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Résumé analytique

Faits marquants

En 2023, le Centre National de Référence Listeria (CNRL) a regu et analysé 2304 isolats de Listeria [2022:
2248] dans le cadre de ses missions de surveillance dont 571 isolats [2022 : 468] issus de 530 cas humains [2022:
436], 1064 [2022 : 649] isolats d’alertes produits, 258 [2022 : 226] isolats d’autocontréles et 453 [2022 : 905]
isolats analysés dans le cadre d’investigations de clusters passés et d’étude de la biodiversité.

La méthode de typage moléculaire des isolats est le core génome MultiLocus Sequence Typing (cgMLST),
technique de premiere intention pour la surveillance microbiologique de Listeria monocytogenes en France
depuis 2017.

En 2023, 114 nouveaux clusters [2022 : 61] ont été détectés par le CNRL et investigués en lien avec
SpF et les autres partenaires de la cellule Listeria. La source de contamination a été identifiée pour 10 (9%)
[2022: 9%]. Une épidémie a été investiguée en Corse et reliée a des fromages.

Le CNRL a participé en 2023 aux réponses a 12 alertes européennes a la plateforme EPIPULSE de
I’ECDC (2022 : 23).

Une augmentation du nombre de cas de bactériémies a été observée dans la seconde partie de 'année
2023, de cause non identifiée a ce jour.

Le CNRL a publié des études de caractérisation de la biodiversité, virulence et résistance de Listeria
monocytogenes, afin de comprendre leur association aux différents types d’aliments et leur pouvoir pathogene.
Le CNRL a également publié des études sur la listériose materno-néonatale et les infections d’ascite a Listeria.

Le CNRL a participé a plusieurs demandes nationales et internationales d’expertises dans le contexte de
la surveillance microbiologique et de la recherche sur Listeria.

Le Centre National de Référence Listeria remercie I'ensemble de ses correspondants pour I'envoi des souches et
de leurs informations associées, dans le cadre de la surveillance microbiologique de la listériose en France en
2023.




Executive summary
Highlights

In 2023, the National Reference Center Listeria (NRCL) received and analyzed 2304 isolates of Listeria
[2022: 2248] as part of its surveillance missions, including 571 [2022: 468] isolates from 530 [2022: 436] human
cases, 1064 [2022: 649] from food alerts, 258 [2022: 226] from own-checks and 453 [2022: 905] isolates analyzed
as part of past cluster investigations and biodiversity studies.

The method for molecular typing of isolates is core genome MultiLocus Sequence Typing (cgMLST),
which has become the first-line technique for microbiological surveillance of Listeria monocytogenes in France
since 2017.

In 2023, 114 new clusters [2022: 6] were detected by the NRCL and investigated in collaboration with
SpF and the other partners of the Listeria surveillance structure. The source of contamination was identified in
10 (9%) [2022: 9%]. An epidemic has been investigated in Corsica and linked to cheeses.

The NRCL participated in the response to 12 European alerts through the ECDC's EPIPULSE surveillance
portal for infectious diseases (EPIPULSE) platform in 2023 (2022: 23).

An increase in the number of bacteremia cases was observed in the second half of 2023, the cause of
which has not yet been identified.

As part of its research activities, the NRCL has published studies on the biodiversity, virulence and
resistance of Listeria monocytogenes, to understand their pathogenic potential and association with food types.
The NRCL has also published studies on maternal-neonatal listeriosis and L. monocytogenes ascites infections.

The NRCL has also responded to several national and international requests for expertise related to
microbiological surveillance and research on Listeria.




1. Missions et organisation du CNR

L'ensemble des missions et de l'organisation du CNR sont décrites dans I’Annexe 1 de ce rapport.
L'organigramme du CNRL est présenté en Figure 1.

Organigramme

Figure 1. Organigramme du CNR Listeria en 2023

Responsab|e Dr. Alexandra MOURA (Microbiologiste, bioinformaticienne)
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(Responsable Métrologie—Qualité)

Mission et Organisation

Aucune évolution des missions ou de I'organisation au cours de I'année 2023 par rapport au dép6t de candidature
2023-2027. UInstitut Pasteur a financé I'acquisition en 2023 :

e d’un nceud informatique propre au CNRL,
e d’unincubateur ventilé pour incuber a différentes températures les analyses.

Démarche Qualité

Le CNRL fait partie du Laboratoire de Référence et d’Expertise Multisite (LREMS), qui est accrédité selon les
exigences de la norme NF EN ISO 15189 sous la section Humaine du COFRAC au numéro 8-2588 (Disponible sur
www.cofrac.fr). Les activités du CNRL qui en relevent sont conduites selon la norme NF EN ISO 15189 (cf. Annexe
2).




2. Activités d’expertise

ELEMENTS CLES DE 2023

® 100% des souches réceptionnées d’origine humaine étaient bien identifiées comme L. monocytogenes

e Délai de récupération des souches humaines : 5 jours

e Délai médian de restitution des premiers résultats aux laboratoires : 2 jours

© 2.304 souches de Listeria séquencées en 2023 dans le cadre de la surveillance microbiologique nationale
des Listeria

Les techniques disponibles au CNRL sont décrites dans 'Annexe 2.

2.1 Evolution des techniques

Validation de nouveaux outils de diagnostic

La technologie MinlON (Oxford Nanopore Technologies) est en cours d’évaluation.

2.2 Travaux d’évaluation des techniques, réactifs et trousses

PCR syndromiques
En collaboration avec le Dr Agnés Ferroni, LABM de I'Hépital Necker-Enfants malades

Le kit le plus utilisé est la PCR syndromique FILM ARRAY™ (bioMérieux, Marcy I'Etoile) pour les échantillons de
sang et de LCS (1-5). Son évaluation sur des discordances cultures/qPCR syndromique dont sa limite de détection
est en cours pour publication.

Performance of clinical metagenomics in France: an observational prospective study

Article: Fourgeaud J, Regnault B Ok V, Da Rocha N, Sitterlé E, Mekouar M, Faury H, Milliancourt-Seels C, Jagorel F,
Chrétien D, Bigot T, Troadec E, Marques |, Serris A, Seilhean D, Neven B, Frange P, Ferroni A, Lecuit M, Nassif X,
Lortholary O, Leruez-Ville M, Pérot P, Eloit M, Jamet A. Performance of clinical metagenomics in France: an
observational prospective study. Lancet Microbe. 2023 Dec 1:52666-5247(23)00244-6.

Abstract:

Background: Metagenomic next-generation sequencing (mNGS) allows untargeted identification of a broad range of pathogens, including
rare or novel microorganisms. Despite the recognition of mNGS as a valuable diagnostic tool for infections, the most relevant indications for
this innovative strategy remain poorly defined. We aimed to assess the determinants of positivity and clinical utility of mNGS.

Methods: In this observational study, we prospectively performed short-read shotgun metagenomics analysis as a second-line test (in cases
of negative first-line test or when the symptoms were not fully explained by initial positive results) or as a first-line test in life-threatening
situations requiring urgent non-targeted pathogen identification at the Necker-Enfants Malades Hospital (Paris, France). All sample types,
clinical indications, and patient populations were included. Samples were accompanied by a mandatory form completed by the senior
clinician or pathologist, on which the clinical level of suspected infection (defined as high or low) was indicated. We assessed the variables
(gender, age, immune status, initial suspicion of infection, indication, and sample type) associated with mNGS pathogen detection using odds
ratios (ORs) from multivariate logistic regression. Additional investigations were carried out using specific PCR or culture techniques, to
confirm positive mNGS results, or when infectious suspicion was particularly high despite a negative mNGS result.




Findings: Between Oct 29, 2019, and Nov 7, 2022, we analysed 742 samples collected from 523 patients. The initial suspicion of infection
was either high (n=470, 63%) or low (n=272, 37%). Causative or possibly causative pathogens were detected in 117 (25%) samples from
patients with high initial suspicion of infection, versus nine (3%) samples analysed to rule out infection (OR 9-1, 95% Cl 4-6-20-4; p<0-0001).
We showed that mNGS had higher odds of detecting a causative or possibly causative pathogenic virus on CNS biopsies than CSF samples
(4-1, 1-7-10-7; p=0-0025) and in samples from immunodeficient compared with immunocompetent individuals (2:4, 1-4-4-1; p=0-0013).
Concordance with conventional confirmatory tests results was 103 (97%) of 106, when mNGS detected causative or possibly causative
pathogens. Altogether, among 231 samples investigated by both mNGS and subsequent specific tests, discordant results were found in 69
(30%) samples, of which 58 (84%) were mNGS positive and specific tests negative, and 11 (16%) mNGS negative and specific tests positive.
Interpretation: Major determinants of pathogen detection by mNGS are immune status and initial level of suspicion of infection. These
findings will contribute, along with future studies, to refining the positioning of mNGS in diagnostic and treatment decision-making
algorithms.

2.3 Techniques transférées vers d’autres laboratoires

Le CNRL utilise la méthode de typage cgMLST et la transfere aux laboratoires demandeurs. Le CNRL effectue
également la gestion et curation de la base de données internationale des génomes BIGSdb-Listeria (Alexandra
Moura), et assiste biologistes médicaux et chercheurs dans I’analyse de leurs données.

2.4 Collections de matériel biologique

Le CNRL possede deux collections inventoriées issues de son activité propre :

o celle des souches de référence des espéces du genre Listeria;
o celle des souches de I'activité de CNR Listeria qui a été complétée en 2023 de 1.911 souches aux 74.262
de la collection du CNR Listeria.

L'organisation, I'inventaire, les conditions de stockage et de mise a disposition des collections sont décrits dans
I'Annexe 1.

2.5 Activités d’expertises

De la réception des souches au rendu de I'expertise microbiologique

Les souches réceptionnées et les analyses effectuées sont décrites dans le Tableau 1.

Le CNRL n"a pas regu en 2023 de souches isolées de patients ou d’aliments adressés par des laboratoires étrangers
ou de produits importés pour expertise dans le cadre de ses activités de Centre Collaborateur OMS (2022 : 606).
Le CNRL a regu 248 souches d’origine environnementale et/ou alimentaire adressées par des laboratoires
d’hygiene et de contrdle des aliments pour identification et caractérisation (autocontréles, prestations payantes)
(2022 : 270). Ces isolats sont intégrés a la surveillance nationale en respectant la confidentialité des données, et
peuvent étre mis a la disposition des instances qui en feraient la demande, aprés accord des autorités
concernées.




Tableau 1. Souches réceptionnées au CNRL en 2023 et analyses effectuées

Nombre de souches Pourcentage de

L fiches de I PCR Antibio- Séquengage
Origine ; Provenance Identification .
données sérogroupe gramme et cgMLST
2023 2022 a a 2
réceptionnées

445 392 Humaines 100% centres 100% 100% 100% 100%
Hospitaliers

84 76 Humaines 100% ta bs rrs’:’s' res 100% 100% 100% 100%
Alimentaires et Labor;:mres

1064 649 environnementales 100% . X . 100% 100% 0% 100%
Microbiologie

Alertes, enquétes K K
( » €Nq ) alimentaire

Alimentaires et

. Laboratoires
Environnementales

258 226 (Autocontroles, 100% . d? . 100% 100% 0% 100%
intégrés 4 la Microbiologie
surveillance nationale) alimentaire
Humaines,
Alimentaires et
453 905 Environnementale 100% CNRL 100% 100% 0% 100%
(Investigation
historique de clusters)
100%
TOTAL : Total: o o o des o
2.304 2.148 ) 100% } 100% 100% souches 100%
humaines

Délai identification / réception

Le délai médian entre le prélevement et la réception des souches au CNRL est de 5 jours (2022 : 6 jours) (Figure
2). Les délais extrémes s’expliquent par le temps écoulé entre la déclaration obligatoire et la réception de la
souche, malgré les relances de SpF.
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Figure 2. Distribution des délais entre le prélevement et la réception au CNRL pour les souches d’origine humaine
réceptionnées en 2023 (médiane en rouge).




Non-conformité de souches

Au CNRL, la spectrométrie de masse Maldi-Tof remplace depuis aout 2016 la méthode API-Listeria (bioMérieux)
comme méthode de détermination du genre et de I'espece (6, 7). En 2023, I'équipement Biotyper MICROFLEX
Bruker Daltonics a été remplacé par le systéme Biotyper IVD One Sirius. La détermination de l'espece L.
monocytogenes par les laboratoires d’analyse médicale (LABM) repose de fagon croissante également sur la
méthode de spectrométrie de masse Maldi-Tof. Le CNRL utilise une extraction totale des protéines pour la
préparation de son dépét alors que les biologistes utilisent souvent un dépot direct, plus rapide et moins onéreusx,
mais qui peut parfois aboutir a des résultats douteux. Les biologistes rapportent les ambiguités d’identification
au CNRL et envoient les souches pour confirmation.

Parmi les souches qui nous ont été adressées en 2023, la détermination de I'espéce, quelle que soit leur origine
était correcte dans 99,6% des cas (2022 : 99,8%) (vérifiée par séquencage ; identification erronée : Enterococcus
faecalis, Enterococcus gallinarum, Enterococcus mundti, Salmonella sp., Niallia circulans, Niallia taxi). 100% des
souches humaines furent confirmées comme L. monocytogenes (2022 : 99,6%).

Envoi du rapport d’essai

Le délai médian entre réception de la souche au CNRL et envoi du rapport d’essai (incluant I'identification de
I'espéce et le sérogroupe PCR) a été de 2 jours en 2022 (2j en 2021) (Figure 3), inférieur au délai cible de 4 jours
défini par le systeme qualité du CNRL.

Depuis 2020, le CNRL a mis en place une version dématérialisée par messagerie sécurisée Mybluefiles
(https://bluefiles.com/fr) pour I'ensemble des envois de ses comptes rendus. Ce systéme sera complété par une
adresse mssanté du CNRL au premier semestre 2024 pour les souches humaines.

Le délai peut sallonger si (i) les souches sont adressées apres le mercredi ou lorsque des jours fériés décalent la
date d’obtention des résultats a la semaine suivante (+3 jours) et (ii) en cas de nécessité de purification de la
souche, de tests phénotypiques complémentaires ou de souches nécessitant plusieurs essais de mises en culture.
Les délais non-conformes (0,8% des souches humaines en 2023 contre 0,2% en 2022) étaient tous liés a des
difficultés techniques, des jours non ouvrés ou a I'identification de bactéries non-Listeria.
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Figure 3. Distribution des délais entre la réception de la souche au CNRL et I'envoi du rapport d’essai pour les
souches d’origine humaine réceptionnées en 2023 (A, rapports d’analyses sans week-end ; B, rapports d’analyses
avec week-end et jours fériés)




Lensemble de ces résultats illustre la qualité du réseau de microbiologistes qui interagissent avec le CNRL et la
contribution essentielle des microbiologistes médicaux a la surveillance microbiologique de la listériose, qui
soulignent cependant le probléme du co(t de I'envoi des souches au CNRL.

2.6 Activités de séquengage

Le CNR a-t-il eu acces a une plateforme de séquencage ?
O NON

Plateforme de microbiologie mutualisée (P2M) de I'Institut Pasteur, externe au CNRL.
% OUI
Sequenceur NextSeq 500 (lllumina).

Le CNR a-t-il eu acces a une expertise bio-informatique ?
O NON

Interne au CNRL (Dr. Alexandra Moura, biolnformaticienne)

Outils utilisés : Assemblages généres avec des utiles open source (fqCleaner, SPAdes and Pilon),
typage et caractérisation in silico avec la plateforme BIGSdb-Listeria (open source, hébergé par le
CNRL), visualisation des clusters avec Bionumerics (commercial), GrapeTree (open source) et iTol
(open source).

* OUl

Le CNR a-t-il fait appel aux techniques de séquencage a des fins de santé publique ?

0 NON

% OUI Le CNR utilise depuis 2015 la technique de séquengage génomique.

Cette méthode a été évalué par le CNRL et mise en place comme technique de référence en 2017 (Moura et
al., Emerg Infect Dis 2017).

Si le séquencage est utilisé par le CNR, décrivez ci-dessous les analyses bio-informatiques conduites
(cgMLST, wgMLST, serogroupe/serotype prediction, resistome prediction, analyse phylogénétique,
...) et précisez si elles sont faites en premiere ligne ou en complément d’autres techniques (indiquez
alors lesquelles)

Le CNRL utilise les données de séquencage pour déterminer le sérogroupe PCR (déterminé aussi par PCR pour
une réponse plus rapide et comme contréle interne), le type MLST, le type cgMLST, et le virulome, résistome
de ces souches, avec la plateforme BIGSdb-Listeria (https://bigsdb.pasteur.fr/listeria/). Les analyses de cgMLST
peuvent étre complétées par des analyses wgSNPs (analyse de |a totalité du génome), si nécessaires.

Séqguencage utilisé a des fins d’investigations d’épidémies :

En 2023, le CNRL a séquencé 2304 souches de Listeria (2022 : 2142) dont certaines dans le cadre d’études des
investigations, clusters et épidémies (n=844 en 2023 et n=652 en 2022) au niveau national, européen et au-
dela. La différence avec le nombre de souches réceptionnées au CNRL vient des abandons d’analyses lors
d’alertes produits ou de réception de souches finalement attribuées a d’autres especes.




Séquencage utilisé a des fins de surveillance :

En 2023, le CNRL a séquencé 1900 souches de Listeria (2022 : 1554) dans le cadre de son activité direct de
surveillance

Toutes les souches Listeria regues sont séquencées et incorporées a la surveillance nationale.

Séquencage utilisé par le CNR, ou sont déposées les séquences :géndmes assemblés ou séquences
brutes (fastQ files) ?

Tous les génomes assemblés du CNRL sont déposés dans BIGSdb-Listeria (https://bigsdb.pasteur.fr/listeria/).

Tous les profils cgMLST sont publiques (sans génome ni métadata associées) dans BIGSdb-Listeria. Pour
certains génomes (épidémies, souches avec genes des résistances antibiotiques, études de biodiversité, etc.),
les données brutes (fastq files) sont aussi déposées dans ENA sans métadata associée.

2.7 Partage de séquences produites par les CNR

Tous souches regues au CNRL isolées de patients ou d’aliments, et adressées par des laboratoires frangais ou
étrangers sont séquencées et leur génome déposé dans BIGSdb-Listeria (https://bigsdb.pasteur.fr/listeria/). Tous
les profils cgMLST sont partagés et accessibles au public au niveau national et international dans BIGSdb-Listeria.
Les assemblages et métadata restent privés pour respecter la confidentialité des données.

Pour certains génomes (épidémies, souches avec génes des résistances antibiotiques, études de biodiversité,
etc.), les données brutes (fastq files) sont aussi déposées dans ENA.




3. Activités de surveillance

ELEMENTS CLES DE 2023

e Taux d’exhaustivité de réception des souches humaines de 98% (2022 : 97%) et des souches d’alertes
produits de 71% (2022 : 61%)

e 530 cas de listériose (2022 : 436), avec prédominance des bactériémies, en augmentation depuis 2020

e Une augmentation des cas de bactériémie en mars 2023

o Age médian stable des cas 3 76 ans (2022 : 76 ans)

e Sex-ratio de 1,9 en augmentation pour les hommes

e Principale cause des rappels de produits alimentaires (33%) (source site web RappelConso, DGCCRF)

e 9% de nouveaux clusters avec la source de contamination identifiée (2022 : 9%)

3.1 Description du réseau de partenaires

En 2023, les laboratoires expéditeurs des souches cliniques (n=530) sont hospitaliers a 84% (85% en 2022),
reflétant la sévérité de la listériose. Les autres structures sont des laboratoires privés 16% (15% en 2022). La
listériose étant une maladie a déclaration obligatoire, le réseau du CNRL couvre le territoire frangais incluant
métropole et DROM-TOM-COM.

3.2 Surveillance de I'évolution et des caractéristiques des infections

Les cas de listériose humaine sont classés en formes materno-néonatale et non materno-néonatale:

e Un cas de listériose materno-néonatale est un cas ol L. monocytogenes est isolée d’une culture d’un
site, le plus souvent physiologiquement stérile, chez la femme enceinte, le feetus, des prélevements
périnataux ou du nouveau-né (< 28 jours). La mére et son enfant comptent pour un cas.

e Un cas de listériose non materno-néonatale est un cas ol une souche de L. monocytogenes est isolée
d’un site, le plus souvent physiologiquement stérile, chez un sujet de plus de 28 jours (femme enceinte
exclue).

