05 moifl) si la solution de sef
de sodium de I'acide nalidixique est gardée a 4 °C.
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B.2 Millou sélaetf géloss pour Listeria, formuls Oxford

B.3.1 Basa
Co moosition

Tableau B3

1 Peptone 304¢
Amidon 1.0g
Chlorure de sodium 50g
Agar-agar Sgaizg u
Esculine 10¢g

-} Citrate de far Il smmoniscal 059
Chiorure de lithium 150 ¢
Eau 1000 mi
1) Selon le pouvorr gélifiant de l'agar-agar,

Préparation

Préparer 1a gélose de base en suivant les instructions dy fabricant ou en mélangeant les composants da
bese déshydratés avec I'sau. Parter a ¢bullition jusqu’¥ complate dissolution des composants,
Ajustar ls pH si négassa'i'ru, de sorte qu'apras stérilisation, il soit de 7.0 4 25 *¢,

Stériliser & I'autoclava d 121 °C pendant 15 min,

B.3.2 Suppléments

Compasition
Tableau B.4
- Cycloheximide 0,400 g
L Sulfate de colistine 0,020 ¢
.Chiorthydrate d'acriflavine 0,005 g
. Calotatan 0.002 g
_Fosfomycine 0,010 ¢
Ethanoi 5 mi
Eau 5mi
Préparation

Dissoudre les ingrédients déshydratés dans le mélange éthanoi/eay.
Stérilisar par filtration,
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B.3.3 Milieu complet

Compasition

Tablezy B.S

Base (B3.1) 1000 mi
Supplerments (B.3.2) 10 ml

Préparation

Laisser refroidir 1a-base (B.3.11-d 47 °C et sjouter les suppléments. Répartir le milieu par quantités
d’environ:15 mi dans des boftes.dé Petri (6.3) stériles et laisser se solidifier.

B.4 Milieu sélectif gélosé pour Listeria, formule PALCAM

B.4.1 Base
Composition

Tableau B.5
Peptone: 23049
Amidon 1.0g
Chioture de sodium 5.0g
Agar-.agar 9gal8g "
D-mannitol 00g
Citrate de fer 1l ammoniacal 0,59
Esculine 08¢
D-glucose 059
Chto;me de lithium 150 ¢
Rouge de phénol 008 g
Eou 1000 mi

1) Selon le pouveir gelifiant de 'agar-agar.

NOTE : &n fonction de la publication et du fournisseur, un extrait de levure (3.0 g) entre dans la
compagsition (référence [5]) ou N’y entre pas (référence (6.

Préparation

Préparer |a géiose de base en suivant les instructions du fabricant ou en mélangeant les com posants de
base déshydratés avec I"eau. Porter & ébullition jusqu’d compléte dissolution des composants.

Ajuster le pH si nécessaire, de sorte qu’aprés stérilisation il soit de 7.2 4 25 °C.
Stériliser 3 I'autoclave 3 121 °C pendant 15 min.
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8.34.2 Suppléments

Composition
Tableau B.7
Sui_l'ate de polymyxine B piovRoie o R0
'Caftazidime ou Latamoxef 0.020 ¢
Lhlorhydrate d"scriflavine 00’05 g
Préparation:

Dissoudre les ingrédients dééhydrates dans I'eau,
Stériliser par filtration,

B.4.2 Milleu complet
Composition

Tablesy B.8

Base (B 4.1} 1 Q00 mi
Suppiements (B8.4.2} 10 mi

Préparation

Laisser refroidir 1a bas‘e;{B.i.‘H a 47 °C et ajouter les suppiéments (8.4.2). Répartir le milieu par des
quantités d'anviron 15 ml dans des boites de Petri stériles et laisser se solidifiar. _

8.5 Gélose tryptone soja aga extrait de levurs (TSAYE)
Composition

Tableau B.9

Tryptone 1709
Peptone de soja 30g
Chlorure de sodium 5049
Phosphate dipotasaique 25¢g
Glucose 25¢g
Exirait de levure 80g
Agar-agar 2gaitsg n
Esu 1000 mi
11 Selon le pouvoir gélifiant de 'agar-agar.

