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INTRODUCTION

Les Listeria sont des bacilles Gram positif, saprophytes largement répendus dans la
nature et a caractére ubiquitaire . Parmi les différentes espéces de Listeria, Listeria
monocytogenes peut occasionnellement induire des infections sévéres chez I'homme et la
plupart des espéces animales comme les mammiferes et les oiseaux .

Les infections humaines, appelées listérioses constituent actuellement un probléme
préoccupant en santé publique touchant presque exclusivement les pays tempérés comme le
continent Nord-américain et 'Burope . La derniére épidémie de listérioses en France, en 1992,
a fait l'objet de recommandations de la part du ministere de la santé et de l'action humaine
(11 septembre 1992) .

En pathologie humaine, les principales cibles sont : la femme enceinte, le sujet
immunodéprimé et les personnes agées .

La virulence et le pouvoir infectieux de L.monocytogenes sont en relation avec le
sérotype . Au sein d'un méme sérotype, il a ét€ mis en évidence des différences de virulence en
fonction de la souche sauvage .

Clest pourquoi nous avons comsacré notre travail a rechercher le rble de
I'hémolysine comme facteur de virulence . En utilisant les souches bactériennes mises a notre
disposition nous avons dosé I'hémolysine de plusieurs sérotypes de Listeria en prenant comme
modéle expérimental 1a souris Swiss infectée par voie intrapéritonéale .

Le dosage in vitro de l'activité hémolytique de la listériolysine O a été évalu€ en

fonction des variations de DO obtenu aprés lyse de globules rouges de mouton .
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REVUE
BIBLIOGRAPHIQUE
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1.LES LISTERIOSES.

La listériose est une maladie infectieuse, commune & 'homme et l'animal, qui se
manifeste sous forme de pathologies sévéres, parfois mortelles . Le genre Listeria comporte
plusieurs espéces : Listeria monocylogenes, L.ivanovii, L.innocua, L.seeligeri et Lwelshimeri.
Parmi toutes ces espéces, L.monacytogenes est la seule responsable d'infections chez I'homme
ot Tanimal . L.ivanovii a été isolée de quelques cas d'avortement chez des ovins mais pas chez
I'homme .

Les autres espéces : L. welshimeri et L. innocua ne sont pas pathogénes (106-176) .

Chez L. monocytogenes de nombreux sérotypes ont été mis en évidence : 172 a,
1/2b, 1/2 ¢, 3a, 3b, 3c, 4a, 4ab, 4b, 4c¢, 4d, 4e.

La prédominance du sérotype 4b dans les cas pathologiques est reconnu (120-171), alors que

les sérotypes 1/2 a et 1/2 ¢ sont plus frequemments isolés dans les aliments (29) .

1.1) LISTERIOSE ANIMALE

La listériose est une infection fréquemment retrouvée chez les animaux. En effet,
la bactérie peut étre hébergée naturellement dans le tube digestif (8), sans provoquer de
manifestation clinique . Les animaux porteurs sains disséminent la bactérie dans le milieu
extérieur par lintermédiaire de leurs fécés . La contamination et le développement de la
maladie seront souvent en relation avec un systéme immunitaire deficient .

On rencontre différents types de pathologies :
I.1.a) Les formes abortives :

La listériose se manifeste par des avortements (39) ou la naissance de morf-nés .
L'animal nouveau-né peut aussi naitre infecté et présenter une pathologie plus tardive comme

une méningite ou une forme septicémique .
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1.1.b) Les formes méningo-encéphaliques :

C'est la forme la plus fréquente chez les ruminants . L'animal présente des troubles
du comportement comme la lenteur au déplacement, lisolement, des troubles locomoteurs, des
troubles visuels qui évoluent vers une paralysie partielle ou génerale, puis le coma et enfin la

mortt .

I.1.¢) Les formes septicémiques :

Clest la forme Ja plus commune chez les petits animaux et les sujefs jeunes . La
bactérie envahit Forganisme plus ou moins vite, ce qui se traduit par la mort rapide ou un

amaigrissement avec anoréxie.

L1.d) Les formes asymptomatiques et mammites :

1l existe des formes asymptomatiques et des mammites infracliniques au cours

desquelles L.monocytogenes est excrétée dans le lait .

1.2) LISTERIOSE HUMAINE

L.monocytogenes est un germe habituellement peu pathogéne chez 'hdte humain
immunocompétent . L'expression de sa virulence se manifeste lorsque les défenses naturelles de
l'organisme sont déficientes (notion de terrain et caractere "opportuniste” de Listeria
monocytogenes) .

Les sujets a risques sont les femmes enceintes, les personnes agées, les enfants de mois de

15 ans et les adultes immunodéprimés (maladie hépatique, alcoolisme, cancers, traitements

immunodépresseurs, hémopathies) .
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1.2.a) Atteinte foeto-maternelle :

La fréquence de la listériose en France est de l'ordre de 1/250 grossesses . Ceci
représente environ 30 % de l'ensemble des listérioses (23) . La listériose peut se rencontrer

chez la femme enceinte et chez le nouveau-né (160) .

a) Listériose chez la femme enceinte :

L'infection peut survenir & nimporte quelle période de la grossesse mais les
conséquences seront graves surtout si la bactérie atteint la meére dans les deux derniers
trimestres de la grossesse .

Pour Ia mére la symptomatologie sera le plus souvent bénigne :

- léger syndrome pseudo-grippal,

- fievre,

- asthénie .
La listériose est grave pour le foetus et le nouveau-né . C'est pourquoi, tout épisode febrile
chez une femme enceinte doit entrainer des examens cytobactériologiques des urines et
des hémocultures qu'il faut renonveler (107-160) . Lorsque la listériose survient au cours
des deux premiers trimestres, elle peut entrainer un avortement, dont il est difficile d'apprécier
la fréquence. L'épisode infectieux est souvent proche ou contemporain de l'expulsion (23) lors
de l'accouchement .
Lorsqu'elle survient au cours du troisiéme trimestre, elle peut avoir comme conséquence la

mort du foetus inm wufero, et surtout un accouchement prématuré et une infection

néo-natale (23) .
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b) Listériose chez le nouveau-n¢ :

A la différence de celle de la mére, elle est grave et redoutée des cliniciens .
Classiquement deux tableaux cliniques peuvent se traduire par :

- Une forme précoce : elle est diagnostiquée dés l'accouchement, souvent
chez un enfant prématuré souffrant d'une septicémie généralisée gravissime ("granulomatosis
infantiseptica”) . L'enfant nait en état de souffrance . Il présente des problemes respiratoires,
neurologiques et biliaires .

Parfois des formes atténuées ou inapparentes se traduisent par une conjonctivite suppurée qui
peut étre la seule manifestation clinique ; son évolution est en général simple, mats elle
comporte le risque d'une transmission manuportée a d'autres NOUveaux-nes .

- Une forme tardive : elle apparait au-deld du septiéme jour aprés la
naissance; le plus fréquemment sous la forme d'une méningite chez un enfant né a terme . Cette
forme méningée sera semblable & celle de T'adulte . La mortalité est de 25 % . Les séquelles

sont toujours redoutées : hydrocéphalie, retard psychomoteur (107).

En présence d'un enfant apparemment sain, des recherches systématiques de
L.monocytogenes & partir d'échantillons de méconium, de liquide gastrique ou encore de
placenta ont montré qu'un faible pourcentage de ces prélévements sont positifs (48) . Si les
résultats sont positifs, il est bien entendu indispensable de traiter cet enfant afin d'éviter
I'évolution éventuelle vers la méningite ou la septicémie . En revanche, L.monocytogenes
n'étant pas un hote habituel de la cavité vaginale, seule la culture des prélévements effectués
quelques jours avant et aprés I'accouchement permettra de déceler ou de confirmer la présencé
de cette bactérie .

Le diagnostic doit étre fait avant tout traitement (107-163) .

Le passage de la bactérie de la mére au foetus peut se faire par 4 mécanismes
différents : |

- la voie hématogéne transplacentaire (169),

- 1a voie ascendante transmenbranaire,
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- la voie endométriale,

_ la contamination pendant l'accouchement lors de la traversée des voies
génitales contaminées .
Listeria monocytogenes arrive au troisiéme rang apres Escherichia Coli et le Streptococoque

du groupe B, pour les infections néo-natales .
L.2.b) Forme clinique chez l'adulte et le grand enfant :

1l est possible que chez les sujets sains, un certain nombre de bactériémies a
Listeria, peu sévéres, passent inaperques ; seules les formes compliquées de méningite étant
diagnostiquées .

Chez I'adulte septicémies et infections du systéme nerveux central sont les
formes cliniques les plus fréquentes . Aucun signe clinique particulier ne permet de
distinguer une méningite listérienne d'une autre méningite bactérienne; aussi le diagnostique
étiologique ne dépent-il que de lisolement du germe & partir du liquide céphalo-rachidien
(LCR), de I'analyse cytobactériologique et tres souvent de 'hémoculture .

Les encéphalites sont rares ; elles se traduisent cliniquement par les signes d'une
rhombencéphalite avec une atteinte du systéme nerveux central sans méningite associ¢e . Elle
débute par des céphalées dans un contexte fébrile, suivies 8 a 10 jours plus tard de l'apparition
de signes d'atteinte des nerfs criniens, sans syndrome méningé associé . Le diagnostic ne
repose au début que sur lisolement du germe & partir du LCR lors de la contamination
secondaire des méningites . Leur pronostic demeure grave en dépit d'un traitement adéquat .
Parmi les formes cliniques rares, les endocardites sont les plus fréquentes (635).
Les endocardites a L.monocylogenes surviennent principalement chez des malades présentant
une lésion cardiaque, en particulier les porteurs de protheses valvulaires (164) .
Les atteintes locales a L.monocylogenes sont rares .

Le rdle du terrain est certain puisqu'un dge avancé, une maladi€ sous-jacente
ou un traitement immuno-suppresseur sont retrouvés dans 30 a 70 % des cas selon les

études, et la localisation de linfection . L'infection & VIH, méme au stade de SIDA, ne parait
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pas étre un facteur de risque de listériose, probablement parce qu'il existe, dans les mécanismes
de resistance a Listeria, des facteurs autres que les lymphocytes T (23) . Une étude récente a
mis en évidence une fréquence de 19 % d'apparition de listériose chez des patients atteint par le
VIH (90) . Ainsi, méme si le pourcentage de listériose, chez les patients infectés par le VIH, est
supérieur a celui de la population générale (méme dge et méme sexe) avec un taux de risque
plusieurs fois plus élevé (76-123-162), l'infection a L.monocytogenes est loin de représenter la
majorité des causes de méningites chez les patients VIH, comme elle peut en étre responsable

chez les cancéreux (145) .

La listériose humaine est caractérisée par le polymorphisme de ces manifestations:

- atteinte neuro-méningée : elle peut avoir différents aspects,

* méningites aigiies suppurées : liquide xanthochromatique du LCR,

* méningites aigiles d'allure virale : liquide clair, limpide,

* méningites subaigues : altération de I'état général et du LCR de
fagon progressive .
Mais quelle que soit sa catégorie, la méningite peut s'agsocier a des signes de souffrance
cérébrale (convulsions, troubles de la conscience, paralysie des nerfs craniens) (74) .
Linfection du SNC concerne 30 & 50 % des listérioses de 'adulte . La bactériémie est associce
dans plus de la moiti¢ des cas .
L'évolution des méningites a Listeria, en début de traitement, peut étre une majoration des
troubles encéphaliques, mais secondairement les signes d'atteinte du tronc cérébral ou du
cervelet peuvent régresser, avec Ou sans séquelle, la régression se faisant parfois a distance de
I'épisode aigu (23) .

- septicémies listériennes : les septicémies primitives, sans atteinte neuro-
méningée, représentent environ 40 % des listérioses de P'adulte . La mortalité est élevée,
environ 40 %, d'autant plus que I'ige est avancé . Elles sont le plus souvent isolées ou
associées & certaines localisations : pneumonie, endocardite, ostéomyélite, arthrite,

cholécystite, péritonite, hépatite ou abcés hépatique . La principale manifestation est la fiévre, &
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laquelle peut s'associer des signes non spécifiques : asthénie, malaise, troubles digestifs 4 type

|

\
de nausées, crampes, vomissements, diarrhées . |
La plupart des patients ont une maladie sous-jacente ou un traitement immunosuppresseur .
L'endocardite survient principalement sur une lésion cardiaque pré-existante, valve native, l
prothése mécanique ou bioprothése (23) .

- listérioses localisées : trés rares, elle se manifestent parfois sous la forme

d'atteintes :

~ amygdaliennes ressemblant 4 la mononucléose infectieuse .

~ endophtalmiques & type de conjonctivite suppurée ou de kératite (8) .

~ cervico-ganglionnaires dont l'évolution peut se faire vers la suppuration ou la
fistulisation (23) .

~ abeés du foie, cholécystites, péritonites, infection pleuro-pulmonaire et cutanée

(164) .
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1.3) TRAITEMENTS ET PREVENTION
1.3.0) Traitements

Le traitement de la listériose doit tenir compte de deux données
- L. monocylogenes est un germe & multiplication intracellulaire;
- Tlinfection touche des sites difficilement accessibles par les
antibiotiques ( LCR, parenchyme cérébral, placenta ) .

La virulence et la multiplication intracellulaire de L.monocytogenes, la sévérité
des manifestations cliniques, le terrain fréquemment immunodéprimé sur lequel survient ce type
d'infection, nécessite le recours & une antibiothérapie bactéricide pénétrant dans les divers sites
infectieux .

En l'absence d'études comparatives, des différents schémas antibiotiques
possibles, le choix thérapeutique reste basé sur les données bactériologiques,

pharmacocinétiques et sur les résultats des études expérimentales.

a) Données bactériologiques :

L.monocylogenes est une bactérie trés sensible a de nombreux antibiotiques
(173).

In vivo, la sensibilité est constante aux pénicillines G et A, aux aminosides, aux
macrolides, aux cyclines, au chloramphénicol, & la vancomycine, & la rifampicine et au
cotrimoxazole (36-67-85-152-173) . L'activité de ces antibiotiques reste stable, toutefois,
T'existence de plasmides de résistance a été démontrée pour le chloramphénicol, l'érytromycine

et les tétracyclines, mais pas pour les béta-lactamines (152).
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De facon exceptionnelle, quelques souches résistantes 4 l'ampiciline ont été
décrites . Les céphalosporines, notamment celles de troisiéme génération, ont des
concentrations maximales inbibitrices (CMI) élevées, contre-indiquant leur utilisation
dans le traitement de la listériose (85-173) .

