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Avant-propos

Le Centre National de Référence dekisteria remercie vivement 'ensemble de
ses correspondants et partenaires pour I'envoi en0R9 de souches et de
renseignements permettant de remplir sa mission desurveillance
microbiologique de la listériose en France et d’étdir ce rapport.
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RESUME DE L'ANNEE 2009

En 2009, le nombre de cas de listériose déclarésamte a augmenté par rapport a 2008 (322 cad%)1
Cette augmentation concerne notamment les formésrneanéonatales. |l s’agit du nombre de cas dériases le
plus élevé depuis 1995, et 'augmentation obsedamiis 2006 se maintient donc en 2009. Il est pudnda ce
stade de conclure que I'augmentation observée @8 @8r rapport aux trois années précédentes esficagive. ||
est important de souligner que cette augmentatingcsit dans un contexte d’augmentation comparaligiiveau
europeéen, sans que la cause en ait été identifiégaur. En lien avec 'AFSSA et I'InVS, le CNRLparticipé a la
rédaction d’'un rapport sur ce sujet (http://wwwsaffr/Documents/MIC-Ra-ListerioseAliments.jpdfe taux de
mortalité de 25 a 30% associé a cette maladiejgsmul'importance de la surveillance de la listéechumaine,
domaine dans lequel I'expertise du CNRL est recerinternationalement. Le CNRL a été sollicité pmar dutorités
sanitaires francaises pour la gestion d’alertesiearproduits contaminés en France et dans dedipeysinsi que
par les autorités sanitaires autrichiennes dansatire d'une épidémie. Il a également aidé des fipatsurs
algériens et portugais a la mise en place d’'uresystde surveillance. Le CNR desteria, devant étre a méme de
poursuivre son activité en cas de déclenchemeptadude pandémie grippale HIN1, s’est préparé autenomie
de fonctionnement sur 12 semaines en 2009.

Le CNR ded.isteria poursuit ses efforts afin d’'améliorer le diagnoskes cas de listériose, la détection des
cas groupés et l'identification de la source detaaination, en lien constant avec I'InVS et lesesipartenaires de
la cellule Listeria. Cette année, le CNRL a optimisé les modalitégrdiatiques des gastroentéritesLa
monocytogenest approfondi la compréhension de cette formeiqulim dont I'incidence est probablement sous-
estimée. Le CNRL a également participé a la miséwithence de I'implication d’'une autre espécelderia, L.
ivanovii, dans des cas de listériose humaine (Guillet €okt, 2009. Emerg Infect Dis), et a décrit unauvelle
espece deisteria non pathogénd,isteria rocourtiae(Leclercq et coll., 2009. Int J Syst Evol Microbio

La caractérisation moléculaire des souchekisieria est primordiale pour 'investigation des cas gisIp
et des épidémies, ainsi que l'identification duigéle alimentaire a I'origine des cas humains. piemet de plus
d’'analyser la biodiversité de ce genre bactériegtteCannée, le CNRL, en collaboration avec la Fiatene de
Génotypage des Pathogénes et Santé Publique @F83,au point un schéma de caractérisation deshesiselon
la méthode MLVA (Multi Locus Variable Number TanddRepeat Analysis). Il a également conduit une étude
phylogénétique par Multilocus Sequence Typing (M)LSiTpartir de souches originaires des 5 contineafts,
d’étudier de fagon la plus exhaustive possibleddilersité et I'évolution de I'espeddsteria monocytogenes

En lien avec le groupe Microorganismes et barrdgd’hdte, auquel il est rattaché, le CNRL partcip
également a I'étude de la physiopathologie destariiose. Par ailleurs, dans le cadre de collalomsscientifiques
au sein de l'Institut Pasteur et extérieurs, le CNJ®ursuit ses travaux visan) @ améliorer l'identification et la
caractérisation des souches (détection des princifzeteurs de virulence, étude de la biodiversitde la structure
génétique des espéces du gdreteria et de leur évolution),iij @ mieux comprendre la physiopathologie de la
listériose humaine etii() a valider de nouvelles approches thérapeutiques.




-10 -



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 a risque : les femreaseintes et leurs nouveau-nés, les
personnes agées (> 60 ans) et les sujets dont limién cellulaire 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 derogastérites fébriles aL.
monocytogenesnt également été décr{tzalton et coll., 1997 ; Aureli et coll., 2000 ; Gt coll,
2005);

e un colt élevé associé a la prise en charge desndasduels, avec hospitalisation
systématique et prise en charge médicale spé@ablséivent en réanimation ;

e une mortalité importante (de 20 a 30 %) pour lesnés invasives ; 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 indaisgés et pays en développement ou
elle n'est que rarement rapportée, probablementfaiu du manque de moyens
diagnostiques et de systeme de surveillance, ¢h gecvalence élevée de nombreuses
autres pathologies infectieuses. Cependant, uaigetbmbre d’autres facteurs peuvent
expliquer cette apparente disparité géographigmeades de production et de
consommation des aliments (production industrialiidjsation de la chaine du froid,
développement des aliments consommeés en I'éta@rabgraphiques (accroissement du
nombre de personnes agées et augmentation du noelagets immunodéprimés dans
les pays industrialisés).

La listériose humaine évolue essentiellement sousd de cas sporadiques, et survient plus
rarement par petites bouffées épidémiques, voirgédiéables épidémies comme ce fut le cas
depuis 1981 sur le continent nord-américain, er8B2l0 Canad@nonyme 1998a et 1998b ; Boggs et
coll., 2001 ; Dalton et coll., 1997 ; de Valk ellca®2000, 2001a et 2001b ; Farber et coll., 20@1eming et coll.,
1985 ; Frye et coll., 2002 ; Linnan et coll., 198Broctor et coll., 1995 ; Schlech et coll., 19&%)en Europe,
notamment en Frang@nonyme, 1993a et 1993b ; Aureli et coll., 20@8ille, 1991 ; de Valk et coll., 2001 ;
Ericsson et coll., 1997 ; Goulet et coll., 19939318 et 2002 ; Jacquet et coll., 1995a ; Lyytikdieemroll., 2000 ;
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McLauchlin et coll., 1991 ; Miettinen et coll., 199 Salamina et coll., 19968t en 2009 en Autrich@retz et
coll., 2010).

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
systemes sont pour la plupart fondés sur la cesdtain des souches isolées de patients et
d'aliments dans un laboratoire/centre de référepegmettant leur étude systématique et
comparative et un recensement des cas.

La Direction Générale de la Santé (DGS) a mis atepldepuis 1982 un tel systéme de
surveillance En 2007, Swaminathan et Gerner-Smidt du CDC d'Adaont signalé l'efficacité du
modéle francais de surveillance de la listériose€omparant a 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 l'institut Pasteur. Depa fermeture du CNR de Nantes en juillet
1993, le Centre National de Référence disteria a été hébergé par le Laboratoire Heseria
puis le Groupe Microorganismes et barrieres detdhde I'Institut Pasteur. Il assure la
surveillance microbiologique de la listériose earfee. Son mandat de CNRL a été renouvelé le
1*" janvier 2006. Le CNRLs'est engagé a assurer les missions définies peété du 29
novembre 2004 fixant les modalités de désignatidesemissions des CNRs.

Les missions spécifiques du CNRL sont les suivantes

* Typer en routine par une méthode discriminante éo&si 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 tygiagéa diffusion de ces techniques
aux laboratoires d’analyse de biologie médicale

« Tendre vers I'exhaustivité des souches humainesdafipouvoir détecter les cas groupés

» Collaborer avec les structures (laboratoires, Afeta) travaillant en santé animale et sur
les aliments (échange d’informations, de soucltes, 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 iafwnms sur la fréquence d’isolement
de cette souche parmi les souches humaines isoié&seurement.
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» Participer en lien avec I'Institut de Veille Samiéaa des études de recherche appliquée
notamment aux projets de recherche internationaux,

« Contribuer en lien avec l'lnstitut de Veille Samiéa aux systémes de surveillance
internationaux et en particulier européens notanrdans le cadre de I'application de la
directive zoonoses 2003/99/CE,

» Contribuer & l'alerte en signalant a I'Institut ¥eille 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 tmur expression clinique, formes
inhabituelles), apparition d’'un nouveau phénotypeésistance, etc.

Outre ces missions, le CNRL, depuis 2008, a inténses relations avec le Laboratoire National
de Référence ddssteria monocytogengd.NRI, AFSSA-LERQAP) afin d’optimiser le recuelil
des informations nécessaires a la surveillance ahiiglogique nationale de la listériose en
France.

Les données du CNRL en matiére de surveillanceaticlogique sont régulierement publiées
(Courtieu, 1985 et 1986 ; Espaze et coll., 198901& 1991 ; Goulet et coll., 2001, 2004, 20050818 Jacquet et
coll., 1994, 1995b, 1998, 2001, 2002 et 2007; Roeicoll., 1992b et 1997A ces publications s’ajoutent
les enquétes du Laboratoire National de la Sgsuéet et coll., 1986, 1987, 1989 et 1990¢lles du
Réseau EPIBAC du Réseau National de Santé Pulgliguienoist et coll., 1998t depuis 1998 les
données de la Déclaration Obligatoi@ulet et coll., 2001, 2004, 2005, 2006 et 20t8gvolution de

la listériose en France est similaire a celle okfserdans d’'autres pays : a une trés grande
majorité de cas sporadiques s’ajoutent de petibedfdes epidémiquegemagny et coll., 1989 ;
Rocourt et coll., 1989)voire de véritables épidémi@sonyme, 1993a et 1993b ; de Valk et coll., 2001
Goulet et coll., 1995b, 1998, 2002 et 2008 ; Jacqueoll., 1995a).

L’incidence de la listériose en France a diminuéablement de 1987 a 2001, puis s’est
stabilisée ensuite jusqu’en 2005 autour de 3,5raligh d’habitants. En 2006 a été constaté un
renversement de cette tendance avec une ré-audioemniatte de I'incidence a 4,6 cas/million

d’habitants qui s’est prolongée en 2007 pour atreirb,0 cas/million d’habitants. En 2008,

l'incidence était de 4,3 cas/million d’habitants) chiffre proche de celui de I'année 2006

(Goulet et coll., 2008). Le bilan de 2009 fait &tatne incidence a 5,1 cas/million d’habitants, ce
qui est comparable a I'année 2007. S’il existe diserete augmentation par rapport a I'année
2008, le nombre de cas observés en 2009 reste e ro&lre de grandeur que celui observé
depuis 2006. Les résultats des années a venir gesniede déterminer si 'augmentation du

nombre de cas observée en 2006 et 2007 s’inscrdamis une tendance de fond, et si
'augmentation se poursuit. L'observation dans ttesl pays d’Europe d’une augmentation
comparable est plutot en faveur d’une réeelle éimueépidémiologique.
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Le laboratoire hébergeant le CNRL est égalemengaésCentre Collaborateur de 'OMS et
participe a la surveillance de cette infection dasgays qui en font la demande.
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1.1 PERSONNEL PERMANENT

1.1.1 ORGANIGRAMME GENERAL

Le Groupe « Microorganismes et Barrieres de I'hoteberge le Centre National de Référence
des Listeria (CNRL) en charge de la surveillance microbiologicet €épidémiologique de la
listériose en France, et le Centre CollaborateurSOdé la listériose d’origine alimentaire
(CCOMS).

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

cadre)
: Responsable du CNRL / CCOMS . Groupe
| Pr. M. LECUIT Microorganismes et
| (APHP, Université Paris Descartes, barrieres de I'hbte i
Responsable-adjoint
! CNRL / CCOMS :
| A. LECLERCQ :
. Préparateurs
: Secretariat A BERTEE /
M. BELIN N. TESSAUDRITA !
i v i
\| Pulse Net Europe CNR Listeria J—— Centre Collaborateur
'| M. LECUIT, <:> des souches OMS pour la listériose |
'| A. LECLERCQ M. LECUIT (Responsable) d’origine alimentaire |
; A. LECLERCQ (Responsable- !
! s}jjogtl)-lENAL nolbage M. LECUIT (Responsable) |
| . A. LECLERCQr ble-| 1
: FRANCISQUE(ingénieur de adioinD QResponsable-| |
' <:> Recherche) V. CHENAL '
| R A echmicienne, Recherche FRANCISQUE(ingénieur de | |
' herch !
! H. DIEYE (Technicienne) zicl\/leglr\e’)\/AN (Technicienne |
; T. CANTINELLI (Technicien, Responsable HSQE) o
: responsable informatique) o H. DIEYE (Technicienne) i
| Stagiaires T. CANTINELLI (Technicien, | !
! responsable informatique) '
| Stagiaires i

S. GRAYO* (Doctorantd

* financement Fondation pour la Recherche Médical@nt quitté le laboratoire en décembre 2009
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1.1.2 EFFECTIF

L’effectif du personnel du CNRL est présenté dangableau 1. Une partie de son personnel
(préparateurs ou aides de laboratoire) est commea le pble d’identification biologique de la
cellule d’intervention d'urgence des risques bidjogs (PIB-CIBU). Les cadres assurent
également des astreintes a la cellule d’intervardiargence des risques biologiques (CIBU). La
secrétaire travaille a mi-temps pour le CNRL. Cstpaest crucial au CNRL car il constitue le
premier point de contact avec le public et notsza@& de correspondants. En 2009, le secrétariat
a participé a l'investigation de cas atypiques id&iioses (recherche dans les archives de cas
similaires, suivi des correspondances avec lesrdédices pour recueillir les données clinico-
biologiques, etc.).

Marc Lecuit est professeur a I'Université Paris detes et praticien hospitalier a I'Hopital
Necker Enfants malades dans le service des maladiestieuses et tropicales (Centre
d’infectiologie Necker-Pasteur). Il bénéficie d’'aontrat d’interface Inserm pour hospitalier et
dirige a l'Institut Pasteur le groupe Microorganesnet barrieres de I'hote, le CNRL et le
CCOMSListeria

Tableau 1 : Personnel statutaire de I'Institut Pastur affecté au CNR ded.isteria

%

Nom — Prénom Libellé Emploi % Act*. = Section ETP***
Bud.**

LECLERCQ Alexandre Cadre A confirme —

Responsable'AdjOint 100.00 70.00 0.70
CHENAL FRANCISQUE , .
Vivi Ingénieur 2
viane 100,00 100,00 1,00
MORVAN Anne Technlc[enn,e supérieure de
laboratoire Echelle 6 100.00 90.00 0.90

CANTINELLI Thomas Technicien supérieur de laboratoire

Echelle 5 100,00 8000| 0,80
DIEYE Héléne (CDD) ;I'%chnlc[enrllée ﬁulpl)eréeure de
aboratoire Echelle 100,00 90,00 0,90
BELIN Martine Secrétaire Echelle 4
50,00 50,00 0,25
RITA TESSAUD Nathalie Aide de Laboratoire Echelle 3
80,00 40,00 0,32
BERTEL Arnaud Aide de Laboratoire Echelle 3
100,00 35,00 0,35

TOTAL Equivalent Temps
Plein (ETP) 5
*0%6 Act. : il s'agit du contrat de travail, c'estdire les personnes travaillent a I'lP a temps ctetf100%)
ou temps patrtiel (50, 60, 70, 80 ou 90%).

**0% Section Bud. il s'agit du pourcentage de léamps de travail affecté a l'activité CNR

*** *ETP Equivalent Temps Plein.
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=>» L’année 2009 n’a pas été marquée par des changeaepersonnel, hormis le départ de
I'étudiante en Doctorat ayant soutenu sa theseéeemdbre 2009 (nouveau recrutement en
cours).

1.2 LocAux

Laboratoires et bureaux:

Le CNR desListeria (CNRL) est hébergé a l'Institut Pasteur en 2009sacond 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 (CGA3) :

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/RISO

Piece 5: Laboratoire P2, accueillant 5 personne;@uant 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 compotia collection de microorganismes du

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 pieces suit le processus de tehman avant du propre vers le sale. Les
pieces critiques (collection, etc.) sont sous slianee de température et ont été incorporées au
plan de continuité d’activité de I'Institut Pasteur
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1.3 EQUIPEMENT

L’ensemble des équipements scientifiques fait Boldjun suivi métrologique (Etalonnage-
Cartographie et/ou vérification et, en 2009, d’'uiviscontinu des températures).

Matériel, équipement utilisés

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

- 1 poste de sécurité microbiologique,

- 4 étuves,

- 1 four a hybridation,

- 5 réfrigérateurs,

- 2 congélateurs ;

- 1 congélateur -80°C,

- 1 microscope,

- 2 centrifugeuses dont une pour les plagues,

- 3 équipements d’électrophorese en champs pulséutambuvel équipement en 2009,

- 3 thermocycleurs en point final,

- 2 générateurs et cuves d’électrophorese,

- 1 balance de précision,

- 1 fax-copieur.

Equipements partagés

- 2 autoclaves,

- 2 machines a laver la vaisselle,

- 1 autopréparateur de milieux de culture,
- 1 machine a glace,

- 1 balance de précision,

- 1 photocopieuse-scanner

Equipement informatique

L’ensemble des équipements informatiques est axtitotet gérés par la société PCO en contrat
avec l'Institut Pasteur. Cette société est sourisa 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 Mansales

- CNR de la coqueluche et CIBU : Acces a un appésitd) de PCR en temps réel
- 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 QUALITEET
HYGIENE /SECURITE AU SEIN DU CNRL

La mise en place du management de la qualité adaptémissions des CNRs est 'un des
objectifs de la Direction Médicale de I'Institut $2aur pour les CNRs. Le choix définitif du
référentiel le plus adapté aux missions des CNBI riwutefois conditionné aux réflexions en
cours tant au niveau de I'InVS que du COFRAC (Cénfirancais d’accréditation) et de
I'Institut Pasteur. La Direction déléguée « Direatidéléguée a I'hygiene, la sécurité, la qualité,
I'environnement et au développement durable (HSQEDde I'Institut Pasteur coordonne cette
action et affecte un ingénieur qualité pour I'ensardes CNRs. Le service Formation assure
des formations a la gestion de la Qualité adaptéesbesoins spécifiques, et de nombreux
services support de I'Institut Pasteur (tel le laboire de métrologie, le service de réception des
produits biologiques, etc.) appuient le CNRL pardeprestations.

