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Errata

Malgré le plus grand soin porté a la réalisation de ce document,

gquelques erreurs de frappe subsistent.
Veulllez avolr 1l'obligeance de les corriger comme sult, en acceptant

roules nos axcuses.

P : 39 Veulllez lire

Fromage n°® 14

DIM | ESC [aMan]| DARL | XYL | Rha | MDG | RIB | GIP | TAG
1 2 4 1 2 4 1 2 4 1
+ + - + - + + - - -

3 5 1 0

Au lieu de

DIM | ESC [ Man| DARL| XYL | Rha | MDG | RIB | GIP | TAG
1 2 4 1 2 4 1 2 4 1
+ + + + - + + - . -

3 5 1 Q

P : 46 Veulllez lire

Tableau 9 Nombre d'exploitations par département

Au lieu de

Tableau 8§ Nombre d'exploitation par département
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La démarche de notre travail est la continuité d'une étude menée en 1995
dans le laboratoire de Microbiologie de la Faculté de Pharmacie de Limoges.

Cette étude portait sur la recherche de bactéries du genre Listeria dans le lait de
chevre.

Comme cela a été décrit, ce lait peut contenir des Listeria et notamment des L.
monocytogenes pathogénes pour 'homme.

Plusieurs épidémies de listériose ont eu pour origine des fromages
contaminés a base de lait de vache. Le lait de chévre servant essentiellement a la
fabrication des fromages, les résultats de I'étude précédente nous ont conduits a
observer ce qu'il en est en fromagerie caprine.

Pour comprendre les modes de contamination possible des fromages de chevre
au lait cru par les Listeria, nous avons développé une premiére partie sur la
fabrication des fromages et leur classification.

Notre expérimentation personnelle a porté sur la recherche de Listeria dans les
fromages de chévre au lait cru en utilisant le protocole préconisé par FAssociation
Francaise de Normalisation (AFNOR).

Par la suite, une étude comparative nous a permis de discuter nos résultats.

Enfin nous avons présenté les moyens de prévention des Listeria en fromagerie.



PARTIE 1

Les fromages de chevre
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I. Fabrication du fromage de chévre

A. Définitions 10

D'aprés le décret N° 88 — 1206 du 30 décembre 1988, chapitre | et .

- La dénomination « fromage » est réservée au produit fermenté ou non, affine ou
non, obtenu & partir des matiéres d’origine exclusivement laitiére suivantes : lait,
lait partiellement ou totalement écrémé, créme, matiere grasse, babeure, utilisees
seules ou en mélange et coagulées en tout ou en partie avant égouttage ou apres
élimination partielle de la partie agueuse.

La teneur minimale en matiére séche du produit ainsi défini doit étre de 23 g pour

100 g de fromage.

- Un fromage au lait cru est fabriqué exclusivement avec du lait qui n'a pas été

chauffé au dela d’'une limite de température fixée a 40°C.

- Un fromage de chévre doit étre fabriqué exclusivement avec du lait de chévre.

B. Fabrication
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1. Caillage ou (coagulation)

Il correspond & la solidification de la caséine du lait qui aboutit a Ia
formation d'un gel ; le coaguium et d'une phase agueuse : le lactosérum ou petit
[ait.

Il existe deux types de coagulation :

- la coagulation lactique,

- la coagulation presure.

La premigre est naturelie et spontanée. En effet, c'est la flore lactique du lait qui
va transformer le lactose en acide lactique ; ceci aura pour conséquence de
diminuer le pH : ce dernier provoquera le départ du caillage a partir de 5,2.

La seconde utilise la présure, extraite de la caillette des veaux. Elle contient deux
enzymes gastriques coagulantes : la chymosine et la pepsine. Par ce protocole le
caillé est obtenu plus rapidement.

Dans la fabrication des fromages de chévre, les caillés sont le plus souvent issus

d'une coagulation mixte, sauf pour les fromages frais obtenus uniquement par

fermentation lactique.

2. L’égouttage

Il permet Pévacuation de la phase aqueuse.
De cette séparation, se formera dun cote un bloc péateux compose
essentiellement de caséine, de matiéres grasses et de sels minéraux ;. c'est le
fromage frais; et dun autre cété un liquide opalescent et acide, c'est le
lactosérum qui contient dissous dans leau, du lactose, des matiéres azotées

solubles (albumine, globuline...) et des sels minéraux.
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3. Laffinage

Il correspond & la digestion enzymatique du caillé aprés egouttage. Cette
maturation va aboutir & une transformation plus ou moins prononcée qui modelera
la composition, 'aspect, la texture et la saveur de la pate.

Outre les enzymes naturelles du lait, telle la lipase et la protéase, on retrouve les
enzymes coagulantes de la présure et celles des microorganismes :

- les enzymes protéolytiques des streptocoques lactiques des

moisissures, des levures et bacteries lactiques,

- les lipases des moisissures ou les lipases bactériennes : Geotrichum

candidum et quelquefois de Staphylocogue.
La durée de 'affinage doit étre d'au moins 10 jours pour assurer au fromage une

maturation suffisante.

Il. Classification des fromages | 10

En France, les fromages sont habituellement classés en cinqg catégories :
les fromages frais, les fromages a pate molle, les fromages a pate persillée, les

fromages a pate pressée et les fromages fondus.

A. Les fromages frais

lis contiennent 11 & 30 % d’extrait sec.
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lls ne subissent aucun affinage. Ce sont principalement les fromages blancs, les
petits suisses, les pates salées et aromatisées par le poivre, lail ou les fines
herbes, lgs fromages frais traditionnels de vache, de chevre ou de brebis.

Ces fromages ne pourront subir qu'une fermentation lactique.

B. Les fromages a péte molle

Pour ces fromages, la valeur de 'exirait sec est supérieure & 36 %. Leur
caillé est mixte, & la fois lactique et présuré. De plus ils sont affinés.

lls sont eux mémes subdivisés en trois groupes :

- Les fromages a crodte fleurie : recouverte d'un feutrage blanc ou bleu

de moisissures. Ce sont par exemple le Camembert, le Brie ou certains fromages

de chévre comme le Pouligny St Pierre ou le Sainte Maure.

- Les fromages a crolte séchée : ils regroupent de nombreux fromages

de chévre, par exemple le crottin de Chavignol ou e Cabecou.

C. Les fromages a péate persillée

lls contiennent 50 a 55 % d’extrait sec. Ce sont des fromages a moisissures
internes, de couleur bleue a bleu-vert et a pate assez ferme, ce sont par exemple

le Rocquefort et le Bleu d’Auvergne.
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D. Les fromages a péte pressée

La valeur de 'extrait sec varie de 44 a 62 %. Leur caillage est de type
présure. Au cours de la fabrication, le caillé est découpé, pressé et éventuellement
chauffé.

lls sont subdivisés en deux groupes :

Pégouttage, par exemple le Comté, le Beaufort ou le Gruyere.

E. Les fromages fondus

| 'extrait sec est supérieur & 34 %.

lls sont obtenus par cuisson d’'un mélange de divers fromages, par exemple les

crémes de gruyére ou les pates a tartiner en portion.



PARTIE 2

Expérimentation

personnelle
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Notre étude a consisté a rechercher la présence ou non de Listeria dans les
fromages de chévre au lait cru.
Pour cela nous avons appliqué la norme AFNOR V08-055 publiée en décembre
1993 (voir annexe 1).
Cette norme décrit une méthode de routine pour la recherche de Listeria
monocytogenes dans tous les produits destinés a la consommation humaine ou &

I'alimentation animale y compris ceux pour lesquels il existe une norme specifique.

I. Matériel et méthode

A. Les fromages testés

Notre analyse a porté sur 99 fromages de chévre au lait cru provenant de
18 départements différents (voir la carte 1). Elle s’est déroulée du 15 janvier au 15
juillet 1996, la recherche des Listeria se faisant au coup par coup, dés la réception
des fromages.
28 % de ces fromages ont été fabriqués par une coopérative et 72 % a la ferme.

Nos échantillons peuvent étre classés selon les tableaux 1 et 2.

Tableau 1 : Répartition selon le lieu d’achat.

Supermarches Marchands de Marches

fromages

29 8 62
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Tableau 2 : Répartition selon le type de fromage.

Fromages frais

Fromages & pate molle

14 %

Fromages a
Fromages a crolte moisissures
externes
Séchée Cendrée 29 %
33 % 24 % Exemples :
Exemples : Exemples : - Levroux
- Crottin de - Selles du Cher - Chabichou
Chavignol - - Valengay - Pouligny St
- Cabecou Pierre

- St Marcelin

- Sainte-Maure




Carte 1 : REPARTITION DES FROMAGES TESTES

SELON LEUR ORIGINE GEOGRAPHIQUE

eeeeeeee
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B. Protocole suivi selon fa norme AFNOR V08-055

1. Principe 14

La recherche de Listeria nécessite les 7 phases suivantes :

- Obtention de la prise d'essai
Une prise d’essai de 25 grammes de fromage est prélevee délicatement de fagon
stérile a l'aide d’un scalpel puis pesée stérilement sur une balance Sartorius.

L’échantillon comprend la crodte plus le coeur du fromage.

- Enrichissement primaire en milieu sélectif liquide
L’échantillon est broyé & 'aide d’'un mixeur Waring Blendor, préalablement sterilisé
au four Pasteur 30 minutes a 180°C, contenant 225 ml de bouilion Fraser — demi
additionné de 2,25 ml de supplément Fraser. Apres broyage, le contenu du mixeur

est transvasé dans un flacon de 300 ml stérile, puis celui-ci est mis a incuber a

30°C pendant 24 h.

- Isolement de I'enrichissement primaire sur un mitiey gélosé sélectif

0,1 mi de la culture obtenue est repiqué en stries sur une gelose Palcam.

N.B. : La gélose Palcam peut étre remplacée par la gélose Oxford et ensemencée

de la méme facon.
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- Enrichissement secondaire en milieu sélectif liquide
0,1 ml de la culture obtenue sur Fraser-demi est inoculé dans 10 mi de bouillon
d'enrichissement Fraser additionné de 0,1 ml de supplement, puis incube a 37°C

pendant 24 h et 48 h.

