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RESUME DE L'ANNEE 2007

Le CNRL a observé une augmentation de 9% du notobaiede cas de listériose diagnostiqués au cours
de 'année 2007 par rapport a 2006 (+9%). Mémetse @ugmentation confirme la tendance observée en
2006 (+31% par rapport & 2005) elle reste cependairts importante. Toutefois, I'incidence de 4,8 ca
par millions d’habitants est la plus élevée defi9i85. Cette augmentation a essentiellement contesné
formes bactériémiques, alors que le nombre de eaf®rines neuro-méningées demeure relativement
stable. Par ailleurs, le nombre et la valeur nedaties formes materno-néonatales a atteint 'un des
niveaux les plus bas depuis 1987. Il semble dore lqupopulation la plus a risque soit constituée
principalement des personnes de plus de 60 ans @vexans terrain sous-jacent (80% des cas non
materno-néonataux). Cette tendance a la recrudesai la listériose est également observée dans la
plupart des pays européens (Goulet et coll. 20&8e souligne limportance de la surveillance
microbiologique et épidémiologique de la listériose

Le CNR ded.isteria (CNRL), en synergie avec I'InVS, a saisi les diffidéts acteurs de la Santé Publique
aux niveaux national, et international (corresponsiaauropéens et OMS), afin d’étudier les causes de
cette augmentation récente et de proposer des negodations appropriées, notamment vers les
personnes les plus concernées que constituengissrmes de plus de 60 ans.

En 2007, Swaminathan et Gerner-Smidt du CDC d’Adamt signalé I'efficacité du modele francais de
surveillance de la listériose, le comparant a agds USA $waminathan B. and Gerner-Smidt P., 200%
CNRL qui constitue un acteur incontournable danssgsteme de surveillance, poursuit quant a lui
I'informatisation des processus de surveillancerohiologique et épidémiologique de la listériose au
niveau national dans le but d’accroitre sa rédéti@ce aux situations d'alerte.

Deux épisodes inédits d'isolements chez 'hommedeucontamination humaine (4 patients + 1 cas
suspecté) pakisteria ivanovii subsp. ivanovont été observés en France au cours de cette 200&e

Par ailleurs, un cas de listériose materno-néamaaété diagnostiqué par biologie moléculaire sans
isolement dé_. monocytogenesa définition actuelle de la listériose ne permpas$ d’inclure ces cas dans
les chiffres officiels du CNRL.

Cette année a également vu la description d’'uneeli@uespece non virulente de I'environnement en
Europe. Le CNRL francais a été sollicité pour apgroson expertise a la caractérisation de cettgaileu
espéce pour laguelle le nomlderocourtia été propose.

Dans le cadre de ses missions de veille technalegite CNRL a développé et validé de nouvelles
méthodes de typage moléculaire, en collaboratiec &vplate forme de génotypage des pathogénes et d
Santé Publique. L'isolement récent de souches ssdagatients, résistantes a des antibiotiqueteddin
clinique, a conduit le CNRL a débuter une étudegitoiinale sur la résistance aux antibiotiques en
collaboration avec le CNR de la résistance awbmtiijues. Par ailleurs, dans le cadre de nombseuse
collaborations scientifiques avec des laboratodesrecherche de linstitut Pasteur ou extériewss, |
CNRL poursuit ses travaux visant a améliorer leetiippement d’outils diagnostiques et permettant la
caractérisation des souches (détection des primcifzacteurs de virulence, étude de la biodiversitde

la structure génétique des populations Ldsteria et de leur évolution) et de valider de nouvelles
alternatives thérapeutiques.



1 INTRODUCTION

La listériose est une infection transmise par lesemts contaminés qui differe notablement des
autres maladies d'origine alimentaire les plus Ueddes par un certain nombre de
caractéristiques :

» des groupes de populations plus a risque : les &syanceintes et leurs nouveau-nés, les
personnes Aagees et les sujets dont limmunité lagku est diminuée
(immunosuppresseurs, corticothérapies, cancey,;etc.

* la gravité de la symptomatologie des formes inwsivinfection du systeme nerveux
central, septicémie/bactériémie chez le nouveaatri@dulte, avortement ; depuis plus
d’'une dizaine d’années, des cas de gastro-entddtedes aL. monocytogenesont
également décrit®oi et coll, 2005);

* un colt associé a la prise en charge des cas doeig €levé, avec hospitalisation
systématique et prise en charge médicale spéaalisé

e une mortalité importante pour les formes invasive® a 30 % des cas ; des séquelles
fréequentes ; une faible incidence pour les fornmessives : 2 a 7 cas par million
d'habitants ;

» enfin une prévalence différente entre les paysatilisés et les pays en développement
ou elle est apparemment quasi absente. Ceci meqaliguer par le manque de moyens
diagnostiques et de systeme de surveillance appsopet la prévalence élevée de
nombreuses autres pathologies infectieuses. Cepgnda certain nombre d'arguments
permettent de penser que cette inégalité de répartjéographique de l'infection est liée
aux différences de modes de production et de comstion des aliments (production
industrielle, utilisation de la chaine du froidyvdiboppement des aliments consommés en
I'état) et a I'évolution démographique caractérip@e un accroissement du nombre de
personnes agees et par une augmentation du nomstgeds immunodéprimés (cancers
et thérapeutiques immunosuppressives), dans |esipdystrialisés.

La listériose humaine évolue essentiellement sousd de cas sporadiques, et survient plus
rarement par petites bouffées épidémiques, voirgédiéables épidémies comme ce fut le cas
depuis 1981 sur le continent nord-ameériqaimnyme 1998a et 1998b ; Boggs et coll., 2001 lidDaet
coll., 1997 ; de Valk et coll.,, 2000, 2001a et 200Farber et coll., 2001 ; Fleming et coll., 198Brye et coll.,
2002 ; Linnan et coll., 1988 ; Proctor et coll. 959 Schlech et coll., 1983t en Europe, notamment en
France(Anonyme, 1993a et 1993b ; Aureli et coll., 20@ille, 1991 ; de Valk et coll., 2001 ; Ericssonceill.,

1997 ; Goulet et coll., 1993, 1995b et 2002 ; Jateu coll., 1995a ; Lyytikéinen et coll., 2000 chhuchlin et
coll., 1991 ; Miettinen et coll., 1999 ; Salamirtacell., 1996).
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En conséquence, un certain nombre de pays indis#gaont instauré des systémes de
surveillance spécifiques de cette infection, soudapuis plus d’'une dizaine d'années ou plus.
Ces systemes sont pour la plupart fondés sur latisation des souches isolées de patients et
d'aliments dans un laboratoire/centre de référepeemettant leur étude systématique et
comparative et sur la déclaration obligatoire des ¢

La Direction Générale de la Santé (DGS) s'est muldpuis 1982 d'un tel systeme de
surveillance avec le Centre National de Référemst idteria (CNRL) localisé initialement a la
Faculté de Médecine de Nantes auquel a été adjairif990 le CNRL pour la lysotypie et le
typage moléculaire situé a l'institut Pasteur. Depa fermeture du CNR de Nantes en juillet
1993, en raison du départ en retraite de son regpts le Centre National de Référence des
Listeria est hébergé par le Laboratoire dasteria situé a I'Institut Pasteur qui assure seul la
surveillance microbiologique de la listériose earfee. Son mandat de CNRL a été renouvelé le
1% janvier 2006. Le CNRLs'est engagé a assurer les missions définies peété du 29
novembre 2004 fixant les modalités de désignatidesemissions des CNR.

Les missions particulieres du CNRL sont les suieant

- Typer en routine par une méthode discriminantéaur le génotypage les souches humaines
qui lui sont adressées et mettre en oeuvre unematere des souches basée sur cette méthode

- Disposer d’'une expertise des méthodes diagnastiquilisées en santé humaine comme la
sérologie ou les méthodes moléculaires de diagnasgtide

- Etudier la sensibilité aux antibiotiques des $mscisolées chez 'homme

- Contribuer au développement des méthodes de e¢ypiag la diffusion de ces techniques aux
laboratoires d’analyse de biologie médicale

- Tendre vers I'exhaustivité des souches humaifieslia pouvoir détecter les cas groupés

- Collaborer avec les structures (laboratoires sAf®tc.) travaillant en santé animale et sur les
aliments (échange d’informations, de souches, etc.)

- Contribuer en liaison avec l'Institut de VeillearStaire a la surveillance épidémiologique
notamment en situation de cas groupés en comparantiche humaine concernée aux souches
isolées d’aliments et en donnant des informatiamsas fréquence d’isolement de cette souche
parmi les souches humaines isolées antérieurement.

- Participer en lien avec lInstitut de Veille Stalie a des études de recherche appliquée
notamment aux projets de recherche internationaux,

- Contribuer en lien avec [llInstitut de Veille Semiie aux systémes de surveillance
internationaux et en particulier européens notanintams le cadre de l'application de la
directive zoonoses 2003/99/CE,



- Contribuer a I'alerte en signalant & I'Instit deille Sanitaire la survenue de cas groupés et de
tout phénomene inhabituel : augmentation du nordbereas (si dépassement d’un seuil défini en
accord avec lInstitut de veille sanitaire), mociiion des formes cliniques (répartition,
modification de leur expression clinique, formedahituelles), apparition d’'un nouveau
phénotype de résistance, etc.

Les données de ces CNR en matiere de surveillancebivologique ont été régulierement
publiées(Courtieu, 1985 et 1986 ; Espaze et coll., 198®01et 1991 ; Goulet et coll., 2001, 2004 et 2005 ;
Jacquet et coll., 1994, 1995b, 1998, 2001, 2002067; Rocourt et colL. , 1992b et 199AuUX données du
CNR s’ajoutent celles des enquétes du LaborataatéoNal de la Sant@oulet et coll., 1986, 1987,
1989 et 1990)celles du Réseau EPIBAC du Réseau National de2 Samiliquede Benoist et coll.,
1999) et depuis 1998 celles de la déclaration obligat@bulet et coll., 2001, 2004, 2005 et 2006).
L’évolution de la listériose en France est simédaircelle qui est observée dans d’autres pays : a
une tres grande majorité de cas sporadiques s&jbde petites bouffées épidémiqyesnagny

et coll., 1989 ; Rocourt et coll., 1989y0ire de véritables épidémigsonyme, 1993a et 1993b ; de Valk et
coll., 2001 ; Goulet et coll., 1995b, 1998 et 2002acquet et coll., 1995a).

Le Laboratoire desisteria étant par ailleurs Centre Collaborateur de 'OMS$irpla listériose

d’origine alimentaire, il peut également particip&gmun degré variable, a la surveillance de cette
infection pour certains pays étrangers.
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1.1 PERSONNEL PERMANENT

1.1.1 ORGANIGRAMME GENERAL

Figure 1 : Organigramme Général du Personnel du CNRiesListeria (en grisé, le personnel

Responsable HSQE) A. MORVAN (Technicienne,
H. DIEYE (Technicienne) Responsable HSQE)

Stagiaires Support / H. DIEYE (Technicienne)

Information

Stagiaires

S. GRAYO(Doctorant*)

cadre)
i Directeur du CNRL / CCOMS Laboratoire desListeria
Dr. A. LE MONNIER
! Directeur du Laboratoire déssteria
Directeur-adjoint CNRL/CCOMS
i A. LECLERCQ
! Responsable Métrologie—Qualité
Secrétariat Préparateurs
| M. BELIN A. BERTEL/
i N. TESSAUDRITA
'| Pulse Net Europe CNR Listeria p—— Centre Collaborateur
A. LE MONNIER, <:> des souches OMS pour la listériose
‘| A. LECLERCQ A. LE MONNIER (Directeur) d’origine alimentaire
! A. LECLERCQDirecteur-
i adjoint) N nopage A. LE MONNIER (Directeur)
: \'\;' CRAA\ISEOTN (ngénieun) A. LECLERCQ(Directeur-
! : djoint
! _(Technic_ienne, Responsable i/_lo(l;ADET DANIEL
| informatique) o Recherche (Technicienne, Responsable
: A. MORVAN (Technicienne, informatique)

* financement Europathogenomics
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1.1.2 EFFECTIF

L’effectif du personnel du CNRL est présenté dansbleau 1.

Tableau 1 : Personnel du CNR dekisteria

%

Nom — Prénom Libellé Emploi % Act*. = Section ETP***
Bud.**
LE MONNIER Alban Pharmacien biologiste
100,00 50,00 0,50
LECLERCQ Alexandre Ingénieur épidémiologiste
100,00 70,00 0,70
RAGON Marie (CDD) Ingénieur
100,00 100,00 1,00
MORVAN Anne ;I'%chnlc[enne supérieure de
aboratoire 100,00 90,00 0,90
CADET-DANIEL Véronique ;I'%chnlc[enne supérieure de
aboratoire 100,00 80,00 0,80
DIEYE Héléne (CDD) l'l'ebchn|C|_enne supérieure de
aboratoire 100,00 90,00 0,90
BELIN Martine Secrétaire
50,00 50,00 0,25
RITA TESSAUD Nathalie Aide de Laboratoire
80,00 40,00 0,32
BERTEL Arnaud Aide de Laboratoire
100,00 35,00 0,35
TOTAL Equivalent Temps
Plein (ETP) 5,92

*%6 Act. : il s'agit du contrat de travail, c'estdire les personnes travaillent a I'lP a temps ctetf100%)
ou temps patrtiel (50, 60, 70, 80 ou 90%).
**0% Section Bud. il s'agit du pourcentage de léamps de travail affecté a l'activité CNR
*** *ETP il s'agit du % activité multiplié par la quopart affecté a I'activité du CNR : ainsi si unegmnne

travaille a temps plein et que le poste est affaci®@% au CNR, 'ETP sera de 0.5 (soit 50%).
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1.2 LocAux

Laboratoires et bureaux:

Le CNR ded.isteria (CNRL) est hébergé dans les locaux du Laboratt@st.isteria de I'Institut
Pasteur en 2007 au second étage du batiment R84 (& I'Institut Pasteur, 25 rue du Dr.
Roux, 75015 Paris.

Les piéces suivantes sont dédiees a l'activité BRIC ainsi qu’au Centre collaborateur de
'OMS pour la listériose d’origine alimentaire (CGAI) :

Pieces du CNRL :

Piece 6A: Bureau du Directeur-adjoint du CNR/CCOMBbratoire dekisteria, partagée avec
un(e) étudiant(e) en doctorat et un stagiaire etasg¢ €également de salle de réunion et de
bibliotheque,

Piece 6: Secrétariat — Bureau administratif,

Piece 5B: Bureau du Directeur du CNR/CCOMS/LabaratdesListeria,

Piece 5: Laboratoire P2, acueillant 5 personnesndtiant une salle de PCR, une salle
d’électrophorése et de centrifugation et une skllpesée des produits chimiques,

Piece 30: Archives et stockage,

Piece 31: Piece avec conditionnement d’air compotia collection de microorganismes du
CNR ded.isteria.

Pieces partagées du CNRL:

Des piéces sont partagées avec d’autres CNR ettaires de I'Institut Pasteur et se situent au
méme étage : une laverie/salle des autoclavessalleede préparation et une chambre froide.

L’ensemble de ces piéces suit le processus derichman avant du propre vers le sale.

1.3 MISE EN PLACE DE LA DEMARCHE DE MANAGEMENT DE LA QUALITE AU SEIN
DU CNRL

La mise en place du Management de la qualité de<CNRs est, depuis I'année 2000, un
objectif prioritaire de la Direction de I'InstitiRasteur. Le Service « Hygiéne Sécurité Qualité et
Environnement (HSQE) » de I'Institut Pasteur coort® cette action et met a disposition une
qualiticienne pour I'ensemble des CNR. Le servioenkation assure des formations a la gestion
de la Qualité adaptées aux besoins spécifiquede etombreux services support de I'Institut
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Pasteur (tel le laboratoire de métrologie, le sende réception des produits biologiques, etc.)
appuient le CNRL par leurs prestations.

Le Management de la Qualité est important dansdieecdes activités d’expertise du CNRL. Il
garantit la fiabilité des résultats et constituegage de reconnaissance vis-a-vis des laboratoires
qui adressent spontanément leurs souches d’autét®ie facon volontaire ou issues de leurs
recherches au CNR pour identification et cara@&da moléculaire.

Ainsi, le CNRL s’est engagé depuis une dizaine méms dans une démarche de management de
la Qualité concernant l'organisation et les anaysgu’il effectue. Depuis 2003, le
fonctionnement du CNRL est conforme au GBUI (Guide Bonne Utilisation de
I'Informatique). Tous les processus qui entrentsdi@ncadre de I'activité de CNRL répondaient
aux exigences du GBEA, choisi dans un premier tecopsme référentiel. La réalisation d’'un
audit qualité en Octobre 2006 visant a redéfiniogimiser le systeme de Management de la
Qualité du CNRL pour ces prochaines années a cbadthoisir le référentiel NF EN ISO CEl
17025 :2005. Les procédures et les documents djestirement sont en cours de révision pour
répondre aux exigences de ce nouveau référentiel.

= Outre le management de la qualité, I'établissendmtces documents qualité et leur
application permet une tracabilité totale des ssséalisés au CNRL, ce qui constitue un
avantage en cas de probleme juridique ou de s#@siedocuments techniques dans le cadre d’'une
procédure juridique.

Les lignes d’essais qui seront soumises a ce pi@etréditation seront les suivantes :

» Identification phénotypique (Méthode interne)

* Groupage PCR des souched tgteria monocytogengdléthode interne)

» Electrophorese en champ pulsé de 'ADN génomigikisteria monocytogenedigérée
par 'enzyme de restrictioAsd (Protocole Pulsenet Europe)

» Electrophorese en champ pulsé de 'ADN génomiquieisteria monocytogenatigéré
par I'enzyme de restrictioApa (Protocole Pulsenet Europe)

= En 2007, une enquéte satisfaction « client » gireaédure de traitement attenante ont été
préparées pour étre effectuées en 2008. L'étabisse d’'une nouvelle version du manuel
qualité a été amorcé Les fiches de renseignemaengaleches humaines et non humaines ont été
révisees.

= En 2007, une seule réclamation d’'un correspondagté enregistrée par le responsable
qualité et a aboutit a la modification de la fidlipe de transmission des informations sur les cas
de listériose entre I'InVS et les DDASS qui laissstipposer que la souche envoyeée par le
correspondant était urlasteria monocytogeneavant que le CNRL n’ait obtenu ses résultats
d’analyses.
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2 ACTIVITES D’EXPERTISE DU CNR DES
LISTERIA

Dans le cadre de ses missions, le CNR Hesderia est en charge de la surveillance
microbiologique et épidémiologique de la listériakerigine humaine en France. Le CNR a par
ailleurs de nombreuses autres activités transwsrsadtamment de support technique ainsi que
biologique pour lidentification et la caractérigmt des souches d’origine non humaine, de
contribution aux réseaux internationaux de suraede, de diffusion de l'information, de veille
technologique et de développement de nouvellesnigebs de typage dans le cadre de ses
activités de recherche.

2.1 CAPACITES TECHNIQUES, ROLES ET MISSIONS DU CNR DESLISTERIA

2.1.1 IDENTIFICATION ET CARACTERISATION DES SOUCHES DE LISTERIA

2.1.1.1METHODES DISPONIBLES ET MARQUEURS EPIDEMIOLOGIQUES
DISPONIBLES

Le CNRL recoit les souches isolées de patientsgsaviologistes médicaux [laboratoires publics
hospitaliers et plus rarement de Laboratoires diyses de Biologie Médicale (LABM) privés].

Le CNRL recoit également des souches isolées dealismou de I'environnement envoyées par
les laboratoires d’hygiéne et de contrble des alimepublics agréés (LVD, LDA, SCL,
Laboratoires privés, etc.) dans le cadre d'aledesitaires de la Direction Générale de
I’Alimentation (DGAI) ou de la Direction Générale ¢h Concurrence, de la Consommation et de
la Répression des Fraudes ou d’investigations aut®weas. Ces souches font systématiquement
I'objet des analyses suivantes qui ne sont alsdquurées :

» Vérification de la pureté des souches réceptionnées sur gélose nutritive.

» Confirmation de l'identification au genre et a 'epécepar des tests biochimiques

» Détermination du sérogroupe PCRselon la méthode précédemment publiée par le
CNRL (Doumith et coll., 2004 et 2095qui a remplacé la méthode classique de sérotypage

depuis le 01/03/05s¢eliger et H5hne,979).

* Analyse des profils de macrorestriction d’ADN génorngue (PFGE : électrophorése en
champs pulsé) obtenus au moyen du systeme d'gibctrese CHEF et des enzymes de
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restrictionAsd et Apa selon le protocole international standardisé dCQl'Atlanta et
des réseaux PulseNet décrit par Graatell en 2001 Graves et Swaminathan, 2001

» Antibiogramme de toutes les souches d'origine humaine en utilisa technique de
dilution en milieu gélosé selon les recommandatidnsCA-SFM. Ces antibiogrammes
sont effectués sur un panel de 20 antibiotiguesuamt notamment de nouvelles
molécules récemment commercialisées et/ou non etest@uparavant (exemple :
linézolide, moxifloxacine, levofloxacine, etc.). 4 souches détectées comme résistantes
aux antibiotiques sont alors transférées au CNRad@ésistance aux Antibiotiques a
I'Institut Pasteur pour confirmation du résultaté&tide approfondie du mécanisme de
résistance le cas échéant.

Par ailleurs, dans le cadre de son activité d'diggemais hors alerte, le CNRL regoit également
des souches envoyées par son réseau de corresfgmdanobiologistes des laboratoires
d’hygiene et de contréle des aliments publics auégrou d’industriels, pour identification,
caractérisation et typage. Ces prestations sord #oturées au client demandeur et celui-ci est
averti que les résultats obtenus pour ses souahesopt le cas échéant étre communiqués aux
autorités sanitaires dans le cadre de la survedlaationale de la listériose.

= En 2007, le CNR a recu un total de 1544 souchgntre 1657 souches en 2006) dont 359
souches d’origine humaine, 953 souches d’'originerennementale ou alimentaire dans le cadre
d’alertes sanitaires, d’'investigations ou de dersardient et 232 souches de pays étrangers dans
le cadre des activités du CCOMS (cf. chapitresli?.4.

2.1.1.2TECHNIQUES DEVELOPPEES EN 2007

Identification moléculaire des Listeria par séqueage du gene du 16S rADN.

Personnes responsables du projet au CNRL : A. tagle A. Le Monnier

En collaboration avec le centre d’identification kculaire des bactéries du Professeur P.
Grimont de l'Institut Pasteur et de la plate-fornge génotypage des pathogénes et santé
publique.

Le CNRL, en cas de difficultés sur l'identificatiale la souche envoyée par un correspondant,
pratique une amplification génique et un séquengageenviron 1400 pb du géne codant les
ARNr 16S. Ce nouveau service a permis de décriecaspéce nouvelle dasteria en 2007 et
d’identifier 3 souches avec des profils atypiquassérogroupe PCR. Toutes les souches non
Listeria présentant quelques caractéristigues phénotypiduagenre sont expertisées par cette
méthode.

Macrorestriction d’ADN deL. monocytogengsar PFGE avec I'enzyme de restriction Sina
Personnes responsables du projet au CNRL : A. tagle V. Cadet Daniel
En collaboration avec le CDC d’Atlantla (USA)
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Lors de comparaison des souches ou l'interprétaties profils de macrorestriction d’ADN
obtenus avec les enzymAsd et/ou Apa est difficile (1 bande de différence en moinsune
bande de taille moindre), une macrorestriction d¥ABst effectuée avec I'enzyme de restriction
Smad et ce depuis 2004. Le CNRL n’exploitait que paomtiement ces profils pour la
comparaison de plsuieurs souches. En effet, laiphioiition des bandes de faibles poids
moléculaires et la faible résolution obtenue aescdonditions classiques de migration rendaient
ces profils difficilement interprétables. Une coblbmation entre le CNR.isteria et les CDC
d’Atlanta a été entreprise pour améliorer les cols techniques. Le partage des protocoles de
chaque entité a permis d’optimiser les conditioasrdgration et de valider I'analyse des profils
aprés transfert des images des gels obtenus paail.e-@ette collaboration permettra
probablement d’établir un protocole internatiortahglardisé pour l'utilisation de 'enzyn$ma

en PFGE. La macrorestriction d’ADN par la combipaisdes enzyme#sd, Apd et Smd
constitue un outil de typage moléculaire tres disicrant par rapport aux schémas a deux
enzymes et a déja démontré son utilité dans I'éfudede signalements [Signalements 2007 :
LO7/14, LO7/12, LO7/10, LO7/09, LO7/07, LO7/06, 0%, LO7/03]. La base de données du
CNRL constituée depuis 2004 a permis de confirnegtames données obtenues par le CDC
d’Atlanta. Le CNRL actualise cette base en étudianites les souches avec ce nouveau
protocole.

Le Multilocus Sequence TypingMLST)

Personnes responsables du projet au CNRL : M. RagbrDieye - A. Le Monnier

En collaboration avec la plate-forme de génotypdge pathogenes et santé publique IP-InVS
(S. Brisse)

Présentation sous forme d'un poster « Multilocugjugace Typing of Listeria for strain

characterization and evolution » au 16th Internaab Symposium On Problems Of Listeriosis
(ISOPOL), Savannah, USA (Mars 2007).

La caractérisation moléculaire des souches etd&tde la biodiversité des populations de
Listeria sont primordiales. Elles constituent, en effethdase de la surveillance microbiologique
et épidémiologique, permettant linvestigation deas groupés et des épidémies et
I'identification du véhicule alimentaire a I'origgndes cas humains.

Le Multilocus Sequence TypiyILST) est une technique qui génere des donnéeslatdisées

et reproductibles déja utilisée pour le typage mdkire de nombreuses especes bactériennes.
Ainsi, le CNRL a développé, en collaboration avec Rlate-Forme de Génotypage des
Pathogenes et Santé Publique, un schéma MLST mp#cdel.. monocytogenest a évalué son
pouvoir discriminant sur 350 souches en comparailooelui de la macrorestriction d’ADN en
champ pulsé (PFGE) actuellement admise comme lanitpee de référence. Si la MLST
n'apparait pas plus discriminante que le PFGE, phecure néanmoins des informations
complémentaires au PFGE. En effet, la MLST inditpegeliens de parenté entre les souches.
Ceci permet d’étudier la biodiversité et la struetgénétrique des populations ldsteria et de
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décrire les processus de microévolutions. L’enserdbk données sont regroupées dans une base
de données ouverte et accessible au lien suiviapt//www.pasteur.fr/mististeria. Plusieurs
équipes ont d’ores et déja enrichi la banque dsopyppes dé.. monocytogenes

2.1.1.3METHODES EN DEVELOPPEMENT

Optimisation du typage moléculaire de monocytogenesn termes de rapidité, de colt et de
deébit analytique en situation de crise
Personnes responsables du projet au CNRL : M. RadorLeclercq - A. Le Monnier

Sérotypage des Listeria
Personnes responsables du projet au CNRL : V. Gadetel - A. Leclercq

Le CNRL a été confronté en 2007 a plusieurs densmaddesérotypage classique des souches de
Listeria notamment dans le cadre de projet de rechercheCNIBL a d’abord constaté des
résultats discordants avec d’autres laboratoireggpondants effectuant le sérotypage classique
et une baisse des performances concernant le gagatydes souches de monocytogenes
effectués au moyen du kit commercialisé par ladildENKA SEIKEN (Japon). Bien qu’ayant
alerté les responsables de cette firme, nous n&ooe jour aucune réponse. Le CNRL ne
recommande donc plus ce kit pour le sérotypageltdsria monocytogenede sérotype des
souches et non leur groupe PCR est sollicité par élguipes de recherche étudidnt
monocytogenest des laboratoires travaillant pour des entreprisgro-alimentaires. En effet,
dans certains cas, il s’agit de pouvoir comparsrrésultats a ceux obtenus pour des souches
antérieures aux sérogroupages PCR ou dans d'a#tselss demande de sérotypage est motivée
par I'analyse de souches environnementales et mo¢gunde sérotypes rares et peu impliqués
dans les cas cliniques (laboratoires corresponddéboratoires validant des kits commerciaux)
En conséquence, le CNRL propose de nouveau leypags et en a informé I'InVS. Pour cela,
le CNRL produira les sera délicats sous managedeid qualité pour lesquels le kit DENKA
SEIKEN (et d’autres kits) présente une performaamtaytique insuffisante (sera IV et IX). Le
CNRL évaluera également, si les moyens financeeggermettent, les autres kits commercialisés
de sérotypage ddsteria.