Il peut s’agir:
- d’'une forme septicémique (S) définie par la présence de L. monocytogenes dans une hémoculture, en
I'absence d’argument pour une atteinte neurologique;

- d’'une forme neurologique (N) définie par la présence de L. monocytogenes dans la culture d’un liquide
céphalo-rachidien (LCR), dans le contenu d’un abces cérébral, ou dans une hémoculture chez un patient
avec atteinte neurologique clinique ou neuroradiologique (sans diagnostic alternatif);

- d’'une autre forme (A) définie par la présence de L. monocytogenes dans un prélevement non-fécal et
non-sanguin, materno-feetal ou cérébro-spinal.

On distingue les cas sporadiques et les cas groupés. Les cas groupés (définissant un cluster car di a des souches
présentant les mémes caractéristiques microbiologiques) constituent une épidémie avérée lorsque la source de
contamination alimentaire est identifiée. La plupart des cas de listériose sont sporadiques, bien qu'une partie de
ces cas sporadiques puisse étre de clusters de sources communes non identifiées.




Le systéme de surveillance de la listériose du CNRL se fonde sur I'étude des souches adressées volontairement
par les biologistes. Il s’agit donc d’un systéme passif. Le nombre d’isolats regus au CNRL est trés voisin du nombre
de cas déclarés dans le cadre de la déclaration obligatoire, démontrant la quasi-exhaustivité du recueil des
souches cliniques des cas déclarés. Le bilan présenté concerne tous les cas pour lesquels un prélevement positif
a L. monocytogenes a été effectué a 'année n avec une souche regue et caractérisée par le CNRL. Ceci inclut
également quelques souches regues au CNRL au cours du premier trimestre n+1 pour des cas déclarés en n,
compte tenu des délais d’'acheminement des souches apres la déclaration.

3.2.1. Analyse globale des cas de listériose

Nombre total de cas

En 2023, le CNRL a regu 571 souches humaines (474 en 2022) liées a 530 cas (451 en 2023) d’infections
humaines déclarées a SpF. La différence observée entre nombres de souches et de cas est liée a I'existence de
souches envoyées a I'année n+1, de doublons voire triplicatas de souches (n=41; 2022 : n=37) par patient non
pris en compte dans l'analyse finale.

En 2023, 3 cas (Angleterre, Singapour, Allemagne) correspondaient a des patients étrangers séjournant en France
qui ont été inclus dans la surveillance, et dont le génome des souches associées a été communiqué a nos
colleégues étrangers.

Pour 2023, le CNRL retient donc, aprés recoupement des données de SpF, 530 cas de listériose a Lm avec souches
isolées (436 en 2022) au jour du traitement statistique de ce rapport (SpF retient 10 cas supplémentaires en 2023
(2022 : 15) diagnostiqués par gPCR (forme neuroméningée) ou sans souche recue associée a la DO): 521 en
France métropolitaine (2022 : 430) et 9 dans les DROM-COM-TOM (2022 : 6).

Depuis 1992, I'incidence de la listériose en France a suivi I'’évolution suivante :
e Diminution importante dans les années 1990 de 700 a environ 200 cas par an ;
e Augmentation modérée depuis 2006 entre 300 et 400 cas / an (Figure 4) (8) ;
e Augmentation importante depuis 2021 avec plus 500 cas en 2023.

L'incidence de la listériose humaine est de 7,8 cas par million d'habitants en 2023 (2022 : 6,6 cas par million
d'habitants).
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Figure 4. Nombre de cas recensés en France par le CNRL et par la Déclaration Obligatoire (Source :
1987 et 2023

SpF) entre




Taux d’exhaustivité

La surveillance de la listériose en France se fonde sur le recoupement de 2 sources complémentaires recensant
les cas : la notification aux ARS (Déclaration Obligatoire) et I'envoi volontaire des souches par les microbiologistes
au CNRL.

Le taux d’exhaustivité de réception des souches par rapport a I'ensemble des cas recensés est de 98% en 2023
(2022 : 97%) du fait de I'augmentation des cas diagnostiqués par PCR (Figure 4).

NB : Les données de SpF obtenues par technique de capture / recapture sur les systémes de surveillance de la
listériose et Epibac (surveillance des infections invasives) de 2008 a 2013 a permis d’évaluer I'exhaustivité de la
déclaration obligatoire de la listériose en France entre 85 et 87% (9).

Cas de listériose dans les DROM-TOM-COM

En 2023, 9 cas sporadiques de listériose (2022 : 6 cas) ont été identifiés dans les DROM-TOM-COM :
e 4cas (2022 :2) dans I'lle de la Réunion, DROM le plus peuplé,
e 1cas (2022 :2) en Guyane frangaise,
e 2cas (2022 :0) en Guadeloupe,
e 1cas (2022 :0) a Saint-Pierre et Miguelon (non comptabilisé par SpF),
e 1cas (2022 : 1) en Nouvelle-Calédonie (non comptabilisé par SpF).

Des souches ont été incluses dans 4 clusters FR277 (1 souche), FR407 (1 souche), FR439 (1 souche) et FR581 (1
souche) qui ne sont pas spécifiques des DROM-TOM-COM.

Distribution temporelle des cas métropolitains
Le nombre mensuel de cas observés en 2023 est présenté dans la Figure 5.
Entre 2017 et 2023, les mois ou le plus grand nombre des cas ont été notifiés sont juin, juillet, aout et un décalage

en hiver sur février au lieu de janvier (Figure 5). Les raisons de cette saisonnalité ne sont pas connues.
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Figure 5. Distribution mensuelle des cas de listériose en France métropolitaine entre 2013 et 2023 (Le point rouge
indique le nombre de cas pour 2023)

Distribution géographique
La distribution géographique des cas par département est présentée dans la Figure 6.

Les chiffres d’incidence sont exprimés en nombre de cas par million d’habitants par département et ont été
calculés a partir des données démographiques établies par I'INSEE.




En 2023, I'incidence de la listériose était la plus élevée dans la Lozere, le Tarn, I’Aveyron et la Creuse (Figure 6A).
On note entre 2017 et 2023 une incidence de listériose légerement plus élevée dans la moitié ouest de la France
(Figure 6B).

Figure 6. Incidences départementales des cas de listériose en 2023 (A) et de 2016 a 2023 (B) (Incidence par
million d’habitants par département). En surligné noir, le découpage des régions.
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Analyse par forme clinique

La distribution des types d’infection qui était stable depuis 2013, avec une prédominance des formes
septicémiques (61% en 2023 comme en 2022) qui augmentent depuis 2020, puis neurologiques, et enfin
materno-néonatales et autres formes invasives (Figure 7, Tableau 2).

Les causes de cette augmentation des formes septicémiques sont en cours d’investigation. Une réunion entre
SpF, DGAI et CNRL a été organisée a ce sujet le 21 novembre 2023.
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Figure 7. Distribution des cas de listériose survenus en France métropolitaine depuis 2013 par forme clinique et
par année. Formes cliniques : S, Septicémique ; N, Neurologique; MN, Materno-Néonatale ; A, Autres formes.

Tableau 2. Répartition des formes cliniques par année depuis 2013. Formes cliniques : S, Septicémique ; N,
Neurologique; MN, Materno-Néonatale ; A, Autres formes.

2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022 2023

S 210 209 216 204 196 189 218 191 242 265 317
N 100 84 107 88 95 78 78 63 113 101 139
A 18 20 45 35 34 33 27 25 27 26 24
MN 41 46 34 30 30 27 29 30 33 38 41
Total 369 359 402 357 355 327 352 309 415 430 521

Formes materno-néonatales

Entre 2023, 41 formes materno-néonatales (MN) ont été enregistrées (2022 : 38), représentant 8% du nombre
total de cas (2022: 8%).
En 2023, I'incidence des formes MN était de 6 cas pour 100.000 naissances vivantes (2022 : 5,3).

Formes non materno-néonatales

En 2023, 480 formes non materno-néonatales ont été enregistrées (2022 : 392), soit 92% (2022 : 92%) du total
des cas sporadiques comme depuis 2016. Elles se répartissent en 317 (2022 : 265) formes septicémiques, 139
(2022 : 101) neurologiques et 24 (2022 : 26) autres formes. La Figure 8 indique leur répartition.
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Figure 8. Evolution de la répartition des formes cliniques par année, depuis 1999. Formes cliniques : S,
Septicémique ; N, Neurologique; MN, Materno-Néonatale ; A, Autres formes.

Le Tableau 3 décrit la répartition des infections invasives classées comme « autres formes » de 2013 a 2023.

Tableau 3. Répartition des autres formes de listériose de 2013 a 2023

Autres formes 2013 | 2014 | 2015 | 2016 | 2017 | 2018 | 2019 | 2020 | 2021 | 2022 | 2023 | Total
Vasculaire 1 1 2 3 4 1 4 1 0 2 5 24
Ganglionnaire 1 1 0 0 0 0 0 0 2 0 0 4
Endocardite 1 2 2 3 0 3 0 0 0 0 1 12
Ostéo-articulaire 6 8 18 12 4 9 7 6 6 3 3 82
Digestive 1 1 3 1 0 4 0 2 2 1 4 19
Biliaire 0 0 2 1 1 1 1 1 1 0 1 9
Infection d’ascite 7 4 9 8 15 6 7 10 6 9 5 86
Infection urinaire/prostatique 0 0 0 1 0 1 0 2 5 1 1 11
Pneumopathie 1 3 3 3 2 2 1 1 1 5 1 23
Infection oculaire 0 0 3 0 1 1 1 2 0 1 0
Infection cutanée 0 0 3 2 2 2 0 0 0 0 0
Abces 0 0 0 1 2 0 0 0 0 0 2
Autres 0 0 0 1 1 2 5 0 4 4 1 18
Total 18 20 45 36 32 32 26 25 27 26 24 311

Les infections ostéo-articulaires, biliaires, urinaires, oculaires, pleuro-pulmonaires, endovasculaires, cutanées et
ganglionnaires ont fait I'objet d’analyses spécifiques dont les résultats ont été publiés (10-17). Une étude
concernant les infections de liquide d’ascite, quatrieme forme clinique la plus fréquente de listériose, a été
acceptée pour publication (cf. annexe 3). Ainsi, le CNRL a réalisé des revues de I'ensemble des formes rares de
listériose.

Age et répartition par sexe des patients avec listériose non materno-néonatale :

L'age moyen des patients avec forme non-MN est de 70 ans en 2023 (2022: 71 ans), avec une médiane de 76 ans
(02101 ans comme en 2022; 76 ans en 2022 et 62 ans en 1999) (Figure 9).

La distribution par classe d’age des cas non materno-néonataux est présenté en Figure 9.
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Figure 9. Données cliniques associées aux souches réceptionnées de 2013 a 2023 (formes cliniques et I'age du
patient). En rouge, les cas de 2023.
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Figure 10. Distribution de I'age des patients atteints de listériose entre 2013 et 2023 selon le sexe et le type
d’infection. En jaune, les formes materno-néonatales. En rouge, les septicémies. En bleu, les formes
neuroméningées. La superposition des formes septicémiques et des formes neuroméningées apparait en violet.

La distribution par sexe montre un exces d’hommes par rapport au sex-ratio attendu dans cette classe d’age
(Figure 11). Le sex-ratio M/F était de 1,9 en augmentation par rapport aux ratios de 2017 a 2023 (2022 : 1,4)
indiquant une augmentation du nombre de cas masculin en 2023. Cette prédominance masculine des formes
non-MN est constatée dans d’autres pays occidentaux (18, 19) (différences d’exposition alimentaire ?
Prédisposition génétique liée au sexe ? Différences de réponses immunitaires liées au sexe ? Nombre de

comorbidités immunosuppressives ?).
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Figure 11. Répartition selon le sexe des formes cliniques (Formes cliniques : S, Septicémique ; N, Neurologique;
MN, Materno-Néonatale ; A, Autres formes) de 2013 a 2023

3.2.2. Analyse microbiologique
Analyse par sérogroupe PCR
Analyse générale

Les distributions par sérogroupe PCR et par année des souches d’origine humaine isolées de 2013 a 2023 en
France métropolitaine sont présentées dans le Tableau 4 et la Figure 12.

Le sérogroupe PCR majoritaire des souches humaines était le sérogroupe PCR IVb comme depuis 2017. En 2023,
il représente 51% des souches (2022 : 55%), suivi du sérogroupe PCR Ila (38%), llb (8%), llc (2%) et L (0%). Depuis
2006, cette distribution est stable, et differe de celle des souches alimentaires, pour lesquelles le sérogroupe PCR
Ila est majoritaire (59% entre 2017-2023 contre 2023 : 58%) (Figure 12).

La distribution mensuelle et par provenance des principaux groupes PCR ne met pas en évidence de saisonnalité
ou de disparité géographique.

Tableau 4. Répartition des groupes PCR par année depuis 2013

Sérogroupe | Souchesdu | .0 | ;014 | 2015 | 2016 | 2017 | 2018 | 2019 | 2020 | 2021 | 2022 | 2023

PCR sérovar
lla 1/2a ou 3a 135 137 129 126 138 104 119 96 148 151 199
(37%) | (38%) | (32%) | (35%) | (39%) | (32%) | (34%) | (31%) | (36%) | (35%) | (38%)
32 39 65 45 42 32 28 21 29 32 42
b 1/25,3b0u7 1 g0 | (11%) | (16%) | (13%) | (12%) | (10%) | (8%) | (7%) | %) | &%) | (8%)
e 1/2c ou 3¢ 12 9 10 9 6 12 9 7 14 10 9
B%) | 3% | 3% | G% | @% | @4% | 6% | 2% | 3% | % | %)

182+2 | 172+2 198 176+1 | 166+1 177 195+1 185 223+1 | 236+1 | 267+4

(51%) | (48%) | (49%) | (49%) | (47%) | (54%) | (56%) | (60%) | (54%) | (55%) | (52%)

4ab ou 4c ou 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0
4a (0%) (0%) (0%) (0%) (0%) | (<1%) | (0%) (0%) (0%) (0%) (0%)

IVb (+IVb-v1) 4b, 4d ou 4e

L

Total 363 359 402 357 353 326 352 309 415 430 521
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Figure 12. Répartition des sérogroupes PCR par origine
Distribution des sérogroupes PCR selon la forme clinique

Les souches des sérogroupes PCR IVb et lla sont les plus fréquentes parmi les isolats cliniques, quel que soit le
type d’infection (Tableau 5 et Figure 12). En 2023, le sérogroupe PCR IVb est impliqué dans 52% des listérioses
(2022: 55%), et dans 73% (2022: 63%) des formes MN, dans 49% (2002 : 52%) des formes S et 60% (2022: 64%)
des formes N (Tableau 5). Le sérogroupe PCR llc n’est que tres rarement responsable de listériose humaine. La
grande majorité des souches llc expriment une internaline (InlA) tronquée (20-22).

Tableau 5. Répartition des sérogroupes PCR des souches selon les formes cliniques en 2022-2023

Materno-néonatale Septicémie Infenc:::Z::esnytsrt;me Autres Total

2022 2023 2022 2023 2022 2023 2022 | 2023 2022 2023
lla 12 5 97 136 29 43 13 10 151 (35%) 199 (38%)
Ilb 2 3 24 20 5 12 1 3 32 (8%) 42 (8%)
lic 0 0 7 7 2 1 1 1 10 (2%) 9 (2%)
IVb + IVbu 24 22 136+1 | 153+1 65 80+3 11 10 236+1 (55%) | 267+4 (52%)
L 0 0 0 0 0 0 0 0 0 (0%) 0 (0%)
Total 38 30 265 317 101 139 26 24 430 521

Analyse MLST

Depuis 2015, le CNRL détermine le CT (cgMLST) et CC (MLST) de ces souches par une extraction in silico de profils
alléliques de la séquence génomique. Ceci permet d’identifier des clusters de cas et aussi permet d’étudier la
distribution des CC dans les échantillons cliniques et alimentaires (22).

Aspect général

La prévalence et la distribution des clones MLST dans les échantillons cliniques et alimentaires ont été étudiées
sur 6633 isolats collectés par le CNRL entre 2005 et 2013 (22).




Cette étude a démontré I'existence de 12 clones MLST majeurs chez Lm, qui représentent pres de 80% des
souches cliniques et alimentaires (Figure 13). En France, les clones CC1, CC2, CC4 et CC6 sont significativement
associés a une origine clinique, alors que les clones CC9 et CC121 sont significativement associés a une origine
alimentaire. Cette étude, en utilisant certaines données de I'étude MONALISA, a également montré que les clones
CC1, CC2, CC4 et CC6 infectent des individus faiblement ou non immunodéprimés plus facilement que les autres
clones, alors que les clones CC9 et CC121 sont plus souvent isolés de patients trés immunodéprimés. Lensemble
de ces résultats, combinés a des tests de virulence in vivo, a parmi de montrer que les clones CC1, CC2, CC4 et
CC6 sont hypervirulents, alors que les clones CC9 et CC121 sont hypovirulents (22).

Une étude de la prévalence et la distribution des CC dans les différentes catégories d’aliments (Figure 14) de 3333
isolats alimentaires réceptionnés au CNRL de 2005 a 2016 a montré que les clones hypervirulents de Lm (CC1,
CC4 et CC6), particulierement CC1, étaient fortement associés aux produits laitiers alors que les clones
hypovirulents CC9 et CC121 aux produits carnés (23).
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Figure 13. Prévalence et distribution des clones MLST de Lm dans les sources cliniques et alimentaires d’isolement
(Source : Maury, Tsai et al., Nature Genetics 2016). Seuls les clones avec plus de 10 isolats sont représentés. (a)
Prévalence des clones MLST de Lm. La courbe représente le pourcentage cumulatif d’isolats des différents clones,
les clones étant ordonnés par nombre d’isolats et (b) Fréquence des clones au sein des isolats alimentaires (axe
des X) et les isolats cliniques (axe des Y). La taille des cercles est proportionnelle au nombre d’isolats. Les positions
des souches de référence sont indiquées.
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Figure 14. Prévalence et distribution des clones MLST de Lm dans différentes catégories d'aliments (Source :
Maury et al., Nature Communications 2019). Le pourcentage d'isolats de chaque CC par type d'aliment (produits
laitiers, produits carnés, fruits de mer, fruits et légumes, produits mixtes et types d'aliments inconnus) est
représenté Les autres CC, considérés comme mineurs, sont représentés en gris. Les clones pertinents pour
I'interprétation sont indiqués sur les graphiques. Le nombre d'isolats frangais de chaque type d'aliment est
indiqué sous les graphiques (N=3333 isolats alimentaires, France 2005-2016).

La Figure 15 montre la distribution, par formes cliniques, des différents clones des isolats cliniques collectés de
2013 a 2023. Elle montre une grande diversité des clones impliqués dans les infections cliniques, avec la
prédominance des clones hypervirulents (CC1, 2, 4 et 6) dans les infections neurologiques et materno-néonatales
(22).
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Figure 15. Distribution des clones MLST par origines et types d’infection pour les isolats collectés de 2012 a 2023.
(A) Distribution par origines. (B) Distribution par types d’infection. Les clones les plus fréquents sont représentés.
Formes cliniques : S, Septicémique ; N, Neurologique; MN, Materno-Néonatale ; A, Autres formes.

Analyse génomique par cgMLST

En 2023, les 521 souches humaines appartiennent a 376 types cgMLST (2021 : 326) dont 314 types cgMLST
étaient sporadiques (1 isolat/cgMLST type) (2022 : 218).

L'analyse des clusters de cas réalisée par le CNRL et SpF se trouve au chapitre 4.2 de ce rapport.

3.2.3. Caractérisation des souches d’origine non humaine regues au CNRL

Les souches isolées lors de contrbles sanitaires officiels ou d’autocontréles (dépassements du critére
microbiologique de sécurité déclenchant une alerte produit auprés de la Police sanitaire unique (Direction
Générale de I'Alimentation (DGAL) et de la Répression des Fraudes (DGCCRF)) en fonction du type d’aliment
concerné, et d’investigations autour de cas humain) sont systématiquement adressées au CNRL. Chaque
professionnel de I'industrie agroalimentaire (laboratoires privés ou publics) peut également, dans le cadre
d’autocontroles, envoyer ses souches pour caractérisation au CNRL. Le CNRL regoit enfin des souches alimentaires
dans le cadre de contre-expertises diligentées par les assureurs et experts judiciaires pour confirmation de
résultats de caractérisation.