Le Management de la Qualité est important dansdiecdes activités d’expertise du CNRL. I
garantit la fiabilité des résultats et constituegage de reconnaissance vis-a-vis des laboratoires
qui adressent spontanément leurs souches d’autdtmde facon volontaire ou issues de leurs
recherches au CNRL pour identification et carastdion moléculaire. Outre le management de
la qualité, I'établissement de ces documents dquaitleur application permet une tracabilité
totale des essais réalisés au CNRL, ce qui coastituavantage en cas de probleme juridique ou
de saisie des documents techniques dans le cadne grocédure juridigue. En 2010, suite au
cadre réglementaire de l'accréditation des laboedod’analyses médicales, le CNRL sera
amené a confirmer comme deuxiéme intention dedta¢sale premiere intention de laboratoires
accrédités NF EN ISO 15189. Pour faciliter ses #ghs avec ses correspondants, le CNRL doit
avoir un systeme qualité dans la continuité dei ckdises correspondants.

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 I'activité de CNRL répondaient
aux exigences du GBEA, choisi dans un premier tecopsme référentiel. La réalisation d’'un
audit qualité en Octobre 2006 visant a redéfiniogimiser le systeme de Management de la
Qualité du CNRL pour ces prochaines années a cbadthoisir le référentiel NF EN ISO CEl
17025 :2005. Les procédures et les documents djestrement étaient depuis en cours de
révision pour répondre aux exigences de ce nouréarentiel.

Depuis 2007, le responsable adjoint au CNRL engehdu Management de la Qualité a aboutit
a la révision progressive de I'ensemble des doctsrgumlité et a la création progressive d’'un
manuel qualité en relation avec le manuel quakté’ldstitut Pasteur dans le but du passage a
I'évaluation par le COFRAC selon le référentiel HN ISO CEI 17025. En 2009 et suite a la
réglementation sur I'accréditation des laboratottesalyses médicales, le CNRL s’est engagé
dans une conformité par rapport au référentiel NH&O 15189 ce qui nécessite une adaptation
de son systeme qualité & ce nouveau référentiguet futurs documents de référence du
COFRAC en santé humaine.
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- Les lignes d’essais, cceur de I'activité techniqueCNRL, qui seront soumises a son projet
d’'accréditation du CNRL seront les suivantes :

Identification phénotypique (Méthode interne)

* Groupage PCR des souched tgteria monocytogengdléthode interne)

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

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

» Electrophorese en champ pulsé de I'ADN génomiqueisteria monocytogenedigéré

par I'enzyme de restrictioBmad (Méthode interne)

En 2009, le CNRL a participé a l'essai inter-laboir@ pour les essais d’électrophorése en
champ pulsé de I'ADN génomique organisé par le faimire communautaire de référence

(LCR) des Listeria monocytogenesLe CNRL a également été équipé d'un systeme de
surveillance (avec appel du personnel d'astreimtecas de non-conformité) en continue des
températures de ses incubateurs et des piecesuqegegnts de stockage critiques comme les
collections de souches.

Outre cette démarche qualité, le CNRL comptabd&es son personnel le responsable hygiene
et sécurité d'un des sites de I'Institut Pastews. g@rsonnel veille au respect quotidien des
réglementations en termes d’hygiene et de séauitein du CNRL.

1.5 PLAN DE CONTINUITE D 'ACTIVITE

Face a la pandémie de grippe H1N1, le CNRL a éétiiie comme structure devant continuer
son activité en cas d’arrét général des autresitistisur le territoire suite au plan pandémie. De
mai a Juillet 2009, le CNRL a mis en place I'orgation nécessaire pour assurer une autonomie
de fonctionnement humain, matériels et en souréeetie sur 12 semaines avec sauvegarde du
patrimoine crucial (Collections, etc.). Ceci a resit® la mise en place de possibilité de
télétravail (interface internet).

En outre, les cadres du CNRL ayant chacun desitésti{Hospitaliere ou CIBU) respectives
relatives a la gestion de la pandémie grippaleét@ttrés sollicités. Le laboratoire du CNRL a
mis a disposition de la Cellule d’Intervention Rigique d’Urgence une partie de ses locaux
techniques pour réaliser le diagnostic par RT-PERyrippe pandémique, ce qui a nécessité une
réorganisation de I'activité du CNRL.
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2 ACTIVITES D’EXPERTISE DU CNR DES
LISTERIA

Dans le cadre de ses missions, le CNR Hesderia est en charge de la surveillance
microbiologique et participe a la surveillance @&pidologique de la listériose d’origine humaine
en France. Le CNRL a par ailleurs de nombreusegsattivités transversales notamment de
support technique et biologique pour lidentificatiet la caractérisation des souches d’origine
non humaine, il contribue aux réseaux internatianae surveillance, a la diffusion de
I'information, la veille technologique et au dévgtement 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 controle 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’investigatiotmmiade cas ou d’autocontrdles. En 2009, des
souches alimentaires ont été également envoyéépitiihx et a la demande d’assureurs dans le
cadre de contre-expertise d’analyses de laboratoire

Ces souches font systématiguement 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) et gélose au sang deatifeloMérieux, France).

« Confirmation de lidentification au genre et a I'epece par microscopie, des tests

biochimiques [galerie APlisteria® (bioMérieux, France)] et la recherche de I'nérsely
selon des méthodes précédemment publiBidis €t coll., 1992 ; Rocourt et coll., 1988b
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complétés par d’autres tests classiques si néceskas souches atypiques, extrémement
rares en ce qui concerne les souches isolées dmtpatfont I'objet d’investigations
complémentaires appropriées, en fonction de I'agpée phénotypique et moléculaire
anciennement acquise par « le Laboratoireld&t®ria » 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. rocourtiaeen 2009, et d’identifier des profils
atypiques de sérogroupe PCR. Toutes les souchesListeria présentant quelques
caractéristiques phénotypiques du genre sont es@est par cette derniere méthode.
Cette analyse est réalisée en partenariat avegipéaiu Péle d’identification biologique
de la CIBU.

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 geme®1118, Imo0737, ORF2110, ORF2819
spécifigues deL. monocytogenepermettant de déterminer «le sérogroupe PCR ».
D’aprés les résultats du CNRL depuis 2005, cettdr RGultiplex peut remplacer
directement lidentification 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&raenquand 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 poudéscriminant 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
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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 imsmau des produits alimentaires
(demandé par la cellulgsteriaou I'InVS 3 fois sur une série de souches en 20Qsbur

les signalements L09/01, L09/06, L09/08). Ce typpgeSmd a été realisé sur 25% des
souches humaines en 2009 contre 30% en 2008 et&20lf 19% des souches totales
recues au CNRL contre 17% en 2008 et 18% en 208av@r que des souches typées en
2009 étaient des souches réceptionnées en 2008asetieépidémie ou de crise, le CNRL
peut multiplier par 2 sa capacité de typage péisation des équipements du CNR de la
résistance aux antibiotiques et de structures temsales aprés accord des responsables
de ces entités.

» Antibiogramme de toutes les souches d'origine humaine en utilisa technique de
dilution en milieu gélosé selon les recommandatiahs CA-SFM (Comité de
I’Antibiogramme de la Société Francaise de Micrtdmee). Ces antibiogrammes sont
effectués sur un panel de 23 antibiotiques inclusrttmment de nouvelles molécules
récemment commercialisées et/ou non testées awgparafexemple : linézolide,
moxifloxacine, levofloxacine, etc.). Les souchestedt&es comme résistantes aux
antibiotiques sont alors transférées au CNR deéisRance aux Antibiotiques a I'lInstitut
Pasteur pour confirmation du résultat et étudeappdie du mécanisme de résistance le
cas échéant.

» Caractérisation de la virulence des souches de monocytogenegar inoculation par
voie orale ou parentérale sur gerbilles ou souwaissgéniques humanisées ou/et par des
testsin vitro par détection de la troncation de la protéineld&\l.

Par ailleurs, dans le cadre de son activité d’diggeemais hors alerte, le CNRL recoit également
des souches envoyées par son réseau de corresigmdanobiologistes des laboratoires
d’hygiene et de contréle des aliments publics auégrou d’industriels, pour identification,
caractérisation, typage et suivi de contaminatiandes sites particuliers. Ces prestations sont
alors facturées au client demandeur et celui-ciagstti que les résultats obtenus pour ses
souches pourront le cas échéant étre communiquesidarités sanitaires dans le cadre de la
surveillance nationale de la listériose.

= En 2009, le CNRL a recu un total de 1476 soucheéent 350 souches d’origine humaine,

810 souches d’origine alimentaire, 114 souchesigiier environnementale dans le cadre
d’alertes sanitaires, d’'investigations ou de demeandient, 2 souches d’origine vétérinaire, 22
souches sans information, 12 souches de programeneecherche, 6 souches d'un essai
interlaboratoire PFGE et 160 souches de pays @rarans le cadre des activités du CCOMS
(cf. chapitres 2.3.3).
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2.1.1.2TECHNIQUES DEVELOPPEES EN 2009

En 2009, le CNRL a poursuivi le développement devebties techniques ou méthodes.

2.1.1.3METHODES EN DEVELOPPEMENT

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

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

I'Institut Pasteur (S. Brisse, V. Caro) et I'unié recherche du Professeur G. Vergnaud (Institut
de génétique et Microbiologie, Université Paris-SOdsay).

Une étude comparativi@ silico de 17 génomes séquencésLdenonocytogenea abouti a la
sélection d'une liste de Variable Number of Tand&uapeats(ou répétition en tandem
polymorphe) potentiels pour développer un schérabldi de typage moléculaire par MLVA
(Multiple Loci VNTR Analysis ou Analyse de plusiesuloci 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 premiersiltéss ont abouti a la sélection de 8 VNTR
d’intérét.

Parallelement une revue de la littérature a pemagouter d’autres VNTR a I'étude. Pour
'ensemble de ces VNTR, les alleles de 16 soucleet.dmonocytogeneseprésentant les
complexes clonaux majeurs résultant de I'étude MHSTCNRL sur la biodiversité des souches
cliniques francaises, ont été déterminés par épletrése capillaire. Pour chaque VNTR la
séquence nucléotidique de quelques ampliméreslanégat été vérifiée. 13 VNTR ont alors été
sélectionnés et sont maintenant testés sur ungoarsl nombre de souches (a la fois sur des
souches d’origine humaine et alimentaire liées @ méme épidémie et sur des souches isolées
de cas sporadigues). Notre but est d’obtenir uarsehMLVA optimal a partir d'un jeu restreint
de VNTR. Les performances de ce schéma MLVA, notantrquant a son pouvoir discriminant,
seront comparées a celles de trois autres méttdelegpage moléculaire (Géno-sérogroupage,
PFGE, MLST). Le but est I'obtention d’'une méthodetgpage en 8 heures suivant I'extraction
de 'ADN, ce qui constitue un gain de temps pousuaveillance, notamment dans le cadre de la
gestion d’alertes sanitaires ou de signalement.
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Identification de Listeria par Maldi-Tof (Matrix Asisted Laser Desorption lonization-Time-
Of-Flight)

Personnes responsables du projet au CNRL : A. Morva Leclercq - M. Lecuit

Collaboration avec la Collection de I'Institut Pastr et de I'Health Protection Agency (UK)

La spectrométrie de masse MALDI-TOF permet lidicdition des microorganismes par
analyse de leur contenu protéigue. Cette méthoalgsmle déplacement d’entités ioniques dans
des champs électromagnétiques. Un mélange matcicantilon cocristallisé sur une surface
métallique ou cible est soumis au tir d'un faiscdaser permettant sa désorption et son
ionisation. Le temps de vol de ces ions obtenuartrgle bactéries entieres est mesuré et permet
'obtention d'un spectre de masse. Parmi les nombreics produits, les principaux
correspondent a des protéines ribosomales et setmipécifiques d'espece. Le but de notre
travail est d’évaluer l'intérét de cette méthodeumpdidentification deslListeria et comme
alternative au séquencage standard des génes Ng§ e comparant ses performances a celles
des galeries APLISTERIA (bioMérieux, Marcy-I'Etoile, France) utilisées eoutine dans les
laboratoires de bactériologie de CHU ou d’Agro-aitaire. En 2009, ce travail a été initié sur
I'ensemble des souches de référence et sera poiteal2010.

En outre, il s’agit pour le CNRL d’aider les constieurs de ses équipements et les utilisateurs
en créant des bases de référence de spectrestdencéf que les utilisateurs ne peuvent établir
faute de nombreux isolats dans leur activité ddimeu Il s’agit également de valider cette
méthode d’identification pour le gentéasteria et d’en connaitre ses restrictions éventuelles
d’utilisation.

Enfin, outre I'identification des espéces et sosjgeees deisteria, il est envisagé I'étude de la
détermination de leur sérovar ou le typage de aethies. Cette technique est dite équivalente a
la PFGE pour la caractérisation de cloned. ¢eria monocytogenest permet de réaliser du
génotypage de polymorphismes ponctuels (SNPs).

2.1.1.AMETHODES EN COURS DE VALIDATION

2.1.1.4. EVALUATION DES KITS DE SERODIAGNOSTIC ETDE PCR

L’évaluation des kits de sérodiagnostic de la fisge 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 desquelsnonocytogenese serait pas isolée mais la PCR serait
positive. La CelluleListeria et I'InVS sont donc intéressés a ce que le CNRilugvla qualité et
I'intérét de ces tests biologiques. En outre, cettiidation de méthodes pourra servir dans le
cadre des démarches d’'accréditation des laboratdiamalyses médicales.
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Le CNRL n’est pas un laboratoire d’analyse médialane recoit donc pas actuellement de
prélevements biologiques humains dans un objeetifdiignostic de premiere intention. En

conséquence, il ne dispose pas a ce jour d’éclmmstibiologiques issus de cas ou de témoins
pour évaluer la qualité et les performances dekiteset préciser leur intérét dans la démarche
diagnostique.

Le CNRL a donc participé a de mettre en place undeéprospective cas-témoins, décrite ci-
dessous, permettant de recueillir toutes les danoki@ques de patients atteints de listériose et
de patients contrble, mais également les échamillsiologiques issus de ces patients, afin
notamment de constituer une biothéque permettéwatlier ces outils diagnostiques.

2.1.1.4.1.1PROJET MONALISA

Projet MONALISA : Multicentric Observational NatiahAnalysis of LISteriosis andisteria

Cf http://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01520597

2.1.1.4.2EvVALUATION DU MILIEU RAPID L.MONO ™ ET DU TEST DE
CONFIRMATION EN 6H

Afin d’'optimiser lidentification de [I'espécelL. monocytogenes (Différenciation L.
monocytogenegle L. ivanovi), une geélose chromogene détectant l'activité dePIRLC
(Phosphatidylinositol-specific phospholipase C) Edtilisation du Rhamnose parL.
monocytogenea été mise au point par la firme AES Laboratoff&smbourg, France) : ALOA-
Confirmation ™ et a été validée en 2008 par le CNRh 2009, un systéme d’identification
rapide « Rhamnose test » en 6 heures, basé slisdiibn du Rhamnose p&r monocytogenes

et d’'un activateur de croissance commercialisé lpafirme BioRad (Marnes la Coquette,
France), a partir des colonies caractéristiquetasgglose chromogéne Rapid’L. Mono (BioRad)
basée sur I'utilisation du xylose et de la PIPL&étesté.

En étudiant sa collection et en caractérisant avemw les souches historiquement rhamnose
négative, seulement 20 souches ont été retrouugaesrhent 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
I'ensemble des souches de notre collection, cet @ggaremment 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 soulsh@NRL a testé en 2008 un premier test
rapide d’identification ALOA-Confirmation™ puis sues mémes souches un second test
d’identification rapide dd.. monocytogenes Rhamnose test » commercialisé par BioRad en
2009. Le but est de savoir si les deux tests squivaélents ou non pour l'identification de
souches rhamnose négative. Les données de catie ddlUCNRL sont en cours d’études et de
confirmation par les industriels concernés. Cednssrit dans la démarche du CNRL
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d’optimisation de I'identification dekisteria sur un ensemble de 3 tests phénotypiques et sur un
test unique mais fiable polur monocytogenes

Cependant, compte tenu de la rareté de ces souldsesaboratoires médicaux pourraient
optimiser leur identification par une simple gélaBeentification type ALOA Confirmation
puisqu’environ 8 souches peuvent étre testées wimarnent par repiquage ou par le test rapide
BioRad.

2.1.2 MAINTIEN , DETENTION ET DIFFUSION DE MATERIEL BIOLOGIQUE

2.1.2.1LES SOUCHES BACTERIENNES

Chaque année, la collection du CNRL s’incrémentelds de 1.500 souches, parfois beaucoup
plus en situation épidémique (10.000 souches alesudhans les années 1990). Les souches
d’espéces noh. monocytogenesont de plus en plus rarement envoyées au CNRhison du
colt d’envoi et du faible intérét du résultat pteitaboratoire, a I'exception de ivanovii qui
présente un intérét clinique dans le domaine vé#&d, et exceptionnellement en pathologie
humaine.

Il existe 8 catégories de souches envoyées 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 ilmnement de ces
aliments isolées dans le cadre de contrbles dfficie autocontrbles faisant I'objet d’'une
alerte DGAL avec saisie, ou retrait, ou rappel dedpit. Ces « alertes produits »
correspondent soit & 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 controles officie placés sous la responsabilité de la
DGAI et de la DGCCRF. Pour cette catégorie, dés due 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. autocontréles: Les souches provenant de « clients » partiaul{@rdustriels dans le
cadre d’autocontrbéles, LVD, laboratoires privés ydiiéne et de contrble, etc.). I
convient de souligner que ces interlocuteurs peueiger 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'informatiecueillie ;
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6. santé animale: souches transmises par les laboratoires véi@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) tmportante, 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 especdsdtieria et les souches de référence pour la sérotypie.
En partenariat avec le CDC d’Atlanta, en 2009, iheorporé avant publication la nouvelle
espéece deisteria marthiidans sa collection et a pu actualiser ses schétidastification et de
caractérisation. Des souches du gehigteria et de I'espécd.. monocytogenesyant des
propriétés originales sont régulierement misesadieation au sein de la Collection de I'Institut
Pasteur et du Centre de Ressource Biologique (RBHE, structure accréditée par le COFRAC
EN ISO 17025 et certifiée ISO9001 par I'AFAQ), quét a disposition des souches caractérisées
moyennant une somme couvrant les frais d’envoeamndintien en collection sous management
de la qualité.

