Listeria monocytogenes est un germe ubiquiste responsable
d’une maladie invasive rare, mais grave, la listériose. A I’heu-
re actuelle, il est considéré comme un agent pathogeéne impor-
tant en santé publique puisqu’il est a I’origine d’épidémies ali-
mentaires a travers le monde (Farber and Peterkin, 1991 ; Frye
et al., 2002). De récents événements en France et dans d’autres
pays Européens ont montré que la viande de porc et les pro-
duits carnés a base de porc, comme les produits de charcuterie
pouvaient étre a I’origine de listériose (Goulet et al., 1998). En
fait, de nombreuses études ont montré la présence de Listeria
monocytogenes tout au long de la chaine de transformation de
la viande de porc, avec une prévalence croissante de 1’abattoir
aux ateliers de découpe et a I’industrie de charcuterie salaison
(Nesbakken et al., 1996). Le saucisson sec est un produit carné
non cuit, fermenté et séché issu de la tradition culinaire
frangaise. A ce jour, aucun saucisson sec n’a été impliqué dans
des cas de listériose. Cependant, la présence de L. monocyto-
genes dans les produits en fin de dessiccation maturation est
inquiétante en termes de santé publique. Des recherches
bibliographiques ont souligné qu’il existe peu de données
francaises publiées sur la prévalence de la contamination des
saucissons secs par L. monocytogenes. Par ailleurs, les pro-
duits intermédiaires obtenus lors de la fabrication ainsi que
I’environnement des entreprises n’ont fait 1’objet d’aucune
investigation. Il en découle qu’aucune caractérisation fine des
souches de L. monocytogenes isolées en charcuterie n’a été
effectuée et donc qu’aucun sérotypage n’a été entrepris afin
d’évaluer si ces souches appartiennent aux sérotypes les plus
souvent impliqués dans les cas de listériose.

Le principal objectif de cette étude était d’étudier les liens de
clonalité entre les 1028 isolats de Listeria monocytogenes col-
lectés de I’environnement de 13 entreprises de charcuterie
salaison, des matieres premicres utilisées et des saucissons
produits a différents stades de fabrication (Thevenot et al.,
2005). Le sérotypage a été conduit afin d’apprécier trés géné-
ralement le danger lié aux souches présentes dans les entre-
prises ¢tudiées puisque seulement trois sérotypes sont associés
a des cas de listériose. Par ailleurs, la macrorestriction enzy-
matique suivie d’une séparation des fragments d’ADN par
¢lectrophorése en champs pulsé: pulsotypage, a été utilisée
pour caractériser les isolats de L. monocytogenes, et plus pré-
cisément pour évaluer la diversité des souches, déterminer
I’existence possible de souches génétiquement proches entre
les entreprises, d’identifier les sources du pathogéne dans les
entreprises et déterminer ses modalités de dissémination au
sein de ces entreprises.

Caractérisation
sérologique et
moléculaire d’isolats
de Listeria
monocytogenes
collectés dans

13 charcuteries
salaisons et leurs
produits

L. monocytogenes est
souvent introduit dans les
charcuteries salaisons par
le biais de la matiére
premiére. Les produits
intermédiaires peuvent
étre aussi I'objet de
contaminations croisées
impliquant la main
d’ceuvre et le matériel.
Aussi les entreprises
doivent étre
particulierement vigilantes
quant au respect de
I'application stricte des
procédures de nettoyage
désinfection.
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Sc lence et Tableau 1: LES SEROTYPES OBSERVES SONT TRES VARIES
lechnique

Surfaces Surfaces
en contact sans contact
2 avec la viande avec la viande
‘E Avan.t Penda_nt Avan.t Penda.nt Mains Viande crue Saucissons Total
= travail travail travail travail
@ % de souches % de souches| % de souches % de souches| % de souches % de souches % de souches % de souches
(total de (total de (total de (total de (total de (total de (total de (total de
180) 467) 20) 43) 12) 116) 190) 1028)
1/2a 56,9 50,7 80 53,4 58,3 52,9 35,2 49,9
1/2b 8,9 13,5 20 11,6 0 7,7 17,9 12,7
1/2¢ 22,3 21,4 0 27,9 33,3 28,4 11 20,4
4b 5 7,2 0 6,9 0 5,2 16,3 8
4e 0,5 0 0 0 0 0 0 0,09
? 6,7 7 0 0 8,3 6 19,5 8,75

Prévalence des différents sérotypes collectés dans les entreprises avant et pendant travail,
dans la viande et les produits
? : Souches non sérotypées.

