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Fréquence des Listeria en Algérie entre 1998 et 2000

L'origine alimentaire de la listériose humaine est bien établie. Elle est liée a certaines caractéristiques générales
de Listeria comme la résistance extréme aux conditions du milieu extérieur. Par ailleurs, vu la grande variété
de denrées alimentaires mises sur le marché national Algérien et connaissant les séquelles que peut engendrer
une telle zoonose, il est urgent de mettre en place un réseau de surveillance épidémiologique dans le but de
maitriser la situation en prenant les mesures préventives nécessaires par le contréle systématique des produits
arisque. Au cours de cette enquéte, sept souches de Listeria monocytogenes et trois souches de Listeria innocua
ont été isolées sur pres de 400 prélevements traités.
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Prevalence of Listeria in Algeria between 1998 and 2000

The food origin of the human listeriosis is well established. It is dependent with some general characteristics of
Listeria of which resistance extreme in the conditions of the external environment In addition, considering the
large variety of the food put on the Algerian market and knowing after effects what can generate such zoonose,
it is urgent to set up a epidemiologic inspection system situation by taking the preventive measures necessary
by systemic inspection products at the risk. With the course of our investigation, we isolated seven strain of
Listeria monocytogenes and three strain of Listeria innocua on close of 400 samples and the study continues.
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INTRODUCTION

Depuis une quinzaine d’années, les Listeria font
beaucoup parler d’elles. Elles ont été a 'origine de
plusieurs épidémies qui ont touché les Etats-Unis
(Rocourt & Bille, 1997), le Canada (Rocourt &
Bille, 1997),I’Angleterre (Rocourt & Bille, 1997),la
Suisse (Rocourt & Bille, 1997) et la France
(Vaissaire, 2000).

Ce travail suscite une attention particuliére vu les
risques encourus en cas d’épidémie de Listériose.
Ces risques épidémiques sont d’autant plus
amplifiés par le fait que I’Algérie est importatrice
de denrées alimentaires animales et d’origine
animale a partir de pays ou des foyers de listériose
ont été déclarés.

La recherche et la maitrise de techniques
d’identification constituera a cet effet une assise
scientifique pour la surveillance épidémiologique
de toutes les denrées a risque et permettra de
réagir rapidement au cas ou une denrée
quelconque révélera la présence de Listeria.

Pour cela, une enquéte bactériologique
systématique s'impose et concerne a la fois les
matieres premieres locales et/ou importées, les
chaines de fabrication et les produits finis qu’ils
soient d’origine publique et/ ou privée.

I1 va sans dire, qu'une épidémie de Listériose
cotiterait plus cher que des actions de prévention.

Par ailleurs, les épidémies de Listériose sont de
plus en plus fréquentes depuis 1980, d’ou
I'installation de programmes de surveillance
épidémiologique précis dans certains pays
(Henriette et al., 2000).

Les accidents épidémiques dus a Listeria
monocytogenes sont parfois graves, et largement
médiatisées. Elles concernent des catégories bien
précises de la population a savoir: les personnes
agées, les enfants, les femmes enceintes et les
sujets immunodéprimés.

Les symptomes classiques sont des formes
méningées ou septicémiques, avec un taux de
mortalité élevé (de I'ordre de 30%) (Aubertin &
Gin, 1987) qui place la Listériose parmi les
infections d’origine alimentaire les plus graves.

Aujourd’hui, on sait bien que diverses denrées
alimentaires peuvent véhiculer des Listeria et que

les épidémies touchent surtout les pays
industrialisés. La situation dans le Maghreb reste
peu connue (El Marrakchi et al., 1993).

Bien que la fréquence de cette bactérie reste faible
en Algérie (Bellouni, 1990), elle n’empéche en
aucun cas la poursuite et le renforcement des
investigations sachant que notre pays est
importateur de produits alimentaires et
d’animaux a partir de pays endémiques.