L'acide nalidixique et les nouvelles fluoroquinolones sont également peu actives, les CMI étant

de l'ordre de 1a 8 me/l. L'activité in vifro de l'imipénéme est variable selon les auteurs .
p

Parmi les antibiotiques actifs, aucun, pris isolément n'a d'activité bactéricide
in vitro . Une bactéricidie est obtenue avec les associations amoxicilline-gentamicine,
triméthoprime-sulfamétoxazole, imipénéme-gentamicine, avec un effet synergique (67) . Par
contre, les molécules comme le chloramphénicol, la rifampicine, I'érythromycine et les
tétracyclines démontrent un antagonisme, in vifro , avec les béta-lactamines (36-85-173) .

(Tableau 1) .
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TABLEAU 1 :

ACTIVITE INHIBITRICE DE 13 ANTIBIOTIQUES VIS-A-VIS DE 74 SOUCHES

CLINIQUES DE LMONOCYTOGENES ISOLEES EN SUISSE . (173)

Concentration mfnimale inhibitrice (pg/ml)

Antibiotique Valeurs limites CMI 50 %* CMI 90 %*
Pénicilline 0,060,5 0,25 0,5
Amoxicilline 0,12-0,5 0,25 0,25
Pipéracilline 0,54 4 4
Ceftriaxone 8128 64 128
Imipénéme 0,03-0,25 0,12 0,12
Gentamicine 0,251 0,5 0,5
Chloramphénicol 4-8 8 8
Erythromycine 0,12-0,25 0,25 0,25
e e 0,03/0,57-0,12/2,28 0,03/0,57 0,06/1,14
Ciprofioxacine 0,52 1 1
Rifampicine 0,030,25 0,12 0,12
Véncomycine 1-2 2 2
Teicoplanine 0,250, 0,5 0.5
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b) Données pharmacocinétiques :

Pour étre actifs in vivo, les antibiotiques doivent diffuser a des concentrations
suffisantes au niveau du site infectieux . En matiére de listériose, on se trouve confronté a
plusieurs exigences : d'une part, il sagit dun germe a multiplication intracellulaire
(macrophages), d'autre part l'infection & Listeria touche des sites difficilement atteignables par
les antibiotiques (liquide céphalo-rachidien et parenchyme cérébral dans les formes neuro-

méningées, placenta dans les listérioses maternelles) (36-85-173).

Parmi les antibiotiques actifs, le cotrimazole, la rifampicine, les cyclines, les
macrolides et le chloramphénicol ont une bonne pénétration intracellulaire . Bien que
'amoxicilline soit considérée comme ayant une mauvaise pénétration cellulaire, elle est active
in vitro sur les Listeria intracellulaire, avec une activité qui reste supérieure a celle des autres
antibiotiques . Le passage dans le LCR des antibiotiques est augmenté par linflammation
méningée observée 4 la phase aigiie des méningites . Des concentrations efficaces peuvent €tre
ainsi obtenues dans le liquide céphalo-rachidien avec la pénicilline, 'amoxicilline, I'imipénéme,
le triméthoprime et la rifampicine . La diffusion méningée des aminosides est imauvaise,
facilitée par Iinflammation méningée quasi nulle en cas de récupération de méﬁingites saines

(36-85-173) .

Au niveau du parenchyme cérébral, la liposolubilité de l'antibiotique est un facteur
important de sa diffusion . Le chloramphénicol a une tr8s bonne diffusion cérébrale (supéricure
3 la diffusion méningée) alors que la situation inverse est constatée pour la pénicilline et

'amoxicilline (85-173) .

La diffusion placentaire et foetale de I'amoxicilline est satisfaisante . -
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¢) Schémas thérapeutiques : (37-85-173)

Bien qu'aucune étude controlée n'ait comparé les différents schémas
thérapeutiques potentiellement actifs sur la listériose, 'usage est d'utiliser pour le traitement des
formes sévéres (neuro-méningée, materno-foetale) et/ou survenant chez Immunodéprimé

I'association ampicilline-amineside .

~ Listériose neuro-méningée :

Le schéma thérapeutique de référence reste l'association amoxicilline
(200 mg/kg/j en six perfusions courtes) et aminoside (6 mg/kg/j) par voie intraveineuse . Le
choix de l'aminoside se portera le plus souvent sur la gentamicine, qui a montré une synergie
d'action avec l'ampicilline in vitro et dans les modéles animaux . La durée du traitement n'est
pas clairement codifiée . La plupart des auteurs recommandent une durée de 2 & 6 semaines .
En cas dallergie aux B-lactamines ou de forme encéphalitique dominante l'association
chloramphénicol-aminoside, ou triméthoprime-sulfémétoxasol, peut étre proposée .
Le cotrimoxazole, par voie intraveineuse, est une alternative intéressante en l'absence de contre
indication et d'effets secondaires de cette molécule . L'association amoxicilline-cotrimoxazole a

¢galement été utilisée.

~ Septicémie & Listeria : (36-85-173)

Bien que l'association amoxicilline-aminoside confére une synergie de bactéricidie
in vitro, le bénéfice de l'association n'est pas cliniquement prouvé . Pour certains une
monothérapie par amoxicilline serait suffisante dans de nombreux cas, l'addition d'un aminoside
n'étant indiquée qu'en cas de facteurs de mauvais pronostic (age supérieur a 50 ans, maladie

sous-jacente, greffe rénale, défaillance cardiaque) .
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~ Listériose néonatale : (36-85-173)

Devant une infection néonatale précoce (premiére 48 heures), I'antibiothérapie
doit étre débutée en urgence, une fois les divers prélévements réalisés, et faire appel, en
premidre intention, 4 une amoxicilline ou une uréido-pénicilline par voie intraveineuse .

Les céphalosporines de troisiéme génération ne sont pas conseillées en
monothérapie dans cette situation de traitement empirique en raison de leur faible activit¢ sur
Listeria .

Une triple association (amoxicilline, céphalosporine de troisiéme génération et
aminoside) peut étre également proposée, afin d'étre actif, en traitement empirique initial sur
les trois principaux germes d'infection néonatale sévére précoce : Listeria, E.Coli et
Streptocoque du groupe B .

Le traitement de référence de la listériose systémique précoce et de la méningite
néonatale, est I'association amoxicilline (200 mg/kg/j) et gentamicine (3 mg/kg/j), la durée du

traitement étant de 10 jours en cas de septicémie, d'au moins 3 semaines en cas de méningite .
g

~ Listériose de la femme enceinte (méningite exclue) : (36-85-173)

Toute fiévre isolée inexpliquée, persistant plus de 5 jours, ou un état pseudo-
grippal (fiévre, frissons, courbatures) survenant chez une femme enceinte impose la
pratique d'hémocultures et la préscription systématique d'amoxicilline par veie orale
pendant 10 jours (125).

En cas de positivité des hémocultures & Listeria, la voie intraveineuse est préconisée, en
associant amoxicilline (6 & 12 g/j) et gentamicine (4 mg/kg/j) pendant 15 jours.

Si 1a listériose survient au cours du troisiéme trimestre de la grossesse, certains recommandent
une poursuite de 'amoxicilline (4 g/j) per os jusqu'au terme.

En cas d'allergie a la pénicilline, on utilise un macrolide.
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~ Listériose chez limmunodéprimé :

De nombreux cas de listériose ont été décrits chez les patients immunodéprimés,
notamment chez les patients ayant regu une greffe rénale . Aucun schéma thérapeutique n'a fait
la preuve de sa supériorité chez l'immunodéprimé . Cependant il semble raisonmable de
proposer a ces patients le plus bactéricide, qui associe amoxicilline et aminoside aux doses sus-
citées chez l'adulte (90) .

Le cotrimoxazole intraveineux semble représenter une alternative intéressante
chez ces patients immunodéprimés .

Le risque, bien que faible, de méningite & Listeria chez le patient VIH, peut étre

combattu par l'utilisation de I'association timéthoprime-sulfaméthoxazol (90) .
1.3.b) Prévention

La prophylaxie vétérinaire est illusoire pour prévenir les risques de contamination
4 'homme . En dépit de quelques essais vaccinaux pratiqués chez I'animal, aucune vaccination
n'est actucllement au point pour T'homme . En conséquence la prévention consiste
essentiellement 4 diminuer les risques de ‘contamination par les aliments, accompagnés de

quelques précautions simples :

- Pour les patients A risque (femmes enceintes, immunodéprimés, personnes

4gées) : les Centers for Diseases Control (CDC) aux Etats-Unis ont récemment établi des
recommandations :

. ne pas consommer d'aliments ayant séjourné au réfrigérateur plus longtemps que la date limite
de consommation ;

. cuire soigneusement les aliments d'origine animale ;

. porter 2 ébullition les restes alimentaires ou les aliments préts a étre consommes |

. laver soigneusement les 1égumes destinés a étre consommes cru ;

. enlever la crofite des fromages et éviter les fromages a péite molle ;

_ éviter la consommation de lait cru ou d'aliments au lait cru .
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- Pour les femmes enceintes : consulter un médecin dés l'apparition du moindre
symptome infectieux .
- En milieu obstétrical : il convient d'étre particuliérement vigilant quant a la

désinfection de la salle d'accouchement, du matériel obstétrical, et aux soins aux nouveau-nés

dans les nurseries en raison du risque d'infection nosocomiale .
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I . RESERVOIRS

La listeria est une bactérie qui se rencontre dans tous les types de milieux :

extérieur, aliments, organisme humain ou animal .
I1.1) MILIEU EXTERIEUR

Les Listeria sont des bactéries trés résistantes aux conditions du milieu extérieur,

aussi toutes les espéces de Listeria qu'elles soient pathogenes ou non, sont largement présentes
dans l'environnement, qu'il s'agisse du sol, des eaux de surface et des eaux d'égouts (169) .
Les Jisteria sont également responsables de ce qu'on appelle : " la maladie des fourrages " (74).
En effet, la bactérie peut étre retrouvé dans les ensilages (herbe, mais) et les fourrages verts
(41) . Les Listeria se multiplient surtout dans un ensilage ou le pH est propice a son
développement surtout en périphérie . Une étude récente de I'Institut de 'Elevage montre que
le pH des ensilages est le meilleur indicateur de contamination :

_ lorsque le pH est strictement inférieur 4 4 la présence de Listeria reste
possible mais avec des niveaux de contamination toujours frés faibles (moins d'une Lisferia par
gramme).

- lorsque le pH est supérieur & 4 la présence du germe est plus fréquente
(80 % des échantillons) avec des niveaux de contamination souvent trés élevés (jusqu'a
plusieurs milions par gramme) (128) .

De plus, l'ensilage favorise limmunodépression chez I'animal et donc sa contamination par les

Listeria (55-56-143) .

I1.2) PRODUITS ALIMENTAIRES

a) Le lait et les produits laitiers :
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Tl a été mis en évidence au cours de nombreuses expérience [ USA (116), Canada
(53), Hollande (12), Espagne (46) ] que 1 a 45 % des laits étalent contaminés par Listeria
monocytogenes . Cependant cette contamination peut avoir différentes origines :
- excrétion du germe par la vache laitiére ;
- contamination par l'environnement (127} .
C'est pourquoi le Ministére de I'Agriculture a fait procéder a une surveillance du lait cru utilisé
comme matiére premi€re .
Plusieurs études ont été menées concernant les fromages . De ces études , il
ressort que 0,5 & 10 % des fromages sont porteurs de L. monocytogenes (12-25-52-184) .
Les fromages a pte molle sont le plus fréquemment contamines .
Cette contamination peut étre limitée 4 la croiite ou diffusée dans la pate, avec une prévalence
pour la crofite (184) . Cet aliment est & déconseiller chez la femme enceinte et chez un
immunodéprimé . Derniérement, de nombreuses consignes ont éte données afin de maitriser les

risques en fabrication fromagére (112) .

b) Autres aliments :

1 a été demontré une forte proportion (40 %) de contamination de la viande crue
de boeuf, de porc, de la charcuterie et de la volaille (40-106-109-144) .
C'est ainsi qu'en 1992 une épidémie de listériose a frappé la France pendant prés de neuf mois .
Aprés de nombreuses recherches aliment responsable a été de la langue de porc en gelee .
Cette préparation contenait un taux éleve de contamination (500000 L.monocytogenes | g)
(187) .

Plus récemment, une épidemie de listériose, en mat 1993, a touché 25 personnes
en France, dont 21 femmes enceintes (4 avortements spontanes et 2 enfants mort-nés) .
Une enquéte épidémiologique, confiée au réseau national de santé publique, a permis de
suspecter une origine alimentaire en relation avec la consommation de rillettés de porc de

marque "tradilége"” (78) .
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D'autres enquétes ont démontré une contamination de 26 % dans les produits de

"~ la mer, et de 5 % dans les salades ou légumes préemballés (169) .
11.3) LES ETRES VIVANTS

Parmi les étres vivants, tous les porteurs de Listeria ne font pas forcément la
maladie . C'est pourquoi on peut dire que le porteur sain ou asymptomatiques, aussi bien que le
malade (si ce n'est plus) est un véhicule dangereux de la bactérie .

Chez les malades la bactérie peut se rencontrer a différents niveaux de
l'organisme:

- liquide foeto-maternel ;

- cerveau ;

-LCR;

- urines ;

- féces ;

- sécrétions conjonctivales ;

- sécrétions rhinopharyngées ;
- lésions cutanées .

Aprés une guérison clinique il ne faut pas négliger la possibilité que l'individu peut
encore posséder la bactérie et la disséminer . Ainsi, il a été démontré qu'une femme qui a fait
un avortement d'origine listérienne et sous traitement, peut encore éliminer le bacille pendant
20 semaines (161) .

Chez de nombreux animaux et individus sains, il a pu étre mis en évidence la
présence de Listeria au niveau des féces, démontrant l'existance du portage et que les étres
vivants peuvent la disséminer a partir du tube digestif .

Malgré la trés grande diversité des réservoirs, il faut rappeler ici que les souches
de Listeria monocytogenes isolée en pathologie humaine appartiennent le plus souvent au

sérotvpe 4b . Ce sérotype n'a que rarement été retrouvé dans les viandes, fromages ou
g
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poissons. Dans les produits carnés les sérotypes 1/2¢ etl/2a dominent ce qui montre une

discordance trés importante pour I'épidémiologie (134) . %
i
|
|
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III . BACTERIOLOGIE
I11.1) MORPHOLOGIE

Les Listeria sont de petits bacilles Gram positifs de 0,5 pm de large sur 2 pm de
long, aux extrémités arrondies, non capsulés et ne formant pas de spores (66) . Généralement
mobiles 4 une température comprise entre 20 et 25°C, grice & des flagelles dimplantation
péritriche .

Listeria a été longtemps considérée comme une bactérie corynéforme
(principalement en raison de ces caractéristiques morphologiques a la coloration de Gram petit
bacille 2 Gram positif), mais il est désormais pleinement admis que le genre Listeria appartient
a la branche phylogénétique dite des Clostridium avec Staphylococcus, Streptococcus et
Lactobacillus par exemple (23) .