Les différentes collections de souches bactériennes

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

Le CNRL dispose des souches types des 9 especssustespeces du genkgsteria (L.
monocytogenes, L. ivanowiubsp ivanovii L. ivanovii subsp londoniensis, Linnocua, L.
seeligeri, L. welshimeri, L. grayi, L. rocourtiagt L. marthii) ainsi que des 15 souches de
référence pour la sérotypie. Ces souches sont m@eseen gélose profonde dans des pieces a
température contrélée et a -80°C en tube de cij@sbi

- 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 105.000 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
depuis 1992. Néanmoins, le CNRL conserve certagmshes isolées entre 1987 et 1992
provenant de la collection du CNRL alors hébergéCailJ de Nantes. Le CNRL posséde
également des clones épidémigues comme cellepigldmie de 1992 qui sont des souches
précieuses pour la validation de systéeme de typagéculaire.

Une culture des souches d’origine humaine isolédsrance est également conservée a -80°C en
tube de cryo-billes dans un congélateur sous algamaanente.
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- Special Listeria Culture Collection (SLCC)

Il s’agit de la collection unique désteriadu Professeur H.P.R. Seeliger (Wirzburg, Allemagne)
qui comporte plus de 5.000 souches isolées ente® BD 1985. L'intérét majeur de cette
collection est de contenir des souches ancienngdges 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 originegrgphbiques avec cependant une majorité en
provenance de France et d’Allemagne. La premiergtso isolée dd.isteria en 1921 est
conservée dans cette collection.

Certaines de ces souches sont actuellement usilidéas le cadre de plusieurs projets de
recherche concernant notamment I'étude de I'évaruties populations dégsteria. Ces souches
sont conservees en gélose profonde dans des piéesypérature controlée. Un état des lieux de
cette collection est actuellement en cours : ids/érifier la viabilité des souches et les doanée
associées afin de les référencer a terme au sdm lshese informatisée générale de données 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
pour des essais de caractérisation des souchewrgfice AFAQ ISO 9001 pour son
organisation) ou le CNRL a versé sous contrat l&Zlses qui constituent un échantillon
représentatif des souches frangaises humainesméturnaines du gentdsteria de 1981 a nos
jours (souches d’épidémies, de travaux de séquenciegsérovars rares, souches de référence,
souches types, etc.). Les informations associéesauches sont regroupées dans une base de
données informatique (logiciel ARPAS). Le CRBIP ilite ainsi I'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 eéglements et aux lois en vigueur, en
assurant une utilisation durable et une tracabilidé&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 espécesldsteria. 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
2009 n’a été effectuée. Chaque sérum représenteraivit annuel de production de 800 euros.
Une production annuelle des sera pour ldasteria représenterait 25% du budget de
fonctionnement du CNRL.

Le CNRL détient également I'ensemble des serum&k®&eiken commerciaux de sérotypage
desListeria monocytogenes
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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 2009, un envoi a été réalisé sous MTA (Materrainsfert Agreement) auprés du LNR
d’Angleterre (Health Protection Agency Centre fofections) suite a I'isolement d’'une souche
deL. monocytogened'une patiente anglaise ayant séjournée en France.

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 10
souches dans le cas de collaborations sur desifaate virulence de. monocytogenes

= En 2009, le CNRL a envoyé 2 souches d'alertesyit®@u de plan de surveillance et 322
souches dalertes produits au LNRI (Laboratoire itvetl de référence ded.isteria
monocytogengs

= En 2009, le CNRL a envoye :

* une souche au Laboratoire d’études des produits p&che de I'Afssa de Boulogne-sur
Mer afin de réaliser des challenges tests conforamému réglement EC 2073/2005 a la
demande d’un industriel francais de I'agro-aliméestat

» deux souches isolées de beurres a 'AFSSA LERQAMalsons-Alfort afin de réaliser
une étude de cinétique de croissance.daonocytogenesans le beurre et les
margarines.

2.1.2.5CONDITIONS DE MISE A DISPOSITION DE CES COLLECTIONS

Les échanges des souches de collections avecasifiai 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 resphigsahittenantes a ces souches, d’assurer leur
non diffusion a des tiers a des fins de recherclbiesommerciales, et déterminer d’éventuelles
regles de publications.

En 2009, le CNRL a entrepris des collaborationsr pailoriser scientifiquement et dans un but
de santé publique ces collections par l'intermédide MTA avec des équipes de chercheurs.
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2.1.3 TECHNIQUES RECOMMANDEES PAR LE CNRL
2.1.3.1RECOMMANDATIONS GENERALES

2.1.3.1.FEN MICROBIOLOGIE CLINIQUE

Concernant les prélévements cliniques pour la rebleedel. monocytogenesle CNRL
recommande de suivre les recommandations du REMi&yme, 2008b).

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, 2009apour |'étude de la sensibilité des
souches dé. monocytogeneasux antibiotiques d’intérét clinique.

Recommandations particulieres

* 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 préelevements : Geélose nutritive ordinaireacdk® de sang frais, supplémentée 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

» 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 SEMN (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.
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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 Apfonyme 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 I'HopN&cker-Enfants Malades qui repose
sur l'utilisation d’'un dot-blot pour détecter lesti@orps totaux anti-lystériolysine O
(LLO) gréace a des antigenes purifiés d’'un fragntenika protéine, LLO-411. Des titres de
1/100 a 1/5000 sont constatés dans l'infectioné&idia positivité semble le plus souvent
associée a une infection évolutive avec foyers gmdé notamment dans les cas
d’encéphalite et des infections évoluant depuissiplus jours, car la séroconversion
semble tardive notamment dans le cas des infectratsrno-foetales. Dans le cadre de
patients septicémiques, ses performances semblEntias. 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. laaocgonversion 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 jouriedtion sont constatés.

0 La méthode DIATHEVA (Fano, Italie) qui est un ELIS®mmercial pour la détection
des IgG anti-LLO dans le sérum humain et le plagg®kit n’a pas encore été évalué
d’'apres la littérature.

* PCR en point final ou temps réel sur LCR
Le CNRL ne peut formuler de recommandations, faliegudes 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.

On peut citer comme méthodes pouvant étre effestdiées des laboratoires spécialisés :
e Gamme RealArt artus (PCR en temps reéel) pburmonocytogenesur l'automate
Lightcycler (QIAGEN),
» Tagmam® Listeria monocytogeneagetection 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
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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/Chap#20final05%202.10.14 isteria.pdf

2.1.3.1.FEN MICROBIOLOGIE DES ALIMENTS

Conformément aux reglements européens EC 2073/200BNRL recommande en France de
suivre la norme de référence pour les prélevemdstd’environnement NF ISO 18593:
Microbiologie des aliments - Méthodes horizontglesr les techniques de prélevement sur des
surfaces, au moyen de boites de contact et d'dlumsyi et les normes de référence pour la
détection et I'énumeération dasteria spp.etisteria monocytogenes

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

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

Alternativement a ces méthodes de référence ers @rirévision, le CNRL recommande les
méthodes alternatives validées par AFNOR certibioafTableaux 2 et 3) disponibles sur le site :
http://www.afnor-validation.org/afnor-validation4aglimentaire/agroalimentaire.html.
Concernant les méthodes d’identification commeecassListeria, la norme NF EN ISO 7218
version 2007 régissant les principes de I'examearahiologique des aliments demande au
laboratoire de faire valider leur choix technique pn laboratoire national agréé. De ce fait, le
CNRL tient a jour une liste des moyens d’identifica commerciaux mais recommande
I'utilisation de la galerie APLISTERIA(bioMérieux)

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

interlocuteurs de se conformer aux recommandati@manant du Laboratoire National de
Référence dekisteria monocytogenestué a 'AFSSA-LERQAP (Maisons-Alfort).
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Tableau 2 : Liste des méthodes alternatives valideeAFNOR certification en mars 2010
pour la détection et I'’énumération delListeria spp. en microbiologie des aliments et de
I'environnement.

NOM COMMERCIAL TYPE DE METHODE PRODUCTEUR
e Milieux de culture
Rapid Listeria spp Détection dedlisteria spp. BIO-RAD
Ottaviani Agosti Agar M|’I|eu>§ de CuItL_Jre _ BIOMERIEUX
Détection ded.isteria spp.
Vidas Listeria Tests immuno-enzymatiques BIOMERIEUX
Détection ded.isteria spp.
Vidas Listeria Species Xpress TE’:StS Immuno-enzymatiques BIOMERIEUX
Détection ded.isteria spp.
Tests immuno-enzymatiques
Vidas Listeria DUO Détection ded.isteria monocytogenes| BIOMERIEUX
et Listeria spp.
e . Tests immunologiques OXOID
Oxoid Listeria rapid test Détection dedisteria s THERMOFISHER
PP- SCIENTIFIC
Transia Plate Listeria Tests immuno-enzymatiques BIOCONTROL
Détection dedListeria spp. SYSTEMS
S Tests immunologiques BIOCONTROL
TRANSIA STRIP Listeria Détection dedl.isteria spp. SYSTEMS
BAX® Listeria spp 24E PCR - Détection dekisteria spp. DuPont Qualicon
iQ Check Listeria spp PCR - Détection detisteria spp. BIO-RAD
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Tableau 3 : Liste des méthodes alternatives validéeAFNOR certification en mars 2010
pour la détection et 'énumération deListeria monocytogeneen microbiologie des aliments
et de I'environnement.

NOM COMMERCIAL TYPE DE METHODE PRODUCTEUR

Milieux de culture
Détection des.isteria AES Chemunex
monocytogenes

ALOA One Day

Milieux de culture
Dénombrement ddssteria AES Chemunex
monocytogenes

ALOA Count™

Milieux de culture
Détection des.isteria BIOMERIEUX
monocytogenes

Ottaviani Agosti Agar

Milieux de culture
Dénombrement ddsisteria BIOMERIEUX
monocytogenes

Ottaviani Agosti Agar

Milieux de culture
Détection des.isteria BIO-RAD
monocytogenes

AL Recherche

Milieux de culture
Détection des.isteria BIO-RAD
monocytogenes

AL Dénombrement

Milieux de culture
Rapid L'Mono (Recherche) | Détection des.isteria BIO-RAD
monocytogenest Listeria spp

Milieux de culture

Rapld L'Mono Détection des.isteria BIO-RAD
(Dénombrement)
monocytogenes
Milieux de culture
CHROMagar™Listeria Détection des.isteria CHROMagar
monocytogenes
. . Milieux de culture
™
CHROM_agar Listeria Dénombrement ddssteria CHROMagar
numeration
monocytogenes
Milieux de culture .
Listeria Precis™ Détection des.isteria OXOII.D.Thermoflsher
Scientific
monocytogenes
Milieux de culture .
Listeria Precis™ Dénombrement ddssteria OXOII_D_Thermoflsher
Scientific
monocytogenes
Milieux de culture SOLABIA / Division
Compasd.isteria Agar Détection dedt.isteria BIOKAR
monocytogenes DIAGNOSTICS

P Milieux de culture L
Compasd.isteria Agar Dénombrement ddsisteria SOLABIA / Division

dénombrement BIOKAR DIAGNOSTIC
monocytogenes
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Tableau 3 (suite)

NOM COMMERCIAL

TYPE DE METHODE

PRODUCTEUR

Transia Platé.isteria
monocytogenes

Tests immuno-enzymatiques
Détection des.isteria
monocytogenes

BioControl Systems

VidasListeria monocytogenes
2

Tests immuno-enzymatiques

Protocole commun avec VidasDétection des.isteria BIOMERIEUX

Listeria (comporte une étape | monocytogenes

d'enrichissement & 30°C)

VidasListeria monocytogenes Tests immuno-enzymatiques

2 Détection desisteria BIOMERIEUX
monocytogenes
Tests immuno-enzymatiques

VidasListeriaDUO Détection des.isteria BIOMERIEUX
monocytogenest Listeria spp

VidasListeria monocytogenes Te;sts Immuno-enzymatiques

Xpress (VIDAS LMX) Détection ded.isteria BIOMERIEUX
monocytogenes
PCR

IQ CheckListeria Détection des.isteria BIO-RAD

monocytogenes

monocytogenesDetection of
Listeria monocytogenes

BAX® Listeria mono 24E

PCR
Détection des.isteria
monocytogenes

DuPont Qualicon

Lumiprobe 24Listeria

Détection des.isteria

Tests d'hybridation moléculaire

EUROPROBE SA

monocytogenes
monocytogenes
Accuprobelisteria Tests d'hybridation moléculaire
b Détection ded.isteria GEN-PROBE Inc
monocytogenes

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 sonfttdétains les chapitres 2.1.1.4.

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%a fait I'objet d’'une déclaration auprés 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. Lgitiel LAGON® a été optimisé en 2008 pour
permettre l'acces a linformation lors de discussiotéléphoniques avec des laboratoires
correspondants ou les autorités sanitaires etrepatibilité avec d’autres logiciels type logiciel
Bionumerics 5.1 (Applied Maths, Belgique) permettbanalyse et le stockage des profils de
macrorestriction dans les dossiers des souches.

Le CNRL possede une base de données des profilmd®restriction des souches réceptionnées
au CNRL depuis 2005 qui comporte outre les 11.006Ilp de macrorestriction, le numéro de la
souche, son origine humaine-alimentaire-autre, lenégro d’alerte associé, son pays de
provenance, sa sensibilité aux antibiotiques, demrques et les numéros de ces profils. Grace a
cette base de données, le CNRL a partiellementnmatsé la comparaison des profils qui
nécessite toujours des comparaisons a I'ceil nu puerpréter 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

En 2009, I'InVS a financé le transfert des donrgmtgrieures aux®ljanvier 2005 dans la base
actuelle de données Bionumerics. Cette base deédsnpermettra de suivre I'évolution des
profils de macrorestriction d’ADN au cours du tempg détecter I'apparition de nouveaux
clones indigenes et des travaux de modélisationhénadtique des signalements et
d’apparition/disparition des clones majeurs desclBes d’origine humaine. Le travail financé
consiste a encoder dans Bionumerics I'ensembleoaEss actuellement conservés en archive
papier et d'y adjoindre des données cliniques. tiffeculté technique pour la fusion des bases
de données est l'utilisation de marqueur PFGE @i&regce de poids moléculaires différents
avant et apres 2005. En outre, la base actuellsedesun haut niveau de qualité général
(Expertise de la base de données en 2009 par RlePBionumerics) et cette fusion ne doit pas
en altérer les performances actuelles pour ne ffastexr la surveillance nationale. Un travalil
équivalent serait nécessaire pour la base de desria@mn afin de disposer dans une méme base
de I'ensemble des données cliniques et des soultdymss la création du CNRL a l'Institut
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Pasteur.

2.2 SURVEILLANCE DE LA LISTERIOSE HUMAINE EN FRANCE

Une des missions clés du CNRL est une participatative 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 effectuée en étroite collaboration avec ladioe Générale de la Santé (DGS), I'Institut de
Veille Sanitaire (InVS), la Direction Générale dalimentation (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 documenigdstion 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 sontlé détection des cas groupés de listériagela( proposition

et la coordination des investigations et des astépmettre en ceuvre suite a la survenue de cas
groupés potentiellement liés a une source commeneodtamination,ii{) 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 décisionragples Directions des 3 ministéres concernés.

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

1 1
1 1
| Al DDCCRF
1 | ~
1 [ Lad
Laboratoires : DGCCRAF ‘F DGA - DDSV
d’analyses de | |
biologie médicale s ' R _ A s | A
privés ou publics Frehe patent i » CN R < e a”memi Iaz?;)r?glatogg
DO | i P | S aliment):ires
| v ‘%; privés ou publics
. . DO
Patient |«°A-| DDASS |[«—5—>| InVS LNR  [©
1 1
f | X | Légende :
1 | A, Alerte
1 < . N .
I DO : DGS i gf)s,gjii::;atlon obligatoire
D e . 1 I QA, Questionnaire alimentaire
C“n'C'enS ! i ! PS, plan de surveillance
| CelluleListeria |
1 1

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.
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Ainsi, si on se fonde sur les catégories du chajit.2.1., les circuits des souches entre CNRL
et LNRI sont les suivants :

» Catégories 1 et 2 : souches transmises directesme@NRL

» Catégorie 3 : souches transmises directement &RLCNe CNRL s’engage a envoyer
les souches, éventuellement de facon groupéeeivaties réguliers (tous les deux mois)
au LNRI avec les commémoratifs (voir égalementdeagraphe « Echange de profils »
ci-dessous). Lorsque le LNRI recoit des soucheseatte catégorie, il les envoie au
CNRL.

» Catégorie 4 : ces souches sont adressées au LNRko&ment réalisé dans le cadre
d'un plan fait partie d’'une alerte produit le LNRE charge d’envoyer la souche
immédiatement au CNRL. Les profils PFGE de ceslsesine rentrent donc pas dans la
surveillance nationale de la listériose.

» Catégorie 5 : ces souches appartiennent aux profesds qui réalisent les autocontroles.
Si ces souches sont a l'origine d'une alerte prodwi sont impliquées dans une
investigation autour de cas humains, le laboratestesollicité pour envoyer ces souches
directement au CNRL.

» Catégorie 6 : Sile CNRL recoit des souches de @eititgorie, il les transmet au LNRI.

2.2.1 SURVEILLANCE MICROBIOLOGIQUE DE LA LISTERIOSE EN FRANCE

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

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

2) la listériose est une infection grave entraifaotspitalisation, ce qui facilite la réalisatides
prélevements ;

3) le diagnostic de la listériose repose actuellgrsar I'isolement dé.. monocytogenea partir
d'un ou plusieurs préléevement(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
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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 ;

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

» 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 phénoménes 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.