En 2023, 4 souches de L. monocytogenes d’origine animale (vétérinaire ; 2022 : 1) ont été transmise au CNRL et
isolées

e d’un ganglion lymphatique iléocolique d’un chat (cgMLST L1-SL54-ST54-CT13342, génosérogroupe PCR

IVb);

e d’un poulain (cgMLST L1-SL1-ST1-CT114118, génosérogroupe PCR IVb);

e d’un frottis sur trayons de vache (cgMLST L1-SL77-ST77-CT10642, génosérogroupe PCR llb);

® d’un prélevement sur placenta d’une vache (cgMLST L2-SL92-ST91-CT9404, génosérogroupe PCR Ila).
Ceci montre I'intérét détendre la surveillance aux animaux pour cette zoonose.

Analyse générale

Cette activité consiste a caractériser les souches isolées d'aliments ou de I'environnement agroalimentaire
envoyées au CNRL pour :
e participer au plan de maitrise des opérateurs agroalimentaires concernant Listeria monocytogenes en
confirmant les résultats des autocontréles et en caractérisant les souches,
e participer a l'identification du véhicule alimentaire en cas de cas groupés,
e comparer les souches cliniques aux souches alimentaires et identifier leurs caractéristiques respectives,
e constituer une banque de données pour mener les investigations lors de clusters de cas humains ou en
début d'épidémie.




En 2023, 1329 souches (2022 : 1167) de cette catégorie ont été recues de France métropolitaine (+ 12% par
rapport a 2022) (Figure 16).
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Figure 16. Nombre annuel de souches d’origine non humaine adressées au CNRL par des laboratoires frangais
depuis 1996

- Les laboratoires expéditeurs

La répartition des 1329 souches non humaines recues au CNRL en 2023, par catégories de laboratoires
expéditeurs, a montré une diminution du nombre de souches envoyées par les Laboratoires Vétérinaires
Départementaux (38% pour 2006-2011 a 22% pour 2023) au profit des laboratoires privés.

La répartition entre les différents laboratoires expéditeurs est la suivante: laboratoires vétérinaires
départementaux (22%) [2022: 13%)], laboratoires privés d’hygiéne alimentaire (78%) [2022: 84%], laboratoires
Interrégionaux de la Concurrence, de la Consommation et de la Répression des Fraudes (0%) [2022: <1%],
laboratoires ANSES hors LNRL (1%) [2022: 3%], laboratoires d’Hygiéne de Centres Hospitaliers (0%) [2022: 0%]
et laboratoires de recherche (0 %) [2022: 0%].

- Lorigine des souches

La répartition par origine des souches non humaines regues en 2023 est la suivante: alimentaire (72%) [2022:
72%)], environnementale (27%) [2022: 27%)], recherche/sans information (<1%) [2022: 1%], et vétérinaire (<1%)
[2022:<1%)].

Les proportions respectives des origines des souches non humaines sont stables depuis 2006.

- Remarques

97% des souches regues en 2023 appartenaient a I'espece L. monocytogenes ce qui est stable depuis 2021 (2022 :
97%). Certains laboratoires, a la demande de leurs clients, envoient pour confirmation des souches d’autres
espéces de Listeria dans le cadre de la surveillance de Listeria spp. dans I'environnement des ateliers de
production et de leur plan de maitrise sanitaire (76) et suite a la parution des instructions techniques
DGAL/SDSSA/2019-555 (Notification environnement défavorable) et DGAI/SDSSA/2023-27 (HACCP).

En 2023, le taux de réception de cultures contaminées par d’autres espéces bactériennes est de 10% (2022 : 12%).
Les cultures non pures entrainent un surcout analytique, allongent le délai d’analyse et peuvent entrainer un
retard dans les investigations épidémiologiques.




Souches isolées d’aliments

- Catégories de laboratoires ayant adressé les souches

La répartition des 931 souches isolées d’aliments recues au CNRL en 2023 (2022 : 844) pour les différentes
catégories de laboratoires expéditeurs était la suivante: Laboratoires Vétérinaires Départementaux, 26% [2022:
12%] ; laboratoires privés d’hygiéne alimentaire, 73% [2022: 86%)] laboratoires Interrégionaux de la Concurrence,
de la Consommation et de la Répression des Fraudes, 0% [2022: <1%] ; laboratoires ANSES dont LNRL, 1% [2022:
2%]), et laboratoires d’hygiéne de Centres Hospitaliers, 0% [2022: 0%)].

En 2023, le nombre de souches isolées d’aliments recues au CNRL est de 10% supérieur a 2022 et similaire a
2021. Dans le cadre du PS/PC, le LNRL a partagé, pour I'année 2023, 56 séquences génomiques avec le CNRL
(2022 : 36), qui les a intégrés dans la surveillance nationale.

- Nombre de souches et distribution par espéece

Sur un total de 901 (2022: 844) souches d’origine alimentaire recues au CNRL en 2023, 901 (97%) ont été
identifiées comme L. monocytogenes. Pour deux envois (2022: 0), les souches n‘ont pas pu étre analysées (tubes
non ensemencés par le laboratoire expéditeur, abandon d’analyse suite a mauvais envoi de souche).

Entre 2023, 7 souches (2022: 0) n‘appartenaient pas au genre Listeria (24).

En 2023 la répartition par espéce des 21 souches de non-L. monocytogenes d’origine alimentaire (2022 : 11) était
la suivante: L. innocua, 72% (2022: 82%) ; L. welshimeri, 19% (2022, 1%) et L. grayi, 9% (2022 : 0%).

Lidentification des espéeces par spectrométrie de masse MALDI-TOF est confirmée par les analyses rMLST
(ribosomal multilocus sequence typing) et ANIb (Average Nucleotide Identification by BLAST) des séquences
génomiques des souches.

- Distribution des souches de L. monocytogenes par catégorie d’aliments

La répartition par catégories d'aliments des 901 souches de L. monocytogenes d’origine alimentaire regues au
CNRL en 2023 (2022 : 833) était la suivante: lait et produits laitiers (33 %) [2022: 39%], viande et produits carnés
(42%) [2022: 27%), produits de la péche (7%) [2022: 9%]; végétaux (4%) [2022: 7%], autres aliments (14%)
[2022:15%], et sans information (<1%) [2022: 3%].

La distribution est stable depuis 2011. Les « autres aliments » sont principalement des plats cuisinés et des
patisseries. Les origines non précisées correspondent a des souches envoyées par des laboratoires privés qui
n‘ont pas souhaité transmettre cette information.

- Distribution des souches alimentaires de Lm par sérogroupe PCR

La répartition des souches par groupes PCR et par catégories d’aliments est présentée dans le Tableau 5. Le
groupe majoritaire est le sérogroupe PCR lla (sérovars 1/2a, 3a), quelle que soit la catégorie d’aliment. Il est suivi
par les groupes PCR IVb et llc. Une souche alimentaire issue d’un produit carné appartenait au génosérogroupe
PCR IVb-v1 rare.

Comme l'illustrent la Figure 17 et le Tableau 6, le sérogroupe PCR IVb (sérovars 4b, 4d et 4e) représente 24% des
souches alimentaires analysées (25% en 2022), en légere augmentation (18-20% des souches isolées d’aliments
de 2011 a 2021), alors qu'il est le groupe le plus fréquemment impliqué dans les cas humains. En revanche, le
groupe llc, tres présent dans les aliments, est tres rare en clinique. Ceci suggere une virulence accrue des souches
du groupe Vb par rapport aux autres (20, 21, 25-27), ce que nous avons démontré expérimentalement (20, 21,
25-27).
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Figure 17. Distribution par sérogroupes PCR des souches de Lm cliniques et alimentaires en 2023 et entre 2006
et 2023

Tableau 6. Distribution par sérogroupes PCR et catégories d’aliments des souches alimentaires de Lm regues au
CNRL en 2023

. viande et lait et produits origine
Sérogroupe . . . . autres Souches
produits produits dela végétaux . non Total .
PCR . .. N aliments . . humaines
carnés laitiers péche précisée
lla 233 122 50 21 80 2 508 (58%) 199 (38%)
b 18 34 0 2 7 0 61 (7%) 42+1 (8%)
lic 91 1 4 1 21 0 118 (6%) 9 (2%)
IVb + IVb-v1 36+1 139 5 13 19 0 212+1 (29%) 267+3 (52%)
L 1 0 0 0 0 0 1(<1%) 0 (0%)
Total 380 296 59 37 127 2 901 521

- Distribution des souches alimentaires de Lm par complexes clonaux

Les résultats de typage MLST des souches alimentaires sont présentés dans la Figure 15. Entre 2017-2022,
certains complexes clonaux, comme CC121 (21%; 2022: 21%) et CC9 (12%; 2022: 6%) sont surreprésentés parmi
les souches alimentaires et sont hypovirulents (39, 50), suivi par le CC1 (9%) et CC6 (6%). A I'inverse en 2023, les
clones CC1 18% (2022: 18%), CC6 12% (2022: 14%) et CC4 12% (2022: 10%) sont surreprésentés dans les cas
humains, et sont hypervirulents (39, 50).

Les CCs les plus fréquents dans les aliments étaient par ordre décroissant de 2017 a 2023 : CC121, CC9, CC8, CC1,
CcCe.

Souches isolées de I'environnement de production alimentaire industrielle

En 2023, 391 souches (2022: 312) provenant de I'environnement de production alimentaire ont été regues au
CNRL, adressées par des laboratoires vétérinaires départementaux (13%, 2022: 19%), des laboratoires privés
(87%, 2022: 78%), des laboratoires de la DGCCRF (0%; 2022: 0%), et de 'ANSES (LCSSV) 0%, 2022: 3%). Il s’agit
principalement d’échantillons prélevés sur des surfaces dans des industries agroalimentaires et des suites de
signalements dans le cadre de I'instruction technique DGAL/SDSSA/2019-555 ou isolées de réfrigérateurs dans le
cadre d’enquétes alimentaires.




Ces 378 souches de Listeria appartenaient en 2023 (2022: 322) a I'espece L. monocytogenes (97%; 2022:97%), L.
innocua (3%; 2022:1%), et 1 (en 2022: 2) souche non-Listeria (Enterococcus faecalis).

La répartition par sérogroupe PCR des 378 souches de Lm environnementales isolées respectivement en 2023
(312 en 2022), est la suivante par sérogroupe PCR: lla (55%; 2022: 68%), IIb (12%; 2022: 6%), lic (7%; 2022: 7%);
IVb (26%; 2022: 18%) et L (<1%; 2022: <1%). Les souches des groupes PCR lla, IlIb, et llc sont majoritaires et
représentent 74% (2022: 81 %) des souches.

En 2023 les CCs les plus fréquents dans I'environnement de production alimentaire étaient CC121, 13% (2021:
20%), CC101, CC1, CC9 et CC6.

3.3 Surveillance de la résistance des agents pathogénes aux anti-infectieux

Lm présente une résistance naturelle in vitro aux céphalosporines de 3e génération, a la clindamycine, a la
fosfomycine, aux sulfonamides et a I'acide nalidixique.

En 2023, toutes les souches humaines regues au CNRL étaient sensibles a I'ampicilline, a I'amoxicilline, a la
gentamicine (Figure 18), a l'imipenéme, a l'acide fusidique, a la pénicilline, au chloramphénicol (28), a
I’érythromycine, a la moxifloxacine, a la Iévofloxacine, a la vancomycine, a la ciprofloxacine, a la rifampicine, au
triméthoprime, a la tétracycline, a la kanamycine et la streptomycine. Aucune association entre les complexes
clonaux MLST et les résistances n’a été observée.

L'analyse des génomes des souches alimentaires et environnementales a permis de détecter la présence des
genes suivants: ermB, impliqué dans la résistance a I'érythromycine (2023: 2, 2022: 2), sans résistance
phénotypique a I'érythromycine; tetM, impliqué dans la résistance a la tétracycline (2023 : 22; 2022: 7), avec
résistance phénotypique contact a la tétracycline.
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Figure 18. Distribution des diametres des zones d’inhibition pour 'ampicilline, I'amoxicilline, la gentamicine et le
triméthoprime des souches regues entre 2018 et 2023 (Légende: le trait noir indique la valeur de référence

EUCAST définissant la résistance).




En 2023, le CA-SFM a entrepris une révision du chapitre Listeria monocytogenes et le Dr Schramm, CHRU de
Strasbourg, a consulté le CNR sur cette derniére.

3.4 Interfaces avec les réseaux de surveillance nationaux ou internationaux

3.4.1. Contribution a la surveillance nationale

Le CNRL détecte les cas groupés et participe aux investigations destinées a identifier 'origine alimentaire des cas
(29). Cette surveillance s’effectue en lien avec SpF, la Direction Générale de I'’Alimentation (DGAL), qui constitue
la Cellule interministérielle Listeria, comprenant également la DGS et 'ANSES (Figure 19). Ses missions sont (i) la
détection des cas groupés de listériose, (ii) la proposition et la coordination des investigations et actions a mettre
en ceuvre devant des cas groupés potentiellement liés a une source commune de contamination, (iii) leur gestion
et leur prévention. Le role du CNRL dans la surveillance est présenté dans la Figure 19.
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Figure 19. Schéma de fonctionnement de la cellule Listeria

Le circuit des souches d’origine alimentaire ou environnementale est présenté a la Figure 20.
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Figure 20. Circuit des souches sur le schéma de surveillance microbiologique frangais des Listeria monocytogenes,
tel que formalisé par la Cellule Listeria (Source: BEH. 2012. Surveillance des L. monocytogenes dans les aliments.
Hors-Série: 41-45 (30))




SURVEILLANCE MICROBIOLOGIQUE DE LA LISTERIOSE EN FRANCE

Le diagnostic de listériose repose sur I'isolement de Lm a partir d’'un prélevement biologique physiologiquement
stérile ou de prélevements périnataux.

L'activité de surveillance du CNRL consiste a :

1. Confirmer l'identification de la souche ;

2. Analyser les caractéristiques microbiologiques (sérogroupe PCR, MultiLocus Sequence Typing (MLST), core
génome MLST (cgMLST), sensibilité aux antibiotiques et aux désinfectants) des souches isolées de cas humains,
d’aliments ou d’environnement agroalimentaires ;

3. Recueillir les informations cliniques associées aux cas ou aux souches d’aliments ou d’environnement
agroalimentaires au moyen d’une fiche de renseignements.

Ces éléments permettent :

1. d’identifier les doublons (patients transférés dans différents hopitaux, couples mére-enfant, etc.) ;

2. de suivre les tendances épidémiologiques (répartition des formes cliniques, caractéristiques des souches,
évolution du nombre de cas, etc.) ;

3. de détecter les épidémies, par la détection de cas groupés, en caractérisant les souches isolées et en surveillant
I'apparition des cas liés ;

4. de participer a I'étude des cas groupés et des phénomeénes épidémiques en lien avec SpF : identification des
cas groupés et épidémiques, du véhicule alimentaire, caractérisation des souches.

SURVEILLANCE ET CLUSTERS
On distingue plusieurs étapes successives d'alerte, redéfinies en Janvier 2017 par la cellule interministérielle
Listeria (réunion DGAL/CNRL/SpF) sur la base de I'analyse génomique cgMLST qui remplace la macrorestriction

d’ADN (PFGE) :

1. Définition de cluster dans le cadre de I'analyse génomique

Un cluster de souches est défini par la mise en évidence d’au moins deux souches, dont au moins une souche
humaine, ayant une similarité de plus de 99,60% (i.e. 7 alléles ou moins différents sur 1748 loci détectés du core
génome du cgMLST).

2. Surveillance microbiologique hebdomadaire

Le CNRL effectue chaque semaine un tableau de suivi des clusters envoyé a SpF, la DGAL (et la DGCCRF),
regroupant le numéro de CLIP CNRL, les types cgMLST, le détail d'alertes produits, et leur appartenance a des
clusters définis par le CNRL. Ce tableau signale aussi les caractéristiques microbiologiques similaires des souches
francaises a des alertes européennes ou internationales.

3. Surveillance renforcée

Tout cluster de plus de 2 cas est suivi d’'une phase de surveillance renforcée durant laquelle le CNRL signale toute
nouvelle souche d’origine humaine ou alimentaire similaire a ce cluster, tandis que SpF conduit les questionnaires
alimentaires et les enquétes épidémiologiques appropriées. La Cellule Listeria décide au vu des résultats de ces
investigations des actions a mettre en ceuvre : analyse des informations disponibles (résultats des controles,
retraits de produits), demande de transmission au CNRL de souches isolées a la production ou a la distribution,
identification des marques commercialisant les produits contaminés, prélevements dans les magasins ol
s'approvisionnent les patients, enquétes dans des établissements de production, etc. La phase de surveillance
renforcée est close par décision entre le CNRL, SpF, la DGS et la DGAL (avec la DGCCRF).




4. Phase d’alerte

La Cellule Listeria peut décider du passage en phase d'alerte, définie comme toute situation présentant une
menace potentielle pour la santé publique et nécessitant la mise en ceuvre d’investigations ou d’actions
complémentaires, soit en raison du nombre de cas détectés, soit en raison des hypotheéses sur I'origine de la
contamination.

La Cellule Listeria propose les investigations complémentaires et les actions a mener. Toutes les souches de Lm
isolées dans le cadre de ces investigations sont envoyées au CNRL. La phase d'Alerte est levée par la Cellule
Listeria. Certaines mesures spécifiques de surveillance peuvent étre maintenues apres la levée de I'Alerte.

5. Cas sporadiques, groupés et épidémies

Des cas liés a des souches de méme cgMLST, mais dont la source n’a pas été identifiée sont qualifiés de groupés.
Une « épidémie » correspond a des cas groupés dont la source alimentaire a été identifiée. Un cas isolé dont la
source n’a pas été identifiée est qualifié de sporadique. L'accroissement du nombre de génomes dans base de
données cgMLST du CNRL et I'abandon d’une fenétre temporelle pour la comparaison des souches tend a
diminuer le nombre de cas sporadiques, et a créer de clusters de grande taille. Ceci a pour conséquence la
détection de sites de production alimentaire distillant sur de longues durées des souches de Lm d’un méme
cgMLST, dont I'éradication pourrait avoir un impact sur la contamination alimentaire et le nombre de cas de
listérioses.

6. Toxi-infection alimentaire collective

Il s’agit de la survenue d’au moins deux cas de gastro-entérite a Lm dont on peut rapporter la cause a une méme
origine alimentaire.

7. Alertes nosocomiales

La détection d’infections nosocomiales déclenche une notification a SpF et une enquéte impliquant SpF, I'ARS, la
DGAL/DDPP et le CNRL ainsi que le CLIN et I’hygiéniste hospitalier concerné est conduite pour identifier I'origine
(interne ou externe) de I'infection.

Les bactériémies ou infections neuroméningées contractées chez des patients hospitalisés depuis plus de 15 jours
et sans apport de nourriture extérieur entrainent une inspection de la cuisine hospitaliére, et la réalisation de
prélevements alimentaires et de surface.

3.4.1.1. Contribution a la surveillance alimentaire

Les alertes-produits

Une alerte produit est déclenchée quand une denrée alimentaire non-conforme aux critéres microbiologiques de
sécurité du reglement européen 2073/2005 modifié (100 UFC/g ou absence/présence) (31, 32), et présentant
donc un risque pour la santé publique a été mise sur le marché, et que des mesures de retrait et/ou rappel aupres
du consommateur doivent étre prises. Les alertes-produits peuvent étre issues de contextes de surveillance variés
comme les controles officiels, les autocontréles effectués par les professionnels ou les plans de surveillance et de
contrdle. En janvier 2023, le guide de gestion des alertes de la DGAI a été révisé.

En France, ces alertes-produits sont déclenchées en cas de présence de Lm au sein de tout produit mis sur le
marché, a consommer en l'état et permettant la croissance de Listeria, quel que soit le résultat du
dénombrement, limite plus stricte que celle prévue par le réglement européen 2073/2005 modifié (100 UFC/g)
(31, 32). Le CNRL transmet chaque semaine la mise a jour des clusters cgMLST aux membres de la Cellule Listeria.
SpF investigue principalement les clusters cgMLST reliés a au moins une souche d’alerte produit.