Aprés la description de L.monocytogenes en 1926, dautres espeéces ont
progressivement été ajoutées au genre Listeria : L.denitrificans en 1948, L.grayi en 1966,
L.murrayi en 1973, puis récemment, L.innocua, L.welshimeri et L.seeligeri en 1983 et
L.ifanovii en 1985 .

Actuellement, sur base de résultats d'hybridation ADN/ADN et de séquengage
partiel de 'ARN ribosomique 168, le genre Listeria est constitué de sept espéces, réparties en
deux branches phylogénétiques : 'une comprend L.monocylogenes, L.ivanovii { les deux seules
espéces pathogénes du genre) L.ivanovii ne causant que de rares avortements et uniquement
chez les ovins et bovins . Auquel on associe L.innocua, L. welshimeri et L.seeligeri tandis que
lautre est formée par Murraya gravi et Murraya murrayi . L.denitrificans, qui s'est avérée
partager certains caractéres avec des bactéries corynéformes dans de nombreuses études, a

récemment été transférée dans un nouveau groupe Jonesia (163) .
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I11.2) CONDITIONS DE DEVELOPPEMENT

Listeria est un germe facile & cultiver . II s'agit en effet de bactéries extrémement

résistantes, (bien qu'elles ne soient pas sporulées) aux conditions du milien extérieur,

notamment au froid car psychotrophes; elles sont largement répandues dans I'environnement :
de nombreuses études ont décrit lisolement de Listeria a partir d'échantillons de terre et de
végétation, d'eaux de lacs (45) ou encore & partir des eaux d'égouts (2) .

|
|
Ce germe peut se multiplier & basse température : 4°C , mais de fagon optimal de ‘

30 4 37°C . Tl survit & la congélation . Son inactivation est possible 4 62°C mais il résiste & un # |
chauffage de 55°C pendant 30 minutes . C'est pourquoi la pasteurisation classique, 71°C
pendant 15 secondes, est suffisante pour tuer 10w Listeria monocytogenes par ml de lait (22-
66-113) . Néanmoins, la position intra-cellulaire de la bactérie peut la protéger au cours du
traitement .

Cette bactérie est aéro-anaérobie facultatif, avec une préférence pour une tension
en oxygéne réduite (66) .

Un pH inférieur & 4,5 détruit le germe (163) mais la Listeria peut tout de méme se
multiplier jusqu'a un pH de 5,6 . De méme, elle résiste & des milieux basiques pH de 9,6 .

Cependant sa croissance optimal se fera & un pH proche de la neutralité : 7,24 7,6 .
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Cette bactérie est également trés résistante aux agents physico-chimiques . Cette
particularité est utilisée pour isoler le germe 4 partir de mitieux sélectifs . Listeria cultive bien
sur les milieux usuels, mais I'adjonction de glucose ou de tryptose favorise la croissance .
Aprés 24 heures d'incubation apparaissent de petites colonies (1mm de diamétre), lisses, a
bords réguliers, transparentes et prenant un aspect bleuté quand elles sont observées en
transillumination oblique (coloration qui permet de les reconnaitre sur lisolement d'un

prélévement polycontamine) .
111.3) CARACTERES BIOCHIMIQUES

Au point de vue métabolique, Listeria est aéro-anaérobie facultatif, produisant
une catalase et présentant un test a loxydase négatif . Elle produit de l'acide sans gaz & partir
de nombreux ghucides, dont le glucose ; la trés grande similarité phénotypique existant entre les
différentes especes de ce genre n'a pas permis d'établir un systéme de biotypie . Cette
homogénéité de comportement permet toutefois l'utilisation des galeries API Listeria pour
lidentification . Les réactions de rouge de méthyl et de Voges-Proskauer sont positives .

Enfin, elle n'hydrolyse pas l'urée et ne produit ni indole ni H2S :

- catalase - oxydase
- glucose - gaz en glucose
-VP,RM - uréase
- esculine - indole
- gélatinase
- H28

Tableau 2 : Caractéres biochimiques communs au genre Listeria
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Liidentification d'espéces est réalisée a laide des marqueurs biochimiques

suivants:

- L'hémolyse : hémolyse spontanée ou Camp-test avec Staphylococcus

aureus ainsi que Camp-test avec Rhodococcus equi sur gélose au sang de mouton .

- La production d'acide a partir du D-xylose, L-rhamnose, du mannitol
et de l'alpha-méthyl-D-mannoside (la production d'acide étant relativement faible pour
certaines espéces, il est vivement recommandé d'utiliser le rouge de phénol comme indicateur

de pH) .

- La réduction des nitrates .

111.4) TYPAGE
- SEROTYPIE :

Les premiers serovars ont été décrits en 1940 par Paterson, & partir desquels
Donkervoet et Seeliger ont élaboré le schéma antigénique utilisé depuis de nombreuses années
(176 a) . |

On peut classer les Listeria grice aux

- Acides techoiques de paroi qui représentent l'antigéne
somatique . IIs sont au nombre de 15 (1a XV').

(Tableau 3)
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- Flagelles qui possédent des antigénes H pour lesquels
5types A, B, C, D, E, ont €té individualisés .

La combinaison des deux types antigéniques O et H définissent le serovar complet
de 1a souche . On distingue 17 serovars parmi lesquels certains sont spécifiques d'une espece
donnée comme le serovar 5 spécifique de L.ivanovii .

De plus, l'antigéne flagellaire E est spécifique du genre Murraya (163) .

En dépit de la diversité des serovars, les souches de L.monocytogenes, isolées
chez 'homme, font partie essentiellement des serovars 4b, 1/2a et 1/2b . En revanche, la grande

majorité des souches d'origine alimentaire appartiennent au sérogroupe 1/2 (13} .

-LYSOTYPIE

En 1977, a été mis au point une méthode permettant de classer de fagon trés
précise les Listeria . Cette méthode est basée sur la sensibilité des souches de Listeria a
certains bactériophages . Les spectres lytiques des bactériophages, qui sont spécifiques de

l'espéce et/ou du sérogroupe des souches, permettent de subdiviser des souches de méme

serovar en plusieurs groupes (169) appelé lysotypes .

Remarque : 25 phages ont été sélectionnés en 1985 lors d'une étude multicentrique pour la

lysotypie de L.monocytogenes .

- ELECTROPHORESE

L'étude de la mobilité éléctrophorétique des isoenzymes de L.monocytogenes a

également permis de discriminer des groupes de souches au sein d'un méme serovar (50) .

- SEROLOGIE
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De nombreuses réactions existent pour la recherche des anticorps sériques :

réaction d'agglutination en utilisant des antigénes O et H, avec et sans 2-mercapto-éthanol,
fixation du complément, hémagglutination directe et indirecte, réaction d'agglutination sur
gélose .
Les résultats font l'objet de nombreuses discussions . La séroagglutination est la plus souvent
atilisée . Un taux minimal de 1/320 ou une séroconversion , en prélevant deux échantillons de
sérum 4 3 semaines d'intervalle, sont considérés comme significatifs . L'apparition des anticorps
n'est pas constante dans les listérioses authentiques .

La sérologie est peut utilisée en pratique, la recherche des anticorps directs est plus fiable (50)

- DISCRIMINATION DES SOUCHES PAR LE
PROFIL RAPD

L'amplification en chaine par polymérase (ou PCR) a été utilisé pour obtenir des
profils RAPD (Randomy Amplified Polymorphic DNA) a partir de cellules bactériennes
entiéres dans le but de caractériser des souches de Listeria . L'utilisation d'une amorce de 10
nucléotides de séquence arbitraire (HLWL 74) a permis d'obtenir 29 profils d'ADN différents
pour 60 souches de collection, comprenant des représentants des 7 espéces de Listeria et des
sérotypes les plus fréquents . Aucun profil commun n'a été observé pour les souches
appartenant a des espéces différentes . Par analyse des profils RAPD il a été possible d'obtenir
une discrimination entre des souches d'un méme sérotype . L'analyse de profil RAPD est
présentée comme la base potentielle d'un nouveau systéme de typage pour les bactéries du

genre Listeria et l'oligomere HLWL 74 est présenté comme une amorce a utiliser (126) .

[11.5) ISOLEMENT

a) Méthodes classiques
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- Echantillons cliniques

La recherche de Listeria sur des prélévements pathologiques humains (sang,

méconium, placenta et LCR) nécessitent des techniques d'enrichissement ou l'utilisation de

milieux sélectifs (164) .

- Aliments

La recherche des Listeria dans les aliments nécessite une phase d'enrichissement
des échantillons avant Iisolement et la caractérisation des colonies suspectes .

Les Listeria étant résistantes a de nombreux inhibiteurs physico-chimiques, de
trés nombreux milieux d'enrichissement et milieux disolement sélectifs ont été mis au point
depuis ces derniéres années . Ces milieux contiennent des agents sélectifs varies, tels que
I'acriflavine, le tellurite de potassium, l'acide nalidixique, le cyclohéximide, la colimycine, le

moxalactam, les polymyxines (Tableau 4)

Derniérement, un milieu sélectif a été mis au point pour la détection de
L.monocytogenes , L.innocua et L.welshimeri par essai d'impédimétrie . L'apport de 21 mg/l de
moxalactam dans un milieu nutritif enrichie en glucose, supprime d'éventuelle réponses de

gram - ou d'autre gram +, permetiant une détection quantitative des 3 espéces de Listeria en

36 heures (82) .
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TABLEAU 4:

Composition de milieux sélectifs utilisés pour Iisolement de Listeria (82)

. . ' T s
Désignation Additifs (}3? Méfiecine )

' macie
Bouillon EB | acriflavine, acide nalidixique, \\\g
cycloheximide

Bouillon LEB| acriflavine, acide nalidixique, esculine

Bouillon
Dominguez |acide nalidixique, polymyxine

Bouillon acriflavine, acide nalidixique,
Yousef cyclohéximide, citrate trisodique
Gélose Chlorure de lithium, cycloheximide,
MMA glycine anhydre

Gélose chlorure de 1ithium, moxalactam,
LPM glycine anhydre

Gélose AC | acriflavine, ceftazidine

« Modified

Vogel-

Johnson acide nalidixique, moxalactam,
agar» tellurite de potassium

Gélose acide nalidixique, polymyxine,

PALCAM acriflavine, chlorure de lithium,
moxalactam, esculine, citrate ferrique

ammoniacal
Gélose chlorure de lithium, citrate ferrique
Oxford ammoniacal, colistine, cefotétan,

cycloheximide, esculine, fosfomycine
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Les bouillons d'enrichissement les plus utilisés sont : Enrichment Broth préconisé
- par la FDA et Listeria Enrichment Broth (LEB), décrit par Donnelly et Baigent (47) .
Lisolement est effectué sur géloses sélectives contenant les mémes agents sélectifs que les

bouillons d'enrichissement, les plus utilisées étant : la gélose de Mac Bride modifiée (MMA) et

la gélose de Lee et Mac Lain (LPM) (172) .

Depuis I'épidémie de listériose de 1938 au Massachussets, la Food and Drug

Administration a développé un protocole recommandé officiellement en France pour l'analyse

des produits laitiers (134) .

b- METHODES RAPIDES

- Méthodes spécifiques du genre :

~ Technique immunoenzymatique, basée sur la recherche d'une protéine

spécifique du genre Listeria (29) ;
~ Sonde d'ADN, détectant une séquence spécifique de 'ARN ribosomique 16 S

(29) ;
~ Cytofluorométrie de flux (29) .

- Méthodes specifiques de L.monocytogenes :

~ Sondes constituées d'un fragment du géne de 'hémolysine (29) ;
—Sondes constituées du géne codant pour une protéine impliquée dans

I'hypersensibilité retardée induite lors de Iinfection expérimentale a L. monocytogenes (29) .
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I11.6) CONSERVATION

En tant que germe trés résistant Listeria ne pose pas de difficultés particuliéres
lors de sa conservation : ses souches peuvent survivie de nombreuses annces en gélose

profonde ; la lyophylisation ou 1a congélation sont également possibles (172) .




-44-

IV. COMPORTEMENT DE LA
BACTERIE

IV.1) AU SEIN DE L'ORGANISME

A partir de nombreuses observations cliniques, épidémiologiques et
anatomopathologiques, on peut décrire un "scénario” plausible de linfection par

L.monocytogenes .

Le premier événement survenant au cours du processus infectieux est la
pénétration des bactéries par voie digestive . A la lumiére d'épidémies spectaculaires récentes
(104), il a été démontré que les bactéries responsables étaient surtout transmises par des
aliments contaminés (salade de choux, fromages, produits laitiers, viandes mal cuites) .

Ce caractére invasif de L.monocytogenes n'est pas exclusivement localisé a
Intestin, puisqu'on a rapporté de fagon anecdotique des atteinfes conjonctivales pharyngées ou

pulmonaires, facilement reproductibles expérimentalement (18) .
Deux théories s'affrontent :

1- Selon Racz et al (157) : ils pensent que I'entrée de L.monocytogenes se
fait dans lintestin gréle . Cette bactérie serait un parasite intracellulaire capable de pénétrer
dans les cellules non phagocytaires et de se développer a l'intérieur des cellules .

Cette théorie est soutenue par le fait que des épithéliums d'autres organes peuvent
8tre pénétrés : chez des animaux expérimentaux il a été mis en évidence que L.monocytogenes

pouvait entrer dans I'épithélium cornéen, conjonctif, bronchique et urinaire (1 57-158-159) .
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2_Selon Mac Donald et Carter un modéle différent existerait pour
Vinvasion par L.monocytogenes . La bactérie pénétrerait par les plaques de Peyer .
La bactérie utiliserait une cellule absorbante : cellule M, pour traverser la barriére
épithéliale intestinale . Les bactéries ne subiraient alors, pas de réplication significative a
tintérieur des cellules absorbantes . Elles seraient ensuite phagocytées par les macrophages,

associés avec les cellules M (150-194) .

Des études au microscope €léctronique de linfection des cellules CaCoz
entérocyte like par L.monocytogenes ont confirmé les résultats de Racz et al dans l'entérite

(158) .

Aprés avoir franchi I'épithélum intestinal, les bactéries passent dans la circulation
sanguine ou elles sont immédiatement phagocytées par les macrophages résidents du systéme
réticulo-endothélial, en particulier par les cellules de Kupffer du foie et par les macrophages de
la rate (142) . Depuis les travaux de Mackaness (118), on sait que L. monocytogenes peut se
multiplier dans les phagocytes et créer les granulomes inflammatoires au comntact des
endothéliums vasculaires . Ces granulomes inflammatoires sont surtout constitués de
polynucléaires et de macrophages . Si les défenses immunitaires ne peuvent contrbler
I'nfection, les bactéries envahissent secondairement de nombreux organes en franchissant les

endothéliums capillaires : placenta, peau, systéme nerveux central (18) .