Depuis mars 2005, la caractérisation des souchfEmde 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 2009, 360 souches d’origine humaine ont été rexs) concernant 317 cas diagnostiqués
par des laboratoires de France métropolitaine (plusl cas retenu par I'lnVS sans souche
associée) et 5 cas diagnostiqués par des laboragsirdes DOM-TOM.L'analyse des données
de la surveillance figure dans le chapitre 3.1pdisent rapport. Cette analyse a été effectuée en
tenant compte des seuls cas diagnostiqués en 2009ut nécessairement des souches regues au
CNRL avant mi-février 2010 en raison des délaisalément et d’envoi des souches (s’étendant
habituellement jusqu’au mois d’Awvril).
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2.2.2 SURVEILLANCE ET SIGNALEMENT

La surveillance réguliere du nombre et des canatifwes 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 groupés est défini comangulvenue de plusieurs cas de listériose
humaine dus a des souches identiques (c'est-ald#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 3 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 isolées sur une période de 6 semaineisle® souches présentent les mémes profils de
macrorestriction d’ADN pour les enzymdéga et Asd ou des profils jugés similaires ou
apparentés (difféerence d’une bande dans le prQfds profils jugés similaires ou apparentés sont
incorporés dans la notification des souches duategment en les distinguant par leur numeéro de
profil, et leur typage dans un second temps parzyme Smd ». L'InVS analyse alors les
informations en tenant compte de ces différencesi ajue des compléments d’informations
obtenus aupres de la DGAI, et ne réalise un paintce signalement que si les éléments
épidémiologiques dont il dispose suggerent quescashes peuvent avoir une origine commune.
En 2008, I'InVS a sollicité le CNRL pour estimesleonséquences du passage de 14 semaines a
6 semaines pour la définition du signalement, etu®r si ce changement n’engendrait pas leur
fermeture trop rapide, résultant ainsi en une réduve fréquente aprés un court laps de temps.
Cette étude reste en cours et le CNRL a mis er plaoutil informatique permettant de simuler
une variation de la durée du signalement et eruévéds effets.

Depuis 2006, le CNRL a développé et validé une lesdonnées regroupant I'ensemble des

-41 -



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 2009, I'InVS a financé l'interconnexion entes lbases du CNRL et du LNRI. Ce travail a
éete finalisé sous I'égide du CNRL. Ainsi, chaguename de surveillance, les deux structures
peuvent échanger des profils tout en respectanexegences de la CNIL et contribuer a
I'exhaustivité de la surveillance nationale.

% En 2009, 11 signalements ont été investiguéskielpitre 3.3.3.).

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 appropriesc(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 analysés 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 plsisds
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 atenenquétes complémentaires sur les pratiques
d'hygiene aux différents stades de la productienladdistribution et de la consommation, etc.).
Toutes les souches desteria, isolées dans le cadre des investigations somyees au CNRL.

En phase d’Alerte, les réunions de la Cellule $meguentes 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 Celligteria 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 gue 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 antibiotiqgtegt antérieurement effectuée une fois par an
sur toutes les souches responsables des cas huedisgriose. Elle consistait en un screening
réalisé par le CNRL sur un panel de 11 antibiotsgégulierement 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 inca¥pd 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 23 antibiotiques
incluant de nouvelles molécules récemment comnie®és et/ou non testées auparavant
(exemple : linézolide, moxifloxacine, levofloxacjnempicilline, etc.). Les souches détectées
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comme résistantes aux antibiotiques sont alorssfitades au CNR de la Résistance aux
Antibiotiques pour confirmation du résultat et éuwupprofondie du mécanisme de résistance le
cas échéant.

Depuis janvier 2007, la sensibilit¢ des souches dies est déterminée prospectivement
parallelement a leur identification et leur caraession 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 fréquencelefient 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@@e2009 sont présentés dans le chapitre 3.1.1.

2.2.6 DETECTION ET ANALYSE DES INFECTIONS NOSOCOMIALES

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

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

Plus rarement, de telles situations ont été sudpeatans des services d’hospitalisation d’adultes
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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 2009, ce mode de transmission a été suspegtéeprises. Cependant, un seul épisode
d’infection nosocomiale a pu étre formellement péo(cf. chapitre 3.3.1.).

2.3 CONTRIBUTION AUX RESEAUX DE SURVEILLANCE EUROPEENS E T
INTERNATIONAUX

La surveillance microbiologique et épidémiologiqgiesla listériose ne peut plus étre uniquement
effectuée a I'échelle d'un seul pays ou d'un semmtinent. La globalisation des échanges
commerciaux internationaux notamment en matieremgres 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 alimesigaosséde des DOM-TOM dans le monde
par rapport a d’autres pays, les citoyens frangiessilent en France, en Europe et dans le monde,
ceci implique de ne pas cantonner la surveillanedadlistériose et dekisteria a la France
métropolitaine.

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. |l se situe au laboratoire AFSSA-LERQ@&PMVaisons-Alfort qui est également
Laboratoire National de Référence ddsteria monocytogene€es 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 ammulEs 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 ldesmee de ces souches.

En 2009, le CNRL et le CCOMS ont participé a I'esagerlaboratoire concernant la PFGE,
organisé par le LCR.

2.3.2 EUROPEAN CENTER FOR DISEASESCONTROL : ECDC

En 2009, le CNRL et I'InVS ont participé a la dedkmxie 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.

En 2009, le CNRL a participé avec I'InVS a la conmication des données sur les souches et
cas humains pour la base de données européennestiaet la surveillance des maladies
infectieuses au niveau européen (TESSY : Europaarelance System).

En 2009, le CNRL a participé a une enquéte pou€DE sur son activité et les méthodes
employées pour la surveillance microbiologique disseria et a expertisé le rapport annuel de
I'ECDC sur les données européennes de 2008.

2.3.3 CENTRE COLLABORATEUR OMS (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@rangers ; En 2008, le CCOMS a

accueilli et formé un stagiaire portugais (Dr. GmAida, Université Catholique du
Portugal) dans l'objectif de l'aider a mettre emga une structure de surveillance au
Portugal. En 2009, le CCOMS a continué son aideersnge stagiaire et a accueilli un
stagiaire algérien (Dr R. Drali, Institut Pasteiklder) dans I'objectif de I'aider a mettre
en place une structure de surveillance en Algérie.

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

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

de préparation et d'action dans le domaine du fasteme et recueille, pour le compte
de I'OMS, des informations sur le bioterrorisme ea qui concernelListeria
monocytogenedans l'alimentation.

En 2009, le CCOMS a recu 160 souches adresséek Iphoratoires étrangers (contre 218 en
2008 et 232 en 2007) se décomposant en :

e 2 souches humaines polonaises dans le cadre dedtigation sur un patient supposé
contaminé patisteria grayi mais les souches étaient dscardia;

» 2 souches humaines dans le cadre de I'investigdtiore épidémie en Autriche ;

* 5 souches humaines provenant d’'un laboratoireertalianalyses médicales ;

» 58 souches alimentaires d’Algérie (172 souchesptémaées) dans le cadre de la mise
en place d'un systeme de surveillance dans ce pm@ que d'une étude sur la
contamination des aliments et leurs liens avesdeshes humaines ;

* 50 souches alimentaires de Colombie dans le cadfa surveillance colombienne de la
listériose ;

* 5souches du CDC d’Atlanta dans le cadre de I'étedia nouvelle espede marthii;

* 15 souches alimentaires d’ltalie dans le cadre 'dkerle produit communautaire
2009/458 ;

e 16 souches alimentaires et 5 souches humaines misidulans le cadre d’'une enquéte
sur la listériose en Tunisie ;

» 2 souches alimentaires du Sénégal dans le cadrpréesces d’'une surveillance de la
listériose dans ce pays.

% En 2009, le CCOMS a apporté son aide et son esperia Colombie.

% En 2009, le CCOMS a participé dans le cadre dapi@émie autrichienne a une investigation
pour le CNR/LNR binational Autriche/Allemagne dales cadre du typage moléculaire de
souches et d'interprétation de profils, I'ident#fion possible de l'aliment contaminant et la
fréquence des pulsotypes des souches humaines tide épédémie. (Fretz R. et al. 2009.
Listeriosis outbreak caused by acid curd cheeseargal, Austria and Germany 2009.
Eurosurveillance, Volume 15, Issue 5).
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Le CCOMS a poursuivi sa surveillance des épidéroamdiennes de 2008 avec le rappel de
produits en 2009 de la firme Mapple Leaf et laleesur le territoire de Saint pierre et Miquelon,
proche du Canada et ravitaillé en denrées alinrestaar ce dernier.

Le CCOMS possede un site web a I'adresse :
http://www.pasteur.fr/cnr/listeria

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

& En 2009, le laboratoire a déposé sa candidatureip nouvelle mandature comme CCOMS
Listeria.

& En 2009, 'OMS a sollicité notre laboratoire ayesud’'une extension du résedsiobal
Foodborne Infections Networka Listeria monocytogendsittp://www.who.int/gfn).

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 surveillanoeopéenne 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 pathogéenes
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 manageraegté transféré en 2007 a 'ECDC.

Le CNRL et le CCOM4.isteria sont certifiés EQUAS depuis 2006, pour la mactomon
d’ADN selon le protocole PULSENET et pour I'analydes profils de macrorestriction d’ADN
par le logiciel Bionumerics.

En 2009, le CNRL a effectué ses analyses de matriateon d’ADN sous certificat EQAS pour
I'assurance-qualité de ces profils de macroregiria’ ADN génomique dé&. monocytogenesu
moyen des enzymes de restrictisd et Apdl.

Le CNRL a continué de proposer a 'lECDC de réactridsenet Europe et de le conforter par la
réalisation du projet Listernet d’un réseau de ailance de la listériose en Europe. En outre,
I'étude sur la contamination européenne parmonocytogenesles denrées prétes a étre
consommees lancée en 2010 par la Commission EumopéBPG SANCO dans les Etats
membres est I'occasion de relancer Pulsenet Euabpelde comparer les souches alimentaires
provenant de denrées prétes a étre consomméeshasret avec les souches humaines isolées
en 2010.
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Le CNRL/CCOMS est en lien avec le CDC d’Atlantanafl’optimiser les méthodes PFGE
(Nouveau protocole publié fin 2009) et de partades données sur des difficultés techniques
comme par exemple I'apparition en France d’'une lseutonnant des profilspa atypiques, une
seule bande (figure 3). Face a ce nouveau profistedé il y a 10 ans au Canada et aux USA
d’apres le CDC, le protocole PFGE est en coursaligon pour contourner ce probleme
technique.

Figure 3 : Profil atypique apparu en 2009 ne comportant cer'seule bande en PFG¥pal. S.
braenderupest utilisée pour générer le marqueur de poideoutdires.

2002/01035 Apal

SR ¥
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2.3.5 EC RAPID ALERT SYSTEM FOR FOoD AND FEED (RASFF)

Le réseau RASFF de I'Union européenne a été miplase pour fournir aux autorités de
contréle un outil efficace d'échange dinformatiswg 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 indirpecur la santé humaine, il communique
immédiatement ces informations par une notificatitalerte (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 inforueatices alertes sont déclenchées par I'Etat
membre qui détecte le probléeme et qui a initiénkesures 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

Suite a la demande en 2007 du CNRL, les autres mesm{DGAIl, DGCCRF, InVS) de la
CelluleListeriacommuniquent au CNRL/CCOMS les informations deaésRASFF de I'Union
européenne.

En 2009, le CNRL a suivi deux alertes RASFF surfa@sages (Cf. chapitre 3.3.6.).

Ce systéeme RASFF est complété au niveau mondialepaseau INFOSAN de I'OMS ou le
CNR/CCOMS est contacté pour expertiser certainestesl avant leur envoi sur le réseau
internationale. A ce titre, le CNRL fait une veilleeb sur la listériose et Idssteria afin d’en
informer le cas échéant ses partenaires de laibamnoe nationale de la listériose en France.
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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 2009 et la souche caractérisée par le CNRL. i@€lcit donc les souches recues au cours du
premier trimestre 2010 compte tenu des retards kkmgi des souches au CNRL. En 2009, un

! Définition arbitraire pouvant étre modifiée apdéscussion avec I'InVS et la DGS
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cas a été retenu par I'InVS alors que le CNRL a &t souche non viable donc sans soliche
monocytogeneassocié. Ce cas ne sera pas retenu dans |'amnklySERL.

3.1.2 ANALYSE GLOBALE DES CAS DE LISTERIOSE

Nombre total de cas

En 2009, le CNRL a recu 360 souches représentant7Z3d@as (hors 33 doublons) de suspicion
de listériose.

Pour 5 cas (1,5 % comme en 2008), le CNRL n’a padirmmé le diagnostic de listériose
puisqu’il s’agissait de souches n'appartenant pegearelisteria (provenant d’'une infection sur
prothése de hanche, d’une infection urinaire, gillatenta d’'une femme enceinte) ou de souches
non viables (provenant d’'une hémoculture et d’'umétllon de selle).

En 2009, 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
éte transférés au service de microbiologie de Itabplecker-Enfants Malades). En revanche, 2
selles avec suspicion de présencelLdanonocytogenesnt été expertisées par le CNRL et
aucune ne fut positive & monocytogened.'analyse de selles a été requise dans le calta d
suspicion de porteurs sains lors d’investigationsddes contaminations d’ateliers de charcuterie
suite a la sollicitation des médecins du travail.

Au total, le CNRL retient donc 322 cas de listérics pour I'année 2009 au jour du
traitement statistique réalisé pour ce rapport (dom, d’apres les cas recenseés par I'InVS de

la déclaration obligatoire, 1 cas de différence &a& souche associée et 5 souches humaines
de 2009 non encore receptionnées au CNRLLes cas étaient répartis en 317 cas en
provenance de France métropolitaine et 5 cas evepamce des Départements et Territoire
d’Outre-mer (DOM-TOM) [Martinique (2), Réunion (Xguadeloupe (1)]. Les 5 cas des DOM-
TOM sont analysés dans le chapitre 3.1.4. Il estoter qu'une patiente anglaise a été
hospitalisée pour une listériose sur le territfiamcais métropolitain et a été comptabilisée dans
les cas de France métropolitaine (Cf. Chapitre224]).

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
(Déclaration Obligatoire) et la centralisation drcueil des souches au CNRL sur la base du
volontariat d’'un réseau de microbiologistes. En@Qh point a été effectué chaque semestre
entre les déclarations obligatoires envoyées gaalgoratoires a I'lnVS et les souches recues au
CNRL afin de maintenir un taux optimal d’exhaugtviet mobiliser les DASS pour la
récupération des souches dans un objectif épidégijue.

La comparaison des 2 systemes (CNRL/InVS) en 200&mmun taux d’exhaustivité de 99 %
(comme en 2008) de I'envoi des souches par ragpdiensemble des cas recensés par les 2
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systemes. Cependant dans 1 cas, la souche enwo¥&dRIL n’était pas viable mais le cas a été
retenu par I'InVS. Le laboratoire expéditeur n’a jpa& la communiquer a nouveau au CNRL.

La relance des biologistes par I'InVS a permiséipérer des souches dont la plus récente a été
recue en Février 20009.

Laboratoires expéditeurs

Parmi les 327 souches qui ont été envoyées poprcsus de listériose, 297 (91 %) proviennent
de laboratoires de centres hospitaliers et 30 (dé&dnboratoires privés. La proportion d’origine
hospitaliere des souches est la méme qu’en 2008.

- 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 8 [oardgre 6,6 en 2008, 10,3 jours en 2007 en
2004) [compris entre 1 et 140 jours] (Figure 4).

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 allongenengseau CNRL-INVS-DDASS effectue les
relances nécessaires de fagcon coordonnée poupni’deg souches par nos correspondants. La
dégradation constatée en 2009 provient que lordaldges sur lidentification a I'espéce
monocytogenege laboratoire pousse les investigations car it défectuer la DO alors qu'il
pourrait directement envoyer la souche au CNRL. riggociation avec un transporteur
d’échantillons de laboratoire qui a bien voulu crée service de collecte des souches humaines
vers les CNRs de I'Institut Pasteur maintient celpem des délais raisonnables d’acheminement
au CNRL. Cependant ce transporteur n'‘a pas comnsntcl’'ensemble des laboratoires
d’'analyses médicales francais.

- Le délai moyen entre la réception de la soucheCalRL et I'envoi du rapport d’essai
(contenant les résultats d’identification biochiméget la détermination du sérovar ou du groupe
PCR) a été de 8 jours en 2009 contre 8,7 en 200&dds entre 1 et 63 jours (Figure 5)]. La
sérotypie ayant été remplacée en Février 2005epgmolupage par PCR multiplex, il était attendu
qgue 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 analytiques). Le respect de ces délaisegend une des priorités du CNRL. Pour 95%
des souches comme en 2009 (contre 90% en 2008pnpte-rendu d’analyses a été envoyé
dans des délais normaux. Les dépassements duntBtanal sont dus dans la majorité des cas a
la contamination de certaines souches, des diffisudans la caractérisation de certaines souches
et au calendrier des jours ouvrés ou a des préprigarticulieres de certaines souches comme
une croissance trés faible.

& En cas d'urgence ou de demandes de la Cellisteria, le délai moyen en 2009 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
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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&soa ces analyses acceélérées a la demande
de I'InVS qui sont confirmées par une analyse d&re@ce réalisée en paralléle.

L’ensemble de ces résultats montrent la stabilitdéseau de microbiologistes constitué par le
CNRL ainsi que la prise de conscience par les gisles des enjeux de santé publique et de leur
place essentielle dans la surveillance microbigjogide la listériose, qui est basée sur le recueill
des données issues de leur laboratoire. Cependamaiestion du colt de I'envoi des souches,
commune a d’autres CNRs, semble pouvoir constitnerein a I'envoi des souches au CNRL.
Cette question n’est cependant pas apparue commtarite en 2009, contrairement aux années
antérieures, car un transporteur, aprés négociatren I'Institut Pasteur, a facilité la remontée
des souches vers le CNRL.

Figure 4 : Distribution des souches d’origine humaine iselén 2009 selon le
délai entre le prélévement et la réception au C#Lrouge, la médiane).
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Figure 5: Distribution des souches isolées en 2009 se@atelai entre la réception de la souche
au CNRL et I'envoi du rapport d’essai. En rougegélai conforme aux procédures du CNRL.
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3.1.3 CAS DE LISTERIOSE EN FRANCE METROPOLITAINE

Le nombre de cas recenseés en 2009 par le CNRL prowt de la France métropolitaine est

de 317.Aprés une augmentation depuis 2005 comme dansoadreux pays européens, le
nombre de cas de listériose diagnostiqués en 280preche de celui de 2007 (299 cas) sans
gu’'aucun épisode épidémique n'ait été détecté (Eidl). Ce nombre de cas recensés par le
CNRL est le plus élevé depuis 1996. En 2009, l& tHincidence moyen des cas de listériose
sporadique était de 5,1 cas par million d'habitdotstre 4,6 cas par million d'habitants en
2006 ; 5 cas par million d'habitants en 2007 etcds8par million d’habitants en 2008). En 2009,
il s’agit donc d’un niveau proche de l'incidence27.