Les enquétes autour d’un cas de forme neuroméningée
Depuis 2001, pour tous les cas d’infection neuroméningée, des prélévements des aliments dans le réfrigérateur
du patient ou de son environnement (aprés accord du patient ou le cas échéant de sa famille) sont réalisés par la
DDPP. Des prélévements dans les lieux d’achats du patient par la DDPP peuvent également étre effectués. Le
CNRL compare le type cgMLST des souches isolées des aliments a celle(s) isolée(s) chez le patient afin de tenter
d’identifier I'aliment a I'origine du cas.




3.4.2. Interface avec les acteurs nationaux et internationaux

SpF : Le CNRL est en lien quotidien avec SpF pour la surveillance le suivi de dossiers (souches humaines,
investigations), la gestion de phénomeénes anormaux et les éventuelles alertes déclenchées par la surveillance
des informations frangaises sur Listeria.

DGS — DGAL: Le CNRL est en lien pluri-hebdomadaire avec la DGAL dans le cadre du suivi des alertes-produits et
des enquétes sur les formes neuroméningées ou une demande d’appui technique. Le CNRL, dans la cellule
Listeria, est en lien direct avec la DGS, DGAL. Le CNRL participe aux réunions coordonnées par la DGS pour la
gestion d’alertes, des cas groupés, et d’épidémies).

En janvier 2024, la MUS/DGAI a sollicité le CNRL pour la rédaction en partenariat avec N. Soleau, inspecteur de la
santé publique vétérinaire (ENV Lyon) d’un document pédagogique a destination des agents des DPPP et des
professionnels concernés dans le cadre d’une alerte sur le séquencage génomique, le typage et les clusters.

ANSES et LNRL : Cette interaction est décrite dans le chapitre 7 de ce rapport.

SURVEILLANCE MICROBIOLOGIQUE DE LA LISTERIOSE EN EUROPE

ECDC: L'ECDC a mis en place un systeme volontaire d’investigations de cas groupés ou d’épidémies européens au
moyen de la plateforme d’échanges EPIS (Epidemic Intelligence Information System) devenu EPIPULSE en 2021,
ouverte aux 27 pays européens et a 51 pays non-européens. Le CNRL, en relation avec SpF, répond a toutes les
alertes déposées sur la plateforme EPIPULSE (cf. chapitre 4.7) pour un échange de données de typages et
d’informations concernant les cas groupés et les épidémies.

Le CNRL a aussi participé :

e au groupe de travail Listeria du réseau européen des maladies d’origine hydrique et alimentaire (FWD)
(M. Lecuit & A. Leclercq) ;

e 3latransmission annuelle des données frangaises pour la base TESSY ;

o 3 l'expertise de certaines alertes en relation avec des urgent inquiries ECDC (Chapitre 4.5.). Le CNRL a
communiqué des séquences génomiques frangaises dans le cadre des alertes européennes EPIPULSE si
demandés par le pays concerné et avec autorisation des autorités compétentes.

e alaréunion ECDC/Santé Publique France du 07/09/23, Dr Andrea Ammon de I'ECDC,

e alarelecture du rapport ECDC/EFSA « The European Union One Health 2022 Zoonoses Report » pour
le chapitre Listeria monocytogenes,
https://efsa.onlinelibrary.wiley.com/doi/10.2903/j.efsa.2023.8442

e alarelecture du rapport « Surveillance Atlas of Infectious Diseases 2022 Listeriosis »,
https://atlas.ecdc.europa.eu/public/index.aspx

e au 12e net-meeting annuel et 4e Joint EFSA & ECDC du FWD networks, 18-19 septembre 2023;

e 3 la rédaction sur les alertes européennes EPIPULSE 2020-FWD-00012, 2023-FWD-00023 sur cluster
Omikron 1 de la joint ECDC-EFSA Rapid Outbreak assessment, Prolonged multi-country cluster of Listeria
monocytogenes ST155 infections linked to ready-to-eat fish products, 13 December 2023,
https://doi.org/10.2903/sp.efsa.2023.EN-8538

e au rapport ECDC, Ninth external quality assessment scheme for Listeria monocytogenes typing,
November 2023, https://www.ecdc.europa.eu/sites/default/files/documents/Ninth-eqa-Listeria-
monocytogenes-typing.pdf

e au rapport ECDC, Listeriosis — Annual epidemiological report for 2020, 29 mars 2023,
https://www.ecdc.europa.eu/en/publications-data/listeriosis-annual-epidemiological-report-2020

DG SANTE (RASFF) : Le réseau RASFF de I'Union européenne est un outil d'échange d'informations pour garantir
la sécurité alimentaire : les notifications d’alertes (produits alimentaires a risque sur le marché nécessitant une
action immédiate) et notifications (mise en place d’une alerte nationale ayant entrainé des mesures telles que le
retrait ou le refus de produits alimentaires) sont transmises aux membres du réseau (DGAL, SpF), qui les
communiquent au CNRL. Ce systéeme est complété par le réseau INFOSAN de 'OMS.




CEN (Comité Européen de Normalisation) : En 2023, le CNRL a participé a la normalisation de la Microbiologie
de la chaine alimentaire concernant Listeria :

. aux réunions Afnor VO8B, CEN TC275/WG6 et ISO TC34/SC9 sur les méthodes EN I1SO 11290 de détection
et d’énumération des Lm et Listeria spp. dans la chaine alimentaire ;

e au développement de la norme NF EN ISO 16140-7 sur la validation des méthodes microbiologiques de
confirmation (identification, typage moléculaire).

EURL-Lm : Le laboratoire de référence des Listeria de I’'Union européenne (EURL-Lm) est également LNRL.
En 2023, 'EURL-Lm a sollicité le CNRL dans le cadre d’analyses effectuées par le CNRL pour les différentes alertes
européennes, les génomes de ces souches ont été transmis a I'EURL-Lm.

SURVEILLANCE MICROBIOLOGIQUE INTERNATIONALE DE LA LISTERIOSE

OoMS

L'Unité de Biologie des Infections héberge le Centre Collaborateur de I'OMS Listeria (Site web:
http://www.pasteur.fr/fr/sante/centres-collaborateurs-l-oms-ccoms/listeriose-d-origine-alimentaire).

Son mandat a été renouvelé le 01 Novembre 2023 et se termina en novembre 2027.

Dans ce cadre, le CNRL participe a la surveillance internationale de la listériose et de la résistance aux agents
antimicrobiens des Listeria, a la collecte de données pour I'analyse des risques réalisée par 'OMS et a la formation
des personnels qui le contactent (33, 34).

Le CNRL répond aux sollicitations de 'OMS et apporte son expertise en cas de crise sanitaire.

En 2023, le CNRL/CCOMS a participé aux réunions de I'OMS zone Europe concernant les activités et le réseau des
CCOMS.

3.5 Enquétes ou études ponctuelles concourant a la surveillance

- MONALISA : Les inclusions dans la cohorte MONALISA (Multicentric Observational National Analysis of
LISteriosis and Listeria ; Charlier et al., Lancet Infect Dis 2017) se poursuivent.

- MONALISA-BABY : 'analyse du devenir a 5 ans des enfants avec listériose périnatale financée, met en évidence
la présence de séquelles neurocognitives a long terme chez 66% des enfants survivants, et la contribution
prédominante de la de la prématurité dans ces séquelles : Charlier et al. Lancet Child Adolesc Health. 2023

- MONALISA-TREAT : Essai thérapeutique simulé visant a évaluer 4 stratégies antibiotiques différentes dans le
cadre des listérioses invasives : traitement précoce (probabiliste) ou retardé jusqu’a la confirmation a J2 en
culture de I'infection, par amoxicilline seule ou couplée a la gentamicine. L'approche d’essai thérapeutique
simulé permet de mimer les conditions d’un essai sur la base de données de cohorte collectées prospectivement.
Ce travail est mené en collaboration avec Philippe RAVAUD (CRESS Hétel Dieu).

- MONALISA-GENBIO : Etude de la susceptibilité génétique de I'héte vis-a-vis de Listeria monocytogenes, en
collaboration avec I'équipe de génétique humaine évolutive (Lluis Quintana, Etienne Patin, Institut Pasteur) et
celle de Dusan Bogunovic (Mount Sinai Hospital, NYC, USA).




4. Alertes

Lensemble du systeme de surveillance et d'alerte francais est décrit dans le chapitre 3.4.

Le détail des clusters et les investigations qui en découlent sont des informations confidentielles de la Cellule
Listeria et ne peuvent faire I'objet d’une analyse détaillée dans ce rapport d’activité. Ces données ne peuvent
pas étre divulguées a des tiers sans autorisation. Elles sont a la disposition de SpF au CNRL.

4.1 Suspicions d’infections nosocomiales

En 2023, la possibilité de listériose nosocomiale (la mise en évidence de cas de listériose groupés
temporellement et géographiquement (méme hopital, voire méme service)) a été évoquée apres 15 jours
d’hospitalisation dans 48 cas (44 en 2022) (35, 36). Dans 3 cas (2022: 9), des souches formaient un cluster qui
a été investigué.

Les investigations dans les établissements de santé ont conduit a souligner les points suivants:

e La nécessité de ne pas mettre dans la méme piece des enfants dont un est atteint de listériose ;

e Ne pas proposer de fromage au lait cru dans les établissements de santé type EHPAD, qui hébergent
des patients a risque de listériose ;

e La nécessité de communiquer au CNRL I'ensemble des souches prélevées dans le cadre des
prélevements d’environnements des cuisines d’établissements de soins ;

e La gestion particuliere des investigations dans des cuisines centrales de centres hospitaliers des
grandes villes ;

e L’application de la bonne méthodologie de prélevement des échantillons d’environnement ;

e Les renseignements apportés par le CNRL sur la tolérance aux désinfectants ce qui a permis
d’adapter la procédure de nettoyage-désinfection en conséquence pour éliminer la souche ;

e la possibilité d’échanger avec des homologues étrangers en cas d’établissements frontaliers ;

e Considérer le céleri comme un aliment a risque pour les établissements de soins suite a plusieurs
épisodes de contamination en établissements de soins en France et aux USA, a intégrer au
guestionnaire alimentaire.

4.2 Cluster cgMLST

Aprés une phase de développement et de validation débutée en 2015, le CNRL utilise le séquengage du
génome complet des souches et la méthode de typage core génome MLST (cgMLST) depuis 2017 pour
identifier les clusters de souches humaines et/ou humaines + alimentaires/environnementales (37, 38).
L'évolution des clusters et des sources alimentaires identifiés depuis 2015 est présentée dans le tableau 7.

En 2023, le CNRL a identifié 116 [2022: 61] nouveaux clusters et 102 [2022: 80] clusters identifiés avant 2023
ont été actualisés avec l'inclusion de nouvelles souches (humaines, alimentaires ou environnementales). Au
total 218 clusters cgMLST (2022: 141) ont été investigués.




Tableau 7. Evolution des clusters en France et des sources alimentaires identifiées de 2015 a 2023 (Source : CNRL
& SpF)

Année Nombre de clusters % Source identifiée | Nombre de nouveaux | % Source identifiée
en cours* clusters
2015 0 15% (n=8) 53 15% (n=8)
2016 57 18% (n=21) 67 16% (n=11)
2017 124 15% (n=27) 58 10% (n=6)
2018 183 18% (n=41) 63 14% (n=9)
2019 240 20% (n=61) 72 24% (n=17)
2020 309 19% (n=68) 54 9% (n=5)
2021 434 19% (n=78) 65 6% (n=4)
2022 501 18% (n=89 64 13% (n=8)
2023 612 17% (n=100) 116 9% (n=10)

* nombre de clusters sans les fusions ou les annulations

En 2023, ces 218 clusters étaient constitués de 555 souches (2022: 555), dont 312 (2022: 211) souches
humaines et 515 (2022: 344) souches non humaines (dont alimentaires: 393 (2022: 238) et
environnementales 122 (2022: 103) comprenant 412 (2022: 317) souches d’alertes produits ou
d’investigation autour d’un cas humain.

Parmi les 116 nouveaux clusters cgMLST identifiés en 2023, les investigations menées conjointement par le
CNRL, SpF et la DGAL ont permis d’identifier une source de contamination pour 10 d’entre eux (9% ; 2022:
13%) de ces clusters. En 2023, les nouveaux clusters comportaient de 1 a 11 souches humaines avec une
médiane a 1 cas (2022 : 1-8, médiane de 1 cas) et 71% (2022: 76%) avaient moins de 3 souches humaines.

Les clusters sont répartis de la fagon suivante:
e clusters ponctuels,
e clusters humains et alimentaires/environnementaux persistants,
e clusters majoritairement alimentaires/environnementaux persistants, avec trés peu ou pas de cas
humains.

La surveillance génomique permet de s‘affranchir des fenétres temporelles et spatiales et ainsi de détecter
des cas liés qui sont géographiquement et temporellement séparés.

Ces caractéristiques sont intéressantes, compte tenu :
e de ladistribution rapide des aliments a larges échelles,
e de la conservation d’aliments potentiellement contaminés par congélation sur des périodes de plus
de 6 semaines,
e de la persistance ou réintroduction des souches chez des opérateurs agroalimentaires ou des
établissements de soins.

Ceci souligne également la nécessité d’avoir une plus grande exhaustivité des souches d’autocontroles
permettant d’accrofitre la capacité de détection des sources de contamination du systeme de surveillance
francais.

Linvestigation des clusters conséquents montre I'importance de l'efficacité des plans de nettoyage et
désinfection et de la vérification de leur efficacité pour éviter la persistance de Lm: produits adaptés par
rapport a la tolérance du(es) clone(s) présent(s), personnels formés, nombre d’échantillons prélevés et
neutralisants utilisés dans les systemes de prélévements des échantillons de surface par les laboratoires.

Le tableau 8 récapitule les épidémies de 1992 a 2023 en France avec identification de la source alimentaire.




Tableau 8. Tableau récapitulatif des épidémies frangaises d’au moins 2 cas de 1992 a 2023 (Source :

Tourdjman, SpF).

Année Nombre de cas Aliments
1992 279 Langue de porc en gelée
1993 38 Rillettes
1995 36 Brie
1997 14 Pont-I'Evéque
1999 4 Epoisses
2000 10 Rillettes
2000 32 Langue de porc en gelée
2002 11 Saucisse a tartiner (tartinette)
2003 4 Mortadelle
2012 11 Brie
2013 6 Brebis
2013 11 Quenelles
2013 3 Brebis
2013 2 Brebis
2013 7 Etablissement de soins
2014 2 Maroilles
2014 11 Charcuteries
2015 2 Saint-Nectaire
2015 3 Saint-Nectaire
2015 4 Saint-Nectaire
2015 13 Andouille
2015 b Saint-Nectaire
2015 3 Fromage de vache
2015 2 Contamination d'environnement de production - Artisan
2015 3 Saint-Nectaire
2016 21 Reblochon
2016 2 Brie aux truffes
2016 2 Charcuterie
2016 19 Fromage de vache (TIAC)
2017 2 Reblochon
2018 2 Fromage de chévre
2018 18 Brie au lait cru
2018 2 Produits traiteurs
2018 3 Boucherie
2018 3 Viande de cheval
2018 2 Céleri
2018 3 Brebis
2019 15 Brie au lait cru
2019 3 Charcuteries
2019 8 Yaourt bio
2019 2 Jambon
2019 2 Etablissement de restauration collective
2019 4 Fromages
2019 4 Etablissement de soins
2019 11 Fromages
2019 10 Charcuteries
2020 4 Charcuteries
2020 4 Truite fumée
2021 2 Fromage de chévre
2022 6 Fromage de chévre
2022 5 Substitut de fromage (Vegan)
2022 15 Munster
2023 15 Fromages Corse
2023 11 Fromages au lait cru de vache




4.3 Toxi-infections alimentaires collectives

La définition officielle des toxi-infections alimentaires collectives n’inclut pas L. monocytogenes, ce qui
n‘exclut pas qu’elle puisse n’étre responsable.

4.4 Alertes-produits DGAL

Ces alertes et investigations ont pour but d’identifier des souches alimentaires qui ont des caractéristiques
microbiologiques similaires, et a les comparer a celles des souches cliniques. Les aliments faisant I'objet de
ces alertes peuvent avoir diverses origines, avoir été commercialisés ou non, enregistrés par la DGAL sous la
forme (i) d’'une non-conformité Listeria, (ii) d’'une notification par une Direction Départementale de Protection
des Populations ou (iii) d’'une notification via le réseau européen des alertes RASFF.

En 2023, 991 souches (2022 : 885) ont été adressées au CNRL dans le cadre des 376 alertes-produits DGAL et
DDPP (2022: 367). Ces souches incluaient 767 souches alimentaires (2022: 682), et 224 souches
d’environnements agroalimentaires (2021 : 203). Le nombre de souches par alerte-produit variait de 1 a 60
(médiane 1). Le nombre de souches envoyées au CNRL en 2023 dans le cadre d’une alerte-produit est le plus
élevé dans la période 2017-2023 (854 en 2017 vs 991 en 2023).

En cas d’alerte RASFF, le CNRL, sur la demande de la DGAL, demande a ses homologues étrangers les
séquences génomiques assemblées ou les reads des souches Lm isolées des aliments incriminés.

En 2023, a 2 reprises, la DGAL a sollicité des typages génomiques en urgence, dans les alertes produits, réalisé
en 4 jours ouvrés et non 9 jours ouvrés en moyenne.

Entre 2023, le taux moyen d’exhaustivité de récupération des souches d’alertes-produits était de 70% (61%
en 2022) comme de 2011 a 2021 (moyenne: 71%).

L'absence d’envoi de souches d’alertes-produits au CNRL peut s’expliquer par:
e La méconnaissance du systeme d’alertes-produits;
e l'absence de l'obtention de numéro d’alerte par la DDPP locale;
e Le fait que les alertes-produits concernant une contamination < a 100 UFC/g n'aboutissent pas a
I’envoi des souches au CNRL par le laboratoire;
e Leclient peut refuser I'envoi des souches au CNRL, car cet envoi n’est pas obligatoire;
e Les souches ne sont pas toujours conservées par le laboratoire ou sont non viables.

En 2023, surles 910 souches (869 en 2022) de Lm isolées d’aliments et d’échantillons environnementaux dans
le cadre des alertes-produits, la répartition par sérogroupe PCR était la suivante lla (59%; 63% en 2022), llb
(9%; 8% en 2021), lic (11%; 7% en 2021), IVbavbvi (21%; 25% en 2021) et L (<1%; 0% en 2021).

Entre 2017 et 2022, les complexes clonaux de Lm les plus fréquents a I'origine d’alertes-produits sont, par
ordre décroissant, le CC121, CC9, CC1, CC6, CC4, CC37, CC8-16, CC5, CC2 alors qu’en 2023, il s’agissait du
CC121, CC9, CC1, CCh, CC14, CC8-16, CC7, CC101 et CC5 (2022 : CC121, CCY, CC8-16, CC1, CC4, CC6 et CC37,
CC5 et CC2).

142 (37%) alertes-produits (2022: 118; 32%) ont été reliées a un cluster cgMLST avec cas humains. Comme
depuis 2007, ces alertes produits (avec ou sans souche réceptionnée au CNRL) concernaient principalement
par ordre décroissant des produits de viandes, surtout des charcuteries, de produits laitiers dont




principalement des fromages au lait cru, de produits de la péche, et de plats préparés. 22 alertes produits
concernaient des viandes de poulet ce qui est en augmentation (2022: 18) avec des rappels de poulets entiers
contaminés, alors qu’il s’agit d’aliments peu connus pour étre contaminés par Listeria monocytogenes. De
méme 2 alertes concernaient des ovoproduits. Plusieurs rappels ont concerné des salades mélangées 4e
gamme. Une alerte a concerné de la compote de pommes contaminée ayant été servie a plusieurs créches.

4.5 Alertes produits DGCCRF

En 2023, la DGCCRF a fusionné avec la DGAL dans le systeme d’alerte produit de la Police sanitaire unique.
L'ensemble des alertes DGCCRF est maintenant inclus dans celles de la DGAI.

4.6 Enquétes des formes neuroméningées (dites « enquétes frigo »)

Cette enquéte est menée par les différents partenaires de la Cellule Listeria, et coordonnée par SpF. Elle est
mise en place depuis ao(t 2001. Lors de la notification d’un cas de listériose neuroméningée, les investigations
par la DDPP consistent a réaliser des prélevements d’'aliments dans le réfrigérateur ou I'environnement du
patient (avec son accord ou celui de sa famille). Le CNRL réalise un groupage PCR et un typage par cgMLST sur
les souches alimentaires prélevées et celle du patient et compare ensuite les types cgMLST des souches afin
d’identifier I'aliment a I'origine du cas et transmet les résultats a la Cellule Listeria.