Tableau 2: LES PULSOTYPES OBSERVES SONT TRES HETEROGENES

Surfaces avec contact avec Surfaces sans contact
la viande avec la viande Mains Viande Saucissons
Salaison Avant Pendant Avant Pendant hachée :
aasons travail travail travail travail
E1] 1,2,28 58 1, 60 NS NS NS 1 1,28
2,5,15,28, | 1,5,6, 14, 15, 2
A | E2 | 306,52,53, | 28,40, 60,63, NS NS NS 1"?5_86253’ Mé%’ 34,
56, 58, 60 67 d ?
B3| 1,7,15,28 1,5,7,28 NS NS NS 7 1,7,28
B E1 NS 1,7.8 NS NS NS NS 7.8
E2 1 6,7,8,. 41 NS NS NS 1 6, 41
E1| 5,16,24 1,2,5,24 NS NS NS 1,2.5 2,510
C 1,3,5.9,10, —
E2 2,5,24 16, 24, 32,57 NS NS NS 3,5.9 5,32
D Bl NS 1,2,5,54 NS NS NS 1 1
E2 NS 1,2.5,8 NS NS NS 38 1
. BE1| 5,40,69 5 NS NS NS 25 5, 25, 46
B2 NS 5,25 NS NS NS 25 5
. . . 1,3, 10
P E1 1.3 1,3.6 NS NS NS 1.3.6 16,79
E2 1 1.5 NS NS NS 1.6 NS
G | E1 NS 1,4, 32 NS NS NS 32 22
1, 5,12, 23,
BE1| 23,29,70 | 30,37,70,73, NS 23 NS 2 372 2, 23°277(’ &,
H 80, 74 ’
" 12,18,23, | 8,12, 23,73,
E2 29, 43 75 8,23 23 23 23,29 2,18
; s 15,34,
1/] E1l NS 1,5 34 5,34 1 NS 4.5 35, 68
E2 NS 1,5,7,39 5 ) 1.5 5.7 5
Bl 5 1,6,27 NS 1.6,45 27 1 9,27
K B2 NS 514, 21,27, NS 9,21,83 NS 21, 66 21
42,55
E1 11,42 65, 33,17, 20 NS 65, 9285, 26, NS 33,17,5 1.8, &17’
L 49, 26, 64,
E2| 50,48 1%22(;’1*1;8’ NS 8 NS 24.7.47, | L 163 52,
> L 19,52
M E1 1.5 1,5,8,27,73 NS NS NS NS 5.27
Y E2 T 19,78 1.27 NS NS 1 NS 1.9,77
N | E1 NS 1 1 NS NS 1, 26,27 1

Différents pulsotypes observés dans les 13 charcuteries salaisons.
NS': Aucune souche isolée. E1, E2, E3 : Echantillonnage 1, 2 et 3. Les pulsotypes soulignés ont été
retrouvés dans plusieurs charcuteries salaisons
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RESULTATS ET DISCUSSION

Aprés sérotypage, cinq différents
sérotypes ont ¢été détectés: 1/2a
(49,9 %), 1/2¢ (20,4 %), 1/2b (12 %),
4b (8 %) et 4e (0,1 %) (tableau 1).
Des distributions de sérotypes simi-
laires ont été observées parmi des
souches collectées dans des abattoirs
et des ateliers de découpe de viande
de porc.

Pendant D’activité, les résultats ont
montré que toutes les surfaces étaient
souillées par des souches appartenant
aux mémes sérotypes, et dans les
mémes proportions que celles isolées
de la viande crue de porc, a savoir, les
sérotypes 1/2a (52,9 %), 1/2c
(28,4 %), 1/2b (7,7 %) et 4b (5,2 %).
Les souches isolées des saucissons
appartenaient aux mémes sérotypes
que les souches isolées de la viande
crue, mais dans des proportions signi-
ficativement différentes (p < 0,0001):
1/2a (352 %), 1/2b (17.9 %), 4b
(16,3 %), 1/2¢ (11 %). Les pourcen-
tages de souches appartenant aux
sérotypes 4b et 1/2b sont plus élevés,
alors que ceux des souches de séro-
types 1/2a et 1/2c, le sont moins. La
présence de souches de sérotypes
1/2a, 1/2b et 4b dans les saucissons
est préoccupante pour le gestionnaire