- isolement de 'enrichissement secondaire

A la fin de chacune des deux périodes d’incubation, 24 h et 48 h, 0,1 ml de la

culture précédente est repiqué sur une gélose Palcam.

- Examen des différents milieux d'isolement Palcam

L'observation des milieux Palcam est faite aprés 24 h et si nécessaire apres 48 h

d'incubation & 37°C de fagon a détecter la présence de colonies caractéristiques.

- Identification
Les colonies suspectes sont repiquées sur une gélose non sélective, gélose
trypto-caséine soja, puis incubées 24 h a 37°C.
L'identification se fait a l'aide des tests morphologiques, physiologiques et

biochimiques.
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Méthode de routine de détection de Listeria monocytogénes

selon la norme AFNOR V08-055

J-—i Homogénéiser 25 g de fromage dans 225

/ ml de bouiliornn FRASER DEMI et 2,25 ml de
/f supplément FRASER
/ Incubatian - 24 h 2 30°C

.

Subcuiture 0,1 ml dans 10 ml
de bouillon FRASER et 0,1 mj
de supplément FRASER

Incubation : 24 448 h a 37°C

¥

Ensemencer sur Aprés 24 h, ensemencer Aprés 48 h, ensemencer
gélose PALCAM sur gélose PALCAM sur gélose PALCAM

thcubation : 24 hou 48 ha 37°C

Colonies suspectes Colonies suspectes Colonies suspectes

i K

ﬂvo

Gélose trypto-caseine Gélose trypto-caseine Gélose irypto-caseine
soja s0ja soja

Incubation : 24 h 3 37°C

Identification Identification identification
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2. Les milieux de culture

e principe de base de cette méthode est d’incuber en milieu liquide un
broyat de produit & analyser. Ce bouillon doit contenir des substances inhibant les

autres microorganismes afin d'obtenir un enrichissement relatif en Listeria. Les

3

repiquages se font sur des géloses sélectives ou non.

a) Bouillon d’enrichissement primaire : Bouillon Fraser-demi

(A.E.S. Laboratoire)

Les inhibiteurs chimiques de ce bouillon sélectif sont I'acide nalidixique,
Pacriflavine et le chiorure de lithium. La formule compléte est donnée dans la

norme AFNOR située en annexe 1.

b) Bouillon denrichissement secondaire . Bouillon Fraser

(A.E.S. Laboratoire)

Ce bouillon est deux fois plus concentré en acide nalidixique et en

acriflavine que le Fraser-demi.

¢) Supplément Fraser (A.E.S. Laboratoire)

Il permet de fournir du citrate ferrique ammoniacal aux bouillons Fraser-

demi et Fraser au moment de leur utilisation.
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d) Gélose Palcam (A.E.S. Laboratoire)

C'est un milieu sélectif solide pour la recherche de Listeria. Les inhibiteurs
chimiques contenus dans cette gélose sont le chlorure de lithium, le ceftazidine, le
polymyxine B et I'acriflavine. Ce milieu est composé d'une gélose de base et de
supplément Palcam (A.E.S.) ajouté extemporanement. (cf. norme AFNOR en
annexe 1).

Lors de notre étude, nous aurions pu utiliser a ce stade les géloses Oxford. Les
inhibiteurs chimiques contenus dans ce milieu sélectif sont le chiorure de lithium,
la cycloheximidine, le colistine, Facriflavine, le céfotétan, et la fosfomycine.

Remarque : le tableau 3 regroupe une partie des substances inhibitrices utilisées

pour la mise au point des milieux d’enrichissement et des géloses sélectives pour

Listeria.| 17

e) Gélose trypto-caséine soja (A.E.S. Laboratoire)

Ce sont les géloses non sélectives. Elles sont ensemencées en stries par
les colonies sélectionnées sur Palcam.

Composition : GT

- Pastone: 15 g/l
- Peptone papainique de soja : 5 g/l
- NaCl: 5gft
- Agar: 15 g/l
- Eau distillée : 1000 m}

pH = 7,3 2 25°C.



Tableau 3 : Liste partielle des inhibiteurs utilisés dans les milieux sélectifs

pour Listeria

29

17
MOLECUILE Concentration MICROORGANISMES INHIBES
par litre
Acriflaving 10 mg Gram +, y compeis Lactobacillus bulgaricus
et Streptococcus thermophilus
Bacitracine 5000 U Gram +
Céfptétan 4-8 mg Staphylococcus aureus
Ceftazidine 50 mg Large spectre
Colistire 20 mg Cram -
Cycloheximide 50 mg Champignons
Fosfomycine 64-512 mg Large spectre,
y compris Staphylococcus aureus
Furacine 10 mg E. ¢oli, Micrococcus
Laxamoxel 4 mg Smaphyiacoccus aureus
Chiorure de lithium 95 mg Gram - sauf Pseudamonas
Moxalactame 20 mg Large spectre
Acide nalidixique 40 mg Gram - saufl Pseudomonas et Proteus
Acide oxolinique 15-2¢ mg Large spettre
Phényléthanol 25 ml Gram - gt Proteus
Polymyxine B 16000 (U Gram -,
y compris Pseudomonas
Quelques Sram +
Tellurite-de K 05 g Gram -
Thiocyanate de K 3,75 La plupart des Gram —,
Baciflus, corynélomes
Propolis 15 mg Gram +
y compris Staphylococcus et Steptococcws
Rivanal 25 mg Sraphylococcus, Septococcus, Psevdomonas
Thalliumn acétate 02 g Gram -
Trypaflavine 40 mg Cocci Gram +




30

3. Tests utilisés pour la détermination du genre et de 'espéce

Dans notre étude, nous nous sommes limités a identifier le genre et
Pespéce des bactéries par une analyse des caractéres morphologiques et
biochimigques simples.

Pour confirmer l'appartenance des bactéries au genre Listeria, nous avons

pratiqué les tests suivants.

a) Coloration de Gram

C'est une technique de coloration qui est basée sur la perméabilité
sélective plus grande de la paroi des bactéries Gram négatif a l'aicool. Elle
comprend les phases suivantes : la réalisation d’un frottis a partir d’'une colonie de
bactéries isolée sur gélose trypto-caséine soja, puis la coloration successive du
frottis par du cristal violet, du lugol, de Palcool et de la safranine.

La coloration de Gram est observée au microscope optique a I'objectif 100 avec
une goutte d’huile a immersion. Les bactéries colorées en rouge par la safranine

sont Gram négatif. Les bactéries colorées en violet par le cristal violet sont Gram

positif.

b) Test de mobilite

Ce test consiste a ensemencer deux tubes d'eau peptonée avec une
colonie de bactéries. Un des tubes est incubé a 25°C, l'autre & 37°C pendant 24 h.

Pour constater de la mobilité des bactéries, nous avons réalisé un état frais

observé au microscope optique a 'objectif 40.
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Composition de {'eau peptonée :

- peptone trypsique : 15 g

- NaCl: 5¢g

- Eau distillée : 1000 m!
pH:7,2

c) Recherche de la catalase

La catalase est une enzyme capable de decomposer I'eau oxygénée avec

libération d’'oxygene.

_4

2H202 CATALASE 2H20 + 02

Pour ce test, nous avons déposé une goutte d’eau oxygénée a 20 volumes sur
une fame propre, puis émulsionné une colonie dans cette goutte . En présence de

la catalase, il y a apparition immédiate de bulles de gaz.

d) Recherche de l'attaque de lesculine

L’hydrolyse de I'esculine rompt la liaison glucosidique et libere du glucose
et de Pesculétine. L'esculétine donne une coloration noire en présence de sels de
fer.

Dans notre étude, les milieux d’enrichissement Fraser-demi et Fraser ainsi que les
géloses sélectives Palcam, contiennent de l'esculine et du citrate de fer, ceci

entraine une coloration noire de ces milieux en présence de Listeria.
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Pour la détermination de l'espece de Listeria nous avons utilisé les tests

suivants.

e) La nitrate réductase

Pour rechercher la nitrate réductase, nous avons utilisé une gélose nutritive
(AES) enrichie avec 1/1000 de nitrate de potassium, présentée en tube incliné.
[.’ensemencement se fait en stries sur toute la surface de la gélose. Aprés 24 h
d'incubation & 37°C, on révéle la réaction par 3 gouttes d'acide sulfanilique et 3
gouttes d'alpha-naphtylamine qui vont réagir avec les nitrites pour donner une
coloration rouge. En cas de réaction négative, on ajoute de la poudre de zinc
réducteur des nitrates. Si une coloration rouge apparait, les bactéries sont nitrates

négatifs.

f) B hémolyse

Seules L. monocytogenes, L. ivanovii et L. seeligeri sont B hémolytiques.
Elles possédent des lécithinases responsables de la rupture de la membrane
plasmique des hématies provoquant leur lyse. Ce phénoméne libere de
Phémoglobine qui est ensuite plus ou moins digere.
Cette hémolyse est recherchée sur une gélose de base (AES) a laquelle sont
ajoutés 5 a 10 % de sang de mouton défibring, stérile (Bio Mérieux).
L'ensemencement se fait en stries serrées sur toute la boite. L'incubation dure 24
a48 ha37°C.
NB : 8 hémolytique signifie que la digestion de I'hemoglobine est totale, une zone

incolore, nette et compléte, apparait autour de la colonie.
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Composition de base de la gélose au sang (AES) :

e protéose peptone : 15 gl
+ digestion de foie : 2,5glt
e exirait de levure : 5 gfl
¢ NaCl: 5 g/l
o Agar: 12 gfl
PH:744a25C

g) Galerie API-Listeria (Bio Mérieux) | 1¢t3

La galerie APl-Listeria comporte 10 microtubes contenant des substrats
sous forme déshydratée, qui permettent la réalisation de tests enzymatiques ou
des fermentations de sucres. Elle est destinée a lidentification des bactéries du
genre Listeria.

Aprés avoir déposé dans chague microtube une petite quantité de suspension
bactérienne, la galerie est mise & incuber 24 h & 37°C. La lecture des réactions est
ensuite réalisée visuellement par changements de coloration spontanés ou

révélés par addition d’'un réactif (cf. tableau 4 et annexe 2).



