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Avant-propos

Le Centre National de Référence dekisteria remercie vivement 'ensemble de
ses correspondants et partenaires pour I'envoi en0R8 de souches et de
renseignements permettant de remplir sa mission desurveillance
microbiologique de la listériose en France et d’étdir ce rapport.



TABLE DES MATIERES

RESUME DE L’ANNEE 2008........u ittt ettt e e e eaa s 8

N VI 1 @ 1 1 L @ I ]\ S 9
1.1 PersONNEl PEIMANENT ... o ettt e oo oo oottt et e e e e e e e e e e e e e e aaeaa e e nnbnebenbanneeeeeeans 12
1.1.1  OrganigrammMe GENETA ........ooiiiiiiiia ettt ettt e et e e e e e e e e e e e e s s st beseeeeeeeeeaaaaaaaaaaaaasaaaaaaanns 12
1.2 [ Tor= 10 ) PP PP PUPPPTUTT PR 13
1.3 T[] o1=] 21T o | TSSO 13
1.4 Mise en place de la démarche de management de lad&ité au sein du CNRL..............cccoccvvvvne.. 14

2 ACTIVITES D’EXPERTISE DU CNR DES LISTERIA......ccoiie e, 15
2.1 Capacités techniques, roles et missions du CNR dBIStEria............cccveeiuiiiiiiiiiieiiiee i eieee e 15
2.1.1 Identification et caractérisation des SOUChES TEISTEIIA. .........ceiiuiiiiiiiie e 15
2.1.1.1  Méthodes et marqueurs épidémiologiques diSPONIDIES..........ccvuviieiiiiiiiiee e 15
2.1.1.2  Techniques dEVElOPPEES €N 2008..............oommmmeeeeesinsrrrrreesiaurereeesasnsrereesaassereessassrrreeesannsrerees 17
2.1.1.3  Méthodes N dEVEIOPPEIMENT ........uvuiiiee it e ettt e e e e eittae e e e s s ettt eeeesssssbeeaeasassbaeeaeesansstaeeeessanseees 18
2.1.1.4  Méthodes en cours de ValidAtioN..............coeriiiiiniire e 19
2.1.1.4.1 Evaluation des kits de sérodiagnostic et de PCR..........cccooiiiiiiiiiiiiiieeee e e e e 19
211411 gcr)ojet MONALISA : Multicentric Observational Nation al Analysis of LISteriosis andlisteriA
2.1.1.4.2 Evaluation du milieu ALOA-CONfIrMation ™ ........ccoiiiiiiieiiie e 20
2.1.1.4.3 Evaluation desL. moNOCYytOgeNEEaAD.............uuuiiiiiiiiiiiiiiiie e ——————— 21
2.1.2 Maintien, détention et diffusion de matériel biolOGUUE ...........ccoiiiiiiiieiiie e 21
2.1.2.1  LeS SOUCHES DACIEIENNES ........oiiiiiii ettt e et ettt e e e sab e e s anbeeeaa 21
2.1.2.2 LES SEBIUMS....iiiiiiiiiiiiiiii it ettt e e e e e e e s e s s r e et neeneeeeeeeseesnessessenennnnnnnes B 2
A B W Yo o - Ui (=T T o] F= Vo [ SRR 24
2.1.2.4  Diffusion et echange de matériel DIOIOGIGUE ... eeeeeiiiiiiiiiee ittt 24
2.1.2.5  Conditions de mise a disposition de ces COIIECLIONS............ccoiiiiiiieeiiiiiiiie e 25

-3-



2.1.3 Techniques recommandées Par 1€ CNRL ..........ooiriiieeiiiiiiiee e e e s s e e e s e ssrree e e e e nnnees 25

2.1.3.1  RecOMMAaNdatioNS GENETAIES .........uuuvivie e s e eeteeeeeseattaeeeesasstbaeeeessasbeeaassasstaeraeesansstaeeeeessnssees 25
2.1.3.1.1 EN microbiologi€ CHINIQUE .........uuieiiiiiiiiieeee et e e e e e e e e e e s e e e e e e e e eaaaaaaaaaes 25
2.1.3.1.2 EN microbiologie VEIEINGAIIE...........coi i ceeieee ettt e e s e s e eer e e e e e e e aee e e e e e s s e s sesnnnnnnnnenes 27
2.1.3.1.3 En microbiologie des alimentsS...........ccoiiiiiiee oo a e aa s 27

2.1.4 Travaux d'évaluation et d’amélioration des techniques, réactifs et trousses .............cccvveer cmmmmmnnnnn 31

2.1.5 Gestion, protection et sauvegarde de la base de d@es du CNRL.............ocooooeeiiiiiciiiicccee s 31
2.2 Surveillance de la listériose humaing €N FranCe............coviiiiiiiiie e 32
2.2.1  Surveillance microbiologique de la liStEr0SEe €N FANCE..........ociiiiiiiei e eivaaeea e e 32
2.2.2  Surveillance et SIGNAIEMIENT.... ... ettt e e e e e e e e e e e e e s e ab e b e reeeeeeeaaeas 34
2.2.3  Phase de surveillanCe reNfOrCEE...... ..o ittt sttt e e e b e e snbae e e snneeas 35
2.2.4  PRASE ' AIBITE ...eeii ittt e ettt e e e bR e e e e e o R b et e e e s e b b e e e e e e aanbrreeeeenanee 35
2.2.5 Surveillance de la résistance aux antiDiOtIUES . .vveeeeeiiiiiiiiee et e e e sier e e e et e e e e e serreeeee s e eeeees 36
2.2.6  Détection et analyse des infeCctions NOSOCOMIAIES . .vvvveiiiiiiiiiiiiiiiie e a e 37
2.3 Contribution aux réseaux de surveillance europeenst internationauX............cccccvvvvrvreeeeeemmmmneneeenns 38
2.3.1 Laboratoire Communautaire de Référence dekisteria monOCYtOgENES.........ccccvvvvviviiieiiiiieeeieeeeeeeen, 38
2.3.2 European Center for Diseases Control: ECDC............cooiiiiiiciiiiiiiiieieeeer e e e e sse e e eee e 39
2.3.3 Centre Collaborateur OMS pour la listériose d’origine alimentaire (CCOMS)..........cevvveeeeereees s 39
P S U | Y= N LU o] o 1SS (0 )
2.3.5 EC Rapid Alert System for Food and Feed (RASFF) ..o 41
3 ACTIVITES DE SURVEILLANCE ... et 42
3.1 Données de la surveillance microbiologique de lastériose humaine ...............ccoo oo, 42
3.1.1  Cas de lIStErIOSE N FrANCE ......ccciiiii ettt ettt s et sn e st e s s e e e nnne e e 42
00t O R I = {10 11 o T o [N o U PSPPSR PUPR P 42
3.1.2 Analyse globale des Cas A€ lISLEIOSE ... ..uuceemeereeiieieeeeee i e e e e e e e e e e e e e s e e s e s ereeeeeees 43
3.1.3 Cas de listériose en France MEtropolitaiNg ......cceeeiiiiieieeieiii i 46
3.1.3.1  Distribution teMPOrelle AES CAS.......iiiiiii ittt ettt e e e e e e e e e e e e e s e bbb e e a7
3.1.3.2  Distribution géographiqUe ES CAS........uuiiiiiieeiiiiiiiiee ittt r e e e bre e e s etbee e e e s s s srberaeeeennseees 50
3.1.3.3  Distribution des cas selon la forme CliNIQUE............coooiiiiiiiiiiie e 51

-4 -



3.1.3.4  Distribution des souches selon e groupe PCR ... oot 59

3.1.4 Cas de listériose dans 18S DOM-TOM ........c.oiiiiuuiieiiiiae ittt e st e e be e e ssbe e s s bae e e sabeaesbeeeeenees 64
3.1.5 Etude de la résistance aux antiDiotiqUES .......ccceeeiiiiiiiiiiiieee e e e e e e 65
3.1.6 Typage moléculaire des souches par macrorestriCtiollADN............cevvriiiiiieeeeeeiie i 66
3.2 Caractérisation des souches d’origing NON NUM@INEu........ccceeiiiiiiiiii e e 67
R T R Y o T= 11V R o 1= =T = 1O OPRPY 6.1.
3.2.2  SOUCNES ISOIEES T'AlIMENTS ... .ieiiiiiii e ceeem ettt sr e e s st e e s nnne e e nenes 70
3.2.2.1  Catégories de laboratoires ayant adresseé 1S SOUSNE............coevveiiiiiiii i, 70
3.2.2.2  Nombre de souches et diStribution Par ESPECE. .. vvriiieeiiiiiiiiee it e e e 72
3.2.2.3  Distribution des souches dé.. monocytogenepar catégorie d'aliments ..........cccceeevvvvvimmmeeeeeeeennns 72
3.2.2.4  Distribution des souches dé. monocytogenepar groupe PCR..........cccouuiiiiiiiiiiiiiiiicccceeee e 72
3.2.3  Souches iSOIEes de '€NVIFONNEMENT. ..........cuuieeeeiaiiee ettt e et et et e e sbe e e sbe e e e sbe e e s sabeeeeanbeeeesaees 73
3.3 Bilan des investigations, signalements et @lerteS ... ...ooooiiiiiiii e 75
3.3.1 Suspicions d'INfECtIONS NOSOCOMIAIES ........utceeeeeeieiiiiiieeee e e e e ee e e e e e e s e e s e e e e sesennrnerenneees 75
0 T S T | = 1 1= 0 1T o (PSR 75
3.3.3  AlBIES DIGAL ...ttt 16
3.3.4  AlErtE DGCCRE....cciiiiii ettt ettt 77
I T T Y =Y 4 (= I U] o] o 1= = ] = SRR 77
3.3.6  Alerte CanNAUIENNE .......ooiiiiiiiiiee et emrmr et e et s e et e e 77
3.3.7 Enquéte des formes NEUrOMENINGEES .........uvimcccmeiiiiiie e e ettt e e s asttree e e e s e tbaeaasastbaeeeessastaeeaeeeeanseees 78
3.4 (670] o] (1] o] o T PO PP PP PP PP PUPPPPPPPN 78

4 ACTIVITES DINFORMATION, DE FORMATION ET DE CONSEIL ......c...cccvunnee. 80
4.1 Centre de dOCUMENTALION ......c.cuviieiieie e ireee ettt e et e e st e s e e e e e e sene e e s an e e e nnne e e nnnneeens 80
4.2 Diffusion de I'information sur Listeria et 1a lIStErI0SE..........ccciiiiirieiiiie s 80
S R 1 (=N [ ] (=1 3T OO PSPR PP R 81
4.2.2  Cours et CONFErENCES SUP INVILALION ........viiiimmesreeeesreee ettt e e e e e s nnneees 81
4.2.3  FOrmation €t @NCAAIEIMENT.........iiiiiiiiiiiiieeer et e e e st r e e e e st b r e e e e s bbb e e e e e e s sabrereeeesaasrnneeeeenan 81
4.2.4  JOUIMEES POIMES OUVEITES ..uieiieeiiiiiiiieeesitteeeessittteeeaeesattseeeeessastesseeeesasaseeassatsseeeeessasssseeeessansssseeeessnnes 82



4.2.5 Demande d'iNformations €t 08 CONSEIIS. .......iiuuiiiiie et e et e e e e s e e e e e e e e sens 83

4.3 e d 1= 1T U U 84
4.4 REtOUr A INTOMMALIONS ... eeiii ettt e s s e e st e e et e e e s nre e e s e e e nenes 85
5 TRAVAUX DE RECHERCHE EN LIEN DIRECT AVEC L’ACTIVITE DU CNR.....87
5.1 Contributions aux etudes epideMiOIOQIGUES ...... e eiiii ittt e e e e e e e e eeeeeaaeas 87
5.1.1 Evaluation des critéres d’investigation des Cas QUPES. ......uuvieeiiiirreieeriiierereeesenes s aeeeessesssreeeens 87
5.1.2 Augmentation du nombre de cas frangais de lIStEN@S............cooevuviiieeiiiiiiiiee e mmm e 88
5.1.3 Etude des formes materno-foetales depuis 1987 ...ttt 89
5.2 Méthodes de diagnostic et atypies dES SOUCNES ..........cciiiiiiiiie e 89
5.2.1 Profil atypique de sérogroupe PCR de.. MONOCYIOgENES. ......uviviieiieeeeeeeeeiiieiiiiiirervrrerereeeeeeeeaeenees 89
5.2.2 Absence de catalase de souchesldanonNOCYtOgENES. ........cccuuviiiiiiiiiiiiiire e e ie e e e e e e e eresseer e eeee s 90
5.2.3 Profils de macrorestriction d’ADN différents pour des souches provenant du méme patient............. 90
5.3 EtUDE de 18 VITUIENCE ...ttt e e n e e es 90
5.3.1 Infection @ L. ivanoVii SUDSP.IVANOVIi...........ccouiiiiiiiieece e r e e e e e e e e e e e e e e e 90
5.3.2 Etude de la traversée de la barriére placentaire pal.. MONOCYtOgENES...........cveeviivviireeeeiiiiiieeeeeeeenns 91
5.4 Développement de nouveauXx teStS diagNOSHIQUES wuuneeiierrririeeiiiiiiiieeseeiiiir e e e s srreee e s e snrreeee e e e nnnees 92
5.4.1 Macrorestriction d’ADN de L. monocytogenepar PFGE avec I'enzyme de restrictiorSmd............ 92
5.5 Développement de nouveaux outils de typage moléciaet etude de la diversite dekisteria........... 93

5.5.1 Analyse de la structure des populations de. monocytogenesur un échantillonnage mondial par

Multilocus Sequence TYPING OLISIEIIA ........uuuieiiiiiiii e eeeeeea e e as 93
5.5.2 Ladiversité environnementale dediSteria.........coviiiiiiiiiiii e 94
5.6 Etude de la résistance aux antibiotiqUES .......ccceiviiiiieiii e e e 94
5.7 Validation de nouvelles thErapEULIGUES .........ccceerviiiiiiiiiiiiiie e e e e e e e e e e e e e e e e s e e s annnns 95
5.7.1 L& MOXIfIOXBCING .....eeiiiiiiiieiiiiie et mmme sttt ettt st e st e s ne et e e s e e e s nane e e nnne e e s nneas 59
5.8 Projets COllabOratifS........ccoii it e e e e e e e e a e ——————————————— 96.
5.9 (0703 Tox [0 11T o I PO RPPRR PR 97

6 LISTE DES PUBLICATIONS ET COMMUNICATIONS .......cccet i, 98
6.1 PUBlICAtIONS NALIONAIES .......ciiieiii e e e e e s e ena 98
6.2 Publications INtErNAtIONAIES ...........ooiiie i icee it 98
6.3 CommUNICAIONS NALIONAIES .......vviiiiiie et s e sn e 99



6.4 CommUNICATIONS INTEIMALIONAUES ........iiee ittt e et e et e e e et e e s e e e et e s saa e esan e ssteesenss 99

6.5 CONTEIENCES SUI INVILATIONS ... oottt ettt ettt e e et e e e e e st e s e e e e et s e e s es e e e e eneaeeeeennans 100
6.6 INTEIVIEWS TEIBVISEES OU FAUIOS. ......uuvni oot e e ettt e e e e et e e e e eat e e e s eeba e e eeseeasaa e eesessaeeseeraaeeseerananes 100
6.7 Articles de PreSSe NALIONAIE.............viiii s e e e ee e e et e e e e e e e e e s ses s e e e erreeeaeaeeaaaeessesannanns 100
7 PROGRAMME D'ACTIVITE POUR LES ANNEES 2008-2009..... ccccoviviinienenne. 101

8 CONCLUSION GENERALE ... cne s e 102

R LSy (T LT (o1 T T o1 <Y< 103



RESUME DE L'’ANNEE 2008

Le CNRL, en lien avec I'InVS, a observé en 2008 2ds de listériose, correspondant a une incidéace
4,3 cas/million d’habitants, comparable a 'ann@6@&, et en légere diminution par rapport a I'an?@@7

(299 cas, incidence de 5 cas/million d’habitan@tte incidence reste élevée par rapport aux années
2001-2005. Il est difficile de conclure a ce stadéannée 2008 illustre 'amorce d’une ré-inverside
tendance, ou si I'on assiste a une variation intaralle non significative, dans un contexte général
national et européen a la hausse depuis 2005 (Getutell., 2008). Ceci souligne I'importance depaes
alléger la surveillance microbiologique et épidédouiue de la listériose, surtout au regard des
épidémies canadiennes, qui sont survenues dangysqu ce pathogene semblait étre maitrisé. Une
diminution des formes bactériémiques jusqu’alorsaegmentation et une augmentation des formes
neuroméningées ont été relevées. Par ailleurspiebre et la valeur relative des formes materno-
néonatales a atteint I'un des niveaux les plusdeasis 1987. La population la plus a risque serdbte

étre constituée principalement des personnes dedelb0 ans avec ou sans terrain sous-jacent &%
cas non materno-néonataux).

Le CNR ded.isteria (CNRL), en lien avec I'InVS, a fait part de 'augntation des cas constatée depuis
2005 dans des publications scientifiques ainsi destinées au grand public. Les acteurs de la Santé
Publique aux niveaux national et international fespondants européens et OMS) étudient actuellement
les causes de cette augmentation récente afirogeger des recommandations appropriées.

Le CNRL, qui constitue un acteur central du systéeeurveillance frangais, poursuit 'informatisati

des processus de surveillance microbiologique ieéapologique de la listériose au niveau natiorfial a
d’accroitre sa réactivité face aux situations dtale

Dans le cadre de ses missions de veille technalegite CNRL a développé et validé de nouvelles
méthodes de typage moléculaire, telles que la MIgBTgollaboration avec la plateforme de génotypage
des pathogéenes et de Santé Publique. Une étudéuldingle en collaboration avec le CNR de la
résistance aux antibiotigues a montré que les ssuclniques dé. monocytogeneétaient en majorité
sensibles aux antibiotiques utilisés dans lesetrants de référence, ce qui n'écarte pas l'intdvét
développement de traitements alternatifs, notammans un contexte d’allergie aux R-lactamines, dans
un souci d'une meilleure efficacité, ou dans leterte d’'une possible émergence de résistance. Par
ailleurs, dans le cadre de collaborations scieptés au sein de I'Institut Pasteur et extérie@r$CNRL
poursuit ses travaux visant a améliorer le diagnast la caractérisation des souches (détection des
principaux facteurs de virulence, étude de la hiedité et de la structure génétique des popuktiten
Listeria et de leur évolution), & mieux comprendre la pbpatihologie de la listériose humaine et a
valider de nouvelles approches thérapeutiques.



1 INTRODUCTION

La listériose est une infection principalement $rarse par les aliments contaminés, qui differe
notablement des autres infections d'origine alimeates plus fréquentes par un certain nombre
de caractéristiques :

» l'existence d’'une population plus a risque : lesiiges enceintes et leurs nouveau-nés,
les personnes agées et les sujets dont limmuniédlulaire est diminuée
(immunosuppresseurs, corticothérapies, cancey,;etc.

» la gravité des formes invasives : infection du &yst nerveux central, septicémie chez le
nouveau-né et l'adulte, avortement ; des cas ddrogastérites fébriles aL.
monocytogenesnt également été décr{t3oi et coll, 2005);

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

* une mortalité importante (20 a 30 %) pour les famevasives; des séquelles
fréquentes ;

* mais une incidence faible pour les formes invasi&a 7 cas par million d’habitants ;

* enfin une prévalence qui differe entre pays indaiggés et pays en développement ou
elle n'est que rarement rapportée, du fait du mandg moyens diagnostiques et de
systéme de surveillance, et de la prévalence éldeérombreuses autres pathologies
infectieuses. Cependant, un certain hombre d’adaeteurs peuvent expliquer cette
apparente disparité géographique : modes de piodwtde consommation des aliments
(production industrielle, utilisation de la chaide froid, développement des aliments
consommes en l'état) et démographiques (accroisgetttenombre de personnes agees
et augmentation du nombre de sujets immunodéprifags les pays industrialisés).

La listériose humaine évolue essentiellement sound de cas sporadiques, et survient plus
rarement par petites bouffées épidémiques, voirgédiéables épidémies comme ce fut le cas
depuis 1981 sur le continent nord-américain ou cenem 2008 au Canadanonyme 1998a et
1998b ; Boggs et coll., 2001 ; Dalton et coll., 793e Valk et coll., 2000, 2001a et 2001b ; Fasteroll., 2001 ;
Fleming et coll., 1985 ; Frye et coll., 2002 ; Lamet coll., 1988 ; Proctor et coll., 1995 ; Schlet coll., 1983)et

en Europe, notamment en Frariasonyme, 1993a et 1993b ; Aureli et coll., 20@8ille, 1991 ; de Valk et

coll., 2001 ; Ericsson et coll., 1997 ; Goulet eli.c 1993, 1995b et 2002 ; Jacquet et coll., 199bgytikainen et
coll., 2000 ; McLauchlin et coll., 1991 ; Miettinet coll., 1999 ; Salamina et coll., 1996).



En conséquence, un certain nombre de pays indis#gaont instauré des systémes de
surveillance spécifiques de cette infection, sotiagpuis plus d’'une dizaine d'années. Ces
systémes sont pour la plupart fondés sur la césdtain des souches isolées de patients et
d'aliments dans un laboratoire/centre de référepegmettant leur étude systématique et
comparative et sur un recensement des cas.

La Direction Générale de la Santé (DGS) s'est muldpuis 1982 d'un tel systeme de
surveillance En 2007, Swaminathan et Gerner-Smidt du CDC d'Adaont signalé l'efficacité du
modele francais de surveillance de la listérioseomparant & celui des US8waminathan B. and Gerner-
Smidt P., 200)], avec le Centre National de Référence ldsteria (CNRL) localisé initialement a
la Faculté de Médecine de Nantes auquel a éténadjni1990 le CNRL pour la lysotypie et le
typage moléculaire situé a I'Institut Pasteur. Depa fermeture du CNR de Nantes en juillet
1993, le Centre National de Référence disteria a été hébergé par le Laboratoire Hesseria
puis le Groupe a cing ans « Microorganismes etidres de I'héte » de l'Institut Pasteur. Il
assure la surveillance microbiologique de la lis& en France. Son mandat de CNRL a été
renouvelé le T janvier 2006. Le CNRIs’est engagé a assurer les missions définies maété
du 29 novembre 2004 fixant les modalités de désigmat les missions des CNR.

Les missions spécifiques du CNRL sont les suivantes

* Typer en routine par une méthode discriminante doasi le génotypage les souches
humaines qui lui sont adressées et mettre en caneraomenclature des souches fondée
sur cette méthode

» Disposer d’'une expertise des méthodes diagnostigileses en santé humaine comme
la sérologie ou les méthodes moléculaires de d&tgn@pide

» Etudier la sensibilité aux antibiotiques des soadkelées chez 'homme

« Contribuer au développement des méthodes de tygtagéa diffusion de ces techniques
aux laboratoires d’analyse de biologie médicale

» Tendre vers I'exhaustivité des souches humainesdafippouvoir détecter les cas groupés

» Collaborer avec les structures (laboratoires, Afeta) travaillant en santé animale et sur
les aliments (échange d’informations, de soucttes, e

« Contribuer en liaison avec I'lnstitut de Veille $taire a la surveillance épidémiologique
notamment en situation de cas groupés en complaraouche humaine concernée aux
souches isolées d’aliments et en donnant des iattons sur la fréquence d’isolement
de cette souche parmi les souches humaines isoié&seurement.

» Participer en lien avec I'Institut de Veille Samigaa des études de recherche appliquée
notamment aux projets de recherche internationaux,
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« Contribuer en lien avec l'lnstitut de Veille Samiéaaux systémes de surveillance
internationaux et en particulier européens notanrdans le cadre de I'application de la
directive zoonoses 2003/99/CE,

e Contribuer a l'alerte en signalant a l'Institut Seille Sanitaire la survenue de cas
groupés et de tout phénoméne inhabituel : augmentadu nombre de cas (si
dépassement d’'un seuil défini en accord avec ltlistle veille sanitaire), modification
des formes cliniques (répartition, modification bmur expression clinique, formes
inhabituelles), apparition d’'un nouveau phénotypeésistance, etc.