du risque car la majorité des cas spo-
radiques de listériose est associée a
ces sérotypes, et le sérotype 4b est 1ié
a la plupart des épidémies récentes de
listériose. Cependant, il est important
de souligner que les taux de contami-
nation des saucissons sont habituelle-
ment faibles (< a 100 ufc/g) et a prio-
ri non suffisant pour étre a 1’origine
de pathologie. Cette affirmation est
toutefois a modérer car elle implique
que L. monocytogenes présente dans
le produit fini ne pourra jamais se
développer. La démonstration devrait
étre faite par le fabricant.

Les résultats ont montré que quatre
isolats d’une salaison avaient le
méme pulsotype que la souche de
référence 4b. De plus, 45 isolats pro-
venant d’un atelier étaient génétique-
ment proches (deux bandes de diffé-
rence sur leur profil de macrorestric-
tion) d’une souche impliquée dans un
cas humain de listériose. Ainsi, la
présence de telles souches dans 1’en-
vironnement des ateliers, et par
conséquent dans les produits pourrait
représenter un danger si les germes
parvenaient a se multiplier et a
atteindre des taux supérieurs a
1000 ufc/g.

MATERIEL ET METHODE

Les souches étudiées ont été collectées précédemment dans 13 salaisons selon des plans
de prélévements spécifiques a chacune d’elle. Afin d’évaluer la persistance des souches
au sein des entreprises, deux salves de prélévements ont été répétées, avec au moins 2
semaines d’intervalle (Thévenot et al., 2006). Les prélévements ont été effectués sur les
surfaces (avec contact ou non avec la matiére premiére) avant et pendant activité,
dans les matiéres premiéres et les saucissons a différents stades de maturation (apreés
embossage, en fin de séche, fin d’étuvage et a DLUO). Au total, 1028 souches (996 de
I’étude précédente et 32 collectées selon le méme protocole) ont été étudiées.

Quatre souches supplémentaires de L. monocytogenes ont été incluses dans I’étude:
deux souches de référence des sérotypes 4b (CIP (Collection de I’Institut Pasteur)
78.38) et 1/2a (CIP 104794); et deux autres souches impliquées dans des cas de listé-
riose humaine (CIP 105550 de sérotype 4b et CIP 100607 de sérotype 1/2a).

Sérotypage

Le sérotypage a été réalisé en utilisant des sérums anti Listeria selon les recommanda-

tions du fabricant (Thévenot et al., 2006).

Analyse des souches par macrorestriction

Apres extraction de PADN total bactérien, ce dernier a été digéré par I’enzyme a sites
de coupures rares Apal. Les fragments obtenus ont été séparés par électrophoreése de
I’ADN en champ pulsé (Pulsed Field Gel Electrophoresis). Les profils d’ADN obtenus
ont été visualisés sous lumiere U.V., et les images capturées par un systeme vidéo.

Lestimation de la taille des fragments et la comparaison des profils des différents iso-
lats a été réalisée en utilisant le logiciel Taxotron. Les similarités entre profils ont été
établies en employant un coefficient de Dice de 1,2 %. Les différents profils ont été
regroupés en utilisant la méthode d’analyse UPGMA (Unweighted Pair-Group Method
Analysis) avec une erreur allant de 3,54 5 %.

Analyse statistique

La distribution des sérotypes a été comparée en utilisant le test de Chi2, et la diversité
des pulsotypes a été comparée grice au test de Wilcoxon. Les calculs statistiques ont
été réalisés en utilisant le logiciel Software R (version 1.6.1.).

Distribution globale des
pulsotypes

Les 1028 isolats collectés dans les
salaisons et les quatre souches CIP
ont été analysés par pulsotypage. A
I’exception de cing isolats résistants a
I’enzyme Apal, les isolats ont été
groupés en 83 profils de macrorestric-
tion (PFGE) (de T1 a T83). Quatre-
vingt des pulsotypes incluaient des
isolats de salaison, trois profils
regroupaient, quant a eux des souches
de salaison et des souches de collec-
tion (CIP) (figure 1).