2.1.2 MAINTIEN , DETENTION ET DIFFUSION DE MATERIEL BIOLOGIQUE

2.1.2.1LES SOUCHES BACTERIENNES

Chaque année, la collection du CNRL s’incrémentelds de 1.500 souches, parfois beaucoup
plus comme en situation épidémique (a comparerl@600 souches annuelles dans les années
1990s). Les souches d’espéces homonocytogenesont de plus en plus rarement envoyées au
CNRL en raison du co(t d’envoi et du faible inté&tétrésultat pour le laboratoire, a I'exception
deL. ivanovii présentant un intérét clinique dans le domainériretire.
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= En 2007, le CNR a constaté que certains laboestae Biologie Médicale correspondants
attendent parfois d’avoir la confirmation de I'idiéication L. monocytogenegia le retour de la
caractérisation du CNR pour effectuer la DO du tasCNRL a saisi la cellulkisteria en AoUt
2007 sur ce point afin qu'une communication satefaur le point que la DO doit étre effectuée
avant I'envoi au CNRL dans le but d’éviter un risgle sous-estimation des cas.

On considere qu’il existe 7 catégories de souchesyg&es au CNR :

1. Les souches d’origine clinique ;

2. Les souches d'origine alimentaire ou issues devitennement de ces aliments, isolées
dans le cadre d’investigation autour de cas isalé;as groupés ou épidémiques et lors
d’enquétes ponctuelles a la demande de I'InVS, ad®GS, de la DGAI ou de la
DGCCREF;

3. Les souches d'origine alimentaire ou issues devitennement de ces aliments, isolées
dans le cadre d’alertes produits avec saisie aaitreiu rappel de produit. En effet,
des « alertes produits » peuvent survenir, corredgat a des non-conformités aux
criteres réglementaires (présencd.denonocytogenesu dépassement du seuil de 100
monocytogendg), ou a des situations considérées comme uneaagur la santé du
consommateur ;

4. Les souches d'origine alimentaire issues des ptEssurveillance et des plans de
contréle placés sous la responsabilité de la D@RAIde la DGCCRF. Pour cette
catégorie, des lors que I'on se trouve en situaliaterte produit telle que décrit au point
3 ci-dessus, la souche passe de la catégorie dadelgorie 3;

5. Les souches d’origine environnementale ou alimentasues de controles officiels ;

6. Les souches d'origine alimentaire provenant deientd » particuliers dites « souches
d’autocontrdles » (industriels dans le cadre d'enmdrdles, LVD, laboratoires privés
d’hygiéne et de contrble etc.). Il convient de gmer que ces interlocuteurs peuvent
exiger la confidentialité de l'information transmisis-a-vis des autorités sanitaires, ce
qui peut constituer un point de faiblesse en termiexhaustivité de I'information
recueillie ;

7. Les souches vétérinaires transmises par les lali@stvétérinaires départementaux
(LVD) dans le cadre de la santé animale ;

8. Les souches environnementales (origines hydricaiesents pour animaux, sol, etc.) ;

9. Les souches issues de programmes de recherche.

Leur mise en collection permet de disposer d’'un&ba de souches (associées a une banque de
données scientifiques et clinico-biologiques) tmeportante, véritable Centre de Ressource
Biologique a la disposition des chercheurs, géus gnocédure de management de la qualité (cf.
chapitre 1.4.).

Par ailleurs, le CNRL maintient et met a dispositigracieusement et sur simple demande
motivée, les souches type des espécdsigieria et les souches de référence pour la sérotypie.
Des souches caractéristiques du gehisteria et de I'especelL. monocytogenessont
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régulierement mises en collection au sein de ldeCwbn de I'Institut Pasteur et du Centre de
Ressource Biologique (CIP-CRBIP, structure accééditpar le COFRAC et certifiée
ISO9001v2000 par I'AFAQ) qui met a disposition desiches caractérisées moyennant une
somme couvrant les frais d’envoi et de maintiec@tection sous management de la qualité.

X> En 2007, le CNRL a stimulé les laboratoires d'gse$ vétérinaires pour I'envoi de souches
afin d’avoir en collection pour chaque année uresrde représentatif des souches de chaque
origine utile en cas d’études rétrospectives, aepréhension de mécanismes tel que la virulence
de L. monocytogenesu la sélection de clone le long de la chaine axtaare. Neuf souches
vétérinaires ont été réceptionnées dans ce cadrgt apparu que le diagnostic vétérinaire d’'une
listériose chez I'animal (méningite, avortement, )e’entrainait pas systématiquement un envoi
de la souche vers le CNR et donc ces souches traiezn pas dans la surveillance nationale de
la listériose (Reéglement EC 2003/99). Pourtantinscas de listériose animale est diagnostiqué
dans un troupeau laitier dont la ferme livre unéetaee produisant du fromage, son envoi au
CNRL, constituerait un élément précieux pour lecfmnnement du systéme de surveillance et
I'identification des sources (potentielles ou régJla I'origine des cas humains.

Les différentes collections de souches bactériennes

- Souches types des especesidteria et souches de référence pour la sérotypie

Le CNRL dispose des souches types des 7 especssugetespeces du genkesteria (L.
monocytogenes, Livanovi subsp ivanovii L. ivanovii subsp londoniensis, L.innocua, L.
seeligeri, L.welshimeri et Lgrayi) ainsi que des 15 souches de référence pourdéyper. Ces
souches sont conservées en gélose profonde dampsedes a température contrélée et a -80°C
en tube a cryo-billes.

- Collection dd.isteriade I'Institut Pasteur (CLIP)

Le CNRL conserve toutes les souchesLdgeria qui lui sont adressées, quelle que soit leur
origine. Ces souches sont conservées en gélosmpetlans des pieces a température contrblée.
Cette collection, majoritairement francaise maialé&gent internationale (CCOMS) comportait
environ 102.000 souches a la fin de I'année 200&s Gouches sont d'origine clinique,
environnementale et alimentaire ainsi que vétéaendia grande majorité des souches a éteé isolée
postérieurement a 1992. Néanmoins, le CNRL consegxaines souches isolées entre 1987 et
1992 provenant de la collection du CNR alors hébaergCHU de Nantes.

Une culture des souches d’origine humaine isolédsrance est également conservée a -80°C en
tube a cryo-billes dans un congélateur sous algenmanente (cadre d’astreinte contacté en cas
de panne).

- SpecialListeria Culture Collection (SLCC)

Il s’agit de la collection unique déasteriadu Professeur H.P.R. Seeliger (Wirzburg, Allemagne)
qui comporte plus de 5.000 souches isolées ente® BD 1985. L'intérét majeur de cette
collection est de contenir des souches anciennedges depuis la découverte de
monocytogene$1926). Ces souches sont majoritairement vétéasgpuis cliniques (surtout
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aprés 1955), environnementales ou alimentaires. 888osouches de cette collection ont été
isolées entre 1955 et 1987 de diverses originegrgpbiques avec cependant une majorité en
provenance de France et d’Allemagne.

- Collection du Centre de Ressource Biologique 'testitut Pasteur (CRBIP) comprenant la
Collection de l'Institut Pasteur.

Il s’agit d’'une collection sous management de laliggi (accréditée COFRAC selon I''SO 17025
pour des essais de caractérisation des souchesrtétte AFAQ ISO 9001 :2000 pour son
organisation) ou le CNRL a versé sous contrat 1&2clses qui constitue un échantillon
représentatif des souches francaises humainesétumaines du gentasteria de 1981 a nos
jours (souches d’épidémies, de travaux de séquendagsérotypes rares, souches de référence,
souches types, etc.). Les informations associéesauches sont regroupées dans une base de
données informatique (logiciel ARPAS). Le CRBIP ilite ainsi 'accés de ces ressources
biologiques aux clients, aux chercheurs, en Fran@el’étranger suivant les normes de sécurité
pour la santé et I'environnement, conformément eeglements et aux lois en vigueur, en
assurant une utilisation durable et une tracabiidé&imale.

2.1.2.2LES SERUMS

Le CNR produisait les 13 sérums anti-protéines siojmes, et si nécessaire les 5 sérums anti-
protéines flagellaires, utilisés pour la caractis antigénique des souches de
monocytogenest des autres especesldsteria. Depuis I'abandon de la sérotypie au profit du
groupage par PCR multiplex (Doumith et coll., 2Q04)production de ces sérums a été arrétée
mais un stock minimum a été maintenu. Aucune coroiglesation ou distribution de ces sera en
2007 n’'a été effectuée. Chaque sérum représenterat annuel de production de 800 euros.

2.1.2.3DIFFUSION DE MATERIEL BIOLOGIQUE

= En 2007, 3 envois ont éteé réalisés sous MTA (Muleahnical Agreement) au Centre INRA,
UR 1282, de Tours, France, au Laboratoire de Miotobie de [IlInstitut Supérieur
d’Agronomie, Lisbonne, Portugal et a I'Instituter filch Hygiene, National Reference Center
for Listeria monocytogenasAutriche. lls ont concerné 40 souches dont 6 esale sérotypes
rares. Le CNRL a été sollicité par des compagni@g@s pour acheter des souches et par
I'organisateur d’'un projet scientifique qui solteit 2000 souches. Cette demande n’a pas été
honorée a ce jour, dans I'attente de précisionsarmant les objectifs de ces études.

= En 2007, le CNRL a proposé pour la premiére feisliffuser des extraits purifies d’ADN de

souches de référence et des souches de collediiord’aviter I'envoi des souches qui est
colteux et réglementairement de plus en plus défic
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2.1.2.4CONDITIONS DE MISE A DISPOSITION DE CES COLLECTIONS

Les échanges des souches de collections avecraridig I'objet d’un accord mutuel technique
demandeur-CNR, nommé MTA, permettant de juger deedinence de la demande, de la
recevabilité du demandeur en termes de transfertsjnsabilités attenantes a ces souches, de
s’assurer de l'utilisation de ces souches ne tenpas a les distribuer ou a les revendre, et de
référencer en cas de publication le CNRL ou le GRBI

2.1.3 TECHNIQUES RECOMMANDEES PAR LE CNRL
2.1.3.1RECOMMANDATIONS GENERALES

2.1.3.1.JEN MICROBIOLOGIE CLINIQUE

Concernant les prélevements cliniques a la reckerdd L. monocytogenesle CNRL
recommande de suivre les recommandations du REMi&iyme, 2007b).

Par ailleurs, dans le cas de demande de PCR santéldns biologiques ou de sérologie, les
cadres du CNRL transférent la demande au servidéictebiologie de I'HOpital Necker.

Le CNRL recommande de suivre les recommandation€amuité de I'antibiogramme de la
Société Francaise de Microbiologi€A(SFM ; Anonyme, 2007apour I'étude de la sensibilité des
souches dé. monocytogeneasux antibiotiques d’intérét clinique.

Recommandations particulieres

e Culture - Isolement - Incubation (24 h -37°C)
Hémoculture : milieux commerciaux classiques
LCR : Bouillon nutritif glucosé a 0,5%
Selles : méthodes alternatives validées AFAQ AFNQ@Bur Listeria spp. et Listeria
monocytogene&f ci-dessous)
Autres prélevements : Gélose nutritive ordinaireacb% de sang frais, supplémenté ou non en
acide nalidixique et colistine (Gélose ANC)

* Identification
Le CNRL recommande les galeries APISTERIA (bioMérieux), a défaut APl CORYNE
(bioMérieux). Les galeries APl COYRNE doivent émmplétées par des tests supplémentaires
car elles ne permettent que le diagnostic de gkisteria et sont a I'origine de confusions
notamment I'absence de distinction entrgrayi avecL. monocytogenes

» Sérotypage
Le CNRL ne recommande pas d’effectuer le sérotysagé pour les sérotypes 1/2a, 1/2b, 1/2c
et 4b avec le kit de sérotypage de la firme DENKRBIKEN (Japon) étant donné la faible
performance des sera dans ce Kkit.
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* Antibiogramme
Méthode de diffusion en gélose Mueller-Hinton séppéntée avec 5% de sang ou non
Principaux antibiotiques a tester: péniciline @moxicilline, gentamicine, tétracycline,
érythromycine, chloramphénicol, trimétroprime-saifsthoxazole. A noter les probléemes
d’interprétation de la sensibilité aux sulfamidesgérivés sur gélose MH supplémentée au sang.
Le CNRL ne peut effectuer de recommandations snsEmble des antibiotiques a tester faute
d’études scientifiques effectuées sur un nombresémurent de souches tle monocytogenes
visant a déterminer les concentrations critiguesimmales et maximales pour chaque
antibiotique.

e Sérodiagnostic
Le CNRL ne peut effectuer de recommandations fald#¢udes prospectives sur de larges
cohortes décrivant les performances des tests liechemt disponibles. Ces tests de
sérodiagnostic peuvent constituer un appoint agnadistic (sans intérét si germe isol€) en cas de
forte suspicion de listériose au cours d'une gressdebrile ou d’une rhombencéphalite sans
isolement du microorganisme dans le LCR. Les réwutte ce sérodiagnostic ne sont pas pris en
compte dans la surveillance national@ofiyme 2007b, Sérodiagnostique de la listériosmpitre 40,
REMIC).

On peut citer comme méthodes pouvant étre effestdiées des laboratoires spécialisés :

o La méthode du service de microbiologie a 'HopN&cker-Enfants Malades qui repose
sur l'utilisation d’'un dot-blot pour détecter lest@orps totaux anti-lystériolysine O
(LLO) grace a des antigenes purifiés d’une pari¢adorotéine seulement, LLO-411. Des
titres de 1/100 a 1/5000 sont constatés dans dlioie aigué. La positivité est le plus
souvent associée a des phases d’infection évoduavec foyers profonds notamment
dans les cas d’encéphalite ou avec des infectivokignt depuis plusieurs jours car la
séroconversion semble tardive notamment dans ledeasinfections materno-fcetales.
Dans le cadre de patients septicémiques, ces pafmes sont moindres. Compte tenu
de traces sérologiques dans les faibles dilutioasrapporter a une précédente
contamination pak. monocytogenesion toujours symptomatique), il est indispensable
de réaliser deux tests a 15 jours d’intervalle paftirmer une séroconversion. En cas de
résultat négatif, il est utile de réaliser un naweest a 15 jours d'intervalle. La
séroconversion affirme une infection invasive réeen

o La méthode de séroagglutination avec des anticogpdre des bactéries tuées : kit
commercial Dade Berhing (Suspensions ldsteria O et H). Des titres d’anticorps
agglutinants de 1/320 a 1/640 au-dela de 10 jourkedtion sont constatés.

* PCR en point final ou temps réel sur LCR
Le CNRL ne peut effectuer de recommandations, falétudes prospectives sur de larges

-23-



cohortes de patients décrivant les performances tests de détection moléculaire de
monocytogenedisponibles. Ainsi, les résultats de la PCR nd gas pris en compte a ce jour
dans la surveillance nationale.

On peut citer comme méthodes pouvant étre effestdiées des laboratoires spécialisés :
e Gamme RealArt artus (PCR en temps reel) ppburmonocytogenesur l'automate
Lightcycler (QIAGEN),
» Gamme RAPID (PCR en temps réel) pbisteria spp.,
* La méthode de PCR temps réel sur le dépeléveloppée par le service de microbiologie
de I'H6pital Necker-Enfants Malades pdurmonocytogenes

2.1.3.1.ZEN MICROBIOLOGIE VETERINAIRE

Le CNR recommande de suivre les instructions degbé@isation Internationale des Epizooties
téléchargeables a I'adresse :
http://www.oie.int/fr/normes/mmanual/pdf_fr/Chapi#20final05%202.10.14.isteria.pdf

2.1.3.1.FEN MICROBIOLOGIE DES ALIMENTS

Conformément aux réglements européens EC 2073/20@NRL recommande en France de
suivre la norme de référence pour les prélevemdstd’environnement NF ISO 18593:
Microbiologie des aliments - Méthodes horizontglesr les techniques de prélevement sur des
surfaces, au moyen de boites de contact et d'dlumsyi et les normes de référence pour la
détection et 'énumération dasteria spp.et.isteria monocytogenes

« NF EN ISO 11290-1 et amendement WMicrobiologie des aliments - Méthode
horizontale pour la recherche et le dénombremeitisteria monocytogenesPartie 1 :
méthode de recherche

« NF EN ISO 11290-2 et amendement WMicrobiologie des aliments - Méthode
horizontale pour la recherche et le dénombremeitisteria monocytogenesPartie 2 :
méthode de dénombrement.

Alternativement a ces méthodes de référence, le [lCidRommande les méthodes alternatives
validées par AFAQ AFNOR (Tableaux 2 et 3) dispagsblsur le site : http://www.afnor-
validation.org/afnor-validation-methodes-validees.

En tout état de cause, le CNR dasteria recommande a ses laboratoires correspondants ou

interlocuteurs de se conformer aux recommandaté&manants du Laboratoire National de
Référence dekisteria monocytogenestué a 'AFSSA-LERQAP (Maison Alfort).
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Tableau 2 : Liste des méthodes alternatives validéeAFAQ AFNOR pour la détection et
I’énumération de Listeria spp. en microbiologie des aliments et de I'envirarement.

NOM COMMERCIAL TYPE DE METHODE PRODUCTEUR
VidasListeria Tests immuno-enzymatiques BIOMERIEUX
Détection des.isteria spp
VidasListeria Species Xpress Tests immuno-enzymatiques BIOMERIEUX
Détection desisteria spp
VidasListeria DUO Tests immuno-enzymatiques BIOMERIEUX
Détection des.isteria monocytogenes
etListeria spp

RapidListeria spp Milieux de culture BIO-RAD
Détection desisteria spp

iQ CheckListeria spp PCR - Détection déssteria spp BIO-RAD

Oxoid Listeriarapid test Tests immunologiques OXOID THERMOFISHER

Détection desisteria spp

RAISIO DIAGNOSTICS

Transia Platé.isteria Tests immuno-enzymatiques SAS

Détection des.isteria spp

RAISIO DIAGNOSTICS

TRANSIA STRIPListeria Tests immunologiques SAS

Détection des.isteria spp

TECRA

Tecra UltimaListeria Tests immuno-enzymatiques INTERNATIONAL Pty Ltd

Détection desisteria spp
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Tableau 3 : Liste des méthodes alternatives validéeAFAQ AFNOR pour la détection et
’énumération de Listeria monocytogenesen microbiologie des aliments et

I'environnement.

NOM COMMERCIAL

TYPE DE METHODE

PRODUCTEUR

ALOA One Day

Milieux de culture
Détection des.isteria monocytogenes

AES Chemunex

ALOA Count™

Milieux de culture
Dénombrement ddssteria
monocytogenes

AES Chemunex

Ottaviani Agosti Agar Milieux de culture BIOMERIEUX
Détection desisteria monocytogenes

VidasListeria monocytogeneés | Tests immuno-enzymatiques BIOMERIEUX

Protocole commun avec Vidas | Détection desisteria monocytogenes

Listeria (comporte une étape

d'enrichissement a 30°C)

VidasListeria monocytogeneés | Tests immuno-enzymatiques BIOMERIEUX

Protocole commun avec Vidas | Détection desisteria monocytogenes

Listeria (comporte une étape

d'enrichissement a 37°C)

VidasListeria DUO Tests immuno-enzymatiques BIOMERIEUX
Détection des.isteria monocytogenes
etListeria spp

Rapid L'Mono (Recherche) Milieux de culture BIO-RAD
Détection desisteria monocytogenes
etListeria spp

Rapid L'Mono (Dénombrement) Milieux de culture BIO-RAD
Détection desisteria monocytogenes

IQ CheckListeria monocytogenes PCR BIO-RAD
Détection desisteria monocytogends
Detection ofListeria monocytogenes

CHROMagar™Listeria Milieux de culture CHROMagar
Détection desisteria monocytogenes

CHROMagar™Listeria Milieux de culture CHROMagar

numeration Dénombrement ddssteria

monocytogenes

Lumiprobe 24Listeria

Tests d'hybridation moléculaire

EUROPROBE SA

monocytogenes Détection des.isteria monocytogenes

GeneDisc CycletListeria PCR GENESYSTEMS

monocytogenes Détection des.isteria monocytogenes

Accuprobel.isteria Tests d'hybridation moléculaire GEN-PROBE Inc

monocytogenes Détection des.isteria monocytogenes

Listeria Precis™ Milieux de culture OXOID Ltd
Détection des.isteria monocytogenes

Listeria Precis™ Milieux de culture OXOID Ltd

Dénombrement ddssteria
monocytogenes

Compasd.isteria Agar

Milieux de culture
Détection desisteria monocytogenes

SOLABIA / Division
BIOKAR DIAGNOSTICS

Compasd.isteria Agar
dénombrement

Milieux de culture
Dénombrement ddssteria
monocytogenes

SOLABIA / Division
BIOKAR DIAGNOSTIC
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2.1.4 TRAVAUX D’'EVALUATION ET D 'AMELIORATION DES TECHNIQUES , REACTIFS
ET TROUSSES

Ces travaux d’amélioration des techniques sonttdétans les chapitres 2.1.1.3. et 5.

2.1.5 GESTION, PROTECTION ET SAUVEGARDE DE LA BASE DE DONNEES DU
CNRL

L’ensemble des données épidémio-clinico-microbimjogs collectées pour chaque souche est
rassemblé dans le Systéme Informatique de LabozatSiL) du CNRL. Le logiciel LAGOR
(Epiconcept) est utilisé depuis le ler janvier 2005a remplacé le logiciel EPISURV
(EpiConcept) précedemment utilisé depuis 1995. élatigestion en temps réel des échantillons
(suivi administratif, enregistrements des résultathniques, etc.), le logiciel LAGGNvermet
I'anonymisation des données, leur archivage ain&irgg meilleure tracabilité. Une mise a jour
du logiciel LAGON® a été effectuée en 2007 pour permettre d’optintiaecés a I'information
lors de discussions téléphoniques avec des lab@storrespondants ou les autorités sanitaires
et sa compatibilité avec d'autres logiciels typ@ideel Bionumerics 4.5 (Applied maths,
Belgique) permettant 'analyse et le stockage deBlg de macrorestriction dans les dossiers des
souches.

En effet, le CNRL possede une base de donnéesrdéls mle macrorestriction des souches
réceptionnées au CNRL depuis 2005 qui comporteedeas 5500 profils de macrorestriction, le
numeéro de la souche, son origine humaine-alimentaitre, le numéro d’alerte associ€, son pays
de provenance, sa sensibilité aux antibiotiques, rdenarques et les numeéros de ces profils.
Grace a cette base de données, le CNRL a partaiteimformatisé la comparaison des profils
qui nécessite toujours des comparaisons a I'cephowr interpréter des résultats et lui permet
d’attribuer avec fiabilité un numeéro de nomenclatoe qui constitue une des missions du cahier
des charges du CNRL. Ces bases de données somydeEbaur le serveur central de I'Institut
Pasteur dans un espace dédié sous acces protéedés eionnées sont sauvegardées
quotidiennement de facon centralisée et automatisée

X> Fin 2007, il a été entrepris des études de fdisaboncernant :

- la dématérialisation des données au CNRL pour abten dossier par souche
entierement informatisé (numérisation des demaalimsts, des enregistrements papiers,
des profils de macrorestriction et de groupage PE&R) ce qui aurait un intérét en
termes d’échange d’informations, d’archivage etagdité de transfert du systéme.

- une transmission sécurisée par un courrier élagumen(réglementairement tres cadrée)
des rapports d’essais aux laboratoires corresptmddrdes rapports de la surveillance
nationale (e-mail non sécurisé actuellement allaled.isteria).

- une informatisation complete de la surveillancaomaile qui est encore manuelle mais
cependant efficace a ce jour au regard des nomip@inks a aborder.
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- une possibilité de collecter de facon plus compiiete informations clinicobiologiques en
lien avec I'InVS dans le but d’effectuer notammené enquéte prospective nationale par
le remplissage d'un dossier sécurisé sur le welmayen du logiciel VOOZANO®
(Epiconcept, France)

2.2 SURVEILLANCE DE LA LISTERIOSE HUMAINE EN FRANCE

Le CNRL patrticipe activement a la surveillance mimologique et épidémiologique des cas de
listériose en France ainsi qu’aux investigationstidées a identifier le véhicule alimentaire
responsable de cas (Figure 2). Cette surveillasteaéalisée en étroite collaboration avec la
Direction Générale de la Santé (DGS), I'lnstitutviglle Sanitaire (InVS), la Direction Générale
de I'Alimentation (DGAI) et la Direction Générale ta Consommation, de la Concurrence et de
la Répression des Fraudes (DGCCRF) selon une prozddise au point depuis 1992 et
désormais bien éprouvéeoulet, 1995a ; Martin et coll., 2003 ; Veit, 199%|ui a abouti a la rédaction
d’'un document de gestion de crise en 1996. Ce dectsst validé depuis janvier 2004 sous la
forme d’une « Procédure relative au fonctionnement de la Celluisteria chargée de la
coordination des investigations et des actions autte cas groupés de listérioseep est en
cours de révision.

Les missions de cette cellule sont la détectioncdssgroupés de listériose, la proposition et la
coordination des investigations et des actions #renen ceuvre suite a la survenue de cas
groupés potentiellement lies a une source communeatamination, leur gestion et leur
prévention. Au sein de cette « Cellulésteria», I'InVS et le CNR ont un réle d'appui
scientifique, technique et d’aide a la décisionrasples Directions des 3 ministéres concernés.

Figure 2: Schéma de fonctionnement de la celluleisteria conformément aux textes
officiels en vigueur.