Outre ces missions, le CNRL en 2008 a intensif@rstations avec le Laboratoire National de
Référence dekisteria monocytogenef_ NRI, AFSSA-LERQAP) afin de recueillir ses donsée
et informations complémentaires pour la surveiltanationale de la listériose en France.

Les données du CNR en matiere de surveillance biaagique ont été régulierement publiées
(Courtieu, 1985 et 1986 ; Espaze et coll., 198901& 1991 ; Goulet et coll., 2001, 2004 et 200&8cquet et coll.,
1994, 1995b, 1998, 2001, 2002 et 2007; Rocourbkt d992b et 1997)A ces publications s’ajoutent les
enquétes du Laboratoire National de la SaGteiet et coll., 1986, 1987, 1989 et 1990glles du
Réseau EPIBAC du Réseau National de Santé Pulgliginoist et coll., 199%t depuis 1998 les
données de la Déclaration Obligato{Baulet et coll., 2001, 2004, 2005 et 2006jévolution de la
listériose en France est similaire a celle obseda#es d’autres pays : a une tres grande majorité
de cas sporadiques s’ajoutent de petites boufféidémiquegLemagny et coll., 1989 ; Rocourt et coll.,

1989), voire de véritables épidémi@snonyme, 1993a et 1993b ; de Valk et coll., 20@oulet et coll.,
1995b, 1998 et 2002 ; Jacquet et coll., 1995a).

L’incidence de la listériose en France a diminuéablement de 1987 a 2001, puis s’est
stabilisée ensuite jusqu’en 2005 autour de 3,5maligh d’habitants. En 2006 a été constaté un
inversement de cette tendance avec une réaugnoenbatisque de l'incidence a 4,6 cas/million
d’habitants qui s’est prolongée en 2007 pour atteirb,0 cas/million d’habitants. Le bilan de
I'année 2008 fait état d’une incidence de 4,3 cdsdm d’habitants, un chiffre proche de celui
de l'année 2006 (Goulet et coll., 2008). Les redsltdes années a venir permettront de
déterminer si 'augmentation du nombre de cas oBseen 2006 et 2007 s’inscrivait dans une
tendance de fond, ou n’étaient que des épiphéna@nédriebservation dans d’autres pays
d’Europe d'une augmentation comparable est plutdt faveur d'une réelle évolution
épidémiologique.

Le laboratoire héberge le CNRL étant égalemengdésCentre Collaborateur de 'OMS, il peut
eégalement participer a la surveillance de cettectidn dans les pays qui en font la demande.
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1.1 PERSONNEL PERMANENT

1.1.1 ORGANIGRAMME GENERAL

Le Groupe a cing ans (G5) « Microorganismes et i&a@s de I'héte » héberge le Centre
National de Référence dégsteria (CNRL) en charge de la surveillance microbiologiogt
epidémiologique de la listériose en France, et émt(@ Collaborateur OMS de la listériose
d’origine alimentaire (CCOMS).

Figure 1 : Organigramme Général du Personnel du CNRlesListeria (en grise, le personnel

cadre)
Responsable du CNRL / CCOMS G5 Microorganismes et
: Pr. M. LECUIT barrieres de I'hote |
i (APHP, Université Paris Descartes, i
Responsable-adjoint
: CNRL / CCOMS !
i A. LECLERCQ ;
| | Secrétariat Préparateurs
i | M. BELIN A. BERTEL/ i
' N. TESSAUDRITA !
\| Pulse Net Europe CNR Listeria pe—— Centre Collaborateur | !
‘| M. LECUIT, <:> des souches OMS pour la listériose | :
| A. LECLERCQ M. LECUIT (Responsable) d’origine alimentaire | |
i A. LECLERCQ (Responsable- ;
: adjoint) rolbage M. LECUIT (Responsable) !
I V. CHENAL A. LECLERCQ(Responsable-| |
| FRANCISQUE(ngénieur de adjoint) !
' Recherche) V. CHENAL !
| V. CADET DANIEL* echerche - !
| (Technicienne, Responsable Rechereh E&ﬁuhce;SQUE(lngemeur de '
' informatique) !
| A. MORVAN (Technicienne, V. CADET DANIEL* !
I (Technicienne, Responsable )
' Responsable HSQE) | $uppon/ informatique) '
1 - nformation !
| H. DIEYE (Technicienne) A. MORVAN (Technicienne, !
! T. CANTINELLI (Technicien, Responsable HSQE) '
| responsable informatique) H. DIEYE (Technicienne) |
L Stagiaires T. CANTINELLI (Technicien, | |
! S. GRAYO** (Doctoranté responsable informatique) !

* personnel ayant quitté le CNRL en 2008
** financement Fondation pour la Recherche Médicale
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1.2 LocAux

Laboratoires et bureaux:

Le CNR desListeria (CNRL) est hébergé a l'Institut Pasteur en 2008sacond étage du
batiment Roux (53A) de I'Institut Pasteur, 25 rweld. 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 de l'Ingénieur de recherche du ORROMS, partagée avec un(e)
étudiant(e) en doctorat et un stagiaire et senégdlement de salle de réunion et de
bibliotheque,

Piece 6: Secrétariat — Bureau administratif,

Piece 5B: Bureau du Responsable-adjoint du CNRL/RKISO

Piece 5: Laboratoire P2, accueillant 5 personnes@tant une salle de PCR, une salle
d’électrophorése et de centrifugation et une skllpesée des produits chimiques,

Piece 30: Archives et conservation des souchesmgetateur a -80°C,

Piece 31: Piece avec conditionnement d’air compotéacollection dé.isteriadu CNRL.

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 EQUIPEMENT

L’ensemble des équipements scientifiques font €obdjune maintenance et d’un suivi
métrologique (Etalonnage-Cartographie et/ou véifom).

L’ensemble des équipements informatiques est atitotet gérés par la société PCO en contrat
avec l'Institut Pasteur. Cette société est soumisa contrat de confidentialité et de respect des
exigences CNIL pour les données de santé publigcelles des correspondants du laboratoire.

Moyens extérieurs a la structure / Structures ansales
- Plate-forme Génomique (PF1)
- Plate-forme Puces a ADN (PF2)

- Plate-forme de Génotypage des Pathogénes et Saritgue (PF8)
- Animalerie des agents pathogenes.
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1.4 MISE EN PLACE DE LA DEMARCHE DE MANAGEMENT DE LA QUALITE AU SEIN
DU CNRL

La mise en place du Management de la qualité dzs£NRs est un objectif prioritaire de la
Direction de I'Institut Pasteur. La Direction dél&g « Direction déléguée a I'hygiene, la
sécurité, la qualité, I'environnement et au dévyadopent durable (HSQEDV) » de I'Institut
Pasteur coordonne cette action et affecte un iegémjualité pour I'ensemble des CNRs. Le
service Formation assure des formations a la ged® la Qualité adaptées aux besoins
spécifiqgues, et de nombreux services support destitut Pasteur (tel le laboratoire de
métrologie, le service de réception des produitdobiques, 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 caracédas moléculaire. Outre le management de la
qualité, I'établissement de ces documents qudlitéue application permet une tracabilité totale
des essais réalisés au CNRL, ce qui constitue antage en cas de probleme juridique ou de
saisie des documents techniques dans le cadre pfanédure juridique.
Ainsi, le CNRL s’est engagé depuis une dizaine nk@s 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 l'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 systtme 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.
Depuis 2007, le recrutement d’'un nouveau respoasahbint au CNR ddssteria en charge du
Management de la Qualité a aboutit a la révisiongmassive de I'ensemble des documents
qualité et a la création progressive d’un manuelligten relation avec le manuel qualité de
I'Institut Pasteur dans le but du passage a I'@taln par le COFRAC selon le référentiel NF
EN ISO CEI 17025.
- Les lignes d’essais, cceur de I'activité techniqueCNRL, qui seront soumises a ce projet
d’accréditation du CNRL seront les suivantes :

* |dentification phénotypique (Méthode interne)

» Groupage PCR des souched tgteria monocytogengdléthode interne)

» Electrophorése en champ pulsé de 'ADN génomigikisteria monocytogenedigéré

par I'enzyme de restrictioAsd (Protocole Pulsenet Europe)
» Electrophorese en champ pulsé de 'ADN génomiqueisteria monocytogenedigére
par 'enzyme de restrictioApa (Protocole Pulsenet Europe)

-14 -



2 ACTIVITES D’EXPERTISE DU CNR DES
LISTERIA

Dans le cadre de ses missions, le CNR Heseria est en charge de la surveillance
microbiologique et participe a la surveillance é@pidologique de la listériose d’origine humaine
en France. Le CNRL a par ailleurs de nombreusegsattivités transversales notamment de
support technique ainsi que biologique pour lidfesdtion et la caractérisation des souches
d’origine non humaine, de contribution aux réseegrnationaux de surveillance, de diffusion
de I'information, de veille technologique et de d@éppement de nouvelles techniques 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 ET MARQUEURS EPIDEMIOLOGIQUES DISPONIBLES

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

Le CNRL recoit également des souches isolées cdéalimou de I'environnement envoyées par
les laboratoires d’hygiéne et de contrble des alimgublics agréés (LVD, LDA, SCL,
Laboratoires privés, etc.) dans le cadre d'alepesduits de la Direction Générale de
I'Alimentation (DGAI) ou de la Direction Généraleda Concurrence, de la Consommation et
de la Répression des Fraudes ou d’investigatiotmaiade cas.

Ces souches font systématiquement I'objet des s@slysuivantes qui ne sont alors pas
facturées :

» Vérification de la pureté des souches réceptionnées sur gélose nutritivia Suche
envoyée est un mélange de souches, elle est isalégélose sélective chromogene
ALOA" (AES Laboratoire, France).

» Confirmation de lidentification au genre et a I'epeéce par des tests biochimiques
[galerie APIListeria® (bioMérieux, France)] et recherche de I'hémolysdors des
méthodes précédemment publiéBiie(et coll., 1992 ; Rocourt et coll., 1988bcomplétés par
d’autres tests classiques si nécessaire. Les smatfigiques font I'objet d’investigations
complémentaires appropriées, en fonction de I'agpée phénotypique et moléculaire
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acquise par anciennement le Laboratoire ldieteria dans la taxonomie de ce genre
bactérien(Boerlin et coll., 1991 ; Jacquet et coll., 1992 e Rocourt et coll., 1982, 1983a et 1992 ;
Seeliger et coll., 1984)Le CNRL, en cas de difficultés sur I'identificatiafe la souche
envoyée par un correspondant, pratique une angilic génique et un séquencage sur
environ 1400 pb du géne codant les ARNr 16S. Ceeamuservice permet d’'identifier de
nouvelles espéces dasteria, commelL. rocourti en 2008, et d’identifier des profils
atypiques en sérogroupe PCR. Toutes les souchesListeria présentant quelques
caractéristiques phénotypiques du genre sont es@estpar cette méthode.

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 01/03/05sgeliger et Hohne1979. Cette « PCR multiplex » posséde pour cible
une partie de la séquence du gene présent dans I'ensemble des espéces décrites de
Listeria et quatre séquences d’autres gemem1118, Imo0737, ORF2110, ORF2819
spécifigues deL. monocytogenepermettant de déterminer «le sérogroupe PCR ».
D’aprés les résultats du CNRL depuis 2005, cettdr RGultiplex peut remplacer
directement l'identification phénotypique dés monocytogenesen identifiant son

« sérogroupe PCR ». Dans le cadre d’'urgence sangancernant des cas de listérioses,
le CNRL effectue cette PCR multiplex directementlaiculture sur gélose nutritive de la
souche envoyée par le correspondant. Il en est&maenquand le CNRL a constaté la
réception d’'une souche identifiée comme n’appartepas au genrkisteria. La PCR
multiplex est alors directement effectuée sur le®ries confluentes de la culture sur
gélose nutritive de la souche réceptionnée afigassurer de I'absence de la présence de
Listeria, d’'un sérogroupe inconnu de. monocytogenesd’'une nouvelle espéce de
Listeriaou deL. monocytogenesn faible nombre.

Analyse des profils de macrorestriction d’ADN génongue (PFGE : électrophorése en
champs pulsé) obtenus au moyen du systeme d'gibcirese CHEF et des enzymes de
restrictionAsd et Apa selon le protocole international standardisé ddCQJ'Atlanta et
des réseaux PulseNet décrit par Graatesoll. en 2001 Graves et Swaminathan, 200Dans
certains cas, une troisieme enzyi®@md peut étre utilisée selon la méthode interne
développée par le CNRL afin d’augmenter le poudiscriminant de la PFGE. C&™§
enzyme sert : (i) a différencier des profils aves énzyme#sd/Apa tres proches (1 ou

2 bandes de différences) pour leur attribuer unérontorrect de nhomenclature et les
relier éventuellement a un signalement ou uneealed qui a été approuveé par la cellule
Listeria le 23/04/2007; (ii) dans le cas d'un signalement'ane alerte produit ou d’'une
forme neuroméningée, a différencier les souche® aties c'est-a-dire ayant les mémes
profils Asd et Apa mais avec un profismad différent ce qui permet a I'InVS de faire des
clusters d'investigations ou d'écarter des cas ms&r@ des produits alimentaires. Ce
typage paiSmad a éteé réalisé sur 30% des souches humaines éncdddme en 2007 et
sur 17% des souches totales recues au CNRL cofitfe en 2007 (& savoir que des
souches typées en 2008 étaient des souches rérej@soen 2007). En cas d’épidémie ou

-16 -



de crise, le CNRL peut multiplier par 3 sa capadt typage par utilisation des
equipements du CNR dégibrio, du CNR de la résistance aux antibiotiques et de
structures transversales apres accord des respesmsighces entités.

» 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.). £ 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.

» Caractérisation, dans des cas particuliers, de laimlence des souches dd..
monocytogenegar inoculation par voie orale ou parentérale sembitjes ou souris
transgéniques humanisées ou/et par desitesgiiso.

Par ailleurs, dans le cadre de son activité d’diggeemais hors alerte, le CNRL recoit également
des souches envoyées par son réseau de corresigomdanobiologistes 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 2008, le CNRL a recu un total de 1525 souchésontre 1544 souches en 2007) dont 319
souches d'origine humaine, 860 souches d’'origineneaitaire, 107 souches d’origine
environnementale dans le cadre d'alertes sanitaifgs/estigations ou de demandes client, 11
souches d’origine vétérinaire, 10 souches sansnration et 218 souches de pays étrangers dans
le cadre des activites du CCOMS (cf. chapitres32.3.

2.1.1.2TECHNIQUES DEVELOPPEES EN 2008

Développement d’'une méthode de référence d’isolenaenl. monocytogenes des selles
Personnes responsables du projet au CNRL : H. Diéyd_eclercq — M. Lecuit

L'infection a L. monocytogenespeut se manifester par une gastroentérite maigolegiste ne
posséde pas de méthodologie pour investiguer cement la présence de monocytogenes
dans les selles de patients. Le CNRL a mis au pwmieatméthode permettant de détecter dans les
selles L. monocytogene®t a expertisé 4 selles dont 3 se sont révélésitives a L.
monocytogenesLa caractérisation des souches par macrorestriaciADN a montré leur
similitude avec la souche issue du méme patientselée du sang (septicémie). Les
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caractéristiques génotypiques et phénotypiquegsisauches sont en cours d’investigation.

2.1.1.3METHODES EN DEVELOPPEMENT

Développement d’'un schéma de référence de multibeariable-number of tandem repeat
analysis (MLVA) pour L. monocytogenes

Personnes responsables du projet au CNRL : V. Gheaacisque —M. Cantinelli - A. Leclercq
- M. Lecuit
Collaboration avec la plate-forme de génotypage dathogenes et santé publique PF8 de

I'Institut Pasteur et l'unité de recherche du Predeur G. Vergnaud (Institut de génétique et
Microbiologie, Université Paris-Sud, Orsay).

Une étude comparativia silico de 17 génomes séquencésLdenonocytogenea abouti a la
mise au point d’'une liste d¥ariable NumberTandem Repeaftou répétition en tandem
polymorphe) potentiels pour développer un schérabldi de typage moléculaire par MLVA
(Multiple Loci VNTR Analysis ou Analyse de plusisulocus VNTR). Les VNTR potentiels du
schéma MLVA ont été validés silico sur 4 nouvelles souches séquencées puis au laiberat
sur les ADN génomiques de 40 souchesLdenonocytogenesn déterminant les alleles des
différents loci sur gel d’agarose.

Les premiers résultats ont abouti a la sélectio ¥&TR d’intérét. Une revue de la littérature a
permis de sélectionner d’autres VNTR dont les edlalont étre déterminés par électrophorese
capillaire et séquencage sur 16 souchels. ieonocytogeneeprésentant les complexes clonaux
de l'étude MLST du CNRL sur la biodiversité des cwes cliniques francaises. Les
performances de ce schéma MLVA, notamment quanbra mouvoir discriminant, seront
comparees a celles de deux autres méthodes deetypalgculaire sur 90 souches francaises. Le
but est I'obtention d’'une méthode de typage en @deesuivant I'extraction de '’ADN, ce qui
constitue un gain de temps substantiel pour laedilamce, notamment dans le cadre de la
gestion d’alertes sanitaires.

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

Le CNRL a été confronté depuis 2007 a plusieursashel®s de sérotypage classique des souches
de Listeria notamment dans le cadre de projet de recherch€NRL a d’abord constaté des
résultats discordants avec d’autres laboratoiregspondants effectuant le sérotypage classique
et une baisse des performances concernant le gagatydes souches de monocytogenes
effectué au moyen du seul kit complet commerciaBsén qu’'ayant alerté les responsables de ce
fabricant, nous n'avons a ce jour aucune réponseCNRL ne recommande donc plus ce kit
pour le sérotypage complet dessteria monocytogened e sérovar des souches et non leur
groupe PCR est sollicité par des équipes de relosbeé&tudiantL. monocytogenegt des
laboratoires travaillant pour des entreprises ajjraentaires. En effet, dans certains cas, il §’agi
de pouvoir comparer les résultats a ceux obtenus @ges souches typées antérieurement a la
mise au point du sérogroupage PCR. Dans d’auteekaemande de sérotypage est motivée par
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I'analyse de souches environnementales, notamneeséidvars rares et peu impliqués dans les
cas cliniques (laboratoires correspondants et #bwes validant des kits commerciaux). En
conséquence, le CNRL propose de nouveau le ségaypaur cela, le CNRL a produit des sera
sous management de la qualité pour lesquels BENKA SEIKEN (et d’autres kits) présente
une performance analytique insuffisante (sera INVX@t Le sérum IX servant a déterminer le
sérovar 4ab semble difficile & produire, du famree faible efficacité de I'immunisation, et le
protocole d’obtention de ce sérum est en courstiffagation.

2.1.1.AMETHODES EN COURS DE VALIDATION

2.1.1.4.EVALUATION DES KITS DE SERODIAGNOSTIC ET DE PCR

L’évaluation des kits de sérodiagnostics de lafiese utilisés notamment dans le cadre du
diagnostic de I'infection de la femme enceinte et Kits de PCR dans le cadre du diagnostic des
formes neuroméningées est nécessaire, et pouwaduce a inclure les cas d’infections
neuroméningées au cours desqguelsnonocytogenese serait pas isolée mais la PCR serait
positive. La Celluldisteria et I'InVS sont donc intéressés a ce que le CNRiluavla qualité et
I'intérét de ces tests biologiques.

Le CNRL n’est pas un laboratoire d’analyse médialane recoit donc pas actuellement de
prélevement biologique humain dans un objectif degrbstic de premiere intention. Il ne
dispose donc pas a ce jour d’échantillons biologggissus de cas ou de témoins pour évaluer la
qualité et les performances de ces kits et pré@seintérét dans la démarche diagnostique.

Le CNRL a donc décidé de mettre en place une gitmpective permettant de recueillir toutes

les données clinigues de patients atteints deribsg& mais également les échantillons

biologiques issus de ces patients, afin notammentcahstituer une biotheque permettant

d’évaluer ces outils diagnostics. Un projet dansddre du programme hospitalier de recherche
clinigue (PHRC), sous la direction du Pr. M. Leaetitcoordonné par le Dr C. Charlier, Chef de

Clinique du service des Maladies infectieuses képital Necker-Enfants malades a été déposé
fin 2008. Il implique le CNRL, I'InVS et le servicdes Maladies infectieuses et tropicales de
I'hépital Necker-Enfants malades. Il est brievemenéisenté ci-apres.
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2.1.1.4.1.1PROJET MONALISA : MULTICENTRIC OBSERVATIONAL NATIONAL
ANALYSIS OF LIS TERIOSIS AND LISTERIA

Etude prospective sur la listériose en France ardltious les cas de listériose éligibles depuis
Janvier 2010. Elle est financée par un programnepitadier de recherche clinique (PHRC
national) ainsi que I'Institut Pasteur. L'APHP psimoteur de I'étude.

Contacts :

Promoteur : Assistance Publique-Hobpitaux de Paris

Délégation Régionale a la Recherche Clinique Carré
Historique - Hopital Saint-Louis 1 avenue Claude
Vellefaux 75010 Paris Tel: 01 44 84 17 20 Fax: 81 4
84 17 99

Investigateur coordonnateur : Dr Caroline Charlier

Service de Maladies Infectieuses et Tropicales,itdbNecker-Enfants Malades APHP,
149 rue de Sevres 75015 Paris, Centre d'Infecimidgcker-Pasteur

Tel: 01 42 19 26 63

Fax: 01 42 19 26 22

E-mail : caroline.charlier@nck.aphp.fr

Responsable scientifique : Pr Marc Lecuit

Centre National de Référentisteria, Centre collaborateur OMSsteria,

Groupe "Microorganismes et Barriéres de I'Hote'lligg Avenir Inserm U604

Institut Pasteur, 25 rue du Dr Roux, 75724 PARI&egel5

Service de Maladies Infectieuses et Tropicales,itdbecker-Enfants Malades APHP,
149 rue de Sevres 75015 Paris, Centre d'Infecimidgcker-Pasteur

Tel: 01 40 61 34 20

Fax: 01 40 61 34 21

E-mail : marc.lecuit@pasteur.fr

2.1.1.4.2EVALUATION DU MILIEU ALOA-C ONFIRMATION ™

Afin d’optimiser I'identification de I'especk. monocytogenesine gelose chromogéne détectant
l'activité de la PIPLC (Phosphatidylinositol-specifphospholipase C) et ['utilisation du
Rhamnose pdt. monocytogenes été mise au point par la firme AES Laboratof@smbourg,
France) : ALOA-Confirmation ™,

En étudiant sa collection et en caractérisant aveww les souches historiques rhamnose
négatives, seulement 20 souches ont été retrodivedsment rhamnose négative ou lente. Ces
souches ont été pour certaines rencontrées cem@sriannées, ce qui a perturbé la conclusion
d’identification des laboratoires correspondanisleScaractére xylose est toujours négatif sur
'ensemble des souches de notre collection, ce mjggaremment pas le cas pour les souches
rhamnose positive. Il faut considérer qu'il s’adg moins de 1% des souches du CNRL, ces
souches sont donc rares. Afin de tester ces soutthg@soducteur de ce milieu a sollicité le
CNRL, afin de confirmer les résultats que nous awoouvés avant leur publication.
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Cependant, compte tenu de la rareté de ces souebdaboratoires médicaux peuvent optimiser
leur identification par une simple gélose d’identifion puisqu’environ 8 souches peuvent étre
testées simultanément par repiquage.

2.1.1.4.3EVALUATION DES L. MONOCYTOGENEAB

Suite a la constatation par le CNRL que des hom@sgtrangers et des laboratoires francais
avaient des difficultés a sérotyper les souchek. dmonocytogenede sérovar 4ab en raison de
la mauvaise qualité du sérum IX des kits, le CNRistsposé la question de I'appartenance réelle
de ces souches dites 4ab a I'esp@oaocytogenest si le sérovar était correctement déterminé.
Dix-neuf souches collectées au cours du tempsep@NRL ont été examinées et investiguées
avec les outils de biologie moléculaire dont digplesCNRL. Il semble que ces souches dites
monocytogenedab ne soient en fait pas de I'esp@&senocytogengsmaisinnocug ce qui
pourrait expliquer les difficultés de sérotypage.

