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ECOLE PRATIQUE DES HAUTES ETUDES
SCIENCES DE LA VIE ET DE LA TERRE

EVALUATION DU RISQUE LISTERIA MONOCYTOGENES DANS LA FILIERE
SAUMON

Guylaine LELEU

9 décembre 2011

RESUME

Les objectifs de ce travail étaient d’appréhender le risque représenté par Listeria monocytogenes dans la
filiere saumon.

Des échantillons de saumon (cru, fumé, cru aux herbes, fumé aux herbes) sous vide ont été achetés au
niveau de la grande distribution sur une période de quatre ans et des échantillons de saumon fumé sous
vide ont été prélevés pendant une année en sortie de fabrication dans trois sites de production. La
prévalence moyenne sur les 575 échantillons analysés était de 32,7%, avec 32,1% a JO et 32,9% a J30. La
prévalence dépendait fortement des entreprises de production puisque la fourchette de prévalence par
entreprise variait de 0 a 100%. Si a JO, tous les prélévements positifs avaient des niveaux de contamination
inférieurs au seuil réglementaire en vigueur en Europe, soit 100 ufc/g, en fin de vie, des niveaux supérieurs
a ce seuil étaient obtenus pour 35,5% des prises d’essais positives. Les souches de L. monocytogenes
isolées lors de ce travail ont été caractérisées par sérotypage et électrophorése en champ pulsé. Le
sérogroupe lla (1/2a-3a) était largement majoritaire puisqu’il représentait 97,0% des souches. La présence
de ce sérogroupe est préoccupante car depuis quelques années il est de plus en plus mis en cause lors de
cas de listériose. L’analyse des trente profils combinés obtenus par macrorestriction a montré que trois
pulsotypes étaient prédominants car ils représentaient 331 des 396 souches caractérisées. Ces pulsotypes
étaient d’ailleurs persistants dans certaines entreprises. La présence de la bactérie dans les saumons préts
a consommer pose le probléeme de sa possible multiplication tout au long de la durée de conservation des
produits. Des tests de croissance ont ainsi été réalisés afin d’évaluer le potentiel de croissance de
L. monocytogenes dans le saumon. La croissance de la bactérie dans le saumon artificiellement contaminé
dépend de plusieurs facteurs comme la présence ou non d’'une flore annexe élevée, la croissance du
pathogéne étant plus ou moins ralentie en fonction de la taille de cette flore annexe. De méme,
L. monocytogenes se développe beaucoup plus vite a 8°C qu’ a 4°C, ce qui veut dire que la bactérie peut
trés bien se développer dans les produits tout au long de leur durée de vie surtout si la chaine du froid n’est
pas respectée.

L. monocytogenes dans la filiere saumon présente un risque réel pour la santé humaine et la surveillance de

la contamination des aliments par la bactérie est donc impérative du producteur jusqu’au consommateur.

MOTS-CLES: Listeria monocytogenes, saumon, prévalence, niveau de contamination, croissance,
caractérisation génétique.
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ABREVIATIONS



°C: degré Celsius

J: diametre

ADN (ou DNA): Acide DésoxyriboNucléique

Afssa: Agence Francaise de Sécurité Sanitaire des Aliments

ALOA: Agar Listeria selon Ottaviani et Agosti

Anses: Agence nationale de sécurité sanitaire de I'alimentation, de I'environnement et du
travail

ARS: Agence régionale de santé

ASPC: Agence de la santé publique du Canada

BCC: Bouillon cceur cervelle

BET: Bromure d'éthidium

BPH: Bonnes pratiques d’hygiéne

BSA: Bovine serum albumine

CCP: Critical Control Point

CDC: Centers for desease control and prevention

CNR: Centre national de référence

DDPP: Direction départementale de la protection des populations

DGAI: Direction générale de I'alimentation

DGCCREF: Direction générale de la consommation et de la répression des fraudes

DGS: Direction générale de la santé

DLC: Date limite de consommation

dNTPs: désoxynucléotides triphosphates

DO: Densité optique

EDTA: Acide éthyléne diamine tétraacétique

EFSA: Autorité européenne de sécurité des aliments

FAIR: Federal Agriculture Improvement and Reform

FDA: Food and Drug Administration

Foodnet: Foodborne diseases active surveillance network

g: gramme

h: heure

HACCP: Hazard Analysis Critical Control Point

InVS: Institut de veille sanitaire

ISO: International Organization of Standards

kb: kilobase

kGy: kiloGray

L.: Listeria

LA: Listeria selective Agar

LEB: Listeria Enrichment Broth

LMBA: Listeria monocytogenes blood Agar

LNR: Laboratoire national de référence

Log: Logarithme décimal

LRB: Listeria Repair Broth

m/v: masse/volume

min: minute

ml: millilitre

MLVA: Multiple Locus VNTR (Variable Number Tandem Repeat) Analysis
mm: millimétre



MMWR: Morbidity and mortality weekly report
mM: millimolaire

NaCl: chlorure de sodium

O.l.E: Organisation mondiale de la santé animale
pb: paire de base

PCA: Plate Count Agar

PCR: Polymerase Chain Reaction

PFGE: Pulsed Field Gel Electrophoresis

RAPD: Randomly Amplified Polymorphism DNA
rpm: Rotation par minute

SC: Saumon cru

SCH: Saumon cru aux herbes

SDS: Sodium dodecyl sulfate

sec: seconde

SF: Saumon fumé

SFH: Saumon fumé aux herbes

TBE: Tris borate EDTA

TE: Tris EDTA

TSB: Tryptone Soja Broth

TSAYe: Tryptone Soja of Yeast extract

ufc: unité formant colonie

Mg: microgramme

pl: microlitre

um: micrometre

UPGMA: Unweighted Pair Group Method Using Arithmetic Averages
USDA: United States Department of Agriculture
UV: Ultra violet

UVM: University of Vermont-medium

VNTR: Variable Number Tandem Repeat
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Listeria monocytogenes, espéce du genre Listeria, a été décrite pour la premiére fois en 1926 par
Murray et al. Elle est I'agent responsable de la listériose: maladie rare mais grave a l'origine
d'avortements, de septicémies et de méningites. Sa transmission est essentiellement alimentaire.

Le genre Listeria comprenait, jusque trés récemment, outre L. monocytogenes, cinq autres
especes non pathogenes pour 'homme: L. innocua, L. ivanovii, L. seeligeri, L. welshimeri et L.
grayi. Par contre, L. ivanovii est pathogéne chez I'animal sous forme d’avortement chez les bovins
et les caprins. Deux nouvelles espéces viennent d’étre signalées: L. rocourtiae (Leclercq et al.,
2010) et L. marthii (Graves et al., 2010).

L. monocytogenes se présente sous la forme de petits bacilles a Gram positif, non capsulés et non
sporulés. Ces bacilles sont des batonnets réguliers de 0,5-2,0 um de longueur sur 0,4-0,5 ym de
diametre, aux extrémités arrondies, associés en courtes chaines, en palissades ou par paires sous
forme de V. Des filaments de 6 a 20 um peuvent étre observés dans les cultures agées. Elle se
développe en aérobiose ou anaérobiose et forme, sur gélose nutritive incubée 24 a 48 h a
37°Celsius (C), des colonies de 0,5 a 1,5 mm de diamétre a reflets bleutés en lumiére oblique. Les
conditions de croissance de L. monocytogenes ont été démontrées expérimentalement entre -2°C
et +45°C, avec une croissance optimum pour des températures comprises entre 30 et 37°C. Par
ailleurs, elle peut se multiplier pour des valeurs de pH comprises entre 4,6 et 9,6. Elle peut croitre
avec des teneurs en eau libre (a,) comprises entre 0,92 et 0,99. La bactérie est halophile: elle se
développe en présence de 10% de sel, certaines souches toléerent méme des concentrations en
sel de 20%. La catalase est positive tandis que le test oxydase est négatif. La fermentation des
sucres permettant de différencier les différentes espéces de Listeria ne s'accompagne pas de
production de gaz. Aprés 24h d’incubation sur gélose contenant 5% de sang, une hémolyse de
type _ est observée avec les espéces L. ivanovii, L. monocytogenes et L. seeligeri. La mobilité est
assurée par une ciliature péritriche lui donnant des mouvements « en pirouette » reconnaissable a
I'état frais. La bactérie est toujours mobile lorsqu'elle est cultivée a 20-25°C, en revanche, elle est

immobile ou faiblement mobile a 37°C.

