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ملخص 

النوى الممرضة ، تنتقل عن طرٌق اللحوم ومنتجات اللحوم والحلٌب  اتبدائٌ Listeria monocytogenesمن  بكتٌرٌا

 فً سلاسل الغذاءو الأنواع على التكاثر على الأسطح هده والجبن وبعض النباتات )السلطات(. تشكل قدرة 

ًٌا. هدف الدراسة هو تجمٌع المعرفة   المستهلكٌنفً درجات حرارة منخفضة  خطرًا على  او فً البرد سواءا ا تقن ًٌ وتحد

والبٌانات ، من خلال التحلٌل النقدي للبٌانات المتعلقة بهده الانواع، لاستكشاف الطرق المختلفة المستخدمة لعزلها ، 

نواع الحٌوانٌة   هو مرض حٌوانً ، ٌستهدف الأ ٌرٌوزفً الغذاء وعلم الأحٌاء الدقٌقة البٌئٌة. اللٌستوحساب عددها 

الماعز والأبقار والأغنام والجمال . وهً تؤدي عند البشر إلى عدوى ، تكون قاتلة فً بعض الأحٌان ، مع مسار وبائً. 

من المحتمل أن تكون مخاطر الإصابة بهذه العدوى خطٌرة بالنسبة للنساء الحوامل وحدٌثً الولادة وكبار السن و / أو 

ا ، ٌنتقل نوعالذٌن ٌعانون من نقص الم ًٌ اللٌسترٌا المستوحدة ، المعروف بأنه  Listeria monocytogenes ناعة. حال

بناءً على  ٌتم  ل ، وتحدٌد الأنواع ، فً البداٌةعامل ممرض / سام ، بشكل أساسً عن طرٌق الغذاء. حتى لو كان العز

، للاستفادة من تطوٌر طرق )روتٌنٌة( للتطبٌق لعزلها /  البٌانات السرٌرٌة ، والتقدم التقنً ، والبٌانات العلمٌة ، تم تسجٌله

ا طرقًا كلاسٌكٌة ، بناءً على العدٌد  ئٌة. شمل بحث / تعداد اللٌسترٌاتعدادها وتحدٌدها فً الغذاء والأحٌاء الدقٌقة البٌ ًٌ تقلٌد

ا ، من الإثراء الانتقائً ، متبوعًا بالعزل والتوصٌف الانتقائً. تتمٌز هذه العزلات ثقافًٌ  ًٌ ا ، فسٌولوج ًٌ ا ، شكل ًٌ ا ، ظاهر

ا ، نادرًا على المستوى الجزٌئً. فً الآونة الأخٌرة ، تم تطوٌر الأسالٌب الجزٌئٌة ، القائمة على استخدام  ًٌ ًٌا حٌو كٌمٌائ

ًٌا تطبٌق هذه الأسالٌب الجدٌدة فً البحث ولا ٌمكن PCR  ،ELISAالاختبارات السرٌعة ؛ مثل تقنٌة  التغاضً . ٌتم حال

 .عن إمكاناتها كاختبارات روتٌنٌة

 

 listeria monocytogenes . ، الأطعمة ، العد ، التقنٌة وز، اللٌسترٌ الكلمات المفتاحية:

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Résumé 

Listeria monocytogenes,procaryote, pathogène, transmise par viandes, produits carnés, laits, 

fromages et certains végétaux (salades). La capacité de l’espèce à s’y multiplier sur les 

surfaces, dans les chaînes alimentaires, lors de froids, à basse température, constitue risque 

pour consommateur, un défi technologique. L’objectif d’étude est de faire une synthèse des 

connaissances, données, par analyse critique du DATA relié à l’espèce, d’explorer différentes 

méthodes utilisées pour son isolement, dénombrement en Microbiologie alimentaire et 

d’environnement. La Listériose; une zoonose, ciblant les espèces animales: caprines, bovines, 

ovines et camelines. Chez l’homme, elle se traduit par une infection, parfois mortelle, 

d’évolution épidémique. Le risque de cette toxi-infection est potentiellement grave pour les 

femmes enceintes, nouveaux nés, personnes âgées et/ou immunodéprimées. 

Actuellement, l’espèce Listeria monocytogenes, reconnue comme pathogène/toxinogène, a 

transmission essentiellement alimentaire. Même si l’isolement, l’identification de l’espèce, 

s’est initialement, basée sur des données cliniques, des progrès techniques, des données 

scientifiques, ont été enregistrés, au profit du développement des méthodes(de routine) 

d’application pour son isolement/dénombrement et identification en microbiologie alimentaire 

et d’environnement. La recherché/dénombrement des Listeria monocytogenes, impliquait 

traditionnellement, des méthodes classiques, basées sur plusieurs enrichissements sélectifs, 

suivi d’isolement sélectif et de caractérisation. Ces isolats, sont caractérisés sur le plan 

cultural, phénotypique, morphologique, physiologique, biochimique, rarement sur le plan 

moléculaire. Plus récemment, des méthodes moléculaires, basée sur l’usage des tests rapides, 

ont été développés; comme la PCR, technique ELISA. Ces nouvelles méthodes, sont 

actuellement d’application dans la recherche, leur potentiel, comme tests de routine, ne peut 

être enégligé. 

 

Mots clés: Listeria monocytogenes, Listériose, Aliments, dénombrement, Technique. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 Abstract 

Listeria monocytogenes, prokaryote, pathogen, transmitted by meats, meat products, milk, 

cheese and certain plants (salads). The ability of the species to multiply there on surfaces, in 

food chains, cold, at low temperature, constitutes a risk for consumers, a technological 

challenge. The study objective is to synthesize knowledge, data, by critical analysis of DATA 

related to the species, to explore different methods used for its isolation, enumeration in food 

and environmental microbiology. Listeriosis; a zoonosis, targeting animal species: goats, 

cattle, sheep and camels.In humans, it results in an infection, sometimes fatal, with an 

epidemic course. The risk of this toxi-infection is potentially serious for pregnant women, 

newborns, the elderly and / or immunocompromised. Currently, the species L.monocytogenes, 

recognized as a pathogen / toxinogen, is mainly transmitted through food. Even if the 

isolation, the identification of the species, was initially, based on clinical data, technical 

progress, scientific data, were recorded, for the benefit of the development of (routine) 

methods of application for its isolation / enumeration and identification in Food and 

Environmental Microbiology.The search / enumeration of L. monocytogenes traditionally 

involved classical methods, based on several selective enrichments, followed by selective 

isolation and characterization. These isolates are characterized culturally, phenotypically, 

morphologically, physiologically, biochemically, rarely at molecular level. More recently, 

molecular methods, based on the use of rapid tests, have been developed; as PCR, ELISA 

technique. These new methods are currently being applied in research and their potential as 

routine tests cannot be overlooked. 