IV.2) INTRA-CELLULAIRE

Le devenir de L.monocytogenes au niveau intra-cellulaire, a été étudié sur la lignée cellulaire J

774 macrophage-like par Tilney et Portnoy (10-186) : par lintermédiaire de
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Vinternaline (62), la bactérie est phagocytée par la cellule; la membrane du phagosome est
dissoute sous Yeffet de la listériolysine, et peut-étre dans certaines conditions par action de la
phospholipase C (139) , la bactérie se retrouve libre dans le cytoplasme (44a) .

Deux heures aprés linfection, chaque Listeria libre dans le cytoplasme provoque
la polymérisation de filaments d'actine . Derniérement, un polypeptide de 90 kDa : Act A, a
&té découvert chez une souche de L.monocytogenes . 1l serait nécessaire a l'initiation de
{accumulation d'actine, mais n'interviendrait pas directement dans la formation de la "queue"
d'actine . Des analyses ont mis en évidence I'abscence de polypeptide Act A au niveau du
sérotype 3a (97) .

Recouverte par ces filaments, elle se divise puis migre du centre de la cellule vers
sa périphérie entrainant derriére elle les filaments d'actine réorganisés en "queue de comete”
(environ 5 pum de long) . La listeria migre vers la surface de la cellule hote avec sa "queue de
cométe” orientée vers le centre de la celtule (97-186) .

La Listeria s'incorpore dans une extension ceflulaire (= pseudopode) qui entre en
contact avec la cellule voisine et qui Ia phagocyte . Elle se retrouve enveloppée par une double
membrane : l'extension cellulaire de la premiére cellule infectée et la membrane de la nouvelle
cellule h(“)tel . Aprés dissolution de ces deux membranes (probablement par action de la
phospholipase C, le pH n'étant pas suffisament acide pour permettre 4 la LLO d'agir), le cycle
peut recommencer (61) . En restant dans le milieu intracellulaire, la bactérie échappe aux
défenses immunitaire humorale .

Les mécanismes par lesquels 1a bactérie meurt ne sont pas connus : la présence de
filaments d'actine est nécessaire, comme Pont montré les expériences faites avec de la
cytocholasine D (qui inhibe la polymérisation des filaments d'actine) (60-100) ainsi que les
observation de cellules immunocompétentes : les cellules Caco 2 (139) ont montré que les
bactéries perdent leur mobilité intracellulaire et leur capacité a passer de celliles a cellules
(102) . De plus, aucune accumulation de myosine (habituellement associée & l'actine dans les

phénoménes de mobilité) n'est mise en évidence . La génération d'un mouvement pourrait alors
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gexpliquer par la présence & la surface de la bactérie d'une protéine "myosine-like” ou d'une

acting-binding protéine (139) .

Le méme phénoméne a été observé dans le cas de Shigelia flexneri, bactérie pour

laquelle une protéine intervenant dans les mouvements intra et inter-cellulaires est reconnue

comme étant un facteur majeur de virulence .

Le réarrangement des filaments d'actine & un pdle de la bactérie servirait a
"sropulser” celle-ci vers la périphérie cellulaire : en effet, des mutants invasifs et hémolytiques
mais ne pouvant se mouvoir, ont été obtenu (102) . Ces mutants, une fois libres dans le
cytoplasme, restent vers le centre cellulaire et semblent recouverts d'une couche plus épaisse de
filaments d'actine comme si le phénoméne de polymérisation avait lieu, mais non celui de
réorganisation . De plus, il existe in vivo une baisse importante de leur virulence par rapport a
celle de la souche initiale, indiquant que le ou les facteur(s) permettant la mobilité

intracellulaire sont nécessaires a l'expression de la virulence au méme titre que la LLO ou

I'internaline .
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V. HEMOLYSINE

V. 1) CARACTERISTIQUES

L'hémolysine est une substance sécrétée par certaine souches de Listeria . Elle est
soluble, filtrable, thermolabile et antigénique (20-137) . Elle peut entrainer une hémolyse totale
ou partielle, selon les souches : les souches de Listeria monocytogenes isolées de pathologie
humaine et animale sont toutes hémolytiques alors que la plupart des souches retrouvées dans
I'environnement ne possédent pas cette caractéristique (170) . L'hémolysine extra-cellulaire
soluble décrite par Harvey et Faber (83) a €té largement étudiée par de nombreux auteurs

comme un facteur majeur dans l'expression de la virulence des Listeria (75-89-94-96-178) .

La listériolysine O (LLO) est une protéine de 58 Kd, sulfidryl-activée (4) formée
de 929 acides aminés, ayant un point isoélectrique de 6,7 . Son activité est supprimeée par
oxydation ou par la présence de cholestérol et de l'antistreptolysine O (89-96) . Elle est
augmentée par des agents réducteurs . Cette hémolysine est aussi cardiotoxique (177) . La
listériolysine a été purifiée par Geoffroy et Coll en 1987 (67) . Elle posséde les propriétes des

toxines, des bactéties 4 Gram positif dont le prototype est la streptolysine O de Streptococcus

pyogenes .

La sécrétion de la listériolysine sera d'autant plus forte que la teneur en fer du
milieu est faible : 1a plupart des micro-organismes sécrétent des agents communément appelés
sidérophores . Hls ont pour action de libérer le fer des réserves de I'organisme, principalement
présenté dans les tissus par la transférrine . Ces réducteurs pourraient mobiliser le fer de la
ferritine dans le cytoplasme cellulaire . 1l est possible que la production de I'hémolysine soit
nécessaire 3 cette étape car sa concentration est, in vitro, inversement proportionnelle a celle

du fer dans le milieu . Ceci laisse & penser que, dans des conditions ferriprives, la production
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d'hémolysine est importante afin d'avoir un relargage maximal d'hémoglobine & partir des

globules rouges sanguins (134) .

L'activité enzymatique de la listériolysine est maximale & pH = 3,5 et n'est pas
détectable 3 pH = 7 contrairement aux autres toxines SH-activées, plus actives 4 un pH
supérieur a 6,5 (84) . Par le groupement SH de son unique cystéine, la lystériolysine O se fixe
au cholestérol de la membrane cytoplasmique des cellules eucaryotes {179-183) . Cette fixation
est indépendante de la température et n'aurrait pas lieu lorsque la toxine est oxydée . La toxine‘
interférerait avec le groupement hydroxyl du cholestérol et s'enfouirait dans la double couche
lipidique par lintermédiaire de laisons hydrophobes avec la chaine aliphatique du cholestérol .
Il v aurait formation d'oligoméres circulaires ou semi-circulaires transmembranaires puis
"déchirure” de la membrane cellulaire (9) entrainant des troubles de la permeabiliteé et
finalement la mort cellulaire . Cette cytolysine permettrait aux bactéries d'étre libres dans le
cytoplasme et d'échapper aux mécanismes bactéricides des phagosomes (59) . Cette hypothése
semble confirmée par une étude récente de complémentation du génome de Bacillus
thuringiensis par le géne hly A : ce germe & multiplication extraceflulaire normalement capté et
rapidement détruit par les macrophages, se libére de sa vacuole et se multiplie rapidement dans
le cytoplasme; ce qui signifie par ailleurs que le cytoplasme représente un milieu favorable a la
multiplication bactérienne . Par contre, in vivo, ce germe reste avirulent indiquant que la LLO
n'est pas l'unique facteur de virulence et que lintroduction d'un seul géne ne peut suffire a
transformer une bactérie en agent pathogéne (197) . Dans le cas de la LLO, deux types de
structures interviennent dans ce mécanisme d'action : une protéine tronquée de 48 acides
aminés en C terminal secrétée par un mutant peut se fixer sur les membranes mais ne posséde
pas d'activité lytique, ce qui indiquerait quil existe une ou plusieurs structure(s) située(s) dans
la partie tronquée formant un ou plusieurs site(s) spécifique(s) de lyse ou ayant un role
conformationnel (190) . Dans le cytoplasme, la quéte du fer libre stimulerait fortement la

croissance bactérienne (182-183) .
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Tl est & noter que la comparaison des séquences en acide aminés de plusieurs
cytolysines thiol-dépendantes (dont la LLO) a permis de mettre en évidence un peptide
commun de 11 acides aminés, qui contient en outre le seul résidu cystéine de ces protéines (70-
129) . Ce peptide est situé en C-terminal, ce qui laisse penser qu'il joue probablement un rdle
dans Pactivité cytolytique de la protéine mais qu'a l'nverse il n'intervient pas dans l'intéraction
avec le cholestérol . Ceci est en accord avec les expériences de mutagénése dirigées qui ont
montré qu'une mutation au niveau du tryptophane en position 492 (acide aminé situé dans le
peptide commun) provoque une diminution importante non seulement du caractere
hémolytique mais également de la virulence in vivo (135) .

A Tinverse, une mutation affectant l'unique résidu cystéine ne semble pas modifier

l'activité de la molécule, résultat déja obtenu pour d'autres protéines thiol-dépendantes (155).

Ces propriétés expliquent en trés grande partie Je role prépondérant joué par
I'hémolysine dans la cascade d'événements conduisant a la lyse du macrophage suite a la

multiplication intra-cellulaire de la bactérie (18-169) .

La listériolysine est codé par le géne Aly A, ce gene a été cloné puis séquencé
(130-191) . Par technique d'hybridation ADN-ADN, il est montré que ce géne est mis en
&vidence dans toutes les souches de L.monocytogenes ainsi que dans le génome des deux
autres espéces hémolytiques, Listeria ivanovii et Listeria seeligeri . 1l est a noter que, pour ces
deux espéces, le profil des fragments de restriction et lintensité d'hybridation semblent montrer
qu'il existe des divergences dans la séquence de leurs génes par rapport 4 celle de Aly A (111-

130) .

L'importance de la listériolysine dans la virulence de Listeria monocytogenes a €té
démontrée par l'isolement de mutants non hémolytiques (79) . Des souches non hémolytiques
de L.monocytogenes ont été obtenues par linsertion du transposon Tn1545 ‘au sein de la

souche NCTC 7973 de L.monocytogenes 1/2a hémolytique (35) . De méme, linsertion du
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transposon Tn 916 au sein de cette souche NCTC 7973 provoque une diminution de la
production de listériolysine .

Derniérement, il a été mis en évidence par GM . Matar et al (124) que de la
listériolysine O provenant de L.monocytogenes sérotype 4b gardait 100 % de son activité
hémolytique pendant 6 semaines stoquée & -20° . Pour garder ce pouvoir hémolytique la L1.O a
été purifiée par passage sur colone d'affinité avec 0.1M d'acide acétique, 0.85 % de NaCl,
pH=2,8 et collectée dans un tube contenant un tampon alcalin (5mM lysine, 140mM KCl, 50%
éthyléne glycol, pH = 11,5) .

De plus, une étude de la stabilité hémolytique montre que la LLO est plus stable
dans le tampon diéthiothréitol placé a pH=8 dans une limite de 4 heures dincubation . De
méme, il a été démontré que la LLO perd son activite hémoijrtique aprés 25 minutes

d'incubation a 50°C (124) .

La quantité de LLO retrouvée dans les surnageants de culture de
L.monocytogenes est variable selon les conditions de culture : le maximum (800 a 1500 HU/ml
selon les souches) est obtenu en fin de phase de croissance exponentielle (8 4 10 heures de
culture ) et suivi d'une chute rapide en phase de croissance stationnaire (69) .

Ces résultats sont obtenus sur milieux de culture additionnés de charbon végétal
ou traités par un chélateur d'ions divalents ce qui aurait pour effet de diminuer la concentration
du milieu en fer et d'augmenter la production de LLO . Cette hypothése provient du pouvoir
hémolytique des surnageants de culture, et peut-étre la quantité de LLO, qui augmente de
fagon inversement proportionnelle 4 la concentration en ion ferrique du milieu (42) .

Le méme type de résultat est obtenu au niveau des surnageants de culture de
L.seeligeri avec un maximum de 9 4 30 HU / ml, tandis que pour L.ivanovii la quantité
maximale d'hémolysine (2500 HU / ml) est obtenu en 14 & 16 heures (quelque soit le type de
milieu utilisé) et persiste plusieurs heures .

Aucune activité hémolytique n'est retrouvée dans les surnageants de culture des

autres espéces de Listeria (69) .
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V .2) LISTERIOLYSINE ET IMMUNITE

V.2.a) Généralités

Cluff et Ziegler (38) ont montré que la production de listériolysine pouvait avoir
une importance sur la réponse immunitaire (10-35) . De plus, il a été récemment possible de
mettre en évidence que linfection par une dose sublétale de bactéries vivantes entraine une
résistance aux effets létaux de la toxine purifiée, suggérant que la listériolysine O est sécrétée
lors de linfection naturelle, en quantité suffisante pour induire la synthése d'anticorps
neutralisants (96) mais le role de la listériolysine O comme antigéne dans l'introduction de la
protection anti-Listeria reste a définir . En effet, cette toxine est capable, sous forme purifiée,
d'induire une réaction d'hypersensibilité retardée chez la souris , avec une réactivité maximale a

partir du sixiéme jour aprés la primo-infection (16-118) .

Chez 'homme, l'objectif reste la prévention de linfection listérienne gravidique et
néonatale pour améliorer le pronostic de la maladie jusque la réalisé par le dépistage
systématique et la recherche bactériologique . Or, concernant ce pronostic des résultats
prometteurs ont ¢té obtenus récemment grice au dépistage sérologique d'anticorps trés

spécifiques : les anti-listériolysines O (anti-LLO) (21) .

L.monocylogenes déclenche une immunité a médiation cellulaire plutdt
quhumorale chez la souris (118) . Ce phénomene a fait l'objet de nombreux travaux (54-92-
147-193-200) .

1l semblerait qu'a l'instar des autres parasites a multiplication intracellulaire, la
résistance aquise contre L. monocytogenes n'est pas due a la présence d'anticorps, mais a la
production de lymphocytes T sensibilisés anti-Listeria (26) . A la suit¢ des travaux
expérimentaux de Mackaness (118) les principales étapes du développement de l'immunité

contre L.monocytogenes sont actuellement mieux connues, en particulier chez la souris .
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Il existe une phase d'induction de limmunité, ou les antigénes de
L.monocytogenes sont présentés a la surface des macrophages infectés en association avec les
molécules du complexe d'histocompatibilité, les molécules IA dans le cas de la souris (136) .
La LLO inhibe la transformation et la présentation des antigénes par le macrophage (38) . La
reconnaissance du complexe antigénes-IA par les lymphocytes spécifiques entaine leur
expansion clonale rapide grace a la sécrétion d'interleukines par les macrophages (115-136).
Cette phase nécessite la présence de bactéries vivantes métaboliquement actives (15-122-149) .
En effet, il a été démontré que des cellules viables de Listeria monocytogenes stimulent plus la
production de IL I que des cellules mortes (122) . Les lymphocytes T biastiques ainsi formés
sécrétent des lymphokines, et notamment linterféron v (5-43) , qui serait capable de mobiliser
et d'activer les macrophages recrutés dans les foyers infectieux (118-147-149), de méme la
production de TNF( Tumor Necrosis Factor) a un role prédominant dans I'élimination de la
bactérie (29-95-141) . Par transfert cellulaire, ces blastes peuvent conférer une forte protection
et un état d'hypersensibilité retardée & des souris receveuses, 2 condition que donneurs et
receveurs partagent un certain nombre de génes dans le complexe d'histocompatibilité ou en
dehors de celui-ci (14-199) .