MATERIEL & METHODES
1. Origine des échantillons

Tous les prélevements proviennent d’échantillons
recus par I'Institut Pasteur d’Alger dans le cadre
des prestations d’analyses bactériologiques du
laboratoire de bactériologie alimentaire.

Au total, ce sont 419 prélevements qui ont été
analysés représentant différents groupes
alimentaires: laits crus destinés a la
transformation, laits pasteurisés conditionnés,
fromages a pate molle de type camembert,
fromages a pate dure de type Edam, viande bovine
congelée d'importation destinée a la restauration
collective, carcasses de poulets non éviscérées
destinées a la transformation et produits de
charcuterie (Tableau 1).

Tableau 1. Nature et nombre des aliments

analysés
Nature des prélevements Nombre
Laits crus 181
Laits pasteurisés 23
Fromages a pate molle 60
Fromage a pate dure 123
Viande bovine désossée congelée 25
Poulets crus 4
Produits carnés (saucisse merguez) 3
Total 419

Les prises d’essais sont soigneusement réalisées
sous hotte a flux laminaire elle-méme désinfectée
au préalable aux ultra-violets avant utilisation.

2. Analyses bactériologiques

Différentes techniques d’analyses ont été
proposées pour rechercher les Listeria en
particulier dansles aliments (Catteau, 1991), mais
au cours de ce travail, la méthode de détection de
référence AFNOR NF V 08055 (Figure 1)
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Figure 1. Méthode AFNOR : NF V 08-055 (Blancher, 2000)
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(Blancher, 2000), homologuée et référencée en
aoit 1997, a été adoptée.

La recherche des Listeria par cette méthode
nécessite quatre phases successives.

¢ Enrichissement primaire

L’enrichissement primaire est fait sur bouillon
Fraser au demi réparti en flacons a raison de 225
ml auxquels on ajoute 2,25 ml de supplément et 25
ml de lait cru a analyser. Le tout est bien
homogénéisé puis incubé a 30°C pendant 24
heures.

¢ Enrichissement secondaire et isolement

Apres une nuit d’incubation, un enrichissement
secondaire a été réalisé a partir de
I’enrichissement primaire a raison de 0,1 ml sur
bouillon Fraser réparti en tubes de 10 ml et
additionné de 0,1 ml de supplément. D’autre part,
un isolement sur gélose Palcam (P1) a été réalisé a
partir du milieu d’enrichissement primaire
(Fraser au demi). Le tout est incubé a 37°C,
pendant 24 a 48 h en fonction de la croissance
bactérienne.

¢ Isolement, identification et purification

Apres cette période d’incubation, I'enrichissement
secondaire a fait ’objet d’un isolement sur gélose
Palcam (P2) et les colonies qui y poussent
ultérieurement subiront les mémes tests que celles
ayant poussé sur les boites P1.

Les boites de Palcam (P1) ont fait I'objet d’une
lecture attentive. Cinqg colonies caractéristiques
(petites de couleur verdétre avec un halo noir dont
le diameétre est inférieur 4 1 mm), susceptibles
d’appartenir au genre Listeria ont été
sélectionnées. Ces colonies ont été soumises aux
tests suivants:

- réaction catalase a I'aide d’eau oxygénée,

- coloration de Gram.

Les colonies catalase positive, se présentant sous
forme de petits bacilles a Gram positif, ont été
purifiées parisolement sur gélose TSAYE incubées
a 37°C pendant une nuit.

¢ Confirmation biochimique

Apres purification sur gélose TSAYE, les colonies
suspectes ont été soumises a six tests.

Test 1. Mobilité

Une culture sur gélose mobilité en tubes par piqiire

centrale en double:

- le premier tube incubé a 25°C, pendant 24 a 48
heures,

-le second tube incubé a 37°C, pendant 24 a 48
heures.

A 25°C, Listeria monocytogenes donne une image
typique de sapin renversé, témoignant de son
caractere microaérophile.

Test 2. Hémolyse

Sur gélose au sang de mouton incubé a 37°C,
pendant une nuit, ’hémolyse se traduit par la
formation d’'une zone étroite et claire autour des
colonies; elle est qualifiée d’hémolyse de type B.