Le nombre de souches associées a un signalemeranssant 87 (27%) [Contre 24% en 2008 et
20% en 2007] bien que le nombre de signalemen)sef1 2009 est supérieur a celui (9) de 2008.
Cependant, aucune source commune n'a pu étrefidergour ces 11 signalements
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2009 : 317 cas

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

1999 : 244 casdont 7 liés a la consommation de rillettes e€g & 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 apate

1994 : 336 cas

1993: 489 casdont 38 liés a la consommation de rillettes

1992 : 734 casdont 276 liés a la consommation de langue de gogelée

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 7 et
8.

Le plus grand nombre de cas a été observé durdrdisgeame trimestre et notamment pour les
mois d’Aodt (35 cas) et de Septembre (33 cas) coem2007, alors qu’il s’agissait de Juillet et
Aolt en 2008.

La distribution temporelle des cas sur le prem@neastre 2009 a évolué par rapport a 'année
2008 puisque les mois de Janvier (29 cas) et de(3di cas) présentent un fort nombre de cas
alors qu’il s’agissait du mois de mai en 2008.

En conclusion, la distribution temporelle des cetsnotamment de cas groupeés, est variable
d’'une année a l'autre. Cependant, depuis 2006, aumgnentation des cas est observée le
trimestre d'été. Il n'existe pas de véritable vaoia saisonniere comme pour d'autres
microorganismes pathogénes veéhiculés par les aémeédependant, il est a noter que le
troisieme 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 olidersar le second semestre de I'année.
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Figure 6 : Nombre annuel de cas de listériose en Franceop@ditaine depuis 1987.
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Figure 7 : Distribution mensuelle des cas sporadiques dériliste en France métropolitaine en
20009.
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Figure 8: Distribution trimestrielle des cas sporadiqueslidtériose en
France métropolitaine en 2009.
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Figure 9 : Incidence régionale des cas sporadiques dediséen 2009.
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Distribution géographique des cas

La distribution géographique du nombre de cas gtredences est représentée dans la figure 9
et le tableau 4. Les chiffres d’'incidence sont @rps en cas par million d’habitants et sont
calculés a partir des chiffres de population éajugr I'INSEE.

Par région(Figure 8)

- Les régions caractérisées par les incidencqsuesélevées sont la région Rhone-Alpes (/10
le Languedoc (7/19, le Centre (6/1%) et I'Aquitaine (6/16).

- La région caractérisée par I'incidence la plusseaest la Corse (0A)0

- Les régions caractérisées par le plus grand rechbicas, en valeur absolue, sont lle-de-France
(58) et Rhdéne-Alpes (43), et les mémes gu’en 2Q0Z068. Les régions caractérisées par les
plus faibles nombres de cas, en valeur absolug¢)a&@orse (0) et le Limousin (4).

Par département

- Les départements caractérisés par les incideleseplus élevées sont la Lozére (26)1éx
I'’Ardéche (20/16).

- Les départements caractérisés par les inciddasgsus basses sont la Vendée (1.%/20 la
Haute-Garonne (1,8/2D et 13 départements pour lesquels I'incidencenabe (04-05-11-15-
39-40-52-61-65-72-74-2A-2B).

Les départements caractérisés par les plus grandbras de cas, en valeur absolue, sont Paris
(20) et I'lsére (13). Les départements caractéqisgdes plus faibles nombres de cas, en valeur
absolue, soit 1 cas sont : le territoire de Belfied Vosges, la Vienne, la Vendée, la Somme, la
Savoie, la Haute-Sabne, la Nievre, la Meuse, laegviag, le Lot, le Gers, I'Eure et Loire, la
Dordogne, la Creuse, et la Correze.

Il faut noter que ces disparités d’incidence sariables chaque année et qu’il n’existe pas de
région ou de département statistiguement plus essoéun autre aux cas de listériose. On ne
peut notamment pas mettre en évidence de cornélatdre ces incidences et les zones de
productions agricoles francaises par filiere. Hépartements non touchés en 2009 ne sont pas
forcement les mémes que ceux qui étaient épargn2ea8 sauf les départements 04, 05, 11, 39,
2B. De méme, les départements pour lesquels l'amzdd en 2009 était élevée ne sont pas ceux
constatés en 2008.

Cependant, on observe en 2009 comme en 2008, utee cigtinction en termes d’incidence
entre le Nord et le Sud de la France métropolitalims plus fortes incidences sont observées
dans les régions et départements du Sud et d&@enkee de la France. La Corse pour 2009 n'a
pas rapporté de cas. En 2008, les régions lesqigbées étaient le Sud et I'Est.
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Ces disparités régionales pourraient correspondie r@elles différences notamment en termes
d’habitudes alimentaires, de populations a risqoesa un systeme de surveillance dont
I'efficacité pourrait étre inégalement distribuée.

Tableau 4: Distribution régionale des cas sporadiquesstériose diagnostiqués en France
métropolitaine depuis 2005

Régi Année
egron 2005 2006 2007 2008 | 2009

Alsace 7 8 12 12 7
Aguitaine 13 16 32 20 19
Auvergne 1 6 8 5 8
Basse-Normandie 6 2 10 5 7
Bourgogne 5 9 7 7 10
Bretagne 13 16 15 14 15
Centre 7 11 8 7 16
Champagne-Ardenne 3 7 3 7 7
Corse 2 4 3 0 0
Franche-Comté 4 2 1 1 6
Haute-Normandie 5 7 4 6 10
lle-de-France 36 42 63 44 58
Languedoc- 10 17
Rougssillon 7 7 14
Limousin 1 2 6 2 4
Lorraine 11 7 2 8 10
Midi-Pyrénées 18 25 17 17 12
Nord-Pas-de-Calais 15 11 21 12 15
Pays de la Loire 9 11 4 11 9
Picardie 3 12 7 6 10
Poitou-Charentes 2 6 8 5 9
P,rovence-AIpes-Céte- 16 31 19 18 25
d'Azur
Rhone-Alpes 18 26 42 47 43
Total 202 271 299 268 317

3.1.3.2 DISTRIBUTION DES CAS SELON LA FORME CLINIQUE

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

Formes materno-néonatales

Quarante-cing formes materno-néonatales ont étggiestirées, représentant 14 % du nombre
total de cas sporadiques pour 2009 (Figure 10nhdDebre de cas en 2009 est supérieur de 67%
a celui de 2008 et proche de celui de 2007. Laribligion mensuelle fait apparaitre des
variations qui suivent le plus souvent la courbeégéle des cas sporadiques (Figure 11). La
distribution par région est indiquée dans le tabka
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Formes non materno-néonatales

Deux cent soixante douze formes non materno-nélesatmt été enregistrées (contre 240
formes en 2008 et 257 formes en 2007), soit 86 %ot des cas sporadiques pour 2009, qui se
répartissent comme suit :

* 168 (61 %) septicémies,
* 85 (31 %) infections du systéme nerveux central,
e 19 (8 %) 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 ea8an (Figures 12 et 13}e sont ces formes
cliniques, ainsi que les septicémies (voir plus bagui ont le plus augmenté en 2009 dans ces
formes non materno-néonatales.

- Le pourcentage des formes septicémiques, apresauaugmentation depuis 2005 et une
baisse en 2008, sont en augmentation par rapport2008.Ces formes se rapprochent comme
en 2007 du nombre de cas de 1992 a 1995. Ce ssrfbicaes cliniques qui avaient le plus
contribué a 'augmentation globale du nombre deotmervée en 2006 et en 2007.

- Les formes cliniques « autres » correspondent aatlemtes focales. Elles sont similaires a
celles de 2008 représentant 8% (contre 7% en 200%en 2007) de tous les cas de listériose
non materno-fcetale. Ces infections ou colonisatimmsistaient en : infection du liquide d’ascite

(3 cas), infection sur prothése de hanche (5 aagktion articulaire (2 cas), cholécystite/abces
hépatique (2 cas), Erysipele (1 cas), pleurésiecgd), decompensation cardiaque (1 cas),
infection urinaire (1 cas), pneumopathie (1 caggeéa de prothese aortique (1 cas) et une
contamination de liquide de dialyse péritonéalegq).

& En 2009, le CNRL a poursuivi son investigation &g cas d’infections sur prothéses de
hanche depuis 2000 et les abceés hépatiques/chilésypour en effectuer une synthése
microbiologique et clinique.

& Dans un cas de péritonitd.amonocytogenesu la souche a été isolée d’un liquide péritonéal
chez une patiente porteuse d'un cathéter péritoegayant une diarrhée, une suspicion de
contamination par les mains de la patiente a &§u@&e mais non confirmée.

& En 2009, le CNRL a attiré l'attention de ses cspondants sur une infection urinaire.a
monocytogenes
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Figure 10 : Distribution des cas sporadiques de listériosErance métropolitaine
depuis 1987 selon la forme clinique.
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Figure 11: Distribution mensuelle des cas sporadiques tirilise en France
métropolitaine en 2009 selon la forme clinique.
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Figure 12: Distribution des infections du systéme nerveuxtiee
et des septicémies pour les cas sporadiques éedesd en France
métropolitaine depuis 1987.
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Figure 13: Proportion des infections du systeme nerveuxrakat des
septicémies pour les cas sporadiques de listégioggance métropolitaine
depuis 1987.

nombre de cas

1987 o——
1993 _—‘
1994 _—|
1995 _ )
1996 =
1007 s
200] P
2002
ol
! I}
2004
2005 ——‘
2006 _ )
i
008 ==
2000 e

‘Elinfections du systéme nerveux centl:lbactériémies/septicémi%s

0% AMAAAMAA @A

90%-

80%-+

70%-

60%-~

50%- H [

40%-{

30%- - H M L L

20%-~

10%-

0%

N OO O AN M ITW O NN O ANMNM T © 00D

00V DODHOD DN DO OO O 0O O oo O

OO0 o000y OO0 o000 OO0 00 OO0 0O o O o

Ad d dd dddddddddNNNNNNNN
annee

-62 -



Distribution régionale et temporelle

Les distributions régionale et temporelle sont @néSes dans les tableaux 5 et 6 et les figures 10,
11 et 14.

Deux régions, ['lle-de-France et RhoOne-Alpes, omt mombre élevé de formes non-
maternéonatales en 2009 par rapport a 2008. Ces rdgions majoritaires lle de France et
Rhéne-Alpes I'étaient également en 2007 mais pa68a.

D’un point de vue temporel, on peut observer la glrte proportion d’autres formes durant le
quatrieme trimestre de 2009 par rapport a 2008 p@ut observer que le nombre de cas de
formes septicémiques est le plus élevé en Aout 200® nombre de cas d’infections du systeme
nerveux central dans le dernier trimestre de 2@09apport a 2008.

Tableau 5 :Distribution régionale des cas sporadiques deiisté en France
Métropolitaine en 2009 selon la forme clinique.

- Formes materno- Formes non
Région Total . X
néonatales materno-néonatales
Alsace 7 0 7
Aquitaine 19 1 18
Auvergne 8 0 8
Basse-Normandie 7 2 5
Bourgogne 10 0 10
Bretagne 15 1 14
Centre 16 2 14
Champagne-Ardenne 7 0 7
Corse 0 0 0
Franche-Comté 6 0 6
Haute-Normandie 10 2 8
lle-de-France 58 19 39
Languedoc-Roussillon 17 2 15
Limousin 4 0 4
Lorraine 10 1 9
Midi-Pyrénées 12 2 10
Nord-Pas-de-Calais 15 1 14
Pays de la Loire 9 1 8
Picardie 10 1 9
Poitou-Charentes 9 0 9
Provence-Alpes-Coéte-D’azur | 25 5 20
Rhoéne-Alpes 43 5 38
Total 317 45 272
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Tableau 6:

Distribution mensuelle des formes sporadiquelstieriose non

materno-néonatale en France métropolitaine en 2009.

Mois 1 OIS ol SEioime Septicémies Autres formes Total
nerveux central

J 7 17 1 25
F 3 9 0 12
M 7 11 1 19
A 7 11 1 19
M 8 15 0 23
J 7 21 0 28
J 5 16 2 23
A 6 23 1 30
S 12 13 2 27
0] 7 10 5 22
N 6 12 4 22
D 10 10 2 22

Total 85 168 19 272

Figure 14 : Distribution mensuelle des formes sporadiquelsstiriose non

mois

materno-néonatale en France métropolitaine en 2009.
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Terrain

L’information sur l'existence ou non d'une affectiocsous-jacente ou concomitante était
disponible dans 272 cas (86% contre 90 % en 2088%ten 2007). Pour 151 patients (55% des
cas renseigneés), une ou plusieurs affections smesves, décrites pour favoriser la listériose,
étaient rapportées : cancer, cirrhose, éthylismapéte, dialyse, infection par le VIH,
transplantation d’organe et traitement immunoswggeer. Par ailleurs, 121 patients (45 %) ne
présentaient aucune affection concomitante ou gEmeste connue. Cependant, I'dge de la
plupart de ces patients (décrit ci-dessous) eémihature a constituer un facteur de risque. Le
manque d’information provient du fait que ce s@st biologistes qui remplissent principalement
les feuilles de renseignements du CNRL et non tesgpipteurs-praticiens. lls n’ont donc pas
forcément connaissance des informations cliniques.

Age et sexe des patients avec listériose non natetonatale sporadique

L’age moyen était de 69 ans [<1 a 101 ans] ce sjuc@nparable a 2008 et 2007. Dans 214 cas
(79 %), I'infection est survenue aprés 60 ans, d#nsas (21 %) entre 21 et 60 ans et dans 2 cas
(<1 %) avant 21 ans, tous sexes et formes clinigaefndus (figure 15). La population a risque
pour les formes non materno-néonatales reste todstpar les personnes de plus de 60 ans, et
notamment de plus de 70 ans. Le sexe ratio M/F é¢al,5 en 2009 contre 1, 3 en 2008 et 1,6
en 2007. Cette relative préedominance de la listérichez 'homme s'observe quelle que soit la
forme clinique et est inexpliquée (Tableau 7 euFegl5). Pour les personnes agées de plus de
60 ans, on note une prédominance des cas masetilpwir les personnes agées de plus de 90
ans, on note une prédominance de cas fémininsg(&a@re 2), probablement attribuable a la
prédominance de femmes dans cette classe d’age liae espérance de vie accrue.
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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 2009.

Infections du
Sexe Classe d’age | Total | systeme nerveux Septicémies Autres formes
central
> 28 jours-20 ans 1 1 0 0
F |21-60 ans 23 6 17 0
> 60 ans 84 27 52 5
> 28 jours-20 ans 1 1 0 0
M |21-60 ans 33 17 14 2
> 60 ans 130 33 85 12
> 28 jours-20 ans 2 2 0 0
Total |21-60 ans 56 23 31 2
> 60 ans 214 60 137 17

Figure 15: Distribution par classe d’'age et par sexe deségrsporadiques de listériose non
materno-néonatale en France métropolitaine en 2009.
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3.1.3.3DISTRIBUTION DES SOUCHES SELON LE GROUPE PCR

Analyse générale

Les résultats obtenus pour les 317 souches d’erigimaine de France métropolitaine sont les
suivants :

» groupe PCR lla (souches de sérovar 1/2a ou 3a) : 8 so@8ches (28 %),
» groupe PCR lIb (souches de sérovar 1/2b, 3b ou 7) : 46 souches (14 %),
» groupe PCR lic (souches de sérovar 1/2c ou 3c) : 4 sofches (8 %),

e groupe PCR IVb (souches de sérovar 4b, 4d ou 4e) : 158 souches (50 %),
e groupe PCR L (souches de sérovar 4ab, 4c, 7) : oudhe (<1 %)

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

Par rapport a 'année 2008, le CNRL n’a pas ideénté nouveau profil de groupe PCR pour les
souches d’origine humaine. En revanche, une sobahgaine provenant d’'une infection du
systeme nerveux central de groupe PCR L a étéyp@mtcomme sérovar 4c, ce qui est un
sérovar rare pour une souche humaine.

Si les distributions parmi les 4 groupes PCR reésigpeu pres inchangées, il est intéressant de
souligner un nombre plus faible de souches du groB@R Vb par rapport a 2008 mais
similaire a 2007 (Figure 16) et 'augmentation @éomé des souches de groupe PCR lic rarement
associées a des cas humains bien que non constat&08. Cependant, comme le montre la
figure 16, le groupe PCR IVb semble globalementaegmentation progressive depuis 1992.
D’aprés B. Swaminathan et P. Gerner-Smidt (2008),ndmbreux pays ont observé une
diminution de la fréquence du sérovar 4b et uneraungation des sérovars 1/2a et 1/2b au cours
des infections humaines, accompagnant l'augmentaties formes septicémiques et la
diminution des formes neuroméningées. En Frantts tendance n’est pas observée.

% Pour 2009, 8 signalements ont été associés ddebes du groupe PCR IVb, 2 signalements
au groupe PCR lla et un signalement au groupeellgut est différent de ce qui a été constaté en
2008 ou le groupe Vb était majoritaire (cf. chepi.3.3.).

Distribution temporelle des groupes PCR

La distribution mensuelle des 5 principaux group€R ne permet pas de mettre en évidence de
saisonnalité particuliere pour un groupe PCR ddRigure 17).
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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.