Les cellules phagocytaires effectrices acquiérent ainsi une capacité bactéricide
trés augmentée (macrophages activés) et contrdlent 1a prolifération bactérienne chez les sujets
non immunodéprimés et infectés avec des doses faibles de bactéries . La prolifération blastique
(tymphocytes T protecteurs) s'accompagne de la production de lymphocytes T mémoire et de
lymphocytes T responsables de I'hypersensibilité retardée (148) . La présence de ces cellules T
a longue vie expliquerait que les sujets infectés présentent une résistance acquise spécifique a
L.monocytogenes (118) . Cette résistance n'est pas liée expérimentalement au sérotype
infectant (193) . La diminution ou la destruction des lymphocytes T mémoire, ou des
macrophages, chez les immuno -déprimés pourraient expliquer la fréquence de infections chez

ces malades .
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Fnfin, il a récemment été démontré par des expériences in vivo de déplétion des
souris par des anticorps monoclonaux spécifiques des sous populations lymphocytaires, que les
cellules T protectrices expriment le phénotype Lyt-2 (Ts) alors que les cellules T responsables

de 'hypersensibilité retardée expriment le phénotype LsT4 (19-44-121-136) .

V.2.b) Chez le sidéen

Jacobs et Muray (88) ont émis certaines hypothéses afin d'expliquer en partie,
un certain degré de protection du patient infecté par le virus du SIDA, vis a vis de

L.monocytogenes .

Premiére hypothése, un facteur épidémiologique : les patients séropositifs ont
souvent recours a des cures d'antibiothérapie actives sur Listeria ce qui diminue ainsi leur

exposition gastrique & L.monocytogenes .

Une influence génétique est également évoquée, en partant du postulat que les
patients infectés par le VIH pourraient présenter une diminution d'expression du complexe
majeur d'histocompatibilit¢ de classe II nécessaire a la présentation de lantigéne aux
lymphocytes mais pas de celui de classe I dont Pexpression serait normale . Ce dernier
permettrait aux macrophages de présenter l'antigéne aux lymphocytes Ts actif sur
L.monocytogenes (modéle expérimental chez la souris) (80-138) .

Une autre hypothése serait l'intervention rapide (48 h) des macrophages et des
polynucléaires qui constitueraient un mécanisme de défense non spécifique et fonctionnel chez
le sidéen .

Une derniére explication est proposée par Jacobs et Muray (88) ; il s'agirait

d'une sous-population de cellules T capable d'offrir une résistance anti -listérienne .

Kales (91) confirme l'activité des macrophages non activés par les lymphocytes

sur la Listeria et lexistence, chez des souris immunodéprimées, d'interféron gamma produit par
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des cellules autres que des lymphocytes T . Kaufmann (93) reprend les mémes éléments que
Kales et invoque également le rble des lymphocytes Ts pour conférer une immunité contre

L.monocytogenes .

D'autres raisons peuvent concourir au faible nombre d'associations listériose et
SIDA : Mascola (123) évoque des aspects pratiques a savoir la sélection des aliments ingérés
par le sidéen éduqué et sensibilise a sa maladie (éviter de manger des aliments crus); également,

I'absence de publications de tous les cas d'associations diminue considérablement les données

chiffrées sur le sujet .

V.3) RECHERCHE DE L'HEMOLYSINE
V.3.a) Camp-test traditionnel

La recherche de I'hémolysine par le Camp-test (37) avec Staphylocoques
aureus et Rhodococcus equi, permet une identification rapide des cing groupes génomiques .

Le Camp-test a été initialement décrit en 1944, pour les streptocoques du
groupe B qui présentaient une accentuation de l'hémolyse au voisinage d'une culture de
S.aureus producteur de toxine B (37) : cette épreuve d'accentuation de I'hémolyse est connue

" sous le nom de Camp-test .

Un phénoméne voisin a été noté pour L.monocytogenes avec Rhodococcus equi
par Fraser en 1962 (57) . L'application de cette technique pour les Listeria est préconisée par
Brizin et Seeliger (27) pour une meilleure distinction entre les souches hémolytiques et non
hémolytiques . Le Camp-test en présence dune cutture de R.equi permet de distinguer
L.ivanovii des deux autres espéces hémolytiques (86-87) .

Derniérement, Brizin et al. (28) ont décrit une similitude fonctionnelle entre
L.ivanovii et Staphylococcus aureus pour le Camp-test avec Streptococcus agalactiae © un

test additionnel en utilisant S.agalaciae est envisageable pour le diagnostic de L.ivanovii .
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Quelques auteurs ont souligné limportance d'utiliser des souches de référence
pour réaliser le test , car certaines souches de L.monocytogenes peuvent se montrer
hémolytiques au voisinage de R.equi (175-190) .

Le Camp-test avec S.aureus et R.equi est réalisé sur tryptose agar additionné de
5 % de globules rouges de mouton lavé et remis en suspension dans un volume d'eau
physiologique 4 8,5 % égal au volume de sang initial . Les exosubstances prépurifiées : 1a B
toxine de S.awreus et lequi facteur de R.equi, d'acﬁvité connue, ont €té appliquées
parallélement l'une 4 l'autre, sur la surface de la gélose au sang . Les souches de Listeria sont
alors incubées, & angle droit par rapport aux lignes de ces exosubstances . La lecture est
effectuée aprés 24 4 49 heures d'incubation a4 37°C . On obtient des zones d'éclaircissement aux
lieux d'hémolyses (33) .

Clest ainsi que I'on peut distinguer : L.ivanovii, I.monocytogenes et L.seeligeri.
En effet, I'némolyse de L.ivanovii est accrue prés de la raie de Requi alors que celles de
L.monocytogenes et L.seeligeri sont accentuées dans la zone d'influence de la raie de S.aureus

(147) .
V.3.b) Nouveau mécanisme du Camp-test

11 semblerait que la réaction du Camp-test avec S.aureus et Corynebacterium
equi puisse €tre remplacé par une réaction impliquant la cholestérol oxydase de Pseudomonas
fluorescens (COrx) et Brevibacterium brevi (COg) .

En effet, I'némolyse par les Listeria, des globules rouges contenu dans une
gélose au sang de mouton, semble augmenté en présence de cholestérol oxydase de
P fluorescens ou de celle de B.brevi { Sigma chemical Co. St Louis , MO, USA) .

Les mécanismes possibles pour expliquer ce phénoméne peuvent étre :

I- Une ou plusieurs phospholipases spécifiques de L.mohocytogenes

peuvent participer simultanément avec la cholestérol oxydase pour hydrolyser les
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phospholipides membranaires et permettre une meilleure lyse des globules rouges par les

enzymes bactériens .

2- L'attachement de la lystériolysine O aux membranes des érythrocytes est

favorisé par la présence de cholestérol oxydase (167) .

V.4) DETERMINATION DU POUVOIR
HEMOLYTIQUE DE LA LLO

D'aprés les données de la littérature, les diverses unités de pouvoir hémolytique
sont difficiles & comparer . Suivant les auteurs considérés, les paramétres dont dépendent les

résultats varient de fagon significative .

Ces différences portent essentiellement sur les facteurs suivants :
a) La concentration en érythrocytes (04531.25%);
b) La nature des érythrocytes - lapin, mouton, boeuf, dont on connait la
différence de sensibilité vis & vis de I'hémolysine (86) .
¢) Le volume total du mélange réactionnel du systéme ;

d) La vitesse d'addition des erythrocytes et leur mode de mélange avec le

systéme réactionnel, condition dont l'importance a été démontrée par Emar et Cochard (51) .

Le mélange LLO - globules rouges de mouton, doit ensuite incuber 1 heure &
37°C . Une centrifugation, 4 1850 tr/minutes pendant 3 minutes, permet d'éliminer le culot
d'érythrocytes lysés . La mesure de la densité optique de l'oxyhémoglobine libérée par la lyse

des érythrocytes, est effectuée au spectrophotométre avec un trajet optique 4 la longeur d'onde

de 540 um .
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Les tampons utilisés sont variables suivant les auteurs -

1) D'aprés Alouf (3) un mélange de deux tampons est nécessaire :

TamponI: HNazPOs, 12 H20 19,25 g
H:NaPOy4, 1 IO 35g
Na(Cl 45g
eau distillée gsp 1000 mi

Tampon IT : Sérum albumine (fraction V d'Armour) 0,1 g

Tampon I 100 mi

Cette solution est utilisée dans toutes les préparations comme diluant de la

LLO . La sérum albumine est un agent stabilisateur ( 81-103) .

2) D'aprés Asao et al . (6), le tampon est formé par :

Tris-HCI 001 M
NaCl 0,9 % pH=5,5
Cystéine-HCl 0,02 M

Dans les deux méthodes on retrouve l'utilisation de la cystéine a M/20 afin de

réactiver la LLO par réduction .

3) Selon la méthode de Geoffroy et al (69) améliorée par G.M Matar et ces

colaborateurs (124) :
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Le tampon est alors formé de 0,0IM de PBS (Phosphate buffered saline)
- pH=6,0 et de 0,1 % d'albumine de sérum bovin (BSA) . De plus, du diéthiothréitol DTN ala
place de la cystéine améliorait la réaction .

L'incubation serait de 45 minutes 4 37°C et la centrifugation passerait 4 2000 g

pendant 10 minutes .

De plus, 1a lecture ne serait plus effectuée & 540 nm mais & 570 nm .

Quelque soit la méthode utilisée, on détermine I'unité hémolytique (HU) comme
50 % de la lyse total obtenu par incubation des cellules sanguines suivie d'un éclatement par de

l'eau distillée (165) .

La quantité de LLO retrouvée dans les surnageants de culture de
L.monocytogenes est variable selon les conditions de culture . Les meilleurs résultats sont
obtenus sur milieux de culture additionnés de charbon végétal ou traités par un chélateur d'ions
divalents ce qui aurait pour effet de diminuer la concentration du milieu en fer et d'augmenter
la production de LLO (hypothése due au fait que le pouvoir hémolytique des surnageants de
culture, et peut-étre fa quantité de LLO, augmente de fagon inversement proportionnelle 4 la

concentration en ion ferrique du milieu) (42) .
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VI. LES AUTRES FACTEURS DE
VIRULENCE.

VI. 1) PHOSPHATIDYL INOSITOIL
SPECIFIQUE- PHOSPHOLIPASE C
(PI-PLC)

La présence dune phospholipase chez L.monocytogenes est connue depuis

longtemps par I'existence d'une zone opaque sur gélose aux protéines de jaune d'oeuf (58) .

Une premiere étude a mis en évidence, en aval du géne Aly A codant pour la
LLO, une région appelée ORF-U d'orientation opposée a celle de Ay A (131) .

11 a été montré que :

- des mutants touchant la région ORF-U peuvent affecter l'activité
phospholipasique indiquant que cette région code pour une phospholipase ou régule son
expression . |

- des mutations localisées en dehors des régions hly A et ORF-U provoquent,
selon leur localisation, soit une diminution seule de Pactivité hémolytique due a la LLO, soit
une diminution 4 la fois de l'activité hémolytique et phospholipasique impliquant !'existence de
géne(s) intervenant dans l'expression de ces deux enzymes (180) .

Récemment, la région ORF-U a ét¢ identifiée comme étant le géne plc A (33)
codant pour une protéine de 36 KD possédant une activité lytique calcium indépendante vis-a-
vis du glycosyl phosphatidyl inositol (GPI), mais non vis-a-vis des phosphatidyl inositol
phosphatases (132) . D'autre part, cette protéine présente des homologies avec le PI-PLC de

B. thuringiensis et de B. cereus (151) .
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L'étude de mutants plc A (-) a montré qu'ils présentaient une baisse de virulence

associée & une diminution de l'activité hémolytique : cela confirmerait l'existence de genes

régulateurs communs 4 ces deux protéines (132) .

Certains types de cellules eucaryotes possédent a leur surface des protéines lides
a la membrane cellulaire par lintermédiaire de GPI, leur permettant de résister & une attaque
externe de micro-organismes : la PI-PLC n'étant retrouvée que chez les souches virulentes, elle

pourrait jouer un réle important dans lintéraction bactéries-cellules en lysant les GPI externes .

VI.2) PHOSPHOLIPASE C (PLC)

Le gene plc B codant pour cette enzyme a été cloné et séquencé par l'équipe de
Vasquez et al (190) .

Clest une protéine de 29 KD, qui serait sécrétée sous la forme d'un précurseur
inactif de 33 KD, dont le point isodléctrique est de 8,4 . Elle posséde une activité enzymatique
de type lécithinase et sphingomyélinase mais qui ne lyse pas le phosphatidyl inositol, a linverse
de la PI-PLC décrite ci-dessus (72) .

Elle n'est retrouvée que chez L.monocytogenes .

Son activité enzymatique est maximale pour des pH allant de 6 4 7 ; elle est
zinc-dépendante, comme le PLC de Clostridium perfringens .

Elle posséde également une activité hémolytique non calcium-dépendante
sexprimant tardivement (18 heures a 37°C) ; cette activité ne s'exprime pas vis-a-vis des
globules rouges de mouton (GRM) qui ne possédent pas de phosphatidyl choline, ce qui

élimine une éventuelle intéraction de la PLC au cours des tests d'hémolyse réalisés sur GRM

aveclaLLO.

Ces observations permettent de penser que la PLC pourrait se substituer a la

LLO dans certains groupes cellulaires : en effet, la LLO est indispensable & la prolifération de
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L.monocytogenes dans les macrophages et les fibroblastes murins mais non dans les cellules
epithéliales et les fibroblastes humains (1 56) .

Les mutants produisant peu ou pas de LLO, mais possédant une activité
phospholipasique, se multiplient (bien que plus lentement) dans les cellules épithéliales
humaines en culture (180) .

L.ivanovii posséde également une PLC mais sans activité de type lécithinase :
de plus, son poids moléculaire est de 24-27 KD, il n'existe pas de cross-réactivité avec un
sérum polyclonal anti-PLC de L. monocytogénes ce qui différencie ces deux protéines (71) .

Le rdle de la PLC dans la virulence de L.monocytogenes est actuellement a
I'étude puisque seules les souches virulentes l'expriment, contrairement a la PLC de

C.perfringens, elle n'est cependant pas toxique in vivo chez la souris .
4 g p P q

V1.3) METALLOPROTEASE

C'est une protéine, codée par le géne mip, de poids moléculaire 34,5 KD et

dont la structure présenterait trois sites de liaison avec le zinc .

Le géne mip étant spécifique de L.monocytogenes et les promoteurs de génes
hly A (codant pour la LLO) et mpl ayant des structures communes, cette métalloprotéase
pourrait intervenir comme facteur de virulence (133) .