______________________________________ A DDCCRF
1 ! '
1 T >
Laboratoires | DGCCRAF ’r DGAI - E DDSV
d’analyses de ' I
biologie médicale s ! g | A
privés ou publics - — > < Lalooltar
Fiche patient : CN R Fiche alimemi d?ar?glayglerse
bo | ! alimentaires
| : privés ou publics
. ! DO
Patient |«%A-| DDASS [«—(;—>| InVS
- = 1
| X i | Legende -
1 : A, Aler}e i ) i
DO i DGS : g’OS,ODuiﬂ:gatlon obligatoire
000 1 QA, Questionnaire alimentaire
Cliniciens : o
' CelluleListeria ,

CNR : Centre national de Référence des Listeria ; InVS : Institut de Veille Sanitaire ; DGAI : Direction Générale de I'Alimentation ; DDSV : Directions Départementales des Services
Vétérinaires ; DCCRF : Direction Départementales de la Consommation et de la Répression des Fraudes ; DGCCREF : Direction Générale de la Consommation et de la Répression des
Fraudes ; DDASS : Directions Départementales des Affaires Sanitaires et Sociales ; DGS : Direction Générale de la Santé.
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=>» Au cours de I'année 2007, {aProcédure relative au fonctionnement de la Celluisteria
chargée de la coordination des investigations statgions autour de cas groupés de listériose »
et les différents textes<Enquéte alimentaire»; « Modalités d'échange dlinfation LNR -
CNR »)qui s’y rapportent ont été actualisés a I'issu@ldsieurs réunions de travail

=» Au cours de l'année 2007, I'entrée du Laboratditational de Référence ddssteria
monocytogenesitué a 'AFSSA-LERQAP (Maison Alfort) au sein tke Cellule Listeria avec
une période transitoire d’intégration, a été démidéette nouvelle configuration de la Cellule
Listeria nécessite une clarification du réle de chaqueveteant, ce qui sera fait au cours d’'une
réunion programmée début 2008 entre I'InVS, la DGAILNR et le CNR. En effet, il est
indispensable que les différents laboratoires spordants disposent d’une procédure précise
d’acheminement des souches qui assure in finewmneiance optimale de la listériose.

2.2.1 SURVEILLANCE MICROBIOLOGIQUE DE LA LISTERIOSE EN FRANCE

La surveillance réalisée par le CNRL se fonde emper lieu sur la caractérisation des souches
isolées de patients et adressées par les biolsegBeei s’explique pour les raisons suivantes :

1) les signes cliniques de la listériose, quelle goit la forme considérée, ne sont en rien
pathognomoniques. Son diagnostic étiologique est thactériologique ;

2) la listériose est une infection grave entraifi@ospitalisation, ce qui facilite la réalisatioles
prélevements ;

3) le diagnostic de la listériose repose actuellgrsar I'isolement dé. monocytogenea partir
d'un ou plusieurs prélévement(s) biologique(s) redlament stérile(s) (sang, liquide céphalo-
rachidien, etc.) ou a partir des prélevements péairx.

Les cas diagnostiqués par une autre technique,cqusoit par biologie moléculaire ou par
sérologie ne sont actuellement pas retenus dadgfiaition de la listériose, y compris celle
réecemment redéfinie par 'TECDC en 2006. En effet,sérodiagnostic traditionnel (antigéne
constitué de bactéries entieres détruites pardéeah) n’est pas fiable et les nouvelles méthodes
de sérodiagnostic (basée sur la listériolysinefiga) ou de PCR spécifique n’ont pas encore fait
I'objet d’une validation sur une grande série ddde

L'activité de surveillance consiste a :

* Recueillir un minimum d’informations au sujet descles principales étant : age, sexe,
date et site du préléevement, département de rémdéou a défaut utilisation du
département du laboratoire expéditeur de la soudbehpe clinique, pathologie sous-
jacente, évolution, etc. Ces informations sont misds grace a une fiche élaborée par le
CNRL et accessible sur le site Internet de I'lns$tiPasteur, a laquelle s’ajoutent
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eventuellement des appels téléphoniques pour ctengis informations manquantes,
indispensables a la surveillance ;

» Identifier les souches doublons notamment en ceoucerne les patients transférés ou
les couples mere-enfant lors de cas de listéricgenmo-néonatale ;

» Suivre les grandes tendances (répartition des ®rolmiques, caractéristiques des
souches, évolution du nombre de cas, etc.) ;

» Détecter les épidémies, par la surveillance eétaalion des cas groupés, en caractérisant
(par une technique de groupage par PCR et parlgtéi macrorestriction d’ADN en
champ pulsé) les souches isolées lors de ces ioriecet en suivant I'évolution des
différentes souches observées ;

» Participer a I'étude des phénomeénes épidémiquesidentifiant les cas épidémiques
pour suivre I'évolution de I'épidémie et transmettrette information a I'InVS pour les
enquétes cas-témoin ; en participant a l'identifica du véhicule alimentaire par la
détection des aliments contaminés par la souclségépgue parmi les souches isolées
d’aliments et adressées au CNRL; en caractérisdantsouche épidémique par
comparaison avec les souches responsables dedgméesepidémies.

Jusqu’en janvier 2000, la détection de la soucld@eépque était effectuée a partir des résultats
de sérotypie et de lysotypie puis les souchesrétarenédiatement caractérisées par leurs profils
de macrorestriction d’ADN. A partir de janvier 200@ lysotypie ayant été abandonnée, leur
détection était réalisée a partir des résultatsédetypie et de macrorestriction d’ADN pour les

souches d’origine humaine. Le méme protocole ealeégent appliqué aux souches d’origine

non humaine depuis 2000.

=>» Depuis mars 2005, l'identification se fonde sw@riésultats du groupage par PCR multiplex et
de la macrorestriction d’ADN pour toutes les sousc{@raves et coll., 2001 ; Doumith et coll.,
2004).

= En 2007, 359 souches d’origine humaine ont été rezziconcernant 299 cas diagnostiqués
par des laboratoires de France métropolitaine et ¢as diagnostiqués par des laboratoires
des DOM-TOM. L’analyse des données de la surveillance figurs dia chapitre 3.1. du présent
rapport. Cette analyse a été effectuée en tenanpteodes seuls cas diagnostiqués en 2007 et
inclut nécessairement des souches recues au CNIRGEhen raison des délais d'isolement et
d’envoi des souches (s’étendant habituellementujasgmois Awvril).

2.2.2 SURVEILLANCE ET SIGNALEMENT

La surveillance réguliere du nombre et des canatitfwes microbiologiques (sérovar, groupe
PCR et profils de macrorestriction d’ADN) des sceglisolées de cas humains a pour but de
détecter rapidement une augmentation du nombragiprovoqués par une souche unique.

Lors de la surveillance, le CNRL signale par caurélectronique aux autres membres de la
Cellule Listeria les cas groupés ou tout autre phénomene consmdréne inhabituel ou
anormal Les criteres de signalement sont définis dans wardent rédigé et mis a jour par la
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CelluleListeria.

Ainsi, un cas groupé est défini comme la surverei@ldsieurs cas de listériose humaine dus a
des souches identiques (c'est-a-dire des soucssnpant des caractéristiques microbiologiques
identiques par les méthodes de typage de réfénatiicg®es par le CNR), sur une période de
temps donnée. Le CNRL transmet alors a la Celligéeria un tableau avec les informations
actuelles et historiques sur les cas de listégoseernés par ce signalement, les caractéristiques
microbiologiques de la souche ainsi qu’'un histceigle la souche parmi les souches d’origine
humaine et le récapitulatif des souches isoléekedgironnement et/ou d’aliment durant les 6
derniers mois présentant les mémes caractéristguesta souche a l'origine du cas

Depuis le 3 Aolt 2006, ces criteres ont été masliidr la base des résultats d'une étude menée
conjointement par I'InVS et le CNR (cf. chapitreLl4..)). Ainsi, un cas groupé est désormais
deéfini par la survenue de 3 cas ou plus de listéridont les souches présentent les mémes
caractéristiques microbiologiques et ont été isslésune période de 6 semaines au lieu de 3 cas
ou plus sur une période de 14 semaines.

= En 2007, sur proposition du CNR, les criteres dsignalement ont été modifiés : « un cas
groupé est défini par la survenue de 3 cas ou gudistériose isolés sur une période de 6
semaines dont les souches présentent les mémels g®fmacrorestriction d’ADN pour les
enzymesApa et Asd ou des profils jugés similaires ou apparentéfgdince d’'une bande dans
le profil). Ces profils jugés similaires ou appdésnsont incorporés dans la notification des
souches du signalement en les distinguant parraaréro de profil, et leur typage dans un
second temps par I'enzyn&md ». L'InVS analyse alors les informations en tenaommpte de
ces différences ainsi que des compléments d’infooms obtenus aupres de la DGAI, et ne
réalise un point sur ce signalement que si les étésnépidémiologiques dont il dispose
suggerent que ces souches peuvent avoir une odgmenune.

Depuis 2006, le CNRL a développé et validé une llesdonnées regroupant I'ensemble des
données épidémiologiques et microbiologiques (sétgme PCR, profils de macrorestriction
d’ADN) concernant les souches d’origine humainejr@mnementale ou alimentaire. Cette base
de données gérée par le logiciel Bionumerics (AgablMaths) permet non seulement de
comparer rapidement les caractéristiques d’'un gnamabre de souches et de répondre en temps
réel a des questions ponctuelles adressées patlidelisteria, mais permet aussi les échanges
de profils standardisés entre plusieurs laboraaiasi que la constitution d’'une nomenclature
des profils. Cet outil est utilisé en routine depGieptembre 2006 et a permis d’optimiser la
surveillance microbiologique et épidémiologiqueadtip du CNR.

= En 2007, le CNR a informatisé sa surveillance sigealements en intégrant ces nouveaux
parametres.
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= En 2007, le CNR a effectué 16 signalements (cfpitre 3.3.2.).

2.2.3 PHASE DE SURVEILLANCE RENFORCEE

Tout signalement est suivi d’'une phase de surveilaenforcée durant laquelle le CNR signale
toute nouvelle souche d’origine humaine identigumile du signalement et I'lnVS conduit les
enquétes épidémiologiques appropriées (descriptiaaalytique).

Durant cette période, la Cellulésteria pourra décider de rechercher, le cas échéangiierdes
souches alimentaires ou environnementales prédedgarcaractéristiques analogues a celles de
la souche a l'origine des cas analysées par le CNR.

En fonction des informations rassemblées, la aellidicide des actions et investigations a mettre
en ceuvre par la Cellule et leurs services décoraentl s'agit par exemple d'analyser les
informations disponibles (résultats des controkesraits de produits, etc.), de demander la
transmission au CNR de certaines souchdssteriaisolées a la production ou a la distribution,
d'identifier des marques de produits commercialetésu de réaliser des prélevements dans les
magasins ou s'approvisionnent les patients, d'efé@aes enquétes dans certains établissements
de production, etc.

La phase de surveillance renforcée est considénéene terminée lorsque plus aucun nouveau
cas du a une souche identique a celle du signatemesi détecté sur une période de 6 semaines.
Le CNR informe alors la Celluleisteria de la cléture du signalement et ne signale plsisés
humains avec une souche identique sauf si la @dlisieriale demande.

= En 2007, les signalements suivis d’'une phase deiflance renforcée sont décrits dans le
chapitre 3.3.2.

2.2.4 PHASE D'A LERTE

En fonction de I'ensemble des informations collestét de I'évolution du nombre de cas, I'InVS
ou tout autre membre de la Cellule peut réunir édule Listeria pour statuer du passage en
phase d'Alerte.

L'Alerte se définit comme toute situation présehtane menace potentielle pour la santé
publique nécessitant la mise en ceuvre dans des @élarts des investigations ou des actions
complémentaires soit en raison du nombre de catdst soit en raison des hypothéses sur
l'origine de la contamination. Dées le déclenchemaat|'Alerte, les services déconcentrés
peuvent en étre informés par leurs administratoc@mrales respectives.

La CelluleListeria propose les investigations complémentaires eadtisns & mener (enquéte
dans les lieux d’achat des cas, prélevements dtalisnsensibles ciblés sur certaines catégories,
enquéte des DDSV dans certains établissementddeation ciblés par I'enquéte, recherche de
I'origine des souches épidémiques alimentairesctite par le CNRL, enquétes par les DDSV
dans les établissements qui ont fabriqué les atenenquétes complémentaires sur les pratiques
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d'hygiene aux différents stades de la productienladdistribution et de la consommation, etc.).
Toutes les souches Hesteria, isolées dans le cadre des investigations somyees au CNRL.

En phase d’Alerte, les réunions de la Cellule $oaguentes de facon a pouvoir confronter les
éléments recuelllis et afin de prendre les mesieagestion adaptées (communication).

La phase d'Alerte peut étre levée par la Celliggeria en fonction des résultats des difféerentes
investigations et des mesures prises. Lorsquerieses définis dans la procédure de la Cellule
Listeria sont remplis, le CNRL propose alors a la Celluisteria de clore le signalement.
Certaines mesures spécifiques de surveillance peéwe maintenues apres la levée de 'Alerte.

A noter gque les investigations autour des cas g®@#Nsi que les situations d’alerte entrainent
au niveau du CNR un arrét partiel, voire totalinemnédiat des autres activités durant la période
des investigations. Ceci a été notamment le caantiutAlerte LO6/04 entre Octobre et
Décembre 2006 (cf. chapitre 3.3.3.).

= En 2007, une situation a requis la réunion dedbu Listeria mais la phase d’Alerte n’a pas
étée déclenchée (cf. chapitre 3.3.2.).

2.2.5 SURVEILLANCE DE LA RESISTANCE AUX ANTIBIOTIQUES

Compte-tenu du trés faible pourcentage de souckek. dnonocytogeneslécrites comme
résistantes aux antibiotiques, la surveillance aleékistance aux antibiotiques était a ce jour
réalisée une fois par an sur toutes les souchgsnsables des cas humains de listériose. Elle
consistait en un screening réalisé par le CNRLusupanel de 11 antibiotiques régulierement
utilisés en cliniqgue ou utilisés comme marqueurrékdstances associees Le protocole utilisait
I'inoculateur de Steer sur milieu gélosé dans lefaetibiotique testé est incorporé a 2 ou 4 fois
la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) décrit€harpentier et coll., 1995).es souches
détectées comme résistantes aux antibiotiques,léam®nditions utilisées par le CNRL, étaient
transférées au CNR de la Résistance aux Antibiesiquour confirmation du résultat et étude
approfondie du mécanisme de résistance le casmchéa

Depuis 2006, le CNRL a modifié la méthodologieiséié pour la surveillance de la résistance
aux antibiotiques. La détermination de la senséde toutes les souches d’origine humaine a été
effectuée en utilisant la technique de dilutionreitieu gélosé selon les recommandations du
CA-SFM. Ces antibiogrammes ont été réalisés ersanke fois sur un panel de 20 antibiotiques
incluant de nouvelles molécules récemment comniex®es et/ou non testées auparavant
(exemple : linézolide, moxifloxacine, levofloxacjnampicilline, etc.). Les souches détectées
comme résistantes aux antibiotiques sont alorssfigedes au CNR de la Résistance aux
Antibiotiques pour confirmation du résultat et é&uwbprofondie du mécanisme de résistance le
cas écheéant.

Par ailleurs, depuis janvier 2007, la sensibiliés douches humaines est désormais déterminée
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prospectivement parallelement a leur identificatbreur caractérisation et non plus en une ou
deux séries par an.
Ces changements ont été motives par :

* la nécessité pour le CNRL de pouvoir déclenchersigmalement rapide a la Cellule
Listeria en cas d’apparition de souches multirésistanteune évolution des CMI pour
un antibiotique d’intérét clinique ;

plusieurs sollicitations de LABM pour la réalisatia’antibiogramme nécessitant donc
notre réorganisation ;

la description récente de plusieurs phénomenesgémisr concernant la résistance des
souches du genreisteria (transfert de matériel génétique depuis les Stapbgues et
les Entérocoques, augmentation de la fréquenceleiient de souches résistantes dans
I'environnement, etc.) indiquant l'intérét d’'uneil@ plus réactive(Charpentier et coll.,
1995 ; Join-Lambert et coll., 2006)

 la nécessité de disposer de données épidémiolagiopdeises ainsi que chiffrées sur la
sensibilité des souches et son évolution dansripseet de pouvoir anticiper un éventuel
phénomene d’évolution de la sensibilité gptactamines déja observé pour d’autre
bactéries gram positif;

le contexte d'un projet collaboratif visant a éwalla fréquence globale de la résistance
parmi les souches d'origine humaine, environnenterda alimentaire et des tendances
évolutives de la sensibilité.

Ceci impose la réalisation de cette surveillance seulement par I'utilisation d’'un protocole
standardisé et non plus d’'un simple screening mssi de I'effectuer en temps réel pour plus de
réactivité quant a la détection de phénoménes @ntxget permettre une réponse idoine a
I'attente de certains biologistes, notamment libgraui en font la demande. Les résultats de la
surveillance des souches d’origine humaine is@é&e2007 sont présentés dans le chapitre 3.1.

2.2.6 DETECTION ET ANALYSE DES INFECTIONS NOSOCOMIALES

Bien que des infections nosocomiales aient étéitdécipour la listériose, ce mode de
transmission demeure tres rare et est le plus sbuapporté pour des infections en maternité. La
séquence la plus fréquente est la suivante : urveaauné nait d’emblée trés contaminé
(« granulomatosis infantiseptica), et un deuxieme (ou plusieurs), né(s) queldueses avant
ou apres, souffre(nt) dans les jours qui suivenndaingite. L’origine de la contamination réside

dans les actes médicaux et de soins [thermomeiesguses, huile de soins ont été suspectés
(Farber et coll., 1991a ; Jean et coll., 1991 ; Mathlin et Hoffman, 1989 ; Pejaver et coll., 19%berts et coll.,
1994 ; Rocourt et Seeliger, 1985 ; Schuchat et,d®B1 ; Sethi et coll., 1989)].

Plus rarement, de telles situations ont été sudpeatans des services d’hospitalisation d’adultes
lorsque plusieurs patients ont développé une istérdans une période courte ou lorsgue
monocytogenea été détectée dans des aliments servis a destgatospitalisés depuis plusieurs
semainesH(lsner et coll., 1997 ; Stamm et coll., 1982
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= En 2007, ce mode de transmission a été suspeBtéeprises. Cependant, aucun épisode
d’infection nosocomiale n’a pu étre formellemenbyrée au regard des investigations menées
(cf. chapitre3.3.1.2.).

= En 2007, deux contaminations dans deux hopitauxrdiece métropolitaine de 4 patients (+1
suspecté) d.isteria ivanovii subsp. ivanoviont été investiguées (cf. chapitre 3.3.1.1.). €ett
espece delisteria est habituellement décrite comme non pathogenea pbamme mais
pathogene pour les animaux.

2.3 CONTRIBUTION AUX RESEAUX DE SURVEILLANCE INTERNATION AUX

La surveillance microbiologique et épidémiologigieela listériose ne peut plus étre uniqguement
effectuée a I'échelle d'un seul pays ou d'un semmtinent. La globalisation des échanges
commerciaux internationaux et notamment en matigoesmiéres ainsi qu’en denrées

alimentaires, nécessite la collaboration entredi@&rents acteurs de la surveillance et de la
prévention a I'échelle internationale.

La France importe et exporte des denrées alimestat les citoyens francais circulent en

France, en Europe et dans le monde : cantonneuemient la surveillance de la listériose et des
Listeriaa la France serait dommageable.

2.3.1 LABORATOIRE COMMUNAUTAIRE DE REFERENCE DESLISTERIA
MONOCYTOGENES

En vertu du réglement EC 2003/99, un laboratoirmroanautaire de référence (LCR) des
Listeria monocytogenea été nommé fin 2006 pour une durée de 4 ansap&ommission
Européenne. Il se situe au laboratoire AFSSA-LERQ@&PMaisons-Alfort qui est également
Laboratoire National de Référence ddsteria monocytogeneses Laboratoires de référence
sont limités en champs d’action a I'espanenocytogeneslu genrelListeria et aux souches
alimentaires ainsi que vétérinaires reliées auxrétes des zoonoses. lls ont également pour
missions I'étude de l'antibiorésistance des soudoesmotiques et participent a la mise au point
de méthodes d’essais dans le domaine alimentau&étnaire pour la détection, énumération et
caractérisation dds monocytogenes

= En 2007, le CCOMS/CNRL a interrogé le LNR et leR.Gur la fréequence d’isolement par
pays européen et en France des souches alimenghiveésérinaires dé. monocytogeneson
hémolytiques. Le Comité Européen de Normalisatida ®G SANCO ont ainsi été sensibilisé a
cette question. Le LCR a envoyé par la suite umeatiele officielle au CCOMS de la listériose
d’origine alimentaire pour définir I'impact en teesy de santé publique des souchesLde
monocytogenesion hémolytiques (cf. Projet de recherche en caluwsCNR/CCOMS (Cf.
Chapitre 5)).
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2.3.2 CENTRE COLLABORATEUR OMS POUR LA LISTERIOSE D’ ORIGINE
ALIMENTAIRE (CCOMS)

Compte tenu de son expérience et de son expentigrisd 1986 sulisteria en France, le
Laboratoire desListeria est Centre Collaborateur de I'OMS pour la list&iod origine
alimentaire. Auparavant, le Laboratoire désteria était Centre international de Lysotypie des
Listeria depuis 1986.

A ce titre, il :

. caractérise un certain nombre de souches qui hti adressées par des laboratoires de
pays étrangers ;

. participe a la formation de stagiaires scientifgj@trangers ; en 2007, le Laboratoire a

recu de nombreuses sollicitations mais n'a effedtignt accueilli qu'un scientifique étranger
vétérinaire (A. Palloti de I'Université de Bologee ltalie ayant travaillé sur I'étude des stades
de la contamination pdr. monocytogenede la filiere porcine). Le recrutement d’'un dieat

adjoint en mars 2007 et le départ progressif dectiur du CNRL a partir de septembre 2007,

nous ont incités a différer, voire a renoncer, acdueil de plusieurs stagiaires faute de
disponibilité pour les encadrer, et les former ptigilégier le travail en collaboration a distance

. évalue des Risques microbiologiques (MRA) et liot# ;

. recueille des données sur la listérioskisteria monocytogeneasans les aliments pour le

site Web MRA ;

. apporte son concours a I'OMS dans le cadre desgtastMRA FAO/OMS ;

. encourage la recherche sur les lacunes actuellsscdenaissances, en particulier
concernant les principales filieres alimentairestibuant a la listériose humaine ;

. travaille en étroite collaboration avec les autcestres collaborateurs OMS (CC) en

matiere de salubrité des aliments, de surveillalesemaladies d'origine alimentaire, d'évaluation
du risque microbiologique et de typage des ageattsogenes transmis par les aliments ;

. renforce les capacités techniques de pays enutfisur cette thématique

. organise des formations de niveau internationglpztrticipe ;

. participe activement a la collecte et a la diffuasites informations ;

. participe a I'impact dekisteria dans le Bioterrorisme : collabore avec I'OMS etiéna

de préparation et d'action dans le domaine du mateme et recueille, pour le compte de
I'OMS, des informations sur le bioterrorisme enqceé concernd.isteria monocytogenegans
I'alimentation.

En 2007, le CCOMS a recu 232 souches adressées §eaboratoires de 7 pays étrangers

. Europe : 165 souches (Belgique 4, République Tahégdtalie 134, Monaco 1, Pays-
Bas 21);

. Afrique : 21 (Maroc 21) ;

. Ameérique du Sud : 46 (Argentine 46)
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Ces souches ont été adressées :

. pour la surveillance des infections humaines @tali Monaco 1, Pays-Bas 21, Maroc 1,
République Tchéque 1) ;
. dans le cadre d’études sur la fréquence de condédimindes aliments pdristeria ou

dans le cadre de travaux de recherche spécifiqud’@nidémies (Argentine 46, Maroc 20,
Belgique 4, République Tcheque 4, ltalie 127).

= En 2007, le CCOMS a apporté son aide et son a@gpeein comparant 142 profils de

macrorestriction pour l'Ilnstitut de Santé Publigde Chili de souches alimentaires et en
expertisant pour le Centre de Référence de la RigpebTchéque des souches humaines et
alimentaires adressées dans le cadre de l'invéistigd’'une épidémie survenue a I’Automne

2006.

= En 2007, le CCOMS a coopéré avec I'Agence de gécsanitaire des Aliments des Pays-
Bas pour confirmer la caractérisation de souchawmames et alimentaires atypiques (non
hémolytiques) provenant d’'un cas groupé aux Pays-Baa expertisé la fréequence des
caractéristiques microbiologiques de ces souchas tabase de données du CCOMS et du
CNRL pour connaitre si la contamination est autmehtou non et étudier leur spécificité a la
filiere porcine.

=>En 2007, le CCOMS a étudié des souchesLdévanovii isolée durant I'étude dans de
I'environnement de 10 fromageries de lait de BrednisSardaigne et envoyées par la faculté
vétérinaire de Sassari, Sardaigne. Ce typage effétdué suite au partenariat avec ce laboratoire
qui avait notamment conduit a accueillir une stiagidoctorante (Anna-Laura Pilo) durant une
période de 3 mois en 2006. Un article est en coeirgdaction (Cf. Chapitre 5).

Le CCOMS possede un site web a l'adresse :
http://www.pasteur.fr/sante/clre/cadredmnsteria-index.htmi

et également au sein du site web de 'OMS a I'adres
http://www.who.int/whocc/Detail.aspx?cc_ref=FRA-85& torlt isteria&

= En 2007, le laboratoire dessteria a soumis sa candidature pour une nouvelle maredatur
comme CCOMS de la listériose d'origine alimentdiasée sur de nouvelles missions qui seront
développées dans le prochain rapport d’activité82u CNR desisteria.

=>» En 2007, 'OMS a sollicité le laboratoire dasteria sur :

- un rapport sur 'augmentation des cas de listérien France et dans le monde afin de le
diffuser sur le résealNFOSAN (International Food Safety Authorities Nework) pour la
divulgation rapide d'informations spécifiques caneat la sécurité alimentaire. INFOSAN a
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deux composantes majeures: 1) INFOSAN Emergency lpsusituations d'urgence en matiére

de sécurité alimentaire, lorsqu'un risque immirdEntaladie grave ou de mort est présent, et 2)
un réseau d'informations pour la disséminationfalinations importantes sur les questions de
sécurité alimentaire au plan mondial.

- une extension du résedsiobal Salm-Surv a Listeria monocytogenesslobal Salm-Surv
(http://www.who.int/salmsurv/en/¥ait partie des efforts de I'OMS visant a renfordes
cApaités de ses Etats Membres en matiére de sunall@d de contréle des principales
maladies d'origine alimentaire et a contribuer afforts mondiaux de confinement de la
résistance antimicrobienne aux pathogenes d'orgimeentaire. Depuis 2000, les institutions et
les personnels de santé humaine, les vétérinatrdesepersonnels des disciplines liées a
l'alimentation participent aux activités du Salmguors de formations régionales pour les
microbiologistes et les épidémiologistes, I'assceatte qualité externe et les tests de référence,
un groupe de discussion en ligne, et une banquodeées sur le web contenant un répertoire
annuel des laboratoires. Au cours des cing proelsaamnées, les plans Global Salm-Surv visant
a améliorer sa couverture régionale par de nouveaurs de formation en Asie centrale, en
Afrique orientale et australe, au Brésil et en Pperca encourager la participation au systéme
d'assurance qualité externe et aux projets d'int&gional et national, s'étendra a d'autres
pathogenes d'origine alimentaire (campylobacterhdyira des manuels de formation en
microbiologie et en épidémiologie et mettra en ldes centres régionaux.