Tableau 4 : Tableau de lecture d’aprés le fabriquant
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RESULTAT
TEST REACTION NEGATIF | POSITIF
ZYMB<3mn
DIM Différenciation Orange paie
L. innocua / L. monocyfogenes Rose beige Orange
Gris beige

ESC ESCuline (Hydrolyse) Jaune péle Noir
oaMAN a-MANnRosidase Incolore Jaune
DARL D-Arabitol. {Acidification)
XYL D-XYLose (Acidification)
RHg RHAmnose (Acidification) Rouge Jaune
MD a-Méthyl-D-Glucoside (Acidification) . .
RIB RIBose (Acidification) Rouge orange | Jaune orange
G1P Glucose-1-Phosphate (Acidification)
TAG D-TAGatose (Acidification)




35

ll. Reésultats

L’analyse des échantilions de fromage s'est déroulée en deux étapes : la
premiere etape consiste en la lecture toutes les 24 h des milieux d’enrichissement
et sélectifs, et la deuxiéme étape correspond a l'identification des Listeria isolées

de gélose Palcam a partir des échantilions qui se sont révélés positifs.

A. Analyse de nos échantillons

- A partir des bouillons Fraser-demi et Fraser, apres incubation de 24 h
ou 48 h, nous avons observé le noircissement de certains milieux. Une proportion
de 20,2 % des échantillons a noirci a ce stade.

- Sur gélose Palcam, les Listeria forment en 24 h des colonies verdatres
fuisantes, d’environ 1 mm de diamétre, entoureées d’un halo brun-noir ; apres 48 h
d’incubation, les colonies typiques ont un diametre denviron 2 mm, sont
incrustées dans la gélose et présentent une dépression centrale. Seuls gquelgues
échantillons ont semblé présenter ces caractéristiques.

Parfois nous avons observé des colonies blanches entourées de noir, non
caractéristiques de la description ci-dessus.

- Sur geélose Trypto-caséine Soja , les colonies de Listeria sont
translucides, non pigmentées et apparaissent bleutées en transillumination
oblique. Ces colonies sont trés caractéristiques pour un lecteur expérimenté.

A ce stade de notre étude, seuls 3 échantillons de fromages se sont révéles

susceptibles de contenir des Listeria.



36

B. Identification des bactéries

L'identification du genre et des espéces de Listeria repose sur les caractéres

morphologiques et biochimiques figurant sur les tableaux 5 et 6.

Tableau 5 : Caractéres morphologiques et biochimiques du genre Listeria

Caracteres positifs Caractéres négatifs

¢ Bacille de Gram @®. e Oxydase.
+ Mobilité a 25°C. ¢ Sporulation.
o Aérobie (anaérobie facultative). o Hydrolyse de l'urée.
o Catalase. ¢ Production d’indole.
o Hydrolyse de l'esculine. e Production d'H,S.
« Production d’acide a partir de » Mobilité a 37°C.

nombreux sucres dont le glucose.
* Réaction du rouge de méthyle et de

Voges Proskauer.
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Tableau 6 : Différenciation des espéces de Listeria

CARACTERISTIQUES

monocytogenes

L. innocua

L. seeligeri

L. weishimeri

L. ivanovii,

L. grayi

L. murrayi

B - hémolyse

+

Réduction des nitrates en

nitrites

CAMP test avec

staphylococcus aureus

I+

CAMP test avec

Rhodococcus equi

Production d’acides a partir
de :

o - Méthyl — D mannoside
D - mannitol

L — rhamnose

D - xylose

I+

I+

H

I+

A partir de colonies que nous avons isolées sur gélose trypto-caséine soja,

seuls trois fromages contenaient des bactéries du genre Listeria. 1l s’agit de deux

crottins et d’un Pouligny St Pierre, fabriqués a la ferme, provenant du département

de I'Indre.

Les deux crottins ont été achetés le 20 janvier 1996 et le Pouligny St Pierre le 27

janvier 1996.
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L'identification a montré les résultats suivants :

Fromage n°5 Fromage n°6 Fromage n°14

crottin crottin Pouligny St Pierre
Coloration de gram Bacille gram + Bacille gram + Bacille gram +
Test mobilité Mobile & 25°C Mobile a 25°C Mobile a 25°C

immobile a 37°C Immobile 8 37°C Immobile a 37°C

Catalase + + +

Réduction nitrates - - -

B hémolyse - - -

Afin d’identifier 'espéce des Listeria, nous avons utilisé la galerie API. Celle-ci

comprend 10 tests : | !

- DIM : pour différencier L. innocua et L. monocytogenes

Ce test consiste en 'hydrolyse d’un substrat naphtylamide par une arylamidase.
Uarylamidase dégrade un composé amino-acide B-naphtylamide en un acide
aminé et une molécule de B-naphtylamine.

La présence de B-naphtylamine est révélee par un se! de diazonium (réactif
ZYM B) pour former un composé azoigue coloré en orange.

- ESC : esculine

Le test esculine permet d’étudier la capacité d'un germe & hydroliser 'esculine
sous I'action de la B glucosidase.

- o MAN : a-mannosidase
| 'a-mannosidase hydrolyse un substrat osidique (le mannoside couplé a un

radical nitrophénol) et libére mannose et p-nitrophénol, ce dernier se colorant

spontanément en jaune.




DARL D. Arabitol

XYL D. Xylose

RHA Rhamnose

MDG alpha méthyl-D-glucoside

RIB Ribose

GIP glucose-1-phosphate

TAG D-Tagatose

Ces substrats glucosidigues sont testés en fermentation.

La formation de produits acides fait virer I'indicateur du pH (rouge de phénol).

Fromage n°5

DIM | ESC o Man| DARL| XYL | Rha | MDG | RIB GIP | TAG
1 2 4 1 2 4 1 2 4 1
+ + + + - - + - - -
7 1 1 0
Fromage n°6
DIM | ESC |aMan; DARL| XYL | Rha | MDG | RIB GIP | TAG
1 2 4 1 2 4 1 2 4 1
+ + + + - + + - - -
7 5 1 0
Fromage n°14
DIM | ESC |aMan|DARL| XYL | Rha | MDG | RIB GIP | TAG
1 2 4 1 2 4 1 2 4 1
+ + + + - + -+ - - -
3 5 1 0
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Les réactions obtenues sont codées en un profil numeérique : sur la fiche de
résultat, les tests sont séparés par groupes de trois et une valeur 1,2 ou 4 est
indiguée pour chacun.

En additionnant a Fintérieur de chaque groupe les valeurs correspondant a des
réactions positives, un profil numérique a quatre chiffres est obtenu.

Iidentification se fait en recherchant le profil numérique dans la liste des profils de

la notice technique | 1 |(cette liste est donnée en annexe 2).

Les profils 7110 - 7510 et 3510 correspondent tous les trois a Listeria innocua.

C. Conclusion

lors de notre étude, nous avons analysé 99 fromages de chévre pris au
hasard par la méthode décrite dans la norme AFNOR V08-055.
Nous n'avons pas mis en évidence de Listeria pathogene comme
L.. monocytogenes ou L. ivanovil.
Seuls 3.03% des fromages testés contenaient des L. innocua non pathogenes
(figure 1).
Les 3 fromages contaminés étaient 3 fromages fermiers & pate molle provenant du
département de I'ilndre dont deux fabriqués par le méme producteur.

Listeria innocua n'étant pas une bactérie pathogéne, la recherche du sérotype et

du lysotype n'est pas nécessaire.
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Figure 1 : Résultats obtenus sur 99 fromages de chévre en pourcentage.

3,03

[ Fromages contaminés
par L. innocua

H Fromages non
contaminés

96,97



PARTIE 3

Etude comparative

et discussion



43

Peu de références bibliographiques ont été publiées sur la contamination
bactérienne de fromages de chevre.
Plusieurs raisons peuvent expliquer ce manque de données scientifiques. En effet,
la fabrication de fromages de chévre est réservée d'une part & un milieu industriel
relativement fermé et d'autre part a des fabrications artisanales dispersées aux
régions d'élevage des chévres. Néanmoins, depuis la sensibilisation du grand
public aux différentes épidémies de Listeria d'origine alimentaire, la collaboration
entre les divers organismes sanitaires et médicaux: DDASS (Direction
Départementale de 'Action Sanitaire et Sociale), DSV (Direction des Services
Vétérinaires), DGCCRF (Direction Générale de la Concurrence, de la
Consommation et de la Répression des Fraudes), DGS (Direction Générale de ia
Santé), DGAL (Direction Générale de 'Alimentation), RNSP (Réseau National de

Santé Publigue) ou CNR (Centre National de Référence), a permis d'instaurer une

surveillance trés efficace des processus possibles de contamination. | ¢

Les principaux résultats bactériologiques concernant les fromages de chévre sont
concentrés au niveau des Laboratoires d’Analyses départementaux ou privés et

autres DSV ministérielles.

Nous remercions particuligrement la DSV de Limoges et celle de Chateauroux qui

nous ont communiqué quelques résultats de leurs travaux que nous avons ensuite

compares avec les notres.
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I. Programme Listeria dans la région centre en 1994 | -

Ce programme a été mis en place sous I'égide de I'Union Régionale du
Groupement de Défense Sanitaire (U.R.G.D.S) de la région Centre pour répondre
a l'évolution de la réglementation européenne. Celle-ci prévoit entre autre des
critéres microbiologiques pour les laits de consommation et les produits a base de
lait lors de leur mise sur le marché et nctamment 'absence de L. monocytogenes.
La réglementation impose que les établissements de transformation et les produits
soient contrdlés au travers de contrdles officiels et d’'autocontréles.

La notion d’autocontrdles est amenée a se généraliser dans un proche avenir
méme si les exploitants « vendeurs directs » n’y sont pas encore officiellement
contraints.

Un des objectifs de ce programme a été d'initier une politique d’autoconirbles
conforme & lesprit de la réglementation actuelle ou & venir et de compléter les
connaissances en matiére de contamination des produits & base de lait de chévre

pour lesquels peu d'études ont &té réalisées.