Elle présente des homologies structurales avec les métalloprotéases d'autres
bactéries comme les Bacillus, Serratia et Legionella .

Son activité protéolytique n'a pas encore été mise en évidence : les conditions
permettant sa détection son actuellement & l'étude : les métalloprotéases sont synthétisées sous

forme de proenzymes, le clivage donne naissance a la forme active et requiert peut-étre des

conditions particulieéres (133) .
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VI. 4) PROTEINE P60

Le geéne iap (pour invasive associated protéine) a été cloné et séquenceé : il

comporte des séquences répétées dans une région de 400 paires de bases qui serait spécifique
de L.monocytogenes (98) .

Cette P60 a un poids moléculaire de 60 KD (i01) .

Les mutants L.monocytogenes P60 {-) ont ét¢ isolés : ces mutants auraient

perdu leur capacité & envahir des fibroblastes de souris . Ils présentent des modifications

morphologiques importantes (196) : phénotype rugeux ou “rough", apparition de longues

bactéries par déficience dans la formation de septa .
La protéine P60 aurait donc un role dans lintéraction cellules-bactéries; les
mutants ayant une morphologie trés altérée, et ne présentant pas de baisse de virulence in vivo,

il parait difficile d'apprécier le réle de cette protéine (180) .

VI.5) INTERNALINE

Par utilisation d'une lignée cellulaire “enterocyte-like" (lignée Caco 2), il a été
démontré que seules les souches virulentes de L.monocytogenes et de I.ivanovii ont la
capacité d'entrer dans des cellules non phagocytaires, indiquant l'existance dun processus
specifique nécessaire a ce phénomene (61-101) .

Récemment, trois mutants obtenus par insertion d'un transposon dans une méme
région du génome de L.monocytogenes se sont révélés étre incapables de pénétrer dans

plusieurs types cellulaires ; ils présentaient probablement un déficit au niveau d'une ou plusieurs

étapes communes 4 l'invasion de ces cellules (64) .
Ces mutants ne présentent aucune autre différence avec la souche initiale
(morphologie des colonies, activité phospholipasique, production d'hémolysine, mobilité et

caractéres biochimiques identiques), indiquant qu'ils différent des mutants "rough" définis

précédemment (101)
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La région d'insertion du transposon est appelée in/ pour internaline . En
induisant le géne inl A isolément dans le génome d'une espéce non invasive (L. innocua), il a
été montré quil intervenait dans le phénoméne d'invasion puisqu'il permet A lui seul de
transformer L.innocua en une bactérie invasive pour les cellules Caco 2 (64) .

Le gene inl A code pour une protéine de poids moléculaire 95 KD, appelée
internaline et retrouvée dans les surnageants de culture de 7. innocua exprimant le géne in/ A .

Cette protéine posséde en C-terminal une région riche en proline qui pourrait
représenter une séquence d'ancrage, et sa région N-terminale présente des séquences
répétitives . Son point isoéléctrique est de 4,44 . Elle se différencie de I'invasine isolée che les
bactéries & Gram négatif (comme Yersinia pseudotuberculosis) ainsi que de la P60 (101) .

En microscopie éléctronique avec immuno-marquage a l'or, il est montré que
l'internaline est située a la surface des bactéries, confirmant son réle dans I'intéraction bactérie-
cellule . Par contre, elle ne posséde pas de séquences spécifiques de la fibronectine ou des
ligands extracellulaires en genéral mais, comme dans le cas de linvasine de
Y pseudotuberculosis, elle pourrait représenter un ou plusieurs récepteurs appartenant a la
famille des intégrines .

L'internaline présente des parentés structurales avec la protéine M de
Streptococcus pyogenes : ces deux espéces étant génétiquement proches, il est possible
d'émettre I'hypothése selon laquelle les deux germes auraient subi une évolution divergente
aboutissant 4 un mode de multiplication intra ou exira cellulaire . Cette hypothése serait une

hémolysine (SLO ou LLO) structuralement trés proche (64) .

VI.6) PREPHENATE DEHYDRATASE

Derniérement, un mutant de L.monocytogenes, déficient en préphénate
déhydratase, enzyme qui agit sur la biosynthése de phénylatanine, montre une diminution de
virulence chez la souris . De plus, un vaccin contenant ce mutant, peut protéger des souris

contre une infection grave a L.monocytogenes (1).
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A la suite d'études épidémiologiques, réalisées au laboratoire Départemental
d'Analyse et de recherche de la Haute-Vienne, de nombreuses souches sauvages ont €té isolées

a partir de différents types d'aliments destinés 4 la consommation humaine .

Dans notre étude expérimentale, nous avons séléctionne quatre souches sauvages

de Listeria appartenant a différentes espéces et a différents serovars . Nous avons adapté, en
microméthode, un protocole de mesure, in vitro, de lactivité hémolytique de I'hémolysine sur |
|

une suspension d'hématies de mouton .

Nous décrirons successivement, de la mise au point en microméthode du titrage

de I'activité . Les résultats obtenus seront discutés et comparés i ceux cités dans la littérature .
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I. MATERIEL ET METHODES .

I.1) MATERIEL-

a. Origine des souches sauvages

Nous avons choisi quatre espéces de Listeria réparties de la fagon suivante :

- une souche de L. monocytogenes serovar 4b,

- une souche de L. ivanovii serovar 5,

- une souche de L. jnnocua serovar 6a

- une souche de L.seeligeri serovar 3b .

SOUCHES

ESPECES SEROVARS ORIGINES
362 L. monocytogenes 4b Avorton ovin
94415 L. ivanovii 5 Cerveau d'agneau
2138 L. innocua 6a Steak haché surgelé
55009 L. seeligeri 3b Eau

Tableau 1 : Souches de Listeria spp. étudiées
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Les serovars ont été déterminés au Centre National de Référence des Listeria

(CHR Nante)

La souche de L.monocytogenes serovar 4b (souche 362) a été isolée d'un avorton

de brebis . L'animal provenait d'un troupeau de mouton en partie disséminé par une listériose .

b. Les souris

Nous avons utilisé des souris Swiss, femelles, d'un méme lot, provenant de

l'élevage DEPRE (St Doulchart, France) pesant de 20 4 25 grammes .

Elies sont maintenues dans des cages en plastique, sur des copeaux de bois, avec
un libre accés 4 l'eau et 4 la nourriture . Elles sont nourries par de l'aliment prét a I'emploi

(Extralabo Longueville France) .

Pendant la durée de Fexpérimentation les caces sont entreposées dans I'animalerie
P Ll D

a température stable .

¢. Produits chimiques et milieux de culture

lieux
Les milieux utilisés pour la culture des Listeria ont été -

- hydrolysat trypsique de caseine 15gr

. peptone de soja Sgr
. NaCl Sgr (pH=173
. Agar 15gr 15 min 4 121°C)

.H20 D qsp 1000 mi
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- Bouillon coeur-cervelle (BHI, Labo. Difco Detroit Mich. USA)

. Infusion de cervelle de veau 200 gr

. Infusion de coeur de boeuf 250 gr

. Peptone de gelatine 10 gr (pH=74

. NaCl 5gr 15min 4 121°C)
- Phosphate disodique 25gr

. Glucose 2gr

.H20D gsp 1000 ml

Remarque : Conformement aux normes internationales, la teneur en Ca = 50 4100 mg/ml

et la teneur en Mg = 25 4 35 mg/ml .

La solution utilisée pour tamponner les globules rouges de mouton 3 50 %

contient :

- 0,01 M de tri-HCI anhydre (Labo Sigma Chemicol Co)
- 0,9 % de chiorure de sodium (Labo Signda Chemicol Co)

- 0,02 M de L.cystéine HC! monohydraté (Labo Sigma Chemicol Co)
- eau distillé gsp 1000 ml
Le pH final est ajusté 4 5,5 .

Dans ce tampon ont été réalisées les dilutions du surnageant de culture et les dilutions de

globules rouges de mouton
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Réactifs et milieux d'identification :

L'identification biochimique des Listeria a été réalisée a partir des réactifs et

mihieux suivants :

- H202 4 10 volumes afin de mettre en évidence 'action des catalases |

Elles favorisent la dégradation de I'eau oxygénée en eau et en OXygene gazeux .

Cette enzyme a une grande importance pour les bactéries puisqu'elle empéche une

accumulation d'H,0,, dont F'action serait létale pour les germes .

- Papier Pathote-Co : il met en évidence une cytochrome oxydase
(derniére enzyme intervenant dans la phosphorylation oxydative) nommeée phényléne-diamine-
oxydase .

Elle agit sur le substrat incolore (diméthyl-para-phényléne diamine), entrainant la formation

d'une semi-quinolone bleue .
- Milieu Clark et Lubs :

~ Réaction de Voges- Proskauer :

Cette réaction met en évidence la fermentation du glucose par la voie butyléne
glycol . Certaines bactéries sont capables de produire de I'acétylméthylcarbinol (AMC ou
acétoine). En présence de base forte, 'acétoine donne une coloration rouge en milieu trés

OXygené .

~ Réaction au rouge de méthyle (RM) :
Elle consiste & mettre en évidence l'acidification finale d'un milieu glucosé aprés

fermentation du glucose . Cet indicateur est rouge a un pH inférieur 2 5 et jauvne a un pH

supérieur 2 5,8 .
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- Gélose nitrate :
Cette réaction permet la recherche des nitrates-réductases . Ces enzymes
provoquent la réduction des nitrates en nitrites, qui seront revélés par de l'acide sulfanilique et

de l'alpha-naphtylamine .

- Milieu de Ferguson :
Ce milieu aboutit a la mise en évidence de l'hydrolyse de 'urée griice 4 une uréase.
De plus, dans ce milieu est riche en tryptophane, la recherche d'une tryptophane désaminase
capable de désaminer et d’hydrolyser le tryptophane jusqu'au stade indole est révélé par le

réactif de Kovacs .

- Gelose profonde viande-foie (VF) :

Elle permet de déterminer le type respiratoire .

- Milieu de Kligler :

Ce milieu confirme la fermentation du glucose (avec ou sans production de gaz),

et d'¢tudier l'attaque du lactose et la production d'H,S .

- Gelose au sang de mouton :

Elle permet d'observer la production ou non d'hémolysine .

- Hydrolyse de I'esculine

Recherché sur gélose a l'esculine .

- Recherche de Ia production d'acide
A vpartir du D-xylose, du L-rhamnose et du alpha-méthyl-D-mannoside la
production d'acides est recherchée, afin de permettre la différenciation des groupes

génomiques.
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- "API Listeria":

Le laboratoire bio Mérieux a mis au point une galerie permettant d'identiﬁer'
rapidement et facilement toutes les espéces de Listeria, quelle que soit F'origine du prélévement
(alimentaire, clinique, environnement) . Cette galeric posséde 10 tests biochimiques
sélectionnés pour le genre Listeria , ce qui permet d'identifier méme les bactéries les plus
atypiques . De plus, " I'API Listeria " identific 5 espéces différentes de Listeria :

L.monocytogenes, L.innocua, L.ivanovii, L.seeligeri, L.welshimeri .
d. Matériel

Les manipulations réalisées au cours de la mise au point du protocole de

recherche de l'activité hémolytique ont nécessité 'utilisation du matériel suivant -

- Centrifugeuse Beckman Model J-21B ;

- Centrifugeuse Jouan CR312 ;

- Spectrophotomeétre (Stalabo) ;

- Microplaque autoreader EL 311 ;

- Microplaques (Labo Dynatech Fraissiner);

- Micropipettes (Gilson) ;

- Tubes a hémolyses stériles ;

- Tubes Beckman de 10 ml .

1.2) METHODES

a. Préparation des inoculums
Sur gélose TSA ensemencées, I'aspect des colonies est repéré par leur aspect
bleuté en lumiére transmise .
Chaque souche de Listeria est ensemensée dans un bouillon BHI (10 ml) . Aprés

18 h a 37 °C, le bouillon est réparti dans des tubes Beckman de 10 ml , centrifugé pendant 15
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minutes 4 7000 rpm , dans la centrifugeuse Beckman Model J-21B . Le culot de centrifugation
- est repris dans de l'eau physiologique a 8,5 % stérile, et le volume final est ajusté de maniére &
obtenir une concentration bactérienne comprise entre 108 et 10° UFC / ml , soit 10% de
lumiére transmise & 620 nm aprés lecture au spectrophotométre . Chaque suspension

bactérienne est dénombrée sur TSA , pour contrdler le nombre de Listeria par ml .

b. Dénombrement de I'inoculum

A partir d'une solution mére de Listeria on réalise une série de dilutions de 10 en
10 dans de I'eau physiologique 4 8,5 %o stérile .

Le dénombrement peut se faire selon deux méthodes :

-soit un dénombrement dans la masse :

0,1 ml de chaque dilution est déposé dans une boite de pétri . On coule 20 ml de
gélose TSA a 40°C . Aprés solidification des géloses on incube 18h 4 37°C . Le dénombrement
des colonies est exprimé en unité formant colonie (UFC) /ml de la solution mére .

-soit un dénombrement en surface :

A la surface de géloses TSA en boites de pétri, 0.1 ml de chaque dilution sera

¢talé "en rateau”, puis mise a incuber & 37°c pendant 24h . Les résultats sont exprimés comme

précédemment en UFC / ml .

¢. Injection des inoculums aux souris
Les souris Swiss sont infectées par voie intrapéritonéale (IP) .
L'inoculum est de : - 0,5 ml de solution mére de la souche 362, soit 4 x 107 UFC / ml
- 0,7 ml de solution mére de la souche 2138, soit 2,5 x 108 UFC / ml
- 1 mi de solution mére de la souche 94415, soit 1,3 x 108 UFC / ml
- 1 ml de solution mére de la souche 55009, soit 38,5 x 108 UFC / ml
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d. Prélévement des organes
Aprées 48h les animaux sont tués par dislocation cervicale . Le foie et la rate sont
recueillis stérilement et pesés .
Remarque : ces organes peuvent étre congelés, des études réalisées au laboratoire ont montré

que la congélation ne modifie pas le nombre de germes dans les organes (1-134) .

¢. Dénombrement des bactéries sur le foie et 1a rate

Chaque organe est broyé dans un broyeur de Potter stérile, a raison de 8 ml d'eau
physiologique stérile pour le foie et 2 ml pour la rate .

Apres homogénéisation , chaque broyat est successivement dilué dans de I'eau
physiologique a raison de 10 . 0,1 ml de chaque dilution est étalée a la surface d'une gélose
TSA .

Les colonies sont dénombrées aprés 24 4 48 h d'incubation & 37°C .