L. monocytogenes est sensible a plusieurs antibiotiques dont I'ampicilline, la gentamicine, le
chloramphénicol, la novobiocine. Elle est résistante, entre autres, a I'acide nalidixique et a la
polymixine B. Elle est rapidement détruite a 60°C. (Afssa, 2000, Wagner & McLauchlin, 2008)

L. monocytogenes est une bactérie ubiquitaire largement répandue dans I'’environnement. On la
retrouve ainsi dans le sol, les ensilages, les eaux usées des égouts, les aliments, sur les végétaux
(principalement sur ceux en décomposition), les tapis convoyeurs. Elle est retrouvée dans les

excréments d’un grand nombre d’animaux en bonne santé (herbivores, porcs, volailles, chevaux,



chiens, chats). Elle a été mise en évidence dans les épandages et les effluents, rendant alors

possible la contamination des eaux de lacs, riviéres et ruisseaux.

Beumer et al. (1996b) ont montré la contamination des environnements domestiques par
L. monocytogenes qui a été isolée dans 21% des 213 foyers enquétés. La bactérie a été retrouvée
au niveau des salles de bain (tour du siphon des douches), des brosses a dents, des

réfrigérateurs, des éviers, des torchons et des brosses a vaisselle.

L. monocytogenes est présente dans les différentes filieres agro-alimentaires: en élevage industriel
de porcs et de volailles, dans l'industrie de transformation des viandes (abattage, découpe,
salaison), en production laitiére (lait, fromage), dans la filiére des fruits et légumes, dans la filiére
des produits de la péche (fruits de mer, poissons) (Chasseignaux et al., 2001, Aguado et al., 2004,
Kells & Gilmour, 2004, Thevenot et al., 2006, Beaufort et al., 2007, Da Silva et al., 2007, Midelet-
Bourdin et al., 2007, Brito et al., 2008, Jalali & Abedi, 2008, Parihar et al., 2008a)

La voie alimentaire représentant le principal mode de contamination chez I'homme, la porte
d’entrée de la bactérie dans I'organisme est le plus souvent le tube digestif (Schlech et al., 1983,
Farber & Peterkin, 1991). Aprés avoir traversé la barriére intestinale, L. monocytogenes se
retrouve dans les cellules phagocytaires de la lamina propria ou elle survit et se multiplie. Par la
suite via la lymphe et le courant sanguin elle infecte le foie et la rate. A ce stade, la majorité des
bactéries est rapidement tuée. Chez la souris, les expérimentations montrent qu’a ce niveau, 90%
de l'inoculum est rapidement détruit. Les bactéries non éliminées infectent alors les hépatocytes et
la suite du processus infectieux dépend de I'état immunitaire de I'héte. Effectivement, si le systéme
immunitaire ne peut pas contrdler l'infection, les bactéries se disséminent par voie sanguine pour
gagner des parties du corps par ailleurs stériles comme le systéme nerveux central ou le placenta
(Rocourt & Jacquet, 2000, Rocourt et al., 2000).

Le pouvoir pathogéne de L. monocytogenes tient principalement dans sa capacité de parasitisme
intracellulaire qui s’explique par son caractére invasif et sa capacité rapide de dissémination. Le

cycle de prolifération de L. monocytogenes dans I'organisme s’effectue en plusieurs étapes :

- l'entrée de la bactérie se fait par I'interaction de protéines de surface de la famille des
internalines et des récepteurs de la cellule héte. Le géne /InlA qui code pour l'internaline A,
a pour récepteur 'E-cadhérine. L’internaline B, codée par le géne /nIB, se fixe sur le
récepteur cellulaire Met ou RTK (Receptor tyrosine kinase),

- apres son entrée dans la cellule héte, L. monocytogenes se trouve dans une vacuole qui va

étre lysée par l'action de la listériolysine, codée par le géne hly, couplée a deux
10



phospholipases (phosphatidyl-inositol phospholipase C et phosphatidyl-choline
phospholipase C), codées respectivement par les génes plcA et plcB. Cette lyse de la
vacuole va permettre la multiplication intracellulaire,

- il se produit alors un phénoméne de polymérisation de l'actine cellulaire lié a la présence
d’'une protéine bactérienne ActA qui entraine une propulsion de la bactérie dans la cellule
et lui permet de se déplacer jusqu’a la membrane de la cellule héte,

- il y a ensuite déformation de la membrane, création d’une protusion cellulaire puis passage
de cellule en cellule,

- lalyse de la vacuole a double membrane se fait également par I'action de la listériolysine
couplée aux phospholipases,

- puis c’est le début d’'un nouveau cycle.

L. monocytogenes échappe aux défenses immunitaires de I'héte grace a ce passage direct de

cellule en cellule. (Cossart, 1995, Stavru et al., 2011)

Jusqu’aux années 2000, aucune réglementation internationale n’existait concernant la présence de
L. monocytogenes dans les aliments. Chaque pays appliquait donc ses propres critéres. Afin
d’assurer la sécurité alimentaire, une recommandation européenne indiquait, en 2000, que le taux
de L. monocytogenes ne devait pas étre supérieur a 100 ufc (unité formant colonie)/g dans les
aliments (SANCO, 2005). Différents pays appliquaient alors cette recommandation: le Royaume-
Uni, la France, I'Allemagne, les Pays- Bas. Par contre, I'ltalie et I'Autriche avaient une tolérance
zéro, c'est-a-dire, absence de L. monocytogenes dans 25g d’aliment. Cette tolérance zéro était
d’ailleurs en vigueur au niveau mondial: USA, Australie, Nouvelle-Zélande. Le Danemark et le
Canada appliquaient une politique mixte en fonction du risque représenté par I'aliment: tolérance
zéro pour certains aliments et inférieur a 100 ufc/g a la consommation pour d’autres (F.S.A.l,
2005).

Cette recommandation européenne a servi de base pour I'élaboration du « Paquet Hygiéne » mis
en place au niveau communautaire en 2006. Ce « Paquet Hygiéne » inclus le réglement (CE) n°
2073/2005, modifié par le réglement (CE) n° 1441/2007, qui définit les critéres microbiologiques
applicables aux denrées alimentaires tout au long de leur durée de vie.

Concernant L. monocytogenes, elle doit étre recherchée dans les denrées alimentaires prétes a
étre consommeées ne nécessitant pas une cuisson ou une transformation efficace pour I'éliminer ou

la ramener a un niveau acceptable. Trois catégories sont distinguées:

- Les denrées prétes a consommer, destinées aux nourrissons et/ou destinées a des fins
médicales, ne doivent pas contenir de L. monocytogenes dans 25g,
- Pour les denrées, non destinées aux nourrissons et/ou a des fins médicales, permettant la

croissance de la bactérie, le critére est aussi « absence dans 25g », sauf si le fabricant
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peut apporter la preuve que la limite de 100 ufc/g sera respectée pendant toute la durée de
conservation du produit,

- Les denrées, non destinées aux nourrissons et/ou a des fins médicales, ne permettant pas
la croissance de la bactérie doivent respecter la limite de 100 ufc/g pendant toute la durée

de conservation.

Les professionnels sont donc directement impliqués puisque ce sont eux qui fixent la durée de vie
de leurs produits et qu’ils sont dans I'obligation de démontrer que ceux-ci répondent aux exigences
du reglement (CE) n°® 2073/2005, modifié par le réglement (CE) n° 1441/2007. lls doivent, pour
cela, faire réaliser des tests de croissance (avec une contamination expérimentale) permettant de
vérifier si leurs produits permettent ou non la croissance de la bactérie ou démontrer par des tests
de vieillissement (contamination naturelle) que la limite de 100 ufc/g pendant toute la durée de
conservation est respectée.

La fixation de la durée de vie ou DLC (date limite de consommation) est donc primordiale en terme
de sécurité sanitaire. Elle est définie comme la période pendant laquelle un produit répond a des
spécifications de sécurité et de salubrité et est conditionnée par plusieurs facteurs dont:
I'application des procédures fondées sur I'analyse des risques et la maitrise des points critiques
(HACCP: Hazard Analysis Critical Control Point) et des bonnes pratiques d’hygiéne (BPH), la
qualité de la matiere premiéere, I'évolution des dangers identifiés au cours de la durée de vie
comme la capacité de développement des bactéries pathogénes.