Ces autoconirbles se sont déroulés chez des fromagers fermiers
(tableau 7). Quatre séries de recherche de L. monocytogenes sur un mélange de
cing fromages ont été réalisées chez chaque fromager, ces séries étant réparties

sur 'année.
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Tableau 7 : Nombre de fromagers inclus dans ce programme.

DEPARTEMENTS
CHER |EUREET | INDRE [INDREET| LOIRET | LOIRET
LOIR LOIRE CHER
(18) (28) (36) (37) (41) (45)
Bovins 8
Ovins 1
Caprins 31 7 34 18 49 13

Les analyses ont porté sur 644 échantillons de fromages, dont la majorite etait des

fromages de chevre.

Les résultats de ces analyses sont reportés dans le tableau 8.

Tableau 8 : Résultats des analyses.

18 28 36 37 41 45 |TOTAL
Analyse de fromages
Nombre de fromagers 39 7 34 18 49 14 161
Nombre d’analyses 156 28 136 72 196 56 644
Nombre d'isolements 1 0 16 0 3 1 21
de L. monocytogenes
Nombre d'isolements 3 0 2 0 0 0 5
d’'autres Listeria

Il ressort de ces contrdles que 3,26 % des échantillons sont contaminés par L.

monocytogenes et 0,77 % sont contaminés par d’autres especes de Listeria.




46

Il. Programme Listeria dans la région centre en 1995 | °

En 1995, ce méme programme d’autocontroles des fromages fermiers au

lait de chévre a été renouvelé.

145 exploitations réparties sur 3 départements, Cher, Indre, Loir et Cher, ont

participé a ces autocontroles (tableau 8).

Tableau 9 : Nombre d’exploitation par departement.

Département Nombre d’exploitations
18 33
36 55
41 57
145

Le bilan de ce programme figure dans le tableau 10.

Tableau 10 : Résultats des analyses.

18 36 41
Analyse de fromages
Nombre de fromagers 33 55 57
Nombre d’analyses 83 149 148
Nombre d'isolements de 0 0 0
L. monocytogenes

Aucune Listeria monocyfogenes n'a été décelée dans les 380 echantillons

analysés.
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lil.Résultats fournis par la Direction des Services

Vétérinaires de Limoges

La D.S.V. de Limoges a mis a notre disposition des contréles effectués
chez des producteurs fermiers de fromages de chevre au lait cru de la
Haute-Vienne.

D'aprés ces données, nous n‘avons collecte gu'un seul contréle par producteur
dans I'année (tableau 11).

Tableau 11 : nombre de fromagers testés et résultats.

1994 1995 1996 Total
Nombre de fromagers 16 13 10 39
Nombre d’isolements de
0 0 0 0
L. monocytogenes dans 25 g

Aucune L. monocytogenes n'a été décelée. Ces résultats sont cependant peu
significatifs en raison du faible échantillonnage. Ceci est d( au fait que le cheptel

caprin de Haute Vienne est restreint.

IV. Résultats de la recherche de Listeria dans le lait cru

de chévre réalisée au laboratoire de microbiologie de la

16

faculté de Limoges en 1985

Le fromage de chévre étant un produit de transformation du lait de chevre, il

est intéressant de connaitre son degré de contamination.
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Lors de cette étude 99 échantillons de lait cru de chévre ont été analysés.
Chaque échantillon de lait correspondait & un pool de lait en provenance d'un
élevage. Ces échantillons ont été fournis par le Laboratoire Départemental
d’Analyses et de Recherches de la Haute Vienne (Laboratoire des Laits).
Les résultats de cette recherche ont montre que :

3,03 % des échantilions étaient contaminés par L. monocytogenes,

3,03 % des échantillons étaient contaminés par L. ivanovif

et 5,05 % des échantillons étaient contaminés par L. innocua.
Le lait cru représente donc un risque potentiel de contamination des fromages de

chévre.

V. DISCUSSION

Nous rapportons les résultats :

- de notre expérimentation personnelle: 3,03 % des eéchantilions de
fromages de chévre au lait cru sont contaminés par L. innocua,

- du programme Listeria Centre 1994 : 3,26 % sont contaminés par
L..monocytogenes et 0,77 % par d’'autres Listeria,

- du programme Listeria Centre 1995 et des données de la DSV Limoges

de 1994, 1995 et 1996 : aucun échantillon n’est contaming,

- de la recherche de 1995 sur le lait cru de chevre: 3,03 % des
échantillons de lait contiennent des L. monocytogenes, 3,03 % des L. ivanovii et

5,05 % des L. innocua.

Les résultats de notre expérimentation personnelle, ceux de la recherche

sur le lait cru de chévre ou bien ceux obtenus a partir des données de la DSV
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Limoges peuvent paraitre peu significatifs en raison du petit nombre
d'échantillons. Cependant, en comparaison avec le bilan du programme Listeria
Centre, sur deux années, qui implique beaucoup plus de producteurs, nous
pouvons constater que les résultats sont du méme ordre de grandeur.

Peu de recherches systématiques ont été faites sur le lait et les fromages
de chévre au lait cru. Les résultats que nous énongons montrent bien que le genre
Listeria peut &tre présent. Dans ce genre sont reconnues L. monocytogenes, L.

innocua, L. ivanovii, L. seeligeri, L. welshimeri, L. grayi et L. murrayi.

Seules les espéces L. monocytogenes et L. ivanovii sont pathogenes. | 15

Méame si actuellement seule L. monocytogenes est considérée comme pathogene
pour 'homme, la présence d'autres espéces de Listeria est un argument pour
inciter a la vigilance. En effet, quand un genre Listeria est présent, il n’est pas rare
de rencontrer différentes espéces. En outre, L. ivanovii est & I'heure actuelle

uniquement pathogéne pour les animaux mais le caractére hémolytique est un

facteur de virulence.

Vu le faible pourcentage de fromages positifs de notre eétude
expérimentale : 3,03 %, nous n'avons pas pu établir de relations significatives
quant au type de fromage, a la saison des prélevements ou aux départements
concernés. Toutefois, nous pouvons remarquer quil s’agit de frois fromages
fermiers a pate molle provenant du département de I'Indre. Ceci concorde avec
les résultats de PURGDS en 1994 qui montrent que c'est dans ce département
que le taux de contamination des fromages de chévre est le plus élevé. En outre,
les deux crottins proviennent du méme producteur et ils ont été fabriques a la
méme saison, l'un étant plus sec que l'autre. lls ont été achetés sur un marche

alors que le Pouligny St Pierre a lui été acheté dans un supermarche.
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Nous constatons également que lors de notre expeérimentation personnelle
20,2 % des milieux d'enrichissement Fraser et Fraser-demi étaient devenus noirs,
par contre 3,03 % des échantilions de fromages contenaient des Listeria. Nous
pouvons donc supposer que ces échantillons contenaient d’autres bactéries qui
peuvent hydrolyser I'esculine comme les Entérocogues ou les Streptocoques de
groupe antigénique D.

En 1996 aucune L. monocytogenes n'a été détectée dans les fromages de
chévre, ni dans notre étude ni d'aprés les données obtenues & la DSV de
Limoges. Cependant, nous ne pouvons pas affirmer stricto sensu, ni vérifier que
les fromages que nous avons testés n'ont pas été chauffés en cours de

fabrication, notamment ceux provenant de supermarches.

Enfin, nous avons recherché s'il existait une corrélation entre lisolement
des Listeria dans le lait cru de chévre et la contamination des fromages. 11,11 %
des échantillons de lait sont contaminés alors que ce taux pour les fromages ne
dépasse pas 4,03 % par étude. Ceci permet de penser que le procédé de
fabrication, en particulier la fermentation lactique inhibe le développement de

Listeria dans le caillé.



PARTIE 4

Prévention des Listeria en

fromagerie
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Les risques de contamination des fromages ne peuvent étre ignorés dans la

mesure ou le lait est un produit naturel issu d'animaux.

I. Les sources de contamination des fromages

Listeria est une bactérie omniprésente dans I'environnement : terre, eau,

efc...| 4

Au niveau de la fabrication des fromages, les modes de contamination sont

multiples.

A. Contamination par le fait

Le lait peut étre contaminé par voie intramammaire (endogéne) ou par voie

extramammaire (exogéne).

1. Origine intramammaire 18 et 21

La contamination par Listeria peut intervenir a l'intérieur de la mamelle chez
les animaux atteints de mammites. Les mammites sont des inflammations de la
glande mammaire. Elles traduisent une réaction de défense contre une agression
locale, trés généralement d’origine infectieuse.

Avec Listeria, les mammites sont généralement subcliniques, cela signifie que
linflammation du quartier est modérée et reste totalement imperceptible par
observation directe. Flles se traduisent surtout par un afflux de globules blancs

dans le lait, ce qui est décelé par numération cellulaire.
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La pénétration des Listeria dans le quartier s'effectue le plus souvent de I'exterieur
vers lintérieur, a travers le canal du trayon. C'est pourquoi le risque d'infection est
d’autant plus grand que le nombre de bactéries présentes sur la peau des trayons
est élevé.

Dans ce cas, les Listeria sont excrétées en concentration souvent élevée
(1 000 & 1 000 000 de bacteries par ml).

Lors d’'une contamination endogéne, le lait de tank ne contient que rarement de
facon simultanée des L. monocytogenes et des L. innocua. De plus, la présence
de Listeria peut provenir d’'une seule béte excrétrice, voire d'un seul quartier de
mamelle.

Cependant ce mode de contamination reste exceptionnel. Une étude faite sur 33

élevages livrant du lait contaming, a montré que les mammites sont responsables

dans 6 % des cas. | g

2. Origine extramammaire | 18

La fréquence d’une origine extramammaire des Listeria dans le lait de tank

est élevée. En effet dans 94 % des cas les Listeria proviennent de

environnement.

Dans les contaminations exogénes, la présence de L. innocua seule ou associée

a L. monocytogenes est frequente.
Les sources potentielles de contamination extramammaire du lait sont diverses,

Tout ce qui entre en contact avec le lait constitue une source directe de

contamination.
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a) La peau des trayons| i3

Elle représente un habitat naturel de certaines bactéries pathogénes, dont
les bactéries psychrotrophes comme les Listeria. En outre, elle est souvent
souillée par des feces ou des litiéres sales qui peuvent étre contaminées.