Chaque résultat est exprimé en UFC / gramme d'organe . Le seuil minimum de détection des

germes par cette méthode est d'environ 100 UFC / gramme d'organe .
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Protocole :

Solution meére

bactérienne

l

Passage sur souris £ N~

Retrait dﬁ foie et de la rate

Broyats d'organes H H H
Dénombrement sur
i,

aprés 24 h

Culture dans
BHI 125 mi

|
\
24h l
Centrifugation H H 6 H

Culot de bactcncs Sumageant (LLO)

Dosage
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f. Extraction de 1'hémolysine
A partir des colonies obtenues aprés réactivation de la virulence sur la souris, on
effectue un ensemencement dans un milieu BHI de 125 ml . Aprés 18 4 24 h 4 37°C nous
réalisons :

- d'une part, le dénombrement des bactéries aprés dilution de 10 en 10 et
ensemencement sur TSA . La lecture est faite aprés 24 h d'incubation a 37°C . Chaque résultat
est exprimé en UFC / ml de solution mére .

- d'autre part, le BHI restant. est centrifugé, dans des tubes Beckman
stériles de 10 ml, 4 11000 rpm pendant 20 minutes & 4°C dans la centrifugeuse Beckman .

Le surnageant est récuperé, puis filtré sur des filtres Ministart NML millipore de
0.2 um, ne retenant pas les protéines .

Le filtrat est réparti en aliquot de 1 ml, puis conservé congelé a -20°C .

g. Mesure de I'activité hémolytique contenue dans le

surnageant de culture

L'activité hémolytique de la listériolysine vis & vis des globules rouges de mouton
est déterminée selon la méthode de Asalo & al (6) modifiée, soit en tubes & hémolyses, soit en
microméthode .

Pour cela, nous avons utilisé des hématies de mouton a 50 % de chez bio
Mérieux. Les globules rouges sont centrifugés a 1500 tr/min pendant 20 minutes . Le culot
est lavé deux fois dans du PBS (phosphate buffer saline) a pH = 7,2 et repris par des quantités
égales au surnageant retiré afin de conserver une suspension a 50 % . Aprés la derniére
centrifugation le culot est repris par du tampon tris-cystéine . A partir de cette solution de
globules rouges lavées 4 50 % on réalise avec le tampon, des dilutions de globules rouges a
4%.3%,2%, 1,5%.

Les aliquots de surnageant bactérien décongelé sont dilués dans du tampon tris-

cystéine, afin d'obtenir différentes concentrations d’hémolysine .
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Dans des tubes & hémolyse on mélange les différentes concentrations d'hématies
et de surnageants bactériens selon les proportions indiquees tableau 5 .
Le blanc sera obtenu par mélange de 1 ml de surnageant pur et | ml de tampon .
1l servira également pour déterminer le 0 % de lyse .
Le 100 % de lyse sera obtenu par mélange de 1 mi de globules rouges et de 1 ml
d'eau pur .

(Tableau 5)
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TABLEAU

5:

Tableau des dilutions réalisées en tube & hémolyse

(GR)
2% 1,5% 1% 0,75%
DF
iml de GR a 4% |1ml de GR & 3% |1ml de GR a 2% | iml de GR a1,5%
. ' + + 7 +
/2 1 de 1ml de 1ml de iml de
sufnageant-pur surnageant pur |surnageant pur (surnageant pur
-1ml de GR 4% iml de GR a 3% |1ml de GR & 2% | 1ml de GR & 1,5
+ + + +
1/4
1ml de iml de ~1iml de im}l de
surnageant 1/2{Surnageant 1/2 -] surnageant 1/2 |surnageant 1/2
1 { 1 ] ]
) 1
! r . I I
I ] ! 1 |
i t { i |
I I : : '
|
: : f : |
i |
{ i : { 1
. ! ! \ :
i l ! 1 1
t f 1 [ i
t I Il t 1
] l ] : lI
1 i : ! !
1ml de GR 4% iml de GR a4 3% ml de GR a 2% pml de GR a 1, 5%
+ ' + + +
1
/512 | de 1ml de iml de 1ml de
surnageant 1/256|surnageant 1/256| surnageant1/256Burnageant1/256
1ml de tampon 1m}! de Tam?on
+ + .
Blanc | 1m1 de 1ml de Idem Idem
surnageant pur surnageant pur
im]l de GR 4% Iml de GR a 3% 1l de GR 2% iml GR 1,504
1 + + + M
00% iml eau pur

iml d'eau pur

lml d*eau pur

1l d'eau pur

DF :

DILUTION FINALE
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Les différentes séries de tubes ainsi obtenues sont mises & incuber au bain-marte a
37°C pendant 1 heure . Puis, on centrifuge a 1850 tr/min pendant 3 minutes .

Une premiére lecture, & l'oeil nu, des différents tubes permet d'apprécier l'activité
hémolytique de la lystériolysine de chaque souche, en relation avec les différentes
concentrations de globules rouges testés .

Afin d'améliorer les résultats, la méme opération est réalisée sur
microplaques. Dans chaque puits, on mélange les différentes concentrations d’hématies et de
surnageant bactérien de la mantére suivante :

(Tableau 6)
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TABLEAU 6 :

Tableau des dilutions réalisées sur microplaque

(GR) 1,5% 1% 0,75%
Dilution
FINALE
90ul de GR a 3% 90ul de GR a 2% 90ul deGR 1,5%
- + + +
1/2
apul de 90ul de 90ul de
surnageant pur| surnageant pur |surnageant pur
90ul de GR 3% sopul de &R 2% g0ul de GR 1, 5%
+ + +
1/4
' 90ul de 90ul de aopul de
surnageant 1/2 |[surnageant 1/2 |[surnageant 1/2
; . : N
1 ! ' ]
' i |
! ' l f
] 1 § 1
' f ¥ I
1 : : |
: | 1 !
. 1 | !
; 1 ' f
| ' { :
i ]
: ' ' X
1 1
: f ! !
90u]l de GR 3% g0 ul de GR 2% a0pul GR 1.5%
+ + +
1/512
aopl de 90ul de 90ul de
sur. au 1/256 sur. au 1/256 |sur. au 1/256
90ul de tampon
+
Blanc
90 ul de Idem Idem
surnageant pur
90ul de GR 3% | 90ul de GR 2% gopl GR 1,5%
+ + +
100% 90ul Eau pur goul Eau pur

90l Eau pur




-81-

Les microplaques sont incubées 1 h au bain-marie 4 37 °C . La centrifugation des
microplaques est effectuée sur la centrifugeuse Jouan CR 312 41850 tr/min pendant 3 minutes .
Le surnageant est observé a 540 nm au spectrophotométre " microplaque autoreader EL 311" .

Les tests sur microplaques sont réalisés plusieurs fois, dans les mémes conditions,
pour chaque souche afin d'évaluer la reproductibifité . L'ensemble des mesures obtenu permet,
pour chaque dilution, de déterminer une densité optique (DO) moyenne et un écart-type .

A partir de ces résultats une courbe est tracée pour chaque souche exprimant le

Log del0 des dilutions en fonction des DO .

La DO obtenue avec le 100 % de lyse des globules rouges permet de déterminer, |

par proportionalité, la DO de 50 % de lyse . Cette DO 50 est reportée sur la courbe afin de
mettre en évidence le Log de 10 de la dilution correspondante . Ce résultat correspond 4 la
valeur de 'unité hémolytique (UH) . En effet, l'unité hémolytique représente la quantité de

toxine nécessaire pour obtenir 50 % de lyse des érythrocytes .

h. Etudes des différents parameétres
Nous avons fait varier plusieurs paramétres pour mesurer leur influence sur
l'activité de 'hémolysine .
Ces essais sont effectués avec les souches 362 ou 94415, en tubes a hémeolyse .

La solution de globules rouges initiale utilisée esta 2 % .

La filtration :

Deux séries de 10 tubes a hémolyse ont permis de comparer en paralléle I'activite
du surnageant filtré sur filtre de 0,2 pm a celle du surnageant non filtré .
Série N°1 : réaction effectué avec un surnageant filtré .

Série N°2 : réaction avec un surnageant non filtré .
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Imfluence du pH :

L'activité hémolytique a été testée sur 3 séries de 10 tubes avec 3 tampons de pH
différents :
- un tampon tris-cystéine a pH : 2
- le tampon tris-cystéine a pH : 5,5

- le tampon tris-cystéine a pH : 8

Nature du tampon :

Le role du tampon est démontré en utilisant 2 séries de 10 tubes a4 hémolyse
contenant :
- s0it un tampon tris-cystéine pH : 5,5,

- soit de l'eau physiologique stérile & 8,5 %o

Composition du tampon :

Dans trois séries de 10 tubes & hémolyse on met : |
Série N°1 : manipulation avec un tampon tris-cystéine, pH : 5,5 normal
Série N°2 : utilisation d'un tampon cystéine sans tris HCI, pH : 5,5

Série N°3 : réaction effectuée avec un tampon tris sans cystéine, pH : 5,5
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II1 . RESULTATS

Dans un premier temps nous avons controlé les caractéres biochimiques des
quatre espéces étudiées : L.monocytogenes, L.ivanovii, L.innocua et L.seeligeri .
Dans un deuxiéme temps, comparativement aux données bibliographiques, nous

avons mis au point un protocole permettant de doser l'activité hémolytique des surnageants de

culture de Listeria .

1.1 IDENTIFICATION DES SOUCHES ETUDIEES

Chaque souche utilisée est identifiée par I'étude de ses caractéres biochimiques .

a. Caractéres d'identification classique

Sur gélose TSA les Listeria poussent en donnant de petites colonies, translucides,
gris-bleu caractéristiques en transillumination oblique .

A la coloration de Gram, ce sont de petits bacilles & Gram positif de forme
réguliére, courts, & bouts arrondis, isolés ou présentant un arrangement en p'alissade et en
fettres comme les corynébactéries .

1ls sont non sporulés, non capsulés .

Les quatres espéces étudiées se caractérisent par les réactions suivantes :

- catalase +

- oxydase -

- nitrate réductase -
- rouge de méthyle +
- Voges Proskauer +
- indole -

- urée -
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- aérobie-anaérobie facultatif
- mobilité : +a 22°C

-a37°C

b. Caractéres de différenciation

Les résultats des épreuves de différenciation des souches étudiées sont rapportés
dans le tableau 7 .

La production d'acide a partir de D-xylose apf)araj‘t en 1 a 4 jours, a la différence
de celle obtenue a partir du L-rhamnose et du alpha-méthyl-D-mannoside qui est plus rapide
(1 a2 jours) .

La souche de L.monocytogenes présente un Camp-test avec R.equi négatif ainsi
qu'une production d'acide a partir du L-rthamnose et du alpha-méthyl-D-mannoside .

La souche de L.ivanovii différe de L.monocytogenes par des réactions négative
avec le L-rhamnose et 'alpha-méthyl-D-mannoside , et un Camp-test positif .

L.innocua présente une réaction positive avec l'alpha-méthyl-D-mannoside et
variable avec le L-rthamnose .

Enfin, L.seeligeri présente une hémolyse spontanée mais avec une réaction au

Camp-test & R equi négative .
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TABLEAU 7
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I1.2. DENOMBREMENT DES GERMES DANS LES
ORGANES

Les expériences réalisés, nous ont permis d'observer une forte colonisation des

organes par L.monocytogenes, L.ivanovii, et L.innocua ; alors que, L.seeligeri ne colonise pas

le foie et trés faiblement la rate . Cette souche de L.seeligeri ne sera pas retenu pour la suite

des manipulations, du fait de son manque de virulence aprés passage sur la souris .( Tableau 8)

Tableau 8 : |
|
Espéces pose injectée Temps Foie Rate |
(UFC/ml> (UFC/gr)} (UFC/gr?} |
' i
!
|
[
L.monocytogenes . P B 5
4b (362) 4X10 24h 4 ,4X10 4,5%10 :
i
L.ivanovii 1 BXIOB a4h 8-4}(105 9)(106
5 (94415) ‘
;
# |
L.innocua 8 4 6 |
2,5x10
6a (2138) 24h 6,5X10 2x10
L.seelligert - as s 08 : 0 150
(55009) - 9X1 48h
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IL3. DOSAGE DE L'ACTIVITE HEMOLYTIQUE
DES SURNAGEANTS DE CULTURE DE LISTERIA

Les différents essais que nous avons réalisés, nous ont permis de déterminer la

concentration optimale de chaque réactif et d'adapter notre protocole en microméthode .
p q p

a. Recherche de la concentration optimale en globules rouges

de mouton

Les expériences réalisées avec les surnageants de culture de L.monocytogenes 4b,
en tubes a hémolyses nous ont permis de sélectionner, & l'oeil nu, 4 concentrations de globules
rouges de mouton :2 %, 1,5 %, 1%, 0,75 % .

Cependant, avec la concentration finale de 2 %, nous obtenons toujours, aprés
centrifugation, un culot résiduel de globules rouges, méme aux plus fortes concentrations en
hémolysine . Lors de I'adaptation en microméthode, cette concentration de globules rouges ne
sera donc pas retenue .

Les concentrations de 1,5 % ; 1 % ; 0,75 % sont étudiées ensuite sur
microplaques : avec une concentration finale de 1,5 % de globules rouges nous obtenons des
résultats comparables & la concentration a 2 %, mais les culots d'hématies sont moins
importants . En effet, le 100 % d*hémolyse, qui sert de témoin, est encore illisible 2 540 nm .

La concentration finale & 0,75 % en globules rouges met en évidence : un
surnageant d'hémolyse lisible 4 540 nm, mais avec des valeurs en densité optique tres faibles ;
et un culot hématique apparait seulement dans les puits de concentration faible . Cette
concentration en globules rouges de mouton ne sera pas retenue pour la suite des tests .

Enfin, avec une concentration finale 4 1 % en globules rouges nous avons obtenu
des résultats plus faciles a interpréter . En effet, le culot de globules rouges n'apparait pas dans
les premiers cupules, puis il apparait trés faiblement et augmente proportionnellement au fur et
& mesure que la concentration en hémolysine du sumageant bactérien diminue ; la lecture est

lisible a 540 nm .
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Nous avons donc adopté pour la suite des expérimentations une concentration

finale 4 1 % en globules rouges .

b. Influence de la filtration du surnageant de culture

bactérienne

A partir d'un surnageant d'une culture bactérienne de L.monocytogenes 4b, on a
réalisé deux lots de surnageant : l'un filtré, l'autre non filiré . Le premier lot montre une
hémolyse totale jusqu'a une dilution de 1/4 . Au 1/8 un trés léger culot de globules rouges
apparait .

Le surnageant non filtré donne une hémolyse totale a partir de la dilution au 1/2 ;
un léger culot apparait a 1/4 .

L' absence de filtration semble donc diminuer I'activité hémolytique de la
solution préparée . C'est pourquoi nous avons utilisé pour la suite des expérimentations un

surnageant bactérien filtré .

¢. Role de la solution tampon utilisée

Nous avons recherché linfluence de la composition du tampon et de son pH sur
l'activité hémolytique des surnageants . Les essais ont été réalisés sur les surnageants de la
souche 94415 de L.ivanovii en microméthode .