L’ HACCP est un systéme qui identifie, évalue et maitrise les dangers significatifs au regard de la
sécurité des aliments. Ce systéme repose sur plusieurs principes: procéder a une analyse des
dangers, déterminer les points critiques pour la maitrise (CCP (Critical Control Point)), fixer les
seuils critiques, mettre en place un systéme de surveillance permettant de maitriser les CCP,
déterminer les mesures correctives a prendre lorsque la surveillance révéle qu’'un CCP donné
n'est pas maitrisé, appliquer des procédures de vérification afin de confirmer que le systéme
HACCP fonctionne efficacement, constituer un dossier dans lequel figurent toutes les procédures

et tous les relevés concernant ces principes et leur mise en application.

La cinétique de croissance d’une population bactérienne se décompose en plusieurs phases : i)
une phase de latence, pendant laquelle la population bactérienne s’adapte au changement de son
environnement et ne se multiplie quasiment pas, ii) la phase suivante est la phase exponentielle de
croissance durant laquelle, les bactéries se multiplient exponentiellement, iii) la phase stationnaire
correspond a la période ou la population bactérienne atteint son maximum et s’y maintient. Elle

peut étre suivie d’'une phase de déclin.
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Les tests de croissance ou challenge tests permettent d’évaluer I'accroissement de la population
de L. monocytogenes, ou toute autre bactérie, dans l'aliment qui est contaminé artificiellement
avec un inoculum de taille connue, ils sont définis dans la norme AFNOR NF V01-009 et par le
guide technique élaboré par Beaufort et al. (2008). Les tests doivent étre réalisés avec au moins
deux souches: une souche isolée si possible de I'aliment et une souche de référence de sérotype
4b (Afssa, 2001, Afssa, 2005). L'aliment étudié est conservé dans des conditions de temps et de
températures prévisibles prenant en compte les conditions de transport, de distribution et d’emploi
par le consommateur final. Les challenges tests peuvent étre entrepris avec deux objectifs
différents: soit d’estimer le taux de croissance (Umax), SOit d’évaluer le potentiel de croissance (_).

- Le taux de croissance caractérise la phase exponentielle de croissance et permet, soit de
calculer la vitesse de multiplication de la bactérie dans des conditions définies, soit d’étre utilisé
ultérieurement pour la construction de modeles de microbiologie prévisionnelle. Il est influencé par
les caractéristiques physico-chimiques de I'aliment étudié et la température de conservation de

celui-ci,

- Le potentiel de croissance représente la différence de croissance, exprimée en log ufc/g,
entre la concentration bactérienne a la fin du test et la concentration bactérienne initiale au début
du test. Il permet de mettre, ou non, en évidence une croissance de la bactérie dans I'aliment
étudié et, le cas échéant, de connaitre 'amplitude de sa croissance, ceci dans des conditions de

conservation données.

La microbiologie prévisionnelle se base sur des éléments microbiologiques, mathématiques et
statistiques qui permettent de développer des modeéles simulant et prévoyant le comportement de
la bactérie sous différentes conditions environnementales. Ces modéles peuvent, par exemple,
permettre d’évaluer I'impact sur la croissance de la bactérie d’'un changement dans les
caractéristiques d’un aliment comme le pH et/ou le taux de sel.

Par contre, si les données sont collectées en condition de températures variables, c'est-a-dire si
I'aliment étudié subit des variations de température au cours de sa durée de vie, il n’est alors pas
possible de calculer un taux de croissance. Ces conditions permettent seulement de déterminer un
potentiel de croissance. Dans le cadre de notre étude et pour prendre en compte les conditions de
conservation prévisibles du saumon, du fabricant au consommateur, seul ce potentiel de

croissance a pu étre calculé.

Les tests de vieillissement ont pour objet I'étude de I'évolution dans un aliment d’une population de
bactéries qui y est naturellement présente, de fagon détectable ou non. lls permettent ainsi de
vérifier la maitrise de la qualité microbiologique en fin de vie. Les tests de vieillissements sont

définis par la norme NF V01-003. L’aliment étudié est conservé dans des conditions de temps et
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de températures prévisibles prenant en compte les conditions de transport, de distribution et

d’emploi par le consommateur final.

Ces dernieres années, de nombreux bouillons d’enrichissement et milieux d’isolement sélectifs ont
été développés afin d’optimiser I'isolement et la recherche de L. monocytogenes dans les aliments.
Les méthodes mises au point doivent prendre en compte la complexité des matrices alimentaires,
la présence généralement d’un faible nombre de Listeria et d’'une flore bactérienne associée
parfois importante.

Il existe, au niveau international, plusieurs méthodes officielles pour la recherche de
L. monocytogenes. Parmi celles-ci, les trois méthodes les plus utilisées sont les méthodes FDA
(Food and Drug Administration), USDA (US Department of Agriculture) et ISO (International
Organization of Standards) 11290. La méthode FDA est plutét préconisée pour les produits laitiers,
la méthode USDA est plus appropriée pour la viande rouge, la volaille, les ceufs et les
ovoprodruits, la méthode ISO est utilisée pour toutes les denrées alimentaires mais pourrait ne pas

étre appropriée dans certains cas (O.1.E., 2005, Liu, 2008, Zunabovic et al., 2011).

Ces méthodes suivent toute la méme démarche et comprennent une étape d’enrichissement
utilisant des bouillons de culture (LEB (Listeria Enrichment Broth), Fraser, UVM (University of
Vermont-medium)) contenant des agents sélectifs comme I'acriflavine ou I'acide nalidixique. Puis
les cultures obtenues sont isolées sur différentes géloses sélectives (Oxford, Palcam, ALOA (Agar
Listeria selon Ottaviani et Agosti), Rapid’L. mono). Dans les pays européens, les laboratoires

utilisent plus particuliérement les méthodes ISO 11290.

Les méthodes horizontales NF EN ISO 11290-1 (partie 1: méthode de recherche (février 1997)) et
NF EN ISO 11290-2 (partie 2: méthode de dénombrement (aolt 1998)), pour la recherche et le
dénombrement de L. monocytogenes, préconisent une étape d’enrichissement qui se décompose
en deux phases: enrichissement primaire en bouillon Fraser base supplémenté d’agents sélectifs
en demi-concentration (Fraser demi) et enrichissement secondaire en bouillon Fraser entier,
contenant les agents sélectifs en concentration entiére. Aprés chaque phase d’enrichissement, un
isolement est réalisé sur des géloses sélectives: Palcam et Oxford. Le dénombrement de L.
monocytogenes s’effectue a partir de I'enrichissement primaire, avant ajout du supplément, par
ensemencement en surface sur une gélose Palcam d’une quantité déterminée de I'échantillon a

analyser.

L’avénement des milieux chromogéniques basés sur la détection de déterminants de pathogénicité

de Listeria, permettant une meilleure distinction de L. monocytogenes, a entrainé la révision des
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normes en vigueur. En effet, les deux normes utilisées en Europe, ont été modifiées en février
2005 (NF EN I1SO 11290-1/A1 et NF EN ISO 11290-2/A1) en remplacant pour le dénombrement la
gélose Palcam par la gélose ALOA et en recommandant pour la détection I'utilisation d’un milieu
chromogénique tel ALOA ou Rapid’L.mono en paralléle de Palcam ou Oxford. Le caractéere sélectif
de la gélose ALOA est basé sur la détection simultanée des activités phosphatidyl-inositol

phospholipase C et _-glucosidase.

Malgré les progrés réalisés dans l'isolement de L. monocytogenes, aucune technique n’est
réellement efficace pour détecter la bactérie dans tous les types d’aliments (O.1.E., 2005). En effet,
les bactéries stressées par les procédés de fabrication comme la congélation, le salage, le
chauffage, I'acidification ont besoin de conditions de culture particulieres avant de pouvoir étre
détectées. De méme, certains milieux sélectifs comme le Fraser peuvent ajouter des facteurs de
stress dus a la présence de certains composés comme le chlorure de lithium (Patel & Beuchat,
1995, Jasson et al., 2009). Dans l'optique de récupérer ces bactéries stressées, des études ont
préconisé I'utilisation, en paralléle de bouillons sélectifs, de bouillons non sélectifs comme le TSB
(Tryptone Soja Broth), 'eau peptonée ou le LRB (Listeria Repair Broth (Busch & Donnelly, 1992))
(Lammerding & Doyle, 1989, Vaz-Velho et al., 2001, Silk et al., 2002, D'Amico & Donnelly, 2009,
Jasson et al., 2009).