2.1.2 MAINTIEN , DETENTION ET DIFFUSION DE MATERIEL BIOLOGIQUE

2.1.2.1LES SOUCHES BACTERIENNES

Chaque année, la collection du CNRL s’incrémentelde de 1.500 souches, parfois beaucoup
plus comme en situation épidémique (a comparerl@600 souches annuelles dans les années
1990). Les souches d’especes homonocytogenesont de plus en plus rarement envoyees au
CNRL en raison du codt d’envoi et du faible inté&tétrésultat pour le laboratoire, a I'exception
delL. ivanovii, qui présente un intérét clinique dans le domaéiérinaire, et exceptionnellement
en pathologie humaine.

Depuis 2007, le CNRL a constaté que certains labioes de Biologie Médicale correspondants
attendent parfois d’avoir la confirmation de l'idigication L. monocytogenegsar le CNRL pour
effectuer la DO.

Le CNRL a saisi la celluléisteria en AoGt 2007 sur ce point afin qu'une communicasoit
faite par les DDASS pour que la DO soit effectueana 'envoi au CNRL pour optimiser les
performances du systeme de surveillance.

On considere qu’il existe 8 catégories de souchesy&es au CNRL :

1. souches humaines souches cliniques

2. alerte sanitaire: souches d'origine alimentaire ou issues de ilmnement de ces
aliments, isolées dans le cadre d’investigatiorca® groupés ou épidémiques et lors
d’enquétes ponctuelles autour d'un cas a la demdedénVs, de la DGS, de la DGAL
ou de la DGCCRF.

3. alerte produit : souches d’origine alimentaire ou issues de l®mnement de ces
aliments isolées dans le cadre de contrdles dffice autocontrbles faisant I'objet d’'une
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alerte DGAL avec saisie, ou retrait, ou rappel dedpit. Ces « alertes produits »
correspondent soit a des non-conformités aux estgéglementaires fixés pour les
aliments (présence dé. monocytogenesou dépassement du seuil de 1Q0
monocytogeneg/ml), soit parfois a des situations considérées pBxGAL comme une
menace pour la santé publique.

4. plans de surveillance/contréle et contrdles officie placés sous la responsabilité de la
DGAI et de la DGCCRF. Pour cette catégorie, dés ¢tme I'on se trouve en situation
d’alerte telle que décrit au point 3 ci-dessusstache passe de la catégorie 4 a la
catégorie 3.

5. autocontrbles: Les souches provenant de « clients » particil{@rdustriels dans le
cadre d'autocontrbéles, LVD, laboratoires privés ydiiene et de contrble, etc.). I
convient de souligner que ces interlocuteurs pduwexiger la confidentialité de
l'information transmise vis-a-vis des autoritésitares, ce qui peut constituer un point
de faiblesse en terme d’exhaustivité de I'informtiecueillie ;

6. santé animale: souches transmises par les laboratoires véb@malépartementaux
(LVD) dans le cadre de la santé animale.

7. études et projets de recherchesouches isolées lors d’enquétes, études et wuwr
sur un type de produit, une filiere, etc.

8. environnement : Les souches environnementales (origines hydrigaksients pour
animaux, sol, boues de station d’épuration, etc.)

Leur mise en collection permet de disposer d’'unaba de souches (associées a une banque de
données scientifiques et clinico-biologiques) tmeportante, véritable Centre de Ressource
Biologique, géré sous procédure de managementqleldé (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 du genkesteria et de I'espécé. monocytogeneasyant des propriétés originales (1
souche en 2008) sont régulierement mises en dolteetu sein de la Collection de I'Institut
Pasteur et du Centre de Ressource Biologique (RBHE, structure accréditée par le COFRAC
et certifiée 1SO9001v2000 par I'AFAQ), qui met aspmbsition des souches caractérisées
moyennant une somme couvrant les frais d’envoeamndintien en collection sous management
de la qualité.

X> En 2008, le CNRL a sollicité les laboratoires dilyses 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, adepréhension de mécanismes tel que la virulence
de L. monocytogenesu la sélection de clone le long de la chaine eali@ire. Onze souches
vétérinaires ont été réceptionnées dans ce cadrst dpparu que le diagnostic vétérinaire d’'une
listériose chez I'animal (méningite, avortement, eb’entrainait pas systématiquement un envoi
de la souche vers le CNRL et qu’ainsi ces souchesmiraient pas dans la surveillance nationale
de la listériose (Reglement européen EC 2003/99)r Exemple, si un cas de listériose animale
est diagnostiqué dans un troupeau laitier donedané livre une laiterie produisant du fromage,
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son envoi au CNRL, constituerait un élément précigour le fonctionnement du systeme de
surveillance et l'identification des sources (ptittes ou réelles) a I'origine des cas humains.

Les différentes collections de souches bactériennes

- Souches types des especes de Listeria et sodemérence pour la sérotypie

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

- Collection de Listeria de I'Institut Pasteur (G

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 103.500 souches a la fin de I'année 2008s 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 CNRL alors hgéeu CHU 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).

- Special Listeria 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 entt® 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
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.

Certaines de ces souches sont actuellement usilidéas le cadre de plusieurs projets de
recherche concernant notamment l'étude de I'évmtutiles populations deisteria et sur
I’évolution de I'antibiorésistance ddssteria Ces souches sont conservées en geélose profonde
dans des pieces a température contrélée. Un é&diede de cette collection est actuellement en
cours : il vise a vérifier la viabilité des soucletdes données associées afin de les référencer a
terme au sein de la base informatisée généralemeéds du CNRL.

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

Il s’agit d’'une collection sous management de laliggi (accréditée COFRAC selon I'ISO 17025

-23-



pour des essais de caractérisation des souchesrtétte AFAQ ISO 9001 :2000 pour son
organisation) ou le CNRL a versé sous contrat l&Zclses qui constituent un échantillon
représentatif des souches francaises humainesétumaines du gentasteria de 1981 a nos
jours (souches d’épidémies, de travaux de séquengagsérovars 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 CNRL produisait les 13 sérums anti-protéinesataques, 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
2008 n’a éte effectuée. Chaque sérum représenteraivit annuel de production de 800 euros.
Une production annuelle des sera pour ldasteria représenterait 23% du budget de
fonctionnement du CNRL.

2.1.2.3LES BACTERIOPHAGES

Le CNRL possede la collection de bactériophagedydetypie du Centre International de
Lystopie ded.isteria. Cette collection est en cours d’évaluation etéspnte un regain d’'intérét
suite aux nouveaux outils diagnostiques développésgs sur les phages, pour leur utilisation en
« phagothérapie » et le traitement des denréegmaiaines telles que le fromage.

2.1.2.4DIFFUSION ET ECHANGE DE MATERIEL BIOLOGIQUE

= En 2008, un envoi a été realisé sous MTA (MateFrainsfert Agreement) par I'Université
d’Edinburgh, Ashworth Laboratories, Royaume-Uni.ciCe&oncernait 120 souches de
monocytogenest 8 souches de ivanovii

Le CNRL a proposé aux équipes de recherche codabavec lui de diffuser des extraits
purifiés d’ADN de souches de référence et des smicke collection afin d’éviter I'envoi des
souches qui est colteux et réglementairement dequiplus difficile. Ceci a été réalisé sur 20
souches dans le cas de collaborations sur des sétdelebiodiversité des souches He
monocytogenes

= En 2008, le CNRL a envoyé 3 souches d'alertesyit®@u de plan de surveillance et 332

souches dalertes produits au LNRI (Laboratoire itvetl de référence ded.isteria
monocytogengs
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2.1.2.5CONDITIONS DE MISE A DISPOSITION DE CES COLLECTIONS

Les échanges des souches de collections avecasifai I'objet d'un MTA, permettant de juger
de la pertinence de la demande, de la possiblendethae avec des projets en cours au CNRL, et
de la capacité du demandeur a exercer les resphiésahittenantes a ces souches, d’assurer leur
non diffusion a des tiers a des fins de recherclblesommerciales, et déterminer d’éventuelles
regles de publications.

2.1.3 TECHNIQUES RECOMMANDEES PAR LE CNRL
2.1.3.1RECOMMANDATIONS GENERALES

2.1.3.1.JEN MICROBIOLOGIE CLINIQUE

Concernant les prélévements cliniques pour la rebleedel. monocytogenesle CNRL
recommande de suivre les recommandations du REMi&yme, 2007b).

Par ailleurs, dans le cas de la réception d’urepeshent en vue de la réalisation d'une PCR sur
échantillons biologiques ou de sérologie, le CNRInsfere actuellement la demande au service
de Microbiologie de I'H6pital Necker-Enfants malade

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 : isolement sur gélose ALOYou géloses équivalentes
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), & défaut APl CORYNE
(bioMérieux). Les galeries API COYRNE doivent étamplétées 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
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» Sérotypage
Le CNRL ne recommande pas d’effectuer le sérotygagé pour les sérovars 1/2a, 1/2b, 1/2c et
4b avec le kit de sérotypage de la firme DENKA SEN (Japon) étant donné la faible
performance des sera dans ce Kkit.

* Antibiogramme
Méthode de diffusion en gélose Mueller-Hinton séppéntée avec 5% de sang ou non
Principaux antibiotiques a tester: pénicilline @moxicilline, gentamicine, tétracycline,
érythromycine, chloramphénicol, trimétroprime-snoifsthoxazole. A noter les problémes

d’interprétation de la sensibilité aux sulfamidedérivés sur gélose MH supplémentée au sang.

e Sérodiagnostic
Le CNRL ne peut effectuer de recommandations fald#¢udes prospectives sur de larges
cohortes décrivant les performances des tests liechent disponibles. Les résultats de ce
sérodiagnostic ne sont pas pris en compte danarleilance nationale Aponyme 2007b,
Sérodiagnostique de la listériose, chapitre 40, REM

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

o La méthode du service de microbiologie a 'H6pN&cker-Enfants Malades qui repose
sur l'utilisation d’'un dot-blot pour détecter lestiorps totaux anti-lystériolysine O
(LLO) gréace a des antigenes purifiés d’un fragntenka protéine, LLO-411. Des titres de
1/100 & 1/5000 sont constatés dans l'infection&iga positivité semble le plus souvent
associée a une infection évolutive avec foyers gmdé notamment dans les cas
d’encéphalite et des infections évoluant depuissiplurs jours, car la séroconversion
semble tardive notamment dans le cas des infectratsrno-foetales. Dans le cadre de
patients septicémiques, ses performances sembtEntras. Compte tenu de I'existence
d’'une possible réactivité aux dilutions faiblesré@porter a de possibles immunisations
antérieures asymptomatiques), il est indispensdbleréaliser deux tests a 15 jours
d’intervalle pour affirmer une séroconversion. laaogonversion affirme une infection
invasive récente.

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
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.
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On peut citer comme méthodes pouvant étre effestdiées des laboratoires spécialisés :
e Gamme RealArt artus (PCR en temps réel) pburmonocytogenesur l'automate
Lightcycler (QIAGEN),
* Tagmam® Listeriamonocytogenedetection kit (APPLIED BIOSYSTEMS)
«  Gamme RAPID (PCR en temps réel) pbisteria spp.,

* La méthode de PCR temps réel sur le ddpeléveloppée par le service de microbiologie
de I'Hopital Necker-Enfants Malades pdurmonocytogenes

2.1.3.1.ZEN MICROBIOLOGIE VETERINAIRE

Le CNRL recommande de suivre les instructions dffice Internationale des Epizooties
téléchargeables a I'adresse :
http://www.oie.int/fr/normes/mmanual/pdf_fr/Chapit20final05%202.10.14 Listeria.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 horizontglesir les techniques de prélevement sur des
surfaces, au moyen de boites de contact et d'élomsyi et les normes de référence pour la
détection et I'énumération dasteria spp.etisteria monocytogenes

« NF EN ISO 11290-1 et amendement WMticrobiologie 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 dénombremenisteria monocytogenesPartie 2 :
méthode de dénombrement.

Alternativement a ces méthodes de référence ers amirévision, le CNRL recommande les
méthodes alternatives validées par AFAQ AFNOR (@alnk 2 et 3) disponibles sur le site :
http://www.afnor-validation.org/afnor-validation-thedes-validees. Concernant les méthodes
d’identification commerciale ddsisteria, la norme NF EN ISO 7218 version 2007 régissast le
principes de I'examen microbiologique des alimet@mande au laboratoire de faire valider leur
choix technique par un laboratoire national agi ce fait, le CNRL tient & jour une liste des
moyens d’identification commerciaux mais recommahgdisation de la galerie APLISTERIA
(bioMérieux)
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En tout état de cause, le CNR dasteria recommande a ses laboratoires correspondants ou
interlocuteurs de se conformer aux recommandat@manant du Laboratoire National de
Référence dekisteria monocytogenestué a 'AFSSA-LERQAP (Maisons-Alfort).

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

RapidListeria spp Milieux de culture BIO-RAD

Détection desisteria spp

Ottaviani Agosti Agar Milieux de culture BIOMERIEUX
Détection desisteria spp

VidasListeria Tests immuno-enzymatiques BIOMERIEUX
Détection des.isteria spp

VidasListeria Species Xpress Tests immuno-enzymatiques BIOMERIEUX
Détection desisteria spp

BIOMERIEUX

VidasListeria DUO Tests immuno-enzymatiques
Détection desisteria monocytogenes
etListeria spp

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 desisteria spp

TECRA

Tecra UltimaListeria Tests immuno-enzymatiques INTERNATIONAL Pty Ltd

Détection desisteria spp

BAX® Listeria spp 24E PCR - Détection deisteria spp DuPont Qualicon

iQ CheckListeria spp PCR - Détection déssteria spp BIO-RAD
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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
Détection des.isteria
monocytogenes

BIOMERIEUX

Ottaviani Agosti Agar

Milieux de culture
Dénombrement ddsisteria
monocytogenes

BIOMERIEUX

AL Recherche

Milieux de culture
Détection des.isteria
monocytogenes

BIO-RAD

AL Dénombrement

Milieux de culture
Détection des.isteria
monocytogenes

BIO-RAD

Rapid L'Mono (Recherche)

Milieux de culture
Détection des.isteria
monocytogenest Listeria spp

BIO-RAD

Rapid L'Mono
(Dénombrement)

Milieux de culture
Détection des.isteria
monocytogenes

BIO-RAD

CHROMagar™Listeria

Milieux de culture
Détection des.isteria
monocytogenes

CHROMagar

CHROMagar™Listeria
numeration

Milieux de culture
Dénombrement ddssteria
monocytogenes

CHROMagar

Listeria Precis™

Milieux de culture
Détection des.isteria
monocytogenes

OXOID Ltd

Listeria Precis™

Milieux de culture
Dénombrement ddssteria
monocytogenes

OXOID Ltd

Compasd.isteria Agar

Milieux de culture
Détection des.isteria
monocytogenes

SOLABIA / Division
BIOKAR
DIAGNOSTICS

Compasd.isteria Agar
dénombrement

Milieux de culture
Dénombrement ddssteria
monocytogenes

SOLABIA / Division
BIOKAR DIAGNOSTIC
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Tableau 3 (suite) : Liste des meéthodes alternativesalidées AFAQ AFNOR pour la
détection et I'énumération deListeria monocytogenegn microbiologie des aliments et de
I'environnement.

NOM COMMERCIAL TYPE DE METHODE PRODUCTEUR
Transia Platé.isteria Tests immuno-enzymatiques BioControl Systems
monocytogenes Détection deg.isteria

monocytogenes
VidasListeria monocytogenes | Tests immuno-enzymatiques BIOMERIEUX

Protocole commun avec Vidas| Détection des.isteria
Listeria (comporte une étape | monocytogenes
d'enrichissement a 30°C)

VidasListeria monocytogenes | Tests immuno-enzymatiques BIOMERIEUX
Protocole commun avec Vidas| Détection des.isteria
Listeria (comporte une étape | monocytogenes

d'enrichissement a 37°C)

VidasListeria DUO Tests immuno-enzymatiques BIOMERIEUX
Détection des.isteria
monocytogenest Listeria spp

GeneDisc CycleListeria PCR GENESYSTEMS
monocytogenes Détection des.isteria

monocytogenes
IQ CheckListeria PCR BIO-RAD
monocytogenes Détection deds.isteria

monocytogenesDetection of
Listeria monocytogenes

BAX® Listeriamono 24E PCR DuPont Qualicon
Détection ded.isteria
monocytogenes
Lumiprobe 24Listeria Tests d'hybridation moléculaire EUROPROBE SA
monocytogenes Détection des.isteria
monocytogenes
Accuprobel.isteria Tests d'hybridation moléculaire GEN-PROBE Inc
monocytogenes Détection des.isteria
monocytogenes
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2.1.4 TRAVAUX D’'EVALUATION ET D 'AMELIORATION DES TECHNIQUES , REACTIFS
ET TROUSSES

Ces travaux d’amélioration des techniques sonttdétains 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 2@0% été I'objet d’'une déclaration aupres de la
CNIL. Outre la gestion en temps réel des échansll@suivi administratif, enregistrements des
résultats techniques, etc.), le logiciel LAG®Nermet I'anonymisation des données, leur
archivage ainsi qu’une meilleure tracabilité. Unisema jour du logiciel LAGOR a été effectuée
en 2008 pour permettre d’optimiser I'acces a I'imfation lors de discussions téléphoniques
avec des laboratoires correspondants ou les ag@énitaires et sa compatibilité avec d’autres
logiciels type logiciel Bionumerics 4.5 (Applied tha, Belgique) permettant I'analyse et le
stockage des profils de macrorestriction dansdssidrs des souches.

En effet, le CNRL possede une base de donnéesrdéks mle macrorestriction des souches
réceptionnées au CNRL depuis 2005 qui comportedesr 10.000 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 2008, il a été entrepris des études de fdigabbncernant une informatisation compléte
de la surveillance nationale, dans le but notamnuentfaciliter la réalisation de I'enquéte
prospective nationale MONALISA, par le remplissagen dossier sécurisé sur le web au moyen
du logiciel VOOZANOG (Epiconcept, France) en projet.
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2.2 SURVEILLANCE DE LA LISTERIOSE HUMAINE EN FRANCE

Une des missions clés du CNRL est sa participaaiive a la surveillance microbiologique et
épidémiologique des cas de listériose en Franc giraux investigations destinées a identifier
le véhicule alimentaire responsable des cas (FAOH&N2002 ; Figure 2). Cette surveillance
est réalisée en étroite collaboration avec la DimacGénérale de la Santé (DGS), I'Institut de
Veille Sanitaire (InVS), la Direction Générale da&limentation (DGAI) et la Direction Générale
de la Consommation, de la Concurrence et de ladRsjon des Fraudes (DGCCRF) selon une
procédure mise au point depuis 1992 et désormais &prouvégGoulet, 1995a ; Martin et coll.,
2003 ; Veit, 1995, et qui a abouti a la rédaction d’'un documeniggdstion de crise en 1996. Ce
document est validé depuis janvier 2004 sous landord’'une « Procédure relative au
fonctionnement de la Cellule Listeria chargée dectmrdination des investigations et des
actions autour de cas groupés de listériosd est en cours de révision.

Les missions de cette cellule sont (i) la détectiea cas groupés de listériose, (ii) la proposition
et la coordination des investigations et des astépmettre en ceuvre suite a la survenue de cas
groupés potentiellement liés a une source commeneodtamination, (iii) leur gestion et leur
prévention. Au sein de cette « Cellulgésteria», I'InVS et le CNRL 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.
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CNR : Centre national de Référence des Listeria ;LNR : Laboratoire National de référence ; 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 ; DGCCRF : 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.

2.2.1 SURVEILLANCE MICROBIOLOGIQUE DE LA LISTERIOSE EN FRANCE

La surveillance réalisée par le CNRL se fonde emyer lieu sur la caractérisation des souches
isolées de patients et adressées par les biolsegBéei s’explique pour les raisons suivantes :
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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 entraiff@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 (basées sur la listériolysinéigey ou de PCR spécifique n’ont pas encore
fait 'objet d’une validation sur une grande sdteetests.

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 soudbahe 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
éventuellement des appels téléphoniques pour ctengis informations manquantes,
indispensables a la surveillance ;

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

e Suivre les grandes tendances (répartition des ®roimiques, 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 parlgasdi macrorestriction d’ADN en
champ pulsé) les souches isolées lors de ces ioriscet en suivant I'évolution des
différentes souches observées ;

» Participer a I'étude des phénomeénes épidémiqueasidentifiant les cas épidémiques
pour suivre I'évolution de I'épidémie et transmettrette information a I'lnVS pour les
enquétes cas-témoin ; en participant a l'identifica du véhicule alimentaire par la
détection des aliments contaminés par la souclsggépgue parmi les souches isolées
d’'aliments et adressées au CNRL; en caractéridantsouche épidémique par
comparaison avec les souches responsables dedgmézs®épidémies.
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Depuis mars 2005, la caractérisation des souchimnde sur les résultats du groupage par PCR
multiplex et de la macrorestriction d’ADN pour testles souchgsraves et coll., 2001 ; Doumith
et coll., 2004).

= En 2008, 319 souches d’origine humaine ont été rezziconcernant 267 cas diagnostiqués
par des laboratoires de France métropolitaine et Bas 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 2008 et
inclut nécessairement des souches recues au CNRDGhen 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 (sé€rovar, groupe
PCR et profils de macrorestriction d’ADN) des scglisolées 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 caurglectronique aux autres membres de la
Cellule Listeria les cas groupés ou tout autre phénomene consgEréne inhabituel ou
anormal Les criteres de signalement sont définis dans wurdent rédigé et mis a jour par la
CelluleListeria.

Ainsi, un épisode de cas groupé est défini commsul@enue de plusieurs cas de listériose
humaine dus a des souches identiques (c'est-aéd#esouches présentant des caractéristiques
microbiologiques identiques par les méthodes daggple référence utilisées par le CNRL), sur
une période de temps donnée. Le CNRL transmet altasCelluleListeria un tableau avec les
informations actuelles et historiques sur les cadigiériose concernés par ce signalement, les
caractéristiques microbiologiques de la souchei @jo%in historique de la souche parmi les
souches d'origine humaine et le récapitulatif desches isolées de I'environnement et/ou
d’aliment durant les 6 derniers mois présentantn&mes caractéristiques que la souche a
I'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 CNRL (cf. chapitrel3..). 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 200fyrsposition du CNRL, les criteres d’un
signalement ont été modifiés : « un cas group&déBini par la survenue de 3 cas ou plus de
listériose isolés sur une période de 6 semainesldsrsouches présentent les mémes profils de
macrorestriction d’ADN pour les enzyméga et Asd ou des profils jugés similaires ou
apparentés (différence d’'une bande dans le pr@fds profils jugés similaires ou apparentés sont
incorporés dans la notification des souches duatégment en les distinguant par leur numéro de
profil, et leur typage dans un second temps parz{me Smd ». L'InVS analyse alors les
informations en tenant compte de ces différencasi ajue des compléments d'informations
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obtenus aupres de la DGAI, et ne réalise un paintce signalement que si les éléments
épidémiologiques dont il dispose suggerent queseashes peuvent avoir une origine commune.

Depuis 2006, le CNRL a développé et validé une loles€onnées regroupant I'ensemble des
données épidémiologiques et microbiologiques (séwgze PCR, profils de macrorestriction
d’ADN) concernant les souches d’origine humainegjremnementale ou alimentaire. Cette base
de données gérée par le logiciel Bionumerics (AggpblMaths) permet non seulement de
comparer rapidement les caractéristiques d’'un gramabre de souches et de répondre en temps
réel a des questions ponctuelles adressées paellialedisteria, mais permet également les
échanges de profils standardisés entre bases dbhapatinsi que la constitution d'une
nomenclature des profils. Le logiciel Bionumeriss @tilisé en routine depuis Septembre 2006 et
a permis d’optimiser la surveillance microbiologeget épidémiologique a partir du CNRL.

= En 2008, 9 signalements ont été investigués.

