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ESUME
La surveillance de la listéricse en France repose sur deux structures, le Réseau national de santé

pubhque (R.N.S.P.) et les Cenires nationaux de référence (C.N.R.). Le rdle des C.N.R. est : I'évaluation de
lincidence annuelle, ia détection de bouffée épidémique ou de véritable épidémie, el ceci & parfir des

souches adressées par les biologistes.

Pour ce faire, le C.N.R. de Finstitut Pasteur utilise des méthodes de typage phénotypique ef moléculaire
dont l'intérét a été démoniré lors de I'épidémie de France en 1992,

¥ UMMARY
% The surveillance of Listeriosis in France is realized through two institutions : Public Health National

Network and Reference National Centers (RNC).

The aim of the RNC is : evaluation of annual incidence, detection of outbreaks and of real epidemics, all
from the strains sent by biologists. To do thaf, the Institut Pasteur RNC uses phenotypical and molecular
typing methods. During the French epidemic of 1392 they showed their value.

La surveillance épidémiologique des maladies monocytogenes & parlir d'un prélévement

transmissibles est assurée en France par diverses
structures aux missions variées et
complémentaires [20].

Pour la listériose, une surveillance réguliére est
assurée par le Réseau national de santé publique
(R.N.S.P.) et les Centres nationaux de référence
(C.N.R.). Le biclogiste a un réle central et
essentiel dans la mesure ou seul l'isolement de L.

*  Texte de I'exposé présenté te 13 mai 1993

pathologique permet le diagnostic de listériose
(en effet, d'une part sur le plan clinique, aucune
symptomatologie n'est pathognomonique de cette
infection, d'autre part, aucune méthode de
référence n'est reconnue pour le sérodiagnostic).
Aprés diagnostic bactériologique, le biologiste
informe par voie télématique le R.N.S.P. du cas
et envoie la souche aux C.N.R. pour

- caractérisation.

{1] Centre National de Référence pour la lysotypie et le typage moléculaire des Listeria et Centre Collaborateur de
I'0.M.S. pour la listériose d'origine alimentaire, Institut Pasteur, 28 rue du Or Roux, 75724 Paris cedex 15, France



Epidémiol. santé anim., 1993, 24, 1-7

Intérét du typage de Listeria monocytogenes

dans la surveiflance épidémiclogique de la Listériose humaine en France

Deux C.N.R. participent & la surveillance de la
listériose : le C.N.R. des Lisferia, localisé a ia
Faculté de médecine de Nantes (Pr A L. Courtieu)
qui assure la sérotypie des souches, et celui de
I'Institut Pasteur qui assure la lysotypie et le
typage moléculaire. Un échange hebdomadaire
de souches et dinformations entre les deux
laboratoires permet une surveillance reguliére de
cette infection [19].

En matiére de listériose, le rble majeur des
C.N.R., en France comme dans {es pays
disposant de structures analogues, est d'évaluer
lincidence annuelle, de détecter une épidémie
dés son émergence et de participer aux études
consacrées & la transmission alimentaire de cette

infection.

Pendant de nombreuses décennies, la
caractérisation des souches de L. monocyfogenes
a &té limitée A la sérotypie [38). En raison de la
difficuté de la méthode, celle-ci n'est
généralement assurée qu'a raison d'un laboratoire
par pays. Basée sur l'étude de la structure
antigénique qui comprend pour cette bactérie 15
antigénes somatiques et 5 antigénes flagellaires
dont les associations définissent 13 sérovars,
cette caractérisation est internationalement

utilisée et reconnue. Particuliérement utile pour

une premiére approche, elie est toutefois limitée
par un faible pouvoir discriminant dans {a mesure
ou seulement trois sérovars sont essentiellement
rencontrés chez 'Homme : 1/2a, 1/2b et 4b.

Chez I'Homme, l'analyse des sérovars montre
que le sérovar 4b est trés souvent prédominant
en France, représentant annuellement entre 50 et
65 % des cas. Une répartition similaire est
également observée dans de nombreux pays
d'Europe, mais une légére prédominance du
sérogroupe 1/2 est en revanche notée sur le
continent Nord-américain [31, 33]. I convient
d'ajouter que, exception faite des épidémies de
Halle en 1966-1967, toutes les autres épidémies
majeures de listériose ont é&té causées par des
souches sérovar 4b [3, 8, 13, 17, 25, 37].