La confirmation de I'appartenance a I'espéce L. monocytogenes dans les méthodes NF EN ISO
11290-1 et 11290-2 consiste en la réalisation de plusieurs tests: catalase, coloration de Gram,
recherche de I'hémolyse, utilisation des glucides. La réalisation de ces tests est fastidieuse et les
résultats ne sont rendus qu’apres plusieurs jours.

L’avénement de la PCR (Polymerase Chain Reaction) a permis la mise au point de méthodes
d’identification qui présentent I'avantage d’étre beaucoup plus rapides et plus spécifiques que les
tests cités ci-dessus. La PCR est une technique de synthése in-vitro permettant I'amplification
sélective d’'une ou plusieurs séquence(s) cible(s) d’ADN (Acide DésoxyriboNucléique). Les
séquences cibles d’ADN les plus souvent utilisées sont celles des génes de virulence spécifiques
a L. monocytogenes (Afssa, 2000). La réaction se déroule en présence d’ADN a amplifier, de deux
amorces oligonucléotidiques délimitant la séquence a amplifier, de désoxynucléotides
triphosphates (ANTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)) et d’ADN polymérase. La PCR consiste en la
répétition d’un cycle de trois étapes successives: dénaturation de 'ADN double brin, hybridation

des amorces sur les séquences cibles, élongation des amorces par ’ADN polymérase :

- Lors de I'étape de dénaturation, les deux brins d’ADN complémentaires, maintenus
appariés par des liaisons hydrogénes établies entre les bases, sont séparés par la rupture

a haute température (94°C) de ces liaisons.
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- Lors de I'étape d’hybridation, la diminution progressive de la température permet aux
amorces oligonucléotidiques de s’hybrider spécifiquement sur chacun des brins d’ADN et

de délimiter ainsi la séquence cible qui sera amplifiée.

- Lors de I'étape d’élongation, les oligonucléotides hybridés servent d’amorce a I’ADN
polymérase qui va, dés le premier cycle, recopier chacun des deux brins initiaux présents
avant la PCR. Les brins nouvellement synthétisés s’allongent dans le sens 5’ 3’, et on
obtient deux copies consituées chacune d’un brin original et d’'un brin exactement

complémentaire.

Au terme de ce cycle, on obtient deux copies identiques de I’ADN cible. Ce cycle est répété n fois

afin d’obtenir une grande quantité d’ADN: en théorie, 2" copies. (Larzul, 1993).

Au niveau international, de nombreuses études se sont intéressées aux taux de prévalence et
niveaux de contamination de L. monocytogenes dans les différentes filieres de I'agro-alimentaire,
quelques résultats récents sont donnés, ci-apres, pour information. Un rapport de I’Afssa (2009)
indiquait que, sur des aliments collectés au stade de la vente au détail en France, les niveaux de
prévalence étaient de: 0,7% pour les fromages, 1,0% pour les légumes crus en sauce, 1,8% pour
les rillettes, 3,8% pour les produits de charcuterie cuits type langue et téte et 7,9% pour les
produits de saurisserie. D’ailleurs a la distribution, les produits de saurisserie fumés sont, depuis
1993, les plus contaminés par L. monocytogenes devant les produits de charcuterie et les
fromages (Goulet et al., 2008b).

En 2009, au niveau européen, la prévalence dans les produits préts a consommer a base de
poisson était aussi la plus élevée avec 7,0% (taux compris entre 0 et 35,0% selon les pays). Un
niveau de contamination supérieur a 100 ufc/g était observé dans 0,6% des échantillons (0 a 2,5%
selon les pays) (EFSA, 2011). Les produits préts a consommer a base de viande présentaient les
taux de prévalence suivants: 1,0% pour le beeuf, 2,6% pour le porc, 2,2% pour la volaille avec des
niveaux de contamination supérieurs a 100 ufc/g compris entre 0,2 et 0,3% (EFSA, 2011). Pour les
fromages, L. monocytogenes n’était détectée que dans le fromage a pate molle fabriqué avec du
lait cru ou faible traitement thermique au taux de 2,4% et tous les dénombrements étaient
inférieurs a 100 ufc/g (EFSA, 2011).

Bien sdr, des niveaux de contamination largement supérieurs a 100 ufc/g ont déja été rapportés,
notamment dans les produits de la péche. Dominguez et al. (2001) ont trouvé vingt échantillons de
poissons fumés sur 38 contenant plus de 100 ufc/g dont deux avec 1100 et 1700 ufc/g. Johansson
et al. (1999) sur différents poissons sous vide ont trouvé plusieurs échantillons contenant plus de
1000 ufc/g.
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Diverses techniques existent pour caractériser les souches de L. monocytogenes (Schlech et al.,
1983): sérotypage, lysotypage, électrophorése d’isoenzymes, électrophorése en champ pulsé,

ribotypage.

Le sérotypage est une méthode de typage basée sur la détection de quinze antigénes somatiques
(I a XV) et cing antigénes flagellaires (A a E) et permet de diviser I'espéce en treize sérotypes:
1/2a, 1/2b, 1/2c, 3a, 3b, 3c, 4a, 4ab, 4b, 4c, 4d, 4e et 7. La technique repose sur la mise en
evidence d’une réaction spécifique entre un anticorps présent dans un sérum test et un antigéne
porté par la bactérie. Cette réaction est visualisée par une agglutination qui est le résultat de la
réaction antigéne anticorps. Cette méthode est limitée par son co(t et par le temps nécessaire a
sa réalisation (Kerouanton et al., 2010).

Depuis une dizaine d’années, des méthodes de sérotypage par PCR multiplex ont été proposées
(Doumith et al., 2004, Doumith et al., 2005, Zhang & Knabel, 2005). Elles permettent de
différencier cinq groupes PCR différents: lla (sérotypes 1/2a et 3a), lIb (sérotypes 1/2b, 3b et 7), lic
(sérotypes 1/2c et 3c), IVb (sérotypes 4b, 4d et 4e) et L (autres sérotypes de L. monocytogenes et
autres especes de Listeria) (Doumith et al., 2004). En dépit d'un faible pouvoir discriminant, le
sérotypage reste un outil de choix dans les investigations épidémiologiques car il permet une
premiere approche dans la différenciation de I'espéce. En effet, avant 'avénement des méthodes
moléculaires, le sérotypage était la seule méthode de typage utilisée dans de nombreux pays et
par conséquent la seule a permettre des comparaisons (Rocourt et al., 2000). Cette technique est
donc toujours universellement utilisée dans les études récentes en complément de techniques plus
discriminantes (Chou & Wang, 2006, Corcoran et al., 2006, Berzins et al., 2009, Mammina et al.,
2009, Nucera et al., 2010).

v La RAPD (Randomly Amplified Polymorphism DNA)

La RAPD ou amplification aléatoire est une méthode d’amplification, basée sur le principe de la
PCR, utilisant une seule amorce, non spécifique, de courte taille (environ 10 nucléotides). Cette
technique est simple et rapide a mettre en ceuvre mais manque de reproductibilité car celle-ci est
influencée par de nombreux facteurs comme la concentration de I'amorce, les caractéristiques du
tampon, du thermocycleur, rendant difficile les comparaisons inter laboratoires (Meunier &
Grimont, 1993, Struelens, 1996, Allerberger et al., 1997, Olive & Bean, 1999). Du fait de son
manque de reproductibilité, elle est peu utilisée dans les études épidémiologiques mais certaines

études de tragabilité y ont recours (Fonnesbech Vogel et al., 2001, Aguado et al., 2004, Wulff et
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al., 2006). Elle peut, par contre, se révéler plus appropriée pour différencier de nombreuses
souches afin de faire un premier tri en vue de la mise en ceuvre d’une technique plus

discriminante.

v La PFGE (Pulsed Field Gel Electrophoresis)

La PFGE ou électrophorése en champ pulsé est la technique la plus discriminante pour le typage
de nombreuses bactéries, dont L. monocytogenes. Elle permet d’obtenir une carte d’identité
génétique des souches. Elle présente une trés bonne reproductibilité (Swaminathan et al., 2001,
Aarnisalo et al., 2003, Gerner-Smidt et al., 2006, Fugett et al., 2007) et elle est standardisée
(Graves & Swaminathan, 2001).