2.3.3 PULSENET EUROPE

Dans le cadre du®8® PCRD de I'Union Européenne (DG-Recherche), le tatoire des
Listeria a été choisi pour coordonner un programme de Blarvee européenne des souches
d’origine humaine et d’origine alimentaire demonocytogene€e programme de surveillance,
appelé PulseNet Europe (http://www.pulsenet-euasg®. concerne également deux autres
pathogenes des aliment&scherichia coliVTEC et Salmonella Ce programme fait partie du
réseau européen Med-Vet-Net pour la préventiore etohtrole des zoonoses et des maladies
d’origine alimentaire.

L’'ouverture effective de la base de données aduesde Pulse Net a été réalisée en Octobre
2006 ainsi que celle du forum de communication diséNet Europe (PNE forum) utilisable en
particulier en situation d’épidémie. Son managenaegit transféré en 2007 a 'lECDC.

Le CNRL et le CCOMS de la listériose d'origine alientaire sont certifiés EQUAS depuis
2006, pour la macrorestriction d’ADN selon le paule PULSENET et pour I'analyse des
profils de macrorestriction d’ADN par le logicieldhumerics.

= En 2007, le CNRL a effectué ses analyses de nestrimtion d’ADN sous certificat EQAS
pour l'assurance-qualité de ces profils de macroieson d’ADN génomique de L.
monocytogenes au moyen des enzymes de restrici@dretAApal. Le CCOMS de la listériose
d’origine alimentaire a proposé au comité Europé&enNormalisation en analyses des aliments
de normaliser les méthodes Pulsenet Europe poordnocytogenes.
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2.3.4 EC RAPID ALERT SYSTEM FOR FOOD AND FEED (RASFF)

Le réseau RASFF de I'Union européenne a été miplame pour fournir aux autorités de
contrble un outil efficace d'échange d'informatisw les mesures prises pour garantir la
sécurité alimentaire. Des lors qu'un membre deéseau dispose d'informations relatives a
I'existence d'un risque sérieux direct ou indirecur la santé humaine, il communique
immeédiatement ces informations par une notificatialerte (Une notification d'alerte est émise
lorsque les produits alimentaires présentant uquesse trouvent sur le marché et qu'une action
immédiate est nécessaire) ou notification inforaeat{Ces alertes sont déclenchées par I'Etat
membre qui détecte le probléme et qui a initiénlesures adéquates, telles que le retrait ou le
refus de produits alimentaires) a la Commissiontauxes du RASFF. La Commission transmet
immeédiatement ces informations aux membres du uesea

Contrairement aux autres membres (DGAI, DGCCRF, SIn\le la CelluleListeria, le
CNRL/CCOMS n’est pas destinataire des informatdunséseau RASFF de I'Union européenne.
Ce point sera examiné en 2008 avec la Celliseeria pour renforcer I'exhaustivité en termes
d’informations et la réactivité du CNRL.

-39 -



3 ACTIVITES DE SURVEILLANCE

3.1 DONNEES DE LA SURVEILLANCE MICROBIOLOGIQUE DE LA LIS TERIOSE
HUMAINE

3.1.1 CAS DE LISTERIOSE EN FRANCE

3.1.1.1DEFINITION DE CAS

Les cas de listériose sont classés en listériogderntanéonatale et listériose non materno-
néonatale selon les définitions suivantes :

* Uncas de listériose materno-néonatalest un cas oll. monocytogenesst isolée d’'une
culture d'un site, le plus souvent normalementilstéde la femme enceinte, des
prélevements périnataux effectués a la naissande mwuveau-né(28 jours). La mere
et I'enfant comptant alors pour un seul cas.

» Un cas de listériose nhon materno-néonatalkest un cas de listériose ou une souchk.de
monocytogenesst isolée d'un site, le plus souvent normalensédtile, chez un adulte
(femme enceinte exclue) ou plus rarement chez fane(> 28 jours).

Un cas sporadique est un cas non-épidémique. Ldrgcu émergence d’un clone, c’est a dire
augmentation du nombre de cas dus a des souclsh{aét les mémes caractéristiques (sérovar
ou groupe PCR et profils de macrorestriction d’ADslffisante pour nécessiter une information
médiatique des populations a risfues cas sont dits épidémiques. La notion de pasadiques
définie ici, englobe donc nécessairement des caspgs en petit nombre pour lesquels des
investigations épidémiologiques et microbiologiquas été entreprises, sans qu’un lien entre les
cas soit établi ou lorsqu’un lien a été suspeeat@réuve d’une source commune n'ayant pas été
formellement établie.

Le systeme de surveillance de la listériose du CNBiLbasé sur I'étude des souches adressées
volontairement par les biologistes. Il s’agit dation systéme passif, non-exhaustif. La présente
étude concerne tous les cas pour lesquels le préiEnt positif 4. monocytogenes été réalisé

en 2007 et la souche caractérisée par le CNRL. i@€lcit donc les souches recues au cours du
premier trimestre 2008 compte tenu des retards ldEmsi des souches au CNR.

! Définition arbitraire pouvant étre modifiée apdiscussion avec I'InVS et la DGS
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= En 2007, I'INVS en réunion de la Cellulgsteria a évoqué la possibilité d’étendre la
définition de la listériose aux résultats positiisPCR pouk.. monocytogenedans les LCR sans
isolement du microorganisme, si les performances méthodes et leurs fiabilités étaient
connues.

3.1.2 ANALYSE GLOBALE DES CAS DE LISTERIOSE

Nombre total de cas

En 2007 Je CNRL a recu 359 souches représentant 316 cas (b@d3 doublons) de suspicion

de listériose.

Pour 4 cas (1,3 % contre 1,4% en 2006 soit 4 &$IJNRL n’a pas confirmé le diagnostic de
listériose. Il s’agissait dans un cas d’'une sousbke d’hémoculture, dans un cas d’'une souche
isolée d’une coproculture, dans un cas d’'une soistée d’'un prélevement urinaire et dans un
cas d’'une souche isolée de liquide gastrique cheamuveau-né de Guyane. Pour 5 autres cas, le
CNRL a identifié non pas une listériose mais urfedtion parl. ivanovii susbp. ivanovi(Cf.
3.3.1.1.). Pour dans 1 cas, le CNRL n’a pu réalisealyse suite a I'envoi d’'un tube cassé. Il
s’agit donc de 10 cas dont le diagnostic de ligg&rid.. monocytogeneasest pas confirmé.

En 2007, aucun échantillon biologique (LCR, Sérwadyessé au CNRL dans le cadre du
diagnostic de suspicion de listériose n'a été adalyar le CNRL (Ces prélevements ont été
transférés au laboratoire de microbiologie de lit@diNecker-Enfants Malades).

Au total, le CNR retient donc 306 cas de listériosgour 'année 2007 Ces cas étaient répartis
en 299 cas en provenance de France métropolitaineas en provenance des Départements et
Territoire d’'Outre-Mer (DOM-TOM) [Guyane (1), Maniue (1), Nouvelle-Calédonie (1),
Réunion (3)]. Les 7 cas des DOM-TOM seront analgsés le chapitre 3.1.4.

=> |l conviendrait que des regles soient établiesnatiere d’investigation de cas de listériose
survenant a des resortissants francais qui seamuotvhors du territoire national.

Taux exhaustivité

La surveillance de la listériose en France est densur la complémentarité de 2 sources de
recensement des cas : la notification des cas @433 avec centralisation des informations a
'InVS (maladie a Déclaration Obligatoire) et lantmlisation du recueil des souches au CNRL
sur la base du volontariat d'un réseau de microbistes. En 2007, un point a été effectué
chaque trimestre entre les déclarations obligatatresoyées par les laboratoires a I'InVS et les
souches recues au CNRL afin de maintenir un taewééd’exhaustivité et mobiliser les DASS
pour la récupération des souches dans un but épbigngue.

La comparaison des 2 systemes en 2007 mamireaux d’exhaustivité de 98 %(comme en
2006) de I'envoi des souches par rapport a I'engeiads cas recensés par les 2 systemes. Dans
9 cas, la souche n'avait pas été envoyée au CNEO@n. Soit elle n’a pas été conserveée par le
laboratoire (6), soit elle n’était plus viable (it nous attendons toujours I'envoi (2).
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A noter que la relance des biologistes nous a pedmrécupérer 6 souches dont la plus récente a
éteé recue en Feévrier 2008.

Laboratoires expéditeurs

Parmi les 316 souches qui ont été envoyées poprcsus de listériose, 274 (87 %) proviennent
de laboratoires de centres hospitaliers et 42 (L8é&4daboratoires privés. Ces proportions sont
identiques a celles de 2005 et de 2006 malgré engation du nombre de souches d’origine
humaine.

- Le délai moyen entre la date du prélevement aghouti a I'isolement de la souche et la
réception de cette souche au CNRL a été de 1018 foontre 11,5 jours en 2006, 10 jours en
2005 et 9 jours en 2004) [compris entre 1 et 22@sjo(Figure 3). Le délai médian est de 8,5
contre 9 jours en 2006 et 6,5 jours en 2005.

Ce délai entre I'isolement de la souche et la rémepde la souche au CNRL est lié aux
difficultés croissantes du transport des soucheglasi produits biologiques vers les CNRs,
surtout par le réseau postal. Pour éviter son gdorent, le réseau CNRL-INVS-DDASS
effectue les relances nécessaires de facon coa¥dopour I'envoi des souches par nos
correspondants. L’amélioration constatée en 200@vignt d'une négociation avec un
transporteur d’échantillons de laboratoire qui anbvoulu créer un service de collecte des
souches humaines vers les CNRs de I'Institut PasBapendant ce transporteur n'a pas comme
client 'ensemble des laboratoires d’analyses natéscfrancais.

- Le délai moyen entre la réception de la soucheCalRL et I'envoi du rapport d’essai
(contenant les résultats d’identification biochiméget la détermination du sérovar ou du groupe
PCR) a été de 9 jours en 2007 contre 9,5 en 208&dds entre 1 et 25 jours (Figure 4)]. Le
délai moyen était de 10 jours. Le délai médiandesi0,5 jours comme en 2005 et 2006 mais
plus rapide par rapport aux années antérieuresétaypie ayant été remplacée en Février 2005
par le groupage par PCR multiplex, il était atterge ce délai diminue. Compte tenu du
protocole mis en place par le CNRL et du jour dedimaine ou la souche est recue au CNRL, le
délai maximal jugé « normal », entre la récepti@nla souche et I'envoi du compte-rendu
d’analyses est de 12 jours. Le respect de cessdgdadevenu une des priorités du CNR. Pour 90
% des souches comme en 2006 (contre 85 % en 260&)mpte-rendu d’analyses a été envoyé
dans des délais normaux. Les dépassements duntBtanal sont dus dans la majorité des cas a
des difficultés dans la caractérisation de certagmiches et au calendrier des jours ouvrés.

= En cas d’'urgence ou de demandes de la Cedlligkeria, le délai moyen en 2007 entre la
réception de la souche au CNRL et la communicatesrésultats a la Cellulasteria est de 2
jours pour le résultat de groupage PCR effectuélesypremier quadrant de l'isolement de la
souche réceptionnée contre 3 jours en routine &tjdars pour les résultats de macrorestriction
d’ADN contre 12 jours en routine.
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L’ensemble de ces résultats montrent la stabilitdéseau de microbiologistes constitué par le
CNRL ainsi que la prise de conscience par les bisies des enjeux de santé publique ainsi que
de leur place essentielle dans la surveillanceahiofogique de la listériose basée sur le recueil
des données issues de leur laboratoire. Cependantestion du codt de I'envoi des souches est
une question transversale au plus grand nombreN#® & qui nécessite une réflexion de fond.
Dans certains cas, cette question apparait poulsienir un frein a I'envoi systématique en
temps réel des souches.

Figure 3: Distribution des souches d’origine humaine isslén 2007 selon le
délai entre le prélevement et la réception au C&Rr¢uge, la médiane).
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Figure 4 : Distribution des souches isolées en 2007 seaelai entre la réception de la souche
au CNR et I'envoi du rapport d’essai. En rougedé&ai conforme aux procédures du CNRL.
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3.1.3 CAS DE LISTERIOSE EN FRANCE METROPOLITAINE

Le nombre de cas recensés en 2007 par le CNR proaen de la France métropolitaine est

de 299.Comme dans de nombreux pays européens, le noralrasdde listériose diagnostiquées

en 2007 est en augmentation de 9 % par rapportOd PB72 cas) sans qu’aucun épisode
épidémique n’ait été détecté (Figure 5). En 208Talix d'incidence moyen des cas de listériose
sporadique était de 4,8 cas par million d'habitdotstre 4,7 cas par million d'habitants en

2006). Le nombre de souches associées a un signalemewbrsiant 106 (35%) en 2007

équivalent a 2006 pour un nombre de signalememtiglee. Cependant, aucune source
commune n’a pu étre identifiée pour ces 16 signaigm

3.1.3.1DISTRIBUTION TEMPORELLE DES CAS

La distribution mensuelle et trimestrielle des spsradiques est représentée dans les figures 6 et
7.

Le plus grand nombre de cas a été observé durdrdiséeme trimestre et notamment pour les
mois d’Aolt (30 cas) et de Septembre (34 cas).

Par ailleurs, le nombre de cas observé était impben Février en 2006 (29 cas) alors qu'il est
le plus faible (11 cas) en 2007. La distributiomperelle des cas sur le premier semestre 2007 a
évolué par rapport a I'année 2006.

En conclusion, la distribution temporelle des cstsvariable d’'une année a I'autre au rythme des
épisodes de cas groupés. Il n'existe pas de véritadriation saisonniére comme pour d’autres
microorganismes pathogénes véhiculés par les aénébependant, il est & noter que le
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troisieme trimestre est associé chaque année ambre plus important de cas diagnostiqués
notamment durant le mois d’Aolt. Comme les donréi@®péennes le signalent, un certain
niveau de saisonnalité est observable sur le sesemédstre de I'année.

Figure 5: Nombre annuel de cas de listériose en Franceop@ditaine depuis 1987.
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Figure 6 : Distribution mensuelle des cas sporadiques deriliste en France métropolitaine en
2007.
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Figure 7: Distribution trimestrielle des cas sporadiqueslidtériose en
France métropolitaine en 2007.
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Figure 8: Incidence régionale des cas sporadiques deidiséeen 2007.
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3.1.3.2DISTRIBUTION GEOGRAPHIQUE DES CAS

La distribution géographique du nombre de cas giim@dences est représentée dans les figures
8, 9, 10 et le tableau 4. Les chiffres d’'incidesoat exprimés en cas par million d’habitants et
sont calculés a partir des chiffres de populationnés par I'INSEE.

Par région(Figure 8)
- Les régions caractérisées par les incidencesples élevées sont la Corse (10,9J10
I'’Aquitaine (10,5/16) et le Limousin (8,3/19).

- Les régions caractérisées par les incidencelles basses sont la Lorraine (0,9)10a
Franche-Comté (0,9/%Det les Pays de la Loire (1,2f10

- Les régions caractérisees par le plus grand nerdercas, en valeur absolue, sont I'lle-de-

France (63), Rhone-Alpes (42) et Aquitaine (32)s kégions caractérisées par les plus faibles
nombres de cas, en valeur absolue, sont la FraDohé (1) et la Lorraine (2).
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Par départemen(Figures 9 et 10)

- Les départements caractérisés par les incideteesplus élevées sont la Haute-Corse
(13,5/16), la Lozére (13,2/19 et les Landes (11,5/90

- Les départements caractérisés par les inciddeseslus basses sont le Gard (1,5), le Loiret
(1,6/10), la Vendée (1,7/1, la Marne (1,8/1%) et I'Eure (1,8/18)et 16 départements pour
lesquels l'incidence est nulle (N°04-23-39-49-5288355-60-70-72-73-88-89-90-2A).

Les départements caractérisés par les plus gramdbras de cas, en valeur absolue, sont la
Gironde (15), le Nord (15), le Rhéne (15) et P#ii8). Les départements caractérisés par les
plus faibles nombres de cas, en valeur absoluelsms sont :les Hautes-Alpes, I'’Ardéeche, les
Ardennes, I'Ariege, I'Aube, I'Aude, I'Aveyron, le &htal, la Charente, le Cher, la Cote d’or, le
Doubs, I'Eure, I'Eure-et-Loir, le Gard, le Loir-&her, la Haute-Loire, le Loiret, le Lot, la
Lozere, la Marne, la Nievre, I'Orne, les Hautesdngres, les Pyrénées Orientales, le Tarn-et-
Garonne, le Vaucluse et la Vendée.

Il faut noter que ces disparités dans les chifffexidence sont variables chaque année et qu'il
n'existe pas de région ou de département statetigmt plus associé qu’un autre aux cas de
listériose. Les départements non touchés en 20@6mtepas forcement les mémes que ceux qui
étaient épargnés en 2006. De méme, les départepemtdesquels I'incidence en 2006 était
élevée ne sont pas ceux constatées en 2007.

Cependant, on observe en 2007, une nette distinetiotermes d’incidence entre le Nord et le
Sud de la France métropolitaine. Les plus fortesgdances sont observées dans les régions et
départements du sud-ouest et centre de la Franceapport a 'année 2006 (Sud et Grand
Ouest) avec dans le sud-ouest des doublementsd#imee pour certains départements. Il est a
souligner un doublement du nombre de cas pour dggoméProvence Alpes Cote d’Azur.
Concernant le cas de la Corse ayant de fortesancas en 2006, I'incidence observée de 13,5
cas par millions d’habitants est stable pour latel&orse depuis 2006 mais pour un nombre
relativement restreint de cas (n=3), et la Cors8uli présente en 2007 une incidence nulle.

Ces disparités régionales pourraient correspondie r@elles différences notamment en termes

d’habitudes alimentaires comportant des risquefereiits en matiere de listériose ou a un
systeme de surveillance dont I'efficacité pourétie inégalement distribuée.

-48 -



Tableau 4 Distribution régionale des cas sporadiquesstériose diagnostiqués en France
métropolitaine depuis 1997.

L. Année
Region 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 | 2007
Alsace 4 7 4 5 1 4 6 6 7 8 12
Aquitaine 12 12 13 17 15 11 11 28 13 16 32
Auvergne 5 11 7 4 3 6 4 6 1 6 8
Basse-Normandie 8 9 8 6 4 8 8 6 6 2 10
Bourgogne 5 6 9 6 4 6 4 9 5 9 7
Bretagne 15 7 12 10 8 10 10 16 13 16 15
Centre 10 10 8 8 4 5 7 7 7 11 8
Champagne-Ardenne 9 5 3 3 2 3 2 4 3 7 3
Corse 0 1 3 1 0 0 0 1 2 4 3
Franche-Comté 3 4 3 4 0 2 3 2 4 2 1
Haute-Normandie 8 4 9 9 3 7 3 3 5 7 4
lle-de-France 40 47 45 44 43 42 37 39 36 42 63
Languedoc-Roussillon 6 7 6 12 2 4 5 10 7 10 7
Limousin 3 1 3 1 6 3 2 2 1 2 6
Lorraine 12 4 0 6 8 4 10 10 11 7 2
Midi-Pyrénées 7 12 7 9 12 7 16 15 18 25 17
Nord-Pas-de-Calais 13 16 17 5 8 13 10 8 15 11 21
Pays de la Loire 16 19 16 9 7 11 7 8 9 11 4
Picardie 2 4 11 5 2 6 8 4 3 12 7
Poitou-Charentes 5 5 7 11 6 2 6 7 2 6 8
g,r;’;’sr“ce'A'peS'Cc’te' 16 9 13 17 16 21 15 18 16 31 | 19
Rhéne-Alpes 26 25 24 24 19 21 13 20 18 26 42
sans information 0 1 0 0 2 0 1 0 0 0 0
Total 225 225 228 216 173 196 187 229 202 271 299
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Figure 9 : Incidence départementale des cas sporadiqueté@tese en 2007.
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Figure 10: Incidence départementale des cas sporadiquestétese en lle-de-
France en 2007.
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3.1.3.3DISTRIBUTION DES CAS SELON LA FORME CLINIQUE

Les formes cliniques n'étant pas systématiquenmatitjuées sur la feuille de renseignements
relatifs aux souches ou communiquées lors des disanéléphoniques dinformations
complémentaires, celles-ci sont parfois déduites;anséquence, du type de prélevement. Aussi
ces données doivent-elles étre analysées avecnueide

Formes materno-néonatales

Quarante-deux formes materno-néonatales ont éggistrées, représentant 14 % du nombre
total de cas sporadiques pour 2007 (Figure 11ndbebre de cas en 2007 est supérieur de 35%
a celui de 2006. La distribution mensuelle fait ajajitre des irrégularités qui suivent le plus
souvent la courbe générale des cas sporadiquag€Fig). La distribution par région est donnée
dans le tableau 5.

Formes non materno-néonatales

Deux cent cinquante-sept formes non materno-nél@satmt été enregistrées (contre 240 en
2006), soit 86 % du total des cas sporadiques PRQIT, qui se répartissent comme suit :

e 178 (60 %) septicémies/bactériémies,
e 66 (22 %) infections du systéme nerveux central,
13 (4 %) autres formes.

- Le pourcentage d'infections du systéeme nerveux ceml est en |égere augmentation par
rapport aux années précédentesCependant, le nombre de cas en valeur absolupiast a lui

assez stable depuis 2000, entre 40 et 60 casfuunr€Bi1l3 et 14 Ce sont ces formes cliniques
avec les formes materno-neonatales qui ont le plusugmenté parmi le nombre de cas
observé en 2007.

=>» En précision, le rapport du 3 janvier 2008 deuli&t InVS sur I'épidémiologie, I'optimisation

du diagnostic et le pronostic des encéphaliteiigfieses en France en 2007 a montré que sur
117 patients, dont I'exploration étiologique éttrminée, 11 patients (9,5%) avaient une
encéphalite listérienne.

- Le pourcentage des formes septicémies/bactériémiest le plus élevé observé depuis 1995.
Ces formes sont en augmentation et se rapproclienomibre de cas de 1992 a 1995. Ce sont
ces formes cliniques qui avaient déja le plus domér a 'augmentation globale du nombre de
cas observée en 2006.

- Les formes cliniques « autres » correspondent atiesites focales. Elles sont en baisse
en 2007 représentant 4% (n=13) de tous les caistdedse non materno-faetale au lieu
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de 7% (n=16) en 2006. Ces infections consistaiant iafection du liquide d’ascite (3
cas), infection sur prothése de hanche (2 casyrysmée infectieux de l'aorte (1 cas),
anévrysme iliaque (1 cas), abces crosse de I'ébrtas), endocardite infectieuse (1 cas),
infection articulaire (1 cas), pseudo-arthrose @may (1 cas), fistule anale (1 cas),
pleurésie récidivante (1 cas).

Figure 11 : Distribution des cas sporadiques de listériosErance métropolitaine
depuis 1987 selon la forme clinique.
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Figure 12: Distribution mensuelle des cas sporadiques tirikise en France
métropolitaine en 2007 selon la forme clinique.
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Figure 13: Distribution des infections du systeme nerveuxtece
et des bactériémies/septicémies pour les cas spaesdde listériose
en France métropolitaine depuis 1987.
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Figure 14: Proportion des infections du systéeme nerveuxrakat des
bactériémies/septicémies pour les cas sporadiqbstériose en France
métropolitaine depuis 1987.
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Distribution régionale et temporelle

Les distributions régionale et temporelle sont d@msndans les tableaux 6 et 7 et les figures 11,
12 et 15.
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Tableau 6 :Distribution régionale des cas sporadiques deiisté en France
métropolitaine en 2007 selon la forme clinique.

L . Formes materno- Formes non
Région Total . X
néonatales materno-néonataleg
Alsace 12 1 11
Aquitaine 32 3 29
Auvergne 8 1 7
Basse-Normandie 10 0 10
Bourgogne 7 0 7
Bretagne 15 2 13
Centre 8 0 8
Champagne-Ardenne 3 1 2
Corse 3 2 1
Franche-Comté 1 0 1
Haute-Normandie 4 0 4
lle-de-France 63 13 50
Languedoc-Roussillon 7 1 6
Limousin 6 0 6
Lorraine 2 0 2
Midi-Pyrénées 17 3 14
Nord-Pas-de-Calais 21 4 17
Pays de la Loire 4 1 3
Picardie 7 0 7
Poitou-Charentes 8 0 8
Provence-Alpes-Coéte-d’Azur | 19 2 17
Rhoéne-Alpes 42 8 34
Total 299 42 257

Tableau 7: Distribution mensuelle des formes sporadiquebstiriose non
materno-néonatale en France métropolitaine en 2007.

Mois Infections du systeme Bactér_ié,mic_as et Autres formes Total
nerveux central septicémies

J 10 16 1 27
F 1 9 0 10
M 10 17 0 27
A 4 7 1 12
M 9 18 2 29
J 5 18 2 25
J 6 16 0 21
A 6 16 1 23
S 4 19 3 26
O 3 16 2 20
N 5 14 1 19
D 3 12 0 15

Total 66 178 13 257
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Figure 15 : Distribution mensuelle des formes sporadiquelsstiriose non
materno-néonatale en France métropolitaine en 2006.
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L’information sur l'existence ou non d'une affeatiosous-jacente ou concomitante était

rapportée dans 257 cas (86 %). Pour 146 patied® (@es cas renseignés), une ou plusieurs
affections sous-jacentes, décrites pour favoreéistériose, étaient rapportées : cancer, cirthose
éthylisme, diabete, dialyse, infection par le VIHansplantation d’organe et traitement

immunosuppresseur. Par ailleurs, 86 patients (43 i) présentaient aucune affection

concomitante ou sous-jacente connue. Cependagg tié la plupart de ces patients (décrit ci-
dessous) était de nature a constituer un factetisgiee.

Age et sexe

L’age moyen était de 69 ans [<1 a 96 ans], pleg&par rapport a ce qui était observé en 2006
(67 ans). Dans 205 cas (80 %), I'infection est sntne apres 60 ans, dans 47 cas (18 %) entre 21
et 60 ans et dans 5 cas (2 %) avant 21 ans, taas séformes cliniques confondus (figure 16).
Le sexe ratio M/F était de 1,6. Cette relative préshance de la listériose chez I'homme
s'observe quelle que soit la forme clinique (Tabl@at Figure 16). Pour les personnes agees de
plus de 90 ans, on note une prédominance des caiRiig, probablement attribuable a
I'espérance de vie plus élevée des femmes. Le reudibifections du systeme nerveux central
varie selon la classe d’age de 2 a 79 % de tausde de listériose non materno-neonatale selon
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la classe d’age et le sexe des patients alorsagisepticémies et bactériémies varient quant a
elles de 0 a 86 % selon ces mémes criteres (TaB)eau

Tableau 8: Distribution par classe d’age, par sexe et pané clinique des formes
non materno-néonatales sporadiques en France roktaope en 2007.