La distribution des sérovars est en revanche trés
différente pour les souches isolées d'aliments ou
les souches du sérogroupe 1/2 (1/2a, 1/2b et
méme 1/2c¢) représentent la majeure partie des
souches isolées [10, 12, 38] et cette observation

est valable pour de trds nombreux pays. En dépit
d'une telle répartition, aucune relation entre la
virulence et le sérovar n'a pu étre mise en
évidence [5).

Afin de subdiviser les souches d'un méme
sérovar, un systéme de Ilysotypie, basé sur
{utilisation de 26 phages de lysogénie, a
progressivement été mis au point depuis une
quinzaine d'années [t, 32]. Afin d'assurer la
stabilté du systéme, cette méthode n'est
pratiquée que dans 6 laboratoires dans le monde.
La lysotypie a été particulierement utile dans
linvestigation des épidémies, en montrant que la
plupart des souches isolées chez 'Homme en
période épidémique appartenalt au méme
lysovar, ce qui suggérait une source commune de
contamination. Et ceci fut observé et démontré
lors des épidémies du Canada en 1981 [37], de
Boston en 1983 [13], de Californie en 1985 [25],
de Suisse en 1983-1987 [3], de Grande-Bretagne
en 1988-1989 [27] et plus récemment en France
I'année demiére [17].

Si les méthodes phénotypiques sont tout a fait
appropriées au screening, il convient en revanche
de caractériser plus finement les souches isolées
lors de situations épidémioclogiques particuliéres.
Au fur et & mesure de leur description, les
méthodes de typage moléculaire ont été
immédiatement appliquées & L. monocytogenes
en raison des problémes épidémiologiques posés
par la listériose.
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Les principales méthodes utilisées sont basées :

1. SUR LA CARACTERISATION DES

PROTEINES

Il s'agit essentiellement de I'analyse des profils
d'isoenzymes mise au point dés 1989 [2, 30]. Sur
la base des travaux publiés, cette méthode met
en évidence deux groupes, ['un constitué par les
souches sérovar 4b et 1/2b, lautre par les
souches 1/2a et 1/2c. Une subdivision trés fine a
l'intérieur de ces deux grands groupes permet de
définir au moins 45 éfectrophorétypes pour L.
monocytogenes [30].

2. SUR LA CARACTERISATION DE L'ADN

- Ribotypage : deux sondes ont été utilisées
pour L. monocyfogenes (pBA2 constituée des
génes codant pour I'ARNr de Bacillus subtilis
[21], et pKK3535 constituée des génes codant
pour 'ARNr de Escherichia coli [18, 29]). Avec
pBAZ2, deux groupes émergent au sein de L.
monocyfogenes, l'un regroupe 89 % de
souches du sérovar 4b et 64 % de souches
humaines, tandis que l'autre rassemble 48 %
de souches du sérogroupe 1/2 et 42 % de
souches isolées d'aliments ou de leur
environnement {21]. L& encore, aucune
relation entre la virulence et le ribovar n'a pu
étre mise en évidence [5].

- Profiis de restriction d'ADN avec des enzymes
engendrant de nombreux fragments de
restriction et séparation de ces fragments par
électrophorése  conventionnelle : ceite
méthode, appliquée notamment aux souches
des épidémies de Suisse et du Canada, a
confirmé dans un cas comme dans lautre
lidentité des souches isolées durant une
méme épidémie [28].

- Profils de restriction d’ADN avec des enzymes
engendrant peu de fragments de restriction et
séparation de ces fragments de haut poids
moléculaire par électrophorése en champ
puisé : dans l'état actuel des résultats publiés,
cette méthode apparait comme la plus
discriminante. L'utilisation de trois enzymes,
Apal, Smal et Nofl, permet de définir plus de
70 combinaisons au sein de L. monocyfogenes
4,6, 7]

- RAPD ("Randem Amplification Polymorphic
DNA" : nouvellement décrite, cette méthode
apparait prometieuse pour le gain notable de
temps que l'utilisation de la PCR apporte [26].

Les méthodes utilisées pour le typage de L.
monocytogenes étant utilisées dans de nombreux
pays, et leur nombre augmentant réguliérement
depuis l'introduction des méthodes moléculaires,
une étude multicentrique internationale a été
entreprise sur l'initiative de 'O.M.S. afin d'évaluer
ces méthodes, de proposer une standardisation
de leur protocole et enfin  définir une
nomenclature des variétés observées pour
chacune d'entre elles. Cette étape
d"homogénéisation” s'impose en effet face 4 la
diversité méthodologique qui s'est
progressivement installée depuis environ 5 ans.