Afin d’obtenir une meilleure discrimination, l'utilisation de deux enzymes de restriction est
recommandée (Graves & Swaminathan, 2001). Pour L. monocytogenes, les enzymes les plus
utilisées sont Apal et Ascl (Wagner & Allerberger, 2003, Chou & Wang, 2006, Corcoran et al.,
2006, Mammina et al., 2009, Nucera et al., 2010).

Dans cette technique, les bactéries sont enrobées dans de I'agarose avant de subir une étape de
lyse « in situ » afin de préserver l'intégrité de I’ADN total. Puis cet ADN est coupé en fragments par
des enzymes de restriction a faible fréquence de coupure. Ces fragments sont ensuite soumis a
une électrophorése en champ pulsé. Cette électrophorése utilise deux champs électriques
d’orientation différente et appliqués de maniere alternative. Les fragments d’ADN vont étre séparés
selon leur taille. En effet, a chaque changement de direction du champ électrique, les fragments
vont se réorienter plus ou moins rapidement en fonction de leur taille et migrer. Les fragments les
plus petits migreront donc plus vite et par conséquent plus loin que les plus grands. Les profils
obtenus, aussi appelés pulsotypes, ressemblent a des codes-barres qui sont comparés au moyen
d’'un logiciel informatique. Cette comparaison utilise trés souvent le coefficient de similitude de
Dice qui analyse les profils deux a deux. Tenover et al. (1995 et 1997) ont proposé un systéme
d’interprétation des profils pour déterminer la relation entre les isolats étudiés. lls suggérent que
lors de I'analyse des profils, le nombre de bandes communes et/ou différentes entre deux isolats
peut conduire a l'identification d’événements génétiques. Ainsi, une différence du nombre de
bandes entre les profils peut signifier la perte ou le gain d’un site de restriction. Les profils ainsi
obtenus alimentent des bases de données informatisées regroupant les caractéristiques de
chaque souche et permettant la comparaison rapide entre isolats de différentes provenances. Il est
ainsi facile dans un méme laboratoire de comparer les profils obtenus sur plusieurs années, dans
plusieurs entreprises, dans différentes filieres ou méme dans différents laboratoires. Aux USA, la
mise en place d’'une base de données en réseau, « PulseNet », a permis dés ses débuts, en 1999,
d’identifier rapidement I'origine d”’une épidémie de listériose, survenue fin 1998, liée a la
consommation de hot dog (108 malades dans 24 états dont 14 déceés) (Graves et al., 2005). Mais,

en Europe, il n’existe pas de base de données en réseau qui pourrait permettre, lors d’alertes, de
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suspecter plus rapidement le ou les aliments mis en cause et ainsi remonter plus facilement a la
source de la contamination.

La PFGE est pourtant largement utilisée dans un but épidémiologique car elle permet d’établir la
similarité de souches isolées de patients de celles isolées d’aliments (Boerlin et al., 1997,
Franciosa et al., 1998, Gianfranceschi et al., 2002, Chou & Wang, 2006). Chou et Wang (2006) ont
comparé les profils de 71 souches isolées de produits de la péche avec 57 souches isolées de cas
humains. lls n’ont trouvé que deux profils Apal identiques et un seul avec 'enzyme Ascl. LA PFGE
peut également servir a comparer les profils issus de différentes filiéres. Corcoran et al. (2006)
n’ont pas mis en évidence de profils communs entre des isolats issus de saumon fumé et ceux
issus de bacon, de salade de chou et de dinde fumée. Elle permet aussi d’analyser la tragabilité,
les possibles voies de contamination, la persistance de souches de L. monocytogenes au sein de
sites de production alimentaires. Ortiz et al. (2010) ont utilisé la PFGE pour surveiller la diversité
génétique et la persistance de souches, sur trois années, dans une usine de production de plats
préts a consommer de porc. lls ont trouvé 29 pulsotypes différents dont trois qui étaient persistants
et représentaient 73% de tous les isolats. Lomonaco et al. (2009) ont isolé 95 souches de L.
monocytogenes provenant de 22 sites de production de gorgonzola et les ont comparées par
PFGE. lls ont obtenus 29 profils génétiques différents, dont un représentait 45 souches et se
retrouvait dans 14 entreprises. De nombreux auteurs ont appliqué la PFGE pour suivre la
contamination des produits de la péche. Autio et al. (1999) ont tenté de trouver les sources de
contamination par L. monocytogenes dans une entreprise de production de truite fumée a froid. lls
ont mis en évidence neuf pulsotypes et désigné deux aires de contamination majoritaires au
niveau du salage et du tranchage. Cruz et al. (2008) ont effectué des prélevements tout au long de
la chaine de production de saumon « gravlax » (ou « gravad ») (filets de poisson crus marinés
dans un mélange de sucre, sel et poivre et recouverts d’aneth), ils ont obtenu 61 profils combinés
différents et ont noté que le poisson cru était la principale porte d’entrée de la bactérie. Certaines
études ont ainsi mis en évidence des problémes de nettoyage et désinfection, Dauphin et al.
(2001) trouvaient le méme pulsotype, sur plusieurs mois, a toutes les étapes (exceptée la matiére
premiére) de la fabrication de saumon fumé. Midelet-Bourdin et al. (2007) mettaient en évidence le

méme pulsotype pour 74 des 80 isolats provenant d’'une méme entreprise.
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La listériose est une maladie relativement rare caractérisée par un taux de Iétalité élevé qui va de
20 a 30%, ou qui peut laisser des séquelles. Les manifestations cliniques associées a la maladie
se divisent en deux catégories: listériose invasive et listériose non invasive.

La listériose invasive touche principalement des personnes dites a risque: femmes enceintes,
nouveaux nés, personnes ageées, personnes immunodéprimées (cancer, SIDA, cirrhose). La
période d’incubation peut étre longue: de 7 jours jusqu’a 70 voire 90 jours. Du fait de cette longue
incubation avant la déclaration de la maladie, le niveau de contamination des aliments incriminés

lors de cas de listériose est difficile a déterminer.

Chez le nouveau-né et I'adulte, la maladie se traduit par une septicémie, une méningite, des abces
cérébraux. Chez la femme enceinte, les signes cliniques se limitent & un syndrome pseudo-grippal,
avec fievre, frissons, fatigue, maux de téte, qui survient vers le cinquieme mois de grossesse. Le
bébé peut alors étre contaminé de deux fagons: i) par voie sanguine in utero avec formation de
nombreux abcés entrainant: la mort, un avortement, une fausse-couche ou un accouchement
prématuré; ii) ce qui est plus rare, a la naissance: I'enfant nait apparemment sain et 'infection
apparait 8 a 28 jours aprés I'accouchement. Si I'isolement de L. monocytogenes est réalisé dans le
cadre d’une grossesse ou chez un nourrisson de moins de un mois, le cas est considéré comme
materno-néonatal avec un seul cas comptabilisé si la mére et I'enfant sont touchés. Tous les

autres cas sont déclarés non materno-néonatals.

La listériose non invasive, appelée également gastroentérite fébrile a Listeria, touche des individus
en bonne santé et n’entraine pas la mort des patients. Les symptébmes sont ici ceux d’une
gastroentérite: fievre, diarrhée, céphalée, et surviennent aprés une faible période d’incubation de
12 & 24 heures suite a l'ingestion d’aliments fortement contaminés par L. monocytogenes (Dalton
et al., 1997, Aureli et al., 2000, Swaminathan & Gerner-Smidt, 2007).

Ce n’est que dans les années 50, suite a la description de plusieurs cas avec isolement de la
bactérie, que L. monocytogenes est considérée comme agent pathogéne pour 'homme.
L'importance des infections est apparue dans les années 1960 suite aux travaux de Gray et
Killinger (1966). Mais il faut attendre les années 1980, aprés plusieurs cas de listérioses en
Amérique du nord et en Europe, dues a de la salade de chou (Schlech et al., 1983) et du fromage
a pate molle (Bille, 1990), pour que la transmission alimentaire soit mise en évidence. Ce mode de

transmission est responsable de 99% des infections dues a L. monocytogenes. En effet, dans de
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rares cas, une contamination directe peut se produire dans des métiers a risque (vétérinaires,
éleveurs) aprés contact avec un animal infecté.