En 2023, 139 listérioses neuroméningées (2022: 102) ont été déclarées aux autorités sanitaires. Pour 132
(96%) (2022: 90%, 90), la réalisation de prélevements alimentaires/environnementaux autour du patient a
été demandée. Ces prélévements ont été réalisés pour 59% (2022: 56%, 74).

Ces 132 cas neuroméningés suivis de préléevements ont donné lieu a 32 (2022: 44) enquétes dans le
réfrigérateur du patient.

Parmi les 18/32 (56%) (2017-2021: 24%; 2022:36%; 16/44) enquétes réfrigérateur ayant isolé une souche de
Listeria, la souche isolée des aliments du frigo était similaire en cgMLST a la souche du patient pour 18 (43%;
2022: 43%, 7)(39).

Une investigation de forme neuroméningée a permis de mettre en évidence dans un composteur des restes
d’un fromage a I'origine du cas.

Ainsi, les préléevements a domicile effectués pour les cas de listérioses neuroméningées sont un complément
utile a la DO et peuvent permettre d’identifier rapidement la source de contamination.

4.7 «Urgent Inquiries» de 'ECDC

Entre 2023, le CNRL a été informé d’alertes-produits communautaires soit par I'ECDC au moyen de la
plateforme EPIPULSE, soit par la DGAL au moyen du réseau RASFF (alertes-produits), soit par 'OMS/FAO au
moyen du réseau INFOSAN Tableau 9). Le CCOMS-CNRL récupére auprés d’opérateurs agroalimentaires
étrangers les souches ou leurs génomes d’alertes-produits européennes ou internationales ainsi que les
souches des lots incriminés ayant circulé sur le territoire frangais. Ces souches sont alors introduites dans la
surveillance nationale. Les homologues étrangers du CNRL peuvent aussi lui demander I'envoi de souches ou
de génomes dans le cadre de cas groupés ou d’épidémies déclarés par la France ou de RASFF. En accord avec
SpF et la DGAL, une réponse sur l'occurrence du cgMLST type dans les souches cliniques et alimentaires
francaises est rapportée sur le site EPIS et la séquence est archivée dans le logiciel en ligne BIGsdb Listeria.




Tableau 9. Liste des Urgent Inquiries auxquelles le CNRL a participé en 2023 (Source : EPIPULSE database,
ECDC, Stockholm)

Référence Titre Ouverture Pays cgMLST type Souchc::s
frangaises

2023-FWD-00003 Listeria Outbreak ST1607 09/01/2023 Danemark L2-SL91-ST1607-CT5221 1
2023-FWD-00008 Cluster of Listeria monocytogenes ST155 27/01/2023 Suéde L2-SL155-ST155-CT4876 6
2023-FWD-00018 Listeria monocytogenes cluster in the US 14/04/2023 USA L1-SL1-ST1-CT11192 0
2023-FWD-00023* Four listeriosis clusters linked to salmon 08/05/2023 ECDC Omegab (L2-SL87-ST87-CT58, lib) 8, FR_197

products - data call for risk assessment Omikron1 (L2-SL155-ST155-CT842/CT5098, lla) 20, FR_342

Rho3 (L2-SL9-ST9-CT597, lic) 45, FR_202
Sigmabs (L2-SL475-ST504-CT8796, Ila) 2

2023-FWD-00026 Molecular typing cluster 2023- 11/05/2023 ECDC Pas d’information sur le génome 1 indiqué par

05.LIST.07.CC475 ECDC
2023-FWD-00044 Listeriosis outbreak in Sweden 19/07/2023 Sueéde L2-SL37-ST37-CT6160 3
2023-FWD-00053 Listeria monocytogenes ST121 outbreak in 08/08/2023 Norvege L2-SL121-ST121-CT12417 0

Norway
2023-FWD-00054 Outbreak of Listeria monocytogenes in the 11/08/2023 USA L1-SL5-ST1812-CT14268 0

United States Linked to Ice Cream
2023-FWD-00057 Listeria monocytogenes ST1 outbreak in Italy 16/08/2023 Italie L1-SL1-ST1-CT14275 5
2023-FWD-00061 Listeriosis outbreak Taul4 in Germany 30/08/2023 Allemagne L2-SL16-ST16-CT14337 0
2023-FWD-00074 Listeria monocytogenes Outbreak in the 27/09/2023 USA L2-SL451-ST451-CT12438 0

United States
2023-FWD-00084 Outbreak of Listeria monocytogenes in the 11/10/2023 USA L2-SL7-ST7-CT14425 0

United States
2023-FWD-00088 Listeria monocytogenes ST10 cluster 20/10/2023 Belgique L1-SL1-ST10-CT8141 0

* détection automatique de clusters européens bases ECDC-EFSA

En 2023, le CNRL a investigué 12 « urgent inquiries » (2022 : 21) de 'ECDC (communiquées sur la base
EPIS/EPIPULSE) (Tableau 8). Dans chaque cas, en lien avec SpF et la DGAL/DGCCRF, le CNRL communique sur
EPIS/EPIPULSE une synthése des souches d’origines humaine et alimentaire du méme type cgMLST que la
souche/les souches investiguées et met a disposition les séquences des souches frangaises a I'ECDC ou a
I'EURL-Lm avec les métadonnées si autorisation des autorités compétentes frangaises. LECDC/EFSA rédige
une Joint Notification Summary et une publication Rapid Risk Assessment sur ces urgent inquiries associés ou
non a un RASFF qui sont public sur le site de I'ECDC ou confidentiels.

4.8 Epidémie

En 2023, le CNRL a participé a la gestion de 2 épidémies (2022 : 2).
Clusters FR_479 (L1-SL379-ST379-CT34, génosérogroupe llb) — Février 2023, Fromages de Vichy

Clusters FR_355 (cgMLST L1-SL6-ST6-CT1494, génosérogroupe IVb) et FR_464 (L2-SL16-ST16-CT9523,
génosérogroupe lla) — Avril 2023, Fromages Corse

4.9 Enquéte judiciaire

Depuis 2017, des demandes (8) aupres de SpF de restitution de rapports individuels d’investigations autour d’un
cas ont été faites par les autorités judiciaires dans le cadre de procédures intentées par un cas ou son entourage,
et des particuliers souhaitant obtenir les résultats des investigations effectuées a leur domicile.




5. Activités de mise a disposition de I'information,
de formation et de conseil

Le CNRL a également pour mission la mise a jour et la diffusion des connaissances sur Listeria et la listériose
e auprés du grand public, et notamment pour les personnes a risque;
e auprés des professionnels de santé et du secteur agroalimentaire.

Le CNRL/CC-OMS Listeria dispose d’une collection d’articles papier de 1956 a 2000 sur Listeria et un accés aux
bases de données en ligne pour les articles de 2000 a nos jours, ainsi qu’une collection d’ouvrages de référence
et de données historiques. Les chercheurs, étudiants, praticiens ou hygiénistes qui en font la demande peuvent
consulter ce centre de documentation. Le CNRL procure environ 60 documents/an a des chercheurs, praticiens
ou opérateurs agroalimentaires.

5.1 Conseil et expertise aux professionnels de santé

Enseignements, Formations

Les membres du CNRL animent chaque année de multiples formations microbiologiques médicales et
agroalimentaires : diplomes universitaires médicaux, formation médicale initiale des obstétriciens et
infectiologues, séminaires de formation continue au sein de services hospitalo-universitaires d’Obstétrique, de
Médecine Interne ou de Maladies Infectieuses sur différents sujets ayant trait a la listériose.

En 2023, Marc Lecuit a encadré des étudiants ou a réalisé les enseignements suivants :
e  Cours en Master 1 et 2 de Microbiologie et Biologie cellulaire, Université Paris Cité, Sorbonne Université,
ENS.
e Cours de Maladies infectieuses et Microbiologie, Faculté de Médecine de I'Université de Paris-Cité.
e Encadrement de doctorants et post-doctorants.

En 2023, Caroline Charlier a encadré des étudiants ou a réalisé les enseignements suivants :

e Encadrement d’une thése d’exercice de médecine, d’'un mémoire d’exercice de sage-femme,

e Co-encadrement d’un Master 2 d’Epidémiologie Faculté de Médecine de Sorbonne Université.
Participation au jury d’une these de médecine, 2 théses d’université.
Conférences sur la listériose en premier, deuxieme et troisieme cycle d’études médicales, en formation
initiale et continue (20H/an).

En 2023 Alexandra Moura a encadré des étudiants

e  Co-encadrement d’un Master 2 d’Epidémiologie Faculté de Médecine de Sorbonne Université.
Accueil de stagiaire
En 2023, aucun stagiaire au CNRL.
Liste des guides élaborés

Cf. chapitre 6.2.




Rétro-information aux partenaires

Le retour d’information prend plusieurs formes:

1. Compte-rendu détaillé des analyses effectuées pour chaque souche envoyée au laboratoire expéditeur. En cas
d’atypies sur la souche ou I'observation médicale, le laboratoire expéditeur est contacté par I'un des responsables
pour échanges d’informations.

2. Publication des formes atypiques de listérioses.

3. Communications orales dans plusieurs congrés nationaux et internationaux des travaux de recherche du CNRL
(e.g. ISOPOL, RICAL).

Depuis 2007, le rapport d’activité du CNRL est mis en ligne (http://www.pasteur.fr/cnr/listeria rubrique
« actualités-Rapports »), aprés validation de I'activité de I'année concernée par le comité des CNR.

Site internet

Le CNRL/CC-OMS Listeria dispose d’un site internet en francais et anglais: (http://www.pasteur.fr/cnr/listeria) et
est au minimum actualisé tous les 6 mois.

Il contient des informations sur les missions du CNRL, ses rapports d’activité, la listériose, des recommandations
pour les professionnels de santé, les laboratoires (dont les éléments de conseils méthodologiques décrits en
annexe B), les opérateurs agroalimentaires et patients, des liens vers les sites des partenaires du CNRL, et des
informations pratigues comme la maniere d’envoyer les souches au CNRL (contrat de prestation, feuilles de
renseignements).

Comme de 2017 a 2022, le CNRL a regu en 2023 en moyenne 200 demandes d’information des professionnels de
santé, de I'alimentaire, des particuliers, des scientifiques et des étudiants par e-mail (listeria@pasteur.fr)
(~3/semaine) et environ 400 appels téléphoniques (~9/semaine) (cf. point 4.7 "Prestations de conseils" de la
norme NF EN I1SO 15189) et point 4.4. "Revue de contrat" de la norme NF EN ISO 17025).

Par ailleurs, de nombreux biologistes et cliniciens sollicitent le CNRL pour des conseils médicaux a propos des
patients inclus dans I'étude. Cette étude favorise nos échanges avec les professionnels de santé, qui n’hésitent
pas a nous signaler directement des observations cliniques ou microbiologiques atypiques.

Retour d’information lié a la génomique aux opérateurs agroalimentaires

Depuis 2023, le CNRL participe a la demande de la MUS/DGAI ou de la DDPP locale a des réunions permettant
d’expliquer a I'opérateur agroalimentaire les résultats de typage génomique des souches et de trouver la source
afin de la maitriser.

5.2 Conseil et expertise aux autorités sanitaires

Veille Internet

Le CNRL/CC-OMS Listeria est abonné a plusieurs réseaux d’alertes de santé humaine et alimentaire. Les cadres
du CNRL participent au Réseau de Microbiologistes Médicaux (R2M) afin de répondre, le cas échéant, a toutes
questions spécifiques sur la listériose ou toutes demandes de bibliographie sur ce sujet. Le CNRL répertorie
I'ensemble des sites Internet en langue frangaise et sollicite les modifications de données erronées, ajouter des
informations ou effectuer un lien avec le site Internet du CNRL. Il effectue également une veille de la consultation
des termes Listeria/listérioses sur Google trends et Twitter et des nouvelles publications associées a ce terme sur
le web pour détecter un phénomene anormal non rapporté et le rapporter a la cellule Listeria. Ceci permet de
détecter une augmentation atypique sur des termes dans une zone géographique et une période donnée
signalant un phénoméne anormal.

Expertises dans des comités nationaux, européens ou internationaux
Les responsables du CNRL ont participé, en tant qu’experts ou conseillers, a différentes instances: ECDC groupe
Listeria, groupe de travail permanent de la Coordination des Laboratoires de Référence et d’Expertise (Institut
Pasteur), et Réseau de Microbiologistes Médicaux (R2M).




Conseil aupreés de Ministeéres
Par sa participation a la cellule Listeria, le CNRL est en contact presque quotidien avec les services concernés de
SpF (Ministére de la Santé) et de la DGAL (Ministere de I’Agriculture).

Conseil aupreés de 'ECDC, la FAO, 'OMS

Le CNRL participe avec SpF et les Ministéres concernés, aux réponses aux demandes émises par les systemes
EPIS, RASFF, INFOSAN sur des épidémies, des cas groupés ou des produits alimentaires contaminés. Le CNRL
participe aux réunions et a la rédaction de documents de I’'ECDC et de 'OMS sur Listeria, et notre unité héberge
le CCOMS Listeria.

5.3 Conseil et expertise pour d’autres cibles (médias, grand public ...)

Expertise de méthodes ou de déclarations d’invention ou de projets industriels

En 2023, les responsables du CNRL ont participé aux réunions de I’Association Frangaise de Normalisation
concernant I'application et 'amélioration des normes francaises, européennes et internationales pour les Listeria
en microbiologie de la chaine alimentaire.

Expertise de publications et de projets scientifiques

En 2023, le CNRL a participé a I'examen d’articles (>22) dans des journaux nationaux et internationaux a comités
de lecture (PLOS One, Frontiers in Microbiology, Microbiology Spectrum, , International Journal of Systematic and
Evolutionary Microbiology, International Journal of Food Microbiology, Foodborne Pathogens and Disease,
Genes, Food Research International, International Journal of Infectious Diseases, Journal of Food Protection, Food
Control, BMJ Case Reports, BMC genomics, BMC Public Health, BMC Infectious Diseases, Heliyon). Il a également
expertisé des projets scientifiques.

M. Lecuit est membre du comité éditorial de Virulence, Journal of Visualized Experiments, F1000 research,
Microbial Pathogenesis, éditeur associé, Frontiers in Cellular and Infection Microbiology, membre Comités
éditoriaux. C. Charlier est éditeur pour la section « Maladies Infectieuses » de la Presse médicale. A. Leclercq est
membre du comité éditorial de Journal of Food Protection, Food Analytical methods, International Journal of
Food Microbiology, et Frontiers Microbiology. M. Lecuit est membre des conseils scientifiques de la Fondation
pour la Recherche Médicale, de la Ville de Paris, de la Fondation Bettencourt Schueller et de la Fondation Louis
Jeantet, membre du Panel LS6 StG de I'ERC et du comité de sélection des GIN de 'EMBO.




6. Travaux de recherche et publications en lien
direct avec I'activité du CNR

Le CNRL travaille en lien avec I'Unité de Biologie des Infections qui I’'héberge a I'Institut Pasteur. Ceci permet de
développer des projets de recherche a l'interface entre les activités de surveillance du CNRL et les activités de
recherche fondamentale de I'Unité.

Chaque année, I'Institut Pasteur attribue un budget au CNRL et au CC-OMS en complément de celui octroyé par
SpF pour le CNRL. Outre son utilisation pour le financement de personnels, d’équipements et de frais de
fonctionnement, ce budget permet de développer des projets de recherche qui sont a l'interface entre les
activités de surveillance du CNRL et les activités de recherche de I'Unité.

6.1 Activités de recherche en 2023 ayant un lien direct avec les missions et activités
du CNR

6.1.1. Contributions aux études épidémiologiques, microbiologiques et cliniques

Fatal neonatal listeriosis following L. monocytogenes horizontal transmission highlights neonatal susceptibility
to orally acquired listeriosis

En collaboration avec le Groupe Hospitalier Sud lle-de-France, 77000 Melun, France.

Article publié: Charlier C, Noel C, Hafner L, Moura A, Mathiaud C, Pitsch A, Meziane C, Jolly-Sanchez L, de Pontfarcy
A, Diamantis S, Bracg-Dieye H, Disson O, Thouvenot P, Valés G, Tessaud-Rita N, Tourdjman M, Leclercq A, Lecuit
M. Fatal neonatal listeriosis following L. monocytogenes horizontal transmission highlights neonatal susceptibility
to orally acquired listeriosis. Cell Rep Med. 2023 Jul 18;4(7):101094. doi: 10.1016/j.xcrm.2023.101094.

Abstract: We report a case of fulminant fatal neonatal listeriosis due to horizontal transmission of Listeria monocytogenes
(Lm) in a neonatal double room. Genomic analyses reveal a close genetic relationship between clinical isolates, supporting
cross-contamination. Oral inoculation experiments in adult and neonatal mice show that neonates are susceptible to a low
Lminoculum and that this susceptibility results from the immaturity of the neonatal gut microbiota. Infected neonates should
therefore be isolated for as long as they shed Lm in their feces to avoid horizontal transmission and its dire consequences.

Clinical and genomic features of Listeria monocytogenes-associated mesenteric lymphadenitis in a cat
En collaboration avec JJ. QUEREDA (Faculté Vétérinaire, Valence, Espagne)

Article publié : Garcia-de la Virgen M, Lopez-Almela I, Moura A, Vdzquez S, Perez-Montagud S, Leclercq A, Lecuit
M, Quereda JJ. Clinical and genomic features of Listeria monocytogenes-associated mesenteric lymphadenitis in
a cat. J Vet Intern Med. 2024 Jan-Feb;38(1):363-369.

Abstract:

Background: Listeriosis is a severe foodborne infection caused by Listeria monocytogenes, an important foodborne pathogen
of animals and humans. Listeriosis is a rare disease in cats.

Objective: To describe the clinical, diagnostic imaging, histological, and microbiological features of L. monocytogenes-
associated mesenteric lymphadenitis in a cat.

Animals: Listeria monocytogenes-associated mesenteric lymphadenitis was confirmed in a cat by histology and microbiology.
Results: Two distinct isolates of L. monocytogenes were cultured from the affected mesenteric lymph node and whole
genome sequencing was performed.

Conclusion and clinical importance: This report should alert veterinary clinicians and microbiologists to the syndrome, which
may have implications for health and food safety in animals and humans.




Genomic characterization of Listeria spp. isolated from tonsils, udder and feces of domestic dairy ruminants in
Spain.

En collaboration avec JI. QUEREDA (Faculté Vétérinaire, Valence, Espagne)

Article publié: Palacios-Gorbaa C, Moura A, Markovicha Y, Tessaud-Rita N, Gdmez-Martin A, Bracgq-Dieye H, Gomis
J, Vales G, Pastor-Martin M, Thouvenot P, Escrig C, Leclercq A, Lecuit M, Quereda JJ. Genomic characterization of
Listeria spp. isolated from tonsils, udder and feces of domestic dairy ruminants in Spain. Microbes Infect. 2023
May;25(4):105079

Abstract: Two species of Listeria are pathogenic, Listeria monocytogenes and Listeria ivanovii. Although studies have shown
that dairy ruminants shed Listeria spp. in feces, there is little information about ruminants that do not shed Listeria spp. in
their feces but asymptomatically carry them in organs. We evidence that ruminants can asymptomatically carry L. ivanovii in
udders and L. monocytogenes and L. ivanovii in tonsils without fecal shedding. Whole-genome sequence of L. monocytogenes
and L. ivanovii contained known core genes involved in virulence and antibiotic resistance. This work highlights tonsils and
udders as a Listeria intra-host site of colonization.

Genome-Based Characterization of Listeria monocytogenes, Costa Rica
En collaboration avec M Giralt-Zufiiga, Instituto Tecnoldgico de Costa Rica, Cartago, Costa Rica

Article publié: Giralt-Zufiiga M, Redondo-Solano M, Moura A, Tessaud-Rita N, Bracg-Dieye H, Vales G, Thouvenot
P. Leclercq A, Chaves-Ulate C, Nufiez-Montero K, Guillén-Watson R, Rivas-Solano O, Chanto-Chacdn G, Duarte-
Martinez F, Soto-Blanco V, Pizarro-Cerdd J, Lecuit M. Genome-Based Characterization of Listeria monocytogenes,
Costa Rica. Emerg Infect Dis. 2023 Dec;29(12):2566-2569. doi: 10.3201/eid2912.230774.