Test 3. Réactions VP et RM

Une culture sur milieu Clark et Lubs est

nécessaire a la détermination des réactions de

Voges Prauskauer (VP) et Rouge de Méthyle (RM).

Pour cela un tube contenant le milieu Clark & Lubs

a été ensemencé al’aide d’'une colonie ayant poussé

sur gélose TSAYE, puisincubé a 37°C pendant une

nuit. Le lendemain, la moitié du tube a été versée
dans un autre tube stérile:

-1'un sert a la recherche de la réaction VP, apres
adjonction des réactifs VP I, puis VP II, apres 3
minutes si la couleur vire au rouge orangé, il
s’agit d’'une réaction positive,

-Pautre sert a la recherche de la réaction RM,
apres adjonction du réactif RM,; s’il y a virage de
la couleur au rouge, il s’agit d’'une réaction
positive.

Test 4. Réduction des nitrates

Une culture dense sur bouillon nitrate a été

réalisée a partir de la gélose TSAYE, incubé 4 37°C

pendant une nuit. Le lendemain 5 gouttes des
réactifs Nitrate I puis 5 gouttes du réactif Nitrate

II sont ajoutées:

- L’apparition d’'une coloration rouge ou rose
indique une réduction des nitrates.

- Si le milieu reste incolore, on ajoute de la poudre
de zinc (réducteur de nitrates), on agite puis on
laisse le tube ouvert sur la paillasse en position
inclinée pendant 5 minutes:

- L’apparition d’une coloration rouge ou rose
signifie qu’il restait dans le tube des nitrates qui
n’avaient pas été réduits; la réaction est négative.
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- Quand le milieu reste incolore cela signifie qu’il
ne restait plus de nitrates dans le tube, et que les
bactéries les avaient réduits au-dela du stade
nitrites, la réaction est positive.

Test 5. Camp-test

Les souches de Listeria monocytogenes présentent
habituellement sur gélose au sang de mouton ou de
cheval une zone d’hémolyse de type B. A cet égard,
deux camp-tests ont été réalisés pour une
meilleure distinction entre souche hémolytique et
non hémolytique:

-souche de Staphylococcus aureus, réf: ATCC

25923,
- souche de Rhodococcus equi, réf: ATCC 6939.

Les camp-tests ont été réalisés sur gélose TSA
(tryptose Sang Agar) additionnée de 5% de
globules rouges de mouton, lavés et remis en
suspension dans un volume de tampon PBS égal au
volume initial de sang.

On réalise une premieére strie a ’'aide de la souche
de Staphylococcus aureus sur la gélose TSA, puis
une seconde strie parallele a la premiére al’aide de
la souche de Rhodococcus equi, puis une troisiéme
strie a l'aide d’une souche de Listeria
monocytogenes réf. ATCC 19118 (témoin)
perpendiculairement aux deux premiéres; ensuite
une quatriéme souche a tester, en veillant a ce que
les stries ne se touchent pas entre elles et restent
donc distantes de 2 millimetres.

Zone d'hémolyse

Apres une période d'incubation de 36 4 48 heures a
37°C, on observe l'accentuation de I’hémolyse
autour de la zone adjacente perpendiculairement a
la strie de Staphylococcus aureus, sous forme d’'une
pelle ou d’une breche (Photo 1).

L’identification de Listeria ivanovii peut
également étre confirmée par la mise en évidence
de I'hémolyse accentuée autour de la zone
adjacente perpendiculairement a la strie de
Rhodococcus equi, comme I'indique la figure 2.

Test 6. Galerie biochimique: API-Listeria
(Analytic Prophylactic Index)

API Listeria est un systéme d’identification des
Listeria utilisant des tests standardisés et
miniaturisés, ainsi qu'une base de données
spécifique.

D’autres caracteres biochimiques différentiels ont
été utilisés pour l'identification des especes du
genre Listeria (Tableau 2).