Dans ces mémes années 1980, I'incidence de la listériose, en France, oscillait entre 11 et 14 cas
par million d’habitants (Goulet et al., 2001). En 1998, l'incidence avait subi une diminution du tiers
pour arriver a 4,5 cas/million d’habitants. Puis de 2001 a 2005, I'incidence s’est stabilisée a une
moyenne de 3,5 cas/million d’habitants. Mais l'incidence augmente en 2006 puis 2007 pour
atteindre 5 cas/millions d’habitants. Cette augmentation concerne surtout les personnes agées de
plus de 60 ans et les sujets immunodéprimés quel que soit leur ge. La forme materno-néonatale
reste quant a elle stable. Ces mémes observations, augmentation du nombre de cas et population
concernée, ont été constatées dans différents pays européens: Angleterre, Pays de Galles,

Belgique, Allemagne, Suisse, Danemark et Finlande (Goulet et al., 2008a).

Les données 2009 sur le nombre confirmé de cas de listérioses humaines d’origine alimentaire par
an, en France, étaient de 328 (84 décés) (InVS, 2011).

Dans de nombreux pays, la listériose est une maladie a déclaration obligatoire (DO), c'est-a-dire
que les médecins ou biologistes faisant le diagnostic de la maladie doivent déclarer tous les cas
aux autorités sanitaires. L'objectif est de détecter, au plus tot, la maladie pour agir et ainsi prévenir
les risques d’épidémie. Aux USA, la listériose est une maladie a déclaration obligatoire depuis
'année 2000 et la surveillance est assurée par le réseau Foodnet (Foodborne diseases active
surveillance network) qui réunit, outre le CDC (Centers for disease control and prevention),
différents services d’inspection et de santé (MMWR, 2010). Le Canada avait enlevé cette maladie
de sa liste de DO, fin 1999, et I'a remise en 2007. D’autre part dans ce pays, le programme de
surveillance, appelé C-Enternet, placé sous I'égide de I'Agence de la santé publique du Canada
(ASPC), répertorie les cas humains de listériose (ASPC, 2011). A Hong Kong, les praticiens sont
tenus de déclarer la maladie au CHP (centre for health protection) depuis juillet 2008 (CHP, 2010).

Au niveau européen, une enquéte réalisée en 2002 indiquait, que sur les dix sept pays interrogés,
seul le Portugal ne possédait pas de systéme de surveillance de la listériose et que dans tous les
pays, excepté I'lrlande, existaient un LNR (laboratoire national de référence). Onze pays se
basaient sur leur LNR pour la surveillance de la listériose. Le LNR centralise les souches isolées
dans le pays (Grande-Bretagne, Belgique, Suisse, pays scandinaves) ou recgoit les souches de
certains laboratoires hospitaliers (Allemagne) (Afssa, 2000, de Valk et al., 2005). Dans le cas de la
France, c’est suite aux deux grandes épidémies de 1992 et 1993 que des mesures visant a
diminuer le nombre de cas de listérioses humaines ont été mises en place (Jacquet et al., 1995,
Goulet et al., 1998). Le systéme de surveillance repose depuis 1998: i) sur la récolte d'informations
au moyen de la fiche de DO, renseignant sur la forme clinique, I'adge, le lieu de résidence du
patient, i) sur 'envoi des souches isolées de patients au centre national de réféerence (CNR) des
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Listeria situé a I'Institut Pasteur de Paris qui centralise et caractérise ces souches par sérotypie et
analyse des profils de macrorestriction. Le CNR signale a I'Institut de Veille Sanitaire (InVS) les
cas groupés d’infection, définis comme plus de trois cas détectés sur une période de six semaines,
dont les souches présentent des profils de macrorestriction non différentiables. L’InVS assure la
surveillance épidémiologique des cas de listérioses en se basant sur les informations cliniques,
déemographiques et alimentaires recueillies par les agences régionales de santé (ARS). Suite a
'analyse des données de la DO et des questionnaires alimentaires (QA) remplis par le patient,
I'InVS déclenche ou non la phase d'alerte. Une "cellule Listeria" constituée de représentants de la
Direction générale de la santé (DGS), de I'InVS, de la Direction générale de I'alimentation (DGAI),
de la Direction générale de la consommation et de la répression des fraudes (DGCCRF), de
'Anses (Laboratoire de sécurité des aliments de Maisons-Alfort) qui est le laboratoire de
référence de I'union européenne et du CNR décident alors des actions et mesures a mettre en

ceuvre pour identifier I'aliment véhicule et limiter le nombre de cas.

Par contre, dans les pays en voie de développement, il n’existe pas de systéme de surveillance et
il 'y a pas non plus de norme concernant L. monocytogenes dans les aliments (Todd &
Notermans, 2011).

v Les aliments a risque sont ceux permettant la croissance de L. monocytogenes et
consommeés sans avoir été chauffés suffisamment pour détruire la bactérie. Les catégories
d’aliments concernés sont les aliments réfrigérés a durée de conservation longue, les aliments
préts a consommer. Mais une contamination croisée peut toucher les aliments cuits,
particulierement quand ils sont conservés réfrigérés pendant de longues périodes (Afssa, 2000).

Dans une méme catégorie d’aliments, certains produits peuvent étre considérés a haut risque et
d’autres a faible risque vis a vis de L. monocytogenes comme par exemple, les fromages au lait

cru opposés aux fromages pasteurisés.

Divers aliments ont été incriminés, depuis les années 1980: comme du lait pasteurisé, divers
fromages (époisses, tomme, brie), différents produits de charcuterie (langue de porc en gelée,

rillettes), du beurre, des produits de la mer (moules, crevettes, poisson).

Les produits de la péche n’ont jamais été a I'origine de cas connus de listériose en France. Par
contre, ils ont déja été soupgonnés a plusieurs reprises dans d’autres pays. En effet, en 1980, les
poissons crus ont été mis en cause lors d’une épidémie de listérioses périnatales (22 cas) en
Nouvelle-Zélande (Lennon et al., 1984). Facinelli et al. (1989) ont rapporté un cas causé par du
poisson (sans autre précision). La transmission de la bactérie était certainement due a une
mauvaise cuisson de I'aliment. En Suéde, (9 cas dont 2 déceés) entre aolt 1994 et juin 1995, un

clone de L. monocytogenes de sérotype 4b a été isolé de truite « gravad » (Ericsson et al., 1997).
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D’autres cas ont été signalés, impliquant du saumon fumé ou du poisson sous vide en Finlande et
en Australie (Arnold & Coble, 1995, Tan et al., 1995, Hatakka et al., 2000). Toujours en Finlande,
Miettinen et al. (1999) ont fait état de cas de gastroentérites, avec nausées, vomissements,

diarrhées, touchant 5 personnes ayant consommé de la truite fumée.

v Le sérotypage a été la premiere méthode de typage mise en oeuvre et la plus
universellement utilisée. Aussi, beaucoup de données épidémiologiques lui sont reliées et elle est
ainsi devenue incontournable car informative dans une certaine mesure. En effet, 95% des
listérioses humaines sont causées par seulement trois sérotypes, a savoir, les sérotypes 4b, 1/2a
et 1/2b (Rocourt et al., 2000, Swaminathan & Gerner-Smidt, 2007). Le sérotype 4b est impliqué

dans la majorité des épidémies qu’elles soient invasives ou non.

En France, sur les souches isolées de cas humains de 1999 a 2007, la répartition des sérotypes
apparait assez stable d’'une année sur l'autre avec en moyenne: 45-50% de souches 4b, 30% de
1/2a et environ 20% de 1/2b (Goulet et al., 2008b). Cependant, certains pays comme la Suéde, la
Finlande, I'ltalie et les USA observent depuis quelques années que le sérotype 1/2a devient
prédominant dans les cas de listérioses humaines avec par exemple, 71% des souches isolées en
Suéde (Gianfranceschi et al., 2003, Lukinmaa et al., 2003, Gilbreth et al., 2005, Parihar et al.,
2008b). Par contre, il semblerait que le sérotype 4 soit plus virulent que les sérotypes 1/2. En effet,
une étude danoise montre que le taux de mortalité chez les patients infectés par le sérotype 4 est

de 26% contre 16% pour ceux infectés par le sérotype 1/2 (Gerner-Smidt et al., 2005).