 

Keywords:Listeria monocytogenes, Listeriosis, Foods, enumeration, Technique. 
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Introduction 

 
 

Actuellement Listeria monocytogenes est un agent pathogène d'origine alimentaire, 

ubiquitaire, associé à de nombreuses hospitalisations et à des épidémies de maladies d'origine 

alimentaire dans le monde (Osman et a l., 2020). L. monocytogenes provoque la 

listériose chez les humains et les animaux et peut être trouvée dans des variétés d'aliments et 

des produits laitiers (Skowron et al.,2019) (Abdeen et al., 2021). La listériose est 

l’une des infections d’origine alimentaire les plus sévères avec un faible taux de morbidité 

mais un taux de létalité très élevé (20 à 30% des cas) et un taux de prédilection important pour 

les personnes immunodéprimées (nouveau-nés, personnes âgées, personnes sous traitement 

immunosuppresseur, etc.) et les femmes enceintes (Donovan, 2015 ; Goulet et al., 2012). La 

capacité de cette bactérie à persister dans les produits tout au long de la chaîne alimentaire et à 

s’y multiplier, y compris à basse température, constitue un risque pour le consommateur 

(Brisabois, 2008). Depuis la reconnaissance de L. monocytogenes en tant qu'agent pathogène 

d'origine alimentaire, des progrès rapides dans le développement de méthodes d'isolement et 

d’identification, Initialement s’articulé sur des données cliniques (Gasanov, 2005; 

Sutherland and Porritt,  1997). L'identification impliquait traditionnellement des 

méthodes de culture basées sur l'enrichissement sélectif suivis de caractérisation des Listeria 

spp. basée sur la morphologie des colonies, la fermentation du sucre et les propriétés 

hémolytiques (Gasanov, 2005). Le choix des étapes, des bouillons d’enrichissement, des 

milieux de culture est un sujet d’une grande controverse. La lenteur est l’inconvénient de ces 

méthodes classiques, dit de routine, 4 jours à 5 jours d’incubation sont nécessaires pour 

l’obtention des résultats concluants. 

L’objectif de la présente étude est de faire synthèse des connaissances actuelles, par 

analyse critique des données scientifiques relatives à l’espèce Listeria monocytogenes, de 

passer en revue, les différentes méthodes utilisées pour son isolement, dénombrement et 

identification, d’explorer / évaluer les prespectives pour des nouveaux tests rapide, pour la 

surveillance des listeria sp. dans les aliments et l’envirenement. 
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I .Historique et Taxonomie: 
 

L. monocytogenes, espèce type du genre Listeria, doit son nom à la mémoire du 

Docteur John Lister (Boubendir , 2012), est une bactérie à Gram  positif, qui a 

été isolée pour la première fois en juillet 1924, en Angleterre, par Murray et ses 

collaborateurs, lors d’une épidémie chez des lapins et des cobayes de laboratoire 

(épizootie) qui présentaient une mononucléose sanguine et des lésions de nécrose au 

niveau du foie ( Herro, 2006). 

 

Ils lui donnèrent alors le nom de “Bacterium monocytogenes” (Lebres E.A, 2006) 

puis renommée "Listerella hepatolytica” par Lister en 1927. 

 

En 1940, Listera proposé la nomenclature de L. monocytogenes qui sera retenue par 

les Approved Lists of Bacterial Names (Euzèby et Tindall., 2004). 

 

En raison de sa morphologie, Le genre Listeria avait d’abord été considéré proche 

des coryné bactéries. Les études taxonomiques et surtout le séquençage total de l’ARNr 

16S ont prouvé que le genre Listeria appartenait au phylum des Firmicutes, à la classe des 

Bacilli et et à l’ordre des Bacillales qui inclut le genre Bacillus (Matle et al., 2020). 

 

I.1. Caractères bactériologiques: 

 

I.1. Caractères Morphologiques 

 

L. monocytogenes est un bacille à Gram positif, se présentant sous forme de 

bâtonnets réguliers de 0,5-2,0µ m de longueur sur 0,4-0,5 µm de diamètre, aux extrémités 

arrondies Figure 1- (Lebres E.A, 2006), regroupés en palissades ou en courtes chainettes, 

mobile à des températures avoisinant 20-25°C, grâce à une ciliature péritriche mais 

immobiles ou faiblement mobiles à 37°C.La sporulation et la présence de capsule ne sont jamais

 observées. Elle est aéro-anaérobie facultative (Vivant, 2014). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
2 



Chapitre I : Caractères bactériologiques 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figure1: Micrographie de L. monocytogenes (National Institutes of Health, United States 

Département of Health and Human Services, February 2004) ( Herro,.2006). 
 

 

I.2.Caractères Biochimiques 
 

Tableau 1: Les Caractères biochimiques communs au genre Listeria  sp. (Larpent, 2004 ; 

Boubendir , 2012). 
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Réactions positives Réactions négatives 

  Glucose, fructose, mannose, amygdaline, salicine, 

cellobiose, maltose, tréhalose, arabitol 

ONPG 

  Rouge de Méthyle Oxydase 

  Voges-Proskauer Gaz en glucose 

  Réduction du lait tournesol Uréase 

  Esculine Indole 

  Catalase Gélatinasse 

  Mobilité à 22 °C H2S 

  Type respiratoire : aéro-anaérobie Xylose, Ribose, Mannitol 

  Réduction du lait tournesol  
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Tableau 2 : Caractères bactériologiques différenciant les espèces Listeria 

(Rocourt et Jacquet, 2000). 
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C

a

Cractères Culturaux 

Listeria monocytogenes bactérie aérobie -anaérobie facultative et n’est pas exigent, les 

milieux de cultures ont habituellement incubé en aérobie, se cultivent facilement sur 

milieux ordinaire set produisent la phosphatidylcholine phospholipase C (lécithinase), ce 

dernier est optimal à 1,75 à 2,0% de Na Cl, pH 7,0 à 7,3 et 37 à 40 °C, et la présence 

d'oxygène n'a eu aucun effet  (Coffey, et al., 1996). 

 

L. m fermentant le glucose et l'esculine sans produire du gaz ( Herro, 2006). 

Sur gélose nutritive, elle forme en 24-48 h à 37°C colonies de 0,5 à 1,5 mm de diamètre, 

translucides, à reflets bleutés en lumière oblique (Anonyme, 2000). 

 

Quelques espèces sont ß-hémolytiques sur gélose au sang (5%) ( Herro,2006). 
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Species Beta 

Hem- 

olytic 

Nitrate 

Reduction 

Mannitol Utilisation 

Rhamnose 

Xylos Sheepbloodstab Virulen- 

ce 

(Mouse 

test) 

        L. monocytogene
s 

+ - - + - + + 

        L.ivanovii + - - - + + + 

        L.innocua - - - Va*  - - 

        L.welshimeri - - - Va* + - - 

      L.seeligeri + - - - + + - 

        L.gravi - - + - - - - 

        L.murrayi - + + Va* - - - 

        



Chapitre I : Caractères bactériologiques 
 

 
I.4.  Caractères Antigéniques  
 

L’espèce monocytogenes est divisée en 13 sérovars (½a, ½b, ½c, 3a, 3b, 3c, 4a, 4ab, 

4b, 4c, 4d, 4e, 7) basés sur les antigènes somatiques et flagellaires. Ces sérotypes sont en 

outre regroupés en quatre lignées de diversité génétique (I – IV). 