Préparation

Dissoudre les composants déshydratés ou le milieu complet déshydrate dans I'eau en portant a
éhullition,

Ajuster le pH si nécessaire, de sorte qu'apres sténlisation, il scit de 7,3 3 25 “C.
Répartir ant lacons et stériliser & 121 “C pendant 15 min.



86

B.6 Gélose au sany
B.6.1 Base

Composition

Tableau B.10
‘Blood agaf ba¥én® 2 -
— Protééde peptone ou peplone equivalente 159
— Hydtdyier e foie 259
— ExtrA N fvure 5g
»— Chiorunegoe sodium .59
- Agar-egat ' Sgaiag™
Eau B 1000 mi
1) Selon le pouvoir getifiant de I'agar-agar.

NOTE : Toute base equivalente 3 1a 8lood agar base n° 2 peut atre utilivée,

Preparation

Oissoudre 18s compasants de basa déshydrates dans I'eau en portant a ebullition,
Ajuster le pH si ndcessaira, de sorte qu’apres sterilisation il soitde 7,03 23 °C.
Repartir en flacons et stériliser 4 121 ' C pendant 15 min,

8.5.2 Suspension d'hématies

Composition
Tabieau 8.11
Sang 168 mi
Actde aittique 0.29 g
Citrate disodigue 080 ¢g
Glucose 1.80 g
Eau 84 mi

Preparation

Recueillir du sang d’un animal sain {mouton, bovin gu ¢

heval) dans des conditions steriles et le
melanger a un liquide stérile stabdisant (voir ci-dessus).

Repartir ce melange dans des tubes et centrifuger a 900 - g ig = 9,81) pendant 20 rmun.
Ehminer le plasma stérilement et resuspendre les hématies dan

S un volume aquivalent au volume
imtat d'une solution de chlorure de sodwum 1satonique (0.85 %31, Faire deux lavages au maoins.,
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R.6.3. Milicu comolet
Composition

Tableau B.12

¢
Milieu de base (B.6.1} 100 mi
Suspension dhématies (8.6.2) ou .
$xhg de mouton ou cheval défibriné Smia7mi

Préparation.

Ajouter su milieu de bm 1B.6.1) fondu et refroidi A 47 °C, soit !e' sang de mouton ou de cheval
défibring, solt 1a suspentsion d'hématies (voir ci-dessus) ou préte a 'empioi.

Mélanger convenablement et couler en boite de Petri stérile & raison de 12 mi A 20 mi.

B.7 - Milleu SIM-

Composition
Tableay 8.13
Tryptone 2009
‘ Paptone 81g
‘Sulfate d'ammonium et de fer 029
Thiosulfate de sodium 02¢
Agar-agar Jgasg™
Eay 1000 mi
. 1 Selon de pouvvir géiifiant de I'agar-agar.
Préparation

Méianger les composants déshydratés ou le milieu complet déshydraté avec l'eau. at chauffar
modérgment jusqu’a dissclution compléte.

Ajustar la pH si ndcessaire, de sorte qu'apres stérilisatian, il soit de 7.3 a 25 °C.
Rdpartir en tubes & raison de S mi 3 6 ml par tube.
Stériliser 3 121 *C pandant 15 min,
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B.g8 . Milicu mobilits,

Comboéition

Tableau 8,14
f’ebfbhiﬂejclséine 2004¢
“Péctord de viande 6.1g
Agit-#¥ 3gasg?
Eay _ . 1000 mi
1] Seldh le pouvoir gélifiant de 'agar-agar,

Préparation

Melanger les composants déshydrates ou le milieu complet déshydrate avec 'eau, et chauffar
-madérémant jusqu’d dissolution compiéte. .

Ajuster le pH si nécessaire, de sorte qu'apres stérilisation, il soit de 7.3 a 25 °C,
Répartir en tubes A raison de 5 m! par tube.
Stériliser 3 121 *C pendant 15 min.

B.9 Milieux pour la fermentation des hydrates de carbone

8.9.1 Milieu da base

Compasition
Tableay B.15
P_rotéqu peptone  ou  peptone 100g
tquivalente
Extrait de visnde 1.0g
Chiorure de sc: 1m 509
Pourpre de bromocresol 0,029
Eau 1000 mi
Préparation

Méianger les composants déshydratés ou le miliey compiet deéshydralé avec l'egu, ot chauifer
modérdment jusqu’a dissolution compléte.