Les principaux vecteurs sont les mains du trayeur, ou les lavettes uniques servant

au nettoyage de plusieurs animaux a la suite.

b) L'ensilage et les feces | 8,13et 19

Les Listeria sont des bactéries qui se développent essentiellement a des
pH compris entre 7,2 et 7,4. Cependant, elles peuvent survivre jusqu’'a un pH égal
a 5. De ce fait, une mauvaise qualité de conservation des ensilages peut

permettre leur développement.

Par exemple quand le pH mesuré dans la zone centrale du silo est supérieur a 4,
le risque de contamination du lait de tank est 2,88 fois plus élevé que celui des
élevages ol ce pH est inférieur & 4. Pour la zone périphérique du silo, le risque est

6,10 fois plus élevé si le pH est supérieur a 4.

Les Listeria sont des hotes possibles du tube digestif des animaux & sang chaud,
en particulier aprés ingestion d'aliments contaminés comme lensilage. Ces
bactéries sont donc fréquemment présentes dans les féces. Les animaux
excrétant des souches pathogénes dans leurs féces peuvent ne développer

aucune pathologie apparente. lls sont alors qualifiés de porteurs sains.



55

Globalement, la présence de L. monocytogenes dans les ensilages et / ou les

bouses multiplie par 20 le risque de contamination du lait de tank.

c) Mauvaise hygiéne du logement et de la traite | 1320

Les sources de contamination sont I'eau, l'air, les litieres souillées par les
féces, les mains du trayeur, la peau du trayon, le matériel mal nettoyé qui devient
un support trés propice au développement des bactéries. ..

Le tableau (12) nous montre l'importance de 'hygiene dans la lutte contre les

Listeria.

d) Cas particulier du stockage : le tank a lait 10

Le tank ou le refroidisseur a bidons est 'endroit ou 'on va conserver le lait
aprés la traite. Sa température doit étre comprise entre 1 et 4°C. Les Listeria qui
sont des bactéries psychrotrophes, pourront donc se multiplier dans les tanks de
réfrigération.

Leur nombre au moment de la collecte est & la fois fonction de la contamination
initiale du lait avant sa réfrigération et de I'importance de la multiplication pendant
le stockage.

Il est donc primordial d’éviter la contamination du lait en amont du tank.
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Tableau 12 : Evolution du Risque Relatif (RR) de la contamination par

Listeria en fonction de différentes variables . | 20

RR

LOGEMENT

» Proprete des animaux
Propres
Sales 5,81

» Fréquence d’entretien de I'aire d’'exercice
Suffisante
Insuffisante 5,81

e Surface de couchage par animal
Suffisante
Insuffisante 2,63

TRAITE

+ Nettoyage du parc d’attente
Suffisant
Insuffisant 2,10

o Propreté du local de traite
Suffisant
insuffisant 4,88

« Utilisation de lavettes individuelles

Oui
Non 2,20

« Pésinfection des lavettes entre les traites

Qui
Non 2,05
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e) Schéma résumant les origines extramammaires 13

Animaux excréteurs
{pathologies générales)

Infections Multiglications dans
mammalres {'environnement ;
fourrages, paille

faces, litigres, terre. ..

Contammauon\
de [a peaLL
des .t_@vqngz

Mudtiplication des bactéries
residentas sur la peau des
trayons (crevasses,
gercures, plaies...)

Multipiication dans l'installation
da traite, les ustensilas
en contact avec le lait

Multiptication dans le fait
gt sur les parois de la cuve
de réfrigération

ﬁcuitdu fait
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10

B. Contamination au niveau de la fabrication des fromages

Au niveau de la fromagerie, la contamination peut se faire essentiellement a

partir :

o du lait, qui sera préalablement contamine,

e du lactosérum, utilisé comme levain, et venant de fabrications elles-
mémes contaminées,

e de bains de saumure contaminés par 'eau, Penvironnement ou les
fromages saumurés auparavant,

o de l'environnement de la fromagerie (air, matériel...) contaminé par
I'ntroduction de Listeria par les hommes, les animaux, I'eau, le matériel,
les bidons ou les fromages fabriqués antérieurement.

Enfin, le personnel peut étre un vecteur de contamination lors des diverses étapes
de la fabrication. Ceci est particuliérement vérifié pour les fromages a crottes

lavées qui font I'objet de manipulations au cours de l'affinage.

II. Prévention

A. Actions de lutte dans la production [aitiére

1. L'ensilage 20

Pour maitriser la conservation de P'ensilage, il est nécessaire de vérifier
réguliérement le pH. De plus, les régles de confection et de reprise des ensilages

(propreté, qualité du tassement, étanchéité de la fermeture, nature et chargement
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de la bache) doivent étre respectées. 1l est deconseillé d'utiliser du NaCl pour sa
fabrication, et d’avoir des delais trop brefs entre la confection du silo et son

ouverture.

2. La propreté des animaux | 10

Ce facteur est trés important a contréler, car la contamination superficielle
des trayons par le genre Listeria est assez fréquente, cette contamination se
faisant dans la majorité des cas par les féces. Le respect des conditions d’hygiéne
du logement (entretien journalier des litieres et des aires d'exercice) et de

conception des locaux permet d’avoir constamment des animaux propres.

3. L'assistance alatraite | 7,10et13

Le lait ne contient pas de germe dans la mamelle. L'hygiéne de la traite est
donc importante.
Avant toute chose, les mains du trayeur doivent étre propres, lavées a 'eau et au
savon avant la traite.
Les trayons doivent étre nettoyés avec une lavette individuelle par animal, puis
essuyés avec le c6té propre de la lavette essorée. Entre deux traites, ces lavettes
doivent étre désinfectées. Aprés la traite, une désinfection des trayons est
nécessaire.
Si la peau des mamelles est une source privilégiée de contamination, le matériel
en contact avec le lait (machine a traire, récipients mesureurs, pots, bacs

réfrigérants) reste la principale source de pollution. Il importe donc de bien le

nettoyer et de le désinfecter.
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» le nettoyage : il consiste en une action mécanique, 'eau entrainant les
saletés. On utilise en général une solution détergente alcaline qui solubilise les
résidus et les décolle du support ol ils sont fixés. Le nettoyage est tres important
car des résidus de matiéres organiques risqueraient d’inhiber ['action des
désinfectants.

« La désinfection : les principaux désinfectants utilisés sont des produits
chimiques & activité bactéricide, mais I'eau bouillante est également tres efficace.
NB : Vis a vis des désinfectants, Listeria ne se singularise pas par une résistance
particuliére : ces germes sont sensibles aux aldéhydes, aux produits chlorés,
iodés, aux ammoniums quaternaires dans les conditions habituelles de leur emploi
(température, temps d’action, concentration).

» Le détartrage : il consiste a éliminer les dépdts minéraux, surtout le
calcaire, accumulés lors du passage du lait et de Feau. Les détartrages seront
plus ou moins fréquents, en fonction de la dureté de I'eau. Les produits utilisés
sont des acides.

« Leringage : il permet d'évacuer tous les résidus, aussi bien organiques

que chimiques.

Chacune de ces opérations est complémentaire des autres et leur respect est
important pour que le lavage soit efficace. Les mémes principes sont a retenir

pour le lavage du tank a lait.

4. Identification et élimination des bétes excrétrices | 2°

Si le lait est réguliérement contaminé par Listeria, il faut suspecter une

origine intramammaire. L’'animal excréteur doit étre identifie par un vétérinaire.
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Si le lait est régulierement contaminé par Listeria, il faut suspecter une
origine intramammaire. L'animal excréteur doit étre identifié par un vétérinaire.
Pour cela des prélévements aseptiques de lait doivent étre pratiques sur les
animaux présentant des numérations cellulaires anormales (supérieures a
300 000 / ml). Lorsque la mammite est confirmée, I'éleveur doit envisager la

réforme de animal dans les plus brefs délais.

5 11et12

B. Actions de lutte dans la fromagetie

Les régles d’hygiéne a tenir en fromagerie concernent le personnel, les

tocaux et le matériel de fabrication.

1. Le personnel

Avant toute manipulation, le fromager doit s'assurer de la propreté de ses
mains et de sa tenue vestimentaire. Il devra porter des bottes et une blouse
réservées & la fabrication et entreposées dans un sas d’entrée.

Que ce soit en entreprise ou a la ferme, le fromager ne doit présenter ni blessure

ni maladie.

2. Les locaux

La conception des locaux doit respecter deux grands principes :
« Celui de la marche en avant qui permet une séparation des étapes de
fabrication sans retour sur les opérations précédentes et sans croisement : le lait

entre d'un coté, les fromages sortent de Fautre.
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o Celui de la séparation entre les secteurs dits « propres » comme la
fromagerie et les secteurs dits « sales » : sas, laverie.

Les locaux devront subir un entretien fréquent du sol et des murs de fagon a

maitriser I'air ambiant.

3. Le matériel de fabrication

Le matériel de fromagerie (claies de manipulation, tables d'egouttage, bacs
de caillage, moules, louches...) doit étre nettoyé et désinfecté quotidiennement.
Ces opérations ne doivent pas étre négligées car les ustensiles sont la principale

source de contamination en fromagerie.

4. Limitation de la multiplication des Listeria

Listeria est tolérante au sel. Elie survit en présence de plus de 10 % de sel,
donc notamment dans les bains de saumure. En outre, la fromagerie utilise
largement le froid au niveau des caves d’affinage et des chambres froides, or cette

température est propice a la multiplication des Listeria. Un contrdle fréquent de

ces points critiques sera donc indispensable.| 12

De plus, les fromages fabriqués a partir d'une coagulation lactique acquierent,
dans une certaine mesure, une forme de protection contre les Listeria. En effet,
les ferments lactiques sont responsables de l'acidification rapide qui se produit en

début de fabrication du fromage et un pH inférieur & 5,4 inhibe le développement

8

des Listeria dans le caillé.