 

Lignée I ports sérotypes ½b, 3b, 4b, 4d, 4e et 7. Les sérotypes ½b et 4b dans lignée I 

codent pour le facteur de virulence de la listériolysine S qui n'est pas présent dans d'autres 

lignées. Lignée II contient sérotypes ½a, ½c, 3a et 3c et héberge souvent plusieurs 

plasmides résistants aux métaux lourds. Les sérotypes 4b, ½a, 4a et 4c appartiennent aux 

lignées III et 4a, Les sérotypes 4c et atypiques 4b ont été caractérisés comme isolats de la 

lignée IV). Lignée III et IV les sérotypes sont rarement isolés et ont une génétique 

distinctive et les caractéristiques phénotypiques, mais se produisent principalement dans 

ruminants (Matle et al., 2020). 
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Chapitre I : Caractères bactériologiques 
 

 
Tableau 3 : Caractères antigéniques des sérovars de Listeria (Larpent, 2000 ; Lawrence 

et al., 2000; L’arpent, 2004) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
I .5. Physiologie de Listeria monocytogenes: 
 

I .5.1. Température et croissance  

 

La température optimale de croissance est comprise entre 30 et 37°C (ce point est par 

ailleurs discuté dans la section consacrée à la Microbiologie prévisionnelle). 

La croissance est démontrée expérimentalement entre -2°C et +45°C (Augustin J.C, 

1999), capable de peut se multiplier à la température du réfrigérateur (4-6°C) (Groupe de 

Travail de l'OMS. 1998). 
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I .5.2. pH et croissance  

Le pH optimal est un pH neutre ou légèrement alcalin, mais le germe peut croître 

entre pH 4,4 et 9,6. La survie est possible pour des pH inférieurs à 4,3. Cependant, la 

capacité de croissance de ce germe à pH acide dépend des souches, de la température, de la 

composition chimique du milieu ou de l’aliment et de l’acide utilisé pour ajuster le pH 

(Boubendir , 2012). 

 

L. monocytogenes se multiplie entre pH 4,6 et pH 9,6 avec un optimum à pH 7,1 à 

l'optimum thermique (Pearson et Marth, 1990). 

 

L. monocytogenes est rapidement détruite au-dessus de pH 10 ou aux pH inférieurs 

au pH minimum. Elle peut toutefois survivre pendant de très longues périodes à des pH 

proches de pH 4 comme c'est le cas dans les ensilages de maïs. (Boubendir Abdelhafid, 

2012). 

 

I .5.3. Pression osmotique (Na Cl)  

 

L. monocytogenes ne se développe pas généralement dans les solutions contenant 

plus de 10% à 11% de NaCl (Vasseur et al., 1999). Toutefois, des souches peuvent 

survivre dans des saumures de fromagerie contenant de 13 à 14% de NaCl (Farber et al., 

1992). 

 

I .5.4. L’activité d’eau (aw)  
 

La valeur optimale d’activité d’eau (aw) pour la croissance de L. monocytogenes est 

d’environ 0,97. Néanmoins, L. monocytogenes peut se multiplier à des valeurs d’aw de 

0,92-0,93 (ce qui équivaut à une solution de 10% de Na Cl). L’activité de l’eau minimale 

pour la croissance pour L. monocytogenes est de 0,90 quand le glycérol est utilisé pour 

ajuster ce facteur dans le milieu, de 0,92 ou 0,93 avec du Na Cl et du saccharose ou si le 

milieu employé est à base d'extrait de viande. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

                                    

                                          7



Chapitre I : Caractères bactériologiques 
 

 
Tableau 4 : Caractéristiques de croissance des Listeria monocytogenesen conditions de 

laboratoire (variables selon les souches) (Anonyme, 2020). 

 
 

 

I.6. Listeria monocytogenes et les produits alimentaires : 
 

Dans le domaine de l’agroalimentaire, il faut savoir que la contamination des 

produits est souvent très aléatoire. Listeria est un germe ubiquitaire, ce qui explique que la 

contamination d’un produit puisse intervenir à tous les stades de sa fabrication, de son 

conditionnement, au “stockage”, à la commercialisation et même dans l’assiette du 

consommateur. Par leur origine et leur composition, certains aliments sont plus 

susceptibles que d'autres de contenir des Listeria (Maciel de Souza et al., 2008). 

 

I.6.1. Lait et produits laitiers  

 

Les contaminations par le germe L. monocytogenes et les pratiques à risque 

concernant l’industrie laitière ont été décrites (Perni et al., 2005 ; Aygun et Pehlivanlar, 

2006). Selon le type de production, l’incidence de L. monocytogenes est plus ou moins 

importante et cette industrie serait particulièrement touchée du fait des procédés et des 

conditions de fabrication, en particulier de l’humidité ambiante, favorables à la survie et à 

la croissance des L. monocytogenes. Il serait néanmoins nécessaire de signaler que le lait 

cru possède son propre pouvoir de défense (Système Lactoperoxydase Antimicrobien) 

contre les envahisseurs microbiens.L. monocytogenes peut être isolée à partir des fromages 

à pâte molle ou semi molle, à pâte persillée, à pâte pressée ou à pâte fraîche (Millet et al., 

2006). Le comportement des L. monocytogenes est très variable selon les fromages 

(Larpent, 1997). 
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 Min. Opt. Max. 

    Température (°C) -2 30- 37 45 

    Ph 4,0- 4,3 7 9,6 

    Aw 0,92 0,99 / 

    %Na Cl inhibant la 

Croissance 

/ / 12 % 

    



, 

Chapitre I : Caractères bactériologiques 
 

 
I.6.2. Viandes et produits carné  
 

Tous les secteurs de transformation de la viande (abattage et décope), peuvent être 

contaminés par cette bactérie. La contamination peut aussi bien survenir au niveau des 

matières premières que lors de la transformation et la distribution des produits finis. Ainsi, 

la présence du pathogène a été observée dans les réservoirs de stockage ou bien encore 

dans les ateliers de transformation (Vivant, 2014), les produits réfrigérés prêts à la 

consommation (par exemple : tartares de viande) sont devenus très populaires considérés 

comme les plus à risques (Overney, A. 2016). 

 

Les contaminations résultant de la présence de L. monocytogenes ont un impact 

socio-économique pour les industries du fait des maladies qui en résultent par fois chez le 

consommateur (Vivant, 2014). 

 

 

        Tableau 05: Contamination des viands par  L .monocytogenes (Anonyme, 2000). 
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Espèce Prélèvements Pourcentage 

d’échantillons 

positifs 

Référence 

    

 

Volailles 

Peau de cou de poulet 

Peau de cou de poulet 

Ecouvillonnage de poulets 

Rinçage de carcasses 

Peau, foie et ailes 

Peau de dinde 

Peau de cou de poulet 

Peau de poulet 

47 % 

60 % 

14,7 % 

23 % 

13,1 % 

15 % 

14,3 % 

50 % 

Skovgaard et Morgen 

(1988) 

Pini et Gilbert (1988) 

Gitter (1976) 

Bailey et al. (1989) 

Genigeorgiset al. (1989) 

Sk 

Genigeorgiset al. (1990) 

Toquin et Lahellec 

(1990) 

Gohilet al. (1995) 
    

 

Porcs 

Carcasses 

Carcasses 

Jambons 

Echines 

Collier, épaules 

Viandes fraîches 

Découpe de porc 

3,2 % 

2à7% 

27 % 

11 % 

36 % 

36 % 

19 % 

Gérard (1992) 

Van der Elzen et 

Snijders (1993) 

Van der Elzen et 

Snijders (1993) 

Van der Elzen et 

Snijders (1993) 

    



I.6.3. Produits d’origine végétale : 

                        Chapitre I : Caractères bactériologiques

(Contamination des viands par L .monocytogenes ) (Anonyme,2000). 