2.2.3 PHASE DE SURVEILLANCE RENFORCEE

Tout signalement est suivi d’'une phase de surveidlarenforcée durant laquelle le CNRL
signale toute nouvelle souche d’origine humainentidee a celle du signalement et I'InVS
conduit les enquétes épidémiologiques appropresc(iptive et analytique).

Durant cette période, la Cellulésteria peut décider de rechercher, le cas échéant,ifierdes
souches alimentaires ou environnementales prédedgarcaractéristiques analogues a celles de
la souche a l'origine des cas analysées par le CNRL

En fonction des informations rassemblées, la aellidicide des actions et investigations a mettre
en ceuvre par la Cellule et leurs services. Il 8'pgr exemple d'analyser les informations
disponibles (résultats des controles, retraits melyts, etc.), de demander la transmission au
CNRL de certaines souches disteria isolées a la production ou a la distribution, etitifier

des marques de produits commercialisés et/ou tiseédes prélevements dans les magasins ou
s'approvisionnent les patients, d’effectuer desuétes 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 CNRL informe alors la Celluleisteria de la cloture du signalement et ne signale plsisdes
humains avec une souche identique sauf si la @dlisieriale demande.

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.
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L'Alerte se définit comme toute situation présehtane menace potentielle pour la santé
publiqgue nécessitant la mise en ceuvre dans des @élarts des investigations ou des actions
complémentaires soit en raison du nombre de catééd{ soit en raison des hypothéses sur
l'origine de la contamination. Des le déclencheméat|'Alerte, les services déconcentrés
peuvent en étre informés par leurs administratt@mdrales respectives.

La CelluleListeria propose les investigations complémentaires eadtions a mener (enquéte
dans les lieux d’achat des cas, prélevements ctalisnsensibles ciblés sur certaines catégories,
enquéte des DDSV dans certains établissementddeation ciblés par I'enquéte, recherche de
I'origine des souches épidémiques alimentairesctids par le CNRL, enquétes par les DDSV
dans les établissements qui ont fabriqué les atsnenquétes complémentaires sur les pratiques
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 I'Alerte.

A noter gque les investigations autour des cas g®@#Nsi que les situations d’alerte entrainent
au niveau du CNRL un arrét partiel, voire totalineinédiat des autres activités durant la période
des investigations.

2.2.5 SURVEILLANCE DE LA RESISTANCE AUX ANTIBIOTIQUES

La surveillance de la résistance aux antibiotiqgtest antérieurement effectuée une fois par an
sur toutes les souches responsables des cas huedisgeriose. Elle consistait en un screening
réalisé par le CNRL sur un panel de 11 antibiosgégulierement utilisés en clinique ou utilisés
comme marqueur de résistances associées. Le petddsait I'inoculateur de Steer sur milieu
gélosé dans lequel I'antibiotique testé est incapd 2 ou 4 fois la Concentration Minimale
Inhibitrice (CMI) décrite(Charpentier et coll., 1995).es souches détectées comme résistantes aux
antibiotiques, dans les conditions utilisées paiCNHRL, étaient transférées au CNR de la
Résistance aux Antibiotiques pour confirmation dsuftat et étude approfondie du mécanisme
de résistance le cas échéant.

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 dilutionreiieu gélosé selon les recommandations du
CA-SFM. Ces antibiogrammes ont été réalisés ersank fois sur un panel de 20 antibiotiques
incluant de nouvelles molécules récemment comnie®és et/ou non testées auparavant
(exemple : linézolide, moxifloxacine, levofloxacjnempicilline, etc.). Les souches détectées

-36 -



comme résistantes aux antibiotiques sont alorssfitades au CNR de la Résistance aux
Antibiotiques pour confirmation du résultat et éuwpprofondie du mécanisme de résistance le
cas échéant.

Depuis janvier 2007, la sensibilité des souches dies est déterminée prospectivement
parallelement a leur identification et leur caraessgion et non plus en une ou deux séries par an.

Ces changements ont été motiveés par :

* la nécessité pour le CNRL de pouvoir déclenchersigmalement rapide a la Cellule
Listeria en cas d’apparition de souches résistantes oweduolution 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 giskactamines déja observé pour d’autres
bactéries a 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 l'utilisation d’'un protocole standaélet non plus d’'un simple screening mais aussi
de I'effectuer en temps réel pour plus de réaétigitant a la détection de phénomenes émergents
et permettre une réponse rapide aux biologistesequiont la demande. Les résultats de la
surveillance des souches d’origine humaine is@@e2008 sont présentés dans le chapitre 3.1.5.

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)].

-37-



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(sner et coll., 1997 ; Stamm et coll., 1982

= En 2008, ce mode de transmission a été suspettéeprises. Cependant, aucun épisode
d’infection nosocomiale n’a pu étre formellemerdyrée.

2.3 CONTRIBUTION AUX RESEAUX DE SURVEILLANCE EUROPEENS E T
INTERNATIONAUX

La surveillance microbiologique et épidémiologigieela listériose ne peut plus étre uniguement
effectuée a I'échelle d'un seul pays ou d'un semmtinent. La globalisation des échanges
commerciaux internationaux notamment en matieremares et denrées alimentaires, nécessite
la collaboration entre les différents acteurs desdaveillance et de la prévention a I'échelle
internationale.

La France importe et exporte des denrées alimestat les citoyens francgais circulent en
France, en Europe et dans le monde, ce qui impliguee pas cantonner la surveillance de la
listériose et dekisteriaa la France.

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@&PMVaisons-Alfort qui est également
Laboratoire National de Référence ddsteria monocytogeneses Laboratoires de référence
s'intéressent a I'espegaonocytogenedu genrelisteria et aux souches alimentaires ainsi que
vétérinaires reliées aux contrdoles des zoonosssort également pour mission I'étude de
I'antibiorésistance des souches zoonotiques gpdlticipent a la mise au point de méthodes
d’essais dans le domaine alimentaire et vétérinpoer la détection, I'énumération et la
caractérisation dds monocytogenes

En 2007, le CCOMS/CNRL a interrogé le LNRI/LCR darfréquence d’'isolement par pays
européen et en France des souches alimentairegt@tinaires del. monocytogenesion
hémolytiques. Le Comité Européen de Normalisatiola ®G SANCO ont ainsi été sensibilisés
a cette question. Le LCR a envoyé par la suitedemeande officielle au CCOMS de la listériose
d’'origine alimentaire pour définir I'impact en teesy de santé publique des souchesLde
monocytogeneson hémolytiques (cf. Projet de recherche en couwrsCNRL/CCOMS (Cf.
Chapitre 5)).
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En 2008, le CNRL et le CCOMS ont présenté les tétsulde la frequence de ces souches
actuellement rencontrées lors de la journée ammuEbs LNR et des LCR en présence de la
Commission Européenne DG SANCO. Le CNRL continumvéstiguer les causes de ce
caractére non hémolytique et son impact sur ldesmae de ces souches.

2.3.2 EUROPEAN CENTER FOR DISEASESCONTROL : ECDC

En 2008, le CNRL et I'InVS ont participé a la préna conférence du réseau européen des
maladies d’origine hydrique et alimentaire (FWD)I#CDC et au groupe de réflexidnsteria
pour recenser les besoins en termes de surveil@amopéenne.

2.3.3 CENTRE COLLABORATEUR OMS POUR LA LISTERIOSE D’ ORIGINE
ALIMENTAIRE (CCOMS)

Le laboratoire est également Centre Collaborateair@MS pour la listériose d'origine
alimentaire.

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 effectient accueilli qu'un scientifique
étranger vétérinaire (A. Palloti de I'Université Belogne ayant travaillé sur I'étude des
stades de la contamination plar monocytogenese la filiere porcine). En 2008, le
CCOMS a accuellli et formé un stagiaire portugai®r. G. Almeida, Université
Catholiqgue du Portugal) dans l'objectif de l'aidermettre en place une structure de
surveillance au Portugal.

. évalue des Risques microbiologiques (MRA) et liets ;

. recueille des données sur la listérioskisteria monocytogeneatans 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 surveillashe® maladies d'origine alimentaire,
d'évaluation du risque microbiologique et de typdge agents pathogenes transmis par

les aliments ;
. renforce les capacités techniques de pays enuifisur cette thématique
. organise des formations de niveau internationglpztrticipe ;
. participe activement a la collecte et a la diffuasites informations ;
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. participe a I'impact dekisteria dans le Bioterrorisme : collabore avec I'OMS etiéna
de préparation et d'action dans le domaine du foateme et recueille, pour le compte
de I'OMS, des informations sur le bioterrorisme ea qui concernelListeria
monocytogenedans l'alimentation.

En 2008, le CCOMS a recu 218 souches adressées Iphoratoires étrangers (contre 232 en
2007). Deux souches dans le cadre d’'une alertepéarme avec demande de la DGAI de
récupération des souches pour connaitre la cifoolate ces souches sur le territoire francais.
Une souche provenant d’'un laboratoire italien dig®médicale. 122 souches humaines et 93
souches alimentaires du Portugal dans le cadra désk en place d’'un systeme de surveillance
dans ce pays ainsi que d’'une étude sur la contdéioninedes fromages portugais et leurs liens
avec les souches humaines.

= En 2008, le CCOMS a apporté son aide et son ageeau Chili dans le cadre d'une
prestation de typage moléculaire de souches dedirétation de profils pour une publication.

Le CCOMS possede un site web a I'adresse :
http://www.pasteur.fr/sante/clre/cadrecnr/Listandex.html

et également au sein du site web de 'OMS a I'adres
http://www.who.int/whocc/Detail.aspx?cc_ref=FRA-8&& torl=Listeria&

= En 2008, notre laboratoire a soumis sa candidgiote une nouvelle mandature comme
CCOMS Listeria.

=>» En 2008, 'OMS a sollicité notre laboratoire ajeswal’une extension du rése@lobal Salm-
Surv a Listeria monocytogeneghttp://www.who.int/salmsurv/en/) et un laboratide la
République Tcheque a proposé 'organisation d'wssisn de formation OMS zone Europe sur
Listeria en collaboration avec le CCOMS.

2.3.4 PULSENET EUROPE

Dans le cadre du®8® PCRD de I'Union Européenne (DG-Recherche), natboiatoire a été
choisi pour coordonner un programme de surveillaroeopéenne des souches d'origine
humaine et d’origine alimentaire de monocytogenesCe programme de surveillance, appelé
PulseNet Europe (http://www.pulsenet-europe.orgicerne également deux autres pathogenes
des aliments :Escherichia coliVTEC et Salmonella Ce programme fait partie du réseau
européen Med-Vet-Net pour la prévention et le ddatdes zoonoses et des maladies d’origine
alimentaire.

L'ouverture effective de la base de données adulesde Pulse Net a été effectuée en Octobre
2006 ainsi que celle du forum de communication dlséNet Europe (PNE forum) utilisable en
particulier en situation d’épidémie. Son managenaegte transféré en 2007 a 'ECDC.
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Le CNRL et le CCOMS Listeria sont certifies EQUAS8pdis 2006, pour la macrorestriction
d’ADN selon le protocole PULSENET et pour I'analydes profils de macrorestriction d’ADN
par le logiciel Bionumerics.

= En 2008, le CNRL a effectué ses analyses de nestrmtion d’ADN sous certificat EQAS
pour l'assurance-qualité de ces profils de mactocisn d’ADN génomique del.
monocytogeneau moyen des enzymes de restricéad et Apal.

Le CNRL a proposé a I'ECDC de réactiver Pulsenabpel et de le conforter par la réalisation
du projet Listernet d’'un réseau de surveillancéadsstériose en Europe.

2.3.5 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'informatiswg 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 notificatiGalerte (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 inforaeatices 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
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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 2008 et la souche caractérisée par le CNRL. i@€lcit donc les souches recues au cours du
premier trimestre 2009 compte tenu des retards ltEmsi des souches au CNRL.

! Définition arbitraire pouvant étre modifiée apdiscussion avec I'InVS et la DGS
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3.1.2 ANALYSE GLOBALE DES CAS DE LISTERIOSE

Nombre total de cas

En 2008, le CNRL a recu 319 souches représentant7’2@as (hors 42 doublons) de suspicion
de listériose.

Pour 4 cas (1,5 % contre 1,3% en 2007 soit 4 &@$NRL n’a pas confirmé le diagnostic de
listériose puisqu’il s’agissait de souches n’apgaaiht pas au gentasteria. Il s’agissait dans
deux cas d’'un isolat d’hémocultures, dont un prewem’'une femme enceinte, dans un cas d’un
LCR, dans un cas d’un isolat issu d’'un prélevenvagiinal. En accord avec I'InVS, un cas de
prélevement vaginal positifla monocytogenasa pas été retenu comme cas de listériose.

En 2008, les échantillons biologiques (LCR, sérwadjessés au CNRL dans le cadre du
diagnostic de suspicion de listériose n'ont pasaétysés par le CNRL (Ces prélévements ont
été communiqués au service de microbiologie depltab Necker-Enfants Malades). En
revanche, quatre selles avec suspicion de présiericenonocytogenesnt été expertisées par le
CNRL et trois selles furent positivesLa monocytogened.a caractérisation des souches par
macrorestriction d’ADN a montré leur similitude ava souche issue du méme patient atteint de
septicémie. Un échantillon de biopsie de coquerddtéme du genou compliguant une infection
aL. monocytogenea été expertisé également par le CNRL sans caatiiom de la présence de
L. monocytogenegar PCR.

Au total, le CNRL retient donc 272 cas de listérias pour I'année 2008, confirmés par
'InVS. Ces cas étaient répartis en 267 cas en provenanEeadce métropolitaine et 5 cas en
provenance des Départements et Territoire d’Ouge{DOM-TOM) [Martinique (3), Réunion
(2)]. Les 5 cas des DOM-TOM sont analysés danshépitre 3.1.4. Il est a noter que deux
patients (DOM-TOM (1 cas/septicémie), Belgique &k/septicémie)) ont été hospitalisés pour
une listériose sur le territoire francais métrofaaii et ont été comptabilisés dans les cas de
France métropolitaine.

Taux d’exhaustivité

La surveillance de la listériose en France est densur la complémentarité de 2 sources de
recensement des cas : la notification aux DDASS aeatralisation des informations a I'lnVS
(maladie a Déclaration Obligatoire) et la centedlen du recueil des souches au CNRL sur la
base du volontariat d'un réseau de microbiologisiss 2008, un point a été effectué chaque
trimestre entre les déclarations obligatoires egesypar les laboratoires a I'InVS et les souches
recues au CNRL afin de maintenir un taux élevé ltbestivité et mobiliser les DDASS pour la
récupération des souches dans un objectif épidégmpie.

La comparaison des 2 systemes (CNRL/INVS) en 200&mmun taux d’exhaustivité de 99 %
(contre 98% en 2007) de I'envoi des souches paoora@ I'ensemble des cas recensés par les 2
systémes. Cependant dans 3 cas, la souche n'dgaawdyée au CNRL parce qu’elle n’a pas
été conservée par le laboratoire (2 cas) ou nasepcore parvenue au CNRL (1 cas).
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A noter que la relance des biologistes par I'lnVBeamis de récupérer 7 souches dont la plus
récente a été recue en Février 2009.

Laboratoires expéditeurs
Parmi les 277 souches qui ont été envoyées poprcsus de listériose, 251 (91 %) proviennent
de laboratoires de centres hospitaliers et 26 (Aé&taboratoires privés.

- 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 6,8 j@ontre 10,3 jours en 2007, 11 jours en
2005 et 9 jours en 2004) [compris entre 1 et 188sjo(Figure 3).

Ce délai qui reste élevé entre l'isolement de lacke et la réception de la souche au CNRL est
lié aux difficultés du transport des souches ou mesluits biologiques vers les CNRs, surtout
par le réseau postal. Pour éviter son allongeniengseau CNRL-INVS-DDASS effectue les
relances nécessaires de facon coordonnée pouroi’@es souches par nos correspondants.
L’amélioration constatée en 2008 provient d’'uneanggtion avec un transporteur d’échantillons
de laboratoire qui a bien voulu créer un serviceakecte des souches humaines vers les CNRs
de I'Institut Pasteur. Cependant ce transporteaipa’s comme client 'ensemble des laboratoires
d’analyses médicales francais.

- Le délai moyen entre la réception de la soucheCAIRL et I'envoi du rapport d’essai
(contenant les résultats d’identification biochimeget la détermination du sérovar ou du groupe
PCR) a été de 8,7 jours en 2008 contre 9 en 200vigdds entre 1 et 42 jours (Figure 4)]. La
sérotypie ayant été remplacée en Février 2005epgrolupage par PCR multiplex, il était attendu
que ce délai diminue. Compte tenu du protocole enigplace par le CNRL et du jour de la
semaine ou la souche est recue au CNRL, le débdinmadjugé « normal », entre la réception de
la souche et I'envoi du compte-rendu d’analysesdesfi2 jours (compte-tenu des différentes
étapes). Le respect de ces délais est devenu snaridatés du CNRL. Pour 90 % des souches
comme en 2007, le compte-rendu d’analyses a étéyéndans des délais normaux. Les
dépassements du délai maximal sont dus dans larithafles cas a des difficultés dans la
caractérisation de certaines souches et au cadendes jours ouvrés ou a des propriétés
particulieres de certaines souches comme une armisstres faible (par ex. dans le cadre de
souches issues d’une infection sur prothése dehleanc

= En cas d'urgence ou de demandes de la Cdliskeria, le délai moyen en 2008 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. Le CNRL a eu n@s0a ces analyses accélérées qui sont
confirmées par une analyse de référence réalisparatiele.

L’ensemble de ces résultats montrent la stabilitdédseau de microbiologistes constitué par le
CNRL ainsi que la prise de conscience par les gistes des enjeux de santé publique et de leur
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place essentielle dans la surveillance microbigjogide la listériose, qui est basée sur le recuell
des données issues de leur laboratoire. Cependamaiestion du colt de I'envoi des souches,
commune a d’autres CNRs, semble pouvoir constitnefrein a I'envoi des souches au CNRL.
Cette question n’est pas apparue comme limitante2@d8, contrairement aux années
antérieures, car un transporteur, aprés négociatren I'Institut Pasteur, a facilité la remontée
des souches vers le CNRL.

Figure 3: Distribution des souches d’origine humaine iselén 2008 selon le
délai entre le prélévement et la réception au C#RLrouge, la médiane).
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Figure 4 : Distribution des souches isolées en 2008 se@atélai entre la réception de la souche
au CNRL et I'envoi du rapport d’essai. En rougedélai conforme aux procédures du CNRL.
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3.1.3 CAS DE LISTERIOSE EN FRANCE METROPOLITAINE

Le nombre de cas recensés en 2008 par le CNRL prowat de la France métropolitaine est

de 272.Aprés une augmentation depuis 2005 comme dansoadreux pays européens, le
nombre de cas de listériose diagnostiqués en 28i08imilaire a celui de 2006 (272 cas) sans
gu’'aucun épisode épidémique n’ait été détecté (Eigy. En 2008, le taux d'incidence moyen
des cas de listériose sporadique était de 4,3arawiflion d'habitants (contre 4,6 cas par million
d'habitants en 2006 et 5 cas par million d'hakstant 2007). En 2008, il s’agit donc d’un niveau
proche de I'incidence de 2006.

Le nombre de souches associées a un signalemesanssant 66 (24%) en 2008 contre 20% en
2007 mais le nombre de signalements en 2008 esianf a celui de 2007. Cependant, aucune
source commune n’a pu étre identifiee pour ceg®aseéments.

2008 : 272 cas.
2007 : 299 cas ;
2006 : 272 cas ;
2005 : 206 cas ;
2004 : 231 cas;
2003 : 191 cas;
2002 : 211 caslont 11 liés a la consommation de saucisse adantt 3 liés a la consommation de
mortadelle ;
2001 : 181 cas;
2000 : 245 casdont 3 liés a la consommation de rillettes eti@sa la consommation de langue de

porc en gelée ;

- 46 -



1999 : 244 casdont 7 liés a la consommation de rillettes €3 & la consommation de langue de
porc en gelée ;

1998 : 229 cas

1997 : 242 casdont 14 liés a la consommation de fromages arpétie ;
1996 : 220 cas

1995 : 338 casdont 37 liés a la consommation de fromage apéatke ;
1994 . 336 cas

1993 : 489 casdont 38 liés a la consommation de rillettes ;

1992 : 734 casdont 276 liés a la consommation de langue de goigelée ;
1991 : 387 cas ;

1990 : 306 cas ;

1989 : 409 cas ;

1988 : 397 cas ;

1987 : 366 cas.

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 durdrtdiséeme trimestre et notamment pour les
mois de Juillet (35 cas) et d’Aodt (30 cas) alar®eq 2007, il s’agissait d’Aodt et de Septembre.
La distribution temporelle des cas sur le prem@nastre 2008 a évolué par rapport a 'année
2007 puisque outre le mois de Février, le moisalwigr est aussi faible en nombre de cas (13
cas).

En conclusion, la distribution temporelle des cgtsnotamment de cas groupés, est variable
d’'une année a l'autre. Cependant, depuis 2006, augnentation des cas est observée le
trimestre d'été. Il n'existe pas de véritable véoia saisonniere comme pour d’autres
microorganismes pathogénes véhiculés par les aénébependant, il est & noter que le
troisiéme trimestre est associé chaque année @mibre plus important de cas diagnostiqués
notamment durant le mois d’Aolt (Figure 7). Comme données européennes le signalent, un
certain degré de saisonnalité est cependant oltdersiar le second semestre de I'année.
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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
2008.
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Figure 7: Distribution trimestrielle des cas sporadiqueslidtériose en
France métropolitaine en 2008.
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Figure 8 : Incidence régionale des cas sporadiques dediséen 2008.
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3.1.3.2DISTRIBUTION GEOGRAPHIQUE DES CAS

La distribution géographique du nombre de cas gtrmg@dences est représentée dans la figure 8
et le tableau 4. Les chiffres d’incidence sont erps en cas par million d’habitants et sont
calculés a partir des chiffres de population éajugr 'INSEE.

Par région(Figure 8)

- Les régions caractérisées par les incidencesliesélevées sont la région Rhone-Alpes (3/10
I'Alsace (6/16), 'Aquitaine (6/16) et le Midi-Pyrénées (6/£p

- La région caractérisée par I'incidence la plusseaest la Franche-Comté (110

- Les régions caractérisées par le plus grand noabicas, en valeur absolue, sont Rhone-Alpes
(47), lle-de-France (44), et Aquitaine (20) et sd@s mémes qu’'en 2007. Les régions
caractérisées par les plus faibles nombres deenasleur absolue, sont la Franche-Comté (1) et
le Limousin (2).

Par département

- Les départements caractérisés par les inciddesgsus élevées sont le Lot (24716t I'Ariége
(14/10).

- Les départements caractérisés par les inciddesgsus basses sont I'lle et Vilaine (1,116t
le Maine et Loire (1,3/1%) et 14 départements pour lesquels I'incidencenelie (04-05-11-19-
20-21-25-32-36-39-58-60-61-90-2B).

Les départements caractérisés par les plus gramdbras de cas, en valeur absolue, sont le
Rhéne (16) et Paris (16). Les départements carsesepar les plus faibles nombres de cas, en
valeur absolue, soit 1 cas sont: l'allier, le @ales, La Charente, La Charente-Maritime, Le
Cher, la Creuse, I'lle et Vilaine, les Landes, t@rlet Cher, la Haute-Loire, le Loiret, la Lozere,
le Maine et Loire, la Marne, La Mayenne, La MeusePuy-de-Déme, les Hautes-Pyrénées, les
Pyrénées Orientales, la Haute-Sabne, la SavoieD&sx-Sevres, le Tarn et Garonne, le
Vaucluse, la Haute Vienne, les Vosges et I'Yonne.

Il faut noter que ces disparités d’incidence sariables chaque année et qu’il n’existe pas de
région ou de département statistiguement plus esgoéun autre aux cas de listériose. On ne
peut notamment pas mettre en évidence de cornélaindre ces incidences et les zones de
productions agricoles francaises par filiere. Hépartements non touchés en 2008 ne sont pas
forcement les mémes que ceux qui étaient épargn@9@/. De méme, les départements pour
lesquels l'incidence en 2007 était élevée ne sastceux constatés en 2008.