La méthode d’analyse UPGMA a per-
mis de grouper les pulsotypes dans
deux groupes distincts. Le premier
groupe incluait, en fonction de leurs
antigénes flagellaires, les sérotypes
1/2a et 1/2c; le second, les sérotypes
1/2b, 4b et 4e.

Distribution des pulsotypes au
sein des entreprises

Les souches collectées au sein des
entreprises ont montré une importan-
te hétérogénéité génétique (grand
nombre de pulsotypes) (tableau 2).
Cette diversité est probablement le
résultat de plusieurs facteurs: tout
d’abord, la diversité des souches de la
matiére premiére crue associ¢e a la
grande diversité de souches collectées
sur les surfaces et dans les produits
intermédiaires. Cette diversité est
d’autant plus importante que le tonna-
ge travaillé par D’entreprise est lui-
méme important. Ceci peut s’expli-
quer par le fait que plus la quantité de
viande utilisée est importante, plus la
probabilit¢ de contamination des
équipements est élevée, résultat que
nous avons retrouvé. La persistance
de souches en dépit des opérations de
nettoyage désinfection peut égale-
ment contribuer a un niveau moindre
toutefois, a la diversité génotypique
des souches dans I’environnement
des salaisons et des produits.

Dans cette étude, des souches ont été
qualifiées comme persistantes des
lors que des isolats d’un méme pulso-
type ont été retrouvés dans I’environ-
nement des ateliers a au moins 2
semaines d’intervalle.

Des contaminations persistantes ont
été détectées dans quatre salaisons sur
des matériels (couteaux) et des équi-
pements. Cette persistance était pro-
bablement due a deux facteurs inter-
agissant. Premiérement, les opéra-
tions de nettoyage désinfection n’é-
taient peut-étre pas suffisamment effi-
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Figure 1
RELATIONS GENIQUES OBSERVEES ENTRE LES 83 PULSOTYPES DE L’ETUDE

pulsotypes serotypes

nd : Non déterminé; nb de souches (x): souches CIP (issues de la collection Pasteur)
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caces. En effet, les produits désinfec-
tants  doivent  impérativement
atteindre les sites de contamination a
des concentrations données et ce,
pendant des durées suffisantes pour
étre efficaces. Ceci n’est pas toujours
le cas lorsque les opérations de net-
toyage désinfection sont menées sur
des chaines de fabrications trop com-
plexes et de machines non démon-
tables et présentant de nombreuses
zones non atteintes par les produits.
En effet, les espaces réduits, les
ouvertures étroites, les angles droits,
les coudures difficiles, voire impos-
sibles a atteindre, entrainent un net-
toyage mécanique insuffisant et de
fait, une désinfection peu ou pas effi-
cace. Ce travail confirme les résultats
exposés dans notre précédente publi-
cation (Thévenot et al., 2006): les
entreprises travaillant de gros ton-
nages de viande sont plus concernées
par les souches persistantes que les
plus petites. Le second facteur pour-
rait étre la nature elle-méme des
souches qui seraient particuliérement
adaptées a ’environnement des salai-
sons et a la viande de porc. Plus pré-
cisément, parmi les 80 pulsotypes des
souches de salaisons, 21 étaient col-
lectés dans différentes salaisons et 59

¢étaient collectés dans une seule entre-
prise. Notre étude a également montré
que des isolats provenant de plusieurs
salaisons utilisant des matiéres pre-
miéres d’origines différentes parta-
geaient le méme pulsotype. On sup-
pose donc que certaines souches peu-
vent avoir une distribution plus large
que d’autres, et par conséquent peu-
vent étre introduites et réintroduites
continuellement dans les entreprises
par le biais notamment de la viande
crue. Les souches résidentes d’ate-
liers n’ont peut-étre pas forcément de
supériorité écologique, elles bénéfi-
cient peut-étre simplement de procé-
dures de nettoyage désinfection
inadaptées. Par contre, les clones cir-
culants présents dans différentes
entreprises géographiquement éloi-
gnées suggerent leur grande ubiquité
permise par une adaptation de
souches a des conditions et des
matrices extrémement variées.

CONCLUSION

Cette ¢tude a révélé le fait que des
souches de L. monocytogenes sont
introduites dans les ateliers de char-
cuteries salaisons par le biais de la
matiére premiére.
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