 

 

I.6.3.Produits d’origine végétale 

 

Les légumes peuvent être un vecteur de transmission de la listériose (Anonyme, 

2000). La présence de L. monocytogenes dans le sol implique un risque de transfert de la 

bactérie à la végétation et aux productions agricoles végétales. La contamination des 

productions végétales peut avoir lieu lors de la germination des graines dans le sol. 

 

Un autre mode de transmission aux productions végétales est par contact direct des 

légumes lors de leur développement dans le sol. (Vivant, 2014). 

 

L. monocytogenes peut se multiplier à la surface des légumes si le pH est favorable, à 

des températures de 3°C ou plus principalement les carottes, les salades et tomate 

(Anonyme, 2000). 
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 Dos 

Epaule découennée 

Gorge 

Hampe 

Jambon (viande) 

Poitrine (viande) 

Potrine (couenne) 

Jambon (couenne 

5,2 % 

8,3 % 

5,2 % 

0% 

8,3 % 

4,2 % 

6,3 % 

10,4 % 

Van der Elzen et 

Snijders (1993) 

Beckerset al. (1989) 

Nicolas et Vidaud 

(1987) 

Corrége (1997) 

Corrége (1997) 

Corrége (1997) 

Corrége(1997) 

Corrége (1997) 

Corrége (1997) 

Corrége (1997) 

Corrége(1997) 

    
 

Bovins 

Viande hachée 
Viande hachée 
Viande hachée 
Muscle 
Muscle 

28 % 
12 % 
7,5 % 
7% 
21 % à 26 % 

Skovgaard et Morgen 
(1988) 
Bind et Delaval (1994) 
Yu et al. (1995) 
Gohil et al. (1995) 
Leistneret al. (1989) 
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I.7.Pouvoir Pathogène de Listeria monocytogenes : 

 

Au sein du genre Listeria, l’espèce Listeria monocytogenes est la principale espèce 

pathogène chez l'homme. Leur pathogénicité est multifactorielle, résultant de l'activité d'au 

moins neuf produits géniques, la maladie de cette bactérie est Listériose se présente 

généralement comme une infection excrément sévère, bien qu'une Listériose se présente 

une infection subclinique puisse également se produire sous forme de maladie gastro- 

intestinale légère ou de type grippal Il est généralement admis que la consommation 

d'aliments contaminés (McLauchlin, 1997). 

 

 

Figure 2  :  Représentation schématique des différentes étapes du cycle d’infection cellulaire de L. 

monocytogenes et des principaux facteurs bactériens associés ( Herro, 2006). 
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     I.8. Epidémiologie : 
 

L. monocytogenes est un pathogène, responsable d’infections graves, parfois 

mortelles, évoluant sous forme épidémique (Listériose) (Le MonnierA. & Leclercq, A. 

2009). 

 

Les aliments contaminés sont le principal facteur de transmission non seulement les 

produits animaux mais aussi les fruits et légumes secondairement contaminés (Pasquier 

&Christian Chuard,. 2017). 

 

Le risque de cette infection est particulièrement grave pour les femmes enceintes, les 

neveux nés, les patients d’âges extrêmes et les patients immuno- supprimés et se 

manifestent généralement sous forme de gastroentérite, bactériémie, méningo-encéphalite 

ou infection matérno fœtale (Pasquier & Christian Chuard, 2017). 
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 Tableau 6 : Les espèces animales affectées par Listériose (Lebres E.A, 2006) 
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Espèce  Expression maladie Fréquence /Apparition 

Bovins 

Ovins 

Caprins 

Ruminants sauvage : Chevreuils 

Lamas , Buffles 

 

Formes cliniques 

Formes cliniques 

Formes cliniques plus 

rares 

 

Maladie sporadique ou 

endémique possible, rares  

Enzooties dans les troupeaux 

Equins 

Baudet 

Formes cliniques plus 

rares 

Rares cas dans les élevages 

Porcins Formes cliniques plus 

rares 

Porteurs sains surtout 

Rares cas dans les élevages 

Carnivores : Chiens, Chats 

Carnivores sauvage : Renard Raton 

,Laveur ,Furet, Vison Martre, 

Léopard 

 

Formes cliniques très 

rares 

Porteurs sains  

 

Lagomorphes : Lièvre , Lapins 

Rongeurs, Rat, Souris, Cobaye , 

Chinchilla, Gerbille ,Lemming 

Ecureuil , Campagnol 

Formes cliniques  

Formes cliniques et 

Porteurs sains 

Cas sporadiques dans les élevages 

Formes endémiques ou 

enzootiques 

Oiseaux Formes cliniques  Cas sporadiques dans les élevages 

Volailles : Poule ,Dindon ;Pintade, 

Canard   , Oie 

Pigeon   : Merle  , Moineau 

,Mouette, 

Freux ,Corbeau 

Gibier à Plumes, Faisan  ,Perdrix, 

Perroquet, Canari ,Hibou des neiges 

 

Formes cliniques très 

rares 

Porteurs sains 

Cas individuels 

Poisson :Carpe ,Tanche ,Truite 

,Silure 

Forme cliniques Cas sporadiques dans les étangs  

Batraciens :Grenouille, 

Crapaud ,Salamandre 

                / Porteurs sains 

Reptiles ophidiens : Serpents                 / 

 

Porteurs sains 

Reptiles chéloniens : Tortues                 / Porteurs sains 
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Tableau 7: Liste non exhaustive d’épidémies de Listériose liées à la consommation 

De denrées alimentaires contaminées (Vivant, 2014) 

Foyer de 

l’épidémie  

Année  Aliment 

contaminé  

Nombre de 

patients 

contaminé

s  

Taux de 

mortalité 

(%)  

Référence  

Canada  1981  Salade de 

choux  

41  34  (Schlech et al.., 1983)  

France  1992  Langue de 

porc en 

gelée  

279  23  (Rocourt et al .,1993, 

Goulet, 1995, 

Jacquet et al.., 1995)  

France  1993  Rillette  38  ND*  (Goulet, 1995, Goulet 

et al. .,1998)  

Suisse  1994  Fromage  57  32  (Büla et al.., 1995)  

France  1995  Brie  36  20  (De Valk et al., 2005)  

France  1997  Fromage  14  13  (De Valk et al., 2005)  

Italie  1997  Salade de 

maïs  

1566  ND  (De Valk et al., 2005)  

Etats-Unis  1998  Hot-dog  108  17  (Graves et al . ,2005)  

Finlande  1999  Beurre  18  22  (Autioet al.., 1999, De 

Valk et al ., 2005)  

France  2000  Langue de 

porc en 

gelée  

32  ND  (De Valk et al ., 2005)  

Suisse  2005  Fromage  12  42  (Bille et al. ., 2006)  

Allemagne  2006  Fromage   189  (Koch et al.., 2010)  



  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ND*: Non Déterminé 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 

 
 
 

 
 

 
 

 
 
 

 
 
                                      14 

                              

qq 

Norvège  2007  Camember

t  

17  18  (Johnsen et al . ,2010)  

Canada  2008  Charcuteri

e  

57  39  (Taillefer et al ., 2009)  

Danemark  2009  Plat 

préparé  

14  14  (Smith et al., 2011)  

Autriche-Alle

magne  

2010  Fromage  14  29  (Fretz et al ., 2010)  

Etats-Unis  2011  Pastèque  147  22  (Shaun et a l., 2011)  
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Chapitre II: Techniques de recherche et dénombrement de Listeria sp. 

dans différents denrées alimentaires 
 

II. Méthodes de recherche et dénombrement des Listeria dans les denrées 

alimentaires 

II.1. Méthode d’isolement 

II.2. Méthodes normalisées 

II.2.a. Méthode de détection (ISO 11290-1) 

II.2.b. Méthode de détection (ISO 11290-2) 

II.2.c. Méthode AFNOR 

II.3. Identification génotypique 

II.3.a. PCR 

II.4. Autres méthodes de recherche et dénombrement des Listeria spp. 