Abstract: Genomic data on the foodborne pathogen Listeria monocytogenes from Central America are scarce. We analyzed
92 isolates collected during 2009-2019 from different regions in Costa Rica, compared those to publicly available genomes,
and identified unrecognized outbreaks. Our findings suggest mandatory reporting of listeriosis in Costa Rica would improve
pathogen surveillance.

Prolonged multi-country cluster of Listeria monocytogenes ST155 infections linked to ready-to-eat fish products
En collaboration avec I'EURL Lm, I’EFSA, I’ECDC

Article publié: ECDC & EFSA, Joint ECDC-EFSA Rapid Outbreak assessment: Prolonged multi-country cluster of
Listeria monocytogenes ST155 infections linked to ready-to-eat fish products, 13 December 2023,
https://doi.org/10.2903/sp.efsa.2023.EN-8538

Abstract: A genomic cluster of Listeria monocytogenes sequence type (ST) 155, serogroup lla, infections has been identified
in the European Union/European Economic Area (EU/EEA) and the United Kingdom (UK). Based on genomic similarity, the
cluster can be divided into three sub-clusters, of which only cases due to sub-cluster 1 continue to be reported. Sub-cluster
1is therefore the focus of this assessment, with 64 cases reported in five EU/EEA countries between 2016 and 2023, of which
17 were in 2022 and 2023 (one in Austria, one in Belgium, eight in Italy, six in Germany, and one in the Netherlands). It
includes 10 fatal cases between 2019 and 2023. Sub-clusters 2 and 3 are historical, with 30 cases reported between 2011 and
2021. Based on case interviews, ready-to-eat (RTE) fish products have been implicated as vehicles of infection.

National food investigations, traceability, and genomic data identified 34 L. monocytogenes isolates from 12 fish products
and one isolate from a fish processing environment within sub-cluster 1. Sequencing analysis identified a link with two
processing plants in Lithuania. In 2022—-2023, contaminated fish products from these plants had reached retail markets in
Germany and ltaly, but there was no information on the product distribution in the other three countries reporting cases.
The recurrent detection of the sub-cluster 1 strain from marketed sealed RTE fish products revealed the persistence of the
strain in one processing plant over eight years.

Further targeted investigation in the RTE fish production chain is needed to identify the point(s) of contamination. The
interruption of the production of RTE fish products in one of the processing plants is likely to reduce infections, but until all
sources and sites of contaminations are properly controlled new cases are expected to occur, particularly among vulnerable
people (the immunosuppressed and those aged over 75 years).

Multinational Outbreak of Listeria monocytogenes Infections Linked to Enoki Mushrooms Imported from the
Republic of Korea 2016-2020

En collaboration avec C. Conrad, CDC, Atlanta, USA

Article publié: Pereira E, Conrad A, Tesfai A, Palacios A, Kandar R, Kearney A, Locas A, Jamieson F, Elliot E, Otto M,
Kurdilla K, Tijerina M, Son I, Pettengill JB, Chen Y, Fox T, Lane C, Aguillon R, Huffman J, Sheau Fong Low M, Wise
M, Edwards L, Bidol S, Blankenship HM, Rosen HE, Leclercq A, Lecuit M, Tourdjman M, Herber H, Singleton LS,




Viazis S, Bazaco MC. Multinational Outbreak of Listeria monocytogenes Infections Linked to Enoki Mushrooms
Imported from the Republic of Korea 2016-2020. J Food Prot. 2023 Jul;86(7): 100101. doi:
10.1016/j.jfp.2023.100101.

Abstract: Keeping the global food supply safe necessitates international collaborations between countries. Health and
regulatory agencies routinely communicate during foodborne iliness outbreaks, allowing partners to share investigational
evidence. A 2016-2020 outbreak of Listeria monocytogenes infections linked to imported enoki mushrooms required a
multinational collaborative investigation among the United States, Canada, Australia, and France. Ultimately, this outbreak
included 48 ill people, 36 in the United States and 12 in Canada, and was linked to enoki mushrooms sourced from one
manufacturer located in the Republic of Korea. Epidemiologic, laboratory, and traceback evidence led to multiple regulatory
actions, including extensive voluntary recalls by three firms in the United States and one firm in Canada. In the United States
and Canada, the Korean manufacturer was placed on import alert while other international partners provided information
about their respective investigations and advised the public not to eat the recalled enoki mushrooms. The breadth of the
geographic distribution of this outbreak emphasizes the global reach of the food industry. This investigation provides a
powerful example of the impact of national and international coordination of efforts to respond to foodborne illness
outbreaks and protect consumers. It also demonstrates the importance of fast international data sharing and collaboration
in identifying and stopping foodborne outbreaks in the global community. Additionally, it is a meaningful example of the
importance of food sampling, testing, and integration of sequencing results into surveillance databases.

Clinical and genomic features of a Listeria monocytogenes fatal case of meningitis in Madagascar

En collaboration avec Dr Andriamiadana Luc Rakotovao (Bacteriology Laboratory, CHU Joseph Raseta
Befelatanana, Antananarivo, Madagascar)

Article en révision: S. Rasoanandrasana, M. A. N. Rabenandrasana, L. M. Ravaoharisoa, N. Randrianaivo, V. L.
Rahajamanana, Z. D. Rakotovao-Ravahatra, A. Moura, M. Lecuit, A. L. Rakotovao. Clinical and genomic features
of a Listeria monocytogenes fatal case of meningitis in Madagascar. Access Microbiology (preprint),
https://doi.org/10.1099/acmi.0.000764.v1

Abstract: Listeriosis constitutes a significant public health threat due to its high mortality rate. This study investigates the
microbiological and genomic characteristics of Listeria monocytogenes isolates in Madagascar, where listeriosis is a notifiable
disease. The analysis focuses on a fatal case of meningeal listeriosis in a 12-year-old child. Genomic analysis revealed a novel
cgMLST type (L2-SL8-ST8-CT11697; CC8, serogroup lla) with typical virulence and antibiotic resistance profiles. These isolates,
unique to Madagascar, formed an independent clade in the phylogenetic tree. This study presents the first genomic
characterization of Listeria isolates in Madagascar, highlighting the necessity of ongoing genomic surveillance to strengthen
listeriosis prevention and control strategies in the region.

6.1.2. Etudes cliniques

Long-term neurological and neurodevelopmental outcome of neonatal listeriosis in France: a prospective,
matched, observational cohort study

En collaboration avec les biologistes et cliniciens ayant gérés les cas décrits et rapportés au CNRL.

Article publié: Charlier C, Barrault Z, Rousseau J, Kermorvant-Duchemin E, Meyzer C, Semeraro M, Fall M, Coulpier
G, Leclercq A, Charles MA, Ancel PY, Lecuit M. Long-term neurological and neurodevelopmental outcome of
neonatal listeriosis in France: a prospective, matched, observational cohort study. Lancet Child Adolesc Health.
2023 Dec;7(12):875-885. doi: 10.1016/52352-4642(23)00195-5.

Abstract:

Background: Maternal-neonatal listeriosis is a rare and serious infection. The long-term outcome of surviving infants with
early-onset or late-onset listeriosis remains unknown. We aimed to determine the long-term neurological and
neurodevelopmental outcome of neonatal listeriosis.

Methods: In this prospective, matched, observational cohort study, we evaluated children born with microbiologically
confirmed maternal-neonatal listeriosis in the French MONALISA cohort. At age 5 years, children underwent neurological and
neurodevelopmental assessments of sensory deficits, executive function, adaptive behaviour, and cognitive and motor
coordination function. The cognitive domain was assessed using the French version of the Wechsler Preschool and Primary
Scale of Intelligence, fourth edition, and scored by Full Scale Intelligence Quotient (FSIQ). The motor domain was assessed by
physical examination designed to screen for cerebral palsy and developmental coordination disorder. Executive functioning




was assessed using the statue and inhibition subtests of Neuropsychological Assessment, second version. The sensory domain
was assessed by parental interview, medical report, and clinical assessment. Adaptive behaviour was measured using the
Vineland-1l behaviour scale from parent-reported assessments of functional communication, socialisation, daily living, and
motor skills. Results were compared with gestational age-matched children from two national prospective cohorts: EPIPAGE-
2 (preterm infants) and ELFE (term infants from a general population of infants >32 weeks gestation). This study is registered
with ClinicalTrials.gov (NCT02580812).

Findings: Of 59 children who were alive and eligible to participate in the study, 53 (median age 5 years, IQR 5-6) were enrolled
for neurodevelopmental assessments between Oct 26, 2016, and Oct 29, 2019. Of 53 children, 31 (58%) had been born
preterm, 22 (42%) had early-onset systemic infection, 18 (34%) had early-onset non-systemic infection, and six (11%) had
late-onset systemic infection, all with meningitis. 29 (66%) of 44 children, in whom neurodevelopmental disabilities scores
were available, developed at least one disability; eight (18%) children had severe neurodevelopmental disabilities. Of four
children with late-onset infection and in whom neurodevelopmental disabilities scores were available, three developed at
least one neurodevelopmental disability. Neurological and neurodevelopmental outcomes of children with neonatal
listeriosis did not differ from those of gestational age-matched control children without infection (relative risk [RR] of at least
one disability 0-99 [95% CI 0-65-1-51; p=0-97]; RR of FSIQ less than -1 SD 0-92 [0-54-1-54; p=0-74]).

Interpretation: These results highlight the burden of persistent disability and dominant contribution of prematurity to long-
term outcomes in children born with neonatal listeriosis. The findings support the implementation of systematic long-term
screening and provision of tailored education and special needs support.

Persistent headaches one year after bacterial meningitis: prevalence, determinants and impact on quality of
life

Article publié: Van RN, Tubiana S, De Broucker T, Cédric J, Roy C, Meyohas MC, Prazuck T, Chirouze C, Hoen B, Duval
X, Revest M; COMBAT study group. Persistent headaches one year after bacterial meningitis: prevalence,
determinants and impact on quality of life. Eur J Clin Microbiol Infect Dis. 2023 Oct 23. doi: 10.1007/5s10096-023-
04673-y.

Abstract:

Background: Little is known on headaches long-term persistence after bacterial meningitis and on their impact on patients'
quality of life.

Methods: In an ancillary study of the French national prospective cohort of community-acquired bacterial meningitis in adults
(COMBAT) conducted between February 2013 and July 2015, we collected self-reported headaches before, at onset, and 12
months (M12) after meningitis. Determinants of persistent headache (PH) at M12, their association with M12 quality of life
(SF 12), depression (Center for Epidemiologic Studies Depression Scale) and neuro-functional disability were analysed.
Results: Among the 277 alive patients at M12 87/274 (31.8%), 213/271 (78.6%) and 86/277 (31.0%) reported headaches
before, at the onset, and at M12, respectively. In multivariate analysis, female sex (OR: 2.75 [1.54-4.90]; p < 0.001), pre-
existing headaches before meningitis (OR: 2.38 [1.32-4.30]; p < 0.01), higher neutrophilic polynuclei percentage in the CSF of
the initial lumbar puncture (OR: 1.02 [1.00-1.04]; p < 0.05), and brain abscess during the initial hospitalisation (OR: 8.32 [1.97-
35.16]; p < 0.01) were associated with M12 persistent headaches. Neither the responsible microorganism, nor the corticoids
use were associated with M12 persistent headaches. M12 neuro-functional disability (altered Glasgow Outcome Scale; p <
0.01), M12 physical handicap (altered modified Rankin score; p < 0.001), M12 depressive symptoms (p < 0.0001), and M12
altered physical (p < 0.05) and mental (p < 0.0001) qualities of life were associated with M12 headaches.

Conclusion: Persistent headaches are frequent one year after meningitis and are associated with quality of life alteration.

6.1.3. Etudes de la virulence

ChoruMM: a versatile multi-components mixed model for bacterial-GWAS

En collaboration avec Hugue Aschard USR 3756 CNRS, Institut Pasteur, Paris, France.

Preprint: A. Frouin, F. Laporte, L. Hafner, M. Maury, Z.R. McCaw, H. Julienne, L. Henches, R. Chikhi, M Lecuit, H.
Aschard. ChoruMM: a versatile multi-components mixed model for bacterial-GWAS.
https://www.biorxiv.org/content/10.1101/2023.03.28.534531v1

Abstract: Genome-wide Association Studies (GWAS) have been central to studying the genetics of complex human outcomes,
and there is now tremendous interest in implementing GWAS-like approaches to study pathogenic bacteria. A variety of
methods have been proposed to address the complex linkage structure of bacterial genomes, however, some questions
remain about to optimize the genetic modelling of bacteria to decipher causal variations from correlated ones. Here we
examined the genetic structure underlying whole-genome sequencing data from 3,824 Listeria monocytogenes strains, and




demonstrate that the standard human genetics model, commonly assumed by existing bacterial GWAS methods, is
inadequate for studying such highly structured organisms. We leverage these results to develop ChoruMM, a robust and
powerful approach that consists of a multi-component linear mixed model, where components are inferred from a
hierarchical clustering of the bacteria genetic relatedness matrix. Our ChoruMM approach also includes post-processing and
visualization tools that address the pervasive long-range correlation observed in bacteria genome and allow to assess the
type | error rate calibration.

6.1.4. Etude de la résistance aux antibiotiques et tolérance aux biocides

Phenotypic and genotypic antimicrobial resistance of Listeria monocytogenes: an observational study in France

Article: Moura A, Leclercq A, Valés G, Tessaud-Rita N, Bracq-Dieye H, Thouvenot P, Madec Y, Charlier C and_Lecuit,
M. Phenotypic and genotypic antimicrobial resistance of Listeria monocytogenes: an observational study in France.
Lancet Reg Health Eur. 2023 Dec 14;37: 100800.

Abstract:

Background: Large-scale studies are needed to clarify antimicrobial resistance in the foodborne pathogen Listeria
monocytogenes (Lm) and the effectiveness of listeriosis treatment options. Here we examined the antimicrobial resistance
patterns in Lm over time and assessed genotype-phenotype concordances.

Methods: We analyzed 5339 Lm isolates (2908 clinical and 2431 food isolates) collected in France and overseas territories,
between 2012 and 2019. Whole genome sequencing was performed for all isolates and antimicrobial resistance profiles
inferred from draft assemblies. Antimicrobial susceptibility towards 22 antimicrobials was determined for all clinical isolates,
and in food isolates with acquired resistance genes.

Findings: All tested isolates were resistant to at least 3 different classes of antimicrobials, consistent with Lm intrinsic traits.
Acquired antimicrobial resistance in Lm was rare (2.23% isolates) and more prevalent in food (mainly lineage Il) compared to
clinical isolates (mainly lineage 1) (3.74% vs 0.98%, p < 0.0001), and in isolates with disinfectants or stress resistance traits
(e.g. bcrABC, 20.20% vs 7.20%, p < 0.0001), suggesting co-selection of resistance in food-production environments. Acquired
antimicrobial resistance could be predicted from genomes with high accuracy (>99%), except for ciprofloxacin. Acquired
antimicrobial phenotypes were towards tetracyclines (mostly due to tetM), trimethoprim (dfrD), lincosamides (InuG),
macrolides (ermB, mphB) and phenicols (fexA).

Interpretation: The reference treatment for listeriosis (aminopenicillins/aminoglycosides) remains effective, with no acquired
resistance observed. Continuous surveillance of antimicrobial resistance in clinical and food isolates is crucial to detect the
emergence of novel resistance.

6.1.5. Participation a la maitrise agroalimentaire

Assessment of the relationship between the MLST genetic diversity of Listeria monocytogenes and growth
under selective and non-selective conditions

En collaboration avec G. Besse, ANSES-Laboratoire de Sécurité des Aliments, LNRL

Article publié: Rodrigues de Souza CR, Bergis H, Ng P, Guillier L, Félix B, Leclercq A, Gnanou Besse N. Assessment
of the relationship between the MLST genetic diversity of Listeria monocytogenes and growth under selective and
non-selective conditions. Food Microbiology, 114: 104303, https.//doi.org/10.1016/j.fm.2023.104303.

Abstract: Listeria monocytogenes can grow under stressful conditions and contaminate various food categories.
Progress in DNA sequencing-based identification methods, such as multi-locus sequence typing (MLST) now allow
for more accurate characterization of pathogens. L. monocytogenes MLST genetic diversity is reflected by the
different prevalence of the “clonal complexes” (CCs) in foods or infections. Better understanding of the growth
potentials of L. monocytogenes is essential for quantitative risk assessment and efficient detection across CCs
genetic diversity. Using optical density measurements taken with an automated spectrophotometer, we
compared the maximal growth rate and lag phase of 39 strains from 13 different CCs and various food origins, in
3 broths mimicking stressful food conditions (8 °C, aw 0.95 and pH5) and in ISO Standard enrichment broths (Half
Fraser and Fraser). This is important as growth could influence risk through pathogen multiplication in food.
Besides, enrichment problems could lead to a lack of detection of some CCs. Despite small differences




highlighting natural intraspecific variability, our results show that growth performances of L. monocytogenes
strains under the conditions tested in selective and non-selective broth do not appear to be strongly correlated
to CCs and cannot explain higher CC “virulence” or prevalence.

Caractérisation génomique de Listeria monocytogenes dans les aliments préts a consommer : bilan des
contréles officiels 2019-2021

En collaboration avec C. YVON, ANSES-Laboratoire de Sécurité des Aliments, LNRL

Article accepté dans le Bulletin épidémiologique Anses/DGAL: C. Yvon, M. Vesselle, A. Leclercq, V. Leclerc, D. Fert,
L. Barre, C. Danan. Caractérisation génomique de Listeria monocytogenes dans les aliments préts a consommer :
bilan des contréles officiels 2019-2021.

Résumé :

Listeria monocytogenes (Lm) est une bactérie pathogene responsable de la listériose, dont la voie de contamination est
principalement alimentaire. La caractérisation des souches isolées de la chaine agroalimentaire contribue a mieux connaitre
leur écologie et a évaluer les risques sanitaires liés aux aliments. Dans cette perspective, le Laboratoire National de Référence
pour Listeria monocytogenes (LNR) s’est engagé depuis 2019 dans la caractérisation génomique systématique des souches
isolées des controles officiels. Cet article décrit I'organisation mise en place pour cette caractérisation et présente les résultats
obtenus sur la période 2019-2021. Sur six grandes catégories d’aliments, les souches se répartissent en quatre sérotypes et
83 complexes clonaux (CC). Ces résultats descriptifs montrent que les CC121 et CC9 sont majoritairement isolés, comme cela
est décrit dans la littérature pour des souches d’origine alimentaire. lls ont également permis d’identifier des clusters
génomiques suggérant une persistance de souches de Lm dans certains lieux de transformation ou de stockage, ainsi que la
présence de souches associées a une hypervirulence dans différents types de denrées alimentaires prétes a manger d’origine
végétale ou animale. Les conclusions mettent en avant des axes d’optimisation du dispositif de surveillance génomique des
Lm dans les aliments, impliquant le réseau de laboratoires officiels supervisé par le LNR et souligne l'intérét du
rapprochement des interactions avec le Centre National de Référence Listeria (CNR) en charge des alertes et de la surveillance
des cas de listériose humaine pour une vision la plus exhaustive possible compatible avec la gestion des risques.