L'utilisation de l'eau physiologique stérile a 8.5 %o & la place du tampon tris-
cystéine a mis en évidence une activité hémolytique beaucoup plus faible . En effet, avec le
tampon tris-cystéine nous avons obtenu une hémolyse jusqu'au 1/256, alors qu'avec l'eau
physiologique utilisé comme tampon, I'hémolyse ne dépasse pas une dilution de 1/64 .

Une couleur presque verte du surnageant est obtenue aux fortes concentrations
d'hémolysine avec le tampon tris-cystéine pH 5,5; elle n'apparait pas avec l'eau physiologique

conime tampon .
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Plusieurs réactions semblables, faites 4 24, 48 et 72 h d'intervalle, avec la méme

préparation de tampon tris-HCl, conservée a 4°C, montre une baisse du pH dans le temps;
malgré un réajustage de celui-ci, on note une diminution de l'activité hémolytique . Le
maximum d'activité est noté le jour méme de la fabrication du tampon . C'est pourquoi nous
avons conservé la solution tampon au congélateur sous forme d'aliquot de 15 ml . Cette
technique a permis d'effectuer plusieurs séries de réactions reproductibles, décallées dans le
temps . |

Nous avons observé une absence d'activité hémolytique lorsque le pH du tampon
est inférieur ou égal 4 2 et supérieur ou égale 4 8 . Le maximum d'activité est obtenu avec
un pHdeS,5.

En absence de tris-HCI dans le tampon, I'hémolyse est visible jusqu'au 1/16 alors
que la réaction effectuée avec un tampon tris-HCl-cystéine complet montre une hémolyse
totale jusqu'a 1/256 .

En absence de L-cystéine aucune hémolyse apparait . La L-cystéine a donc un
réle important dans I'activation de la listériolysine .

Lé solution dans laquelle sont vendues les globules rouges & 50 % (bio Mérieux)
empéche la lyse totale en présence d'eau pure (témoin 100 %' d'hémolyse) . Clest pourquoi
nous avons centrifugé et lavé dans du PBS les globules rouges, avant de les reprendre dans le
tampon tris-cystéine afin d'obtenir le 100 % d'hémolyse .

La quantité de globules rouges présente dans-la solution aprés lavage est vérifiée par
numérations sur cellule de Malassez . Puis, la solution utilisée est réajustée 4 50 % de globules

rouges dans le tampon tris-cystéine .
d. Coloration finale des solutions
Avec la souche de L.ivanovii serovar 5 fortement hémolytique, nous avons

remarqué une hémolyse d'un rouge variable selon la concentration en substance hémolytique .

En effet, une couleur verte est obtenue dans les tubes contenant une forte activité hémolytique.
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Cette coloration est visible jusqu'au 1/32 . Une couleur semblable a été noté dans le tube

contenant la dilution au 1/2 du surnageant de L.monocytogenes 4b souche 362 .

e. Dosage de 'activité hémolytique en microméthode .

A partir d'un méme surnageant de Listeria stocké sous forme d'aliquots congeles
nous avons réalisé, et adapté, plusieurs fois les essais pour chacune des deux souches
hémolytiques : L.monocylogenes 4b et L.ivanovii 5 (Tableaux 9 et 10) .

Les valeurs de DO obtenues diminuent progressivement, en fonction des dilutions
de surnageant, et proportionellement & la quantité d'hémolysine présente . Pour chaque essai le
100 % d'hémolyse a été déterminé .

Pour faciliter linterprétation, nous avons choisi d'exprimer les résultats des
différents essais, en calculant la moyenne des DO obtenue pour chaque dilution de surnageant
et de 100 % en tragant une courbe semi-Log (figures a et b).

Les courbes obtenues montrent les variations de DO a 540 nm, en fonction du
Log 10 des dilutions . A partir de ces droites on a déterminé la dilution de sumnageant
correspondant 2 1 UH .

Ainsi, le surnageant de culture de L. monocylogenes 4b contient 1 UH a la
ditution du surnageant égale a 1/4 @ le surnageant pur posséde donc une quantité de
listériolysine O (LLO) égale & 4 UH/ 90 ul soit 44 UH/ mt.

Le surnageant de culture de L. ivanovii 5 montre 1 UH i une dilution de 1/ 129,
soit 129 UH /90 pl ou 1434 UH / ml .

L . innocua n'est pas hémolytique .



TABLEAU 9 :
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Dosage de I'activité hémolytique de L.monocytogenes

Dil. /////
1/2 1/4 1/8 - 1/16 1/32 1/64 ;;;::;; 100%
Coa /
3,16 | 1,778 | 1,333 1,1547 ] 1,0746 | 1,0366
DO
0,955 (0,681 |0,236 {0,035 | 0,018 | 0,011 ////////0,975
0;947 |0,738 0,243 {0,037 | 0,014 | 0,005 ::;j::;:0,774
0,852 0,709 . |0,316 0,034 0,005 0,007 ;EEEEEEE 0,775
0,880 |o0,682 |0,321 |0,043 | 0,013 | 0,005 ::::::; 1,006
0,800 |o0,674 (0,427 | 0,063 | 0,013 | 0,005 ::::::: 1,003
Moyenne| 0,886 {0,697 |[0,308 |0,0424 |0,012 |O0,0064 i;;;:;;: 0, 9066
E.T |0,058 | 0,024 0,069 10,011 0,0043 |0,0025 ii?£E§§? 0,108
/.
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I11 . DISCUSSION

Nous avons étudié la virulence des Listeria en recherchant l'activité d'un facteur:
thémolysine (LLO} .

La LLO est une protéine enzymatique, produite par un certain nombre de
souches de Listeria ; elle leur confére un pouvoir hémolytique souvent en relation avec leur
virulence . Nous avons constaté que toutes les espéces de Listeria n'ont pas le méme pouvoir
hémolytique. En accord avec la littérature, nous confirmons que L.ivanovii serovar S est plus
hémelytique que L.monocyfogenes serovar 1/2a, et que L.innocua n'a aucune activité
hémolytique . 11 a été démontré qu'au sein d'un méme serovar, les souches de Listeria n'ont
pas le méme pouvoir hémolytique : pour fe serovar 1/2a il est apparu que certaines souches
sont fortement hémolytiques (Fh) et d'autres sont faiblement hémolytiques (fh) (134) . Le but
de ce travail a donc été d'adapter, une technique en micrdméthode, pour doser Yactivité de la
listériolysine O (LLO) produite par des souches sauvages isolées d'aliments .

Afin d'obtenir une technique d'analyse plus précise et plus reproductible nous
avons mis au point un protocole de mesure en modifiant certairis paramétres décrits par Robert
et al (166) . En microméthode, lappréciation de I'hémolyse par lecture des DO au
spectrophotométre est plus précise et plus reproductible qu'en macrométhode . Nous avons
utilisé des globules rouges de mouton provenant du laboratoire bio Mérieux dans le but de
standardiser le réactif . Une préparation d'hématies provenant de sang de mouton est moins
métrisable, dans la mesure ou certains éléments liés a l'animal peuvent varier . De plus, nous
avons constaté quiun lavage de ces globules rouges était nécessaire de maniére a éviter
lnterférence du diluant . En utilisant le tampon tris-cystéine commie diluant des globules
rouges, et en contrdlant le nombre d'hématies, nous avons amélioré le 100 % de lyse, élément
essentiel pour déterminer le nombre d'unité hémolytique de la LLO .

En accord avec Robert (166) une concentration de globules rouges ¢égale a 1 %
donne des résultats mesurables au spectrophotometre sauf pour les concentrations €levées en

hémolysine ol un verdissement du surnageant perturbe 1a lecture de la DO . Ceci pourrait
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provenir d'une forte libération d'hémoglobine qui subirait une dégradation soit au contact de
lair, ou de la chaleur du bain-marie, ou bien en présence d'une héme-oxygénase dans le
surnageant de culture . L'héme-oxygénase est microsomale (rate, foie, macrophage) et peut
permettre la transformation de I'héme en biliverdine avec libération d'oxyde de carbone et de
Fe3* . Clest pourquoi, avec la souche de L. ivanovii 94415 seuls les résultats a partir de la
dilution 1/60 sont exploitables en DO.

Nous avons montré que la filtration du surnageant est nécessaire de maniére
&liminer les débris bactériens présents en suspension et de clarifier le milieu pour améliorer le
rendement .

Les tests permettant d'étudier linfluence de la composition du tampon sur
l'efficacité de I'hémolyse, ont montré que l'utilisation de I'eau physiologique comme solvant de
dilution, provoque une perte d'activité hémolytique par rapport aux résultats obtenus avec le
tampon tris-cystéine . L'analyse bibliographique décrit la LLO comme une enzyme thiol-
dépendante . La présence du groupement R-S-R' améliore l'expression de I'hémolysine . Le
tampon tris-cystéine par la présence de cystéine, joue le réle d'activateur .

Lors de la préparation du tampon nous nous SOMMes heurtés & des problémes
de conservation . En effet, le tampon se conserve au maximum 24h a 4°C, durée au dela de
laquelle nous observons une dégradation de la L.cystéine . Cette dégradation se caractérise par
I'apparition d'une odeur désagréable, d'une augmentation de pH et unc perte de Teffet
activateur de la réaction . Les phénoménes observes semblent correspondre & une désamination
désulfurante de la cystéine, qui libére alors de l'acide pyruvigue et du H,S . Clest pourquoi le
tampon a été réparti en aliquots conservés i -20°C . Derniérement, GM. Matar et al (124)
suggérent le remplacement de la cystéine par du diéthiothreitol (DTT) ce qui améliore la
conservation du tampon et donc son action sur le pouvoir hémolytique .

Les différents essais que nous avons réalisés en preparant un diluant sans tris-
HCl montrent une diminution de Iactivité hémolytique . Le tris-HCl joue le role de tampon
en favorisant la stabilité du pH . Différents auteurs ont affirmé qu'une amélioration de la
solution tampon pourrait &tre réalisée en remplacent le tris-HCL par une solution de PBS et

d'albumine de sérum bovin (BSA) (124) .
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En accord avec les données bibliographiques, le pH joue un réle déterminant
dans la réaction puisque nous avons constat¢ une absence d'hémolyse a des pH trés faibles (<2)
ou trés forts (>8) et une diminution de I'activité hémolytique pour des pH qui s'éloignent de 5
ou de 6 . Cependant, GM. Matar et al (124) ont mis en évidence un maximum d'activité
hémolytique a un pH de 8 pour une LLO provenant de L.monocytogenes 1/2a et 4b, en
modifiant la composition du tampon .

Le dosage du facteur hémolytique des souches testées met en évidence la forte
activité hémolytique de L.ivanovii et, par contre, I'absence totale de production de LLO par
L.immocua . Ces résultats confirment ceux précédemment décrits dans la bibliographie, avec des
souches de référence . Les proportions sont comparables, bien qu'inférieurs . La faible activité
de I'émolysine que nous avons obtenu peut étre expliquée par l'utilisation de surnageants de
culture obtenus aprés 24h d'incubation du BHI ; hors, Geoffroy.C et al (69) ont montré que la
quantité maximum de LLO était obtenu aprés des temps de culture variable suivant chague
souche : 8 & 10h pour L.monocytogenes et L.seeligeri, 14 i 16h pour L.ivanovii . La
production de listériolysine est liée a la courbe de croissance . Les activités plus faibles que
nous avons obtenues peuvent provenir d'une lecture a 540 nm . Bien que conforme a la
bibliographie, une longueur d'onde a 540 nm semble remise en cause par certains auteurs (124)
qui ont préféré une lecture & 570 nm . Enfin, de nombreuses publications montrent une
amélioration des résultats grice a une purification de la LLO par passage sur colonne (124) .

L.monocytogenes a une activité hémolytique de 44UH/ml . Au cours du
dosage on constate une chute d'activité brutale dans la zone de dilutions située entre 1/4 et
1/16 (= zone critique) . L.ivanovii a une activité hémolytique de 1434UH/ml . La "zone

critique” de dosage se sifue entre 1/80 et 1/160 . Au vue des différents résultats, les écarts

types sont faibles, pratiquement pour tous les dosages ce qui montre la reproductibilité de la-

méthode, et qui justifie le calcule les moyennes . Cependant, il apparait une difficulté de lecture

lorsque la lyse est trop importante, c'est ainsi que le 100 % montre un écart type plus fort .
Nos expérimentations ont montré que l'expression de I'activité hémolytique de la

LLO varie en fonction de nombreux paramétres . La maitrise des différents facteurs

réactionnels a permis d'améliorer le rendement du dosage .
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Le dosage de Pactivité hémolytique des trois souches de Listeria testées nous
permet d'affirmer qu'il n'y a pas de relation directe entre le nombre d'unités hémolytiques et la
virulence d'une espéce de Lisferia puisque L.ivanovii a une activité hémolytique supérieure a
L.monocytogenes .

Les différents paramétres : composition du tampon de dilution, temps optimal
d'incubation des bactéries, choix de la longeur d'onde pour la lecture des DO, sont des facteurs
encore trés contreversés par la littérature .

Cette technique de dosage serait d'un intérét majeur pour metire en évidence, et
comparer l'activité de I'hémolysine de différentes souches de Listeria appartenant a une méme
espéce et a4 un méme serovar . En effet, le travail d'A Ménudier (134) a démontré que la
virulence de certaines souches de L.monocytogenes sur la souris swiss varie pour un méme
serovar (1/2 a) .

L'originalité de ce travail 4 été de déterminer l'activité hémolytique de souches
sauvages isolées de pathologies animales ou d'aliment, alors que les donnés bibliographiques
utivisent des souches de référence .

11 serait intéressant de faire la relation entre l'origine de la souche, sa virulence

in vivo sur la souris, et le dosage de l'activité de 'hémolysine in vifro .
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FOULHOUX (Nathalie) - La virulence des Listeria : mise au point d'un protocole
de dosage de la listériolysine O in vitro .

RESUME :

Les Listeria sont des bactéries ubiquitaires responsables d'infection
d'origine alimentaire, qui atteignent préférentiellement la femme enceinte et le
nouveau-né ainsi que l'adulte immunodéprimé .

La virulence des Listeria est liée a l'existence de plusieurs facteurs dont
I'hémolysine appelée listériolysine O .

Notre travaill expérimental nous a permis de mettre au point, en
microplaque, un protocole de dosage de I'hémolysine a partir de deux souches
sauvages de L.monocytogenes serovar 4b et L.ivanovii serovar 5, isolées de
pathologies animales et d'aliments .

En faisant varier differents paramétres experimentaux, pH, composition du
tampon, concentration en globules rouges de mouton, nous avons montré que
l'activité hémolitique de L.ivanovii exprimée en unités hémolytiques est plus
importante que celle de L.monocytogenes .

MOTS CLES :

- Virulence .
- Listenia .
- Hémolysine .
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