II.4.1. Technique USDA 

II.4 2. Réaction ELISA 

II.4.3.L'immuno-capture 

II.4.4. Techniques bactériologique et immunoenzymatique de recherche de Listeria spp 

II .5. Futures Orientations pour la détection et l'identification des L. monocytogenes 

II .5.1. Tests ciblant l'ARN 

II.5.2. Transcription inverse (RT)- PCR 

II.5.3. PCR en temps réel 

II.5.4. Amplification basée sur la séquence d'acides nucléiques (NASBA) 

 

 

 

   

  



II. Méthodes de recherche et dénombrement des Listeria sp dans lesdenrées,alimentaires

 

 II. Méthodes de recherche et dénombrement de listeria dans les 

denrées alimentaires: 

 

      Les méthodes développées, ces dernières années pour la detection et l’isolement de Listeria 

spp doivent, prendre en compte la complexité des différentes matrices alimentaires associés à la 

presence éventuelle d’un faible nombre de Listeria  parmi  une  Flore microbienne associée, 

parfois très importante dans ces aliments (Anonyme, 2000). Les Listerias ne sont pas des germes 

exigeants, leur culture est obtenue sur les milieu classiques tels qu'une gélose nutritive ou   une 

gélose au sang. Dans les essais de culture traditionnelle, il est très difficile de détecter et 

d’énumérer L. monocytogenes dans les aliments surtout  quand celle-ci est largement surpassée 

en nombre par les autres Listeria spp. Spécialement L. innocua. Par consequent, la detection de 

Listeria spp. est souvent utilisée comme indication de la presence de L. monocytogenes (Cocolin 

et al., 2002) 
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     II. Méthodes de recherche et dénombrement des Listeria sp  dans les denrées,alimentaires 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
PHYNOTYPE 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 

 
 
 
 
 
 
 

 
Figure 3: Overview of isolation, identification and typing methods for Listeria and L. 

monocytogenes in foods and environmental samples (Gasanov et al.,2005). 
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     II. Méthodes de recherche et dénombrement des Listeria sp dans les denrées,alimentai

 

L’isolement des espèces de Listeria n’est pas trop difficile, excepté pour les aliments 

très lourdement pollués par les autres espèces microbiennes. Les expériences passées dans 

les  laboratoires cliniques ont indiquées que les essais d’isolement de l’organisme à 

partird’échantillons biologiques positifs par culture directe du matériel suspect dans un 

milieuconventionnel échouaient souvent, alors que la proportion de l’isolement est 

améliorée quand  les échantillons subissaient une période d’enrichissement à froid (Vardar- 

Ünlü et al ., 1998).En général, la recherche des Listeria monocytogenes, nécessite au moins 

quatre étapes successives. 

        L'identification impliquait traditionnellement des méthodes de culture basées sur 

l'enrichissement sélectif et suivi de la caractérisation des Listeria s 

     Les souches isolées ont été caractérisées sur le plan morphologique et cultural par 

observation microscopique et observation de l’aspect des colonies, sur le plan biochimique 

   par des tests d’identification  classiques et la galerie Api  Listeria et, enfin sur le plan 

moléculaire par l’amplification des gènes de virulences (hly, plcA, plcB, iap ) et par les 

puces à ADN (Gasanov, 2005) 

       . II.1. Méthode d’isolement : 

          Historiquement, il a été difficile d'isoler la Listeria à partir d'échantillons d'aliments 

ou d'autres, ce qui explique pourquoi il est resté inaperçu en tant que pathogène alimentaire 

majeur jusqu'à récemment. (Welshimer , 1981). 

       Quelle que soit la méthode  normalisée, l’isolement des colonies se fait sur des 

milieux sélectifs : gélose Oxford et/ou PALCAM., Ces géloses de type PALCAM ou 

Oxford ne permettent pas de différencier les différentes espèces de Listeria, la méthode 

normalisée demande le repiquage de cinq colonies par boîte d’isolement pour procéder à 

l’identification de l’espèce. Le risque de faux-négatifs augmente avec la proportion de L. 

Innocua  présente dans le milieu (Anonyme, 2000). 

                                         17



      II. Méthodes de recherche et dénombrement des Listeria sp dans les denrées,alimentaire 
 

 
 

De faibles quantités de L. Innocua peuvent masquer la présence de L. 

monocytogenes à l'issue de la procédure d'enrichissement (Petran et Swanson, 1993). L. 

Innocua aurait un « avantage sélectif » sur L. monocytogenes par une croissance plus 

rapide en bouillons sélectifs (de type Fraser) ce qui conduit à des rapports de concentration 

L. monocytogenes / L. innocuatrès faibles. 

  D'après (Beumer et al., 1996), cette différence serait due à l'acriflavine, à laquelle L. 

monocytogenes serait plus sensible que L. innocua. D'autres auteurs suggèrent que 

l'avantage en faveur de L. innocuaau cours de la procédure d’enrichissement pourrait être 

dû à une inhibition de L. monocytogenes par L. innocua (Yokoyama et al.,1998). En effet, 

un effet inhibiteur de L. innocuaa été bien démontré contre L. monocytogene. le 

mécanisme en serait une production de bactériocine, ou plus vrai semblablement des 

particules phagiques. On peut supposer que cette action s'exprime de façon plus forte dans 

un milieu liquide d'enrichissement (libre diffusion des particules) qu'in situ dans l'aliment 

solide. (Yokoyama et al..,1998). 
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    II. Méthodes de recherche et dénombrement des Listeria sp dans les denrées,alimentaires 

 

 

II.2. Méthodes normalisées : 

 

La méthode ISO 11290 a un enrichissement en deux étapes processus : 

 l'échantillon 

alimentaire est d'abord enrichi en demi Fraser bouillon pendant 24 h, puis une aliquote est 

transférée à pleinfort bouillon Fraser pour un enrichissement supplémentaire. Fraser Le 

bouillon contient également les agents sélectifs acriflavine et acide naladixique ainsi que 

l'esculine, ce qui permet la détection d’activité b-D-glucosidase par Listeria, provoquant un 

noircissement du milieu. Le primaire et le secondaire enrichis le bouillon est étalé sur des 

géloses Oxford et PALCAM (Gasanov et al.,2005). 