Tableau 8: Distribution régionale des cas sporadiquessiériose en France métropolitaine en
2009 selon les groupes PCR

Région Total | lla | llb | llc | IVb L

Alsace 7 2 0 1 4 0
Aquitaine 19 2 1 2 14 0
Auvergne 8 3 0 1 4 0
Basse-Normandie 7 0 4 1 2 0
Bourgogne 10 7 1 1 1 0
Bretagne 15 1 1 3 10 0
Centre 16 4 4 2 6 0
Champagne-Ardenne 7 3 1 2 1 0
Corse 0 0 0 0 0 0
Franche-Comté 6 4 1 0 1 0
Haute-Normandie 10 4 2 0 4 0
lle-de-France 58 11 9 2 35 1
Languedoc-Roussillon 17 9 4 0 4 0
Limousin 4 0 0 0 4 0
Lorraine 10 4 2 1 3 0
Midi-Pyrénées 12 3 0 0 9 0
Nord-Pas-de-Calais 15 4 1 0 10 0
Pays de la Loire 9 3 1 1 4 0
Picardie 10 1 1 5 3 0
Poitou-Charentes 9 3 2 0 4 0
Provence-Alpes-Cote-D’azur 25 11 4 1 9 0
Rhoéne-Alpes 43 9 7 1 26 0
Total 317 88 | 46 | 24 | 158 1
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Figure 16 Distribution annuelle des souchesldenonocytogenegroupe PCR Vb (souches de
sérovars 4b ou 4d ou 4e) et non IVb responsablesa® sporadiques de listériose en France
métropolitaine depuis 1987.
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Figure 17: Distribution mensuelle des souchesldemonocytogenedes 4 principaux groupes
PCR responsables de cas sporadiques de listéridsaece métropolitaine en 2009.
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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 (Tableau 10). La proportide souches par groupe PCR est voisine de
celle de 2008 pour les formes non-materno-néorgtakuf pour le groupe PCR llic. Pour les
septicémies, les deux groupes majeurs PCR sotd I83%) et le IVb (42%). Pour les formes
d’infections du systéme nerveux central, le groupgeur PCR est le Vb (54%). Pour les
formes materno-néonatales, les groupes PCR noifd\la) sont en augmentation, soit 31% en
2009 contre 11% en 2008 mais 32 % en 2007.

En 2009, le groupe PCR lic, plus rare, a été goaleiment associé a des septicémies comme en
2008. En 2009, il a été aussi associé a un cafedfion du systéme nerveux central comme en
2008 et a deux cas de formes materno-néonatalemean 2007. En revanche, le groupe PCR
llc n’a pas été associé a une autre forme d’indectontrairement & 2007-2008.

Formes materno-néonatales

Les 45 souches a I'origine des formes materno-rtat@sase répartissent comme suit :

» groupe PCR lla (souches de sérovar 1/2a ou 3a) : souéhes (11 %),
» groupe PCR IIb (souches de sérovar 1/2b ou 3b ou 7) 7 souches (16 %),
e groupe PCR llc (souches de sérovar 1/2c ou 3c) : souzhes (4 %),

» groupe PCR IVb (souches de sérovar 4b ou 4d ou 4e)31 souches (69 %),
e groupe PCR L (souches de sérovar 4ab, 4c, 7) : oucthe (0 %),

e groupe PCR nouveau (sérovar 4b) : 0 souche )(0 %

Formes non materno-néonatales

Les 272 souches a 'origine des formes non mateéumatales se répartissent comme sulit :

» groupe PCR lla (souches de sérovar 1/2a ou 3a) : so@hes (31 %),

e groupe PCR lIb (souches de sérovar 1/2b ou 3b ou 7) 39 souches (14 %),
e groupe PCR llc (souche de sérovar 1/2c ou 3c) : so22hes (8 %),

e groupe PCR IVb (souches de sérovar 4b ou 4d ou 4e) 127 souches (47 %),
e groupe PCR L (souches de sérovar 4ab, 4c, 7) : oudhe (<1 %),

e groupe PCR nouveau (Sérovar 4b) : 0 souche)(0 %
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Figure 18 : Distribution des groupes PCR des souched..dmonocytogenesn fonction des
formes cliniques en France métropolitaine en 2009.
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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 18) et ces souches en 2009 sont plus frémeamassociées a des formes bactériémiques
et des infections du systeme nerveux central. basles des groupes PCR lla, llb, lic sont en
proportion plus associées aux formes bactériémiquesles autres formes, comme en 2007 et
2008. Une hypothese pouvant expliquer cette réertipeut étre la plus faible proportion
d’expression d’InlA tronquées dans le groupe PCRB, B& grande fréquence dans le groupe lic,
et le réle d’InlA dans la traversée des barriee§ibte.
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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

2009.
A Groupe PCR
Sexe| Classedage | Total ———p—3 b L Nouveau
> 28 jours-20 ans 1 1 0 0 0 0 0
F |21-60 ans 23 9 4 2 8 0 0
> 60 ans 84 26 14 7 37 0 0
> 28 jours-20 ans 1 0 0 0 1 0 0
M |21-60 ans 33 11 1 4 16 1 0
> 60 ans 130 36 20 9 65 0 0
> 28 jours-20 ans 2 1 0 0 1 0 0
Total |21-60 ans 56 20 5 6 24 1 0
> 60 ans 214 62 34 16 102 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 2009.

Groupe PCR

Forme clinique Nombre (%)
Total | |5 lib lic IVb L Nouveau
Materno-néonatales 45 | 5(6%) | 7(15%) | 2(8%) | 31(20%)| 0(0%) | 0(0%)
Septicémies 168 | 5663%) | 27(59%) | 1562%) | 70(44%) | 0(0%) | 0(0%)
TEGIOTS 1] SHSiEe 85 | 2124%) | 1022%) | 7(30%) | 46(29%) | 1(100%)| 0(0%)
Autres 19 q7%) 2(4%) 000%) | 117%) | 0(0%) 0(0%)
Total 317 88 46 24 158 1 0

3.1.4 CAS DE LISTERIOSE DANS LESDOM-TOM

En 2009, 5 cas sporadiques de listériogeontre 5 en 2008 et 7 cas en 2007) ont été mmtifié
pour des patients résidant dans les DOM-TOM egpartissent de la fagcon 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 Groupe PCR

Formes cliniques NETlslE lla lIb lic IVb

Martinique
Bactériémie 1 1 0 0 0
Materno-néonatales 1 0 0 0 1

Guadeloupe
Materno-néonatales 1 0 0 0 1

lle de la réunion

Bactériémie 1 0 0 0 1
Materno-néonatales 1 0 0 0 1
TOTAL 5 1 0 0 4

La répartition relative par sérogroupe PCR represies principaux groupes PCR retrouves pour
ces cas cliniques avec une prépondérance du grROBdVb par rapport a 2008 mais comme en
2007.

La répartition des formes cliniques est la suivante
» formes materno-néonatales : 60 % (contre 0% en 20028 % en 2007)
» infections du systéme nerveux central : 0% (co®®% en 2008 et 29 % en 2007)
* septicémies : 40% (contre 40% en 2008 et 42 % 6i)20

Cette répartition différe de celle de 2008 et d872far un abaissement du nombre de formes
d’infections du systeme nerveux central et unemargation des formes materno-néonatales
mais ces effectifs sont trop faibles pour en tiles conclusions.

3.1.5 ETUDE DE LA RESISTANCE AUX ANTIBIOTIQUES

L’étude de la résistance aux antibiotiques destssridel. monocytogened’origine humaine
par la méthode de diffusion par disqaecté effectuée en parallele de leur caractérisate
facon prospective, tout au long de I'année 2009dtépitre 2.1.). Chaque souche présentant un
profil inhabituel ou de sensibilité diminuée a é&dressée au CNR de la résistance aux
antibiotiques (Institut Pasteur) pour confirmatetrdétermination du mécanisme de résistance.
Toutes les souches étaient sensibles a la pémgilla I'ampicilline, a I'amoxicilline, a
I'imipenéme, au triméthroprime et a la gentamicibe.traitement de référence de la listériose
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(Amoxicilline/Ampicilline + Gentamicine) n’est dongas remis en question par la présence de
souches résistantes.

Toutes les souches étaient sensibles a I'érythromaytinézolid, acide fucidique, vancomycine,
tétracycline, chloramphénicol. Trois souches prigent une résistance a la ciprofloxacine (2
cas de bactériémie et un cas de forme neuromérnirnigée souche présentait une résistance a la
rifampicine (1 cas d’infection sur prothése de lnm)c

Toutes les souches montraient comme attendu urstargse naturellen vitro a la céfotaxime, a

la clindamycine, aux sulfonamides, a la fosfomyaheé I'acide nalidixique et une sensibilité a
la kanamycine et la streptomycine sauf trois sosictiei présentaient une résistance a la
streptomycine (2 cas de bactériémie et un cas etiitin du systeme nerveux central). Le
mécanisme de résistance de I'ensemble de ces soeshen cours d’étude.

L. monocytogenesst une bactérie pour laquelle il est certes téles résistances acquises a
certains antibiotiques d’intérét clinique, maisiaeste trés rard.. monocytogenesst toujours
sensible a I'amoxicilline et a la gentamicine, aquinstituent actuellement le traitement de
référence de la listériose quelle que soit sa foririabsence de souches résistantes au
triméthoprime en 2009 est rassurante. Il conviegpeadant de surveiller attentivement
I’émergence de 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 resinctSmad permet d’affiner la
comparaison des souches comme il a été précisdalahapitre 2.1.1. En 2009, cette troisieme
enzyme a été intégrée dans la routine en cas ddspcombinésAsd/Apal difficilement
dissociables ou a la demande de I'InVS pour appuifol’investigation microbiologique de
signalements, ce qui représente un surcodt suletant

Le systéme d’électrophorése en champ pulsé utlkpdis 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 @calaire 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.
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Analyse des profils de macrorestriction d’ADN prégg dans les signalements

Si 'on examine les profils des souches ayant aonag des signalements depuis 2006 (année de
changement de la définition du signalement), onpes@oit que certains profils sont
majoritairement rencontrés en France (Tableau tlZoenpte tenu des données du CCOMS, en
dehors de France.

Les profils majoritairement retrouvés en Franceude@006 sont les clones issus de I'épidémie
de 1992 puis de I'épidémie de 2002. Il semble dprece clone soit devenu résident en France.
Par l'intermédiaire de cette analyse, le CNRL, ldes sa surveillance hebdomadaire de la
listériose, évalue les tendances des souches d#imen et humaines ayant ces profils
particuliers prépondérants dans les signalements.

Tableau 12 :Distribution par profilsAsd et Apa et groupe PCR des signalements de 2006 a
20009.

Nombre de signalements par année
i Nombre total de
A:(;T:l;al Groupe PCR 2006** 2007 | 2008| 2009| signalements

010901/020701 lla 2 2 0 1 5
271106/271106 lla 1 0 0 0 1
241006/241006 lla 0 0 0 1 1
090507/180407 b 0 1 0 0 1
301006/301006 lic 0 0 0 1 1
200792/200792* IVb 1 4 3 1 9
210792/210792 IVb 1 2 2 1 6
270801/050506 Vb 2 3 0 0 5
151005/151005 IVb 1 1 1 2 5
011001/160602 IVb 1 1 1 3 6
220803/200792 IVb 0 1 1 0 2
210792/201194 IVb 1 0 0 0 1
160902/160902 IVb 1 0 0 0 1
200792/170407 IVb 0 1 0 0 1
151005/111206 IVb 0 0 1 1 2

Total 11 16 9 11 47

* le numéro de nomenclature correspond a la datéad@emiére apparition de ce profil lors
de la surveillance hebdomadaire (ex: 200792 = jprdéi 20 Juillet 1992) ; **année du
changement de la définition du signalement
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Analyse des profils de macrorestriction d’ADN desushes humaines

D’aprés le tableau 13, on peut observer que leguéidces majeures des profils de
macrorestriction d’ADN des souches humaines en 2608tent les profils répertoriés dans les
signalements en 2008 a I'exception des profils derorestriction :

* M-lla-241006-241006 constaté dans les signalendnZ009 mais non en 2008 ;

e M-Illc-301006-301006 non constaté dans des signaltsmaepuis 2006 mais présent en
2009 ;

e M-IVb-220803-200792 constaté dans les signalemim®008 mais non en 2009.

Le profil M-1lc-301006-301006 assez fréquent poas Isouches alimentaires avait été mis
« sous surveillance » par le CNRL en 2008. En 2@@2x sont les profils M-11b-231006-
310801, M-IVb-270801-050506 et M-11b-010107-0101fid sont mis « sous surveillance » par
le CNRL par leur fréquence (>7 profils en 2009)siks souches alimentaires.

Les profils majoritairement représentés (>8 en defige) et constants depuis 2006 sont en
augmentation en 20009.

Dans le cas des souches humaines, le nombre dés mtefmacrorestriction d’ADN est plus

restreint que dans le cas des souches non-humauresyt pour le groupe PCR lla.

Concernant les profils uniqgues de macrorestrictdd/ADN des souches humaines, ils
représentent 31% en 2009 contre 34% en 2008, 2520@n et 26% en 2006. Il semble donc
gu’il y ait une augmentation jusqu’en 2008 de aedils uniques mais pas en 2009.
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Tableau 13 Fréquence des profils de macrorestriction

d’ADd¢ douches humaines en 2008 et

2009.
Fréquence Nombre Fréquence Nombre Profils de macrorestriction Présence (X) dans un Présence (X) dans un
des profilsen  en 2008 des profils en 2009 (Espéce-Groupe PCR- sighalement en 2008 sighalement en 2009
2008 en 2009 Pulsovar Asd-Pulsovar Apal)
1* 94* 1 98 Non détaillés -
2 12 2 8 Non détaillés -
3 7 3 6 Non détaillés
4 1 3 1 M-11a-080507-020507 -
3 1 4 1 M-l1a-271106-271106 -
0 0 4 1 M-11b-310801-121006 -
0 0 4 1 M-I1a-070708-030809 -
0 0 4 1 M-lla-190704-270904 -
3 1 4 1 M-I1a-010901bis-020701bis - -
4 1 4 1 M-IVb-270801-050506bis -
6 1 4 1 M-11b-310801-310801 -
1 1 5 1 M-lla-241006-241006 - L09/03
8 1 6 1 M-11a-010901-020701 LO7/12 L09/11
3 1 7 1 M-11b-231006-310801 - -
7 1 8 1 M-IVb-270801-050506 -
2 1 9 1 M-11b-010107-010107 - -
5 1 9 1 M-IVb-220803-200792 L08/04 -
10 1 15 1 M-IVb-151005-151005 L08/08 L09/04, L09/09
12 1 16 1 M-IVb-011001-160602 L08/02 L09/02, L09/05, L09/10
10 1 17 1 M-IVb-151005-111206 L08/08 L09/07
9 1 19 1 M-1lc-301006-301006 - L09/08
24 1 21 1 M-IVb-210792-210792 L08/03, L08/06, LOB/O| L09/06
18 1 22 1 M-IVb-200792-200792 L08/01, LO8/05, LGB/0] L09/01

*explication : 94 profils ayant été présents qu’iseaile fois associés a une souche humaine en 2008

3.2 CARACTERISATION DES SOUCHES D’ ORIGINE NON HUMAINE

L’analyse des souches d’origine non humaine présedains ce chapitre n’est que le reflet des
souches recues au CNRL. Ce bilan ne concerne damd'gnsemble des souches isolées des
aliments en France.

Les souches isolées lors de contrdles sanitairdsrtéd de la Direction Générale de
I'’Alimentation (DGAI) et de la Répression des FrasdDGCCRF), et investigations autour de
cas humain) sont systématiquement adressées au .CBRiRIdehors 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. Bamsas, ces professionnels peuvent choisir
de les expédier soit au CNRL soit au Laboratoiretiddal de Référence déisteria
monocytogene§LNRI) de 'AFSSA a Maisons-Alfort. En outre, IeNRI est destinataire des
souches des plans annuels de surveillance et délgonisteria monocytogenagui permettent
d’estimer la contamination d’aliments de différentidiéres pour la DGAI.

En 2008, une réunion entre la DGAI, I'InVS, le CNRL le LNRI a permis de préciser la
destination des souches demonocytogeneBancaises d’origine alimentaire. En 2009, le flux
des souches a été conforme a ce qui a été décgdddaette réunion.
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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 alimemtalors d'épidémies,
e comparer les souches cliniques aux souches alimentat tenter d’en identifier les
caractéristiques respectives.

En 2009, 948 souches d'origine non humairant été adressées au CNRL par des laboratoires
francais, soit une diminution de 4% par rapport0@& (Figure 19). Ce nombre reste stable
depuis 2007 et est cependant relativement faibleragson de I'existence de destinataires
multiples pour ce type de souches (LNRI ou aut@sodatoires spécialisés type IFIP ou
Maisons-Alfort).

Le CNRL a recu des souches alimentaires dans e chane contre-expertise diligentée par un
assureur afin de procéder, au vu de la confirmatieri’identification de ces souches par le
CNRL aux remboursements nécessaires des produeigualimentaires.

La plupart de ces laboratoires utilisent des méthatbrmalisées internationalement reconnues
ou des méthodes alternatives validées pour la tildtiest I'identification des espéces ldsteria.
Ainsi, comme depuis 2007, 97% des souches envogéesspondaient a l'espéck.
monocytogeneseule espece qui requiert une caractérisatianpgmussée et qui soit mentionnée
dans les réglementations de sécurité sanitairaldaents et de I'environnement.
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Figure 19 Nombre annuel de souches d’origine non-humairresaédes par des laboratoires
francais depuis 1993.
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La répartition des souches suivant la catégorialo@ratoires était la suivante :
» Laboratoires Vétérinaires Départementaux (LVD) : 7 8duches (29 %),
» Laboratoires privés d’hygiéne alimentaire . 58ddwes (62 %),
» Laboratoires Interrégionaux de la Concurrence,
de la Consommation et de la Répression des Fraudes 65 souches (7 %),
» Laboratoires hospitaliers d’hygiéne 10 soudiie®),
» Laboratoire AFSSA — LNRI/LCR 12 souches (1%).

Le taux de souches envoyées par les laboratoirgsingires départementaux (29% en 2009
contre 45% en 2008) baisse face au taux de sousmesyées par les laboratoires privés

d’hygiene alimentaire

L’origine des souches était la suivante :

» souches isolées d’aliments : 810 souches (85 %),
» souches isolées de I'environnement : 114 soud2%0l,

* souches sans information . 22 souches (2 %),

» souches isolées chez I'animal . 2 souches (<1 %).
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Les souches sans information sont des souchesti@ugges de laboratoires d’analyses privés
pour caractérisation des souches. Cette expedissdars facturée au laboratoire demandeur.