Cependant, on observe en 2008, une nette distinetiotermes d’incidence entre le Nord et le
Sud de la France métropolitaine. Les plus fortegdances sont observées dans les régions et
départements du Sud et dans I'Est de la France; daes le Sud-ouest un doublement

-850 -



d’incidence pour la région Midi-Pyrénées. La Copserr 2008 n’a rapporté qu’un seul cas. En
2007, les régions les plus touchées étaient leeBledGrand Ouest.

Ces disparités régionales pourraient correspondie r@elles différences notamment en termes
d’habitudes alimentaires ou a un systeme de slamed dont l'efficacité pourrait étre
inégalement distribuée.

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

L Année
Region 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 | 2008
Alsace 4 7 4 5 1 4 6 6 7 8 12 12
Aquitaine 12 12 13 17 15 11 11 28 13 16 32 20
Auvergne 5 11 7 4 3 6 4 6 1 6 8 5
Basse-Normandie 8 9 8 6 4 8 8 6 6 2 10 5
Bourgogne 5 6 9 6 4 6 4 9 5 9 7 7
Bretagne 15 7 12 10 8 10 10 16 13 16 15 14
Centre 10 10 8 8 4 5 7 7 7 11 8 7
Champagne-Ardenne 9 5 3 3 2 3 2 4 3 7 3 7
Corse 0 1 3 1 0 0 0 1 2 4 3 0
Franche-Comté 3 4 3 4 0 2 3 2 4 2 1 1
Haute-Normandie 8 4 9 9 3 7 3 3 5 7 4 6
lle-de-France 40 47 45 44 43 42 37 39 36 42 63 43
Languedoc-Roussillon 6 7 6 12 2 4 5 10 7 10 7 14
Limousin 3 1 3 1 6 3 2 2 1 2 6 2
Lorraine 12 4 0 6 8 4 10 10 11 7 2 8
Midi-Pyrénées 7 12 7 9 12 7 16 15 18 25 17 17
Nord-Pas-de-Calais 13 16 17 5 8 13 10 8 15 11 21 12
Pays de la Loire 16 19 16 9 7 11 7 8 9 11 4 11
Picardie 2 4 11 5 2 6 8 4 3 12 7 6
Poitou-Charentes 5 5 7 11 6 2 6 7 2 6 8 5
g,f;’j:‘ce'A'pes'COte' 6 9 13 17 16 21 15 18 16 31 19 | 18
Rhbéne-Alpes 26 25 24 24 19 21 13 20 18 26 42 47
sans information 0 1 0 0 2 0 1 0 0 0 0 0
Total 225 226 228 216 175 196 188 229 202 271 299 267

3.1.3.3 DISTRIBUTION DES CAS SELON LA FORME CLINIQUE

Les formes cliniques n'étant pas systématiquenmetitjuées sur la feuille de renseignements
accompagnant les souches ou communiquées lorsemeandes téléphoniques d'informations
complémentaires, celles-ci ne sont parfois que itksildu type de prélevement. Aussi ces
données doivent-elles étre analysées avec unéneepiaidence.
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Formes materno-néonatales

Vingt-sept formes materno-néonatales ont été estrégs, représentant 10 % du nombre total de
cas sporadiques pour 2008 (Figure 9). Ce nombmaslen 2008 est inférieur de 50% a celui de
2007 et le plus faible depuis 1997. La distributinansuelle fait apparaitre des irrégularités qui
suivent le plus souvent la courbe générale despaadiques (Figure 10). La distribution par
région est indiquée dans le tableau 5.

Formes non materno-néonatales

Deux cent quarante formes non materno-néonatalkeétérenregistrées (contre 257 formes en
2007 et du méme ordre que les 240 formes en 280890 % du total des cas sporadiques pour
2008, qui se répartissent comme suit :

e 152 (57 %) septicémies,
70 (26 %) infections du systéme nerveux central,
e 18 (7 %) autres formes.

- La proportion et le nombre absolu d’infections du gstéme nerveux central sont en
augmentation par rapport aux années précédentelors que jusqu’a présent le nombre de
cas était assez stable depuis 2000, entre 40 ea8ln (Figures 11 et 1Ze sont ces formes
cliniques, ainsi que les « autres formes » (voir p$ bas) qui ont le plus augmenté en 2008.

- Le pourcentage des formes septicémiques, apréseaiaugmentation depuis 2005, est en
baisse en 2008Ces formes se rapprochent comme en 2007 du nomebecas de 1992 a 1995.
Ce sont ces formes cliniques qui avaient le plugrdmué a 'augmentation globale du nombre de
cas observée en 2006 et en 2007.

- Les formes clinigues « autres » correspondent a atesintes focales. Elles sont en
augmentation en 2008 représentant 7% (contre 4206mr) de tous les cas de listériose non
materno-foetale ce qui équivaut au 7% (n=16) obsemv2006. Ces infections consistaient en :
infection du liquide d’ascite (6 cas), infectiorr uothése de hanche (4 cas), infection articulaire
(3 cas), pleurésie récidivante (2 cas), pneumopéathiaire (1 cas) et cholécystite (2 cas).
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Figure 9 : Distribution des cas sporadiques de listériosErance métropolitaine
depuis 1987 selon la forme clinique.
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Figure 10: Distribution mensuelle des cas sporadiques tirikise en France
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Figure 11: Distribution des infections du systéme nerveuxtiee
et des septicémies pour les cas sporadiques deds# en France
métropolitaine depuis 1987.
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Figure 12: Proportion des infections du systeme nerveuxrakat des
septicémies pour les cas sporadiques de listéeioggance métropolitaine
depuis 1987.

nombre de cas

1987

1990 __‘
199] [o—

2006
2007
2008

‘Elinfections du systeme nerveux centl:lbactériémies/septicémi#s

1000/07 — — — — — — — — — — — — — — — — — — — —

90%-

80%-

70%-

60%-

50%- H [

40%-| ] i

30%- H = = [

20%-

10%—

0% T
N0 OO0 AN M W0 O~ 0o AN m T W © ~ ©
W ® 0 OO oo O o O O OO OO o O o o
o O OO0 OO0 OO oo OO O 0O OO O O O o O O O O o
A A d A Hd A A d N NN NN NN NN

année

-54 -



Distribution régionale et temporelle

Les distributions régionale et temporelle sont @néSes dans les tableaux 5 et 6 et les figures 9,
10 et 13.

Deux régions, la Haute-Normandie et la Provencee&l@bte d’Azur, ont un nombre élevé de
formes non-maternéonatales en 2008 par rapportO& Pfeux régions majoritaires : lle de
France et Rhéne-Alpes).

D’un point de vue temporel, on peut observer la glrte proportion d’autres formes durant le
troisieme trimestre de 2008 par rapport a 200paiy le mois de Mars 2008, le nombre de cas
d’infections du systeme nerveux central par rappoxtformes de septicémies.

Tableau 5 :Distribution régionale des cas sporadiques deiisté en France
Métropolitaine en 2008 selon la forme clinique.

L . Formes materno- Formes non
Région Total . X
néonatales materno-néonataleg
Alsace 12 2 10
Aquitaine 20 1 19
Auvergne 5 0 5
Basse-Normandie 5 0 5
Bourgogne 7 0 7
Bretagne 14 0 14
Centre 7 1 6
Champagne-Ardenne 7 0 7
Corse 0 0 0
Franche-Comté 1 0 1
Haute-Normandie 6 0 6
lle-de-France 43 8 35
Languedoc-Roussillon 14 3 11
Limousin 2 1 1
Lorraine 8 0 8
Midi-Pyrénées 17 0 17
Nord-Pas-de-Calais 12 1 11
Pays de la Loire 11 1 10
Picardie 6 1 5
Poitou-Charentes 5 0 5
Provence-Alpes-Coéte-D’azur | 18 2 16
Rhoéne-Alpes 47 6 41
Total 267 27 240
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Tableau 6:

Distribution mensuelle des formes sporadiquelstieriose non

materno-néonatale en France métropolitaine en 2008.

Mois 1 OIS ol SEioime Septicémies Autres formes Total
nerveux central

J 0 8 3 11
F 2 9 0 11
M 10 6 0 16
A 9 11 2 22
M 6 16 1 23
J 7 14 2 23
J 12 18 3 33
A 8 16 4 28
S 3 15 1 19
0] 5 18 1 24
N 2 9 0 11
D 6 12 1 19

Total 70 152 18 240

Figure 13 : Distribution mensuelle des formes sporadiquéelsstiriose non
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Terrain

L’information sur l'existence ou non d'une affectiosous-jacente ou concomitante était
rapportée dans 241 cas (90 % contre 86% en 200uj.125 patients (52% des cas renseignés),
une ou plusieurs affections sous-jacentes, dégrdas favoriser la listériose, étaient rapportées :
cancer, cirrhose, éthylisme, diabete, dialyse,ctida par le VIH, transplantation d’organe et
traitement immunosuppresseur. Par ailleurs, 1liémat(48 %) ne présentaient aucune affection
concomitante ou sous-jacente connue. Cependagg tia la plupart de ces patients (décrit ci-
dessous) était de nature a constituer un factevisgee. Le manque d’information provient du
fait que ce sont les biologistes qui remplissentgywalement les feuilles de renseignements du
CNRL et non les prescripteurs-praticiens. lls n'alinc pas forcément connaissance des
informations bien qu’une nouvelle feuille de regeeiments établie en 2008 par le CNRL a
facilité le remplissage de ce document.

Age et sexe des patients avec listériose non natetonatale sporadique

L’age moyen était de 69 ans [<1 a 97 ans] ce quc@mparable a 2007. Dans 185 cas (77 %),
I'infection est survenue apres 60 ans, dans 52#&%6) entre 21 et 60 ans et dans 3 cas (1 %)
avant 21 ans, tous sexes et formes cliniques cdof(figure 16). La population a risque pour
les formes non-maternonéonatale reste toujourpdesonnes de plus de 60 ans, voire méme de
plus de 70 ans. Le sexe ratio M/F était de 1,3 @d82contre 1,6 en 2007. Cette relative
prédominance de la listériose chez I'homme s'obsgurelle que soit la forme clinique et est a ce
jour inexpliguée (Tableau 7 et Figure 14). Pourdessonnes agées de plus de 60 ans, on note
une prédominance des cas masculins et pour lesrpes agées de plus de 90 ans, on note une
prédominance de cas féminins (6 cas contre 3),abtelment attribuable a I'espérance de vie
plus élevée des femmes. Le nombre d’infectionsydteme nerveux central varie de 0 a 75 % de
tous les cas de listériose non materno-néonatéde & classe d’age (classes de 10 ans) et le
sexe des patients alors que les septicémies vayigmt & elles de 0 & 100 % selon ces mémes
criteres.
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Tableau 7: Distribution par classe d’age, par sexe et pané clinique des formes
non materno-néonatales sporadiques en France roktaope en 2008.

Infections du
Sexe Classe d’age | Total | systeme nerveux Septicémies Autres formes
central
> 28 jours-20 ans 1 0 1 0
F ]21-60 ans 20 7 13 0
> 60 ans 86 24 56 6
> 28 jours-20 ans 2 1 1 0
M |21-60 ans 32 13 15 4
> 60 ans 99 25 66 8
> 28 jours-20 ans 3 1 2 0
Total |21-60 ans 52 20 28 4
> 60 ans 185 49 122 14

Figure 14: Distribution par classe d’'age et par sexe deségrsporadiques de listériose non
materno-néonatale en France métropolitaine en 2008.
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3.1.3.4DISTRIBUTION DES SOUCHES SELON LE GROUPE PCR

Analyse générale

Les résultats obtenus pour les 267 souches d’erigimaine de France métropolitaine sont les
suivants :

» groupe PCR lla (souches de sérovar 1/2a ou 3a) : 9 so@ches (33 %),
« groupe PCR lIb (souches de sérovar 1/2b, 3b ou 7) : 27 souches (10 %),
» groupe PCR lic (souches de sérovar 1/2c ou 3c) : 1 soliches (4 %),

e groupe PCR IVb (souches de sérovar 4b, 4d ou 4e) : 140 souches (53 %),
e groupe PCR L (souches de sérovars 4ab, 4c, 7) : oudchs (0 %)

» groupe PCR nouveau (sérovar 4b) 0 souches (0 %)

Par rapport a 'année 2007, le CNRL n’a pas ideénté nouveau profil de groupe PCR pour les
souches d’origine humaine.

Si les distributions parmi les 4 groupes PCR reésigpeu pres inchangées, il est intéressant de
souligner un nombre croissant de souches du gr&pR IVb depuis 2006 (Figure 15) et
'augmentation continue des souches de groupe REC&assiqguement rarement associées a des
cas humains n’a pas été constatée en 2008. Cepgendamme le montre la figure 19, le groupe
PCR IVb semble globalement en augmentation progeesslepuis 1992. D’apres B.
Swaminathan et P. Gerner-Smidt (2007), de nombgays ont observé une inversion des
sérovars causant les infections humaines du sérdbaraux sérovars 1/2a et 1/2b qui
accompagnent la montée des formes septicémiquesaort aux formes neuroméningées. En
France, cette tendance n’est donc pas confirmée.

Pour 2008, I'ensemble des signalements a été a@saates souches du groupe PCR IVb, ce qui
est différent de ce qui a été constaté depuis 2003es signalements concernaient différents
sérogroupes (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 16).
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Distribution régionale des groupes PCR

La distribution régionale des souches par groupR Plableau 8) ne permet pas de mettre en
évidence de distribution particuliere pour un gmule souches donné, notamment en raison de
faibles effectifs considérés.

Il N’y a donc toujours pas de rapport prouvé etdgsegroupes PCR et l'origine géographique et
comme nous le verrons ultérieurement avec I'anional’aliment ou I'environnement d’origine
de la souche.

Tableau 8: Distribution régionale des cas sporadiquessiériose en France métropolitaine en
2008 selon les groupes PCR

Région Total | lla | lIb | llc | IVb L |Nouveau
Alsace 12 1 1 0 10 0 0
Aquitaine 20 1 3 2 14 0 0
Auvergne 5 1 1 1 2 0 0
Basse-Normandie 5 2 0 0 3 0 0
Bourgogne 7 2 1 0 4 0 0
Bretagne 14 5 2 1 6 0 0
Centre 7 2 0 0 5 0 0
Champagne-Ardenne 7 2 0 0 5 0 0
Corse 0 0 0 0 0 0 0
Franche-Comté 1 1 0 0 0 0 0
Haute-Normandie 6 1 1 1 3 0 0
lle-de-France 43 13 6 2 22 0 0
Languedoc-Roussillon 14 7 2 0 5 0 0
Limousin 2 0 0 0 2 0 0
Lorraine 8 3 1 2 2 0 0
Midi-Pyrénées 17 7 0 0 10 0 0
Nord-Pas-de-Calais 12 4 0 0 8 0 0
Pays de la Loire 11 6 3 0 2 0 0
Picardie 6 0 0 1 5 0 0
Poitou-Charentes 5 1 1 0 3 0 0
Provence-Alpes-Cote-D’azur 18 7 4 0 7 0 0
Rhoéne-Alpes 47 23 1 1 22 0 0
Total 267 89 | 27 | 11 | 140 0 0
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Figure 15: Distribution annuelle des souchesldenonocytogenegroupe PCR Vb (souches de
sérovars 4b ou 4d ou 4e) et non Vb responsablesae sporadiques de listériose en France
métropolitaine depuis 1987.
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Figure 16. Distribution mensuelle des souchesldanonocytogenedes 4 principaux groupes
PCR responsables de cas sporadiques de listéridsaece métropolitaine en 2008.
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Distribution des groupes PCR selon la forme cliiqu

Les souches du groupe PCR IVb (souches de sérbydddou 4e) sont majoritaires, quelle que
soit la forme clinique, notamment pour les formeemo-néonatales (89%) et les infections du
systéme nerveux central (64%) (Tableau 8). La ptapo de souches par groupe PCR est
environ celle de 2007 pour les formes non-matedunatales. Pour les septicémies, les deux
groupes majeurs PCR lla (40%) et IVb (41%) sonprportion équivalente. Pour les formes
materno-néonatales, les groupes PCR non Vb (ssta}) en nette diminution, & 11% contre 32
% en 2007.

En 2008, le groupe PCR lic plus rare a été prineipant associé des septicémies, et dans un cas
d’infection du systeme nerveux central et un cacagamination d’'un liquide articulaire du
genou. En 2007, le groupe PCR lic avait été exatimsent associé a des septicémies, ainsi qu'a
une forme materno-néonatale et un cas d’'une imiecte prothése de hanche. En revanche, le
groupe PCR llc n'avait été associé a aucune irfeau systeme nerveux central contrairement
a 2006.

Formes materno-néonatales

Les 27 souches a I'origine des formes materno-rtat@sase répartissent comme suit :

» groupe PCR lla (souches de sérovar 1/2a ou 3a) : souéhes (11 %),
e groupe PCR lIb (souches de sérovar 1/2b ou 3b ou 7) 0 souche (0 %),

e groupe PCR llc (souches de sérovar 1/2c ou 3c) : soughe (0 %),
e groupe PCR IVb (souches de sérovar 4b ou 4d ou 4e) 24 souches (89 %),
e groupe PCR L (souches de sérovar 4ab, 4c, 7) : ouche (0 %),

e groupe PCR nouveau (sérovar 4b) : 0 soucli@ %).

Formes non materno-néonatales

Les 240 souches a 'origine des formes non mateéumatales se répartissent comme sulit :

» groupe PCR lla (souches de sérovar 1/2a ou 3a) : so@éhes (36 %),

e groupe PCR lIb (souches de sérovar 1/2b ou 3b ou 7) 27 souches (11 %),
e groupe PCR llc (souche de sérovar 1/2c ou 3c) : solithes (5 %),

» groupe PCR IVb (souches de sérovar 4b ou 4d ou 4e) 116 souches (48 %),
e groupe PCR L (souches de sérovar 4ab, 4c, 7) : ouche (0 %),

e groupe PCR nouveau (Sérovar 4b) : 0 souche)(0 %
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Figure 17 : Distribution des groupes PCR des souched .dmonocytogenesn fonction des
formes cliniques en France métropolitaine en 2008.
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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 'age du patient (Tableau 9). Les
souches du groupe PCR Vb sont prédominantes ggedlesoit la forme clinique (Tableau 10 et
Figure 17) et ces souches sont plus fréequemmeatiass a des formes materno-néonatales et
des infections du systéme nerveux central. Lestmsudes groupes PCR lla, b, llc sont en
proportion plus associées aux formes bactériémiquedes autres formes, comme en 2007. Une
hypothese pouvant expliquer cette répartition @ouétre la plus faible proportion d’expression
d’InlA tronquées dans le génogroupe PCR IVb eble d’InlA dans la traversée des barrieres de
I'hGte.
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Tableau 9: Distribution par groupe PCR, classe d’'age et stes patients, des soucheslde

monocytogenesesponsable des formes non materno-néonatales arta=-meétropolitaine en
2008.

A Groupe PCR
Sexe| Classedage | Total ———p—3 b L Nouveau
> 28 jours-20 ans 1 0 0 1 0 0 0
F |21-60 ans 20 9 2 1 8 0 0
> 60 ans 86 30 9 5 42 0 0
> 28 jours-20 ans 2 1 0 0 1 0 0
M |21-60 ans 32 12 3 0 17 0 0
> 60 ans 99 34 13 4 48 0 0
> 28 jours-20 ans 3 1 0 1 1 0 0
Total |21-60 ans 52 21 5 1 25 0 0
> 60 ans 185 64 22 9 90 0 0

Tableau 10: Distribution par forme clinique et par groupe PQRs souches dé.
monocytogenesesponsables des formes materno-néonatales etmaberno-néonatales en
France métropolitaine en 2008.

Groupe PCR
Forme clinique Nombre (%)
Total | i3 lib lic IVb L | Nouveau
Materno-néonatales 27 33 00 |0 |24@7)| 0| 0(0
Septicémies 152 61(69)| 19(70) 9(82) 63(45) 0(Q)0 (0)
Infections du systeme nerveux central | 70 18(20)| 6(22) | 1(9)| 45(32) 0(0)0(0)
Autres 18 7(8) 2(8) 19| 8(6) 0(0) 0(0)
Total 267 89 27 11 140 0(0) 0(0)

3.1.4 CAS DE LISTERIOSE DANS LESDOM-TOM

En 2008, 5 cas sporadiques de listériogeontre 7 cas en 2007) ont été notifiés pour des
patients résidant dans les DOM-TOM et se répartis$e la fagon suivante (Tableau 11) :
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Tableau 11 :Distribution par forme clinique et groupe PCR desiches dé&. monocytogenes
isolées des cas provenant des DOM-TOM en 2008.

DOM/TOM Nombre Groupe PCR

Formes cliniques lla lIb lic IVb
Martinique

Infections du systéme nerveux central 1 1
Septicémies 2 1 1

lle de la réunion

Autres formes (ponction cardiaque) 1 1

Infections du systéme nerveux central 1 1
TOTAL S 2 1 0 2

La répartition relative par sérogroupe PCR represies principaux groupes PCR retrouves pour
ces cas cliniques avec une prépondérance du grRORdla par rapport a 2007.

La répartition des formes cliniques est la suivante
» formes materno-néonatales : 0% (contre 29 % en)2007
» infections du systeme nerveux central : 60% (co2®&o en 2007)
* septicémies : 40% (contre 42 % en 2007)

Cette répartition différe de celle de 2007 et dé&far un abaissement du nombre de formes
materno-néonatales et une augmentation des infisctio systéme nerveux central mais ces
effectifs sont trop faibles pour en tirer des casmns.

3.1.5 ETUDE DE LA RESISTANCE AUX ANTIBIOTIQUES

L’étude de la résistance aux antibiotiques destsmidel. monocytogened’origine humaine

au moyen de la méthode par disquété réalisée en paralléle de leur caractérisalgofacon
prospective, tout au long de I'année 2008 (cf. dha2.1.). Chaque souche présentant un profil
inhabituel ou de sensibilité diminuée a été adeesseCNR de la résistance aux antibiotiques
(Institut Pasteur) pour confirmation et détermioatdu mécanisme de résistance.

Toutes les souches étaient sensibles a la pémggilla I'ampicilline, a I'amoxicilline, a
'imipeneme et a la gentamicine. Le traitement défénence de la listériose
(Amoxicilline/Ampicilline + Gentamicine) n’est dongas remis en question par la présence de
souches résistantes. Cependant, deux souches @mp&i@nant d'une forme neuroméningée et
d'une infection de prothése de hanche présenteatrésistance au triméthroprime dont le
mécanisme de résistance est en cours d'étude, qitaes étaient sensibles a I'ampicilline, a
I'amoxicilline et a la gentamicine. La notion deaitement antérieur par Triméthroprime-
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sulfamétoxazole chez ce patient n’est pas conneetrditement alternatif (Triméthroprime-
sulfamétoxazole) au traitement de référence end@dergie pourrait donc étre mis en échec,
bien qu’il s’agisse de tesis vitro qui ne corréle pas nécessairement avec ce qui gt
observé in vivo, d’ou I'importance de recherches ditements alternatifs pour les patients
allergiques a I'ampicilline et a I'amoxicilline. Da ce but, le CNRL a validé vivo etin vitro
(échantillonnage de souches du CNRL) le traiteraktatnatif a base de moxifloxacine. En 2008,
une souche humaine présente une résistance fdibleofloxacine et la moxifloxacine, dont le
mécanisme de résistance est en cours d’étude. Gapema moxifloxacine, si elle était utilisée,
devrait I'étre avec prudence, non seulement cairgérét au cours de la listériose humaine n’est
pas prouvé, mais aussi du fait de la restrictiazemée d’AMM en raison de cas d’hépatites
graves.