          Dans la méthode  internationale  normalisée NF EN ISO 11290- 1. Vingt-cinq 

Grammes d'échantillon sont placés dans 225 ml de bouillon d'enrichissement de Fraser 

"demi" etbroyés au Stomacher. Le bouillon est incubé 24 heures à 30 °C puis isolé sur 

géloses PALCAM et Oxford. Un aliquote (0,1 ml) du bouillon Fraser "demi" est 

ensemencé dans 10ml de bouillon d'enrichissement Fraser incubé 48 heures à 37°C. Après 

ce temps d'incubationle bouillon d'enrichissement Fraser est isolé sur géloses PALCAM et 

Oxford. 

Les milieux gélosés sont incubés à 37 °C et observés tous les jours durant 2 jours. 

Lescolonies suspectes (5) sont repiquées sur des géloses non sélectives comme des géloses 

trypticase soja aux extraits de levure (incubées durant 18-24 heures à 37 °C) puis 

identifiées (Euzeby, 2000). 

 

II.2.C. Méthode AFNOR : 

La recherche de L. monocytogenes par la Méthode AFNOR V08 055 nécessite 

Plusieurs étapes et est réglementée dans le JORADP dans l’Arrêté du 21 Chaâbane 

1426 correspondant au 25 septembre 2005 rendant obligatoire la méthode de recherche de 

Listeria monocytogenes dans le lait et les produits laitiers (Lebres . et  Mouffok., 
 
1999).                                   
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     II. Méthodes de recherche et dénombrement des Listeria sp dans les denrées,alimentaires 

 
 

 
 

 
                      
 
                    Dénombrement de Listeria monocytogenes 

 
   
 
Pré- enrichissement 
 

Introduire aseptiquement 25 g de produit a analysé 
dans 255ml de bouillon Fraser ou UVM I 

Incuber a 30 ◦C pendant 24 h 

 
  

 

 

Enrichissement 
 

Prendre 0.1 ml du bouillon de pré_ enrichissement dans 

un tube contenant 10 ml de bouillon Fraser ½ ou UVM II 
Incuber a 30 C pendant 24 h 
 
 
 

 

  Isolement 
 

L’isolement se fait à partir du bouillon Fraser ½ ou UVM 
II sur une boite de gélose PALCAM agar 
 

Incuber a 37 C pendant 24 h 
 

 

 

 

      Identification biochimique 
 
 
 

Figure 5 : Méthode officielle pour dénombrement des L. monocytogenes (Lebres E. A. et 

Mouffok F., 1999; JORA N:03, 2006 
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II.3. Identification génotypique : 

    II. Méthodes de recherche et dénombrement des Listeria sp  dans les denrées,alimentaires 

 

 

 

Tableau 8: Méthodes de mise en évidence des L. monocytogenes : méthodes normalisées 

et méthodes validées de détection et de dénombrement (Anonyme, 2000). 

 

 
 
 
         II.3.1.PCR 

 

La PCR est une technique par laquelle des segments d'ADN sont amplifiés à l'aide 

d'un ADN polymérase thermostable et deux amorces (courtes séquences d'ADN 

spécifiques à un gène particulier) et la des fragments amplifiés sont ensuite détectés, 

généralement en utilisant électrophorèse sur gel d'agarose. (Mullis, , 1986). 

 

La détection par PCR est effectuée après enrichissement sélectif des échantillons 

pendant 24 à 48 h. Il a été montré que le test direct d'échantillons sans l'enrichissement 

donne des résultats peu fiables (Allerberger,  2003). 

 

La PCR a l’habilité d’amplifier spécifiquement des cibles d’ADN présentent à faibles 

concentrations.                          
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Méthodesnormalisées  

  De référence NF/EN ISO 11290-1 

NF/EN ISO 11290-2 

Détection 

Dénombrement 

  De routine NF V08 055 Détection 

  Méthodes validées AFNOR (producteur) (date(s) de validation)  

  Culture RAPID L. MONO™ (BIORAD- PASTEUR) 

(15/09/98) 

Détection 

  Test Immunoenzymatique LISTERIA RAPID TEST™ 

LISTERIA Sp. (OXOID) (11/04/95-11/04/99) 

Détection 

  VIDAS™ Listeria (BIOMERIEUX) (17/06/94-09/06/98) Détection 

  VIDAS™ L. monocytogenes (BIOMERIEUX) (26/03/96) Détection 

  KIT TRANSIA (DIFFCHAMP) (21/11/95-11/02/00) Détection 

  Hybridation des acides nucleique 

GENETRAK™ L. monocytogenes (DIFFCHAMP) (07/02/95- 

18/01/99) 

Détection 

  ACCUPROBE™ L. monocytocenes (BIOMERIEUX) 

(07/02/95-18/01/99) 

Détection 

  Amplification génique 

PROBELIA™ L. monocytogenes (BIORAD- PASTEUR) 

(21/01/98) 

Détection 

  



     II. Méthodes de recherche et dénombrement des Listeria sp dans les denrées,alimentaires 

             Elle offre une spécificité exquise, une sensitivité sans égal, une rapidité de conduite, et 

    Une automatisation simple pour la détection de L. monocytogenes. 
 

 

Les amplifias d’ADN produits peuvent être séparé par électrophorèse sur gel d’agarose, et 

détecté par les colorants d’ADN, par des sondes nucléiques, par séquençage, etc. 

 

L’exploitation moléculaire des différences entre les gènes ARNr 16S et 23S, des régions 

intergéniques : hly, inlA, inlB, iapet autres gènes a permis de différencier rapidement et 

précisément les espèces de Listeria (Graham et al., 1996). 

 

Le sérotypage de Listeria monocytogenes est couramment utilisé comme premier 

niveau de caractérisation dans la surveillance épidémiologique des isolats alimentaires et 

cliniques et est donc largement accepté. L'étude a inclus 1204 souches de Listeria 

collectées dans des produits alimentaires en France, de mars 2005 à octobre 2006. Deux 

tests PCR multiplex ont été conçus pour regrouper les souches de L. monocytogenes en 

cinq sérogroupes moléculaires : IIa, IIb, IIc, IVa, IVb en accord avec les sérotypes les plus 

fréquemment rencontrés.L'amplification du gène prfA a été ajoutée à la PCR multiplex 

pour vérifier l'espèce L. monocytogenes; quarante-huit (4 %) des isolats testés 

appartenaient au genre Listeria mais n'étaient pas L. monocytogenes. En utilisant cette 

première PCR multiplex, la concordance entre les méthodes conventionnelles et 

moléculaires était de 90,6 %, 97,8 %, 100 % et 100 %, respectivement pour les sérotypes 

1/2a, 1/2c, 1/2b et 4b. Des résultats erronés ont été observés pour certaines souches 

atypiques 1/2a, 3a et 1/2c. Par conséquent, ce manque de spécificité a été résolu en utilisant 

un test PCR supplémentaire basé sur l'amplification du gène flaA, une cible spécifique des 

souches 1/2a et 3a. Lors de l'application du deuxième test PCR aux souches de sérogroupes 

moléculaires IIa et IIc, un accord total a été obtenu entre les méthodes de sérotypage 

moléculaire et conventionnelle avec un niveau de discrimination inférieur pour la méthode 

moléculaire (Kérouanton et al 2010). 