Il est donc nécessaire de bien maitriser la fermentation lactique au cours de la

fabrication (niveau de vitesse d'acidification). Toutefois, certains fromages ne
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bénéficient pas d'une telle protection, comme certaines variétés de pates molles a

caillé présuré. | 10

C. Controles officiels et autocontréles. | 10

La réglementation sanitaire est en évolution constante. La directive 92/46
de la CEE du 16 juin 1992, dite directive « sanitaire », entrée en vigueur le 1%
janvier 1994 impose de transposer ses prescriptions dans le droit francais.
Selon cette Directive CEE, les fromages doivent étre exempts de L.
monocytogenes dans 25 grammes (absence dans un gramme pour les fromages
a pate dure), sinon ils sont retirés du marché.

Les controles sur les fromages concernent donc fous les producteurs.

1. Les controles officiels

Ces contrdles sont effectués par des agents des services officiels
départementaux c'est & dire les Services Vétérinaires et les Services de la
Direction Générale de la Concurrence, de la Consommation et de la Répression
des Fraudes (D.G.C.C.RF.. Ces services officiels doivent effectuer des
prélévements d'échantillons de fromages nécessaires aux analyses de laboratoire
et procéder au retrait de la consommation des fromages reconnus impropres. Ces
contrdles officiels permettent également de verifier la conformité avec la
réglementation du cheptel, des locaux, des installations, des conditions de
fabrication et de vente des fromages.

Enfin, e colit de ces contrdles est a la charge de I'administration.
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2. Les autocontroles

Les autocontrdles sont réalisés par le producteur a ses frais.

- lls sont une obligation réglementaire sauf pour le producteur dont ia

totalité de la production fromagére est commercialisée en venie directe.

Cependant ces producteurs restent soumis aux contréles officiels.

- lis peuvent étre éga

Les autocontrdles consistent a prélever et & faire analyser des échantilions de fait

et de fromages dans un laboratoire agrée choisi par le producteur et a ses frais.

lement volontaires.

Les résultats seront ensuite présentés a administration.

lis servent également a surveiller les points critiques de fabrication et de vente.
Enfin ils permettent d'informer les Services Vétérinaires si les résultats des

laboratoires révélent un risque sanitaire grave pour la santé du consommateur

(avec parfois retrait du produit}.

3. Périodicité des controles

La fréquence des controles est fonction des tranches de volume de lait

transformé. (tableau 13)| 10

Tableau 13 : Nombre de contréles paran. | 10

Transformation journaliere
moyenne

Ovins et caprins

Controles officiels

Autocontroles

<a100l
de 100 a 200 |
>a2001

1 par an
2 par an
3 par an

Au minimum 2 par an
Au minimum 3 par an

Au minimum 4 par an

-
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Actuellement les producteurs fromagers prennent conscience de
Pimportance de la qualité bactériologique des aliments et de leur intérét a mettre
en place toutes les mesures d’hygiéne permettant de maitriser la contamination

des produits par les Listeria.

La contamination des aliments peut étre originelle. Mais comme les Listeria
sont des germes ubiquitaires et psychrotrophes, elle peut se produire par le biais
de l'environnement sachant que la réfrigération n'inhibe pas leur muiltiplication.
Donc les produits pasteurisés, méme s'ils présentent moins de risques de

contamination que les produits crus, peuvent aussi étre des vecteurs de listériose.

L a seule approche possible dans la lutte contre les Listeria alimentaires est
une approche intégrée sur 'ensemble de la filiére. Il convient donc de maitriser la
listériose animale, de contréler 'ensemble des procédés utilisés dans l'industrie
agro-alimentaire, de la transformation et de la distribution.

Cette stratégie est possible grace au raccourcissement et a 'amélioration des
diagnostics. En effet les méthodes classiques de détection des Listeria basées sur
des enrichissements et des isolements possédent deux inconvénients : le manque
de rapidité et limpossibilitt de dénombrement. Actuellement de nouvelles
techniques de séparations immunologiques se sont développées. Parmi elles,
deux types de tests basés sur limmunocapture ont été mis au point, il s'agit du
Listertest et du Listerscreem. Le Listertest permet de dénombrer les Listeria
monocytogenes en 24 h et le Listerscreem est une méthode qualitative gui permet

d'obtenir une détection des L. monocytogenes en 48 h.
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Pourtant, malgré tous ces efforts, la contamination zéro des aliments par Listeria
est irréalisable du fait de son caractére ubiquitaire.

Les contrles ne permettront que de diminuer au maximum les risques et les
niveaux de contamination alimentaire, donc les recommandations alimentaires a
prendre pour les personnes a risque: immunodéprimés, personnes &agées,

femmes enceintes, seront toujours de vigueur.
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pracautions

Afin de sauvegarder la santé du personnel de laboratoire, i est egsentiel que les 23sais de rocherche
des Listeria ne soient réalisés que dans des laborataires gquines a cet effat et sous la surveillance d'un
m,crgciologiste expérimentd, et qu'un grand soin soit pris pour se débarrasser des agléments incubes.

1 Domaine d'application-

L3 presentg narme décrit une meéthode de routing poufr la recherche de Listeria manaocytcgenes dans
tcus les praduits destinés A 1a consommation humaine ou 3 I'alimertation animale ly compns CBUX
gour lesquels il axiste une normMme specifiguel.

t 3 gresante narme raprésenta une simghficaton du projet de methode de référence (voir annexe 0.0
essentiellerment par Ialimination de I'etape d’isclement consecutive d Fincubation de 48 h du howlicn
fraser-cer, et par Uisclement sur une seule gelase au chaix.

2 Reférences normatives

Ce document ¢omparte par référence catce ou Nan daree cdes dispositions d’autres publications. Ces
rafarences normatives sont crtees aux 2ngrosts agprogries dans 'e lexte 2t les publicaticns sort enume:
rens c-aoces. Pour tes réferances datecs. €S amendements ou revisions ylteneurs de "une gqueiconqgue
ap :us cublications ne s'appliguent a Jellg Norme ~ue §hy v ont ele incarpares par amendement ou
revsi0n, Pour les references non datees. 'a derniere eciion Je 4 oublo:ation a laquetle i est fast refe-
sunce s'applique.

N2V 08.002 Microbiclogie alimentas — Oirectives generales pour les examens mucrohiologgues.

NE W 0B-310 Microbiologie alimentaire — Curectives genarales pour 13 greparation des diutions en
vue de 'examen micrchiglogiqua.

3 Définitions

Pour les Hesains de fa grésante nonne, LS definiions suivantus s'apphguent

3.7 Listeria menocytogenes fgpece  comsaigree  cpmme pathogene du genre Listeria.
mig:cargamsme formant des colomes tytaues sur un mibeu sohde selectif et presentant ies
caraciensngues marphalogiques. plysiclogiques et micchirmgques decotes Ci-3pres lorsgue les 235as
sont atincrues confgrmement a 13 presente NOrme.

3.2 -acherche de Listeria monogcytogenes Oetermmination de la presence ou du labsenge de ce
migroorgamsme dans un poids ou un valuime geteeming, prr edfeniuant les essars suivant la presente
AgQrmi:
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4 Principe

L3 recnerche e Listeria monacytogetes nécessite les quatre phases suivanies (voir également e
schema an annexa Al

NOTE : Pour les produits suspecies dfinduire un stress des Listeria monocytogenes. i oest recam-
mandé de pratiguer une ghase prealable de revivification.

i1 Enrichissement primaire en milieu sélectif liquide

Ensemencement du bouillon d'earichissement pour Listeria {formule Fraser-demi) avec la prise d’essa,
ouis incubation.a 30 °C pendant 18 h 3 24 h,

12 lsolemant de l'efirichissement primaire sur un des daux milisux sélactifs au choix

A panir de 'a culture obtenue en 1.1, ensemencement de I'une des deux géloses suivantes : Oxford,
PALCAM, .

4.1 Enrichissament secondaire en milieu sélactif liquide

Realisation d'une subculture par incculation de 0,1 mi ce 13 culture ahtenue 2n 4.1 dans 10 mi de
zoutllan d'enrichissement pour Listeria (formule Fraser), puis incubation 4 37 "C pendant 18 h 4 24 n
suivie d'une nouvelle incubation de 13h324n.

4.4 lsolament de I'enrichissament sacondairs

A sanir de la culture obtenue en 43, et 2 1a fin de chacune des deux périodes d'incubatien,
snsemencement de I'une des deux geloses suivantes © Oxford, PALCAM,

4.5 Examen des milieux disolement {4.2 et 4.4) apres 18 1 a 24 1 et, si nécessaire, 48 b d'incubation
a 27 °C afin de détecter |a présence de colonies caractéristiques, prasumées atre des Listeria.

4.6 ldentification

Reniquage su’ une gélose non sélective, par exemple 13 gélose «iryptone s0ja aga extrait de levure»
[TSAYE), puis identification a aide de tesis morphalcgiques, physiclogiques et hiochirmiques.

NOTE - Les ¢hlonies de Listeria monocytogenes peuvent egalement &tre identifiées par toute autre
methade dannant des résultats aquivalents.

5 Milieux de culturs et réactifs

5.1 Geénéralites

Paur les pratiques courantes de labaratoire, vair NF V 08-002,
52 Milieux de culture et réactifs

NOTE : En raison du nomore imeortant de milieux de culture =21 de reacnis, il 3 ete juge oreférable,
gour ia clarte du tox'e, Je danner leur composition et leur pregaration dans "annexe 3.

tiss
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5.2.1 Zauillons d'enrdchissemant sélactils

52.5.1 Bouillon d'enrichissement pour Listeria, formule Fraser-denti (& 3neks la référanca (2], citée en
anrexs )

Vair ariicle 8.1,

5.2.1.2 Bouillon d’2nrichissermant pour Listara, formule Fraser (d'apr2s la rdférance (31, citee en
annexe O}

Vo:r article 8.2,

5.2.2 Milieux d7isalement
5.2.2.1 Milieu sélectif gélasd pour Listeria. formule Oxford (C'apras ia référence [4], citéa en annexe D)
5.2.2.1.1 Base

Yoo paragraphe 8.3.°

522.1.2 Supplements
YVuee paragrapne 8.3.2.
%.22.1.3 AMilleu comolet

v v paragrapghe 8.3.3

$2.2.2 Milieu sélectif gélose pour Listeria, formuls PALCAM (" apres les référances (5] et [6] citees en
ariexn O)

5.2.2.2.1 Base
Yoir paragraphe 8.4.15,
5.2.2.2.2 Supplements

Vair paragraphe 8.4.2,

5.2.2.2.3 Milieu complet

Voir paragraphe 8.4.3.