6.2 Liste des publications et communications

Toutes publications émanant du CNR Listeria font mention du financement par Santé Publique France. En
2023, le CNR Listeria a publié 8 publications internationales.
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Communications nationales

Listeria au cceur des principaux dangers des produits de la mer. Journée technique ACTALIA/ANSES sur les Moyens
de maitrise et caractérisation des dangers microbiens dans la filiere des produits aquatiques. CNIEL, Paris, France,
(2023) Jun 1, A. Leclercq
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Communications internationales

Dairy Ruminants as carriers of pathogenic Listeria spp. in feces and organ. XXIX Congresso sociedad Espanola de
Microbiologia, Burgos, Spain (2023) June 28. J. Quereda Torres, Palacios Gorba C., Moura A., Gomis J., Leclercq
A., Gomes Martin A., Markovich Y., Pastor Martin M., Escrig C., Lecuit M

How Listeria outsmarts the host. Institut Pasteur. UCSF QBI 3rd annual symposium on infectious diseases. Institut
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Using organoids to study how Listeria crosses the intestinal barrier. Worshop on organoids with Hans Clevers,
INEM prestige lecture, Institut Necker Enfants Malades, Paris, (2023), May 3, M. Lecuit

Conférences sur invitations

Presentation of Institut Pasteur. The next generation in infection biology. EMBL Heidelberg, (2022) Jan 26-27, M.
Lecuit

Neurolisteriosis’ clinical presentation and pathophysiology. Masterclass in CNS infections, Rigshospitalet,
Copenhagen, Denmark, (2022), Jun 01 [virtual], M. Lecuit

The WHO Collaborating Centre Listeria. Technical briefing on Listeria and Salmonella - Introducing WHO
Collaborating Centres' work at Institut Pasteur, WHO headquarters, Geneva, Switzerland, (2022), Jun 15
[virtual], M. Lecuit

Outsmarting the host: Listeria interplay with host cells and tissues. The last words belong to microbes. Pasteur
Jubilee Conference, Warsaw, Poland (2022), Nov 29-30, M. Lecuit

Membres de comité d’organisation ou modérateur de congrées

Caroline Charlier, Marc Lecuit membres du comité de programme de la RICAI (Réunion Interdisciplinaire de
Chimiothérapie Anti-Infectieuse), Paris, France (2023) Décembre

Caroline Charlier, membre du conseil d'administration de la RICAI (Réunion Interdisciplinaire de Chimiothérapie
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Marc Lecuit est membre du comité scientifique d’organisation du 21me Symposium international sur les
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Publication dans les médias ou article de vulgarisation

Dossier Qualité : Listeria. Evolution normative. Process Alimentaire, (2023) Octobre, A. Leclercq




7. Coopération avec les laboratoires de santé animale,
de sécurité sanitaire des aliments, environnementaux

Echanges entre le CNR et le LNR

En 2023, le CNRL a communiqué des séquences génomiques au LNRL dans le cadre de la surveillance européenne.

Une base privée LNRL des souches des plans de surveillance et de contréle PS/PC a été créée dans la plateforme
BIGSdb-Listeria permettant de communiquer rapidement toutes séquences pour la surveillance nationale. En
2023, 76 séquences (2022: 273) ont été versées a la surveillance et 24 ont été intégrées a 15 clusters francais.

Le CNRL réalise un duplicat des souches d’alertes produits a destination du LNRL.

Publications

Le CNRL a publié 2 articles avec le LNRL qui sont décrits au chapitre 6.1.5 :

Rodrigues de Souza CR, Bergis H, Ng P, Guillier L, Félix B, Leclercqg A, Gnanou Besse N. Assessment of the relationship
between the MLST genetic diversity of Listeria monocytogenes and growth under selective and non-selective conditions.
Food Microbiology, 114: 104303.

Article accepté dans le Bulletin épidémiologique Anses/DGAL: C. Yvon, M. Vesselle, A. Leclercq, V. Leclerc, D. Fert, L. Barre,
C. Danan. Caractérisation génomique de Listeria monocytogenes dans les aliments préts a consommer : bilan des
contréles officiels 2019-2021.




8. Programme d’activité pour les années suivantes

Le CNRL assurera les activités de surveillance de la listériose dans le cadre du cahier des charges publié par SpF
et de I'application des procédures régissant le fonctionnement de la Cellule Listeria.

Le programme de travail du CNRL pour les années 2023-2024 comportera les aspects suivants:

Surveillance microbiologique :
¢ Veille technologique en vue d’améliorer la rapidité de la caractérisation et du typage moléculaire des souches

¢ Détection de la résistance aux antibiotiques et aux antiseptiques, détermination des mécanismes de résistance
et tolérance ;

¢ Caractérisation du contexte génétique des traits de résistance (phages, plasmides, séquences d'insertion,
transposons, ...);

e Etude de la saisonnalité de la listériose;

¢ Analyse des souches atypiques de Listeria;

e Etude de la dynamique des clones au sein des souches réceptionnées dans le cadre de la surveillance;
¢ Détection de la persistance de clones dans les environnements de production agroalimentaires ;

* Investigation des clusters de souches alimentaires/environnementales ou humaines ;

¢ Détermination de la nature des souches du portage de Lm;

« Etude de 'augmentation des cas de bactériémies;

Aspects diagnostiques :
e Evaluation de la virulence des souches de Lm, et mise en évidence des caractéristiques génotypiques et
phénotypiques permettant de stratifier la virulence.

Aspects cliniques :
e Ftudes des formes « rares » de listériose ;

¢ Essai thérapeutique simulé évaluant le bénéfice de I'ajout de gentamicine dans le traitement des

neurolistérioses ;

¢ Devenir neurologique des enfants avec listériose néonatale ;

e Listériose pédiatrique ;

« Etude de la listériose chez les femmes enceintes de la cohorte Monalisa (période 2009-2020) ;
e Etude des neurolistérioses de la cohorte Monalisa (période 2009-2020) ;

e Etude sur le portage fécal de Listeria ;

Aspects préventifs :
¢ Participation a I'élaboration de recommandations ciblées pour les différentes populations a risque.

Contribution aux réseaux de surveillance européens et internationaux :
¢ Participation a I'analyse des clusters rapportés a 'ECDC ou 'OMS ;
¢ Contribution avec SpF au reporting des données francaises a I'ECDC;

¢ Collaboration avec les réseaux internationaux pour la validation des différents pipelines d’assemblage et
typage de génomes.
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Annexe 1 : Missions & organisation du CNR

1.1 Missions du CNR et de ses éventuels laboratoires associés

La Direction Générale de la Santé (DGS) a mis en place en 1982 la surveillance nationale de la listériose et créé le
Centre National de Référence Listeria, d’abord localisé a la Faculté de Médecine de Nantes, auquel a été adjoint
en 1990 le CNR pour la lysotypie et le typage moléculaire situé a I'Institut Pasteur.

UInstitut Pasteur héberge depuis 1993 le Centre National de Référence Listeria (CNRL), également Centre
Collaborateur OMS Listeria (CCOMS) dont le mandat de 4 ans a été renouvelé en Novembre 2023. UInstitut
Pasteur coordonne l'activité des CNRs placés sous sa responsabilité, et héberge différentes unités de recherche
travaillant sur Listeria et d’autres entéropathogenes, ainsi que des plateformes technologiques permettant un
acceés privilégié a un large panel de techniques a haut débit et de grande technicité.

Le CNRL est en contact avec plus de 300 biologistes frangais, ainsi que les laboratoires vétérinaires
départementaux, la DGCCRF et les laboratoires privés d’hygiéne des aliments (environ 172 correspondants). Il est
membre du réseau R2M des Biologistes médicaux frangais et en contact avec I'ensemble des laboratoires du
controle officiel par 'ADILVA (Association Frangaise des Directeurs et cadres de Laboratoires Vétérinaires Publics
d’Analyses) et le LNRL ainsi que les laboratoires SCL de la DGCCRF.

En cas de crise sanitaire, le CNRL est en mesure de réceptionner des souches 24h/24h, 7j/7j, et pourrait bénéficier
d’un renfort en personnel auprés de la cellule d’intervention d’urgence des risques biologiques (CIBU) de I'Institut
Pasteur, dont des techniciens sont habilités aux méthodes du CNRL. En lien avec SpF, le CNRL a poursuivi ses
activités de surveillance durant les périodes de confinement en 2020.

L'équipe du CNRL possede une expertise médicale clinique et microbiologique et une expertise en microbiologie
alimentaire et sécurité sanitaire des aliments.

Le Centre National de Référence Listeria s'est engagé a assurer les missions définies par le décret n°2016-806 du
16 juin 2016 relatif aux centres nationaux de référence pour la lutte contre les maladies transmissibles et I'arrété
du 02 Mars 2022 fixant le cahier des charges des Centres nationaux de référence pour la lutte contre les maladies
transmissibles complété par le cahier des charges spécifiques du CNR Listeria de Santé Publique France pour la
période 2023-2027 (version du 20/01/2022).

Il est en outre particulierement demandé a ce CNR les missions suivantes :

1. Expertise

® en disposant d’une expertise des méthodes diagnostiques utilisées en santé humaine comme la
sérologie ou les méthodes moléculaires de diagnostic rapide, et en contribuant au développement et a
la validation de nouvelles méthodes diagnostiques utilisées en santé humaine ; en contribuant au
développement des méthodes de typage ;

® en typant en routine par une méthode discriminante fondée sur le typage génomique, les souches
isolées de prélevements humains qui lui sont adressées avec une nomenclature des souches basée sur
cette méthode ;

® en typant en routine par une méthode discriminante fondée sur le typage génomique les souches
isolées de prélevements non humains isolées lors d’investigations réalisées autour de cas de listériose
humaine;

® en étudiant la sensibilité aux antibiotiques des souches isolées chez I'homme, et en surveillant
I’'apparition de souches de sensibilité diminuée aux antibiotiques. En contribuant a I'étude des nouveaux
mécanismes de résistance en collaboration avec le CNR Résistance aux antibiotiques;

® en collaborant avec les laboratoires travaillant en santé animale et sur les aliments (échange
d’informations, de souches, etc.), et notamment le LNR et LRUE (Anses).




2. Conseil
® pas d’exigences particuliéres par rapport au cahier des charges général.
3. Contribution a la surveillance épidémiologique, en lien avec I'agence nationale de santé Publique

® parlarecherche de I'exhaustivité des souches humaines en vue notamment de détecter les cas groupés;
® en contribuant a l'investigation des cas groupés ;

® en contribuant aux systémes de surveillance internationaux et en particulier européens notamment
dans le cadre de I'application de la directive zoonoses 2003/99/CE.

4. Contribution a l'alerte

® ensignalant a I'lagence nationale de santé publique la survenue de cas groupés et de tout phénoméne
inhabituel : augmentation du nombre de cas, modification des formes cliniques (répartition,
modification de leur expression clinique, formes inhabituelles), apparition d’un nouveau phénotype de
résistance, etc.

Au sein de I'Institut Pasteur, le CNRL fait partie du plan de continuité qui est une organisation minimale du CNRL
permettant d’assurer la continuité de ses activités en période de crise sanitaire exceptionnelle ce qui a été activé
durant les confinements et les manques de consommables/réactifs de 2020 durant la pandémie SARS-CoV2.

1.2 Organisation du CNR et de ses éventuels laboratoires associés

L’effectif du personnel du CNRL est présenté dans le Tableau 10.

Tableau 10. Personnel affecté au CNR Listeria

Nom — Prénom Libellé Emploi Organisme
payeur
LECUIT Marc Médecin, Chercheur, Responsable 0,2** Un:;;{splte,
Ingénieur de recherche confirmé,
LECLERCQ Alexandre Responsable-Adjoint 1 SpF
MOURA Alexandra Ingénieur de recherche confirmée 0,5 SpF
Uni it
CHARLIER-WOERTHER Caroline Médecin, Chercheur 0,2%* n:’;:; &
THOUVENOT Pierre Technicien supérieur de laboratoire 1 SpF
VALES Guillaume Technicien supérieur de laboratoire 1 SpF
BRACQ DIEYE Héléene Technicienne supérieure de laboratoire 1 SpF
VIJAYARATNAM Sofieya Tt?c.hnicienne supérieure de recherche 1 P
clinique
DIAKITE Andrée Assistante 0,5 SpF
TOTAL Equivalent Temps Plein (ETP) financé par SpF 5,4

*ETP Equivalent Temps Plein. Il s'agit du pourcentage de leur temps de travail affecté a l'activité CNR.
** personnel non financé par SPF.

Le CNRL posséde une expertise médicale clinique et en microbiologie clinique, une expertise en microbiologie et
sécurité sanitaire des aliments, une expertise en microbiologie fondamentale et génomique. Les responsables
ont enregistré leur déclaration publique d’intérét (https://dpi.sante.gouv.fr) auprés du Ministére des Solidarités
et de la Santé et de I'Institut Pasteur.




Les techniciens sont déclarés a I’ARS Tle-de-France dans le cadre de leur activité au CNRL. L’assistante travaille a
mi-temps pour le CNRL, participe a I'investigation de cas atypiques de listérioses (au suivi des correspondances
avec les laboratoires pour recueillir les données clinico-biologiques) et assure I'enregistrement des
métadonnées.

1.3 Locaux et équipements

1.3.1. Locaux
Laboratoires et bureaux :

Le CNRL est hébergé depuis Octobre 2013 dans des locaux entiérement rénovés et conformes aux normes et
reglementations en vigueur, au rez-de-chaussée haut du batiment Duclaux, aile Fourneau de I'Institut Pasteur, 28
rue du Dr. Roux, 75015 Paris.
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Figure 21. Plan des locaux du CNR Listeria. Les Lettres bleues sont définies ci-apres




Les pieces décrites sur la Figure 21 hébergent le CNRL et le Centre collaborateur de 'OMS Listeria (CCOMS):

- 1 piéce laboratoire dédiée (A) et acces a un laboratoire de recherche et de réception des colis (A’)
- 1 piéce de PCR partagée (B)

- 1 piéce d’'incubation partagée (C)

- 1 piéce de pesée partagée

- 1chambre froide partagée

- 3 piéces de bureaux dédiées (D, E, F)

- 1 bibliotheque /salle de réunion /Archives partagées (G)

- 1laverie / salle des autoclaves / salle de préparation partagées avec d’autres CNR et Unités.

Lensemble de ces piéces suit le processus de la marche en avant du propre vers le sale. Les piéces critiques
(collection, etc.) sont sous surveillance de température et ont été incorporées au plan de continuité d’activité de
I'Institut Pasteur.

1.3.1. Equipements

Lensemble des équipements scientifiques critiques pour les essais fait I'objet d’un suivi métrologique
(Etalonnage-Cartographie et/ou vérification et d’un suivi continu des températures) avec des prestations
conformes aux normes en vigueur ou d’une maintenance.

LInstitut Pasteur a financé I'acquisition d’équipements en 2023 dans le cadre du cahier des charges SpF du CNR
et du management de la qualité du CNRL reglementations :

e un nceud informatique propre au CNRL

e unincubateur ventilé pour incuber a différentes températures pour les analyses.

Matériel, équipements utilisés

- Matériel courant d’un laboratoire réglementaire de confinement L2 de microbiologie classique et de
biologie moléculaire,

- 2 postes de sécurité microbiologique PSM I,

- 1 hotte a flux laminaire pour la préparation des mélanges réactionnels PCR,

- 2étuves,

- 3 bains thermostatés humides et 1 bain thermostaté a sec,

- 5Sréfrigérateurs,

- 3 congélateurs,

- 2 congélateurs -80°C,

- 3 centrifugeuses dont une pour les plaques,

- 3thermocycleurs en point final (Pouvant étre partagés dans le cadre du mode dégradé du LREMS),

- 2 générateurs et cuves d’électrophorése,

- 2 néphélometres

- 1sequenceur long-reads (MinlON Mk1C, Oxford Nanopore Technologies)

- 1fax et 1 copieur conformes a la réglementation sur les données de santé.

Equipements partagés

- 1 balance de pesée de précision,

- 1linoculateur multipoint partagé,

- 1systeme de prises de vues photographiques couplé a un ordinateur,

- 1 machine a glace,

- 1 photocopieuse-scanner conforme a la reglementation sur les données de santé,

- 1lecteur automatique Scan 4000 (InterSciences) d’antibiogrammes intégrant les référentiels CA-SFM,
EUCAST et CLSI,

- 1thermocyleur temps réel partagé avec d’autres CNRs.




Equipement informatique

Lensemble des équipements informatiques (8 ordinateurs, 2 imprimantes) est en location et géré par une société
privée en contrat avec I'Institut Pasteur. Cette société est soumise a un contrat de confidentialité et de respect
des exigences CNIL pour les données de santé publique et celles des correspondants du laboratoire. Le parc
informatique est renouvelé tous les 3-4 ans.

Moyens extérieurs a la structure / Structures transversales

Cellule d’Intervention Biologique d’Urgence : accés a un appareil de PCR en temps réel,

Plateforme PIBnet/P2M séquencage (lllumina) et spectrométrie de masse MALDI-TOF IVD One Sirius
(Bruker Daltonics),

Animaleries de I'Institut Pasteur,

Hub informatique pour la gestion de la base BIGSdb-Lm et I'analyse des données et statistiques.

1.4 Collections de matériel biologique

Les différentes collections de souches bactériennes

Il existe 8 catégories de souches envoyées au CNRL :

1.
2.

souches humaines : souches ayant été a l'origine de cas cliniques.

alerte sanitaire : souches d’origine alimentaire ou issues de I'environnement de production de ces
aliments, isolées dans le cadre d’investigation de cas groupés ou d’épidémiques et lors d’enquétes
ponctuelles autour d’un cas, a la demande de SpF, de la DGS, de la DGAL ou de la DGCCRF.

alerte produit : souches d’origine alimentaire ou issues de I'environnement de production de ces
aliments, isolées dans le cadre de contrdles officiels ou autocontréles faisant I'objet d’une alerte DGAL
avec saisie, retrait, ou rappel de produit. Ces « alertes-produits » correspondent soit a des « non-
conformités » aux critéres réglementaires fixés pour les aliments (présence de Lm ou dépassement du
seuil de 100 Lm/g-ml), soit a des situations considérées par la DGAL comme des menaces pour la santé
publique.

plans de surveillance/contréle et contréles officiels placés sous la responsabilité de la DGAL et de la
DGCCRF/DGDDI. Pour cette catégorie, dés lors que 'on se trouve en situation d’alerte telle que décrite
au point 3 ci-dessus, la souche passe de la catégorie 4 a la catégorie 3.

autocontroles : Les souches provenant de «clients» particuliers (industriels dans le cadre
d’autocontréles, laboratoires vétérinaires départementaux (LVD), laboratoires privés d’hygiene et de
controle, etc.).

santé animale : souches transmises par les LVD dans le cadre de la surveillance de la santé animale.
études et projets de recherche : souches isolées lors d’enquétes, d’études sur un type de produit ou une
filiere particuliere, ou dans le cadre de projets de recherches.

environnement : souches environnementales (eau, aliments pour animaux, sol, boues de station
d’épuration, etc.)

Leur mise en collection permet de disposer d’une large banque de souches (associées a une banque de données
scientifiques et clinico-biologiques), utile dans le cas d’investigations de clones épidémiques.

Le CNRL maintient et met a disposition sur demande motivée les souches types des espéces de Listeria et les
souches de référence pour la sérotypie, ainsi que les sérums de sérotypie non commercialisés.

En 2023, le CNRL n’a pas regu de demandes de distribution de sérums, de souches et n'a pas communiqué de
souches d’alertes produits a la demande du LNRL. Le CNRL échange maintenant les séquences génomiques qu’ils
possedent comme lors des investigations d’épidémies comme décrit précédemment.




Souches types des espéces de Listeria et souches de référence pour la sérotypie

Le CNRL dispose des souches types completement caractérisées des 28 espéces et 8 sous-especes du genre
Listeria (L. monocytogenes, L. ivanovii subsp. ivanovii, L. ivanovii subsp. londoniensis, L. innocua, L. seeligeri, L.
welshimeri, L. grayi subsp. grayi, L. grayi subsp. murrayi, L. rocourtiae, L. marthii, L. weihenstephanensis, L.
fleischmannii subsp. fleischmannii, L. fleischmannii subsp. colorendiensis, L. floridensis, L. aquatica, L. cornellensis,
L. riparia, L. grandensis, L. booriae, L. newyorkensis, L. costaricensis, L. goaensis, L. thailandensis, L. farberi, L.
portnoyi, L. rustica, L. immobilis, L. cossartiae subsp. cauygensis, L. cossartiae subsp. cossartiae, L. valentina, L.
ilorinensis, L. swaminathanii), ainsi que des 15 souches de référence pour la sérotypie. Le CNR actualise sa
collection avec les nouvelles espéces ou souches atypiques. Toutes ces souches sont conservées en géloses
profondes dans des pieces a température controlée, et a -80°C en tubes de cryo-billes dans deux congélateurs
sous alarme.

Collection de Listeria de I'Institut Pasteur (CLIP)

Chaque année, la collection du CNRL et du CCOMS s’incrémente d’environ 2000 nouvelles souches caractérisées
par phénotypie, génosérotypage, et génome. Une base de données regroupe 'ensemble des métadonnées sur
ces souches (ainsi que des données cliniques minimales pour les isolats humains). Les bases de données
BioNumerics et BIGSdb-Listeria permettent de stocker les données de PFGE et de génomique, associées aux
souches caractérisées par ces méthodes.