 

La méthode PCR, qui permet également la détection simultanée de L. monocytogenes 

et L. innocua, a été évaluée par rapport au biotypage conventionnel avec 200 souches de 

Listeria pertinentes pour l'hygiène alimentaire (Allerberger , et al 1997). 
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II. 4. Autres techniques et méthodes de recherche et 

 

dénombrement des Listeria spp: 
 

II.4.1. Technique USDA  
 

D'autres méthodes de référence sont largement utilisées pour des groupes d'aliments 

particuliers. Par exemple, le protocole USDA est souvent la méthode de choix pour la 

viande, les œufs, la volaille et échantillons environnementaux. Cet enrichissement en deux 

étapes méthode utilise une modification de l'Université du Vermont Milieu (UVM) 

contenant de l'acriflavine et de l'acide naladixique pour l'enrichissement primaire, suivi 

d'un enrichissement secondaire dans du bouillon Fraser et d'un placage sur Oxford modifié 

(MOX) gélose contenant les agents sélectifs moxalactame et le sulfate de colistine 

(Donnelly,  2002). 

 

L'utilisation du bouillon Fraser permet la détection présomptive de Listeria spp. en 

moins de 48 h, permettant ainsi d'importantes économies de coûts et de temps par rapport 

aux méthodes existantes. 

 

Le bouillon Fraser a été développé en modifiant le bouillon d'enrichissement 

secondaire de l'USDA par l'ajout de chlorure de lithium et de citrate d'ammonium ferrique. 

L'hydrolyse de l'esculine dans le bouillon Fraser entraîne la production d'un précipité noir. 

Étant donné que toutes les Listeria spp. hydrolysant l'esculine, les cultures qui ne 

noircissent pas peuvent être considérées comme exemptes de Listeria. L'efficacité du 

bouillon Fraser a été documentée en testant un large éventail d'échantillons alimentaires et 

environnementaux provenant d'installations de transformation des aliments en parallèle 

avec les méthodes utilisées par les organismes de réglementation gouvernementaux. Le 

bouillon Fraser inoculé à partir de l'enrichissement primaire de l'USDA s'est avéré plus 

sensible que le bouillon Fraser inoculé à partir de l'enrichissement FDA ou la méthode 

existante de la FDA dans l'analyse des produits de crème glacée (Gasanov et al.,2005). 
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Tableau 9: Principale méthodes bactériologiques (Lebres E A, 2006). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Tableau 10: Critères de choix d’une technique (Lebres E. A, 2006). 
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     II. Méthodes de recherche et dénombrement des Listeria sp dans les denrées,alimentaires 

 
 

 
 
Dix-neuf  laboratoires à travers le Canada ont participé à une étude comparative de la 

« FDA » et « USDA » méthodes de détection de Listeria monocytogenes dans les aliments 

et les échantillons environnementaux . Les résultats montrent que la période 

d'enrichissement de la méthode FDA peut être raccourcie de 7 à 2 jours sans réduisant 

considérablement le nombre d'échantillons positifs. Avec un nombre limité d'échantillons, 

l'USDA La méthode s'est avérée légèrement plus efficace pour isoler L. monocytogenes 

que la méthode FDA. Fraser le bouillon, en principe, s'est avéré utile comme outil de 

dépistage mais n'est pas très sélectif. Gélose d'Oxford et le milieu chlorure de lithium- 

phényléthanol-moxalactame était meilleur que la gélose de McBride modifiée pour isoler 

ce micro-organisme (Warburton  et al., 1991). 

 

II.4.2. Réaction ELISA: 

 

Test immuno-enzymatique (ELISA) Les méthodes ELISA qui utilisent un anticorps 

immobilisé surun puits de microtitrage pour la capture d'antigène en combinaison avec un 

anticorps secondaire couplé à une enzyme (ou un autre marqueur) pour détecter l'antigène 

capturé, sont les plusméthodes largement appliquées car elles combinent la facilité 

d’utiliser avec la génération de résultats de tests rapides. De plus, la méthodologie ELISA 

peut être utilisée avec des matrices d'échantillons qui rendent ces tests particulièrement 

bien adaptés pour les tests alimentaires (Gasanov et al., 2005). 

 

Un développement récent est la disponibilité des tests Listeria le lendemain pour les 

aliments etéchantillons environnementaux. (Gasanov et al., 2005). 

 

Un test ELISA et deux procédures de culture de routine ont été comparés dans leur 

capacité à détecter Listeria spp. 

 

Dans les produits alimentaires et les écouvillons des amygdales de porc. Les 

procédures de culture utilisées étaient celles recommandées par la Food and Drug 

Administration (FDA) et le Département des États-Unis de l'agriculture (USDA) 

(Norrung  et al., 1991). 
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   II. Méthodes de recherche et dénombrement des Listeria sp  dans les denrées,alimentaires        

      

       Tableau 11: Réaction ELISA  (Hilan et al., 1998). 
 

     
 
   

 
 
 II.4.3.L'immuno-capture : 

 

L'immuno-capture est une technique élégante qui utilise billes magnétiques (Dynal, 

Melbourne, Australie) ou dip bâtons (Listeria Unique, TECRA International, Frenchs 

Forest, Australie) recouverts d'anticorps spécifiques pour séparer Listeria de la microflore 

concurrente et composants alimentaires inhibiteurs. Méthodes de capture spécifiques tels 
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               Reaction Elisa 
 

1. Reparation des échantillons 

2. Addition du conjugué 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

3. Incubation 

4. Cinq lavage successive 

5. Addition du mélange substrat /chromo 

gene 

6. Incubation  

7. Arête la reaction 

 

 

8. Résultat 

 
 
 
 
 

 Distribution 100µ/puits 

 

 Prévoire :1témoins positif:100µl 

       2témoinsnégatifs:100µl 

 Ajouter 100µlde conjugé dans tous 

les puits 

 Ajiter légérement puis couvrir la 

plaque 

 1heur à 20°C-+25°C  

 

 Laver à la pissette  

 

 Distribution 100µl de mélange par 

puits  

 

 30min à +20°C-+25°C 

 Ajouter 50jul de solution d’arret dans 

chaque puits 

Lecture à 450nm 

 Blanc sur air  

 DO  témoin+:TP > 0;700 

 DO témoin-:TN1et TN2 < 0,300 

 Seuil de positivité:TN+0.150 
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que ceux-ci concentrent également l'organisme cible et augmenter la sensibilité du test 

(JungS. Frank, . BrackettE , 2003). 

 

                                      

Les techniques de capture peuvent être associées à des méthodes moléculaires pour 

augmenter le pouvoir de discrimination à un niveau de sous-espèce (Dunbar  et al., 

2003). Différenciation de L. monocytogenes d'autres espèces de Listeria basées sur des 

anticorps spécifiques aux facteurs de virulence qui sont exprimés par L. monocytogenesa 

rencontré avec un succès variable (Dunbar et al., 2003). 

 
 

  II.4.4. Techniques bactériologique et immuno-enzymatique de recherché de listeria 

spp 

Comparison entre le protocol de 2methodes :Voie  Bactériologique et Voie –enzymatiqe (Hila et 

al .,1998) 
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 II.5. Futures Orientations pour la détection et l'identification des 

L. monocytogenes 

 

La section suivante passe en revue les nouvelles méthodes de détection de Listeria 

spp.dans l'alimentation, l'environnement et échantillons cliniques. Ces méthodes sont 

actuellement utilisées par des laboratoires de recherche spécialisés uniquement ; mais 

parce que ces méthodes offrent des avantages significatifs par rapport aux techniques 

conventionnelles, elles peuvent être utilisées en routine pour l'alimentation tests d'agents 

pathogènes à l'avenir. 