Toutes les souches étaient sensibles a la rifangiérythromycine, linézolid, acide fuschnique,
vancomycine. En revanche, 4 souches montraientrésistance a la tétracycline (1 cas de
septicémie), au chloramphénicol (1 cas de septeEemi a la ciprofloxacine (2 cas: une
infection de prothése de hanche et une forme netmimmgee). Une souche provenant d’une
infection de prothése de hanche montrait une douédéstance a la ciprofloxacine et au
triméthroprime. Le mécanisme de résistance deaashes est en cours d’étude. L'utilisation de
quinolones et/ou de Bactrim® au cours du traitendentes infections n’est pas documentée.
Toutes les souches montraient comme attendu urstargse naturelle in vitro a la céfotaxime, a
la clindamycine, aux sulfonamides, a la fosfomyaheé I'acide nalidixique et une sensibilité a
la kanamycine et la streptomycine a I'exceptionldesouches qui étaient sensibles a I'une ou
l'autre de ces antibiotiques, et 4 souches serssibl2 d’entre eux. Ces souches sont en cours
d’étude par le CNR de la résistance aux antibiesqu

Au final, L. monocytogenesst une bactérie pour laquelle il est certes télas résistances
acquises a certains antibiotiques d’intérét clirigmais ceci reste rare. monocytogenesst
toujours sensible a I'amoxicilline et a la gentamécqui constituent actuellement le traitement
de référence de la listériose quelle que soit sado Par ailleurs, la présence de 2 souches
résistantes au triméthoprime au cours de I'annégB 28emontre I'utilité de poursuivre la
recherche d’alternatives thérapeutiques en cashé®ou d’intolérance aux (-lactamines. |l
convient de surveiller attentivement I'émergencentuelle de telles souches résistantes.

3.1.6 TYPAGE MOLECULAIRE DES SOUCHES PAR MACRORESTRICTION D’ADN

Les souches sont également systématiquement a@gsaetepar leurs profils de macrorestriction
d’ADN par les 2 enzymes de restrictifisd et Apd, selon le protocole modifie du CDGréves

& Swaminathan, 2001 L’utilisation d’'une troisieme enzyme de resinctSmd permet d’affiner la
comparaison des souches comme il a été précisdalahapitre 2.1.1. En 2008, cette troisieme
enzyme a du étre utilisée frequemment, ce qui sgoté un surcodt substantiel.
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Le systéeme d’électrophorése en champ pulsé utlkpéis aodt 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 @salaire 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 CNRL dispose d'un systéme pour l'analyse infdique 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 partiellement la
surveillance effectuée a I'ceil qui était devenudéaliement gérable.

3.2 CARACTERISATION DES SOUCHES D’ ORIGINE NON HUMAINE

Il est important de rappeler que 'analyse des éesrde caractérisation des souches d’origine
non humaine présentée dans ce chapitre n’est qaldedes souches recues au CNRL. Ce bilan
ne concerne donc pas I'ensemble des souches istdéediments en France.

En effet, si les souches isolées lors de contrédestaires (Alertes de la Direction Générale de
I'’Alimentation (DGAI) et de la Répression des FrasdDGCCRF), et investigations autour de
cas humain) sont systématiquement adressées au ,C&Rdehors de ce contexte chaque
professionnel de I'industrie agroalimentaire (laioires privés ou public) est libre d’envoyer ou
non ses souches pour caractérisation au CNRL. Parss, ces professionnels peuvent choisir
de les expédier soit au CNRL soit au Laboratoiretiddal de Référence ddisteria
monocytogene$LNRI) de 'AFSSA a Maisons-Alfort. En outre, |eNRI est destinataire des
souches des plans annuels de surveillance et délednisteria monocytogeneagui permettent
d’estimer la contamination d’aliments de différenfidiéres pour la DGAI.

3.2.1 ANALYSE GENERALE

Cette activité consiste principalement a caraaeériss 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,
» comparer les souches cliniques aux souches alimentat tenter d’en identifier les
caractéristiques respectives.

En 2008, 988 souches d'origine non humairant été adressées au CNRL par des laboratoires

francais, soit une augmentation de 4% par rappoB0@7 (Figure 18). Ce nombre reste
cependant faible en raison de I'existence de dasimes multiples pour ce type de souches
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(LNRI ou autres laboratoires spécialisés). Uneexédin sur le dispositif actuel est probablement
nécessaire pour rationnaliser cette organisation.

Le CNRL a recu des souches alimentaires dans te ceddeux contre-expertises diligentées par
des assureurs afin de procéder, au vu de la catfomde I'identification de ces souches par le
CNRL aux remboursements nécessaires des produeigualimentaires.

La plupart de ces laboratoires utilisent des méhatbrmalisées internationalement reconnues
ou des méthodes alternatives validées pour la tildtiest I'identification des espéces ldsteria.
Ainsi, comme en 2007, 97% des souches envoyéesspamdaient a I'espete monocytogenes
seule espéce qui requiert une caractérisation ptussée et qui soit mentionnée dans les
réglementations de sécurité sanitaire des alinetrde I'environnement.

Figure 18 Nombre annuel de souches d’origine non-humairresades par des laboratoires
francais depuis 1993.

14000

120001

100001

8000+

6000

nombre de souches

4000

2000

0,

M < O O N~ 0 O O 4 N MO T N OO N~
O O O O O O O O O O o o o © o o
oo O O O O O O O O O O O o o o o
I Ad —H d H —+H 4 N AN N N N N N N «

année

La répartition des souches suivant la catégorialo@atoires était la suivante
» Laboratoires Vétérinaires Départementaux (LVD) : 34duches (45 %),
» Laboratoires privés d’hygiéne alimentaire . 476ces (48 %),
» Laboratoires Interrégionaux de la Concurrence,
de la Consommation et de la Répression des Fraudes 67 souches (7 %),
» Laboratoires hospitaliers d’hygiéne 3 soudrds%).
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L’origine des souches était la suivante :

» souches isolées d’aliments : 860 souches (87 %),
» souches isolées de I'environnement 107 soudie%ol,

* souches sans information 10 souches (1 %),

* souches isolées chez I'animal 11 souches (1 %).

Les souches sans information sont des souchesti@ugges de laboratoires d’analyses privés
pour caractérisation des souches. Cette expersisal@s facturée au laboratoire demandeur.
Cependant, le CNRL fait rentrer les données dectiniaation dans la surveillance nationale. En
cas de probleme de santé publique pouvant étéeaales souches, le CNRL se réserve le droit,
aprés en avoir informé son client, de demanderamptément d’informations sur les souches
qui seront transmises le cas échéant aux autsatétaires.

Une souche alimentaire a été adressée dans leamadr@vaux de recherche correspondant a une
souche a croissance lente donnant des coloniegjaiygosur les milieux chromogéniques de
routine pour vérification de ses caractéristiqueduefait d’'une étude précédente du méme type
effectuée au CNRL (Leclercq et coll., 2004).

Trois souches vétérinaires en 2008 ont été incldaes un signalement (L08/07: signalement
correspondant a une souche isolée d’'un cas de gitsniumaine, de deux avortements dans des
troupeaux de bovins de production laitiere) ce dé@montre I'nmportance de collecter ces
souches afin de pouvoir maximiser les chances wfifiler 'amorce d’'une contamination de la
chaine alimentaire et ainsi la maitriser.

Les demandes de prestations ou « demande cliemtt>facturées aux laboratoires expeéditeurs,
contrairement aux analyses effectuées sur les ssuelgues dans le cadre de la surveillance et
des investigations autour de cas humains de lbskri(signalements, enquétes formes
neuroméningees, alertes DGAI). Ces analyses s@spen charge par le CNRL dans le cadre
d’'un accord entre le CNRL, la DGAI, I'InVS et la [B&RF.

= En 2008, 20 % des essais ont fait I'objet d’ureduigation (comme en 2007) (Figure 19).
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Figure 19: Pourcentage d’essais facturés depuis 1993.

‘ M analyses non facturédJdanalyses factu rée#

100, &l d /44 A.AAL4A.4 48

90+
80+
70
60-
50+
40
30
204
104

année

3.2.2 SOUCHES ISOLEES D' ALIMENTS

3.2.2.1CATEGORIES DE LABORATOIRES AYANT ADRESSE LES SOUCHES

La provenance des 860 souches isolées d'alimesits) $a catégorie de laboratoires, était la
suivante :
» Laboratoires Vétérinaires Départementaux (LVD) : 6 4duches (48 %),
» Laboratoires privés d’hygiéne alimentaire . 37dchwes (43 %),
» Laboratoires Interrégionaux de la Concurrence,
de la Consommation et de la Répression des Fraudes 67 souches (8 %),
» Laboratoires hospitaliers d’hygiéne 3 soudiie®).

=» En 2007, le nombre de souches a augmenté de +9,p%r rapport au nombre de 2007
(787 souches) Cette augmentation s’explique par les démarchieformation du CNRL, et
'accroissement des controles et autocontrbles danslomaine agro-alimentaire suite a
'augmentation des cas de listériose ces dernianeges. Cependant, au regard du nombre
d’analyses de recherche et de dénombremeht ad®nocytogenesn agriculture et pour
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I'environnement, ce nombre de souches n’est pate¥é. Ceci peut s’expliquer par :

* La multiplicité des acteurs avec la mise en plamemnte du LNRI et la présence
d’autres laboratoires spécialisés qui peut conduitm effet de dilution, voire a
des erreurs de destinataires selon le type de ssutimcernées.

La non-obligation, sauf en cas de dépassementsudls seglementaires, dans les
méthodes d’analyse d’envoyer les souches a unediftoratoire de référence
pourL. monocytogenealors qu’il I'est pouiSalmonella

* La facturation de leur caractérisation par le CNRe&s souches d'origine
alimentaire non envoyées dans le cadre d'alert@tagas ;

L'intégration systématique des souches d’originmehtaire de ses clients dans la
surveillance nationale;

* Le colt et les difficultés croissantes de transpw$ 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 2008, le CNRL a décidé d'effectuer un retounfdrmations sur la listériose a ses
correspondants laboratoires d’analyses alimentaifiasde les sensibiliser a l'intérét d’envoyer
les souches dans le cadre de la surveillance @deiaie la listériose. Un article (Le Monnier, A.,
and A. Leclercg. 2009isteria et listériose: De la ferme a la fourchette. PatBiol (Paris)
57:17-22.) en frangais a été publié pour explidaesurveillance de la listériose en France ainsi
gue ses résultats, et un article (Goulet, V., lregleA., Vaillant, V., Le Monnier, A., Laurent,

E., Thierry-Bled, F., Pihier, N., et H. de Valk. dRedescence récente des cas de listériose en
France. Bull. Epidemiol. Hebom., 2008, 268-272)té& publié sous I'égide de I'InVS qui
présente un résumé de la situation sur 'augmemtaties cas de listérioses en France et
comporte une synthése sur les alertes produits.

= En 2008, le CNRL a recu de nombreux appels téléighes et courriels d’hygiénistes
hospitaliers ou de Directeur d’hépitaux concerndmt risque alimentaire lié dlisteria
monocytogened.a principale question était centrée sur la procga@usuivre face a un produit
alimentaire non conforme polisteria monocytogene=n milieu hospitalier.
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3.2.2.2NOMBRE DE SOUCHES ET DISTRIBUTION PAR ESPECE

852 des 860 souches ont été identifiées. Les awmbw 8 souches n’'ont pas pu étre effectuées
pour les raisons suivantes : tubes de transpas€sdd) et souche ndumsteria (7).

La répartition par espece des 852 souchdddleria était la suivante :
* L. monocytogenes : 842 souches (99 %),

e L. ivanovii . 2 souches (<1 %),
e L.innocua . 6souches (<1 %),
* L. welshimeri . 2souches (<1 %).

La répartition par espece démontre que I'apphlcatiu reglement européen EC 2073/2005 avec
le critére microbiologique de sécurité monocytogenest les méthodes associées d’analyses
aboutissent a une transmission de souches correatédentifiées a I'espece dans la plupart des
cas a I'exception de quelques erreurs (<1 % deshesi.

Dans le domaine alimentaire, ceci peut s’expliquesr I'utilisation croissante et normative de
géloses chromogéniques de détection et de confomaiblant les caractéres xylose, rhamnose,
B-glucosidase et PIPLC pour identifier a I'espeaw@nocytogeneesListeria

3.2.2.3DISTRIBUTION DES SOUCHES DE L. MONOCYTOGENESPAR CATEGORIE
D' ALIMENTS

L’origine des 842 souches tlemonocytogeneselon la catégorie d’aliment, était la suivante :

* viande et produits carnés . 298 souches (36 %),
* lait et produits laitiers 406 souches (48 %),
e produits de la péche : 86 souches (10 %),

e VEégétaux . 3 souches (<1%)

e autres aliments 38 souches (5%),

e origine non précisée : 11 souches (1 %).

Les autres aliments sont de type plats cuisin@gitetseries. Les origines non précisées sont des
demandes de laboratoires privés dont les analysegté facturées et qui n'ont pas souhaité
transmettre I'information.

3.2.2.4DISTRIBUTION DES SOUCHES DE L. MONOCYTOGENESPAR GROUPE PCR

La répartition des souches par groupe PCR et pgageae d'aliments est présentée dans le
tableau 16. Les groupes PCR lla (sérovars 1/2a)IBa)sérovars 1/2b, 3b, et 7), et lic (sérovars
1/2c, 3c) représentent 80 % (contre 83% en 2005 sdaches isolées, et sont majoritaires dans
chaque catégorie d’aliment. Le groupe PCR Vb (&® 4b, 4d et 4e), pourtant le plus
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frequemment a l'origine des cas de listériose hamaiorrespond quant a lui a seulement 19 %
(contre 16% en 2009) des souches isolées des &im@m peut donc détecter une légére
augmentation du nombre de souches du groupe PCRodub ces deux derniéres années au
détriment du groupe PCR Il (lla, llIb, lic), ce ast a surveiller.

Il est rapporté dans la littérature que le grou@dRRVb est de virulence accrue bien que les
bases moléculaires de cette relative hypervirulergcsont pas encore clairement établies. Cette
virulence accrue pourrait notamment étre expliquadd’internaline A ou/et la listeriolysine S.
L’internaline A (InlA), une protéine permettantrternalisation déisteria dans les cellules et la
traversée des barrieres intestinale et placensaiedle est exprimée en surface de la bactérie,
comme c’est le cas chez les souches de sérovats4Bb, alors que ce n’est pas le cas pour les
souches des sérovars 1/2c et a un moindre degaéJd@quet et coll., 2004, Lecuit et coll. 2004,
Lecuit et coll. 2001, Disson et coll. 2008). Latdigolysine S, un facteur cytotoxique et
hémolytique, encodée par Illot de pathogénicit®It3 (Listeria Pathogenicity Island-3) est
présent uniqguement dans les souches de la lignéemprenant les sérovars 4b et 1/2b
principalement associés aux cas humains sporadifuasx épidémies de listériose (Cotter et
coll., 2008). Ceci pourrait également rendre congeeda virulence accrue des sérovars 4b et
1/2b.

Le groupe PCR lla reste majoritaire pour les sosiaiterigine alimentaire comme pour les
produits carnés, laitiers ou issues de la péchestlisuivi ensuite du groupe PCR IVb comme
pour les produits carnés et laitiers (Tableau 15).

Tableau 15: Distribution par groupe PCR et par catégorie d’'alms des 842 souches e
monocytogene®cues en 2008 de laboratoires francais.

Groupe WIEITELE Sl £ roduits de autres | origine non
b produits produits P N végetaux| _.. gnen Total
PCR . " la péche aliments | précisée
carnés laitiers

lla 168 211 70 1 19 4 473 (56%)
b 47 89 7 1 6 3 153 (18%)

lic 34 3 8 0 6 1 52 (6%)
IVb 49 103 1 1 7 3 164 (20%)
Total 298 (36%) | 406 (48%) 86 (10%) | 3 (<1%) 38 (5%) 11 (1%) 842

3.2.3 SOUCHES ISOLEES DE L'ENVIRONNEMENT

En 2008, 107 souches provenant de I'environnemeinéi@ recues au CNRL, adressées par les
Laboratoires Vétérinaires Départementaux [57 (5B étyles laboratoires privés [50 (46 %)]. Il
s’agit d’'une augmentation de +7 % de souches peovede I'environnement par rapport a
'année 2007. Cette augmentation peut provenir aldodnne application de l'article 5 du
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reglement européen EC 2073/2005 (et EC 1441/2007)les prélevements de surface.
Cependant, il est & noter qu’aucun prélevementgmant du milieu hospitalier n’a été recu en
2008 alors que des contaminations dans des cuibosstalieres ont été rapportées au CNRL
pour avis sur les suites a donner. Une sensibdisgiar les autorités sanitaires sur ce point nous
apparait utile.

Il s’agissait dans 104 cas (97 %) de souchds. deonocytogenest dans 3 cas (3 %) de souches
delL. innocua

La répartition par groupe PCR des 104 souchés denocytogenesst la suivante :

e groupe PCR lla (sérovars 1/2a et 3a) . 57 soudte%o,
e groupe PCR IIb (sérovars 1/2b, 3bet7) : 17 soai¢he %),
» groupe PCR lic (sérovars 1/2c et 3c) 13 soucheg4),
e groupe PCR IVb (sérovars 4b, 4d et 4e) : 17 sou(dt%o),
e groupe PCR L (sérovars 4a, 4ab et4c) : 0 souchés (

Comme pour les souches isolées d’aliments, leshesudes groupes PCR lla, llb et llc sont
majoritaires, soit 84 % (comme en 2007) des souatwd. monocytogenessolées de
I'environnement.

En 2008, la majorité des souches de I'environnemsmit en réalité des souches de
I'environnement agro-alimentaire ou de surfaceéegérateurs lors d’enquétes alimentaires. Ce
fait est problématique pour les chercheurs désicBalatenir des souches véritablement isolées
de I'environnement (sol, eau, boue) afin d’effectdes études phylogénétiques, de virulence,
d’acquisition/sélection de génes, etc.

= La surveillance dans I'environnement naturel (esal, ensilage, terre, etc.) déssteria
monocytogenes’est donc plus effectuée alors que I'environnemmaturel est la base de la
contamination de la chaine alimentaire bamonocytogenest de la diversité des souches. Des
réponses aux questions poseées par 'augmentatgoasede listérioses depuis 2005 pourraient y
étres décelées. Bien que la surveillance des chstéleoses animales ou de leur contamination
par L. monocytogenesu L. ivanovii soit réalisée en France localement par les labiogat
départementaux vétérinaires, ces souches vét@snag sont pas centralisées au CNRL, et un
bilan national est donc difficile a établir. Le CNIRn 2008 a aidé les demandeurs de ce secteur
a établir des méthodes (Détection de monocytogeneslans I'eau, dans la terre), les a
sensibilisés a l'intérét de remonter les souches les centres/laboratoires de référence et de
confirmer leurs identifications.
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3.3 BILAN DES INVESTIGATIONS , SIGNALEMENTS ET ALERTES
3.3.1 SUSPICIONS D' INFECTIONS NOSOCOMIALES

A quatre reprises en 2008, le diagnostic de plusieas de listériose groupés temporellement et
géographiqguement (méme hobpital, voire méme senacg)fait suspecter une contamination
nosocomiale sans qu’en aucun cas cela puisse &iuwép puisque les souches d’'une méme
origine hospitaliere avaient des profils PFGE dédfés.

Dans un hopital en 2008, le personnel avait consdntm jambon faisant I'objet d'un
dépassement des seuils réglementaires sans qu’easuwonnu chez le personnel ou les patients
ne soit constaté.

3.3.2 SIGNALEMENTS

En 2008, la procédure de signalement a suivi |&&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 nomenclatese signalements modifiée le 3 Aolt 2006.
L’ancienne nomenclature attribuait au signalemantldte a laquelle il avait été effectué. La
nouvelle nomenclature utilise la lettre L (pdusteria), I'année (ex : 07 pour 2007) et le numéro
d’ordre dans I'année (Lxx/xx). Pour plus de clatédescription des signalements effectués en
2008 fera référence aux 2 nomenclatures (Tablepu 16

En 2008, le CNRL a effectué 9 signalements (contr&6 en 2007) pour des souches
exclusivement de sérogroupe PCR IVb alors qu’'en PG les sérogroupes lla, llb et IVb
étaient représentésCette exclusivité en 2008 des signalements conoeteayroupe PCR Vb
réputé le plus virulent et a I'origine de nombreuépidémies est a surveiller. Il s’agit du nombre
le plus faible de signalements depuis I'année Z¥xhant par ailleurs que depuis aolt 2006 les
criteres de signalement avaient été optimisés poumuer des investigations lourdes parfois
inutiles (Cf. Chapitre 5.1.1.). Trois signalememffectués en 2007 ont concerné des cas
diagnostiqués en 2008 et ont été clos en 2008.idggralement (L08/07) a été cloturé en 20009.
Tous les autres signalements de 2008 ont été éam 2008.
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Tableau 16 : Signalements de listériose, signalenteassocié a des cas associés et des cas
sporadiques, France, 2000-2008 (modifié de Gouldtell., 2008)

Caractéristiques 20002001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008

Nombre de signalements détectés 9 4 10 11 13 11 11 16 9
Nombre de cas appartenant a un53 21 70 78 88 65 98 106 58

signalement

Nombre de cas n'appartenant pas augl0 167 150 131 148 156 192 213 214
signalement

3.3.3 ALERTES DGAL

Il s’agit d’identifier les cas causés par des sescprésentant les mémes caractéristiques que
celles isolées de produits alimentaires contanpaék. monocytogenegsommercialisés ou non,

et qui ont fait I'objet d’'un enregistrement par DEGAI, sous la forme d'une simple non-
conformitéListeria, d’'une notification d’'une Direction Départementdks Services Vétérinaires
ou d’'une notification via le réseau européen deged. En 2008, un changement a été effectue
en cours d’année, en ne remontant pour effectseralgports a la celluleisteria que sur trois
mois au lieu de six mois pour les souches humaginésentant les mémes caractéristiques que
celles isolées de produits alimentaires contampra@4d.. monocytogene€e changement a été
motivé par I'observation que la période d’incubatroaximale est de 70 jours.

= En 2008, 652 souches (contre 513 en 2007486 d’augmentation) ont été adressées au
CNRL dans le cadre des 280 (contre 198 en 2007+28% d’augmentation) alertes produits
déclenchées par la DGAI (contre 200 alertes predunt2006).
Ces 280 alertes produits se décomposaient en :

» 216 alertes suite a un autocontrdle ;

» 40 alertes suite a un contréle officiel ;

» 18 alertes suite a un contrdle officiel d’autremadstrations (DGCCRF) ;

« 1 alerte suite a une plainte de consommateur ;

» 1 alerte suite a un controle aux frontieres ;

e 2 alertes communautaires (Gorgonzola d’ltalie) ;

o 2 alertes suite a des cas humains.

En 2008, trois alertes produits suivies de rappealsabouti a une meédiatisation. Un rappel
produit en Aodt 2008 d’'un saucisson du marin trénég commercialisé dans une grande
enseigne a été réalisé. Un autre rappel d’'unedgeme industrielle sur les fromages « perle des
étangs » lait de vache et lait de chévre, « bridge étangs » lait de vache distribués dans 10
départements du sud de la France et dans le déwettede I'Ain. Un autre rappel pour du
Livarot ou Deauville d’une autre fromagerie indiedte a été constaté. Aucun cas humain du a
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la consommation de ces produits n'a été confirmé. CNRL a été sollicité par les
consommateurs pour connaitre les risques assoce&s@roduits.

3.3.4 ALERTE DGCCRF

Les alertes DGCCRF sont issues des échantillonépmadant pas aux criteres microbiologiques
réglementaires pour. monocytogendsrs de I'application du plan de contrdle et devsillance
2008 poulListeria et lors d’inspection.

3.3.5 ALERTE EUROPEENNE

En 2008, le CNRL a été saisi de deux alertes pt®dcommunautaires N°2008/0324 et
2008/0354 concernant de la ricotta salata italiegumieavaient été notifiées par les autorités
sanitaires allemandes par le réseau RASFF (RapatteAlSystem for Food and Feed).
Consécutivement a la demande faite en 2007 paNRLCcelui-ci est maintenant informé par la
DGAI des alertes européennes au moyen du réseattlRAS

A la demande de la DGAI, le CNRL a obtenu auprésegecollégues allemands les souches de
ces alertes produits européennes et les souchetotdesicriminés ayant fait I'objet d’'une
circulation sur le territoire francais. Aucun casrtain ne fut relié sur le territoire francais a ces
souches d’alertes produits européennes.