L’augmentation des cas due aux sérotypes 1/2 peut s’étayer sur le constat suivant: dans les
aliments et dans I'environnement des sites de production, ce sont les sérotypes 1/2a, 1/2b et 1/2c
qui sont les plus frequemment isolés (Swaminathan & Gerner-Smidt, 2007). En effet, le sérotype
4b représente 10 a 20% des sérotypes rencontrés quelle que soit la filiere contre 35 a 57% pour le
sérotype 1/2a (Jemmi et al., 2002, Vitas & Garcia-Jalon, 2004, Latorre et al., 2007, Meloni et al.,
2009).
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Une prévalence a la distribution évaluée a 12% dans les poissons et 16 % dans les poissons
fumés pour la période 1993-1994 a conduit a désigner ces produits comme aliments a risque et a
fait I'objet de campagnes d’informations auprés des consommateurs dits sensibles (Goulet et al.,
1995, Pierre & Veit, 1996). A I'étranger, pour des périodes similaires, entre 1991 et 1995, la
contamination dans les poissons fumés a froid fabriqués dans divers pays (U.S.A., Norvége,
Royaume Uni, Canada) est également du méme ordre avec 17,5 % (Heinitz & Johnson, 1998).
Entre 1996 et 1999, un programme Européen FAIR (Federal Agriculture Improvement and Reform)
portant sur la qualité et la sécurité des poissons fumés a froid précise, a partir des 4 producteurs
saleurs saurisseurs francais participants, que la prévalence en L. monocytogenes oscille entre 9 et
53 % et dépend fortement des sites de production (Gay, 1998).

Ces chiffres préoccupants ont conduit les autorités sanitaires et les scientifiques a s’investir dans
des études portant sur les niveaux de prévalence, la contamination initiale, les voies de
contamination: ces deux points seront abordés dans les paragraphes suivants.

Les études menées ces dix derniéres années montrent que la prévalence générale en
L. monocytogenes dans la filiére poisson varie énormément suivant les sites de production. Au
Danemark, une étude réalisée dans deux entreprises fabriquant du saumon fumé a froid a montré
que le pourcentage de matiére premiére contaminée par L. monocytogenes était de 0% dans
l'usine | et de 0 a 25% dans l'usine Il (Fonnesbech Vogel et al., 2001). La contamination dans les
produits finis variait de 31 a 85 % dans la premiére industrie et de 0 a 25% pour la deuxiéme. Une
eétude menée dans trois sites de production frangais de saumon fumé a froid (échantillons de
saumon, d’environnement d’atelier et d’équipement a différents stades de fabrication) a montré un
taux de prévalence de 42% (Dauphin et al., 2001). Les prélevements effectués pendant un an
dans une entreprise polonaise de transformation de poisson (matiéres premieres, produits finaux
et environnement d’atelier) ont révélé une prévalence globale en L. monocytogenes de 30,9%
avec des taux plus importants dans les produits finaux (58,3-77,8%) que dans la matieére premiére
(4,3-15,4%) (Medrala et al., 2003). Une étude réalisée sur trente et une semaines dans deux
usines de saumon fumé a froid a montré la présence de L. monocytogenes dans 35% des
prélevements réalisés dans I'entreprise A (66% sur le saumon avant fumage et 14,8% sur le
saumon aprés fumage) et dans 33% des prélévements de saumon avant fumage (pas de
prélévement aprés fumage) réalisés dans I'entreprise B (Klaeboe et al., 2005). En Irlande,
Chitlapilly Dass et al. (2010) ont enquéte, sur une période de un an, dans une usine de production
de saumon fumé, et ont trouvé la bactérie dans 24,5% des échantillons. Ce taux de prévalence
variait de 16,6 a 58,3% selon les zones de prélévements. Aux USA, Thimothe et al. (2004) ont

réalisé une étude dans quatre entreprises de transformation de poissons fumés. Les prélévements
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effectués a différents niveaux ont montré la présence de L. monocytogenes dans 3,8% des
échantillons de poissons crus (0% a 10% suivant I'entreprise), 1,3% des produits finis (0 a 3,3%) et
12,8% des échantillons provenant de I'environnement des ateliers et du personnel (0 a 29,8%). La
prévalence dans une usine produisant des filets de poisson frais a été de 21,6% (Chen et al.,
2010). Cruz et al. (2008) ont détecté L. monocytogenes dans 41% des échantillons de saumon cru
servant a la préparation de saumon « gravad ». La matiére premiére, issue de deux sites de
production finlandais, a révélé la présence de L. monocytogenes dans 4% des échantillons
analysés (Markkula et al., 2005). Toujours en Finlande, des prélévements effectués sur les ouies,
les visceres et la peau d’échantillons de truite arc-en-ciel, provenant de fermes d’élevage
localisées dans des lacs ou en mer, ont révélé la présence de L. monocytogenes dans 14,6% des
pools (un pool correspond a cing poissons) de truites arc-en-ciel fraiches analysées et dans 8,8%
des poissons individuels décongelés (Miettinen & Wirtanen, 2005). Plus de 95,6% des échantillons
positifs en L. monocytogenes provenaient des échantillons d’ouies et seulement 4,4% provenaient
de la peau ou des viscéres. En Islande, les prélévements réalisés dans quatre entreprises de
transformation de saumon fumé a froid ont révélé que 11,3% des échantillons (environnement
d’atelier, personnel, matiére premiére, produits finaux,...) étaient positifs en L. monocytogenes
mais la bactérie était seulement présente dans 4% des produits finaux (Gudmundsdottir et al.,
2005). En ltalie, I'incidence de L. monocytogenes dans des aliments soumis aux contréles officiels
a été de 6,4% pour les poissons et produits dérivés de poissons (Busani et al., 2005). Pour la
majeure partie des études, la recherche de L. monocytogenes est effectuée directement aprés le
prélevement des aliments ou dans les jours qui suivent. Par contre, de trés rares auteurs
s’intéressent a la contamination en fin de vie du produit. Beaufort et al. (2007) ont suivi la présence
de L. monocytogenes, en DLC, dans neuf usines frangaises de saumon fumé, la prévalence était
de 10,3% avec des taux variant selon les usines entre 0 et 41%.

La prévalence dans les produits prélevés au niveau de la distribution (vente au détail,
supermarchés) est aussi du méme ordre que celle trouvée dans les études réalisées au niveau de
la production, citées ci-dessus. En Espagne, L. monocytogenes a été mise en évidence dans
22,3% des échantillons de poissons fumés avec respectivement 17,7% dans le saumon et 16,3%
dans la truite (Dominguez et al., 2001). Une autre étude a montré une prévalence de 28% dans du
saumon fumé (Vitas & Garcia-Jalon, 2004). Dans ce pays, L. monocytogenes a également été
isolée dans 10% des échantillons de poisson frais (sole, congre) (Herrera et al., 2006). Mena et al.
(2004), au Portugal, ont trouvé une incidence en L. monocytogenes de 12% dans des poissons
crus analysés le jour de leur collecte. Jemmi et al. (2002) ont reporté qu’en Suisse, entre 1992 et
2000, 38% des poissons marinés importés et exportés étaient contaminés par L. monocytogenes
ainsi que 14% des poissons fumés a froid et 12% des poissons fumés a chaud. Aux USA, une
prévalence de 4,3% dans les saumons fumés et de 4,7% dans des salades a base de produits de
la mer a été trouvée par Gombas et al. (2003). Au Japon, les taux de prévalence en L.

monocytogenes étaient de 5,4% dans des saumons fumés et 3,3% dans des produits de la mer
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prét a consommer (lnoue et al., 2000, Nakamura et al., 2004). Une incidence en L.
monocytogenes de 14,3% a été notée dans des échantillons de thon cru (Handa et al., 2005). En
Italie, une étude portant sur 12 ans de surveillance de L. monocytogenes dans des aliments de
différentes origines a montré que le taux le plus élevé (10,6%) était trouvé dans le saumon fumé
(Latorre et al., 2007). Au Nigéria, L. monocytogenes a été mise en évidence dans 25% des
échantillons de poissons fumés analysés (Salihu et al., 2008). En Grande Bretagne, 236 des 1344
échantillons de poissons fumés a froid étaient contaminés (17,4%) ainsi que 66 des 1878
échantillons de poissons fumés a chaud (3,4%) (Anonyme, 2008). Une étude menée en Belgique a
affiché des résultats allant de 0 a 33%: 0% pour la truite fumée, 19% dans le saumon fumé, 25%
dans de la salade imitation crabe, 28,6% dans de la salade de thon, 33,3% pour le flétan fumé
(Van Coillie et al., 2004). Ces différentes études ont été réalisées a JO ou dans les tous premiers
jours de la conservation des produits.