5.2.3 Milieux d'identification
§.2.3.1 Gélose tryptone sofs aga extrat de levure (TSAYE)

Yair article B.5.
5.2.3.2 Gelose au sang
Les géloses au sang grétes a l'emplor preuvent ¢tre utilisens | gu utiliser [a gelose decnte ¢ dessous.

5.2.3.2.1 EBase

Your paragraphe 8.5.1
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5.2.3.22 Suspension d'‘hdmaties ou sang de moutan ou de cheval défibriné

Les réactifs prdts 4 "emplol peuvent dtre utilisés, ou suivre 13 préparation décrite en 3.6.2.
52323 Milieu complet

Yair paragraphe 8.6.3.

5.2.3.3 Gélosas mobilits

5.2.3.3.1 Milieuy SIiM

Voir article 8.7,

$.2.3.3.2 Milieu mobdilité

Voir article B.8.

5.2.3.4 Milisux pour [2 fermentation des hydrates de carbone
£.2.3.4.% Milieu de base

Vair paragraphe 8.9.1.

5.2.3.4.2 Seluticn gd’hydrate de carbone

Voir paragraphe 8.9.2.

5.2.3.43 Milieu complet-
Vgir paragraphe B.9.3,

$.2.3.5 Gélose et maténiel pour test de CAMP (test de Christie, Atkins, Munch-Paterson)
Vair articla B.1Q.

5.2.3.8 Tampon PBS
Yair articie B.11.

6 Apparsillage et verrerie

NOTE : Le matériel 3 usage unigue ast acceptable au méme litre que |a verrerie rautilisahle, si ses
spécifications sgnt similaires,

Matariel courant de laboratoire de microhiologie, et en particulier ¢ce qui suit :

5.1 Appareil pour la stérilisation en chaleur sache {four) ou en chaleur humide lautoctave).

Voir NF V 08-002.

6.2 Etuves

Une étuve réglable a 25C+ 1 C,
Une é&tuve réglablea 30C+ 1 C.
Una étuve réglable ¥ 37 °C » 1 °C.
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6.3 Baites de Patri, sidriles, en verre ou en matidre plastique, de 90 mm 3 100 mm de diamétre,
6.4 Bains d’eay, ou dispos'rii{s's}mﬁaires reglables 3 47 °C £2°C,30"C+0,5°C, et 37°C20.5"C
6.5 Tubes ) essai et flacons ou Holes de capacitd appropriée.

6.6 Pipettes gradutes i écoulement total. de capscités nominales de 1 mi, 2 mi et 10 mi, graduées
respectivernent en 0,1 mi, 0.1 m{ 0.5 mL

6.7 Anse bouclés, d’un diameétra d'envircn 3 mm, ou fil droit, en platine iridid qu en nickel chrome,
cu baguetts da verre, Ou anse Boudide 3 usage unique.

6.8 pH-metre. grecis 3+ 8,1 unitd pH 3 25 C

6.9 Qispositif pour le test d'illumination d'Henry.

7 Echantillonnage

1} ser cmaarant que le laboratoire reszive 0 2ghantilign reellament regresentatif, non endammage oy

s bas tars du transcort et de Fentrecosace Jechanullonnage ne fait nas partie de 'a methode scec
fea dars 10 Dresente norme.

P ¥ RPN

Zfuzy. - rechantillonnage conformement a la norme du produit cencerne. S'il n'existe pas de agrme
emzt oo, il st razammande que les parnies cangornees se mettent d'aciord a ce sujet.

8 Preparation de I"échantillon pour essai

Bracares eznantilion cour essai confermement 313 nerme specifique rastant du grodyit ¢oncerne. S’ atexiste
cas de narme sgesifique, il est recommande que les parties concarnees se metent d’accard ace suje’.

9 Mode opérctaire

9.1 Prise d’essar, suspension-mere et dilutions

Pour la arusaratan 2eta prise ¢'essa veirla rarme MFV G8 Cl0 etla norme specifique tratant du precut
CONCErAe. L] SusoEnsIon-mMere esl radloce 4ans fe Boulllon g’ ennchissement (5.2.1.1 Fraser-gema).

9.2 Enrichissement

9,2.1 Enrichissement primaire
Pecpr ou mesurer asentiqguement x § cu x mi de I"échantdlon et ajouter 3x du bowlign dennchissemant
(8.2 1.1 Fraser-ddemul,

tncumer 3 20 C a vade de Uetuve (8 21 ou du e d'eau 164 perddart 18 b 3 I4n

9.2.2 Enrichissament sacondaire

Tranzfeewe Q1 ml de 1o culture whlenye ea 32T dans e tube countenant 10 ml de buuldicn
d'ennchissement (5.2.1.2 Fraser). ‘ .

lncuber 3 17 C a aide de I'étuve (6.2) gu du ban ¢'eau 6.4} pendant 18 h 3 24 1 ot ncuber 3 nOuvaIu
pencdant 18 h a 24 ha 37 "C.
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9.3 tinlameant de Listeria monocytogsnes

A'ﬁé'ri_!?_'de‘,l‘enr'icﬁs’ssemem ptimaire

Ensemencar avec. s8 (6.7) 3 partir de la culture obtenue en 9.2.1, la surface d'une gélosa Oxford
B2 cur PALCAMT

A narflf de l’anr{dﬂ'ﬁt?ﬂ'em secondaiire
Procadéticommea ci-dessus & partir du bouillon obtenu en 9.2.2 & ranouveler ‘opération & partir du

namabatittion InedbdTLH 2 48 h.

9.3 Tdentificatiety
'TJS!"JS 1" Identificatian peésdihntive de Lis;'err'.a monoéyrogenes

Examiner chacuns dum:s boites dlisclement (9.3) apras 18 h .| 21 h et, si necessaxre ta h
d'incubation A 37 °C.°

- Bur gelose sélective p0ur Listerra. formule Oxford (5.2.2.1), les Lrstcna forment an 24 h des cck:me:
-grisas au gris verddtrs luisantes. d'2nviron 1 mm de diameétre, antaurdes d'un halo brun-nair ; apras
* 4B A d7incubation, Tes colomes typiques ont un diametre d'anvirgn 2 mm, sant incrusies dans la

gélose at présantemt ufie depression cantrale ;

== sut gélase sélecTNW Dour Listerra, formule PALCAM (8.2.2.2), fes tolonies ont le méme aspect mais
sont de Eoulsur verd¥tre.

Salectignndr cina coTones typiques sur chague boite. S°il y en 3 molns de cing, les retenir toutes.

9.1.2 Identificaticn da genre et de ["espéce

La technique classiqud tonsiste 4 purifier [a colonie puis a I'identifier A I'aide de tests morphalogiques,
physiologiques at bioghimiques (galerie de tubes ou galerie miniaturiséel,

Lidentification de 1a colonie peut également étre realisés par toute autre méthode donnant des
rasuitats dquivalents.

9.4.2.1 Isolement de#s colonies sélectionnées sur TSAYE

Repiaierles colonies §btanues en 9.4.1 sur des baites de geélose TSAYE {5.2.3.1),
Traubhar s 30 *C ol ¥I7™C pendant au moins 24 h.

Les colonies de Listeria mesurent environ 1 mm de diamétre, sont transjucides, non pigmertdes,
Scumises a un eclairage de Henry (6.9}, elles apparaissent bleudtres avec une surfaca granuleusa,

9422 Tests de confirmation du genre Listeria

Salectionnar les souches catalase - {voir 3.4.2.2.1), et si nécessaire, Gram + (voir 3.4.2.2.2) &t mobiles
{voir 9.4.2.2.3).

9.422.1 Rdacr.-on de la catalase

Emuﬂs:onmr une colenie dans une goutte d'une solution 3 26 valumas de percxyde d’ hydroganc. Une
réaction positive se traduit par la formation de builes doxygane,

9.4222 Coloration de Gram (51 nécassaira)

Se raparter au projet de Comute 1ISO/CD 7218 (7], en annexe O).

0649




ANNEXE 1 78

34223 Eximeh 46 1s mobibfa 3 récessaire)
v exameﬁ fe?rmo&zim est rbafisd BT & I'htat frais 9.4.2.2.3.1), soit en millay gflosé (9.4.2.23.),

9 1222 ’ﬁrﬁswmr des colanies obtenues an 3.4.2.1, L'axaminer sy microscope ;

les L:srena présantant une Hcbufte an pirouetts caractéristique & 25 *C/30 *C. -

9.4223F5¥Yeag W miliey SIM (5.2.3.3.1), soit milieu mobilits {8.2.2.3.2)), inoculde
¢ &1

25 °C, les Listeria poussent autour de 1a piqQre &t prisactant le

t2 Yypkhasidte en ombrelle.

9423 THts dr YN BT I e cr Listaria monoéytogenes
D421 Tesisto QAMP (ol sl

L ®orsd y foQenes

Sance t1exte e Jmm—/

Pas T

{. mwandvr

A

NQTE 1 Ensm\ur de fines BoRes da gelase su sang comme illustre sus le dugrn-mm Les lignes verticaien
represantant @ siries de” SHiphyRococcus aureus (S) et de Rhodococcus aqui (R), Les lignes horzontales
renresentent laf vtrigs des Suitures Tasar Les parties hochurres indiquent les 70nes d‘}nmomg developpée,

NOTE 2. La par‘tm an pontilles delirmute la sone d'influence de ln culture de Suphyiococz'us aureus.