Infections du P
Sexe Classe d’age | Total | systéeme nerveux Sbeptlge_|:r1|e_s € Autres formes
actériémies
central
> 28 jours-20 ans 2 2 0 0
F ]21-60 ans 17 6 10 1
> 60 ans 80 16 63 1
> 28 jours-20 ans 3 1 2 0
M |21-60 ans 30 8 19 3
> 60 ans 125 33 84 8
> 28 jours-20 ans 5 3 2 0
Total |21-60 ans 47 14 29 4
> 60 ans 205 49 147 9

Figure 16: Distribution par classe d’'age et par sexe deségrsporadiques de listériose non
materno-néonatale en France métropolitaine en 2007.
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3.1.3.4DISTRIBUTION DES SOUCHES SELON LE GROUPE PCR

Les résultats obtenus pour les 299 souches d’erigimmaine sont les suivants :

» groupe PCR lla (souches de sérovar 1/2a ou 3a) : 9 so@8ches (30 %),

« groupe PCR lIb (souches de sérovar 1/2b, 3b ou 7) : 43 souches (14 %),
» groupe PCR lic (souches de sérovar 1/2c ou 3c) : 4 soliches (5 %),

e groupe PCR IVb (souches de sérovar 4b, 4d ou 4e) : 150 souches (50 %),
e groupe PCR L (souches de sérovars 4ab, 4c, 7) : oudhs (0.5 %)

» groupe PCR nouveau (sérovar 4b) 2 souches <1 %

La souche de sérovar L a été sérotypée comme une 4c

Si les distributions parmi les 4 groupes PCR reésigpeu pres inchangées, il est intéressant de
souligner une baisse relative des souches du grB@ie IVb par rapport aux trois années
antérieures (Figure 19) et 'augmentation contioies souches de groupe PCR lic pourtant
rarement associées a des cas humains. Cependantede montre la figure 19, le groupe PCR
IVb semble globalement en augmentation progrestaypeis 1992.

A noter que seuls les groupes PCR lla, Ilb et I\Vib éé a l'origine de signalement de cas
groupés durant cette année 2007 (cf. chapitre.3.3.2

Distribution temporelle des groupes PCR

La distribution mensuelle des 4 principaux group€R ne permet pas de mettre en évidence de
saisonnalité particuliere pour un groupe PCR ddRigure 20).

Distribution régionale des groupes PCR

La distribution régionale des souches par groupR Plableau 9) ne permet pas de mettre en

évidence de distribution particuliere pour un gmule souches donné, notamment en raison de
faibles effectifs considérés.
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Tableau 9: Distribution régionale des cas sporadiquessiériose en France métropolitaine en
2007 selon les groupes PCR

Région Total | lla | llb | llc | IVb L [Nouveau

Alsace 12 3 0 1 8 0 0
Aquitaine 32 6 6 5 15 0 0
Auvergne 8 1 0 1 6 0 0
Basse-Normandie 10 3 2 0 5 0 0
Bourgogne 7 3 0 0 4 0 0
Bretagne 15 4 4 1 6 0 0
Centre 8 5 2 0 1 0 0
Champagne-Ardenne 3 1 0 0 2 0 0
Corse 3 0 1 0 2 0 0
Franche-Comté 1 0 0 1 0 0 0
Haute-Normandie 4 3 1 0 0 0 0
lle-de-France 63 17 7 0 38 0 1
Languedoc-Roussillon 7 3 0 0 4 0

Limousin 6 0 1 1 4 0 0
Lorraine 2 1 1 0 0 0 0
Midi-Pyrénées 17 3 4 1 9 0 0
Nord-Pas-de-Calais 21 7 4 1 9 0 0
Pays de la Loire 4 2 0 0 1 0 1
Picardie 7 3 1 0 3 0 0
Poitou-Charentes 8 3 1 1 3 0 0
Provence-Alpes-Cote-d’Azur 19 5 2 0 11 1 0
Rhoéne-Alpes 42 16 6 1 19 0 0
Total 299 89 43 14 150 1 2

Figure 19 Distribution annuelle des souchesldenonocytogenegroupe PCR IVb (souches de
sérovar 4b ou 4d ou 4e) et non IVb responsablescagsporadiques de listériose en France
métropolitaine depuis 1987.
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Les données pour les années 1987 a 1991 inclusssuts du CNR de Nantes.
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Figure 20 : Distribution mensuelle des souchesldanonocytogenedes 4 principaux groupes
PCR responsables de cas sporadiques de listéridsaece métropolitaine en 2007.
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Distribution des groupes PCR selon la forme cliriqu

Les souches du groupe PCR IVb (souches de sérbydddou 4e) sont majoritaires, quelle que
soit la forme clinique, notamment pour les formeemo-néonatales (65%) et les infections du
systéme nerveux central (64%) (Tableau 8). Pouioleses materno-néontales, les groupes PCR
non 1Vb sont en évolution 32 % contre 26% en 2006.

En 2007, le groupe PCR lic a été exclusivementcéssd des bactériémies/septicémies ainsi
qgu'a une forme materno-néonatale et un cas d’'ufection de la prothése de hanche. En
revanche, le groupe PCR llc a été associé a aurdeetion du systeme nerveux central
contrairement a 2006.

Formes materno-néonatales

Les 42 souches a I'origine des formes materno-rtat@sase répartissent comme suit :

groupe PCR lla (souches de sérovar sérovar 1/3apu 7 souches (17 %),
groupe PCR llb (souches de sérovar 1/2b ou 3b ou 7) 6 souches (14 %),

groupe PCR llc (souches de sérovar 1/2c¢ ou 3c) : southe (2 %),
groupe PCR Vb (souches de sérovar 4b ou 4d ou 4e) 27 souches (65 %)
groupe PCR nouveau (sérovar 4b) : 1 souckiz %)
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Formes non materno-néonatales

Les 257 souches a l'origine des formes non mateéumatales se répartissent comme suit :

» groupe PCR lla (souches de sérovar 1/2a ou 3a) : so@éhes (32 %),
e groupe PCR lIb (souches de sérovar 1/2b ou 3b ou 7) 37 souches (14 %),
« groupe PCR lic (souche de sérovar 1/2c ou 3c) : soljhes (5 %),

» groupe PCR IVb (souches de sérovar 4b ou 4d ou 4e) 123 souches (48 %).
e groupe PCR nouveau (Sérovar 4b) : 2 souch@s%)

Figure 21 : Distribution des groupes PCR des souched. .dmonocytogenesn fonction des
formes cliniques en France métropolitaine en 2007.
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La distribution des groupes PCR pour les souchesigine des formes non materno-néonatales
montre qu’il n’existe pas de relation entre le gr@WPCR et I'age du patient (Tableau 10). Les
souches du groupe PCR Vb sont prédominantes ggediesoit la forme clinique (Tableau 11 et
Figure 21) sauf pour les autres formes cliniquesestdernieres souches sont plus fréequemment
associées a des infections du systéme nerveuxatquota des bactériémies.
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Tableau 10: Distribution par groupe PCR, classe d’age et sk patients, des soucheslLde

monocytogenesesponsable des formes non materno-néonatales arta=-meétropolitaine en
2007.

A Groupe PCR
Sexe| Classedage | Total ———p—3 b L Nouveau
> 28 jours-20 ans 2 2 0 0 0 0 0
F ]21-60 ans 17 7 2 2 6 0 0
> 60 ans 80 23 14 6 37 0 0
> 28 jours-20 ans 3 0 0 0 3 0 0
M |21-60 ans 30 11 6 1 11 0 1
> 60 ans 125 39 15 4 66 1 0
> 28 jours-20 ans 5 2 0 0 3 0 0
Total |21-60 ans 47 18 8 3 17 0 1
> 60 ans 205 62 29 10 103 1 0

Tableau 11: Distribution par forme clinique et par groupe PQGfes souches dé.
monocytogenesesponsables des formes materno-néonatales etmaberno-néonatales en
France métropolitaine en 2007.

Groupe PCR
Forme clinique Nombre (%)
Total lla Ilb lic IVb L Nouveau
Materno-néonatales 42 7(8) 6 (14) 1(7) 27 (18)] 0(0) 1 (50)
Bactériémies/Septicémies 178 61(69) | 31(72)| 12 7248) | 1 1 (50)
(86) (100)
Infections du systéme nerveux 66 18 (20) | 6 (14) 0 (0) 42 (28) 0(0) 0 (0)
central
Autres 13 3(3) 0 (0) 1(@7) | 9(6 0 (0) 0 (0)
Total 299 89(30)| 43(14)| 14(5) 150(5p) 1(0pB) 2(0,5

3.1.4 CAS DE LISTERIOSE DANS LESDOM-TOM

En 2007, 7 cas sporadiques de listériogeontre 10 cas en 2006) ont été notifiés pour des
patients résidant dans les DOM-TOM et se répartis$e la fagon suivante (Tableau 12) :

Par ailleurs, dans un cas supplémentaire, le CNRLpas confirmé l'identification dd..
monocytogenepour une souche isolée chez nouveau-né né prémagut a 24 semaines
d’aménorrhée en Guyane.
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Tableau 12 : Distribution par forme clinique et groupe PCR desiches dé&. monocytogenes
isolées des cas provenant des DOM-TOM en 2007.

DOM/TOM Nombre Groupe PCR
Formes cliniques lla lIb lic IVb

Nouvelle-Calédonie

Formes materno-néonatales 1 1

Martinique

Bactériémies/Septicémies 1 1

Guyane

Infections du systeme nerveux central 1 1
Bactériémies/Septicémies 1 1

lle de la réunion

Formes materno-néonatales 1 1
Bactériémies/Septicémies 1 1
Infections du systeme nerveux central 1 1
TOTAL 7 1 1 0 5

La répartition relative par sérogroupe PCR estiblEmsent identique a celle observées pour les
cas de France métropolitaine avec une prédomirgmseuches appartenant au groupe 1Vb.

La répartition des formes cliniques est la suivante
« formes materno-néonatales : 29% (contre 40 % ef)200
» infections du systeme nerveux central : 29% (cobir&o en 2006)
* bactériémies/septicémies : 42%. (contre 50 % eB®)00

Cette répartition differe de celle de 2006 par baissement du nombre de formes materno-
néonatale et une augmentation des infections damgsnerveux central.

3.1.5 ETUDE DE LA RESISTANCE AUX ANTIBIOTIQUES

L’étude de la résistance aux antibiotiques deslsidel.. monocytogenedorigine humainea

éte réalisée en parallele de leur caractérisatiofumaet a mesure de 'année 2007 (cf. chapitre
2.1.). Chaque souche présentant un profil inhabduale sensibilité diminuée a été adressée au
CNR des agents antimicrobiens (Institut Pasteumir pconfirmation et détermination du
mécanisme de résistance.
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[lactamines

Toutes les souches étaient sensibles a la pémil I'ampicilline, a I'amoxicilline et a
'imipénéme. Cependant, plusieurs souches montraatsensibilité diminuée a la pénicilline.
Cependant, la pénicilline G n’entre pas dans ktégjie thérapeutique actuelle de la listériose.

Aminosides

Parmi les souches d’origine humaine, le CNRL adéiecté 3 souches de sensibilité inhabituelle
a la streptomycine utilisée dans cette étude comangueur de résistances associées. Le CNR
des agents antibactériens n'a pas confirmé la pcésel’'une AAD6 responsable de cette
résistance, pour ces 3 souches. Nénamoins, auoucbesisolée en 2007, n'est résistante a la
gentamicine classiquement utilisée dans le schBérapieutique de référence des listérioses.

Fluoroquinolones

En 2007, 9 souches ont présenté un profil de sétésiiminuée a la ciprofloxacine. Dans 4 cas
le CNR des agents antibactériens a confirmé laepoEsde mutations dans la région QRDR soit
dans '’ADN gyrase soit dans la topoisomérase |V.n@@Eanisme de résistance est responsable
de CMI intermédiaires aux fluroquinolones mais pase vraie résistance. Pour aucune des
souches de 2007, il n’a été détecté de mécanisefitud’ (pompes Lde), précédement décrit par
Godreuil et al en 2004.

Autres molécules:

Une souche transmise au CNR des agents antimiaolae été confirmée résistante a la
tétracycline. Ce profil de résistance est expligaé la détection des gentsS et tetM, déja
décrits chezL. monocytogenesonférant la résistance croisée a la tétracyckhea la
minocycline.

Deux souches qui présentaient une sensibilité diégrau triméthoprime ont été transmises au
CNR des agents antimicrobiens. Pour aucune de sesi¢hes, la résistance au triméthoprime
n'a été confirmeée.

Enfin, aucune souche n’est résistante au linézokde chloramphénicol, a la rifampicine, a
I'acide fusidique et a la vancomycine.

Au final, L. monocytogenesst une bactérie pour laquelle il est certe dabzg résistances
acquises a certains antibiotiques d’intérét cliriquais ceci reste raré. monocytogenesst
toujours sensible a I'amoxicilline et a la gentamécqui constituent actuellement le traitement
de référence des listérioses. Par ailleurs, il p&s été décrit de souche résistante au
triméthoprime au cours de l'année 2007. Cet artidpie consituant une alternative
thérapeutique souvent utilisée en cas d’échec miiotErance aux b-lactamines, il convient de
surveiller attentivement I'incidence annuelle dé&etesouches résistantes.
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3.1.5.1TYPAGE MOLECULAIRE DES SOUCHES PAR MACRORESTRICTION D'ADN

Les souches sont également systématiquement a@éaetepar leurs profils de macrorestriction
d’ADN par les 2 enzymes de restrictifisd et Apa, selon le protocole modifié du CDGréves
& Swaminathan, 2001

=>» L'utilisation d’'un troisieme enzyme de restricti®ma permet d’affiner la comparaison des
souches pour attribuer un numéro de nomenclatummeme profils similaires a une bande prés
pour le profil d’'un des deux enzymAsd ou Apa. Cette prestation est faite systématiqguement
en cas de doute ou a la demande de I'INVS ou ppplicuer la nouvelle définition de la
notification des signalements. En 2007, cette ioie enzyme a été utilisée plus fréquemment
gue dans les années antérieures, ce qui représensercolt substantiel pour le CNRL qui
fonctionne a budget constant depuis ces deux demanées.

Le systeme d’électrophorése en champ pulsé utikpdiis aolt 1999 est le systeme CHEF. Les
signalements sont faits sur la base des résulmtgrdupage par PCR et des profils de
macrorestriction d’ADN. Les résultats du typage @ealaire pour les souches d’origine humaine
par macrorestriction d’ADN en champ pulsé sont uaigent envoyés a la Cellulésteria dans

le cadre de la surveillance.

Le CNR dispose d’'un systeme pour l'analyse inforquet des profils de macrorestriction
d’ADN, effectif depuis 2005 mais utilisé en routipeur la surveillance microbiologique de la
listériose depuis 2006 (cf. chapitre 2.2.2.). Cst@aye informatique remplace la surveillance
effectuée a I'ceil nu qui devenait ingérable.

3.2 CARACTERISATION DES SOUCHES D’ ORIGINE NON HUMAINE

Il est important de rappeler que l'analyse des deande caractérisation des
souches d’origine non humaine présentée dans getreha’est que le reflet des souches recues
au CNRL. Ce bilan ne saurait concerner 'ensembétesibuches isolées des aliments en France.

En effet, si les souches isolées lors de contsdedaires (Alertes de la Direction
Générale de I'Alimentation (DGAI) et de la Répressides Fraudes (RF), et investigations
autour de cas humain) sont systématiquement aésesae CNRL, en dehors de ce contexte
chaque professionnel de l'industrie agroalimentdiedoratoires privés ou public) est libre
d’envoyer ou non ses souches pour leur caractémsddans ce cas, ces professionnels peuvent
choisir de les expédier soit au CNRL soit au LNR.
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3.2.1 ANALYSE GENERALE

En 2007, 953 souches d'origine non humairant été adressées au CNRL par des laboratoires
francais, soit une diminution de 14% par rappa2D@6 (Figure 22). Cette baisse est explicable
par I'envoi de souches non humaines au Laborathiational de Référence deisteria
monocytogenesou d’autres laboratoires spécialisés (IFIP, Maisalfisrt) et au codt de
I'identification si ces souches non humaines nére@h pas dans un schéma d’alerte sanitaire ou
produit.

La plupart de ces laboratoires utilisent des méhatbrmalisées internationalement reconnues
ou des méthodes alternatives validées pour la tildtiest I'identification des espéces ldsteria.
Ainsi, 97% des souches envoyées correspondenspetel.. monocytogeneseule espéece qui
requiert une caractérisation plus poussée et quinsentionnée dans les réglementations de
sécurité sanitaire des aliments et de I'environmgme

Cette activité consiste principalement a caraaéries souches isolées d'aliments ou de leur
environnement, en particulier les souche& dmonocytogengsour :
« constituer une banque de données qui permet éVienteat d'orienter les investigations
en début d'épidémie,
» participer a l'identification du véhicule alimentalors d'épidémies,
e comparer les souches cliniques aux souches alimentat tenter d’en identifier les
caractéristiques respectives.
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Figure 22 Nombre annuel de souches d’origine non-humairresades par des laboratoires
francais depuis 1993.
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La répartition des souches suivant la catégorialoeratoire était la suivante

Laboratoires Vétérinaires Départementaux (LVD) : 3 88uches (31 %),
Laboratoires privés d’hygiéne alimentaire . 58Bcwes (61 %),
Laboratoires Interrégionaux de la Concurrence,

de la Consommation et de la Répression des Fraudes 72 souches (8 %),
Laboratoires hospitaliers d’hygiéne 3 soudrds®),
Collection de microorganismes 2 souches (<1 %)

L’origine des souches était la suivante :

souches isolées d’aliments : 787 souches (83 %),
souches isolées de I'environnement 100 soud=%ol,
souches sans information 19 souches (2 %),
souches adressées dans le cadre de travaux decreche 33 souches (3 %),
souches adressées par des collections : 5 sofsthés)
souches isolées chez I'animal 9 souches (1 %).

Les souches sans information sont des souchesti@uaies de laboratoires privés d’analyses
pour effectuer la caractérisation des soucheseGetpertise est alors facturée au laboratoire
demandeur. Cependant, le CNRL fait rentrer les desrde caractérisation dans la surveillance
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nationale si le client/laboratoire demandeur l'aigsen En cas de probléeme de santé publique
pouvant étre reliés a ces souches, le CNRL seveesdroit, aprés avoir prévenu son client, de
demander un complément d’informations sur les sesicfui seront transmises le cas échéant
aux autorités sanitaires.

Les souches adressées dans le cadre de travauecllerahe correspondent a des souches
virulentes et hypovirulentes de monocytogeneprovenant de I'INRA UR 918 de Tours (Ph.
Velge et S. Roche) dans le cadre d’'un projet coliaiif.

Les souches adressées par des collections de mgarsemes sont des souches demandant une
expertise du CNRL dans le cadre d’'une contestateleur caractérisation (ex : sérotype) par un
client de ces collections.

Les souches vétérinaires ont été adressées paW[@ssuite a I'information par le CNRL de
cette possibilité d’envoi pour identification etpgge. Une souche vétérinaire en 2007 a été
incluse dans un signalement (LO7/14 : souche istlé® avortement dans un troupeau bovin de
production laitiere) ce qui démontre I'importance cbllecter ces souches afin d’identifier le
début de la contamination de la chaine alimentigssurer sa maitrise par I'action de laCellule
Listeria.

= En 2007, le CNRL a regu une demande d'un labomtNieo-Zelandais du Ministere de
I’Agriculture souhaitant effectuer des PCR poudédection dé.. monocytogenedans des tissus
animaux de cas de listérioses bovines.

Les demandes de prestations ou « demande cliemtt>facturées aux laboratoires expéditeurs,
contrairement aux analyses effectuées sur les ssueltues dans le cadre de la surveillance et
des investigations autour de cas humains de bskr{signalements, enquétes formes neuro-
méningées, alertes DGAI). Ces analyses sont peisesharge par le CNRL dans le cadre d’'un
accord entre le CNR, la DGA|, I'InVS et la DGCCRF.

= En 2007, 20 % des essais ont fait I'objet d’'uratufieation (contre 52 % en 2006) (Figure 23).
Etant donnée la fragilité du systéme d’envoi deskes alimentaires ou environnementales vers
le CNRL, le CNRL a décidé de ne plus facturer lasactérisations de souches qui rentraient
directement dans le systeme de surveillance frarngaila listériose. Les souches traitées de
facon confidentielle & la demande du client, lesoenen nombre conséquent ou les demandes a
caractere exceptionnel sont alors facturées aparasas.
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Figure 23: Pourcentage d’essais facturés depuis 1993.
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3.2.2 SOUCHES ISOLEES D' ALIMENTS

3.2.2.1CATEGORIES DE LABORATOIRES AYANT ADRESSE LES SOUCHES

La provenance des 787 souches isolées d'alimeelsn $a catégorie de laboratoire, était la
suivante :

» Laboratoires Vétérinaires Départementaux (LVD): 9 46uches (60 %),

» Laboratoires privés d'hygiéne des aliments stiiches (31 %),

» Laboratoires Interrégionaux de la Concurrence, solizhes (9 %),
de la Consommation et de la Répression dasdEs

» Laboratoire hospitalier : 1 souche (<1%).

= En 2007, le nombre de souches a baissé de 14% papport au nombre de 2006 (911
souches) Ceci peut s’expliquer par :
* la mise en place du LNRisteria monocytogenegui est un nouveau destinataire
des souches d'origine alimentaire. En cas d’ercéexpédition (9 erreurs en
2007) pour les souches alimentaires isolées darcadee d’alertes, le CNR
actuellement est contraint de récupérer a seslémsouches aupres du LNR;
« la facturation par le CNRL des souches d’originmahtaire non envoyées dans le
cadre d’alertes sanitaires
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* lintegration systématique des souches d’originmantaire de ses clients dans la
surveillance nationale;

* la méconnaissance des laboratoires de la DGCCRFlagwaractérisation des
souches d’origine alimentaire isolées dans le cald® plans de surveillance
DGCCREF et issues d’inspection n’étaient pas faetur€ette non-compréhension
a provoqué un envoi groupé mais décalé des sowrhéia d'année 2007, alors
gue pourtant certaines souches étaient reliées sigigalements ;

* le colt et les difficultés croissantes de transpmm$ souches puisque pour le
domaine agro-alimentaire, il n’existe pas de systélmramassage de souches par
des laboratoires de biologie spécialisée ou aytrestataires de service, comme
dans le domaine clinique.

= En 2007, le CNRL a décidé d'effectuer un retounfdrmations sur la listériose a ses
correspondants laboratoires d’analyses alimentaifiesde les sensibiliser a l'intérét d’envoyer
les souches dans le cadre de la surveillance @édiate la listériose. Une section spécifique du
site Internet sera dédiée a l'alimentaire au prers@nestre 2008. Une lettre ou e-mail sera
envoyée aux réseaux des Laboratoires Départemedtanalyses alimentaires et aux services
communs des laboratoires de la DGCCRF ainsi qu@nratoires privés.

= En 2007, le CNRL a recu de nombreux appels et itlsrddnygiénistes hospitaliers ou de
Directeur d’hépitaux concernant le risque alimenetai Listeria monocytogenesa principale
guestion était centrée sur la procédure a suiwae daun produit alimentaire non conforme pour
Listeria monocytogenesans leur hépital. En conséquence, le CNRL mestirsson site Internet
en 2008 la démarche a suivre dans ce type de aascerd avec les recommandations de la DGS
et rappellera la liste des textes officiels régletages a ce sujet.

3.2.2.2NOMBRE DE SOUCHES ET DISTRIBUTION PAR ESPECE

781 des 787 souches ont été identifiées. Les awmab® 7 souches n’'ont pas pu étre effectuées
pour les raisons suivantes : tubes de transposgésa®), souche non viable (1) et souche non
Listeria (4).

La répartition par espéce des 781 souchdsdleria était la suivante :
* L. monocytogenes : 767 souches (98 %),
e L.innocua . 11 souches (1 %),
* L. welshimeri . 2souches (<1 %).

= En 2007, la répartition par espéce démontre cagplication du reglement européen EC
2073/2005 avec le critere microbiologique de sé€uri monocytogene®t les méthodes
associées d’analyses aboutissent a une transmigs&osouches correctement identifiees a
I'espece dans la plupart des cas a I'exceptionuadgges erreurs (<2 % des souches).
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Dans le domaine alimentaire, ceci peut s’expliquesr I'utilisation croissante et normative de
géloses chromogéniques ciblant les caracteres esytbamnosef3-glucosidase et PIPLC pour
identifier a 'espéce monocytogenes lésteria.

3.2.2.3DISTRIBUTION DES SOUCHES DE L. MONOCYTOGENESPAR CATEGORIE
D’ ALIMENT

L’origine des 767 souches lemonocytogeneselon la catégorie d’aliment, était la suivante :

* viande et produits carnés : 283 souches (37 %),
* lait et produits laitiers : 216 souches (28 %),

e produits de la péche : 109 souches (14 %),
e autres aliments : 136 souches (18 %),

e origine non précisée : 23 souches (3 %).

Les autres aliments sont de type plats cuisinéisgeéie ou chocolats. Les origines non
précisées sont des demandes de laboratoires pownéses analyses ont été facturées et qui n'ont
pas souhaité transmettre I'information, ou des Bes@rovenant de 'INRA.

=» En 2007, la distribution des souchesL.denonocytogenegar catégorie d’aliments refléte les
résultats de la synthese des enquétes alimentaitesir des cas de listérioses effectuées par
I'InVS.

3.2.2.4DISTRIBUTION DES SOUCHES DE L. MONOCYTOGENESPAR GROUPEPCR

La répartition des souches par groupe PCR et pégaae d'aliment est donnée dans le tableau
13. Les groupes PCR lla (sérovars 1/2a, 3a), Bboolars 1/2b, 3b, et 7), et llc (sérovars 1/2c,
3c) représentent 83 % des souches isolées, etregatitaires dans chaque catégorie d’aliment.
Le groupe PCR IVb (sérovars 4b, 4d et 4e), pourfeBquemment a l'origine des cas de

listériose humaine, correspond quant a lui a seeierh6 % des souches isolées des aliments.
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Tableau 13: Distribution par groupe PCR et par catégorie d’'alms des 687 souches He
monocytogene®cues en 2007 de laboratoires francais.

Groune viande et laits et roduits de autres origine
b produits produits P N : non Total
PCR . " la péche aliments L
carnes laitiers précisée
lla 146 91 92 125 13 467 (61 %)
llb 18 34 3 1 1 57 (7 %)
lic 79 32 4 0 3 118 (15 %
IVb 39 59 10 10 6 124 (16 %
L* 1 0 0 0 0 1 (<1 %)
Total 283 (37 %)| 216 (28 % 109 (14 %) 136 (18 %R3(3 %) 767

* correspond aux sérovars 4a, 4ab, 4c.

3.2.3 SOUCHES ISOLEES DE L'ENVIRONNEMENT

En 2007, 100 souches provenant de I'environnemenéte recues au CNR, adressées par les
Laboratoires Vétérinaires Départementaux [34 (33 #9s laboratoires privés [66 (66 %)] et
laboratoires hospitaliers [1 (1%)]. Il s’agit d’'urmisse de 38% de souches provenant de
I'environnement par rapport a I'année 2006.

Il s’agissait dans 91 cas (91 %) de souchels. seonocytogenesians 8 cas (8 %) de souches de
L. innocuaet dans un cas (1 %) d’'une souche histeria.
La répartition par groupe PCR des 91 souchds deonocytogenesst la suivante :

e groupe PCR lla (sérovars 1/2a et 3a) . 47 souddie%o),
e groupe PCR IIb (sérovars 1/2b, 3bet7) : 16 soahe %),
e groupe PCR lic (sérovars 1/2c et 3c) : 13 souchv€4),
* groupe PCR IVb (sérovars 4b, 4d et 4e) : 13 sou(d¥%o),
» groupe PCR L (sérovars 4a, 4ab et4c) : 2 souéhés (

Comme pour les souches isolées d'aliments, leshesudes groupes PCR lla, llb et llc sont
majoritaires, soit 84 % des souched.denonocytogendsolées de I'environnement.