Cependant, le CNRL fait rentrer les données decti@niaation dans la surveillance nationale. En

cas de probleme de santé publique pouvant éteeaales souches, le CNRL se réserve le droit,
apres en avoir informé son client, de demanderamptément d’informations sur les souches

qui seront transmises le cas échéant aux autsatétaires.

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@m@spen charge par le CNRL dans le cadre

d’un accord entre le CNRL, la DGAI, I'InVS et la [B&RF.

& En 2009, 23 % des essais ont fait I'objet d’'ura@uiation (contre 20% en 2008) (Figure 20).
Etant donnée la fragilité du systéme d’envoi deskes alimentaires ou environnementales vers
le CNRL, le CNRL a décidé de ne plus facturer teutes caractérisations de souches qui
rentraient directement dans le systéme de surmedldrancais de la listériose. Les souches
traitées de facon confidentielle a la demande dnt;lles envois en nombre conséquent ou les
demandes a caractére exceptionnel sont facturéssgpar cas.

Figure 20: Pourcentage d’essais facturés depuis 1993.

‘ M analyses non facturédanalyses facturé%s

100. Ll A A A 4444448457

90+
80
70
60
50
40
30
20
101

M v 0O © N 0o o O
D O O O D O O O
o OO O O O o O O
4 4 4 4 4 4 < «

année

2001
2002
2003
2004
2005
2006
2007
2008
2009

-80 -



3.2.2 SOUCHES ISOLEES D' ALIMENTS

3.2.2.1CATEGORIES DE LABORATOIRES AYANT ADRESSE LES SOUCHES

La provenance des 810 souches isolées d’alimesits) $a catégorie de laboratoires, était la
suivante :

» Laboratoires Vétérinaires Départementaux (LVD) : 8 88uches (29 %),

» Laboratoires privés d’hygiéne alimentaire . 490ctes (61 %),

» Laboratoires Interrégionaux de la Concurrence,

de la Consommation et de la Répression des Fraudes 65 souches (8 %),
» Laboratoires hospitaliers d’hygiéne . 10 soudhe®),
* Laboratoire AFSSA LNRI/LCR 6 souches (1 %).

% En 2009, le nombre de souches a diminué de 9% papport au nombre de 2008 (860
souches) Au regard du nombre d'analyses de recherche etdél@ombrement del.
monocytogenegn agriculture et pour I'environnement, ce nombeesouches n’est pas tres
élevé. Ceci peut s’expliquer par :

* La multiplicité des acteurs avec la mise en plamemnte du LNRI et la présence
d’autres laboratoires spécialisés (IFIP, Maisorf®#)l qui peut conduire a un
effet de dilution, voire a des erreurs de destiregaselon le type de souches
concernées. En 2009, le CNRL s’est rapproché deéP'let du LNRI afin
d’accroitre les échanges d’informations nécessairassurveillance nationale de
la listériose.

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

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

L'intégration systématique des souches d’originemehtaire 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.

Le CNRL avait effectué en 2008 un retour d’inforioas sur la listériose a ses correspondants
laboratoires d’analyses alimentaires afin de lesibdiser a I'intérét d’envoyer les souches dans
le cadre de la surveillance nationale de la lisg&i Un article (Le Monnier, A., and A. Leclercq.
20009.Listeria et listériose: De la ferme a la fourchette. PaBiol (Paris) 57:17-22.) en francais

a été publié pour expliquer la surveillance dadgtiose en France ainsi que ses résultats, et un
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article (Goulet, V., Leclercq, A., Vaillant, V., LElonnier, A., Laurent, E., Thierry-Bled, F.,
Pihier, N., et H. de Valk. Recrudescence récensecds de listériose en France. Bull. Epidemiol.
Hebom., 2008, 268-272) a été publié sous I'égidBlnMS. Il présente un résumé de la situation
sur l'augmentation des cas de listérioses en Frahammporte une synthése sur les alertes
produits. En 2009, lors d’échanges avec les cooredgnts du CNRL, un retour positif sur ces
publications et une meilleure compréhension etétdu systéeme de surveillance a été notée.

& Comme en 2008, le CNRL a recu en 2009 de nombappels téléphoniques et courriels
d’hygiénistes hospitaliers ou de directeurs d’heypit concernant le risque alimentaire lié a
Listeria monocytogene&a principale question était centrée sur la proogdusuivre face a un
produit alimentaire non conforme padisteria monocytogenesn milieu hospitalier. Il convient
aux autorités sanitaires d’instruire ce type ddéictaition. En effet, le reglement EC 2073/2005
en hygiene des aliments n’est pas complétemenicapjg tel quel pour ces établissements
comportant des populations a risques.

3.2.2.2NOMBRE DE SOUCHES ET DISTRIBUTION PAR ESPECE

805 des 810 souches ont été identifiées. Les awmbie 5 souches n'ont pas pu étre effectuées
par le fait qu'il ne s’agissait pas de souchesLderia, méme en ayant pris la sécurité de
procéder a une identification génétique de cetiiels®. La simple coloration de Gram suffisait a
ecarter une large proportion de ces souches soulssBacillus qui possédent une PIPLC et
donc présentent des colonies ressemblantes a ades. monocytogenesur la gélose
chromogénique type ALOA™.

La répartition par espéce des 805 souchdsdleria était la suivante :
* L. monocytogenes : 789 souches (98 %),

e L. ivanovii . 6 souches (<1 %),
e L.innocua 7 souches (<1 %),
* L. welshimeri . 2 souches (<1 %),
* L. seeligeri : 1 souche (<1%)

La répartition par espece démontre que I'applcatiu 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 (<2 % 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'espgoenocytogeneses Listeria. Ces géloses
chromogenes sont issues des travaux de génomiqugsacatives dont la PIPLC (Equipe de C.
Braun-Breton, Institut Pasteur).
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& En 2009, les travaux de révision des deux normedytiques NF EN ISO 11290 pour la
recherche et le Dénombrement desmonocytogenesnt aboutit a élargir cette norme a la
détection desisteriaspp. el.. monocytogenes

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

L’origine des 789 souches lemonocytogeneselon la catégorie d’aliment, était la suivante :

* viande et produits carnés : 310 souches (39%),
* lait et produits laitiers . 232 souches (30 %),
e produits de la péche . 69 souches (9 %),

e Veégetaux : 19 souches (2%)

e autres aliments 152 souches (19%),

e origine non précisée . 7 souches (1 %).

Les autres aliments sont de type plats cuisin@ggititseries. 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 GROUPEPCR

La répartition des souches par groupe PCR et pgageae d’aliments est présentée dans le
tableau 14. Les groupes PCR lla (sérovars 1/2a)IBa)sérovars 1/2b, 3b, et 7), et lic (sérovars
1/2c, 3c) représentent 80 % (comme en 2008 aloik éjait de 83% en 2007) des souches
isolées, et sont majoritaires dans chaque catéda@ienent. Le groupe PCR IVb (sérovars 4b,
4d et 4e), pourtant le plus frequemment a l'origiles cas de listériose humaine, correspond
qguant a lui a seulement 20 % (comme en 2008 aldiségait de 16%) des souches isolées des
aliments. Le nombre de souches du groupe PCR IVip pes deux dernieres années est stable
comme pour le groupe PCR Il (lla, llb, lic). Pante, le groupe PCR lic est passé de 6% en
2008 a 18% en 2009 et a été impliqué dans un sgralt en 2009 ayant nécessité la réunion a
plusieurs reprises de la cellulasteria, ce qui est a surveiller pour un Groupe PCR réputé
normalement peu pathogene pour ’lhomme. Dans ogpgr®CR lic, il s’agit du sérovar 3c et
non 1/2c qui majoritairement est présent avec wfilpAsd/Apa de PFGE caractéristique
301006/301006.

Il est rapporté dans la littérature que le grou®RRVb est de virulence accrue bien que les
bases moléculaires de cette relative hypervirulergcsont pas encore clairement établies. Cette
virulence accrue pourrait notamment étre expliquagd’internaline A ou/et la listeriolysine S.
L'internaline A (InlA) est une protéine permettdititernalisation delisteria dans les cellules et

la traversée des barrieres intestinale et plaagensaielle est exprimée en surface de la bactérie,
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comme c’est le cas chez les souches de sérovats4pb, 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). Latdisolysine S, un facteur cytotoxique et
hémolytique, encodée par I'llot 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 cong#da virulence accrue des sérovars 4b et
1/2b.

Le groupe PCR lla reste majoritaire pour les sosiatiterigine alimentaire comme pour les
produits carnés, les autres aliments (surtout plaisinés) ou issues de la péche. Il est suivi
ensuite du groupe PCR llc comme pour les prodteés ou le groupe PCR IVb pour les
produits laitiers ou issues de la péche ou le grdlippour les autres aliments.

La forte proportion cette année (19% contre 5% @PBP de souches d’autres aliments de type
plats cuisinés ou aliments préts a étre consomsié&sreter.

=» Cependant, au regard de nos données, les souelpesdiiits laitiers pour le groupe PCR IVb
passent de 25% en 2008 a 42% en 2009 ce qui estdiller et la nécessité d’'une surveillance
nationale des listérioses animales serait a irpesti

Tableau 14: Distribution par groupe PCR et par catégorie d’'alms des 789 souches He
monocytogene®cues en 2009 de laboratoires francais.

Groupe viande_ i lat e_t produitsde | ., autres | origine non
produits produits n végétaux| _.. L Total
PCR . " la péche aliments | précisée
carnes laitiers

lla 176 65 54 14 74 7 390 (49%)
llb 25 25 3 2 a7 0 102 (13%

lic 84 44 3 0 12 0 143 (18%
IVb 25 98 9 3 19 0 154 (20%)
Total 310 (39%) | 232 (30%) 69 (9%) 19 (2%) 152 (19%) 7 (1%) 789

3.2.3 SOUCHES ISOLEES DE L'ENVIRONNEMENT

En 2009, 114 souches provenant de I'environnemenéte recues au CNRL, adressées par les
Laboratoires Vétérinaires Départementaux [37 (3R&byles laboratoires privés [77 (68 %)]. |l
s’agit d’'une augmentation de +9 % de souches peovede I'environnement par rapport a
'année 2008. Cette augmentation peut provenir aldodnne application de l'article 5 du
reglement européen EC 2073/2005 (et EC 1441/2007es prélévements de surface en agro-
alimentaire. Cependant, il est a noter qu’aucutepednent provenant du milieu hospitalier n’a
été recu en 2008 et 2009 alors que des contamisatians des cuisines hospitalieres ont été

-84 -



rapportées au CNRL pour avis sur les suites a dorree sensibilisation par les autorités
sanitaires sur ce point nous apparait utile.

Il s’agissait dans 112 cas (98 %) de souchds. deonocytogenest dans 2 cas (2 %) de souches
delL. innocua

La répartition par groupe PCR des 112 souchés denocytogenesst la suivante :

» groupe PCR lla (sérovars 1/2a et 3a) . 51 souete%o,
e groupe PCR IIb (sérovars 1/2b, 3bet7) : 8 soufhés),
» groupe PCR lic (sérovars 1/2c et 3c) . 8 souchés)(7

» groupe PCR IVb (sérovars 4b, 4d et 4e) : 45 sou@®%o).

Comme pour les souches isolées d'aliments, leshesudes groupes PCR lla, llb et llc sont
majoritaires, soit 60 % (contre 84% en 2008) descses delL. monocytogenegsolées de
I'environnement. Cependant, on peut noter en 208 remontée (de 16% en 2008 a 28% en
2009) des souches de monocytogeneslu groupe PCR IVb ce qui est a surveiller car
contaminant des ateliers ou des équipements.

Comme en 2008, la majorité des souches de I'envearent sont en 2009 en réalité des souches
de I'environnement agro-alimentaire ou de surfaeeédrigérateurs lors d’enquétes alimentaires.
Ceci empéche les chercheurs d’obtenir des souchrdmblement isolées de I'environnement
(sol, eau, boue) afin d’effectuer des études plgfiétiques, de virulence, d’acquisition/sélection
de genes, etc.

= Une surveillance dans I'environnement naturel (esl, ensilage, terre, etc.) desteria
monocytogenesi’est pas effectuée alors que lI'environnement eatest la source de la
contamination de la chaine alimentaire pamonocytogenest de la diversité des souches. Les
causes de 'augmentation des cas de listériosagsd2P05 pourraient étre mieux comprises par
une meilleure connaissance de ces souches. Bieragserveillance des cas de listérioses
animales ou de leur contamination pamonocytogenesu L. ivanovii soit effectuée en France
localement par les laboratoires départementauxinétées, ces souches vétérinaires ne sont pas
centralisées au CNRL, et un bilan national estialifficile a établir. Le CNRL en 2009 a
continué a conseiller les demandeurs de ce segeur des méthodes (Détection tle
monocytogenedans I'eau, dans la terre), les a sensibilisémt@rét de remonter les souches

vers les centres/laboratoires de référence et miirmer leurs identifications.
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3.3 BILAN DES INVESTIGATIONS , SIGNALEMENTS ET ALERTES
3.3.1 SUSPICIONS D' INFECTIONS NOSOCOMIALES

A trois reprises en 2009, le diagnostic de plusiaas de listériose groupés temporellement et
géographiqguement (méme hopital, voire méme senacg)fait suspecter une contamination
nosocomiale.

3.3.2 INVESTIGATION EN CRECHE

Dans une creche, des enfants de moins de 3 agsmsdmmeé des escalopes de poulets précuites
contaminées a un taux de 1.200 UFC/g. Aucun cas almun{femmes enceintes,
immunodéprimés, enfants) n’'a été relié a cettadeafmoduit.

3.3.3 SIGNALEMENTS

En 2009, la procédure de signalement a suivi |&&rdnts textes de fonctionnement de la
Cellule Listeria fixant les criteres de signalement par le CNRL ¢tfapitre 2.2.2.). 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
2009 fera référence aux 2 nomenclatures (Table&wet 16).

En 2009, le CNRL a effectué 11 signalements (contBeen 2008 et 16 en 2007) pour des
souches majoritairement du sérogroupe PCR IVb commen 2008, pour des souches du
sérogroupe lla comme en 2007 et du sérogroupe ll&n 2009, les signalements dont les
souches sont de groupe PCR IVb réputé le pluseritdt a I'origine de nombreuses épidémies
souligne I'importance de surveiller ce groupe PCR. méme, la fréquence dans les souches
humaines en 2008 du groupe PCR llc associé au a€érBu et au profilAsd/Apd
301006/301006 laissait présager I'apparition d'ignalement ce qui fut le cas en 2009. Le
sérovar 3c est rarement associé a des cas d'mfiedtiumaines. Le nombre de signalements est
comparable a 2005 et 2006. Rappelons que depui2806, les critéres de signalement ont été
optimisés pour diminuer des investigations lourgasfois inutiles (Cf. Chapitre 5.1.1.). Un
signalement 2008 (L08/07) a été cloturé en 200QsTes autres signalements de 2009 ont été
cléturés en 2009.
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Tableau 15: Synthése des signalements effectués par le CNRL2CE8 et rappel des
signalements ouverts en 2008 et cléturés en 2009.

. ancienne Date du Date de Caractéristiques des souches
Signalement . . . A - .
numérotation  signalement cléture Groupe PCR  Profil Asd Profil Apal
A 30/06/2008 30/06/2008 __ 19/01/2009 | Vb . 210792 210792
L08/01 07/04/2008 07/04/2008 05/05/2008 Vb 200792 200792
L08/02 14/04/2008 14/04/2008 23/06/2008 Vb 011001 160602
L08/03 05/05/2008 05/05/2008 02/06/2008 Vb 210792 210792
L08/04 26/05/2008 26/05/2008 23/06/2008 Vb 220803 200792
L0O8/05 17/06/2008 17/06/2008 21/07/2008 Vb 200792 200792
L0O8/06 23/06/2008 23/06/2008 21/07/2008 Vb 151005 151005
LO8/07 30/06/2008 30/06/2008 19/01/2009 Vb 210792 210792
L08/08 08/09/2008 08/09/2008 14/10/2008 Vb 151005 111206
Losioo 06102008 06/10/2008 __ 03/11/2008 | Vb 200792 200792

L09/01 19/01/2009 19/01/2009 01/09/2009 Vb 200792 200792
L09/02 27/04/2009 27/04/2009 02/06/2009 Vb 011001 160602
L09/03* 06/07/2009 06/07/2009 03/08/2009 lla 241006 241006
L09/04 06/07/2009 06/07/2009 10/08/2009 IVb 151005 151005
L09/05 10/08/2009 10/08/2009 14/09/2009 IVb 011001 160602
L09/06 01/09/2009 01/09/2009 26/10/2009 IVb 210792 210792
L09/07 14/09/2009 14/09/2009 28/12/2009 Vb 151005 111206
L09/08* 14/09/2009 14/09/2009 09/11/2009 llc 301006 301006
L09/09 12/10/2009 12/10/2009 23/11/2009 Vb 151005 151005

*, Nouveau profil de signalement depuis 2006

Tableau 16 : Signalements de listériose, signalement associésacds associés et des cas
sporadiques, France, 2000-2009 (modifié de Gotileble, 2008)

Caracteéristiques

20002001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009

Nombre de signalements 9 4
détectés
Nombre de cas appartenant a53 21

un signalement
Nombre de cas n’appartenant210

pas a un signalement

167

10 11
70 78
150 131

13

88

148

11

65

156

11

98

192

16

106

213

9

58

214

11

87

230

3.3.4 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 DEGAIl, 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 dested. Depuis 2008, un changement a été
effectué en cours d’année, en ne remontant poactetr les rapports a la cellllesteria que

sur trois mois au lieu de six mois pour les souchesnaines présentant les mémes
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caractéristiques que celles isolées de produitsealiaires contaminés par monocytogenefe
changement a été motivé par I'observation que iageé d’'incubation maximale est de 70 jours.

= En 2009, 485 souches (contre 642 en 2008 et 529@n) comme environ en 2007 ont été
adressées au CNRL dans le cadre des 332 (contrer28008 soit +16% d’augmentation, 198
en 2007 et contre 200 alertes produits en 2006ealeroduits déclenchées par la DGAI.

3.3.5 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
2009 poulListeria et lors d’inspection.

3.3.6 ALERTE EUROPEENNE

En 2009, le CNRL a été informé de deux alertesytedommunautaires :

* Une alerte produit communautaire N°2009.0458 (@lgptoduit DGAI 2009/262)
concernant du gorgonzola italien qui a été notifiée le réseau RASFF (Rapid Alert
System for Food and Feed).