Photo 1. Aspect du camp-test sur gélose TSA

Listeria monocytogens

Staphylococcus aureus

Listeria ivanovii

Figue 2. Camp-test apres incubation

Rhodococcus equi

Zone d'hemolyse
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Tableau 2. Caractéristiques biochimiques utilisées pour I’identification des espéces du genre Listeria

(Rocourt, 1996)

Especes Camp-test D-xyl. L-rha AMM Man Réd.
L. monocytogenes + +

L. ivanovii + + .

L. murrayi + + +
L. innocua +- + -

L. welshimeri - n +- +

L. seeligeri - + .

L. grayi +

D-xyl.: D-xylose; L-rha.: L-rhamnose; AMM: Alpha-méthyl D-mannoside; Mann.: Manitol; Réd.: Réduction des nitrates

RESULTATS & DISCUSSION
1. Résultats

Au total, 10 souches de Listeria ont été isolées a
partir de 419 prélevements analysés. Les souches
isolées sont rprésentées par 7 L. monocytogenes et
3 L. innocua.

Sur les dix échantillons qui se sont révélés positifs
06 échantillons proviennent du lait cru, 1 du lait
pasteurisé, 3 de la viande bovine congelée
d’importation.

Toutes les souches isolées ont été confirmées par
leurs aspects au gram, leur mobilité, leur catalase,
les caracteres Voges Proskauer et rouge de
méthyle puis identifiées biochimiquement.

Néanmoins, il faut signaler que le camp-test n’a
pas donné de résultats satisfaisants pour
I’ensemble des souches. Il semble que ce test pose
de véritables problemes de spécificité et de
sensibilité conformément a ce qui a été rapporté
dans la littérature (Bind & Avoyne, 1996).

De ce fait, étant donné que ce test est basé sur
I’hémolyse, un simple isolement sur gélose au sang
de mouton permet de révéler ce caractere lié a la
pathogénicité des souches (Tableau 3).

Tableau 3. Espeéces identifiées en fonction de leur

origine
Especes identifiees Nombre Origines
L. monocytogenes 4 Lait cru
L. monocytogenes 1 Lait pasteurisé
L. monocytogenes 2 Viande bovine congelée
L. innocua 2 Lait cru
L. innocua 1 Viande bovine congelée

2. Discussion

En ce qui concerne la technique Afnor: NF V 08-055

(Blancher, 2000), il semble que cette méthode soit

tres fiable. Elle est peu onéreuse, mais quand

méme un peu longue surtout quand il s’agit de
denrées alimentaires d’importation pour
lesquelles il faut répondre tres rapidement.

La méthode de référence, homologuée et validée

par ’Afnor, permet:

- une sélection performante des Listeria grace aux
suppléments utilisés,

-la récupération des Listeria dans les produits
alimentaires présentant une polycontamination
importante,

-la croissance des Listeria “stressées” par des
conditions liées au produit (acidité du lait),

- moins coliteuse, fiable, sensible et rapide,

-tout résultat trouvé positif par une autre
méthode doit étre confirmé par cette méthode,
pour 'isolement du germe.

Par ailleurs, le probleme est relativement simple
lorsque les Listeria sont abondantes dans le
prélevement a analyser: un simple isolement sur
un milieu sélectif suffit pour les récupérer.

Or, dans la majorité des cas, lorsqu’il s’agit
d’analyses des aliments, le probléme ne se pose pas
de la méme facon: les Listeria sont généralement
en petit nombre et sont accompagnés d’une flore
associée et abondante. C’est le cas par exemple de
certains fromages ou le microbiologiste cherche a
mettre en évidence une ou plusieurs cellules de
Listeria dans 25 g de fromage contenant une flore
lactique trés abondante. Il se trouve alors
confronté au probléme de la compétition
microbienne.
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A cet effet, certaines méthodes d’enrichissement
sélectif s’imposent, mais prolongent
nécessairement, et de facon systématique, les
délais de réponse, souvent incompatibles avec la
durée de vie de certains aliments.