Ajuster le pH si nécessaire, de sorte qu'apres stérilisation, it soit de 68325 C.
Réparur en tubes. de sorte qu'apres stéribsation, ils contiennent 3 mi dans le cas d'ajout de solution

Lors d'utibisation de disques imprégnes d'hydrate de carbone. le volume- est de 10 mi.
Stérihser a2 121 C pendant 15 min.
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8.9.2 Solution d’hvdrate de carbone
Composition

Tableau B.16
Hydeste de carbone
{D-xylose ou L-rthamnose) ‘Sg
Eau Joomi |

‘Prégaration.

”D?ésdgarg‘%éparé‘fhéﬁf‘fﬁ hydrates de ¢arbone dans I'eau et stériliser par rtiltration en utilisant une
membrane de porosité 0,45 um.

B.9.3" Milleu complet
Camposftion

Tableau B.17

| Milieu de base Iml

Solution d‘hydrate de carbone 1mi

Préparation

Préparsr des milieux afin que la concentration finale en xylose ou rhamnase soit da 0.5 %, soit par
adjcnction da 1 mi de solution de xylose ou rhamnose (8.9.2) &4 9 mi de milisu de base (B.8.1}, soit par
addition d'un disque A 10 m! de milieu de dase {8.9.1).

B.10 Gélose et matériel pour le test de CAMP (test de Christie, Atkins, Munch-Paterson)
Compasition de la gélase

Yeir article B.6 (gélose au sang),
Souchas test

Une souche de Staphylococcus aureus fortement béta-hémolytique ; par exemple CIP 5710 (Collection
de 'Institut Pasteur de Paris).

Une souche de Rhodococcus equi ; pac exemple CIP 5869,

it @st recormnmandé de détanir des souches de Listeris des différentas espéces (Listaria monocytogenes,
Listeria innocua et Listearia ivanovii},

Entretanir les cuitures par exempie sur des géloses inclinées TSAYE incubées A 37 “Cpendant 24 h A 48 h
et stockdes & & °C,

Repiquer les souches réguliérement {au moins une fois par mois).
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B.11 Tamoons P8BS

Composition

Tableau B.18
NaZHPO (2H,0 898 g
Naft,PO, H,0 2.71g
NaCt 85¢g
| Esd isillE@: - 1 000 mi

Préparation:

Dissoudre led ingréarems dans- Faxiy.

Steriliser par autoclavage 4 121 °C pendant 15 min.

Ajuster le pH si nécessaire, de sorte qu'apres stérilisation, il soit de 7.2 3 25 °C.



Tableau C.1

Ydentification des especes de Listaria

. Tast de CAMP ] .
Espece Hémolfyse D-xylese | Lrhamnose | Mannitel | rcuction
. " . des nitrates
R equi S.aureus

L.monocvtogenes > - + - + - -
L.innocua - - - - \"; - -
L.ivanovii s + - - - - -
L.weishimeri - - - . v - -
L.saeligen - - N - - - -
L.grayr - - - - -

L.murrayi
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RESUME :

Les Listeria sont des bactéries que I’on retrouve fargement dans les aliments ; elles
représentent un risque d’infections graves chez la femme enceinte, le nouveau-né et le

sujet 4gé.

Dans ce travail, nous avons réalisé une recherche de Listeria dans 99 laits crus de
chévres selon la méthode décrite par la norme AFNOR VO08-055.

Sur 42 laits nous avons élargi ’expérimentation en ajoutant une étape de pré-

enrichisssement au froid.

Les résultats ont montré que 13 % des laits contiennent des Listeria dont4 % de

L. monocytogenes, 4 % de L. ivanovii et 5 % de L. innocua.

Aprés enrichissement au froid deux Listeria dont une monocytogenes ont été
mises en évidence. Ainsi les laits contenant des Listeria pathogénes représentent un risque
potentiel de contamination des produits dérivés, c’est a dire des fromages crus de

chévres.

MOTS CLES :
- Listeria
- Lait
- Chévre
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