3.3.6 ALERTE CANADIENNE

Le 27 Aolt 2008, le CNRL a été informé par la DGQuar I'intermédiaire du réseau RASFF
d’'une épidémie au Canada liée aux produits dedeiate la marque MAPLE LEAF qui livre
notamment les restaurations collectives dont |ledree de soins. Un rappel de 200 produits
carnés de cette marque fabriqués dans I'établis#edT® a été effectué. Aucun pays de I'Union
Européenne n’était destinataire de ces produitpedant, les lles de Saint Pierre et Miquelon
sont livrées directement par le Canada en dentéesrdaires, mais les produits incriminés ne
semblent pas avoir été présents sur ce territBeon les informations détenues par le CNRL,
I'épidémie fit 31 cas confirmeés de listériose etcd® suspects, la plupart en Ontario.

L’OMS et la FAO ont identifié le CNRL comme réfétgrour des conseils sur la gestion de crise
de listériose. Nous avons donc échangé des infmnsaavec nos collégues de la Public Health
Agency of Canada / Santé Canada pour la gestiotetie crise et avons renseigné les media
canadiens qui voulaient comparer I'épidémie camadiea I'épidémie francaise de 1992. Une
demande du Canada fut également de comprendrsténsy de surveillance francais pour tenter
d’en tirer des recommandations au niveau naticaehdien.

Le CNRL s’est tenu informé de I'évolution de cefggidémie par ses homologues canadiens
ainsi que I'ambassade du Canada a Paris et dubfmssiour de ressortissants francais ayant
séjourné au Canada et ayant consommé ce type deaifgroSuite a I'afflux de demandes de
professionnels de santé francais confrontés a désnps revenant du Canada et du public
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revenant du Canada, le CNRL a sollicité la DGS péaliser une information officielle sur cette
crise aux professionnels de santé et de la gedésreventuels cas. En paralléle, le CNRL a recu
les profils des clones épidémiques de la PublidtHéagency of Canada (Dr Céline Nadon et Dr
Jeffrey FARBER), et n’a pas constaté de cas huinantais associé. Le CCOMSsteria n'a

pas recu ces souches pour expertise.

Suite a cette épidémie, 11 alertes alimentairesnfueffectuées pour 11 fromages au Québec
avec destruction de grands stocks de fromages leBezomagers et les fromageries. Des cas
humains (22 patients) furent associés a ces congédions de fromages.

3.3.7 ENQUETE DES FORMES NEUROMENINGEES

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
neuroméningées, a commencé en aodt 2001.

On définit pour 2008 un cas de forme neuroménirngéeme tout cas de listériose avec une date
de diagnostic (date d’isolement de la souche) c@mmntre 01 janvier 2007 et le 31 décembre
2008 et présentant une forme clinique neuroménirggden les criteres de la DO (signes
cliniques d’atteinte neuroméningée et souchk.dronocytogendsolée du sang ou du LCR).

Lors de la notification d’'un cas de listériose mgméningée, les investigations consistent a
réaliser des prélevements des aliments présents ldanéfrigérateur du patient ou de son
environnement (avec I'accord du patient ou le ci®ant de sa famille) par la DDSV.

Les membres de la Celluldgsteria sont prévenus par courriel par I'InVS. Pour le CNRL
s’agit de réaliser un groupage PCR et un typageraarorestriction d’ADN avec les enzymes
Asd, Apa et Smd si nécessaire sur les souches alimentaires & dal patient. Le CNRL
effectue ensuite une comparaison des pulsotypesalsshes isolées des aliments a celle(s)
isolée(s) chez le patient afin d’identifier rapidarhl'aliment a I'origine du cas et transmet les
informations sur les souches similaires en pulsofypelle du cas humain a la Celllisteria.

3.4 CONCLUSION

Comme pour la plupart des pays industrialisésys¢éesne de surveillance microbiologique de la
listériose, qui se fonde sur I'étude des soucheslgdNRL, est un systeme dépendant du
volontariat des biologistes médicaux qui accep@adresser leurs souches au CNRL. La
collecte des données n’est donc pas exhaustivestepagfois retardée. Il répond cependant
parfaitement a la nécessité d'identifier précisémes augmentations du nombre de cas et de
distinguer les cas groupés dus a une souche urdgaeaugmentations de cas a souches
multiples. Il permet également de visualiser urtaiernombre de tendances en matiere de cas
sporadiques (évolution des formes cliniques, caretiques des souches responsables de ces
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infections, etc.).

Le retour en 2008 aux chiffres de 2006 peut étreoleséquence d’une surveillance alimentaire
accrue. Cedci illustre donc la nécessité de poursuine forte mobilisation de l'industrie agro-

alimentaire en matiere d’hygiene et de contrbleit ten poursuivant la sensibilisation des
groupes de personne a risque et des professictmeknté.

Afin de préciser les caractéristiques médicalespddients et de mieux connaitre la pathologie
induite parL. monocytogenesious allons participer, avec I'InVS et avec compnemoteur
I'Assistance Publique — Hopitaux de Paris, a unel@fprospective clinique et microbiologique
(MONALISA), pouvant contribuer a 'amélioration s connaissances de cette pathologie et
ainsi participer a l'optimisation du systeme de vsilance. Celle-ci devrait notamment
permettre de mieux comprendre la raison de l'augatiem du nombre de cas observés ces
derniéres 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 (Général)abase et hebdomadairement a partir de
Medline (Medical/Scientifique). Des tirés-a-paresdrticles sont obtenus des auteurs ou a partir
de la librairie online de [llInstitut Pasteur. Leapports ou bulletins, version papier ou
électronique d’organisation ou d’agence nationalesopéenne ou internationale sont recus
régulierement et sont stockés sur le serveur dulZGIROMS.

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

= En 2008, par exemple, de nombreux étudiants omaddé des copies d’articles sur les
épidémies ou des revues sur la listériose. On peugjouter la participation au Réseau de
Microbiologistes Médicaux (R2M) des cadres du CN#&tibh de répondre le cas échéant a toutes
questions spécifiques de Listériose ou demandébtiedraphie sur ce sujet.

4.2 DIFFUSION DE L’ INFORMATION SUR LISTERIA ET LA LISTERIOSE

Le CNRL a également pour mission la mise a jourademaissances dans le domaind.ideeria

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

été 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].
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4.2.1 STE INTERNET

Le CNRL/CCOMS deslListeria dispose d'un site internet bilingue (francais/ larsy:
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'enve@ sbuches, des liens utiles, le rapport
d’activité du CNRL et une rubrique de réponses quastions frequemment posées au CNRL
(FAQ).

Le CNRL répertorie 'ensemble des sites Internetlamue francaise afin de solliciter les
modifications des données erronées ou ajouter uplément d’informations ou effectuer un
lien avec le site Internet du CNRL.

Dans ce cadre en 2008, il a participé a la releatiaux corrections d’'une fiche synthétique sur
la Prévention de la femme enceinte envers la iisér demandée par Julie Toury de
Infobebes.com http://grossesse.infobebes.com/sante/les-petitsdtaalisteriose ainsi que la
page «La listériose chez la femme enceinte » detegeatique.fr par Marie Bazet:
http://www.santepratique.fr/listeriose-femme-enteiphp

4.2.2 COURS ET CONFERENCES SUR INVITATION
En 2008, les collaborateurs du CNRL ont donné 3scou

» Cours sur <isteria monocytogenes ADRIA Développement de Quimper, formation
continue « Bactéries pathogenes en alimentairenn&s, le 25/09/08, A. Leclercq.

e Cours sur les toxi-infections d’origine alimentagielesListeria, Institut Pasteur de Lille,
Lille, Cours International de Microbiologie et d’Higne des Aliments, 03 Juin 2008, A.
Leclercq.

» Cours sur led.isteria, Institut Pasteur de Lille, Lille, Cours Le posur les principaux
microorganismes pathogenes, 03 Décembre 2008, delcg.

4.2.3 FORMATION ET ENCADREMENT

Le CNRL est régulierement sollicité du fait de sxpertise dans le domaine ddsteria pour
des demandes d’accueil de stagiaire pour formation.
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=>» En 2008, nous avons accueilli 2 stagiaires dedifftes formations et origine :

M. Hervé-Bazin (Eleve Pharmacienne, Faculté de rRaeie de Chatenay-Malabry,
Université Paris Sud 11) ayant effectué un stages da cadre de son stage M1
d’initiation a la recherche surAatibiorésistance des Listeria monocytogenes dineg
humaine de 1963 a 1987 en France

e G. Almeida (Docteur en Sciences, Ecole SupérieweBibtechnologie, Université
Catholigue Portugaise, Portugal) ayant effectuéstage suw Listeria monocytogenes
dans le fromage : occurrence, sources de contamoimagt de risques pour la santé
publique »et pour la mise au point d'un systéme de survaitamicrobiologique au
Portugal.

= En 2008, les responsables du CMNRteria ont encadré et ont été membres du jury de
différentes theses de doctorat d’université, thseloctorat d’état (DES) et de mémoire de fin
d’études:

- Julien Fosse, Inspecteur de la Santé Publiquériiéire, « Valeur informative d’indicateurs
ante et post mortempour la détection des dangers biologiques tranamifiomme par la
consommation des viandes de porc », Ecole doct¥ialdgro-Santé de I'Université de Rennes,
(A. Leclercq).

- A. Leymarie, sage-femme, mémoire de fin d'étuldisferia monocytogeneshez la femme
enceinte : évolution en France de 1987 a 2006udeéles caracteéristiques de 52 cas de listériose
materno-foetale, soutenance d’avril 2008, (A. Le Mer).

- Rapporteur du doctorat de these en Sciem®d’'université PARIS IX Orsay mention
Bioinformatique de Mme |. GRISSA sur « Les CRISPRstruments d’étude de I'évolution
inter ou intra spécifique chez les microorganismeg®\. Leclercq).

4.2.4 JOURNEES PORTES OUVERTES

Les 22 et 23 Novembre 2008, le CNRL avec le Graupmq ans « Microorganismes et barrieres
de I'h6te » ont participé aux journées portes diegede I'Institut Pasteur. Des explications aux
groupes de visiteurs sur ce qu'est un CNR et tarlsse ont été dispensées, et les activités de
recherches ont été présentées.
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4.2.5 DEMANDE D’ INFORMATIONS ET DE CONSEILS

Devant un nombre croissant de sollicitations pairger €lectronique et par téléphone, nous
avons recenseé et détaillé les demandes par e-materfa@pasteur.jr et les appels
téléphoniques pour I'année 2008.

Nous avons recu plus de 400 messages par cougarohique sur I'ensemble de 'année 2008
(~8/semaine) et 560 appels téléphoniques (~11l/senaCi-dessous figure la répartition des
principales motivations de ces demandes selorakggaries de personnes concernées :

1/ Professionnels de santé

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

demandes de conseils microbiologiques (préleventeolisgiques a réaliser, isolement,
identification, typage des souches, et/ou integpic des résultats) ;

demandes d’aide au diagnostic (réalisation d’angt@mme, diagnostic complémentaire
par PCR et/ou sérologie) ;

demandes de conseils thérapeutiques (alternatévepbutique en cas d’'allergie g
lactamines, appels)).

2/ Professionnels de I'alimentaire

demandes de renseignements concernant I'envoiubhedfeuilles de demande a
renseigner et condition de transport, adressey &fd et facturation) ;

demandes de conseils microbiologiques (prélevenzeréaliser, isolement,
identification, typage des souches, et/ou integpigt des résultats) ;

demandes relatives au management de la qualitdl&L Jprocédures et démarches,
gestion des non-conformités et/ou erreurs d’aiggéldes souches).

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 lesnigales utilisées au CNRL ;
demandes d’article et/ou de documentation surmeedéasteria et sur I'épidémiologie de
la listériose.
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Il est intéressant de souligner une forte demander ples méthodes diagnostiques
complémentaires a la culture par PCR. A noter gese demandes de particuliers portent
essentiellement sur la prévention durant la greesdses médecins du travail, les hygiénistes et
les cliniciens posent souvent la question de I&tté’'une antibioprophylaxie en cas de situation
a risque notamment chez une femme enceinte.

L’analyse des principales demandes sera pourssivid¢année 2009. 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).

4.3 EXPERTISE

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

Expertises de souches

En 2008 le CNRL a recu des souches isolées denpatidressées par des laboratoires de
biologie médicale de pays pour lesquels il n'exisées de centralisation des souches dans le
cadre d’'un systeme de surveillance (cf. chapit3el?.

Le CNRL a également recu 183 souches d’originerensementale et/ou alimentaire (contre
107 en 2007, soit +71%), adressées par des labresmathygiene et de contréle des aliments
pour leur identification et leur caractérisatioh @hapitre 2.3.2.).

Expertise de méthodes ou de déclaration d’inventmnde projets industriels

En 2008 les responsables du CNRL ont contribué @Jsion des normes internationales et
européennes pour leéssteriaen microbiologie des aliments.

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

Expertise de publications

En 2008, un responsable du CNRL était relectearezhbre de comité de rédaction de journaux
tel qu’Eurosurveillance, PLoS pathogens, JournaFa@dd Protection, International Journal of
Food Microbiology, Journal of Analytical MethoddceDans ce cadre, 9 publications $ur
monocytogenesnt été examinées en 2008.
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Expertises dans des comités nationaux, européengbernationaux

Les responsables du CNRL sont membres de plusigieces en tant qu’experts ou conseillers
(ECDC groupelListeria, Steering Commmitteele PulseNet Europe (réseau Med-Vet-Net),
« curator » de la base de données du réseau PulkaMgpe, groupe de travail permanent de la
Coordination des Laboratoires de Référence et dHige (CLRE, Institut Pasteur), Réseau de
Microbiologistes Médicaux (R2M), Président du CamiEuropéen de Normalisation en
microbiologie des aliments CEN TC275/WG6, membrecdmité francais Afnor VO8B et du
comité International de normalisation en microbgodo des aliments, membre du comité
d’experts spécialisés CES Microbiologie de 'AFS®#L,.).

Lors de plusieurs réunions a 'AFSSA du CES Micobdie, le sujet de 'augmentation des cas
de listériose a été abordée et a été argumentde GARL.

Conseil aupres de Ministere

En 2008, le CNRL a conseillé la DGAI sur les prél@ents de surface dans des ateliers
alimentaires et sur des méthodes analytiques dethande de la Cellulgsteria.

Le CNRL a été membre de rapports sur saisine arteadde de 'AFSSA.

4.4 RETOUR D’'INFORMATIONS

Compte-rendu d’analyses

La surveillance microbiologique 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
(quelgu’en soit le motif) nous permet de constituee base de donnée de profils de souches
utile pour les investigations autour de cas dériigse.

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. Le CNRL a donc
participé avec I'InVS a la publication d’un articter 'augmentation des cas de listérioses (V.
Goulet, A. Leclercq, V. Vaillant, A. Le Monnier, Eaurent, F. Thierry-Bled, N. Pihier, H. de
Valk. 2008. Augmentation récente de la listériosd-eance BEH 30-31 :268-272.) et a mis son
rapport d’activité approuvé par le Comité des CMRigne sur son site web.
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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 demandsss.résultats de typage moléculaire
concernant des souches recues dans le cadre digatEmns épidémiologiques, appartenance ou
pas au clone investigué, sont uniguement adresgasn@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 2008, le rapport d’activité pour I'année 200até@mis en ligne sur notre site web et adressé a
tous les institutionnels investis dans la survedi&de la listériose ainsi qu’a toute personne en
faisant la demande.

En 2009, 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,
gynécologues, généralistes, pédiatres, hygiéniispitaliers, etc.) sur un bilan de la listériose
en France en 2008.
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5 TRAVAUX DE RECHERCHE EN LIEN DIRECT
AVEC L'ACTIVITE DU CNR

Le G5 « Microorganismes et Barriéres de I'h6te whgbberge le CNR ddsisteria est une entité

de recherche pasteurienne. A ce titre il partieipe 3 missions de I'Institut Pasteur : Expertise et
Santé Publique, Enseignement et Recherche. Le I@isreorganismes et Barrieres de I'hote »
est affilié aux départements « Infection & Epidélogie » et « Biologie Cellulaire et
Infections ». Le département « Infection & Epidélmipe » regroupe des structures de recherche
pasteurienne dont la thématique comporte une dimensedicale et de santé publique.

Au cours des prochaines années, le CNRL souhaitespiore ses travaux collaboratifs portant
notamment sur I'étude de la biodiversité et la pipathologie, mais aussi accentuer ses efforts
afin d’'améliorer la rapidité ainsi que la fiabilid& diagnostic des cas de listériose ainsi que leur
prise en charge thérapeutique.

Les méthodes en développement ou les recherchee<itigs dans le chapitre 2. ne sont pas
décrites dans ce chapitre.

5.1 CONTRIBUTIONS AUX ETUDES EPIDEMIOLOGIQUES

5.1.1 EVALUATION DES CRITERES D 'INVESTIGATION DES CAS GROUPES.

Responsables du projet au CNRL : A. LECLERCQ
En collaboration avec l'Institut national de Veil&anitaire (V. GOULET)

L’analyse rétrospective de tous les cas groupdsideiose signalés par le CNRL entre 2000 et
2004 avait permis de redéfinir les criteres de algment. Les résultats de cette étude
suggéraient une approche en 2 temps : 1) si 3roapés sont identifiés durant une période de 6
semaines, le CNRL signale les cas a I'InVS poueatter les investigations des cas ; 2) si 6 cas
sont identifiés, I'InVS coordonne des investigatio@pidémiologiques, environnementales et
microbiologiques complémentaires afin d’identiflarsource de contamination. Ces nouveaux
criteres permettent de réduire le nombre d’invesibgs improductives en concentrant les efforts
des pouvoirs publics sur les cas les plus critigues

En 2008, I'InVS a sollicité le CNRL pour connaitrétrospectivement ce qu’aurait donné la
surveillance si le critere de 14 semaines poumdéfin signalement avant 2006 n’avait pas été
changé pour 6 semaines. Le CNRL a mis au pointragramme informatique permettant de
changer les criteres du signalement et a simulEiqats scénarios sur sa base de données. Il faut
néanmoins étre conscient que cette base est dymarsigque les résultats de la surveillance
semaine par semaine ne sont pas ceux d'une sanasllrétrospective. En effet, les souches
arrivants secondairement sont intégrées a postddos la base, alors que lors de la surveillance
en temps réel, elles sont inconnues. Cette anal/peursuit actuellement.
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5.1.2 AUGMENTATION DU NOMBRE DE CAS FRANCAIS DE LISTERIOSE S

Responsables du projet au CNRL : M. Lecuit - AMioanier - A. Leclercq

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

Présentations orales :

- Conférence des CNR « Des pathogénes et des hommemstitut Pasteur, Paris. 31 Mars
2008. A. Leclercq. Communication orad€2007 : L’odysséee de la listériose en France »

- 95th annual meeting of the International Associabn for Food Protection. Columbus
(USA). Aolt 2008. Communication orafdncreasing incidence of Listeriosis in France aitgl
relations with host factors and food control".

- Journées de veille sanitaire, InVSCentre des congres de la Villette, Paris. 27 Novemb
2008. Communication orale. V. Goulet, A. Leclerdq, Vaillant, M. Lecuit, E. Laurent, F.
Thierry-Bled, N. Pihier, H. de Valk. Recrudescem®s cas de listériose en France dans un
contexte d’augmentation de l'incidence en Europe.

- 28 réunion interdisciplinaire de chimiothérapie infedieuse RICAI 2008, Palais des
Congres, Paris. 4 décembre 2008 ommunication orale. A. Leclercq, A. Le Monnier, M.
Lecuit, V. Goulet. Increasing incidence of listeigin France and its relations with host factors
and food control. Abstract 135/31.

L’incidence de la listériose en France a diminuéablement de 1987 a 2001, puis s’est
stabilisée ensuite jusqu’en 2005 autour de 3,5l d’habitants. En 2006, on assiste a une
inversion de cette tendance avec une augmentatissgie de I'incidence a 4,6 cas/million
d’habitants qui s’est prolongée en 2007 pour atrein5,0 cas/million d’habitants. Cette
augmentation concerne particulierement les sujgiss ae 60 ans et plus et les sujets
immunodéprimés, quel que soit leur age. L'incidedes listérioses materno-néonatales reste
stable. La plupart des régions sont touchées saikonnalité estivale est similaire aux années
précédentes. L’augmentation d’incidence n’est pgsa 'émergence d’'une souche particuliere
et 'augmentation a concerné tant les cas sporadique les cas faisant partie d’'un cluster. Une
augmentation de l'incidence de la listériose aoftgervée également dans neuf pays européens
sur la période 2000-2006, avec des caractéristigimeigaires (concerne les personnes agées de
60 ans et plus, pas de regroupement temporo-spatiapas d’émergence de souches
particulieres). Aussi bien en France que dans ué®s pays, les raisons de cette augmentation
n'ont pas été identifiées. Plusieurs hypothesesmeiant d’expliquer cette augmentation récente
de l'incidence de la listériose sont discutées.
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Les causes de cette augmentation restent inconmiedifférentes hypotheses sont
investiguées au sein de la Celluisteria:

* 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),

» Laréduction de la teneur en sel dans les alintetggjue les jambons blancs,

« 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 pesae plus de 60 ans,
» Les effets de nouveaux traitements thérapeutiqaggpliers, etc.

Le CNRL participe activement a I'investigation desdypotheses selon ses moyens et ses
missions.

5.1.3 ETUDE DES FORMES MATERNO-FOETALES DEPUIS 1987

Responsables du projet au CNRL : A. Le Monnierl-e&lercq — M. Lecuit
Collaboration avec I'InVS (V. Goulet)

Une synthése sur les différents aspects des fommaésrno-foetales depuis 1987 est en cours de
rédaction. Elle vise d’'une part a suivre I'évolutide l'incidence des infections durant la
grossesse depuis 1987 et d’analyser sur une pésladeestreinte (depuis 1999), année de mise
en place de la DO, les caractéristiques globalaedanfections notamment les signes cliniques
et le pronostic. Par ailleurs, 52 dossiers clingj(reere et nouveau-nés) correspondant a des cas
d’infection materno-feetale diagnostiqués en lle-d@ace entre 2000 et 2006, sont en cours
d’analyse. Cette étude, a permis non seulementré@gspr les caractéristiques des infections
chez la mere et les nouveau-nés et notamment dé&viimpact des mesures de prévention. Un
article sur ces données est en cours de rédaction.

5.2 METHODES DE DIAGNOSTIC ET ATYPIES DES SOUCHES
5.2.1 PROFIL ATYPIQUE DE SEROGROUPE PCR DE L. MONOCYTOGENES

Responsables du projet au CNRL : H. Dieye - V. @RErancisque - A. Leclercq

En 2006 et 2007, trois profils atypiques de séropgeoPCR déd.isteria monocytogenesnt été
observés. Ces profils avaient déja été constatésep@DC d’Atlanta mais inconnus alors en
France. Les souches de ces trois profils atypigummrtiennent au sérovar 4b. Les bandes
atypiques ont été séquencées. Le CNRL compte publieamendement a son schéma de
groupage PCR en décrivant un nouveau profil pausteiches du groupe PCR IVb.
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5.2.2 ABSENCE DE CATALASE DE SOUCHES DEL. MONOCYTOGENES

Responsables du projet au CNR : A. Leclercq — én@RFrancisque — M. Lecuit
En collaboration étroite avec INRA UR 918 Pathotomjifectieuse et Immunologie, Tours
(Sylvie Roche et Philippe Velge)

5 souches dé. monocytogene@.m) catalase négative (alors que le genisteria est catalase
positive) ont été isolées de canards et d’enviroramg d’abattoirs de volailles. Ces souches ont
été comparées a des souches humdinesatalase négative issues de cas de méningites en
Angleterre et en Allemagne. Cette étude a monte lguperte de la catalase ne semblait pas
avoir d'impact sur la virulence de la souche, ge'source de ces souches catalase négative était
d’'origine alimentaire et que le test catalase aile caractére phénotypique majeur du genre
Listeria doit étre reconsidéré. L'origine génétique deecettrte de fonction et son lien avec la
virulence des souches sont en cours d’investigation

5.2.3 PROFILS DE MACRORESTRICTION D 'ADN DIFFERENTS POUR DES SOUCHES
PROVENANT DU MEME PATIENT

Responsables du projet au CNRL : A. Leclercq —ade€Daniel - M. Lecuit

Le CNRL a remarqué des profils de macrorestricdokDN différents pour des doublons de
souches humaines : souches provenant de coloffiiésedies sur la méme boite d’isolement ou
souches provenant du méme patient dans des pré@eateulifférents ou a des dates différentes.
Le CNRL évalue les deux hypotheses d’'une coinfecpar deux souches différentes lde
monocytogenesu l'influence des traitements thérapeutiqueslsyratrimoine génétique de la
souche contaminant le patient. Des formes cliniguaggculieres sont associées a ce phénomene.