= En 2007, la majorité des souches de l'environnénsemt en réalité des souches de
I'environnement agro-alimentaire ou de surfaceéegérateurs lors d’enquétes alimentaires. Ce
fait est problématique pour les chercheurs désitBoltenir des souches véritablement isolées
de l'environnement (sol, eau, boue, etc.) afin fdelier des études phylogénétique, de
virulence, d’acquisition/sélection de genes, etc.
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3.3 BILAN DES INVESTIGATIONS , SIGNALEMENTS ET ALERTES

3.3.1 INVESTIGATIONS

3.3.1.1I SOLEMENT ET INFECTION A L. IVANOVII SUBSP IVANOVII

* Au premier trimestre 2007, un cas d’infectioh.dvanovii subsp. ivanovi été diagnostiqué
chez un patient agé de 55 ans présentant une @atstrice et une septicémie dans un centre
hospitalier universitaire d’'lle de France (Figu#).2Ce patient avait comme terrain sous-jacent
une transplantation d’organe. Trois souches d’héwes et une souche de coproculture ont
montré les mémes profils de macrorestriction d’ABBH, Apa et Smd. A la demande de la
Cellule Listeria, ces souches humaines ont été comparées a debkesoalimentaires et
environnementales d’'alertes DGAI (2006/483) et D&EGans trouver de similarité.

Figure 24 : Profils par macrorestriction d’ADN avec les enzgAg@a et Smd des souches de
L. ivanovii subsp. ivanovdu premier trimestre 2007.

Dice (R .00 ) (Tol 10 %-1.0% ) (Ho0 0 % S0 0°%) [L0%-1 000%]

PFGE-Apal PFGE-Apal PRGE-Sral_new

Il (1] il M| cupr2o07r00250
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L | |l LI AT WA BN | cupooTo0s3
]| I | IR R IR B | tisteriaivanouii Type strain {CIP)

* Au quatrieme trimestre 2007, quatre isolementz ¢dtmme del. ivanovii subsp. ivanovii
ont été enregistrés dans un méme centre hospitaierais :

* La premiére souche a été isolée d’'un prélevemeawippeatoire (appendicectomie) d’'un
enfant de 9 ans qui est passé le jour méme en dalléveil (attenante au service de
réanimation),

» La seconde souche a été isolée lors de la misalemecsystématique d’'un cathéter sous
clavier gauche retiré d’'un patient de 38 ans habgé dans le service de réanimation
pour suspicion de pneumopathie gauche et alcoolsat

* La troisieme souche a été isolée lors de la miseutture a titre systématique d’un
cathéter artériel fémoral droit retiré d’'un patielet 64 ans hospitalisé dans le service de
réanimation pour méningoencéphalite lymphocytaaresstiologie mise en évidence,

» La quatrieme souche a été isolée lors de la miseutare d’'un cathéter sous clavier
gauche au retrait systématique du cathéter enc®eda Cardiologie d’'un patient de 82
ans admis aux urgences pour choc cardiogénique mains d’appel infectieux sur
infarctus antérieur étendu.
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Les investigations autour de ces cas ont été coorls par I'Unité des infections nosocomiales
et résistance aux antibiotiques de I'InVS et onpliqué les différents services concernés, le
laboratoire et le service d’Hygiéne hospitaliere’dépital mais aussi la DDASS et le CNR des
Listeria. Toutes les souches présentent les mémes castgitégs microbiologiques (Figure 25).
Cependant, aucune des hypothéses envisagées net pérpliquer ces 4 cas et aucune origine
commune de contamination n’a pu étre mise en ég@leroutefois, il est possible que la souche
isolée du cathéter du quatrieme patient soit liémeé contamination de laboratoire a partir des
prélevements positifs du troisieme patient. Cetiesgbilité ne permet pas d’expliquer les autres
cas et I'hypothese d’'une contamination nosocomélgerme opportuniste semble la plus
probable bien qu’a confirmer. Au final, il a étéeru I'absence d’infection liée au cathéter des
patients 2 et 3, pour lesquels il a été conclu @ woalonisation sans infection (aucune
hémoculture n’a été positivelasteria ni aucun point de ponction de cathéter). Une épidse
approfondie de ces va étre entreprise en collabarawec I'unité « Infections nosocomiales et
résistance aux antibiotiques ».

& Lors de cette investigation, le CNR dessteria a optimisé la méthode de typage par
macrorestriction d’ADN deg&. ivanovii subsp. ivanovijui était basée sur deux publications de
méthodes validées sur un nombre restreint de seu€lezi a été possible en collaboration avec
Ph Glaser (Unité de Génétique des Génomes Badgtiesiitut Pasteur) qui nous a donné acces
aux données, non publiées, du séquencage du gatedmevanovii subsp. ivanovii.

Figure 25 : Comparaison des profils de macrorestriction a&peal et Smd des souches du
deuxiéme épisode de contamination humaibeiganovii subsp. ivanovii

PFGE-Apal PFGE-Smal_new

1]

= Comparativement B. monocytogenes. ivanovii subsp. ivanoviést une espece encore plus
clonale. Néanmoins, il existe une certaine diversttil est possible de différentier des groupes.
Cette différentiation peut étre faite sur la base genes inactivés (pseudogéenes) et I'analyse de
leurs séquences. Les souches humaines de 200@rsanturs d’analyse par cette méthode pour
savoir s’il s’agit d’'un clone particulier ou de sbhes différentes entre les deux épisodes
francais ; leurs profils par macrorestriction d’ABNNt similaires.
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X> En 2008, le CNR affinera sa méthode de typage powanovii subsp. ivanovet surveillera
les souches humaines et non-humaines qui lui sdransmises. Ces cas interpellent sur
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I’émergence potentielle d'une espece jusqu’ici @érege comme non pathogene pour 'lhomme,
bien que dans la plupart des cas le caractere opypste prévale. Cependant, ces cas soulignent
aussi I'intérét d’'un domaine d’expertise non rastra la seule esped¢e monocytogenes

3.3.1.2SUSPICIONS D' INFECTIONS NOSOCOMIALES A L. MONOCYTOGENES

» Pour un patient en fin de vie présentant une fobaetériémie/septicémie, une enquéte
alimentaire a été mise en ceuvre (cf. signaleme®tll(). Ce patient étant hospitalisé depuis plus
de 2 mois. Les prélévements non humains ont cénsisides prélevements de I'environnement
des cuisines de I'hopital. Quatre souches isolégdah de travail et du trancheur de ces cuisines
présentaient les mémes caractéristiques que ldsalicpatient. Cependant, aucun des aliments
potentiellement contaminés n'a été consommeé pgpatent en fin de vie uniguement sous
alimentation parentérale. Si le mode de contanunatiosocomial est fortement suspecté, il n'a
pu étre formellement affirmé malgré ces investmai

» A trois reprises, le diagnostic de plusieurs caslidtériose groupés temporellement et
géographiquement (méme hopital, voire méme serviogé)ait suspecter un mode d’infection
nosocomiale :

= Dans le premier cas, une infection nosocomialééasaspectée au niveau de la maternité
d’'une clinique privée. Le premier cas corresponduree forme materno-néonatale fatale
diagnostiquée par l'isolement de monocytogeneslans les hémocultures. Le second cas
correspond a une forme néonatale diagnostiquée yrourouveau-né quelques jours apres sa
naissance. Les meéeres des deux enfants étaientdisg@s le méme jour, dans des chambres en
vis-a-vis. Une transmission nosocomiale a été suépesur la base des renseignements fournis
et de la séquence carcatéristique. Les deux soulghiesmonocytogenede groupe PCR IVB
présentaient les mémes profils de macrorestrictibhsVS a sollicité le CNRL pour comparer
I'ensemble des souches humaines transmises paAdee@ 2007 et les deux souches de formes
materno-néonatales. Aucune souche avec les mémastérastiques microbiologiques n'a pu
étre isolée de I'environnement hospitalier, ni disents autres que celles des patients. Aucun
lien microbiologique n’a été mis en évidence, &t meodalitiés de transmission nosocomiale,
quoique tres probable, n’ont pas été élucidées.

=>» Dans un deuxiéme cas, deux souches humaines rde tobactériémie/septicémie » ont été
comparees a la demande de la DDASS dans le cadirevdstigation d’une contamination d’un
des 2 patients dans un hopital apres son tran$famtautre hopital ou il séjournait au contact
d'un patient atteint de listériose. Aucun lien rolmiologique entre ces souches n'a pas été
observé et aucune souche similaire n'a pu étreééesde I'environnement hospitalier, ni des
aliments. La transmission nosocomiale apparait @mmomme peu probable.
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= Dans un troisieme cas, trois souches.denonocytogeneent été adressées par un centre
hospitalier. L'isolement dé.. monocytogenepar le laboratoire de bactériologie de ce méme
hopital dans du maroilles servi au self-servicel'tlepital a laissé suspecter une infection
nosocomiale. Cependant aucun lien microbiologiqueseces souches humaines et alimentaires
n'a été observeé.

3.3.1.3INFECTION D’ ORIGINE ALIMENTAIRE DANS LES ALPES-MARITIMES

4 personnes en pique-nique ont consommeé un sandgsaontenait moins de 5 UFC/g de
monocytogeneges personnes ont été atteintes de vomissemeshtsdeiuleurs abdominales. La
souche alimentaire a été reliee aux caractérigiguierobiologiques du signalement LO7/12.
Faute d’avoir eu des informations sur la préserealidrrhées chez le patient a I'origine du
signalement, il n'a pu étre conseillé deffectueesdcoprocultures sur milieu sélectif
chromogene. Ainsi, il n’a pas été possible d’afeirmte lien microbiologique entre les patients et
le saucisson incriminé.

3.3.1.4ENQUETE ALIMENTAIRE DANS UNE CUISINE CENTRALE

Des plats fortement contaminés lenmonocytogene&8.000 a 300.000 CFU/g) préparés dans
une cuisine centrale ont été détectés lors d’auto@ies. Aucun cas humain n’a été associé a
leur consommation. Cette cuisine distribue desgeja site a des écoles, des centres aérés et
quelques personnes agées. La population a risque |ao listériose n’était donc pas
majoritairement en contact avec ces aliments mais ecbntaminations secondaires étaient
envisageables. Une réunion téléphonique de laledllsteria en juin 2007 pour coordonner la
gestion de cette situation a été effectuée.

La DDSV a soupconné une contamination des locaugseprélévements d’environnement ont
abouti a la mise en évidence de la contaminatian diphon d’évier. Le CNR a donné son appui
technique pour des conseils sur les prélevementemgronnement. La DDSV ayant demandé
la fermeture de la cuisine pour nettoyage et désiitn, une réouverture a été effectuée avec
consigne de servir des plats cuits et des progtéts a consommer sans transformation.

La DDASS a été informée qu'une enfant d’'une écolét@ prise en charge pour une
gastroentérite qui pourrait étre liee a la consotitnade ces aliments contaminés. Le CNR a
contacté le médecin traitant de cet enfant afiprgrammer une coproculture avec recherche
de Listeria a I'hopital le plus proche. Le CNR a assisté I®l®jiste de I'hopital sur les
méthodes de coproculture adaptées a la mise eernddid.. monocytogenesans les selles. La
coproculture fut négative. Le CNR a continué a muigurant I'année 2007 les cas dans ce
département potentiellement en lien avec cettéealeseulement un cas non relié a cet épisode
de listériose a été enregistré en 2007 dans certdémnt mais il n'était pas relié
épidémiologiqguement a cet épisode. Concernant ddppité d’un traitement préventif chez les
personnes fortement contaminées de cet épisode asgmptomatiques, le CNR a rappelé la
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position de la Haute Autorité de Santé qui ne pr&seopas une telle démarche méme chez les
populations a risque y compris chez les femmesieiese

3.3.2 SIGNALEMENTS

En 2007, la procédure de signalement a suivi |f@rdnts textes de fonctionnement de la
Cellule Listeria fixant les criteres de signalement par le CNRL ¢tfapitre 3.3.2.). Ces textes
avaient été mis a jour tout comme la nomenclates signalements avait également été
modifiée depuis le 3 Aolt 2006. L’ancienne nometucka attribuait au signalement la date a
laquelle il avait été effectué. La nouvelle nomahale utilise la lettre L (pouristeria), I'année
(ex: 07 pour 2007) et le numéro dordre dans l&nr{Lxx/xx). Pour plus de clarté, la
description des signalements effectués en 200#déékeence aux 2 nomenclatures (Tableau 14).

En 2007, le CNR a effectué 16 signalements (conted en 2006) pour des souches de
sérogroupe PCR IVb (13), lla (2) et lIb (1), dont u est toujours actif (LO7/12).1l s’agit du
nombre le plus élevé de signalements depuis I'a2086 sachant par ailleurs que depuis Aout
2006 les criteres de signalement avaient été oggsnpour plus diminuer les investigations
inutiles dans certains cas (Cf. Chapitre 5.1.1a}.rBpport a 2006, un signalement impliquait des
souches de sérotype llb. Trois signalements effscten 2006 ont concerné des cas
diagnostiqués en 2007 et ont été clos en 2007s Bighalements effectués en 2007 ont été clos
en 2008 (et un encore actif, le LO7/12).

Cent six cas, soit 35% des 306 cas diagnostiquéfrance en 2007 ont été reliés a un
signalement. Ceci est équivalent aux nombres derc2906 (35% de tous les cas déclarés) mais
la encore supérieur aux 61 (29%) cas rapporté06B.20nze décés ont été répertoriés par le
CNR sur ces 106 cas mais cette information esteflar{centralisée par I'InVS). La distribution
des signalements selon la forme clinique est diffé&r par une baisse pour les cas de
bactériémies/septicémies contrebalancées par unssdades infections du sytéme nerveux
central entre 2006 et 2007.
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Tableau 14 :Synthese des signalements effectués par le CNR@h & rappel des ignalements

ouverts en 2006 et cloturés en 2007.

Caractéristiques des souches

Signalement ’ext i _Datle du t Dﬁtte de Groupe . Profil
numérotation  signalemen cloture 5CR Profil Asd Apal

L06/04 02/06/2006 02/06/2006 05/03/2007 IVb 151005 151005
L06/10 12/12/2006 12/12/2006 10/07/2007 lla 010901 020701
Loeay o 26M12/2006 26/12/2006  22/01/2007 | Vb . 011001 160602
LO7/01 (=L06/12) 08/01/2007 08/01/2007 12/02/2007 IVb 200792 200792
LO7/02 22/02/2007 22/02/2007 17/04/2007 IVb 270801 050506
LO7/03 05/03/2007 05/03/2007 11/06/2007 IVb 200792 200792
LO7/04 27/03/2007 27/03/2007 09/05/2007 IVb 151005 151005
LO7/05 10/04/2007 10/04/2007 14/05/2007 IVb 210792 210792
LO7/06 04/06/2007 04/06/2007 14/05/2007 IVb 200792 170407
LO7/07 (=L07/05) 04/06/2007 04/06/2007 22/10/2007 IVb 210792 210792
LO7/08 (=L06/10) 30/07/2007 30/07/2007 03/09/2007 lla 010901 020701
LO7/09 22/08/2007 22/08/2007 10/09/2007 Ib 090507 180407
LO7/10 (=L07/03) 27/08/2007 27/08/2007 22/10/2007 IVb 200792 200792
LO7/11 (=L07/02) 03/09/2007 03/09/2007 01/10/2007 IVb 270801 050506
LO7/12 (=L07/08) 26/09/2007 26/09/2007 En cours lla 010901 020701
LO7/13 (=L06/11 et L0O7/03) 19/11/2007 19/11/2007 10/12/2007 Vb 011001 160602
LO7/14 (=L07/10) 19/11/2007 19/11/2007 07/01/2008 IVb 200792 200792
LO7/15 (=L06/06, LO7/14) 26/11/2007 26/11/2007 07/01/2008 Vb 220803 200792
LO7/16 (=L07/11) 26/11/2007 26/11/2007 21/12/2007 IVb 270801 050506

3.3.3 ALERTES DGAL

Il s’agit d’identifier les cas dus a des souchesspntant les mémes caractéristiques que celles
isolées de produits alimentaires contaminéd_paronocytogenesommercialisés ou non, et qui
ont fait 'objet d’'un enregistrement par la DGAQus la forme d’'une simple non-conformité
Listeria, d'une notification d’'une Direction Départementdies Services Vétérinaires ou d’'une
notification via le réseau européen des alertes.

= En 2007, 513 souches ont été adressées au CNRedeadre des 198 alertes réalisées par la
DGAI (contre 200 alertes en 2006). Une alerte erendre 2007 sur un produit de boeuf cuit
contaminé a un seuil de 700.000 ufc/g a donnédikémission d’'un protocole d’information, de
coordination, de gestion des alertes sanitairesigih@ alimentaire entre les administrations
centrales avec mise en application de mesures tglie le retrait des lots et la pose d’affichettes
en magasin.

Ces souches se décomposent en 29 souches d'domantde I'environnement et 485
échantillons d’aliments.180 souches caractériseeZ)87 au CNR proviennent d’alerte de 2006
et 6 souches caractérisées en 2008 correspondeaieees de 2007.
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Par rapport a I'ensemble des souches non humaegees au CNRL, les souches d’alertes
représentent 54% en 2007. Ceci démontre que laeilance nationale ne se base pas
uniquement sur les souches d’alertes.

La répartition par espece des 513 souchdsisteria issues d’aliments analysés spécifiquement
pourL. monocytogenesans le cadre des alertes était la suivante:

* 501 (97%) souches étaient desnonocytogenes

* 9 (2%) souches étaient desinnocua;

* 1 (<1%) souche n’étaient pas ursteria ;

* 2 (<1%) tubes contenant les souches étaient casgégption.

Cette fréequence d’identification correcte des monocytogenesnontre les avancées des
méthodes normatives ou alternatives dans le domahentaire spécifique del.
monocytogenes.

= En 2007, le CNRL a assisté plusieurs fois les DD&Mis la réalisation d’échantillons
d’environnement selon la norme EN ISO 18593 stipuléns le reglement EC 2073/2005 et sur
les méthodes normalisés ou validés et leurs pedioces.

La répartition par groupe PCR des 501 souchds deonocytogenessues d’aliments analysées
spécifiguement pour. monocytogenedans le cadre des alertes était la suivante:

e groupe PCR lla (sérovars 1/2a et 3a) . 336 sou@re%o),
e groupe PCR IIb (sérovars 1/2b, 3bet7) : 43 sou¢d®),

» groupe PCR llc (sérovars 1/2c et 3c) . 49 souchesq),
e groupe PCR IVb (sérovars 4b, 4d et 4e) : 73 sou(d%o),
e groupe PCR L (sérovars 4a, 4abet4c) : 0 souchés (

Les dénombrements eristeria monocytogenegriaient de 10 a 700.000 ufc/g. Le jambon cuit
tranché sous vide, les rillettes, les tripes, lagcssons de porc, le museau de porc et les
andouilles sont parmi les aliments les plus contési(numération> 1.000 ufc/g). La
distribution des énumérations est présentée ddiwila 26.
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Figure 26 : Distribution des énumérations enmonocytogenesn UFC par gramme de produits
des alertes DGAI 2007.
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En 2007, une ou plusieurs souches (médiane de éhesl1-106]) par alerte ont été isolées
d’aliments ou de leur environnement et envoyée€IldR. Une alerte 2006/975 a comptabilisé
106 souches caractérisées au CNR en 2007. Ceespomnd a 118 envois de souches au CNR.

=>» Aprés discussion avec certains laboratoires, IRCH rappelé que I'on ne peut extrapoler la
caractéristique microbiologique d’'une souche pravém’un produit aux autres mémes produits
prélevés en méme temps et s'étant révélés pasitifsnonocytogenesJne souche au minimum
par produit positif est & envoyer au CNRL et, commerescrivent les normes, 5 souches
idéalement par produit positif.

= En 2007, 130 souches d’alertes DGAI présentaiemtmémes groupes PCR et profils de
macrorestriction que des souches de signalements.

3.3.4 ALERTE DGCCRF

Les alertes DGCCRF sont issues des échantillonépmmdant pas aux critéres microbiologiques
réglementaires pour. monocytogenekrs de I'application du plan de surveillance 2q@ur
Listeria et lors d’inspection.

L’analyse des résultats montre que la qualité rbiotogique des diverses catégories d’aliments
surveillés s’améliore concernant la présencelLdemonocytogenesPar ailleurs, la grande
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majorité des échantillons qui sont contaminés eongént moins de 100. monocytogenepar
gramme, seuil considéré comme ne présentant pdardger pour les personnes sans sensibilité
spécifigue pour la listériose. Le pourcentage détitions contenant plus de 10D.
monocytogenegar gramme a tendance a diminuer depuis 1998.

= En 2007, 72 souches ont été réeceptionnées dansde ades alertes DGCCRF. Une
incompréhension sur la dénomination du terme ¢ealedans les laboratoires de la DGCCRF a
entrainé un arrét des envois vers le CNR. Apreiaatipn par le membre de la Cellulésteria
représentant la DGCCRF de ce terme a ces labastales envois en nombre de souches sont
arrives en fin d’année 2007. A ce jour, il n'estspaossible de faire un bilan des alertes
DGCCRF de 2007 étant donné que la totalité deshesuc’est pas encore arrivée au CNR pour
caractérisation (19 souches de 2007 arrivées postant en 2008).

= En 2008, le plan de surveillance sera mis en plaos la moitié des régions métropolitaines.
Il concernera environ 4000 échantillons répartid élcatégories.

3.3.5 ENQUETE DES FORMES NEURO-MENINGEES

Cette enquéte associe les différents partenairés GelluleListeria chargée des investigations
et actions et elle est coordonnée par I'InVS. Gaqmole d’investigation, spécifique des formes
neuro-méningées, a commencé en aolt 2001.

On définit un cas de forme neuro-méningée comme t¢as de listériose avec une date de
diagnostic (date d’isolement de la souche) compeistee 01 janvier 2007 et le 31 décembre
2007 et présentant une forme clinigue neuroménirggden les criteres de la DO (signes
cliniques d’atteinte neuroméningée et souchk.dronocytogendsolée du sang ou du LCR).

Lors de la natification d'un cas de listériose menéningée, ces investigations consistent a
réaliser des préléevements des aliments présents l@anéfrégirateur du patient ou de son
environnement (avec l'accord du patient ou le adgént de sa famille) par la DDSV. Elles

consistent aussi a effectuer des prélevements deuips par la DDCCRF dans ses lieux

habituels d’achat, pour rechercheldsteria monocytogeneaptamment guidé par I'analyse du

questionnaire interrogatoire alimentaire.

Les membres de la Cellulgsteria sont prévenus par e-mail par I'InVS. Pour le CNRIs,agit

de réaliser un groupage PCR et un typage par nestriction d’ADN avec les enzymessd,

Apd et Smd si nécessaire sur les souches alimentaires ket dal patient. Le CNR effectue
ensuite une comparaison des pulsotypes des sosoléss des aliments a celle(s) isolée(s) chez
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le patient afin d’identifier rapidement I'aliment’arigine du cas et transmet les informations sur
les souches similaires en pulsotype a celle dingasain a la Cellul&isteria.

L’ensemble de ces opérations est relié par un kDO communiqué par I'InVS qui permet
de correctement transmettre les informations desdlifférents services et les membres de la
CelluleListeria afin de préserver 'anonymat du patient.

Historiquement, ces enquétes ont été limitées aumds neuromeéningées a cause de leurs
caractéristiques notamment leur durée d’incubgtias courte en général moins de 15 jours.

= En 2007, sur les 306 cas de listériose déclarés,investigations ont concerné 43 cas
répartis sur toute la France, soit 65 % (contre 59%en 2006) des infections du systeme
nerveux central identifiees par le CNR en 200714 (33%) investigations ont été suivies
d’échantillons prélevés dans le réfrigérateur dtiepa par la DSV et la DGCCRF avec son
accord. Les causes possibles des cas non investgoé liées a des patients décédés ou en fin
de vie ce qui crée un contexte psychologique d#fipour effectuer un interrogatoire, ou encore
a des réfrigérateurs vidés et nettoyes suite agredents. Pour une forme neuroméningeée, la
souche n’a pas été récupérée malgreé les effortditfésents partenaires de la Cellllisteria et

du CNR.

18 cas étaient rattachés a un signalement [L0G/Q4.07/02 (1), LO7/03 (5), LO7/04 (1), LO7/05
(2), LO7/06 (2), LO7/07 (3), LO7/09 (1), LO7/11 (1)07/12 (1)] et deux cas a une alerte
alimentaire DDSV chez un boucher du Calvados.

Pour 12 investigations (87 %) effectuées dans filéggésateur du patient, des aliments ou des
préléevements de I'environnement ont été trouvedifsoa Listeria monocytogeneges résultats
de la caractérisation des 27 souches regues ontrénqne dans 8 cas (57%), les souches
d’origine alimentaire étaient non différentiables cklles isolées chez le patient. Dans la figure
27, un exemple d’investigation d’'un cas de formaraméningée a permis d’isoler une souche
provenant du réfrigérateur et de I'associer au cas.

Figure 27 : Exemple de résultat de typage de PFGE dans umestigation d’'un cas de formes
neuroméningées. La souche alimentaire est simédi@esouche du patient de la DO 2491.

Numéro CLIP OrigineGroupe PCR
PFGE-Apal PFGE-Ascl

\ my 2007/01336 H lla
I

| 2007/01357 A lla
| 2007/01358 A lla

Un bilan sur 17 mois (aolt 2001-décembre 2002) aetionnement a été publié en 2004
(Richard et coll., 2004 Les données pour 2005, 2006 et 2007 sont tféganres a celles de 2003:

respectivement 69 %, 59 % et 65% de cas neurom&ninglus dans I'enquéte en 2005, 2006 et
2007 contre 88 % en 2003 et respectivement 17 % &633% de cas avec prélévements
positifs en 2005, 2006 et 2007 contre 41 % en 20@8.données pour 2007 sont cependant

-82 -



supérieures a celles de 2006.

Ainsi, les prélevements a domicile proposés sydiéoement a tous les cas de listériose
neuroméningée paraissent un complément utile arlzedtlance de la listériose réalisée par la
DO et le CNR et permettent dans certians cas diitlmrapidement la source de contamination

3.3.6 CONCLUSION

Comme pour la plupart des pays industrialisésystesne de surveillance microbiologique de la
listériose, basé sur I'étude des souches par leLCH& un systeme basé sur le volontariat des
biologistes médicaux qui acceptent d’adresser lsouvsehes au CNRL. La collecte des données
n'est donc pas exhaustive et est parfois retallé&pond cependant parfaitement a la nécessité
d’identifier précisément les augmentations du nad® cas et de distinguer les cas groupés dus
a une souche unique des augmentations de cas hesooulltiples. Il permet également de
visualiser un certain nombre de tendances en realiércas sporadiques (évolution des formes
cliniques, caractéristiques des souches resporssdélees infections, etc.).

La surveillance réguliére de la listériose humane007 a confirmé 'augmentation du nombre
de cas déja observés en 2006.