Uyttendale et al. (2009) ont noté une prévalence identique de 27,8% dans le poisson fumé analysé
a JO et en DLC. Une prévalence similaire, a la DLC, a été rapportée en France pour des
prélevements incluant différentes préparations de saumon (fumé, aux herbes, carpaccio), du

hareng fumé, de la truite fumée et du carpaccio de thon (Midelet-Bourdin et al., 2007).

Bien que les produits de saurisserie fumés se classent en premiére position des aliments les plus
contaminés par L. monocytogenes devant les produits de charcuterie et les végeétaux, les niveaux
de contamination supérieurs a 100 ufc/g sont en continuelle diminution pour ne représenter que
0,2% en 2006 (Goulet et al., 2008b). Des valeurs supérieures sont néanmoins quelques fois
détectées.

Divers auteurs ont étudié le niveau de prévalence dans les jours qui suivent la fabrication des
produits. Une étude espagnole a indiquée que sur 89 échantillons de saumon fumé acheté en
grande distribution, tous les dénombrements positifs en L. monocytogenes (7,9%) étaient
inférieurs ou égaux a 100 ufc/g (Cabedo et al., 2008). Dominguez et al. (2001) ont trouvé que
52,6% des échantillons de saumon et truite fumés positifs avaient des niveaux de contamination
supérieurs a 100 ufc/g avec un maximum a 1700 ufc/g. Garrido et al. (2009) ont mis en évidence
des niveaux de contamination supérieurs a 1000 ufc/g dans 33,3% des échantillons de truite et
saumon fumés analysés. Pour Van Coillie et al. (2004), un échantillon de saumon fumé sur huit
positifs a présenté un taux de 10* ufc/g, deux échantillons de flétan fumé sur six positifs
contenaient 5.10° et 2.10° ufc/g. Aux USA, 4,8% des dénombrements positifs (salade de fruits de
mer et saumons fumés) ont présenté des niveaux de contaminations supérieurs a 100 ufc/g
(Gombas et al.,, 2003). Au Japon, une étude a indiqué un niveau de contamination toujours
inférieur a 10 ufc/g sur des échantillons de saumon fumé (Inoue et al., 2000). De méme,

Namakura et al. (2004) ont trouvé un taux inférieur a 100 ufc/g dans tous les échantillons de truite
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et saumon fumés a froid analysés. En Grande Bretagne, tous les poissons fumés a froid (236 sur
1344) positifs avaient un taux inférieur a 100 ufc/g et 3 échantillons de poisson fumé a chaud sur

66 positifs étaient supérieurs a cette valeur (Anonyme, 2008).

Peu d’études se sont intéressées au niveau de contamination en fin de vie des produits. Midelet-
Bourdin et al. (2007) ont constaté que 55,0% des échantillons positifs (saumon cru et fumé, hareng
fumé, truite fumée) se trouvaient a un niveau inférieur a 10 ufc/g et 33,6% étaient supérieurs a 100
ufc/g. Dans I'étude de Beaufort et al. (2007), onze des échantillons de saumon fumé contaminés

sur 63 (17%) ont dépassé les 100 ufc/g a la DLC, dont deux étaient supérieurs a 2500 ufc/g.

Différentes études ont été menées afin de déterminer I'origine de la contamination des produits de
la péche par L. monocytogenes. Les principales sources de contamination du poisson fumé
pourraient étre une recontamination en cours de process soit par des souches persistantes dans
I'atelier, soit par des souches transitoires qui seraient initialement apportées par le poisson cru
(matiéres premiéres) ou par le personnel (Hoffman et al., 2003, Reij & Den Aantrekker, 2004).
Fonnesbech Vogel et al. (2001) ont déterminé les sources de contamination de L. monocytfogenes
dans deux usines danoises fabriquant du saumon fumé a froid. lls ont montré que dans une usine,
la contamination du produit final provenait non pas de la matieére premiére mais de la
contamination pendant le process. Les endroits mis en cause étaient les aires de saumurage et de
tranchage. Dans la seconde usine, les profils obtenus par RAPD dans le produit final étaient aussi
présents dans le poisson cru. De méme une étude polonaise a pointé les aires de fumage,
tranchage et emballage comme sources possibles de contamination (Medrala et al., 2003). Ces
observations mettent en cause des procédures de nettoyage-désinfection insuffisantes pour
éliminer L. monocytogenes. Pendant deux ans, Lappi et al. (2004b) ont prélevé des échantillons
(produits finis, matiére premiére et environnement des ateliers) dans quatre entreprises fabriquant
du poisson fumé. lls ont observé que, dans I'environnement de trois entreprises, des types de
L. monocytogenes persistaient et pouvaient étre responsables de la contamination des produits
finis alors que la matiére premiere apparaissait rarement mise en cause. Les opérations de
filetage, saurissage, ringage étaient I'occasion pour I'équipement, le personnel et d’autres surfaces
de contact de servir de source de contamination secondaire. Cruz et al. (2008) ont montré, dans
une usine produisant du saumon « gravad », l'importance de la matiére premiere dans la
contamination par L. monocytogenes mais ont également diagnostiqué d’autres points sensibles
comme les couteaux, les tapis convoyeurs et le personnel. Chitlapilly Dass et al. (2010) ont mis
également en cause la matiére premiéere dans la contamination de saumon fumé a froid.

Des souches de L. monocytogenes peuvent donc s’établir dans les entreprises et y trouver des
niches ou elles peuvent survivre pendant de longues périodes (Dauphin et al., 2001, Fonnesbech
Vogel et al., 2001, Reij & Den Aantrekker, 2004, Thimothe et al., 2004). Les bactéries forment
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alors des biofilms qui augmentent la résistance du pathogéne aux opérations de nettoyage et
désinfection permettant sa survie sur les équipements de I'entreprise, par exemple sur les tapis
convoyeurs. Cette résistance augmente ainsi le risque de contamination lors de la fabrication
(Gudbjérnsdottir et al., 2004).

Guyer et Jemmi (1991) ont démontré expérimentalement la survie de L. monocytogenes dans les
produits fumés a froid en utilisant des lots de matiére premiére artificiellement contaminés. La
croissance du pathogéne durant le stockage des produits finis a +4°C ou +10 C a été mise en
évidence avec une augmentation globale pouvant atteindre 4,5 log ufc/g en 30 jours (avec un
niveau final de 10’ ufc/g). Ces résultats ont été confirmés par les travaux de Rorvik et al. (1991)
indiquant une croissance a partir de trés faibles inoculums (6 ufc/g et 600 ufc/g) en matrices
fumées stockées a +4°C. Il semblerait, par ailleurs, que le taux de croissance puisse dépendre de
la souche: les souches isolées, a l'origine, dans un poisson fumé naturellement contaminé ont
semblé présenter une dynamique de croissance supérieure a des souches dites de collection (ou
souches de référence) (Jemmi, 1993). Plus récemment, Hwang et Sheen (2009) ont constaté que
plus la température de conservation était élevée, plus le potentiel de croissance de L.
monocytogenes dans du saumon fumé artificiellement contaminé augmentait. Midelet-Bourdin et
al. (2010) ont démontré la croissance de L. monocytogenes inoculée dans différentes préparations
de saumon: cru, salé, fumé, salé-sucré a I'aneth.

Par contre, Cortesi ef al. (1997) n’ont quasiment pas observé de croissance, sauf rares exceptions
détectées apres 30 et 40 jours a +10°C, a partir de saumons fumés naturellement contaminés,

conservés en paralléle a +2°C et +10°C.

D’autre part, de nombreux auteurs ont souligné que la présence d’'une flore annexe plus ou moins
élevée avait un impact sur la croissance de L. monocytogenes (Gimenez & Dalgaard, 2004,
Beaufort et al., 2007, Midelet-Bourdin et al., 2010, Koseki et al., 2011).
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