Cette collection, majoritairement frangaise, mais également internationale (CCOMS) comportait 123.377 souches
a la fin de l'année 2023. Ces souches sont d’origine clinique, alimentaire et environnementale, ainsi que
vétérinaire ou de recherche. Il s’agit d’'une collection unique, de par son caractére prospectif et exhaustif, qui
centralise les souches humaines et alimentaires du systéme de surveillance frangais. Environ 76.173 souches de
cette collection proviennent du CNRL. Elles sont conservées en géloses profondes dans une piece a température
contrblée. Les souches d’origine humaine et, depuis janvier 2017, les souches alimentaires et de I'environnement
sont conservées a -80°C en tubes de cryobilles dans deux congélateurs sous alarme. Le CNRL conserve également
des souches isolées entre 1987 et 1992 provenant de la collection du CNRL alors hébergé au CHU de Nantes.

Special Listeria Culture Collection (SLCC)

Il s’agit de la collection de Listeria d’H.P.R. Seeliger (Wiirzburg, Allemagne) qui comporte plus de 5000 souches
isolées entre 1926 et 1985. L'intérét de cette collection léguée au CCOMS Listeria est de contenir des souches
anciennes, isolées depuis la premiere souche de L. monocytogenes (1921), de diverses origines géographiques,
mais majoritairement France et Allemagne. Une base de données regroupe I'ensemble des données sur ces
souches. Certaines sont actuellement utilisées dans le cadre de projets de recherche sur I'évolution et la
biodiversité de Listeria (40, 41). Ces souches ont été caractérisées phénotypiquement et sont conservées en
gélose profonde dans des pieces a température controlée.

Collection ILSI North America

Il s’agit de la collection du Technical Committee on Food Microbiology of ILSI North America contenant 43 isolats
complétement caractérisés : 25 souches représentant la diversité des Lm et 18 souches d'épidémies, mises a
disposition du CCOMS. Elles sont utilisables pour évaluer et valider des méthodes d’analyse ou de typage
moléculaire et réaliser des essais de microbiologie prévisionnelle ou de croissance/survie. Elles sont conservées
a-80°C en tube de cryobilles dans un congélateur sous alarme.

Collection du Centre de Ressource Biologique de I’Institut Pasteur (CRBIP) comprenant la Collection
de I'Institut Pasteur

Il sagit d’une collection sous management de la qualité (certifiée AFAQ NF 96 900) ou le CNRL a déposé depuis
2004 sous contrat 152 souches qui constituent un échantillon représentatif des souches frangaises humaines et
non humaines du genre Listeria isolées de 1981 a nos jours (souches d’épidémies, de travaux de séquencage, de
sérovars rares, de référence, types, etc.) ainsi que les souches de référence de taxonomie et de sérotypie. Des
souches du genre Listeria et de 'espece monocytogenes ayant des propriétés originales sont régulierement mises
en collection. La liste de ces souches est consultable a ladresse web: https://catalogue-
crbip.pasteur.fr/recherche catalogue.xhtml et elles sont disponibles moyennant une somme couvrant les frais
d’envoi et de maintien en collection sous assurance qualité. Le CNRL effectue des confirmations des
caractéristiques des souches conservées a la demande du CRBIP.




Les bactériophages

Le CNRL possede la collection de bactériophages (et des souches Listeria de propagation) de lysotypie du Centre
International de Lysotypie des Listeria (1982-1992 ; Institut Pasteur, Paris). Cette collection présente un intérét
du fait des nouveaux outils diagnostics fondés sur l'utilisation des phages, leur utilisation potentielle en
thérapeutique et en sécurité microbiologique des denrées alimentaires telle que le phage P100 ayant obtenu
I'autorisation GRAS (Generally Recognized As Safe) par la FDA aux USA et I'utilisation d’'emploi en Europe en 2019.

Conditions de mise a disposition des collections

Le CNRL valorise son savoir-faire et son expertise en mettant a disposition de tiers académiques et industriels des
duplicatas des souches.

L'acces au matériel biologique collecté dans le cadre de I'activité du CNRL est conditionné :
- ace que l'utilisation envisagée du matériel biologique répond a un objectif de santé publique ;
- alamise en place de documents contractuels spécifiques.

Ainsi, le transfert du matériel biologique et des données associées a des équipes extérieures nécessite la mise en
place d’un accord de transfert de matériel biologique (MTA).

Dossiers réeglementaires

Le CNRL ne posséde pas de collections d’échantillons humains et n’utilise pas d’organismes génétiquement
modifiés, alors que I'Unité de Biologie des Infections également dirigée par Marc Lecuit et au sein de laquelle il
est hébergé détient ces autorisations.

1.5 Démarche qualité du laboratoire

Le CNRL fait partie du Laboratoire de Référence et d’Expertise Multisite (LREMS), qui est accrédité selon les
exigences de la norme NF EN ISO 15189, sous la section Humaine du COFRAC au numéro 8-2588 (Portée
disponible sur www.cofrac.fr). Le CNRL posséde un correspondant qualité qui anime cette démarche qualité et
gere environ 500 documents qualité relatifs aux activités du CNRL. Des documents transversaux (manuel qualité
et organigramme, etc.) ainsi que des procédures générales sont utilisés au sein du LREMS, et donc par le CNRL
pour assurer un fonctionnement commun dans le cadre de cette démarche qualité. Les activités qui en relevent
sont conduites selon la norme NF EN ISO 15189.

Le CNRL a mis en place un systéme permettant d’effectuer des analyses en urgence et en mode dégradé si le
contexte le nécessite.

Essais d’intercomparaison (EQA)

Le CNR participe annuellement a des controles externes de la qualité (outre ses contrdles de premiere et
deuxieme ligne). En 2023, le CNRL a réalisé un essai d’intercomparaison organisé par I'ECDC sur le sérogroupe
PCR de Lm par PCR multiplexe point final ou par PCR in silico déduite de la séquence génomique de la souche
(Tableau 11).




Tableau 11. Résultats du CNRL a 'EQA de I'EURL-Lm puis de 'ECDC de 2012 a 2023.
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Annexe 2 : Capacités techniques du CNR

2.1 Liste des techniques de référence

Les souches font systématiquement l'objet des analyses suivantes :

- Vérification de la pureté des souches réceptionnées sur gélose nutritive (Sous-processus de la méthode de
I'étape Identification). Si la souche envoyée est un mélange de souches, elle est isolée sur gélose sélective
chromogéne ALOA® (AES Laboratoire, France) et sur gélose au sang de cheval (bioMérieux, France).

- Vérification du caractére hémolytique sur gélose au sang de cheval (bioMérieux, France).

- Identification du genre et de I'espéce par spectrométrie de masse Maldi-Tof IVD One Sirius (Bruker Daltonics,
Allemagne), complétés par d'autres tests classiques si nécessaire (7, 42). La méthode la plus précise pour
I'identification des Listeria est le séquencage du génome. Lidentification par analyse du géne codant pour la sous-
unité ribosomale 16S aprés amplification par PCR peut-étre considérer pour des Listeria plus fréquentes (L.
monocytogenes, L. ivanovii, L. innocua) mais manque de précision pour d’autres Listeria spp.

- Détermination du sérogroupe PCR selon la méthode publiée par le CNRL en 2004 (43) et amendée en 2011
(44). Cette PCR multiplex cible une partie de la séquence du géne prs présent dans I'ensemble des especes Listeria
et quatre autres génes (/mo1118, Imo0737, ORF2110, ORF2819) spécifiques de Lm, permettant de déterminer le
sérogroupe PCR. Cette PCR multiplex peut étre effectuée directement sur colonie sur gélose de la souche envoyée
par le correspondant. Le sérogroupe PCR est également identifié in silico a partir de la séquence génomique. La
comparaison du sérogroupe PCR déterminé in silico avec celui déterminé in vitro est utilisée comme controle
interne pour confirmer la concordance entre la séquence génomique et I'isolat correspondant. Le CNRL possede
I'ensemble des sérums antifacteurs O et H commerciaux et de référence OMS pour réaliser sur demande
(majoritairement hors-France) le sérotypage classique des souches de Listeria spp.

- Antibiogramme de toutes les souches d’origine humaine en utilisant la technique de diffusion en milieu gélosé
selon les recommandations de 'EUCAST en vigueur. Ces antibiogrammes sont effectués sur un panel de 22
antibiotiques. La lecture de I'antibiogramme est réalisée sur un automate Scan 4000 (InterScience) paramétré
pour le référentiel EUCAST en vigueur. Les éventuelles résistances sont confirmées par la détermination de la CMI
par E-test. Les mécanismes des résistances identifiées sont ensuite étudiés (28, 45).

- Séquengage du génome. Les ADNs génomiques sont extraits (méthode DNeasy Blood & Tissue extraction kit
(Qiagen, Danemark)) et vérifiés en qualité par fluorimétrie.

e Séquencage short reads : La préparation des librairies est réalisée en utilisant le kit NEXTERA XT DNA
Sample et les séquences génomiques sont déterminées sur la plateforme Illumina NextSeq 500
(Hlumina, Californie, USA). L'assemblage est réalisé avec le logiciel SPAdes.

e Typage et analyse génomique : Le profil cgMLST est extrait du génome assemblé par I'algorithme
BLASTN implémenté sur la plateforme BIGSdb-Lm (https://bigsdb.pasteur.fr/listeria/) puis transféré
dans le logiciel bioNumerics version 7.6. pour réaliser les comparaisons et analyses. Cette méthode
cgMLST est utilisée depuis 2015 en routine pour la surveillance, et remplace la PFGE depuis le 1er janvier
2017. l'analyse des génomes permet également la caractérisation de génes de virulence et de résistance
aux antibiotiques (46) et antiseptiques. Ce séquengage permet de revalider entierement le processus
analytique ci-dessous comme un controle qualité interne.




D’autre part, en cas de nécessité, les analyses suivantes peuvent étre effectuées :

- Typage MLST par PCR multiplexe. Uappartenance a un clone MLST peut étre déterminée rapidement par une
méthode de PCR multiplexe (PCR de clonogrouping) développée et brevetée par le CNRL (47). Cette méthode
permet de positionner rapidement les souches par rapport aux clones MLST majeurs et d’ainsi prédire le potentiel
infectieux des souches (22).

- Caractérisation de la virulence des souches de Lm par inoculation par voie orale ou parentérale de gerbilles ou
de souris humanisées et/ou par des tests in vitro.

Le CNRL ne réalise pas :
- de sérologie, compte tenu de lintérét en pratique clinigue non démontré de cette technique,

- de PCR ou qPCR sur LCR ou d’autres échantillons cliniques a visée diagnostique, qui sont effectuées en LABM ou
LBMR de ler intention. La gPCR hly, trés spécifique peut constituer une aide diagnostique, notamment dans les
formes neuroméningées. Les PCR syndromiques méningites peuvent présenter une sensibilité diminuée par
rapport a la qPCR spécifique.

2.2 Liste des techniques recommandées par le CNR

En microbiologie clinique

Le CNRL recommande de suivre les recommandations de I'European Manual of Clinical Microbiology / REMIC
européen, 7e édition, 2022, chapitre Listeria (64).

Dans le cas de la réception d’un prélévement en vue de la réalisation d’'une PCR sur échantillons biologiques ou
de sérologie, le CNRL transfére la demande au service accrédité COFRAC de Microbiologie de I'Hbpital Necker-
Enfants malades pour les demandes de gPCR sur LCR et aux laboratoires spécialisés pour les demandes de
sérologie (Les tests sérologiques ne sont pas recommandés par le référentiel en Microbiologie (REMIC) 2022 (64)).

¢ Culture - Isolement - Incubation (24 h -37°C)
Hémoculture : milieux commerciaux classiques
LCR : Bouillon nutritif glucosé a 0,5%

Selles : isolement directement sur gélose ALOA™ ou géloses équivalentes si selles de moins de 24h sinon
isolement aprés congélation -20°C durant 2 semaines si selles de plus de 24h. Une détection est possible par une
gPCR hly sur une extraction d’ADN avec un kit spécialisé pour I'extraction d’ADN dans les faeces ou le sol. Un
témoin de selles contaminés par de I'ADN de Lm devrait étre mis en paralléle pour détecter une possible
inhibition.

Autres prélevements : Gélose nutritive ordinaire ou a 5% de sang frais, supplémentée ou non en acide nalidixique
et colistine (Gélose ANC). A noter que des souches de L. monocytogenes deviennent sensibles & I'acide
nalidixique.

* |dentification

Lidentification par Maldi-Tof est correcte pour les principales espéces isolées en France pour le systéme MALDI-
TOF MS Sirius IVD one Bruker Daltonics équipé ou non du systeme subtyping développé spécifiquement pour
Listeria et est correcte pour le genre pour le Maldi-Tof MS Vitek MS (bioMérieux) (1, 68). La simple préparation
directe est suffisante, mais en cas de résultats douteux une extraction totale des protéines est conseillée.




Le CNRL recommande les galeries API LISTERIA (bioMérieux) qui ont un dossier complet de validation, a défaut
API CORYNE (bioMérieux) ou la galerie MICROBACT 12L (Thermo Scientific) ainsi que le Vitek 2 (bioMérieux) (69).
Les galeries API CORYNE doivent étre complétées par des tests supplémentaires, car elles ne permettent que le
diagnostic de genre Listeria et sont a I'origine de confusions notamment I'absence de distinction entre L. grayi
avec L. monocytogenes.

e Sérotypage

Le CNRL ne recommande pas le sérotypage. Les sera antifacteurs ne sont plus commercialisés en France depuis
2021 par les seules firmes les distribuant a ce jour (VWR), et cette information n’est pas utile pour la surveillance.

¢ Antibiogramme

Méthode de diffusion en gélose Mueller-Hinton supplémentée ou non avec 5% de sang et 20 mg/L de beta-
Nicotinamide adénine dinucléotide (NAD) incubé en aérobie avec 5% CO2 a 35+/-1°C pendant 18+/-2h.

Principaux antibiotiques a tester : pénicilline G, amoxicilline, gentamicine, tétracycline, érythromycine,
chloramphénicol, triméthoprime-sulfaméthoxazole. A noter les problemes d’interprétation de la sensibilité aux
sulfamides et dérivés sur gélose MH supplémentée au sang.

Le CNRL recommande I'utilisation du protocole EUCAST v14.0 (2024) dont les protocoles et interprétations sont
disponibles a I'adresse web : http://www.eucast.org/antimicrobial_susceptibility_testing/ qui est complété par
les valeurs d’interprétation contenues dans le M45 (3rd édition, 2015) et le M100 (34th édition, 2024) du CLSI
(70, 71). Lutilisation des PK/PD d’EUCAST pour les seuils non définis pour Listeria monocytogenes est a noter
comme pour la gentamicine. Les concentrations minimales inhibitrices et les diamétres sont en cours
détablissement.

Les caractéristiques de performance des différentes marques de milieux de culture et de disques d’antibiotiques
ainsi que les méthodes pour les évaluer sont disponibles sur le site web EUCAST.

Le tableau 13 récapitule les valeurs de référence pour l'interprétation des antibiogrammes pour Listeria
monocytogenes (* selon le CLSI M45 (3rd édition, 2015) ainsi que le CLSI M100 (34th édition, 2024) et ** selon
I’'EU-CAST version 14.0 page 83 a http://www.eucast.org/clinical breakpoints/). Une étude récente sur la
sensibilité de Listeria monocytogenes aux antibiotiques a été publiée par le CNR (46).

Tableau 13. Valeurs de référence pour l'interprétation des antibiogrammes pour Listeria monocytogenes (* selon
le CLSI M45 (3rd édition, 2015) ainsi que le CLSI M100 (34th édition, 2024) et ** selon I'EU-CAST version 14.0
page 83 a http://www.eucast.org/clinical_breakpoints/)

Critéres MIC mg/L
Antibiotiques Seuil de Valeurs intermédiaires Seuil de

Sensibilité résistance
Ampicilline** <1 - >1
Amoxicilline* <4 >4-<16 >16
Benzylpenicilline** <1 - >1
Gentamicine* <4 8 >16
Ciprofloxacine* <1 2 >4
Chloramphénicol* <8 16 >32
Streptomycine* <8 >8-<16 >16
Méropéneme** <0.25 - >0.25
Vancomycine* <4 8-16 >32
Erythromycine** <1 - >1
Tétracycline* <4 8 >16
Triméthoprime <0.06 - >0.06
+Sulfaméthoxazole** (exprimé pour la concentration en (exprimé pour la concentration en

Triméthoprime) Triméthoprime)




e  Meéthodes de qPCR

Il sagit :
- des méthodes les plus utilisées d’amplification par gPCR du gene hly de Listeria monocytogenes sur LCR
(commerciales ou selon la publication : Le Monnier A, Abachin E, Beretti JL, Berche P, Kayal S. Diagnosis
of Listeria monocytogenes meningoencephalitis by real-time PCR for the hly gene. J Clin Microbiol. 2011
Nov;49(11):3917-23.) ;
- de la méthode de gPCR syndromique sur LCR avec le kit Biofire Filmarray™ Méningites/Encéphalites
(bioMérieux, Marcy I'Etoile) (1-5, 48-50). La limite de détection (LOD) de la méthode signalée par le
fabricant est de 1000 UFC/m.
- pour les gPCR syndromiques sur sang du kit Biofire Filmarray™ Blood Culture Identification (BCID,
bioMérieux, Marcy I'Etoile) (49).

Pour les PCR syndromiques, les résultats doivent étre toujours confrontés aux données clinico-biologiques du

patient.

En microbiologie vétérinaire

Le CNRL recommande de suivre les instructions du chapitre 3.10.5. Listeria monocytogenes du Manuel des tests
de diagnostics et des vaccins pour les animaux terrestres 2021 de I'Office International des Epizooties
téléchargeables a I'adresse :

HTTPS://WWW.WOAH.ORG/FILEADMIN/HOME/ENG/HEALTH STANDARDS/TAHM/3.10.05 LISTERIA_MONO.PDF

En microbiologie des aliments

Conformément au réglement européen EC 2073/2005 modifié, le CNRL recommande en France de suivre la
version en vigueur de la norme de référence pour les préléevements de I'environnement NF 1SO
18593 Microbiologie des aliments - Méthodes horizontales pour les techniques de prélevement sur des surfaces,
au moyen de boites de contact et d'écouvillons, et des normes de référence pour la détection et 'énumération
de Listeria spp.et Listeria monocytogenes :

e NF EN ISO 11290-1: Microbiologie des aliments - Méthode horizontale pour la recherche et le
dénombrement de Listeria monocytogenes et de Listeria spp. - Partie 1 : méthode de recherche ;

e NF EN ISO 11290-2: Microbiologie des aliments - Méthode horizontale pour la recherche et le
dénombrement de Listeria monocytogenes et de Listeria spp. - Partie 2 : méthode de dénombrement.

Les méthodes alternatives a ces méthodes validées selon 'EN 1SO 16140-2 et les méthodes de confirmation
alternative type MALDI-TOF MS validées selon I'EN 1SO 16140-7 par AFNOR certification et par Microval sont
actualisées et disponibles sur les sites respectifs :

https://nf-validation.afnor.org/domaine-agroalimentaire/

https://microval.org/

Concernant les méthodes commerciales d’identification des Listeria, le CNRL recommande I'utilisation de la
galerie APl LISTERIA (bioMérieux) ainsi que le Vitek 2 (bioMérieux) (51) et comme alternative la galerie
MICROBACT 12L (Oxoid), il recommande a ses laboratoires correspondants ou interlocuteurs de se conformer aux
recommandations émanant du Laboratoire National de Référence des Listeria monocytogenes situé a 'ANSES-LSA
(Maisons-Alfort). Le systeme MALDI-TOF MS Bruker Daltonics avec la méthode MALDI-TOF Biotyper peut étre
également utilisé avec de préférence une extraction totale des protéines ou par un dépot direct pour une
identification des principales espéces de Listeria isolées en France (Méthode validée en 2018 Association of
Official Agricultural Chemists (AOAC) International : OMA#2017.10. First Action ; en 2018 par Microval Certificate
N°2017LR75) (6).




Annexe 3: Déclaration publique d’intéréts du
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