Il apparait donc nécessaire de renforcer les sffdéja entrepris notamment en matiére
d’hygiene et de contrble par I'industrie agro-alittegre ainsi que la sensibilisation des groupes
de personne arisque et des professionnels de santé

Les patients pour lesquels l'information était co@navaient le plus souvent un terrain
prédisposant au développement de la listérioseedait indispensable de faire évoluer les
rubriques de la déclaration obligatoire dans le lkidccroitre le nombre de données
clinicobiologiques autour des cas (traitements,Iuian, pronostic, etc.). Un recueil partagé
entre I'InVS et le CNRL et enrichi de ce type donhations sera ainsi de nature a faciliter
I'analyse dees facteurs de risque a l'origine treiklence croissante des cas a I'échelon national
et communautaire.

Le support de ce recueil devra également évoluer laedéclaration en ligne, plébiscitée par les
microbiologistes car plus rapide et plus motiva@te.systeme déja développé par d’autres CNR,
apporte au final plus de réactivité au systemanolis semble également nécessaire, afin de
préciser les caractéritiques médicales des patitriis mieux connaitre la pathologie induite par
L. monocytogenesde lancer, en partenarait avec I'InVS, une étpdespective clinique et
microbiologique, valorisant ainsi le systeme deveillance et de déclaration des cas. Celle-ci
devrait notamment permettre de mieux comprendmiton de I'augmentation du nombre de
cas observés ces deux dernieres années.
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4 ACTIVITES D'INFORMATION, DE FORMATION
ET DE CONSEIL

4.1 CENTRE DE DOCUMENTATION

Le Centre National de Référence desteria possede une bibliotheque contenant la majorité des
articles surListeria depuis 1950 en version papier ou depuis 1995 esioreélectronique. La
bibliographie sur.isteria est actualisée mensuellement a partir des base®mees Current
contents (Agriculture), Sciencedirect (Généralpbase et hebdomadairment a partir de Medline
(Medical/Scientifique). Des tirés-a-parts des &@tcsont obtenus des auteurs ou a partir de la
librairie online de I'Institut Pasteur. Les rapmodu bulletins, version papier ou électronique
d’organisation ou d’agence nationale, européenngteunationale sont recus régulierement et
sont stockeés sur le serveur du CNRL/CCOMS.

Sur demande motivée, le CNRL/CCOMS peut donc envidgs copies d’articles suristeria en
respectant les droits de Copyright et peut procumerliste de référence sur un sujet associé sur
Listeria et/ou la listériose.

= En 2007, par exemple, des synthéses de documenis contamination des harengs fumes,
la contamination des champignons ainsi que limpdat procédé du blanchiment et la
contamination du beurre ont été sollicités parM®ainsi qu'une synthése sur les baremes de
température dans les viandes pour un industrielaljmentaire. Des sociologues de I'INRA ont
souhaité consulter sur place la bibliotheque du CNROMS. De nombreux étudiants ont
demandé des copies d’article sur les épidémiesesurevues sur la listériose. On peut icCi
rajouter la participation au Réseau de Microbiadtgg Médicaux (R2M) des cadres du CNRL
afin de répondre le cas échéant a toutes questipdsifiques de Listériose ou demande de
bibliographie sur ce sujet.

4.2 DIFFUSION DE L’ INFORMATION SUR LISTERIA ET LA LISTERIOSE

Le CNRL a également pour mission la mise a jouradesaissances dans le domainé.ideeria

et de la listériose. Il assure leur diffusion agpita grand public dont notamment des personnes a
risque, ainsi qu'aupres des professionnels de setnthl secteur agro-alimentaire afin de les
sensibiliser sur le risquieisteria. Pour cela plusieurs supports de diffusion dddtimation ont

ete développés par le CNRL [conférences et coupmfticipation a des congres
(communication) ; rédaction de revues généralasnuoniqués de presse ; site Internet ; adresse
e-mail et numéro de téléphone dédiés; formati@neadrement de stagiaires, etc.].

-84 -



4.2.1 STE INTERNET

= En 2007, le CNRL/CCOMS dessteria dispose d’un site internet bilingue (francais/larsg:
http://www.pasteur.fr/sante/clre/cadrednsteria-index.html) qui est régulierement consulté. Ce
site permet de télécharger de nombreux documeiids,utotamment les différentes feuilles de
recueil d'informations devant accompagner I'enwistuches, des liens utiles et une rubrique de
réponses aux questions fréquemment posées au GRARD) (

= En 2007, le CNRL a commencé a répertorier I'enderdbs sites Internet en langue francaise
afin de solliciter les modifications des donnéesomdes ou ajouter un complément
d’informations ou effectuer un lien avec le siteenet du CNRL.

= En 2007, le CNRL a participé a la relecture et aoxections d’'une fiche synthétique sur
« Listeria et la listériose » pour le site de la DGS.

4.2.2 COURS ET CONFERENCES SUR INVITATION
En 2007, les collaborateurs du CNRL ont donné %scou

» Cours de Bactériologie Médicale, Institut Past®aris, Cours sutisteria et Listériose,
le 16 Mars 2007, A. Le Monnier

» Cours de Bactério Médicale, Institut Pasteur, Pdniavaux Pratiques sur la PFGE, 16
Mars 2007, A. Le Monnier - A. Morvan.

* Cours surListeria et Yersinig Institut Pasteur de Lille, Lille, Cours de Miciologie
pour les techniciens, 20 Mars 2007, A. Leclercq

« Cours sur les toxi-infections d’origine alimentagielesListeria, Institut Pasteur de Lille,
Lille, Cours International de Microbiologie et d’Higne des Aliments, 01 Juin 2007, A.
Leclercq

» Cours sur led.isteria, Institut Pasteur de Lille, Lille, Cours Le posur les principaux
microorganismes pathogéenes, 19 Juin 2007, A. Legler

4.2.3 FORMATION ET ENCADREMENT

Le CNR est régulierement sollicité du fait de sgpestise dans le domaine ddsteria pour des
demandes d’accueil de stagiaire pour formation.
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=>» En 2007, nous avons accueilli 2 stagiaires deédifftes formations et origine.

=>» En 2007, les responsables du CN&eria ont encadré et ont été membres du jury de 2 theses
de doctorat d’université, d’'une thése de doctoktatd (DES) et d’'un mémoire de fin d’étude.

4.2.4 DEMANDE D’ INFORMATIONS ET DE CONSEILS

Devant un nombre croissant de sollicitations pairger €lectronique et par téléphone, nous
avons recense et détaillé les demandes par edin@ili§@pasteur.iy et les appels téléphoniques
pour I'année 2007.

Nous avons recu plus de 295 messages par cougarohique sur I'ensemble de 'année 2006
(~5/semaine) et 340 appels téléphoniques (~6/senalfi-dessous figure la répartition des
principales motivations de ces demandes selorakggaries de personnes concernées :

1/ Professionnels de santé

- demandes de renseignements concernant 'envoiubhiedfeuilles de demande a
renseigner, adresse pour I'envoi, condition despart, facturation et/ou prise en charge
financiére de I'envoi, etc.) ;

- demandes de conseils microbiologiques (préléventeolisgiques a réaliser, isolement,
identification, typage des souches, et/ou integpict des résultats) ;

- demandes d’aide au diagnostic (réalisation d’angiiimme, diagnostic complémentaire
par PCR et/ou sérologie) ;

- demandes de conseils thérapeutiques (alternatvagbutique en cas d’allergie gix
lactamines, antiobioprophylaxie en cas d’expositianrisquéisteria (cliniciens,
médecins du travail, hygiénistes, etc.)).

2/ Professionnels de l'alimentaire
- demandes de renseignements concernant I'envoiubhedfeuilles de demande a
renseigner et condition de transport, adressey &fd et facturation, etc.) ;
- demandes de conseils microbiologiques (prélévengerédaliser, isolement,
identification, typage des souches, et/ou integpigt des résultats) ;
- demandes relatives au management de la qualitdl®&L Qprocédures et démarches,
gestion des non-conformités et/ou erreurs d’aiggéldes souches, etc.).

3/ Particuliers
- demandes de conseil de femmes enceintes (prévealiments a risque).

4/ Scientifiques et étudiants
- demandes de stage de formation ;
- demandes d’informations et de conseils sur lesiigales utilisées au CNRL ;
- demandes d’article et/ou de documentation surneejasteria et sur I'épidémiologie de
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la listériose.

Il est intéressant de souligner une forte demander ples méthodes diagnostiques
complémentaires a la culture par PCR. A noter aes demandes de particuliers portent
essentiellement sur la prévention durant la greesdses médecins du travail, les hygiénistes et
les cliniciens posent souvent la question de F&tté’'une antibioprophylaxie en cas de situation
a risque notamment chez une femme enceinte.

L’analyse des principales demandes sera pourssivid¢année 2008. Elle permettra au CNRL
d’adapter le contenu des informations diffuséegmeggrant les réponses aux demandes les plus
fréequentes (mise a jour des informations sur le kiternet, contenu du bulletin d’information
annuel, thématique de revues générales a destindde professionnels de santé et, le cas
échéant, de proposer et de développer de nouvedils mour le diagnostic des cas de listériose
et le typage moléculaire des souches, etc.).

= En 2007, le CNRL a été contacté par des médecitiadail ou des hygiénistes concernant la
circulation de denrées alimentaires type saladeageng qui contenait dés monocytogenese
répondant pas aux criteres microbiologiques réghames. Aucun cas humain déclaré n’étant
lié a ces denrées alimentaires non-conformes. Cefegsionnels de Santé ne savaient pas
comment gérer ce probleme : quel service de I'Etattacter ; Quelle information diffuser ;
Quelle responsabilité ?

Le CNRL a indiqué a ces hopitaux que la détectibfié@umeération ded.. monocytogenes
méme en milieu hospitalier dans le cadre des antoiles des aliments doivent suivre les
méthodes et du réglement européen EC 2073/200%pitdt doit respecter 'HACCP en
intégrant le dangedr. monocytogenepour la restauration des services a risques ancimant

ces exigences dans le cahier des charges du sitasitipour la restauration de I'hopital. Il a
également averti la Cellulasteria de ces demandes et a demandé une interventiecn DI $.

La DGS (bureau des aliments) va envoyer une nateisiles établissements hospitaliers ainsi
gu'aux CCLIN pour leur rappeler le cadre réglementdes autocontrbles et les régles d'analyse
en hygiene alimentaire.

4.3 EXPERTISE

Dans le cadre de son expertise kisteria, les responsables du CNRL peuvent étre amenés a
participer a des réunions au niveau national cermattional en temps qu’experts. Par ailleurs, le
CNR est régulierement sollicité pour des demandextpelles d’expertise sur des dossiers
spécifigues concernant des cas de listériose dypiege moléculaire de souches isolées de
I'environnement ou d’aliments.

Expertises de souches

En 2007, le CNRL a recu 10 souches isolées denpsitié envois), adressées par des laboratoires
de biologie médicale de pays pour lesquels il B&xpas de centralisation des souches dans le
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cadre d’'un systeme de surveillance (cf. chapitdel?.

Le CNRL a également recu 107 souches d’originerenmementale et/ou alimentaire, adressées
par des laboratoires d’hygiene et de contrble daseats pour leur identification et leur
caractérisation (cf. chapitre 2.3.1.).

Expertise de méthodes ou de déclaration d’inventamnde projets industriels

En 2007, les responsables du CNRL ont contribug @&Vision des normes internationales et
européennes pour leéssteriaen microbiologie des aliments.

lIs ont également expertisé une méthode de PCRpiexlta grand nombre d’amplimeres (>45)
dérivée de lanalyse du génome humain pouvant rs&vila caractérisation fine de.
monocytogenes.

Enfin, ils ont conseillé des industriels sur desjgis de développement de kits commerciaux
pourL. monocytogenes

Expertise de publications

En 2007, un responsable du CNRL était correcteumembre de comité de rédaction de
journaux tel qu’Eurosurveillance, Journal of FoowtEction, International Journal of Food
Microbiology, Journal of Analytical Methods, etc.abs ce cadre, 10 publications dur
monocytogenesnt été corrigées en 2007.

Expertises dans des comités nationaux, européengbernationaux

Les responsables du CNRL sont membres de plusigieces en tant qu’experts ou conseillers
(Steering Commmittede PulseNet Europe (réseau Med-Vet-Net), « cusatde la base de
données du réseau PulseNet Europe, groupe deltmam@manent de la Coordination des
Laboratoires de Référence et d’Expertise (CLREttlitsPasteur), Réseau de Microbiologistes
Médicaux (R2M), Président du Comité Européen demddisation en microbiologie des
aliments CEN TC275/WG6, membre du comité francdisoAV0O8B et du comité International
de normalisation en microbiologie des aliments, imendu comité d’experts spécialisés CES
Microbiologie de 'AFSSA, etc).

Conseil auprées de Ministere

En Novembre 2007, un responsable du CNRL a coésklIDGCCRF sur les prélévements
alimentaires a effectuer dans le cadre de song#asurveillance.isteria 2008 a la demande du
représentant de la DGCCRF de la Celllikteria.

4.4 RETOUR D’'INFORMATIONS

Compte-rendu d’analyses

La surveillance microbiologigue de la listériose fenance est basée sur I'envoi volontaire et
centralisé au CNR dekisteria (Institut Pasteur) des souches isolées de pati@dsplus
'ensemble des souches envoyées par les labomatdihygiéne et de contrble des aliments
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(quelque soit le motif) nous permet de constituer base de donnée de profils de souches utile
pour les investigations autour de cas de listériose

Il est donc primordial de pouvoir pérenniser ceseatix de microbiologistes. C’est pourquoi
nous sommes attachés a l'envoi au laboratoire é@guédd’'un compte-rendu détaillé des
analyses effectuées sur les souches envoyéesdansdes plus brefs délais. Il s’agit de I'un de
nos objectifs Qualité pour 'année 2008 dans leede I'amélioration continue de nos services.

Concernant les souches d’origine non humaine, ta dst beaucoup plus hétérogene puisque
les analyses effectuées varient selon les dematetetaboratoires (résultats d’identification et
de sérotypie ou de groupage par PCR avec ou safits pte macrorestriction d’ADN). Par
ailleurs, les analyses de souches d’origine humadiaéertes sanitaires et d’'investigations autour
de cas sont prioritaires par rapport a toutes sulmmandes de prestation allongeant de fait
'envoi des comptes-rendus de ces autres demargss.résultats de typage moléculaire
concernant des souches recues dans le cadre digatEmns épidémiologiques, appartenance ou
pas au clone investigué, sont uniguement adressasn@mbres de la CelluleListeria ».

Diffusion d’'informations ciblées

Par ailleurs, nous sommes conscients que la diffiudiinformations épidémiologiques ciblées a
nos différents correspondants permet de les modivele les sensibiliser sur 'importance d’'un
tel systeme de surveillance. Leur participationvacest garante d’une plus grande exhaustivité
des déclarations et des envois de souchés eh@nocytogenes

En 2007, le rapport d’activité pour 'année 2006té@ adressé a tous les institutionnels investis
dans la surveillance de la listériose ainsi quigtégersonne en faisant la demande. Le présent
rapport d’activité pour I'année 2007 sera adresaés sine forme synthétisée a I'ensemble de
notre réseau de correspondants des laboratoirebidllegie médicale et des laboratoires
d’hygiene et de contréle des aliments. Il seragiégurs mis en ligne sur le site Internet du CNR
en lien avec celui de I'Institut de Veille Sani&ir

En 2007, il s’efforcera de réaliser des synthésess $orme de publications en langue francaise

afin de diffuser une information ciblée aux professels de santé (sages-femmes, gynécologue,
généraliste, pédiatre, hygiéniste hospitalier) star un bilan de la listériose en France en 2007.
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5 TRAVAUX DE RECHERCHE EN LIEN DIRECT
AVEC L'ACTIVITE DU CNR

Le Laboratoire ded.isteria qui accueille le CNR dekisteria est une entité de recherche

pasteurienne. A ce titre il participe aux 3 missiate I'Institut Pasteur : Expertise et Santé
Publigue, Enseignement et Recherche. Le Laborawirété rattaché en février 2006 au

département du campus « Infection & Epidémiologi€e département regroupe I'ensemble des
structures de recherche pasteurienne dont la tigeeatomporte une dimension médicale et de
santé publique.

Au cours des prochaines années, le LaboratoirelLd#sria souhaite poursuivre ses travaux

collaboratifs portant notamment sur I'étude deitadiversité et la physiopathologie, mais aussi

accentuer ses efforts afin d’améliorer la rapiditési que la fiabilité du diagnostic des cas de
listériose ainsi que leur prise en charge théragpeeit

Les méthodes en développement déja cités dansajstren2.1.1.2. ne seront pas décrites a
nouveau dans ce chapitre.

5.1 CONTRIBUTIONS AUX ETUDES EPIDEMIOLOGIQUES

5.1.1 SURVEILLANCE DE LA LISTERIOSE EN FRANCE 2000-2004 EVALUATION
DES CRITERES D' INVESTIGATION DES CAS GROUPES.

Responsables du projet au CNRL : A. Le MonnierJacquet

En collaboration avec [l'Institut national de Veill8anitaire (V. GOULET) et Division of
Environmental Health Sciences, University of MimtasSchool of Public Health, Minneapolis,
MN, USA (C. Hedberg).

Présentation orale « Surveillance of listeriosis Fnance 2000-2004: Evaluation of cluster
investigation criteria » au 16th International Syoagpum On Problems Of Listeriosis (ISOPOL),
Savannah, USA (http://www.aphl.org/conferenceskpedings/Pages/ISOPOLXVI.agpxnars
2007.

Le typage moléculaire de. monocytogene$LM) est indispensable pour identifier les cas
groupés de listérioses. Cette étude est centrélesuwraractéristigues de ces cas groupés pour
prédire la probabilité d’identifier une source cooma de contamination.

Les cas de listérioses notifiés a I'InVS et ledatode LM soumis au CNRL de 2000 a 2004 ont
éte etudiés. Les cas groupés, appelés signalegtar@nt déefinis par 3 ou plus d’isolats durant
une période de 14 semaines avec des profils PR@ilaises en utilisant a la foidsd et Apal.

Le CNRL les signale alors a I'InVS, qui initie desestigations. Une origine commune était
identifiée par lisolement d'une méme souche aipaFechantillons de denrées alimentaires
consommees par les cas, ou épidémiologiquemennpiquant un produit spécifique ou une
denrée alimentaire.
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L’analyse rétrospective de tous les cas groupdsiggiose signalés par le CNRL entre 2000 et
2004 [n=46, soit 323 cas, dont 11 avec une sownarwne identifiee (125 cas)] a permis de
redéfinir les critéres de signalement.

Les résultats de cette étude suggerent une appmch2 temps: 1) si 3 cas groupés sont
identifiés durant une période de 6 semaines le GigRale les cas a I'lnVS pour accentuer les
investigations des cas; 2) si 6 cas sont idestifidnVS coordonne des investigations

épidémiologiques, environnementales et microbigjogs complémentaires afin d’identifier la

source de contamination. Ces nouveaux criteresicp@sl aux 46 épisodes montrent une
sensibilité de 100%, une spécificité accrue a 7dt Une valeur prédictive positive de 55 %. Ces
criteres permettent de réduire le nombre d’invesitbgns improductives en concentrant les efforts
des pouvoirs publics sur les cas les plus critiques

5.1.2 AUGMENTATION DU NOMBRE DE CAS FRANCAIS DE LISTERIOSE S

Responsables du projet au CNRL : A. Le Monnierl-e&lercq

Sous la coordination de I'InVS (V. GOULET et H.\@#dk) et en collaboration avec la Division
of Environmental Health Sciences, University of méisota School of Public Health,
Minneapolis, MN, USA (C. Hedberg)

Article accepté dans Emerging Infectious Disease26@8. V. Goulet, C. Hedberg, A. Le
Monnier et H. De Valk. Listeriosis in France in antext of increasing incidence in European
countries. )

Présentations orales aux % Journées des CNR, 22 Novembre 2007, Charenton,
« Recrudescence de la listériose en France et eopew, A. Le Monnier et V. Goulet ; et au
réseau Listeria le 5 décembre 2007, Institut Pastearis.

L’incidence de la listériose en France a déclind &ea 3,5 cas par million d’habitants de 1999 a
2005. En 2006, elle a augmenté a 4,7 cas par mildthabitants/an. Une investigation
épidémiologigue étendue des cas groupés en Frdacpam montré la présence d’épidémies
alimentaires mais il s’agit bien d’'une augmentatoes cas sporadiques. En outre, aucune
augmentation n’est constatée pour les cas assamzi€emmes enceintes, ou pour les personnes
de moins de 60 ans sans maladie sous-jacente. &gfteentation concerne principalement les
personnes de plus de 60 ans et apparait étre mnencée pour les plus de 70 ans.

D’aprés le rapport annuel EFSA-ECDC sur les infedditransmissibles de I'animal a I'homme,
le nombre de cas de listériose chez 'lhomme esedgmt en hausse de 8,6% au sein de I'Union
Européenne passant de 1427 cas en 2005 a 1583 @@, le nombre de cas pour 100000
habitants ayant grimpé de 59% au cours des cingjédes années. L'incidence européenne est
de 0,33 cas par 100000 habitants. 56% des infectibisteria se produisent chez des sujets de
plus de 65 ans.

Les causes de cette augmentation restent inconetieles différentes hypotheses sont
investiguées au sein de la Cellulsteria:
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« L’augmentation des dates limites de consommation,

* L’augmentation du temps de conservation dans tegérhteur ménager,

* Les nouveaux produits dans la gamme des prodaitsformés frais (rayon traiteur),

* Réduction du sel dans les aliments tels que lebgamblancs,

« La modification de la réglementation européenng(@eent EC 2073/2005) et mise en
place du paquet hygiene (Arrété du 8 juin 2006),

* Le changement des habitudes alimentaires des pmesae plus de 60 ans,

» Les effets de nouveaux traitements thérapeutiqaggpliers, etc.

5.1.3 TRACABILITE DES ISOLATS DE L. MONOCYTOGENESDES INDUSTRIES
LAITIERES DU LAIT DE BREBIS EN SARDAIGNE

Responsables du projet au CNRL : A. Le Monnier REgon
En collaboration étroite et sous la direction dypBitimento di Biologia Animale, Universita
degli Studi di Sassari, Italie (A.L. Pilo, C. Spagu Scarano).

Présentation sous forme de poster «Tracing Listem@nocytogenes isolates from ewe’s dairy
plants » au 16th International Symposium On ProBlédi Listeriosis (ISOPOL), mars 2007,
Savannah, USA.

La persistance dd.. monocytogenegLm) dans I'environnement industriel mene a la
contamination des aliments produits et constituepurbleme récurrent dans les industries
laitieres. L'objet de cette étude a été de traesr dontaminations croisées a LM dans les
industries de transformation du lait de brebis d&hsant la caractérisation moléculaire des
souches. Cette étude a inclus 10 usines de frontkglesebis en Sardaigne. Des échantillons ont
été collectés des différents étapes de fabricat®fromagespecorino romancet ricotta), de
surfaces industrielles en contact ou non avec temdges. Les souches de Lm ont été
caractérisées par PFGE en utilisant les enzyhsdset Apa. Les souches de Lm ont été isolées
de 48 échantillons (18,8%) de 9 usines sur lesn¥@stiguées. Lm a été détectéz dans les
échantillons des filtres du lait cru (16,7%), del(tes de fromage (5,4%), de surfaces de ricotta
afiné (18,2%), des moules a fromage (20%), dessabt des plateaux (4 cas, 9,8%), des
machines a laver les fromages (60%), des machite&ala ricotta (20%), des conduites ou des
surfaces des murs/sols (19,4%). Le g&weA a été détecté dans toutes les souches Lm. Les
sérotypes montrent la distribution suivante : 1(@3,1%), 4b (22,4%), 1/2b (10,6%), et 1/2c
(3,9%). L'analyse PFGE des souches montra 23 pyisstdifférents. Chaque fromagerie était
colonisée par différents pulsotypes (2 a 4) except#r une usine qui était contaminée par un
seul sérotype. L'analyse des sérotypes révéla gueohtamination par Lm des crbutes de
fromages et des fromages ricotta était du a I'emviement des ateliers des usines. Par contre,
les souches du lait cru appartenaient a des pplsstdifférents, suggérant que le traitement
thermique du lait était efficace contre l'introdioct de Lm dans l'usine. Ceci a permis également
d’identifier des zones critiques permettant lestaonnations croisées dans chaque usine. La
maitrise de Lm lors du processus de fabricatiorsttioie un moyen efficace et utile dans le but
d’améliorer I'efficience des mesures préventives.
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5.2 METHODES DE DIAGNOSTIC ET ATYPIES DES SOUCHES

5.2.1 UNE NOUVELLE ESPECE AVIRULENTE ET ENVIRONNEMENTALED E
LISTERIA : L. ROCOURTI

Responsables du projet au CNR : A. Leclercq - \de€CBaniel - A. Le Monnier
En collaboration avec I'ancienne unité de P. Grirhda I'Institut Pasteur

Une nouvelle espéce dasteria, Listeria rocourtii, non virulente pour 'homme et adaptée a
I'environnement a été isolée de salades en AutritkeCNRL a constaté que cette espece
présentait des caractéres phénotypiques atypiquiesegpermettaient pas son isolement facile
par les méthodes classiques de rechercheig&sia mais nécessitant I'utilisation de la biologie

moléculaire.

5.3 ETUDE DE LA VIRULENCE

5.3.1 ETUDE DE LA TRAVERSEE DE LA BARRIERE PLACENTAIRE PAR L.
MONOCYTOGENES

Responsable du projet au CNRL : S. Grayo — A. Leréo
En collaboration et sous la direction de M. Lecuit

L’équipe de M. Lecuit a mis au point un nouveau Bledransgenique obtenu par knock-in,
exprimant une E-cadherine modifiée (E16P) la renhgemmissive a l'interaction avec InlA.

Nous avons pu modéliser l'infection foetoplacentaiteez cette nouvelle lignée murine, et
découvrir le mécanisme de translocation ldsteria monocytogenes travers la barriere

placentaire.

5.3.2 ETUDE DE SOUCHES HYPOVIRULENTES ET VIRULENTES

Responsable du projet au CNRL : A. Le Monnier Rislgon - A. Leclercq

En collaboration avec INRA UR 918 Pathologie infacse et Immunologie, tours (Sylvie Roche
et Philippe Velge)

Dans le cadre d'un projet INRA, plusieurs souchesubentes ou hypovirulentes ont été
détectées dans un modéle déja publié de plagesdetyd’inoculation a la souris (ref Roche). La
caractérisation de ces souches inclut leur typagkaulaire (groupe PCR, pulsotype, ..) le
séquencgage des genes codant les principaux facteursulence (LLO, ActA, InlA, PIcB,...).
Par ailleurs, le CNRL a inclus ces souches danbasa de données MLST afin de pouvoir
analyser les processus évolutifs ayant conduitsgliection de ces souches comparativment aux
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données disponibles pour un nombre important dehssuvirulentes dé. monocytogenes
isolées notamment de cas de listériose.

5.4 DEVELOPPEMENT DE NOUVEAUX TESTS DIAGNOSTIQUES

Le diagnostic de listériose est microbiologiqueletmonocytogeneg’est pas une bactérie a
croissance difficile. Cependant, dans certainemsdns (antibiothérapie préalable, situation ou
les prélevements ne sont pas réalisables ou damsslede diagnostic rétrospectif), il est
intéressant de pouvoir disposer d’outils diagnestsgcomplémentaires a la culture standard.