 

II.5.1. Tests ciblant l'ARN 

 

Les tests d'échantillons alimentaires ou environnementaux à la recherche de Listeria 

pathogène ne devraient cibler que les organismes vivants, car seules les cellules vivantes 

de Listeria peuvent provoquer des maladies. La capacité à former des colonies sur gélose 

solide est l'étalon-or par lequel les méthodes de culture confirment la présence d'agents 

pathogènes vivants et c'est la norme par rapport à laquelle tous les autres Listeria les tests 

de détection sont comparés. (Birch, L.et al., 2001). 

 

       Le choix de l'ARN ou L'ARNm en tant que cible pour les tests d'agents pathogènes 

alimentaires est de plus en plus apprécié depuis que la présence d'ARNm est une indication 

de l'état de vie de la cellule (Keer, J.T., Birch, L. ,2003). 

 

 

II.5.2.PCR en temps réel 

Cette technique est une modification de la RT-PCR méthode. Le mélange réactionnel 

contient un marqueur fluorescent (SYBR Green) qui se lie spécifiquement au double ADN 

brin. (Rudi, K. et al., 2003). 
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      II. Méthodes de recherche et dénombrement des Listeria sp dans les denrées,alimentaires 

 

 

             L'augmentation de la fluorescence après chaque cycle successif permet la 

quantification directe de la cible ADN. Ce type d'analyse nécessite des équipements et des 

matériaux spécialisés qui augmentent considérablement le coût des tests. Cette méthode a 

été utilisée pour identifier et quantifier L. monocytogenesin dans les aliments et 

échantillons dans plusieurs études (Hein, I., et al., 2001) (Hough, A.J., et al., 2002). 

                                  

                              

II .5.4. Amplification basée sur la séquence d'acides nucléiques (NASBA) 

 

NASBA est une alternative à la PCR conventionnelle et est basé sur l'action de trois 

enzymes. Dans la première étape un la transcriptase inverse est utilisée en combinaison 

avec une amorce oligonucléotidique pour produire un hybride ADNc-ARN molécule. Dans 

l'étape suivante, une enzyme RNase élimine l'ARN de la molécul Chapitre II : Techniques 

de recherche et dénombrement des listeria dans différents 

denrées alimentairese hybride permettant 

l'inverse transcriptase pour synthétiser un ADNc double brin molécule. Cet ADNc est 

ensuite utilisé comme modèle pour la génération de transcrits d'ARN par une polymérase 

T7. Contrairement à la PCR, la NASBA donne des rendements monocaténaires molécules 

d'ARN pouvant être détectées soit par électrophorèse sur agarose classique, soit en utilisant 

   des sondes oligonucléotidiques marquées spécifiques pour les tests d'hybridation combinés 

avec des systèmes de détection colorimétrique. Bien que NASBA est une méthode qui 

montre un grand potentiel pour l'analyse de routine des tests alimentaires et 

environnementaux (Keer. J.T., Birch, L. ,2003) (Cook, N., 2003). 
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conclusion 



Conclusion 
 

 
 

Conclusion 

Listeria monocytogenes est une especebactérienne ubiquitaire, largement répandue dans 

l'environnement et peut être transmise à l'homme par contamination des aliments, aux divers 

stades, qui se succèdent de la préparation à la consommation. On la trouve dans le lait, les 

produits laitiers, la viande, la volaille, les légumes, les salades et les fruits de mer, elle peut se 

multiplier à la température du réfrigérateur (4-6°C). 

L'infection , à Listeria sp., a un taux de morbidité relativement faible, mais un taux de 

létalité élevé. Le risque est particulièrement grave pour les femmes enceintes, les fœtus, les 

alcooliques, les toxicomanes, les diabétiques, les malades soumis à un traitement 

immunodépresseur, ceux qui sont atteints du SIDA et les personnes âgées. 

En travaux de routine, l’identification de L. monocytogenes repose sur des méthodes 

physiologiques et biochimiques: morphologie, coloration de Gram, catalase, mobilité, béta-

hémolyse sur gélose au sang et fermentation des sucre, il existe aussi des tests plus rapides, 

qui ont été développés a base des anticorps (ELISA) ou des techniques moléculaires (PCR ou 

hybridation d'ADN). Bien que ces tests possèdent une sensibilité égale, ils sont rapides et 

permettre d'effectuer le test dans les 48 h. 

Plus récemment, des méthodes moléculaires ont été développées qui ciblent l'ARN 

plutôt que L'ADN, tel que la RT-PCR, la PCR en temps réel ou l'amplification de séquences à 

base d'acide nucléique (NASBA). Ces tests fournissent non seulement une mesure de la via 

bilité cellulaire, mais ils peuvent également être utilisés pour une analyse quantitative. 
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Annexes 

Milieux 

Gélose au sang – Composition pour 1 litre :  

Protéose peptone : 15,0 g  

Digestion de foie : 2,5 g  

Extrait de levure : 5,0 g  

Chlorure de sodium : 5,0 g  

Agar : 12,0 g  

pH : 7,4  

Gélose OXFORD - Composition pour 1 litre : 

Peptone : 23,0 g  

LiCl : 15,0 g  

Agar : 10,0 g  

Amidon de maïs : 1,0 g  

Esculine : 1,0 g  

Citrate de fer ammoniacal : 0,5 g  

Solution d'antibiotiques : 10,0 ml  

Sur gélose OXFORD, les colonies de Listeria apparaissent noires et entourées d'un halo noir.  

 

 

 



Solution d'antibiotiques pour la gélose Oxford :  

Cycloheximide : 0,4 g  

Sulfate de colistine : 0,02 g  

Fosfomycine : 0,01 g  

Acriflavine : 5,0 mg  

Céfotétan : 2,0 mg  

Éthanol (solution à 50%) : 10,0 ml  

pH : 7,0 ± 0,2 à 25 °C 

Bouillon d'enrichissement de Fraser -  

Composition pour 1 litre :  

NaCl : 20,0 g  

Na2HPO4: 12,0 g  

Extraits de viande de bœuf : 5,0 g  

Protéose peptone : 5,0 g  

Digestion pancréatique de caséine : 5,0 g  

Extraits de levure : 5,0 g  

Chlorure de lithium (LiCl) : 3,0 g  

KH2PO 4: 1,35 g  

Esculine : 1,0 g  

Acriflavine (25 mg de chlorhydrate d'acriflavine  dans 10 mL d'eau distillée) : 10 ml  

Acide nalidixique (20 mg d'acide nalidixique dans 10 ml d'eau distillée) : 10 ml  

Citrate de fer ammoniacal (500 mg de citrate de  fer ammoniacal dans 10 ml d'eau 

distillée)10ml  

pH : 7,2 ± 0,2 à 25 °C  



Bouillon d'enrichissement de Fraser "demi" -  

Composition pour 1 litre : 

Composition identique au bouillon  d'enrichissement de Fraser mais la solution 

d'acriflavine est composée de 12,5 mg de  chlorhydrate d'acriflavine dans 10 ml d'eau  

distillée 

Gélose  TSA-YE (Trypton  Soja  Agar  Yeast Extrast) - 

Composition pour 1 litre :  

Tryptocase soja agar (TSA): 40 g  

Yeast extract : 6 g 

 