* Une alerte produit communautaire N°2009.1962 sprésence de. monocytogenesur
un lot de fromages fabriqué en Pologne.

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. Geqmole d’investigation, spécifique des formes
neuroméningeées, a commenceé en aodt 2001.

On définit pour 2009 un cas de forme neuroménirng@eme tout cas de listériose avec une date
de diagnostic (date d’isolement de la souche) c@amntre 01 janvier 2009 et le 31 décembre
2009 et présentant une forme clinique neuroménirggden les criteres de la DO (signes
cliniques d’atteinte neuroméningée et souchk.daonocytogenesolée du sang ou du LCR).

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

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

= En 2009, sur les 317 cas de listériose recensésep@NRL au jour de ce rapporntes

investigations demandées au CNRL par I'InVS ont coterné 70 cas répartis sur toute la
France, soit 82 % (contre 77% en 2008, 65% en 20@&t 59% en 2006) des infections du
systéme nerveux central identifiées par le CNRL eR009

3.3.8 CONCLUSION

Comme pour la plupart des pays industrialisésystesne de surveillance microbiologique de la
listériose, qui se fonde sur I'étude des souchedep&NRL, dépend de la bonne volonté des
biologistes médicaux qui acceptent d’adresser lsouvsehes au CNRL. La collecte des données
n'est donc pas exhaustive et est parfois retatdéesysteme participe a la mise en évidence de
'augmentation du nombre de cas et de distingueicés groupés dus a une souche unique. I
permet également de préciser un certain nombrerd#ances (évolution des formes cliniques,
caractéristiques des souches responsables de tedioims, etc.). Il reste cependant a
comprendre la cause de 'augmentation récente thbreode cas.

En 2009, le plus grand nombre de cas depuis 1988 aapporté. Ceci illustre la nécessité de
poursuivre la mobilisation de l'industrie agro-adintaire en matiere d’hygiene et de contrdle,
tout en poursuivant la sensibilisation des grougepersonne a risque et des professionnels de
santeé.
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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 (General)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 et
peut procurer une liste de références sur un agg&icié sukisteria et/ou la listériose.

= En 2009, par exemple, de nombreux étudiants omaddé des copies d’articles sur les
épidémies, les bactériophages ou des revues $istdaose. On peut ici ajouter la participation
au Réseau de Microbiologistes Médicaux (R2M) defesadu CNRL afin de répondre le cas
échéant a toutes questions spécifique sur laibstou demande de bibliographie sur ce sujet.

4.2 DIFFUSION DE L’ INFORMATION SUR LISTERIA ET LA LISTERIOSE

Le CNRL a également pour mission la mise a jourcdemaissances 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 sainthi 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 cocosnmunication & des congres ; rédaction de
revues générales; communigqués de presse ; sitedéhteadresse e-mail et numéro de téléphone
dédiés; formation et encadrement de stagiaires].

4.2.1 SITE INTERNET

Le CNRL/CCOMS deslListeria dispose d'un site internet bilingue (francais/amngl
http://www.pasteur.fr/cnr/lister)aqui est régulierement consulté. Ce site permatader a de
nombreux documents utiles et téléchargeables, motarn les différentes feuilles de recueil
d’informations devant accompagner I'envoi de sosgldes liens utiles, le rapport d’activité du
CNRL et une rubrique de réponses aux questionsdrament posées au CNRL (FAQ).

Le CNRL répertorie 'ensemble des sites Internetlaarmue francaise afin de solliciter les
modifications des données erronées ou ajouter mplément d’informations ou effectuer un
lien avec le site Internet du CNRL.
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4.2.2 COURS ET CONFERENCES SUR INVITATION

En 2009, les collaborateurs du CNRL ont donné 3scsur le sujet :

Cours sur <.isteria monocytogenes ADRIA Développement de Quimper, formation
continue « Bactéries pathogenes en alimentairenn&s, le 23/09/09, A. Leclercq.

Cours sur les toxi-infections d’origine alimentagielesListeria, Institut Pasteur de Lille,
Lille, Cours Techniciens en microbiologie, hygiétesécurité des aliments, le 25/03/09,
A. Leclercq.

Cours sur ledisteria, Institut Pasteur de Lille, Lille, Cours Le pomiir les principaux
microorganismes pathogenes, 23/06/09, A. Leclercq.

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.

= En 2009, nous avons accueilli un stagiaire, I&DDrali (Responsable du laboratoire de
typage moléculaire, Institut Pasteur d’Alger, Aigérayant effectué un stage dans le cadre de la
mise au point d’un systéme de surveillance mictioique en Algérie par la construction d’'une
base de typage moléculaire PFGE des souches hugmiamentaires algériennes.

= En Janvier 2009, un responsable du CNRL a étélaidéitut Pasteur de Dakar au Sénégal
pour son activité sur lddsteria monocytogenagans les aliments et I'environnement.

= En 2009, les responsables du CN&eria ont encadré deux étudiants:

Soléne Grayo, These de Doctorat de I'Université FFAR « Mécanismes moléculaires
de la traversée de la barriere placentaire Lpsteria monocytogenes 18 Décembre
2009, Paris (Directeur de These : M. Lecuit).

Jodie Lopez, M2Pro Diagnostic microbiologique : ppfoche innovantes », Université
Paul Sabatier de Toulouse lll, « Analyse de lacstime des populations desteria
monocytogenesur un échantillon mondial », Septembre 2009,|dime (Directeur de
M2Pro : M. Lecuit & V. Chenal-Francisque)
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4.2.4 DEMANDE D’ INFORMATIONS ET DE CONSEILS

Devant un nombre croissant de sollicitations pairger €lectronique et par téléphone, nous
avons recensé et détaillé les demandes par editEli6@pasteur.jret les appels téléphoniques
pour I'année 2009.

Nous avons recu plus de 320 messages par cougarohigue sur I'ensemble de I'année 2009
(~40/semaine) et 490 appels téléphoniques (~9/senaCi-dessous figure la répartition des
principales motivations de ces demandes selorakggaries de personnes concernées :

1/ Professionnels de santé

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

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

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

- demandes de conseils thérapeutiques (alternatvapgbutique en cas d’allergie gix
lactamines).

2/ Professionnels de l'alimentaire
- demandes de renseignements concernant I'envoiubhedfeuilles de demande a
renseigner et condition de transport, adressey &fd et facturation) ;
- demandes de conseils microbiologiques (prélévengerdaliser, isolement,
identification, typage des souches, et/ou integpigt des résultats) ;
- demandes relatives au management de la qualitdl®LQprocédures 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 lesnigals utilisées au CNRL ;
- demandes d’article et/ou de documentation surmeedasteria et sur I'épidémiologie de
la listériose.

Il est intéressant de souligner une forte demander ples méthodes diagnostiques
complémentaires a la culture. A noter que les delesmle particuliers portent essentiellement
sur la prévention durant la grossesse. Les médecirtsavail, les hygiénistes et les cliniciens
posent souvent la question de lintérét d’'une aoHivophylaxie en cas de situation a risque
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notamment chez une femme enceinte et des traitereartas de formes neuromeéningées.
L’analyse des principales demandes sera pourssivid¢année 2010. 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 2009, le CNRL a recu des souches isolées denpstiadressées par des laboratoires de
biologie médicale de pays pour lesquels il n'exisés de centralisation des souches dans le
cadre d’'un systeme de surveillance (cf. chapit8e32.

Le CNRL a également recu 218 souches d’originerenementale et/ou alimentaire (contre
183 en 2008, soit +19%, et 107 en 2007), adregsfedes laboratoires d’hygiene et de contréle
des aliments pour leur identification et leur cé&kdsation (cf. chapitre 3.2.).

Expertise de méthodes ou de déclaration d’inventmnde projets industriels

En 2009, les responsables du CNRL ont contribug @\Vision des normes internationales et
européennes pour lekisteria en microbiologie des aliments et sur une harmdoisa
européenne des méthodes de groupage PCR et de tyyoééculaire des. monocytogenes

Enfin, ils ont conseillé des industriels sur desjgis de développement de kits commerciaux
pour L. monocytogenest ont recu 3 responsables Recherche et Développgroar un appui
technique sur des kits de diagnostics.

Expertise de publications

En 2009, le CNRL a participé a la relecture etéaréémbre de comité de rédaction de journaux
tel qu’Eurosurveillance, PLoS pathogens, Clinicatidbiology and Infection, Journal of Food
Protection, International Journal of Food Microbmy, Journal of Analytical Methods, etc. Dans
ce cadre, 12 publications durmonocytogenesnt été examinées en 2009.

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),
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« 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 microbgidodes aliments ISO TC34, membre du
comité d’experts spécialisés CES Microbiologie’ & ESA, etc.).

Lors de plusieurs réunions a 'AFSSA du CES Micobdie, le sujet de 'augmentation des cas
de listériose a été abordé et a été argumente @2XRL.

Conseil aupres de Ministere

En 2009, le CNRL a conseillé la DGAI et les DASS3estCLIN sur les prélevements de surface
dans des ateliers alimentaires et sur des méthamtggtiques lors de demande de la Cellule
Listeria.

Le CNRL a été membre du rapport sur saisine 200885A « Augmentation des cas de
listériose et lien éventuel avec I'évolution desde® de production, de préparation et de
consommation des aliments ». Ce document a étdaéalus la coordination AFSSA-DERNS,
F. Gauchard entre TAFSSA-LERQAP, A. Beaufort, VI, V. Goulet et le CNRL, A. Leclercq,
approuvé par le Comité d’Experts spécialisés dESBA Microbiologie, et publié sur le site de
'Afssa en février 2010 a [ladresse http://www.af$gDocuments/MIC-Ra-
ListerioseAliments.pdf.

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 constiture base de données de profils de souches
utile pour les investigations autour de cas dériigse.

Il est donc primordial de pouvoir pérenniser ceseafix 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 envoyéeslansdes plus brefs délais.

Le CNRL a participé, a la publication d’'un article vulgarisation destiné a la communauté
médicale (Charlier-Woerther C et al. La Revue datipien. 2009 Sep 20;59(7):905-11.), et avec
I'Afssa a la publication d’un rapport sur 'augmatidn des cas.
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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 2009, le rapport d’activité pour 'année 2008t& mis en ligne sur notre site web (Adresse
http://www.pasteur.fr/sante/clre/cadrecnr/listeviab-CNRListeria2008.pdf) et adressé a tous les
institutionnels investis dans la surveillance dédgeriose ainsi qu’a toute personne en faisant la
demande.
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5.3 COMMUNICATIONS NATIONALES

14°™ colloque sur le Controle Epidémiologique des malaés Infectieuses, SPLIF
(Groupe communication, alerte sanitaire, préventionet sociétg, Institut Pasteur,
Paris. 14 Décembre 2009. A. Leclercq. Communicatiosle « Personnes agées et
listériose : Bilan et perspectives » (Adresse web du diaporama: www.
Infectiologie.com)

29 réunion interdisciplinaire de chimiothérapie infectieuse RICAI 2008, Palais des
Congres, Paris. 3-4décembre 200 ommunication orale. H. Dieye, A. Leclercq, T.
Cantinelli, S. Grayo, M. Lecuit. « Gastroentériebifile et septicémique A&isteria
monocytogenes. Abstract 124/31.

29 réunion interdisciplinaire de chimiothérapie infectieuse RICAI 2008, Palais des
Congrés, Paris. 3-4 Décembre 2009Communication orale. A. Le Monnier, A.
Leymarie, M. Ragon, E. Laurent, A. Leclercq, M. uigcV. Goulet. « Evolution de la
listériose materno-néonatale en France de 1988& 20Abstract 125/31.

9°™M colloque BioMérieux de microbiologie alimentaire Maison de la RATP, Paris,
20 Octobre 2009 Communication orale. A. Leclercq, “Evolution ddiktériose face a la
réglementation”.

5.4 COMMUNICATIONS INTERNATIONALES

Fifth European Symposium on Food Safety of the Intmational Association for
Food Protection. Berlin (Allemagne) 7-9 Octobre 2009. Communicatiorale en
partenariat avec 'TECDC'Overview of listeriosis in the EU'Round table oriDealing
with global Regulations, The Listeria Case.”

5.5 CONFERENCES SUR INVITATIONS

Second annual meeting of the Food and waterborne skases (FWD) network in
Europe. ECDC, Malte, Malte. 1-2 Octobre 2008. Participatiau groupe.isteria en
collaboration avec I'InVS.

Annual meeting of the International Organisation fa Standardization and
European Committee for Standardization for food Microbiology. ANIA, Valence,
Espagne, 4-8 Mai 2009. Présidence du CEN TC275/\&Ggarticipation a la révision
des normes de la série EN ISO 11290 lssteria spp. etL. monocytogenedans les
aliments.
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6 PROGRAMME D’ACTIVITE POUR LES ANNEES
2010-2011

Outre les activités de surveillance de la list&rien routine et la continuité des activités de
recherche effectuées en 2010, le programme deilt@ua spécifique aux activités d’Expertise
du CNRL pour les années 2010-2011 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

% En 2010, le CNRL souhaiterait proposer a la cellisteria de faire évoluer la nomenclature
des souches sur un identifiant unique regroupaspéce (M =monocytogenes = innocug IV
= ivanovii, S =seeligerj W = welshimeri,G =grayi, R =rocourtiae, Mi = marthii), le groupe|
PCR et le profil combiné PFG&sd/Apal.

Par exemple, la souche M-llc-301006/301006 est sm#éche de Listeria monocytogenes|de
groupe PCR lic de profil PFGE Ascl 301006 et defipPFGE Apal 301006 ce qui simplifierajt
les écritures lors de la surveillance nationale.

Aspects diagnostiques
e évaluation des performances comparées des difétests PCR et/ou sérologiques
actuellement disponibles dans le diagnostic dérlsde a partir des données clinico-
biologiques ;
e évaluation de la virulence des souched.eria monocytogene®t mise en évidence
des caractéristiques génotypiques et phénotypidifEsenciant les souches cliniques
des souches environnementales et notamment alimenta

Aspects thérapeutiques
» évaluation de I'antibiorésistance desnonocytogenes
« évaluation de nouvelles alternatives thérapeutiqieass le traitement de la listériose
neuroméningée (approches combinéestro etin vivo) ;

-908 -



Aspects cliniques (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-biologiquesaroant plus particulierement les
souches a l'origine des formes materno-néonatales ;
e participation a la révision de la fiche de la DO ;
* analyse des cas cliniques ou suspectéswanovii subspivanovii.
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/ CONCLUSION GENERALE

En 2009, le nombre de cas de listériose déclarésate a augmenté par rapport a 2008
(322 cas; +18%). Cette augmentation concerne mo&rhles formes materno-néonatales. |l
s’agit du nombre de cas de listérioses le plusééimpuis 1995, et 'augmentation observée
depuis 2006 se maintient donc en 2009. Il est pidnbdaa ce stade de conclure que
'augmentation observée en 2009 par rapport aus &onées précédentes est significative. Il est
important de souligner que cette augmentation &ingdans un contexte d’augmentation
comparable au niveau européen, sans que la causit &é identifiée a ce jour. En lien avec
AFSSA et I'InVS, le CNRL a participé a la rédami d’'un rapport sur ce sujet
(http://www.afssa.fr/Documents/MIC-Ra-ListerioseAbnts.pdf. Le taux de mortalité de 25 a
30% associé a cette maladie, souligne I'importadeda surveillance de la listériose humaine,
domaine dans lequel I'expertise du CNRL est recenmternationalement. Le CNRL a été
sollicité par les autorités sanitaires francaisesirpla gestion d’alertes sur des produits
contaminés en France et dans des pays tiers aiespay les autorités sanitaires autrichiennes
dans le cadre d’'une épidémie. Il a également agdéimvestigateurs algériens et portugais a la
mise en place d'un systeme de surveillance. Le GNRListeria, devant étre a méme de
poursuivre son activité en cas de déclenchemenplain de pandémie grippale HIN1, s’est
préparé a une autonomie de fonctionnement surrhaises en 2009.

Le CNR deslListeria poursuit ses efforts afin d’améliorer le diagnosties cas de
listériose, la détection des cas groupés et l'ifleation de la source de contamination, en lien
constant avec I'InVS et les autres partenairesadeellule Listeria. Cette année, le CNRL a
optimisé les modalités diagnostiques des gastrom#éal. monocytogenest approfondi la
compréhension de cette forme clinique dont I'innke est probablement sous-estimée. Le
CNRL a également participé a la mise en évidencd'ialication d’'une autre espece de
Listeria, L. ivanovii dans des cas de listériose humaine (Guillet Cokt 2009. Emerg Infect
Dis), et a décrit une nouvelle espéceldgteria non pathogend,isteria rocourtiae(Leclercq et
coll., 2009. Int J Syst Evol Microbiol).

La caractérisation moléculaire des souches Ildsteria est primordiale pour
l'investigation des cas groupés et des épidémiassi ayue [l'identification du véhicule
alimentaire a l'origine des cas humains. Elle pérde plus d’analyser la biodiversité de ce
genre bactérien. Cette année, le CMNRteria, en collaboration avec la Plate-Forme de
Génotypage des Pathogénes et Santé Publique @f#,au point un schéma de caractérisation
des souches selon la méthode MLVA (Multi Locus ®ble¢ Number Tandem Repeat Analysis).
Il a également conduit une étude phylogénétiqueMhatilocus Sequence Typing (MLST) a
partir de souches originaires des 5 continents,@giétudier de facon la plus exhaustive possible
la biodiversité et I'évolution de I'espétésteria monocytogenes
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En lien avec le groupe Microorganismes et barriigd’hdte, auquel il est rattaché, le
CNRL participe également a I'étude de la physioplaidie de la listériose. Par ailleurs, dans le
cadre de collaborations scientifiques au sein lastltut Pasteur et extérieurs, le CNRL poursuit
ses travaux visant)(a améliorer I'identification et la caractérisatides souches (détection des
principaux facteurs de virulence, étude de la vediité et de la structure génétique des especes
du genreListeria et de leur évolution),iilf a mieux comprendre la physiopathologie de la
listériose humaine etii() a valider de nouvelles approches thérapeutiques.
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