5.4.1 PCR QUANTITATIVE EN TEMPS REEL DU GENE HLY POUR LE DIAGNOSTIC ET
LA GESTION DE L. MONOCYTOGENES

Responsable du projet au CNRL : A. Le Monnier

En collaboration avec le laboratoire de Microbiolegle I'Hopital Necker-Enfants Malades (E.
Abachin, P. Berche, S. Kayal)

Le laboratoire de microbiologie de I'hopital Neckardéveloppé une PCR en temps réel
permettant de détecter et de quantifier 'ADN lde monocytogeneslans les prélevements
biologiques (Le Monnier A., E. Abachin, B. Berctemd S. Kayal. 2004. Real-time PCR on
Listeria monocytogenesdly gene: a complementary tool for the diagnosis Ladteria
meningoencephalitis. Personnal communication -hWAAC - Washington oct-nov 2004). Ce
test a été évalué prospectivement sur une cohertelus de 300 liquides céphalo-rachidiens
prélevés de patients avec une forte suspicion stéribse neuroméningée. Ce test permet
d’améliorer la sensibilit¢ du diagnostic de listdé@ notamment dans certaines situations
clinigues comme le traitement antibiotique préaabDe plus, la quantification permet
également le suivi de I'efficacité du traitemens gatientsfrésentation sous forme de poster au
16th International Symposium On Problems Of Lisws (ISOPOL), mars 2007, Savannah,
USA)

5.5 DEVELOPPEMENT DE NOUVEAUX OUTILS DE TYPAGE MOLECULAI RE

5.5.1 MULTILOCUS SEQUENCE TYPING OF LISTERIA POUR LA CARACTERISATION
DES SOUCHES ET LEUR EVOLUTION GENETIQUE

Personnes responsables du projet au CNRL : A. Lienido - M. Ragon - L. Bellon
En collaboration avec la plate-forme de génotypdgs pathogenes et santé publique IP-InVS
(R. Lavenir, S. Brisse)
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Présentation sous forme de poster au 16th Inteonati Symposium On Problems Of Listeriosis
(ISOPOL), mars 2007, Savannah, USA. Finalisatiamdirticle en instance de soumission

La surveillance de la listériose requiert des mediso de typage discriminantes et la
compréhension de I'évolution des souches a un nigbabal requiert des méthodes de typage
reproductibles et standardisées. Le Multilocus $rge Typing (MLST) combine un pouvoir
discriminant élevé pour de nombreuses especes keomes et génere des données
standardisées qui sont riches en terme de phylegias souches et de leur évolution.

Nous avons réalisé une base de données MLST senésgle ménagal{cz blgA, cat, dapE

dat, Idh, IhkA) sur une sélection de 178 souches non reliceg@pibgiquement provenant du
CNRL et du CCOMS de la listériose d’origine alimegrg.

Comparée a la PFGE utilisant la combinaig@d et Apd, la MLST est moins discriminante
(index de diversité de 99,2% et 97,4%, respectivejnk’utilisation des méthodes basées sur les
séquences pour un typage fin des souches doinderfsur un nombre élevé de polymorphismes
nucléotidiques non limité aux parties de genes axées dans notre systeme.

Comparée a la PFGE et au sérotypage, la MLST peodeas informations nouvelles et
complémentaires au sujet des relations phylogametigntre les souches. La combinaison de la
diversité alléligue des 7 genes discrimine 65 tydesséquences (STs) organisés en 10
complexes clonaux (famille de STs liés avec ure@itde distance égal a 1) et 4 singletons. Bien
que plus précise que le sérotypage, I'analyse giylétique des profils alléliques montre de plus
un total accord avec les sérotypes. Nous avongaténgue les données de PFGE ne donnent pas
d’'information phylogénétique sur de longues pérsode temps, par le fait que les souches
appartenant a des complexes clonaux uniques n@asmegroupés sur la base de la PFGE.
Nous pensons que la MLST est appropriée pour rédédelles relations entre les souches en
utilisant d’autres souches de diverses originegjucsera entrepris en 2008.

5.5.2 BIODIVERSITE ET ETUDE PHYLOGENETIQUE DES POPULATIONS DE LISTERIA

Personnes responsables du projet au CNRL : A. Lenido - M. Ragon
En collaboration avec la plate-forme de génotypdge pathogenes et santé publique IP-InVS
(S. Brisse)

Présentation sous forme de poster au 16th Inteonati Symposium On Problems Of Listeriosis
(ISOPOL), mars 2007, Savannah, USA. Finalisatiamdirticle en instance de soumission

La MLST génere des informations complémentairesceorant les liens de parenté entre les
souches. Le CNRL a utilisé cette technique pour prendre I'évolution phylogénique des
souches a un niveau global (souches sélectionmédiférentes origines, sur une longue période
de temps et en provenance de différents continebtshsemble des données rassemblées a
également permis de constituer la premiere basdodeées deMultilocus Sequence Typing
(MLST) ouverte et accessible en ligne a la commtéau scientifique
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http://www?2.pasteur.fr/recherche/genopole/PF8/mistih de favoriser les échanges et les
collaborations internationales sur I'étude de tacttire génétique des populationsLageria. A

ce jour, plusieurs utilisateurs (USA, Europe) séht cette base de données et des autorités de
santé publique européenne ont demandé si elle pountagrer cette base de données et
appliquer le protocole de MLST dans ses laboraoifées demandes seront probablement a
I'origine de nouveaux travaux collaboratifs dansiéenaine de I'étude de la structure génétique
des populations deisteria.

5.6 ETUDE DE LA RESISTANCE AUX ANTIBIOTIQUES

L. monocytogenesst naturellement sensible aux principaux anitdpigs utilisés en clinique.
Cependant, plusieurs phénomenes inquiétants cardela sensibilité des souches a certains
antibiotiques semblent émerger, motivant la redieset la validation de nouvelles alternatives
thérapeutiques au traitement de référence actuel.

L. moncoytogenesest rarement résistante aux antibiotiques. Cependausieurs études
soulignent des phénoménes émergents. Le transfiérbhtal de génes de résistance est reporté
entre les especes désteria et d’autres micro-organismeStaphylococcus, Streptococcarsd
Enterococcus sppbhabituellement résistant a de trés nombreux anitpies d’intérét clinique

(ref Charpenbtier AAC 1999). Ceci pourrait condu@el’émergence de résistance cHez
monocytogeney compris a des antibiotiques classiquement @asilidans le traitement de la
listériose. De plus plusieurs études ont récemmmapporté une augmentation du taux de
résistance a un ou plusieurs antibiotiques, y canampicilline (Srinivasan, Foodborne pathog
Dis 2005), parmi les souches isolées de lI'enviromer@ (Charpentier AAC 1995) et plus
rarement parmi les souches isolées de patients.

Ces études soulignent la nécessité de surveillsenaibilité des souches Hemonocytogenes

Le CNRL étudie chaque année depuis 1992 la seitsidés souches cliniques aux antibiotiques
d’intérét. Cependant, a ce jour, il n’existe pasidanées de synthése sur les souches francaises
contrairement a d’autres pays. C’est pourquoi B2 CNRL en collaboration avec le CNR
des agents antibactériens a entrepris de synthdésedonnées concernant I'ensemble des
souches résistantes isolées de patients depuis &Zription des différents profils de
sensibilité, des données de typage moléculaidegmécanismes de résistances caractérisés ...).

5.7 VALIDATION DE NOUVELLES THERAPEUTIQUES

Malgré l'utilisation d’antibiotiques actifs contre. monocytogeneda listériose est encore
associée a un important taux de mortalité, notanm@ms les cas d’infection neuro-meéningées.
C’est pourquoi certains auteurs ont suggére qtraitement de référence de la listériose pouvait
étre optimisé (Hof 1997 la revue). De plus, I'éneerge potentielle de résistance doit étre
anticipée en validant de nouvelles alternativesajh@utiques.
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5.7.1 ACTIVITES COMPAREES DE LA M OXIFLOXACINE ET DE L ' AMOXICILLINE
CONTRE LA CROISSANCE INTRACELLULAIRE DE LISTERIA MONOCYTOGENES

Personnes en charge du projet au CNRL : A. Le Mamns. Grayo
En collaboration aved'Unité INSERM U570, Faculté de Necker, Paris (@indLambert), le
Service de Pharmacie, Hopital Necker-Enfants Mada@d-HP), Paris (M.C. Desroches).

Présentation sous forme de poster au 16th Inteonati Symposium On Problems Of Listeriosis
(ISOPOL), mars 2007 Savannah, USA
Un article accepté pour publication dans AAC (m@0a)

Listeria monocytogenegst une bactérie intracellulaire facultative arijme d’infections
séveres. Le traitement de référence actuel destéribse repose sur I'administration de hautes
doses d’amoxicilline. Néanmoins, le taux de magatlie la listériose en France reste élevé
malgré cette antibiothérapie.

Cet échec thérapeutique souligne la nécessité delogger de nouvelles alternatives afin
d’améliorer le pronostic vital des patients infactgar Listeria monocytogeneslLa
moxifloxacine, une nouvelle fluoroquinolone, pré&sedes propriétés intéressantes contre les
bactéries a Gram négatif mais également sur legedex a Gram positif, commekisteria
monocytogenes.

Afin d’évaluer l'efficacité de la moxifloxacine ctre Listeria monocytogengsous avons
meneé une approche épidémiologique, puis une dppm@érimentale.

La concentration minimale inhibitrice (CMI) de laorifloxacine a été déterminée a partir d’'un
échantillon de souches ddsteria monocytogenes’origines variées : humaines (n=205),
alimentaires et environnementales (n=183), séleées sur 'ensemble de I'année 2005.

In vitro, I'activité de la moxifloxacine est compgar a celle de I'amoxicilline sur les formes
extracellulaires déisteria monocytogenedsGDe (en milieu liquide) ; puis, dans un modele de
cultures primaires de cellules de moelle osseusesalgis BALB/c infectées pakisteria
monocytogeneBGDe.

5.7.2 EFFICACITE DE LA MOXIFLOXACINE DANS LES INFECTIONS D U SYSTEME
NERVEUX CENTRAL PAR LISTERIA MONOCYTOGENES

Personnes en charge du projet au CNRL : A. Le Manns. Grayo

En collaboration avec I' Unité INSERM U570, Facutté Necker, Paris (O. Join-Lambert), le
Service de Pharmacie, Hopital Necker-Enfants MadatheP-HP), Paris (M.C. Desroches, R.
Respaud, E. Singla) et I' Unité des InteractionstBees-Cellules, Institut Pasteur, Paris (O.
Dussurget)

Présentation sous forme de poster au 16th Inteonati Symposium On Problems Of Listeriosis

(ISOPOL), mars 2007 Savannah, USA
Article soumis pour publication.
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L. monocytogenesst une bactérie intracellulaire facultative remsable d’infections séveres du
systeme nerveux central dont le pronostic restervésmalgré un traitement antibiotique. La
moxifloxacine est une nouvelle fluoroquinolone guésente une activité bactéricigevitro sur

les formes extracellulaire et intracellulaire demonocytogene®ous avons évalué I'activita
vitro puisin vivo de la moxifloxacine afin de justifier son utilizat dans le traitement des
infections neuro-méningées garmonocytogenes

Les concentrations minimales inhibitrices (CMI)ldanoxifloxacine ont été déterminées sur une
collection de souches environnementales et clisgled.. monocytogene€CNR desListeria).
L’efficacité de la moxifloxacine a été comparée @lec de I'amoxicillinein vitro en milieu
liquide et dans un modéle de macrophages dérivéaelkides de moelle osseuse de souris et
enfin dans un modele d’infection du systeme nenaantral chez la souris en utilisant la souche
EGDe.

La moxifloxacine présente une CMI médiane de 0/mnlif.064-1] quelle que soit I'origine des
souches testées. Aucune résistance croisée n'déététée avec des souches résistantes a la
ciprofloxacine.

In vitro, en milieu liquide, la moxifloxacine et I'amoxiliile sont bactéricidesCependant la
moxifloxacine est rapidement efficace des les peeesi heures. De plus, elle apparait
rapidement bactéricide sur les réservoirs intratates de la bactérie alors que I'amoxicilline
n'est que bactériostatique.

In vivo, suite a 'administration d’'une méme dose de moxé#cine ou d’amoxicilline (50 mg/kg,
i.p.), on observe un retard significatif de la mies animaux infecté® € 0,0002), s’expliquant
par une réduction rapide des comptes bactérieresniéies dans le sang et dans les organes
(cerveau, foie et rate). Cette activité est coe@éla présence de la moxifloxacine retrouvée
précocement dans le parenchyme cérébral d&§'faninute aprés son injection. Le pic est quant
a lui obtenu une heure apres injection chez laismfiectée (1,95+/- 0,32 ug/g cerveau).
L’ensemble de ces données suggeére que la moxifltxaonstitue une alternative de choix dans
le traitement des listérioses neuro-méningées.

5.7.3 MODIFICATIONDE LA PHARMACOCINETIQUE D "UN ANTIBIOTIQUE DUE A
L’ INFECTION PAR L. MONOCYTOGENES

Personnes en charge du projet au CNRL : A. Le Mamns. Grayo
En collaboration avede Service de Pharmacie, Hopital Necker-Enfants ddat (AP-HP),
Paris (M.C. Desroches, S. Dubouch, R. Respau8iriglas)

Présentation sous forme de poster au 16th Inteonati Symposium On Problems Of Listeriosis
(ISOPOL), mars 2007, Savannah, USA. Article ensderrédaction.

Les infections pat.. monocytogenesont rares mais peuvent engager le pronostic. \ltlr
traitement repose sur une antibiothérapie débutéeopement et rapidement efficace. La
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moxifloxacine a récemment prouvée son efficaiiteitro etin vivo dans un modéle d’infection
neuro-meéningée chez la souris.

L’objectif est d’étudier le profil pharmacocinétige la moxifloxacine dans un modele murin
présentant une infection cérébrale pamonocytogenegrace a la mise au point d’'une méthode
de dosage en CLHP.

L’étude in vivo & consister a traiter des souris infectées et &denparer a des souris témoins
non infectées. L’injection unique de la moxifloxaei (50 mg/kg) est réalisée 36 heures apres
leur infection par un inoculum de 1xX10FU bactériesLes prélévements ont été réalisés a TO, 5,
15, 30, 60 et 120 minutes aprés injection (6 sgpaistemps). Le dosage de la moxifloxacine
consiste en une méthode CLHP en phase inverseléeoapune détection spectrofluorimétrique.
Cette technique a été mise au point et validée #apsisma et le cerveallaire sous la courbe
(ASQ de la moxifloxacine a été déterminée a partir descentrations dans le plasma et le
cerveau.

Chez la souris saine, la moxifloxacine diffuse depnent dans le parenchyme cérébral (5
minutes apres injection ; Tmax=1 heure ; Cmax=78lg rde cerveau). Chez les animaux
infectés, la cinétique plasmatique montre une aotnagon plus importante que chez les témoins
(ASCinfectees/témoins=2,8). Cette différence peutiguer par 'hypovolémie due a I'état de
choc septique. De plus, les concentrations cébraitrouvées sont également augmentées en
cas d'infection ASC infectées/témoins=2,5; Tmax=1 heure ; Cmax=19§&) e cerveau).
Cette différence semble due a l'augmentation depdaméabilité de la barriere hémato-
encéphalique due a I'inflammation provoquée pafdction.

Le dosage de la moxifloxacine a permis de montedifusion cérébrale mais également des
difféerences cinétiques en cas d’infection par monocytogenesLors d'un traitement par
moxifloxacine, cette technique de dosage permetiginombreuses applications dans le suivi
thérapeutique ou I'étude du tropisme tissulairegmpris pour d’autres infections.

5.8 PROJETS COLLABORATIFS

Enfin, grace a son expertise dans le domaintiskeria et de la listériose, le laboratoire des
Listeria est associé a de nombreux travaux collaboratifs :

» avec des entités de I'Institut Pasteur :

o Unité des Interactions Bactéries Cellules (P. Qissa@ravaux sur la virulence
desListeria,

o Plate-Forme de Geénotypage des Pathogenes et Sabl@ue (S. Brisse):
Travaux de mise au point de nouvelles méthodegmge moléculaire,

o Unité des agents antibactériens (P. Courvalin)d&tmoléculaire des résistances
aux agents antiisteria et confirmation des résistances constatées au @&¢R
Listeria;
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o CeRBEP (D. Guillemot) / Unité de Recherche et ddttipe Epidémiologie des
Maladies Emergentes (A. Fontanet): Etude longitaidinle la base de données du
CNR

o Unité de Geénétique des Génomes Bactériens (PheiGlasude de la diversité de
L.ivanovii subsp. ivanovii

» dautres équipes (Hopitaux Necker et Cochin (APHRRA, Faculté vétérinaire de
Sassari et de Bologne, ltalie, etc.).

Les résultats de ces travaux sont encore prélineisat ne seront donc pas présentés dans ce
rapport.

Le réseau Listeria comprenant 12 laboratoires delerche : un exemple de collaboration
CNRL-Equipes de recherches extérieures

Depuis 2005, le"réseau Listeria" constitue un regroupement de compétences autour de
différentes thématiques pour générer une meillearmaissance du pathogene et de I'infection.
Il est financé par le programme PNRA (programmeonat de recherche en alimentation et
nutrition humaine) de I'lnra. Il s’agit en particed d’étudier la variabilité des souches, les sffet
de la matrice alimentaire et les facteurs limitagts contribuent a lincertitude dans la
description de la relation dose-réponse. Le régmaisur la complémentarité des équipes et des
thématiques de recherche, facilite les transfegtsahnaissance et de matériel. Ses membres se

réunissent au minimum deux fois par an pour échasgd’état d’'avancement de leurs travaux :

1. un premier groupe réunit des compétences autoufétiele de la capacité des
bactéries a coloniser un aliment ou un supportigégulINRA de Clermont-Theix,
d’Aurillac, de Lille et UMR-INRA d'Avignon, de Namts, ENSIA de Massy,
ENSBANA de Dijon) ou a coloniser et infecter 'hdgquipes de 'INRA de Tours-
Nouzilly et de I'Institut Pasteur de Paris donCIERL).

2. un autre groupe est spécialisé dans l'épidémiqgldgietypage et I'étude de la
biodiversité des souches (équipes de I'InstitutdRasdont le CNRL, de 'AFSSA et
de I'INVS).

3. un troisieme axe de "sociologie du risque", dévedopar le Lesma de I'Ecole
Audencia de Nantes, analyse les causes des pauentlires et le comportement du
consommateur dans la gestion des produits alimrestdits "a risque", afin d'établir

l'intérét d'une communication plus ciblée. Des étegi s’attachent & déterminer I'état

de I'information et de I'éducation du consommateigra-vis deL. monocytogenest
de la listériose et I'impact de nouvelles inforroas scientifiques sur la perception du
risque. Cet objectif est réalisé au travers d’'emne individuels, de groupes de
discussion (8-10 personnes) et d'une enquéte radiorsur un échantillon

représentatif de la population francaise (1000qerss).
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Le CNRL a participé activement a ces trois grouggegecherche lors de I'année 2007.
Etudes sociologiques

Le CNRL a répondu aux questions de I'équipe deaette en sociologie de Jouy en Josas le 16
Mars 2007 sur I'Evaluation et la gestion du risegaieen Novembre 2007 sur I'histoire de la
Listeria et la Listériose et sa possibilité de point dead&pour la gestion du risqugacillus
cereus

Il a également été interrogé par un sociologuemated sur le gout des personnes pour la
recherche en santé publique et est régulieremtartagé par la SOFRES ou des organismes de
sondage sur des questions relatives a son actimténe ['utilisation de I'anglais en recherche
biomédicale.

5.9 CONCLUSION

Comme lillustre ce chapitre du rapport, la recherconstitue une activité fondamentale de
notre activité, qui se nourrit de notre activitérd&rence et vient également guider celle-ci. Elle
comporte un volet de recherche appliquée, qui déaitectement de notre activité de référence,
et vise a améliorer les aspects techniques et ostiguies.

S’y accole un volet plus fondamental, développéemavec la PF8, qui dérive de notre activité
de caractérisation des souches in vitro, au plamtgpique et phénotypique : il vise a mieux
comprendre le profil évolutif et la variabilité rat et inter-specifigue de. monocytogenes
Cette approche devrait nous permettre d’identilésr specificités des souches cliniques par
rapport aux souches environementales et notamrergrdgaires.

Enfin, un troisieme volet concerne les aspectsipbgshologiques, qui sont étudiés en lien avec
les unités de I'Institut travaillant siuisteria, et sont développés dans I'esprit d’'un continuam |
plus concret possible entre activités cliniques,crabiologiques, épidémiologiques et
fondamentales (bedside to bench & bench to bedside)
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/ PROGRAMME D’ACTIVITE POUR LES ANNEES
2008-2009

Outre les activités de surveillance de la list&rien routine et la continuité des activités de
recherche effectuées en 2007, le programme deilt@ua spécifique aux activités d’Expertise
du CNRL pour les années 2008-2009 comportera fgscessuivants :

Typage et évolution des souches de L. monocytogenes

Utilisation de la base de données MLST pour laatéaresation moléculaire des souches
isolées lors de différentes épidémies ou de sdnatcliniques particuliéres en France et
dans le monde, en collection au CNRL,;

évaluation de la technique des puces a ADN par aecaigpn avec la macrorestriction

d’ADN et les autres méthodes de typage ;

Aspects diagnostiques

évaluation des performances comparées des differmists PCR et/ou sérologiques
actuellement disponibles dans le diagnostic dérlisse ;

évaluation de la virulence des souched.ieria monocytogenegt mise en évidence

des caractéristiques géenotypiques et phénotypididEsenciant les souches clinlques
des souches environnemetlaes et notamment alimesntai

Aspects thérapeutiques

étude de la sensibilité aux antibiotiques des sesmialelL. monocytogenesolées de
I'environnement (prédiction des évolutions potdigse sur les souches cliniques),
évolution de cette sensibilité au cours du tempmpact clinigue des souches tolérantes
aux(-lactamines ;

évaluation de nouvelles alternatives thérapeutigless le traitement de la listériose
neuroméningée (approches combinéestro etin vivo) ;

Aspects cliniques (en collaboration avec I'InVS)

analyse et revue des données clinico-biologiquasives aux souches d’origine humaine
recues au CNRL ;

analyse et revue des données clinico-biologiqueseroant plus particulierement les
souches a l'origine des formes materno-néonatales ;

participation a la révision de la fiche de la DO ;

analyse des cas cliniques ou suspectésvanovii, subspivanovii.
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CONCLUSION GENERALE

Le CNRL a observé une augmentation de 9% du notobaiede cas de listériose diagnostiqués au cours
de I'année 2007 par rapport & 2006 (+9%). Mémetse @ugmentation confirme la tendance observée en
2006 (+31% par rapport a 2005), elle est cepenaaits importante. Toutefois, lI'incidence de 4,8 cas
par millions d’habitants est la plus élevée defdi85. Cette augmentation a essentiellement conéesné
formes bactériémiques, alors que le nombre de ea®rines neuro-méningées demeure relativement
stable. Par ailleurs, le nombre et la valeur nedaties formes materno-néonatales a atteint I'un des
niveaux les plus bas depuis 1987. Il semble dore lqupopulation la plus a risque soit constituée
principalement des personnes de plus de 60 ans @vesans terrain sous-jacent (80% des cas non
materno-néonataux). Cette tendance a la recrudssai la listériose est également observée dans la
plupart des pays européens (Goulet et coll.,, 2088 souligne l'importance de la surveillance
microbiologique et épidémiologique de la listériose

Le CNR ded.isteria (CNRL), en synergie avec I'InVS, a saisi les diffidts acteurs de la Santé Publique
aux niveaux national, et international (corresportsi@uropéens et OMS), afin d’étudier les causes de
cette augmentation récente et de proposer des neaodations appropriées, notamment vers les
personnes les plus concernées, la population degipl60 ans.

En 2007, Swaminathan et Gerner-Smidt du CDC d’Adamt signalé l'efficacité du modéle francais de
surveillance de la listériose, le comparant a cgééisi USA $waminathan B. and Gerner-Smidt P., 200%
CNRL, qui constitue un acteur central de ce systémesurveillance, poursuit l'informatisation des
processus de surveillance microbiologique et épidégique de la listériose au niveau national afin
d’accroitre sa réactivité face aux situations dtale

Cependant, face a I'accroissement de nos actidigdgertise, les interlocuteurs du CNRL a I'lnVSaet

la cellule interministérielle de surveillance de listériose en France ont fait preuve d’exigences
croissantes en termes de prestations d’experiigdiimation systématique par une troisieme enzyew d
souches deisteria, augmentation des investigations autour des @aggs, etc.). Les surcodts engendrés
par ces exigences croissantes ne sont pas conegadixtc le budget alloué au CNRL qui a été ideatiqu
a celui de 2006. Le CNRL a été contraint & so#lrcitn budget complémentaire en 2007 aupres deSInV
gu’il a obtenu afin de pouvoir assurer ses missjoague fin 2007. En 2008, le budget alloué au CNRL
reste identique a celui de 2007 sans intégrationbuldget complémentaire malgré I'augmentation
constante du nombre de cas de listérioses en France

Deux épisodes inédits d'isolements de souchesltimmame ou de contamination humaine (4 cas + 1 cas
suspecté) palkisteria ivanovii subsp. ivanovint été observés en France au cours de cette 200&e

Par ailleurs, un cas de listériose materno-néamataété diagnostiqué par biologie moléculaire sans
isolement del.. monocytogened.a définition actuelle de la listériose ne perpas d’inclure ces cas
dans les chiffres officiels du CNRL.

Cette année a également vu la description d'uneetieuespece non-virulente de I'environnement en
Europe. Le CNRL francais a été sollicité pour apgragson expertise a la caractérisation de cetteeaileu
espece pour laquelle le nomlderocourti a été proposeé.

Dans le cadre de ses missions de veille technalegilp CNRL a développé et validé de nouvelles
méthodes de typage moléculaire, en collaboratiec &vplate forme de génotypage des pathogénes et d
Santé Publique. L'isolement récent de souches ssdagatients, résistantes a des antibiotigueteddin
clinique, a conduit le CNRL a débuter une étudegikoilinale sur la résistance aux antibiotiques en
collaboration avec le CNR de la résistance awbetitijues. Par ailleurs, dans le cadre de nombseuse
collaborations scientifiques avec des laboratoitesrecherche de linstitut Pasteur ou extérieuss, |
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CNRL poursuit ses travaux visant a améliorer leetiiypement d’outils diagnostiques et permettant la
caractérisation des souches (détection des pruncifaecteurs de virulence, étude de la biodiversitde

la structure génétique des populations Ldsteria et de leur évolution) et de valider de nouvelles
alternatives thérapeutiques.

Enfin, la direction du CNRL a été modifiée dljanvier 2008: le Professeur Marc Lecuit, infecigle a
I'ndpital Necker-Enfants malades, a été nommé thecen remplacement du Docteur Alban Le
Monnier. Paralellement, le laboratoire de recheméslisteria a été dissout, et le CNRL a été rattache
au groupe « Microorganismes et barriéres de I'haligé par Marc Lecuit.
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