I convient d'ajouter que si les méthodes de
typage phénotypique sont rapides, simpiles et peu
coiiteuses, en revanche les méthodes de typage
moléculaire nécessitent en général un matériel
plus sophistiqué, sont plus longues et plus
onéreuses,

La surveillance de la listériose nécessite I'stude
de plusieurs centaines de souches chaque année.
Face a un tel nombre, le microbiologiste a besoin
de méthodes simples, rapides, peu onéreuses et
assez discriminantes, caractéristiques auxquelles
répondent la sérotypie el ta lysotypie. En
revanche, face 3 une situation épidémiologique
particuliére, qu'il s'agisse d'un cas sporadique

d'origine  alimentajre, d'une  contamination
nosocomiale ou encore d'une épidémie, il est
désormais nécessaire d'utiliser au moins un
typage moléculaire afin de confirmer les résultats
phénotypiques et de caractériser plus
compiétement les souches,
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Cette hiérarchie dans le choix des méthodes fut
particuliérement illustrée lors de ['étude de
lépidémie de 1992 en France [34]. La
surveillance des souches isolées de patients par
sérotypie et lysotypie a permis en mai de détecter
une augmentation du nombre de cas causés par
une souche sérovar 4b et lysovar
2389/2425/3274/2671/47/108/340 el d'alerier la
D.G.S. (Direction Générale de la Santé) et le
R.N.S.P. [23, 24]. Un disposilif dinvestigations
trés complet basé sur une enquéte cas-témoin, la
recherche de Lisferia dans les aliments prélevés
dans le réfrigérateur des patients et dans les
magasins ol les patients avaient 'habitude de
s'approvisionner ainsi que le renforcement des
contrdles dans l'ensemble des industries agro-
alimentaires a été immédiatement mis en place
" [14, 15, 24).

Le C.N.R. de [Institut Pasteur a regu en
conséquence plus de 15.000 souches en 7 mois.
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Le screening en vue de rechercher la souche
épidémique a été réalisé avec le sérogroupage et
la lysotypie, seule méthode permettant d'assurer
4 moindre frais et dans un délai de 48 heures
cette détection pour un nombre aussi important
de souches. Toutefois, si cette méthode était
satisfaisante pour un screening, I'étude des
souches épidémiques a été parallélement
poursuive par la détermination des pulsovars [4).
La caractérisation de 278 souches humaines a
moniré gue 89 % des souches appartiennent 4 la
méme combinaison de profils confirmant
I'émergence brutale d'une souche responsable de
I'épidémie. La m8me étude faite sur les souches
d'origine alimentaire a permis d'identifier avec
précision les aliments contaminés par ce clone.
Le ribotypage [21] effectué sur 20 souches
épidémiques confirme également l'identité de ces
souches.

Le systéme de surveillance basé sur I'étude des
souches adressées aux C.N.R. par les biologistes
ne permet certes pas un recensement exhaustif
des cas (811 cas recensés auprés des biologistes
en 1986 contre 335 souches regues au C.N.R. la
méme année} [9, 16]). Toutefois, ce systéme est
assez sensible pour détecter les phénoménes
anormaux et en assurer ensuite leur maitrise
comme cela fut' récemment démontré lors de
I'épidémie de 1992 en France.

Les méthodes de typage bactérien ont certes
beaucoup évolué durant les cing derniéres
années avec l'introduction du typage moléculaire,
mais il n'en demeure pas moins que ies méthodes
phénotypiques conservent une grande actualité,

permettant A un laboratoire de pouvoir faire face
sans délai au typage d'un grand nombre de
souches lors d'une situation épidémique
exceptionnelle.

La surveillance de la iistériose basée sur le
typage des souches d'origine humaine a permis
d'accumuler depuis guelques années un
ensemble d'informations complétes et variées en
ce qui concerne I'épidémiologie de cette infection
chez I'MHomme, quil s'agisse de [lincidence
annuelle [8, 12, 36], l'analyse de bouffées
épidémiques [22, 35] ou encore d'une épidémie
[17. 24, 33]. Il est dommage en revanche que
I'épidémiologie de la listériose animale ne fasse
pas l'objet d'études similaires.
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