En ce qui concerne la spécificité, les différents
éléments sélectifs présents dans les milieux
d’enrichissement et d’isolement ne permettent pas
d’inhiber la totalité de la flore compétitive. Une
confirmation biochimique est quelquefois
obligatoire.

Cependant, I'aspect tres caractéristique des
colonies de Listeria sur la gélose Palcam, utilisée
dans la méthode AFNOR (Blancher, 2000), pallie
ce probleme.

Plusieurs méthodes ont été développées pour la
détection des Listeria a partir des denrées
alimentaires et de l’eau. Mais, le choix d'une
méthode dépend des exigences des utilisateurs,
qui seront en face de différents criteres
d’appréciation comme la rapidité, la sensibilité, la
spécificité, le cotit, les possibilités ou les exigences
de dénombrement et ’automatisation surtout en
industrie laitiere.

Par ailleurs, malgré I’évolution des méthodes de
détection, aucun test utilisable en routine ne
détecte spécifiquement les souches réellement
pathogenes.

La mise au point de techniques de détection des
facteurs de virulence de Listeria monocytogenes
est un des objectifs a atteindre. La PCR
[Polymerase chain reaction] sera sans doute, I'une
des méthodes qui pourra assurer cette spécificité
(Bind & Avoyne, 1996; Catteau, 1991). Cependant,
elles demeurent onéreuses.

Concernant les résultats de ce travail, le
pourcentage de positivité ne semble pas
significatif a priori (2,4%). Mais lorsqu’on
s'intéresse aux résultats par catégorie d’aliments,
on remarque par exemple que sur 25 échantillons
de viande bovine congelée analysés, 8% sont
contaminés par Listeria.

Ceci change forcément l'interprétation des
résultats et confirme que les produits carnés, qu’il
s’agisse de viandes crues, de charcuterie ou de
volailles, sont contaminées dans des proportions
atteignant 40% dans certains produits (Cottin et
al., 1985; Le Guilloux, 1980; Pini & Gilbert, 1988).

Pour ce qui est des laits crus, sur 181 échantillons
analysés 2,80 % se sont révélés positifs. Ceci est
conforme aux nombreuses études et travaux
réalisés de par le monde (Farber et al., 1988);
Dominguez Rodriguez et al., 1985).

Pour ce qui est des laits pasteurisés, sur 23
échantillons analysés, 4,35 % se sont révélés
contaminés.

Peu de recherches ont été effectuées en vue
d’estimer la contamination éventuelle des laits
pasteurisés.

Toutefois, une équipe espagnole (Garayzabal et al.,
1986) a trouvé 21% des échantillons contaminés.
La encore, cette contamination peut avoir
plusieurs origines: une pasteurisation
insuffisante, une contamination secondaire dans
la laiterie, ou encore lors du conditionnement.

En Algérie Listeria monocytogenes est présente,
sans toutefois avoir des données fiables sur la
Listériose animale et humaine et la corrélation
entre les deux.

Par conséquent, la fréquence doit étre étendue a
d’autres aliments a risques notammentles viandes
et produits carnés, les produits de la mer et les
fromages afin d’étudier le comportement de
Listeria dans différents types d’aliments.

CONCLUSION

Ce travail montre la présence de Listeria
monocytogenes en Algérie a travers une large
gamme de denrées alimentaires produites a
I'échelle nationale et d’'importation. Ceci se traduit
par le fait qu’on n’est pas a I’abri d’'une poussée
épidémique avec toutes les conséquences qui
peuvent en découler si les aliments ne subissent
pas un traitement listéricide.

Les propositions avancées (surveillance
épidémiologique constante) sont simples et
facilement réalisables. Il suffit de mobiliser les
moyens humains, matériels et financiers
existants, de les renforcer, de les motiver et enfin
de les utiliser de facon rationnelle.

Une systématisation de la recherche des Listeria
s'impose dans les controles microbiologiques de
routine.
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