5.3 ETUDE DE LA VIRULENCE

5.3.1 INFECTION A L. IVANOVII SUBSR IVANOVII

Responsables du projet au CNRL : M. Lecuit - Aldreq - A. Le Monnier

En collaboration avec M. Scortti et J.A. VazquetaBd, University of Edinburgh, Ashworth
Laboratories, Edinburgh, Royaume-Uni.

Article en cours de soumission

Au premier trimestre 2007, un cas d'infectior.aivanovii subsp. ivanovia 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.
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Figure 20 : Profils par macrorestriction d’ADN avec les enzgAga et Smd des souches de
L. ivanovii subsp. ivanovidu premier trimestre 2007.
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Lors de cette investigation, le CNR déssteria 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 Bawdétiestitut Pasteur) qui nous a donné acces
aux données, non publiées, du séquencage du gatedmevanovii subsp. ivanovii.

En 2008, le CNRL a affiné sa méthode de typage powanovii subsp. ivanovet a surveillé

les souches humaines et hon-humaines transmise<seastater de situation identique. Ces cas
interpellent sur 'émergence potentielle d’'une espgisqu’ici généralement considérée comme
non pathogene pour I’hnomme.

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

Responsable du projet au CNRL : S. Grayo — M. ltecui
Groupe a cing ans « Microorganismes et barrierd’ldéte »

Article : Disson, O., S. Grayo, E. Huillet, G. Nds, F. Langa-Vives, O. Dussurget, M. Ragon,
A. Le Monnier, C. Babinet, P. Cossart, and M. Lec2008. Conjugated action of two species-
specific invasion proteins for fetoplacental listsis. Nature 455:1114-8.

L’ingestion par I'homme d’aliments contaminés pamonocytogenegseut soit n'induire aucun
symptéme, soit engendrer une gastroentérite, ystecémie, une infection foeto-placentaire ou
une infection du systéme nerveux central. Afin diogser la prévention et le traitement de la
listériose humaine, il est crucial de comprendrpHgsiopathologie de cette infection rare mais
de mortalité élevée. Nous étudions les mécanismegcuoiaires qui rendent compte de la
capacité deL. monocytogenes franchir les barriéres intestinale, placentate hémato-
encéphalique. Des étudiesvitro ont permis de démontrer la contribution majeure gietéines
bactériennes InlA et InIB dans linternalisation e monocytogeneslans les cellules non
phagocytaires. La génération de modéles muringrpasgénése et knock-in prenant en compte
les spécificités d’especes de ces deux protéingsrmis de démontrer leur role clé dans le
franchissement des barrieres de I'hote. La compissbe du mécanisme de franchissement de la
barriere placentaire permet en effet d’envisagemise au point de molécules capables
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d’empécher I'entrée de. monocytogenesnais aussi d’imaginer des molécules thérapeuique
qui, elles, seraient capables de pénétrer le placen

5.4 DEVELOPPEMENT DE NOUVEAUX TESTS DIAGNOSTIQUES

Le diagnostic de listériose est microbiologiquelLetmonocytogeneg’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 diagnestigcomplémentaires a la culture standard.

5.4.1 MACRORESTRICTION D’ADN DE L. MONOCYTOGENESPAR PFGE AVEC
L’ENZYME DE RESTRICTION SMmAl

Personnes responsables du projet au CNRL : A. teggle V. Cadet Daniel
En collaboration avec le CDC d’Atlanta (USA)

Poster: Second European Scientific Conference onphied Infectious Disease Epidemiology
(ESCAIDE). Centre des congres, Berlin (Allemagne). A. LeclektgCadet-Daniel, H. Dieye,

A. Morvan, V. Chenal-Francisque, et M. Lecuit. loygment of microbiological surveillance of
listeriosis by subtyping Listeria monocytogenesPhised-Field gel electrophoresis with a third
restriction endonuclease: Smal. Abstract 20080224.

Article en cours de rédaction.

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 plusieurs souches. En effet, laiphoéttion des bandes de faibles poids
moléculaires et la faible résolution obtenue aescconditions 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 ctimlé techniques. Le partage des protocoles de
chaque entité a permis d’optimiser les conditioasriigration et de valider I'analyse des profils
apres transfert des images des gels obtenus pail.eduatte collaboration permettra d’établir un
protocole international standardisé pour [l'utilieat de I'enzyme Smd en PFGE. La
macrorestriction d’ADN par la combinaison des enegisd, Apa et Sma constitue un outil

de typage moléculaire trés discriminant par rapport schémas a deux enzymes et a déja
démontré son utilité dans I'étude fine de signaleisieLa base de données du CNRL constituée
depuis 2004 a permis de confirmer certaines donoléesnues par le CDC d’Atlanta. Le CNRL
actualise cette base en étudiant toutes les soagkesce nouveau protocole.

Cette nouvelle enzyme de restricti®ma est utile pour dissocier les souches reliéesaulars
d'une enquéte sur un signalement ou une épidémimeuifférence d'une bande a été observée
pour les profilsAsd ou Apdl : c'est une aide a I'épidémiologiste pour examieg signalements

ou épidémies &. monocytogenefuand les souches Hemonocytogenesont étroitement liées
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géographiquement et temporellement par expansiomald, cette approche par 3 enzymes de
restriction devrait fournir un outil de différentian efficace.

5.5 DEVELOPPEMENT DE NOUVEAUX OUTILS DE TYPAGE MOLECULAI REET
ETUDE DE LA DIVERSITE DES LISTERIA

5.5.1 ANALYSE DE LA STRUCTURE DES POPULATIONS DE L. MONOCYTOGENESSUR
UN ECHANTILLONNAGE MONDIAL PAR MULTILOCUS SEQUENCE TYPING OF
LISTERIA

Personnes responsables du projet au CNRL : V. Qhleaacisque — T. Cantinelli - M. Lecuit —
A. Leclercq - A. Le Monnier - M. Ragon

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

Article : Ragon, M., T. Wirth, F. Hollandt, R. Laare M. Lecuit, A. Le Monnier, and S. Brisse.
2008. A new perspective on Listeria monocytogevesition. PLoS Pathog 4:€1000146.

Le Multilocus Sequence Typing (MLST) combine un ywou discriminant élevé pour de
nombreuses espéces microbiennes et génere dessd®tandardisées qui sont riches en termes
de phylogénie des souches et de leur évolutionsNwons réalisé une base de données MLST
sur 7 genes de ménageh€Z blgA, cat, dapE dat, Idh, IhkA) sur une sélection de 178 souches
non reliées épidémiologiquement provenant du CNRdueCCOMS de la listériose d'origine
alimentaire.

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
gue plus précise que le sérotypage, I'analyse giylétique des profils alléliques montre de plus
un total accord avec les sérovars. Nous avons aeéngtie 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@asmegroupées sur la base de la PFGE.
L’ensemble des données rassemblées a égalemenis pdenconstituer la premiére base de
données délultilocus Sequence TypilyILST) ouverte et accessible en ligne a la commtéau
scientifiquehttp://www?2.pasteur.fr/recherche/genopole/PF8/ndfiti de favoriser les échanges
et les collaborations internationales sur I'étude la structure génétique des populations de
Listeria. Plusieurs groupes (USA, Europe) utilisent cetieebde données et des autorités de
santé publiqgue européenne ont demandé si ellesapmivintégrer cette base de données et
appliquer le protocole de MLST dans ses laboratoifées demandes seront probablement a
I'origine de nouveaux travaux collaboratifs dansiéenaine de I'étude de la structure génétique
des populations deisteria.
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En 2008, le CNRL a souhaité élargir ses investgati pour tenter de mieux comprendre
I'évolution spatio-temporelle des souches He monocytogenesn étudiant un large
échantillonnage de souches (450 souches) provelealat collection mondiale du CCOMS. En
analysant des souches de différentes origines ggbigiues collectées au cours du temps, nous
souhaitons notamment déterminer si les souchegjulia francaises sont représentatives des
souches mondiales et s'’il existe des variants Bgaes de zones géographiques données.

5.5.2 LA DIVERSITE ENVIRONNEMENTALE DES LISTERIA

Personnes responsables du projet au CNRL : V. GHeaacisque — A. Leclercq — M. Lecuit
En collaboration avec la plate-forme de génotypdgs pathogenes et santé publique IP-InVS
(S. Brisse)

En 2008, une étude a été initiée sur la diversii@rennementale delsisteria et la dynamique
des populations. Il s’agit d’estimer dans I'envinement la diversité existante et de la comparer
a celle des cas humains ou des aliments afin dexme®mprendre la dynamique des
populations.

5.6 ETUDE DE LA RESISTANCE AUX ANTIBIOTIQUES

Personnes responsables du projet au CNRL : A. MorvaA. Le Monnier — A. Leclercq — M.
Lecuit
En collaboration avec le CNR de la résistance antxo#otiques (C. Moubareck et P. Courvalin)

Poster : 28 réunion interdisciplinaire de chimiothérapie infeuse RICAI 2008, Palais des
Congres, Paris. 4décembre 2008. Communication ofal&lorvan, C. Moubareck, A. Leclercq,
M. Hervé-Bazin, S. Bremont, M. Lecuit, P. Courvahn Le Monnier. Antimicrobial resistance
of Listeria monocytogenes human strains isolatedesil926 in France. Abstract 136/31.

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.

Plusieurs études soulignent des phénomenes émergkntiransfert horizontal de génes de
résistance est reporté entre les especéesstiria et d’autres micro-organismeStéaphylococcus,
StreptococcuandEnterococcus spphabituellement résistants a de tres nombreuxiatitjbes
d’intérét clinique (Charpentier et Courvalin, 199®eci pourrait conduire a 'émergence de
résistance chek. monocytogeneg compris a des antibiotiques classiquement éslidans le
traitement de la listériose. Plusieurs études @rgmment rapporté une augmentation du taux de
résistance a un ou plusieurs antibiotiques, y c@rlifampicilline (Srinivasan et coll., 2005),
parmi les souches isolées de I'environnement (Gmdigr et coll., 1995, 1999) et plus rarement
parmi les souches isolées de patients.
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Ces études soulignent la nécessité de surveillsedaibilité 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 synthese sur les souches francaises.
C’est pourquoi en 2007, le CNRL en collaboratiore@e CNR de la résistance aux
antibiotiques a entrepris de synthétiser les dosinércernant 'ensemble des souches résistantes
isolées de patients depuis 1926 (description désrelts profils de sensibilité, des données de
typage moléculaire existantes, et des mécanismessitances caractérisées).

5856 souches dé&. monocytogeneslu CNRL ont été sélectionnées au hasard danstle bu
d’obtenir un échantillon représentatif de chaquemt clinique. Leur susceptibilité a 23
antibiotiques d’intérét clinique a été déterminée la méthode de la diffusion par disque. Les
CMis des fluoroquinolones et des pénicillines datdéterminées par E-test. Toutes les souches
résistantes ont été typées par PFGE avec les emzygmeaestrictionAsd et Apa et ceux
montrant un profil unique ont été étudiés pour k@spnce des génes de résistance aux
antibiotiques par PCR.

Un total de 69 souches (1,2% des souches analgieéesnonocytogengstait résistant a un ou
plusieurs antibiotiques. La résistance a la nodtixe et a la ciprofloxacine de 31 isolats (24
pulsotypes) était attribuée a un efflux actif. Eaistance a la tétracycline et a la minocycline de
31 souches (12 pulsotypes) était encodédgi@vl), portée présomptivement par un transposon
conjugatif dans les 14 souches qui portaient alessgeneint. La haute résistance a la
triméthroprime du au gerddrD était trouvée dans une souche. Le gene conféraasistance au
chloramphénicol dans 2 souches (2 pulsotypes) tpyar a la famillecat La caractérisation
des isolats résistant a I'acide fuscidique, auxroiates et a la streptomycine sont en cours.

L. monocytogenes’a donc pas acquis de résistance significativeaatibiotiques. Il est notable
gu’'aucune émergence ou extension de la résistancratements antibiotiques de référence de
la listériose et aucune évolution des CMIs a trales années n'ont été observée.

Ces résultats permettront également d'établir de®mmandations et des références pour
réaliser les antibiogrammes sur lasteria.

5.7 VALIDATION DE NOUVELLES THERAPEUTIQUES

5.7.1 LA MOXIFLOXACINE
Responsables du projet au CNRL : S. Grayo — A. tuenlidr

Articles:

Grayo, S., O. Join-Lambert, M. C. Desroches, andléAMonnier. 2008. Comparison of the in
vitro efficacies of moxifloxacin and amoxicillin a&gst Listeria monocytogenes. Antimicrob
Agents Chemother 52:1697-702.

Grayo, S., M. C. Lott-Desroches, O. Dussurget, &pRud, A. Fontanet, O. Join-Lambert, E.
Singlas, and A. Le Monnier. 2008. Rapid eradicatbhisteria monocytogenes by moxifloxacin
in @ murine model of central nervous system lisgs. Antimicrob Agents Chemother 52:3210-
5.
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Malgré [l'utilisation d’antibiotiques actifs contre. monocytogeneda listériose est encore
associée a un important taux de mortalité, notanhii@ns les cas d’infection neuromeéningées.
C’est pourquoi certains auteurs ont suggére qtraitement de référence de la listériose pouvait
étre optimisé (Hof et coll.,, 1997). De plus, I'émence potentielle de résistance doit étre
anticipée en validant de nouvelles alternativesajh@utiques.

Listeria monocytogenesst une bactérie intracellulaire facultative aitjme d’infections séveres
du systéme nerveux central dont le pronostic réstervé malgré un traitement antibiotique bien
conduit. Le traitement de référence actuel dest@riose repose sur 'administration de hautes
doses d’amoxicilline. Néanmoins, le taux de magéatlie la listériose en France reste élevée
malgré cette antibiothérapie.

Ceci souligne la nécessité de développer de nasvalternatives afin d’améliorer le pronostic
des patients infectés péisteria monocytogened.a moxifloxacine, une fluoroquinolone de
derniere génération, présente des propriétés ss@nées contre les bactéries a Gram négatif
mais également sur les bactéries a Gram positimno® Listeria monocytogenesLa
moxifloxacine a une activité bactéricide vitro sur les formes extracellulaire et intracellulaire
de L. monocytogenedNous avons évalué I'activiié vitro puisin vivo de la moxifloxacine afin

de justifier son utilisation dans le traitement de¥ections neuroméningées padr.
monocytogened.'ensemble des données du CRNL suggere que lafloracine constitue une
alternative de choix dans le traitement des liess&$ neuroméningées. Cependant, la
moxifloxacine vient de faire récemment I'objet déumestriction d’AMM en raison de cas
d’hépatites graves.

5.8 PROJETS COLLABORATIFS

Enfin, grace a son expertise dans le domaintisteria et de la listériose, le CNRL G5 est
associé a de nombreux travaux collaboratifs :

» avec des entités de I'Institut Pasteur :

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

o Plate-forme de Génotypage des Pathogenes et Sabtigue (S. Brisse — V.
Caro): Travaux de mise au point de nouvelles méhale typage moléculaire,

o Unité des agents antibactériens (P. Courvalin)d&tmoléculaire des résistances
aux agents antiisteria et confirmation des résistances constatées au @2¢R
Listeria;

o Unité de Pharmacoépidémiologie et maladies infesde (D. Guillemot) / Unité
de Recherche et d'Expertise Epidémiologie des NedadEmergentes (A.
Fontanet): Etude longitudinale de la base de dandéeCNRL

o Unité de Génétique des Génomes Bactériens (PheGlésude de la diversité de
L. ivanovii subsp. ivanovii
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» dautres équipes (Hopitaux Necker-Enfants malade€achin (APHP), INRA, CDC
d’Atlanta, Faculté vétérinaire de Sassari et deoBog, Italie).

5.9 CONCLUSION

Comme Tillustre ce chapitre du rapport, la recherconstitue une part importante de notre
activité, complémentaire des activités liées a davellance au quotidien de la listériose
humaine. Cette recherche se nourrit de notre &l référence et vient également guider celle-
ci. Elle comporte un volet de recherche appliquge,découle directement de notre activité de
référence, et vise a améliorer les aspects techsigudiagnostiques.

S’y accole un volet plus fondamental, développéemavec la PF8, qui dérive de notre activité
de caractérisation des souches in vitro, au plamotgpique et phénotypique : il vise a mieux
comprendre le profil évolutif et la variabilité rat et interspécifique de. monocytogene£ette
approche devrait nous permettre d’identifier descHjgités des souches cliniques par rapport
aux souches environnementales et notamment alimenta

Enfin, un troisieme volet concerne les aspectsipbgshologiques, qui sont étudiés en lien avec
les unités de I'Institut travaillant siusteria, et sont développés dans I'esprit d’'un continuam |
plus concret possible entre activités cliniques,cratiologiques, épidémiologiques et
fondamentales.
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INTERVIEWS TELEVISEES OU RADIOS

France 5 - Le magazine de la santde 28/01/08 a 14 :01 h, «La listériose », A.
Leclercq, 7 minutes;

France Info, le 22/07/08, Samantha Delbos, par téléphone,rtag®m radio spéciale
sortie BEH recrudescence de la listériose ;

France 2, 20hdu 22/07/08, Perrine Bonnet, demande d'intervid@évisée;

CBC Radio-Canada, le 31/08/08, Chantal Srivastava . Interviewlsarépidémies
alimentaires dans le cadre de I'épidémie Canadidrite//www.radio-canada.ca/audio-
video/pop.shtml#urlMedia%3D/Medianet/2008/CBF/LesAaslumiere200808311215 2
-asx

CBC Radio-Canada le 09/09/08, interview de Viviane Chenal Franaesgsur la
listériose et I'épidémie canadienne.

France 5- Le magazine de la santde 08/09/08 a 14 :01 h, « La listériose », A.
Leclercq, 7 minutes. Interview par Marie Renardlauecrudescence des cas.

CBC Radio-Canada le 26 octobre 2008 a 13 :01, émission « |la seenagnte » théeme

« la crise chez les fromagers », interview suritiémie de listérose francaise de 1992
par M. Bilobeau.http://www.radio-canada.ca/audio-
video/pop.shtml#urlMedia%3Dhttp://www.radio-
canada.ca/Medianet/2008/CBFT/LaSemaineVerte2008BIA6asx&promo%3DZAPmM
edia_LaSemaineVerte

ARTICLES DE PRESSE NATIONALE

Le figaro du 22/07/08 : article sur « Recrudescence dsté@riose en France » ;

Le Monde du 21/03/08 : article sur « Bien ranger pour lienserver » ;

60 millions de consommateurshors-série N°139 (Sept./Oct. 2008) sur l'aliménta
« Manger sain »/Risque alimentaire, journalisteim@rlacquet, article « La listériose,
rare mais dangereuse » page 8-9.

La Nouvelle République du 04/2008 : article sur I'Institut Pasteur et dar CNR
Listeria.
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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 2008, le programme deilt@ua spécifique aux activités d’Expertise
du CNRL pour les années 2009-2010 comportera fgscessuivants :

Typage et évolution des souches de L. monocytogenes
» Utilisation de la base de données MLST et de deitbnique pour la caractérisation
moléculaire des souches isolées lors de différefpaemies ou de situations cliniques
particulieres en France et dans le monde, en tolileau CNRL;
* Mise au point d’'une méthode MLVA de référence poumonocytogenes

Aspects diagnostiques

e évaluation des performances comparées des diffétests PCR et/ou seérologiques
actuellement disponibles dans le diagnostic dérlisde a partir des données clinico-
biologiques obtenus pas le biais de I'étude MONAA I&ctuellement soumise a I'appel
d’offre PHRC national;

» évaluation de la virulence des souched.ieria monocytogene®t mise en évidence
des caractéristiques géenotypiques et phénotypidifEsenciant les souches cliniques
des souches environnementales et notamment alimesnta

Aspects thérapeutiques
» évaluation de I'antibiorésistance desmonocytogenes
e évaluation de nouvelles alternatives thérapeutiqleass le traitement de la listériose
neuroméningée (approches combinéestro etin vivo) ;

Aspects clinigues (en collaboration avec I'InVS)
* analyse et revue des données clinico-biologiguasives aux souches d’origine humaine
recues au CNRL ;
* analyse et revue des données clinico-biologiquesearoant 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 suspectesvanovii, subspivanovii,

Aspects diagnostiques-thérapeutiques-cliniques ¢eflaboration avec I'lnVS):

» Participation au projet MONALISA si les moyens fim#ers (PHRC national) sont
accordeés
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8 CONCLUSION GENERALE

Le CNRL, en lien avec I'InVS, a observé en 2008, 2&s de listériose, correspondant a une incidéace
4,3 cas/million d’habitants, comparable a 'ann@6&, et en légere diminution par rapport a I'an?@e7

(299 cas, incidence de 5 cas/million d’habitan@3tte incidence reste élevée par rapport aux années
2001-2005. Il est difficile de conclure a ce stadéannée 2008 illustre 'amorce d’'une ré-inverside
tendance, ou si l'on assiste a une variation intaraelle non significative, dans un contexte général
national et européen a la hausse depuis 2005 (Getutell., 2008). Ceci souligne I'importance depaes
alléger la surveillance microbiologique et épiddogigue de la listériose, surtout au regard des
épidémies canadiennes, qui sont survenues dangysqu ce pathogene semblait étre maitrisé. Une
diminution des formes bactériémiques jusgu’alorsaegmentation et une augmentation des formes
neuroméningées ont été relevées. Par ailleurspiebre et la valeur relative des formes materno-
néonatales a atteint I'un des niveaux les plusdeasiis 1987. La population la plus a risque semibte

étre constituée principalement des personnes dedel0 ans avec ou sans terrain sous-jacent &%
cas non materno-néonataux).

Le CNR ded.isteria (CNRL), en lien avec I'InVS, a fait part de 'augntation des cas constatée depuis
2005 dans des publications scientifigues ainsi demstinées au grand public. Les acteurs de la Santé
Publique aux niveaux national et international fespondants européens et OMS) étudient actuellement
les causes de cette augmentation récente afiropeger des recommandations appropriées.

Le CNRL, qui constitue un acteur central du systéeeurveillance frangais, poursuit I'informatisati

des processus de surveillance microbiologique ieéépologique de la listériose au niveau natioriial a
d’accroitre sa réactivité face aux situations dtale

Dans le cadre de ses missions de veille technalegilp CNRL a développé et validé de nouvelles
méthodes de typage moléculaire, telles que la MIgBTgollaboration avec la plateforme de génotypage
des pathogenes et de Santé Publique. Une étudéuldingle en collaboration avec le CNR de la
résistance aux antibiotigues a montré que les ssuclniques dé. monocytogeneétaient en majorité
sensibles aux antibiotiques utilisés dans lesemmants de référence, ce qui n'écarte pas l'intévét
développement de traitements alternatifs, notammeans un contexte d’allergie aux R-lactamines, dans
un souci d'une meilleure efficacité, ou dans leterte d’'une possible émergence de résistance. Par
ailleurs, dans le cadre de collaborations sciept#s au sein de I'Institut Pasteur et extérie@r$CNRL
poursuit ses travaux visant a améliorer le diagnast la caractérisation des souches (détection des
principaux facteurs de virulence, étude de la hiedité et de la structure génétique des popuktiten
Listeria et de leur évolution), @ mieux comprendre la pbpathologie de la listériose humaine et a
valider de nouvelles approches thérapeutiques.
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