Figure 1: Ensernencement des boites pour le test de CAMP

Ensumencar chacune des deux cuitures e Staphylococsus aureus et de Rhodococcus aqui an une stria
simple sur la gélose sy sang (5.2.32) de maniers a ¢2 que les daux siries soient paralldies ot
diameétralament Qoposées. il est necsssaire que Minoculum sort estrot et réquliar, Pour cela. pendant
Iansernencement, mantenir 1@ fil d’'ansemeancement oy "ansa (6.7) perpandiculairament 3 1a gélose. De
!a¢on sirnilaire, st perpendiculairement & ces cultures, ensemencsr 1a souche d’assai. da maniers 3 ca
Que 13 culture d'essai ot les cultures Staphyfococous aureus et Rhodococcus aqui ne se toucharnt pas,
[Mmais rna sciant sépardes que d enviran 1 mm 3 2 mm. Plusieurs souches d'assai peuvent &tra ddpotdss
*;ur la méme bolte. En mémae lemps, ensemencar des cultures témoins de Listeria monocytogenes,
“Listaria innocua et Listeria ivanovii, Incuber las baites a 37 -C pendant 18 h 4 24 h,

Considérer la réaction comme positive sl v a une augmentation de 13 1one de béta-hemolyse 2
I"intersaction de i3 scuche d'es:ar avec chacune des cultures de Staphyfococctus aureus ot de
Rhodococcus equr. La rdaction posilive avec RAcdococcus equi se traduit par la presence d une large
ane dhémolyse (5 mm - 10 mm) an pelle, Des petite 10nes (d'enviran 1 mm) de faible hemocivse &
Uintarsection de la scuche d’essai avec la culture de Ahodococcus aqui sant consideréas comma das
réponses négatives.

Une rdaction positive avec Staphyfococcus dureus apparall sous ‘orme d'une petite rone arrondie
Ihdmotyse ccantude ne sAtandant qu'd 2 mm environ de la souche d'essai ot dens 3 100w
Yégarement hdmolytique due & 12 croissance de 'a culture de StapfAylococcus aureus, [l ne se groduit
pas de [arges zones I hémoiyse dans la zone de groximita antre Staphyiococcus aureus et Lisieria
mongocytogeneas,
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9.4232 Hémolysh

La reaction hémolytique pant dtre geterminee en ingculart an spot ou en piqlre la surface d'una gélose
au 3ang (5.2.3.2). Apres 24.h & 48 h d'incubdation a 37 C. Listeria monocytogennss manire des zones
clares. étroites et légeresiibdta-hemalyse) (voir figure 1).

L4 réachon hémovtiide’ Beut egalement étre détermines en pratiquant le .tést a "aide d'hématias.
EmuBsionner. la cofoniettlans 150 i de bouillon TSB+YE Igelose 5.2.3.1 sans agar) : incuber & 17 °C
pendant 2 h ; sjouter- 180 ul d’hematies de mouton en solution P8S & 2 % 15.2.3.6). Incuber & 37 ~C
pendant 18 min 3 60-mr&d purs ncuber A » & °C pendant 2 h environ. Examiner alors la présancs ou
I'absencs d'une hemqlyse, Si la reaction est douteuse. prolonger I'incubation 4 + 4 °C jusqu'y 24 h,

9.4233 Fermemation du xyiase et du rhamnose

Inocuter les deux miffefkTiquides (5.2.3.4) et les inguber a 37 “C pendant 48 h,

9.42.4 Résurmne des tests d'identification

Toutes les. Listeria sont, Gram - catalase + et mobiles. L'espece Listeris monocytogenes se distingue
des autres especes _par' Pansemble des reactions : CAMP (Rhodocuccus aqur -, SIaphylococsus aurayus «),
hemolyse » xylose - et rhamnase « (voir annexe C).

9.5 Confirmation définitive
Les souches qui sont considerees comme des Listerta monacyrogenes (9.4.2.4) peuvent Atre anvoydes 3
un laboratcire de référence agree pour les Listarig, en vue 2'une identification complate.

L'envor sera accampagne de tous les renseignements possibles concarnant la (les) souchels).

10 Expression des résultats

Selon_les cdsyltats de Pinterpretatinn 19.4.2 2), indiquer '3 oresence oy I'absence de Listeria maonocyte-
genes dans 13 grise d'essai, en spec.hiant la masse en grammes ou le volume an millilitres de "8chantil-
an soumis 3 [‘essai

11 Rapport d’essai

La rappart d'essar doit indiquer
— |a methode selon lagueile Fechantilannage a ete effeciue, si elle ast connue ;
— la methade utilisee ;
- l& resuitat d'essa obteny, et
— %1 1a repetatiite 3 ate veriliee, le resultatl final gbteny.

H doit. an outre, mentionner tuus les détails aperatorres ron prevus dans la grésants norme, ou facuita-
tifs, ain31 que les incidents eventuels susceptbies d°avorr agr sur la résuitat d'essui.

Le rappart d’essat dont donner tous les rensaignements necessaires a Iidentification compiate de
echantilon.

12 Assurance de la qualite

Afin de verfier "aptitude a rechercher les Listerra monocytogenes par les mmethodes et avec les Milieux
decrits dans la presente norme, des echanuilens de referenca pourront atre introdurts dans des flacons

de controle du muhiey d'annchrssement (9.2), Proceder avec les llacons de cantrdle commae paur les
cultures d'essar. '
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Annexs A

Schéma du mode opérataira

Ensichissement 1™ phase
X g ou x mi'dans un, valume 3x duFauillon «Fraser-demin {6.2.1.1)

!

Incubation 4 30 *Cpendant 18 h A 24 h > Isclement sur Oxford (5.2.2.1)
au PALCAM (5.2.2.2}

2* phasa

0.1 mi cy bouillon sFraser-demin cans 10 mi de bouillan «Fraser» (5.2.1.2)

l

Incubation & 37 *C pendant 18 h ¥ 24 h #  Isclament sur Qxford

heutation 8 37 °C gendant 18 h X 24 h supplémentaires e Isolement sur Oxford
ou PALCAM

identification des colonies -

— par des jests marphologiques, physiclogigues at biochimiques (Gaterie de tubes ou galerie miniaty-
risee)

- isolemant des colonies caracteristiques sur TSAYE :
- confirmation ' du genra : catalasa et si nécessaire maobilits, Gram :
« identificatian de I'aspéca : CAMP, hémolyse, xylose, rhamnase ;

— Ou par louta autre méthcde donnant des résultats adquivalents.
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Annexe B

8.1 Bouillon d’enrichissament pour Listeria, formule Frassr-demi

Ca;."npési‘tiq_ﬁ
Takleau B
Protéase peptone ou peptone eguivalents 50¢
Tryptone ° 0 50g
Extfat de levure 584
=] Extrait de viande 509
Chiorure de sodum . 2004
Mydrogenophasphate dizadique dihydrate . 120¢
Cilydrogenophasphate de potassium ) 135¢
-Eaculine 193¢
" |- Chlorure de lithium 304
.Chiortrydrate d'acsiflavine 2.8125¢g
. Sel de 30dium de ["acide nalidixique 2.010 ¢
.Citrate du fer Il ammoniacal 05009 |
Sau 1900 mi
Prégaration

Malanger tous les compaosants, sauf 'acide nalidixique. I"acriflaving et le citrate da far Il ammaniacal,
avee I'aay, et chauffer madérdment jusqu’l dissolition camgplate,

Ajuster le gH si nécassaire, A "aide du pH-métre {6.8), de sarte qu'aprés stérilisation il saitde 7.2425°,

Répartir le milieu, par quantité nécessaire pour 'axamen, dans des flacons da capacité appropride {6.5),
Stariliser & "autociave (8,1} le milieu & 121 °C pendant 15 min.

Apras refroidissament st juste avant Iutilisation, ajouter, pcour 1 000 mi de base définie ci-dessus, les
trois solutions suivantes stérilisées par filtration :

+ 5 ml d’une soiution aqueuse de chlorhydrate d’acriflavine 4 2,5 mg/mti ; .
« § mi d'une solution aqueuss 3 2,0 mg/mi de sai de sadium de "acide nalidixique ;
« 10 mi d’une solution aqueuse de citrate de far Il ammoniacal 4 50 mg/mi.
NQOTE : L'acide nalidixique peut dtra sjoutd en méme temps que les campgsants da la base ot

autaciave (A I'aide de 6.1). Dissaudrs dans une sciution d'hydroxyde da sadium (p = 0.05 mol) si la
solution de sel de sodiurmn de "acida nalidixique est gardée A 4 *C,
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'B.2 Bouillon d"anrichissemen? pour Listeria, formulz Fraser

Comgposituon

Tableau 8.2
.f’rotéou peptone ou peptone équivalerte 50¢g .
Tryptone ou peplone equivalente 5.0¢
Extrait de [eylity 5.0¢
Extrait da.viande. 50¢g
Chlarure da.‘sodiun?: 20,0 g
! Hydrogénaptroephate dizodigue dibydraté 12843
Dihydrogénthesphate de potassium 13S g
Esculine . 1.0 g
Chiorure de lithium 30¢g
Chiorhydrata d'acriflavine 0,025 ¢
Sel de sodium de Vacide aalidixique 0.020 g
Citrata de far Il ammeamiacal 0.500 ¢
Eau ) 1009 mi

Preparaticn

Métanger tous les composants, & Iexception de Vacriflavine, ce I'acice nalidixique et du citrate de fer,
avac 'eau, et chauffer modérément jusqu’a dissolution complete.

Aiuster 'e pH si nécessaire, de sore qu'apras sterilisation, il scit de 7,2 4 25 °C. Répariir en tubes (6.5)
par quantités de 10 ml envircn,

Stariliser la milieu & 121 °C pendant 15 min.

Agres refroidissement et juste avant I'utilisatian, ajouter, pcur 10 mi de base définie ci-dessus, les trois
sclutions suivantes stérilisées par filtration !
« 0,1 midune soi'mion aqueusa & 2,0 mg/mi de sel e sodium de [acide nalidixique ;
« 0,1 midiuns sdlution aqdeu.s§ de chlorhydrate d"acriflavine 3 2,5 mg/mi ;
« 0.1 ml d'une soluticn agqueuse de citrate de fer lll ammoniacal a 50 mg/mi
NOTE : U'acide nalidixique peut &tre ajouté en méme temps que les composants de la base et

autaciave. Dissoudre dans une solution d’hydroxyde de sadium (p = 8,05 moln) si 13 solution de se!
de sodium de 'acide nalidixique est gardée a 4 °C.
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i~

. LT
2.2 ?:nll'.‘u b

laetif aélosd pour Listeria, fermulz Oxford

g8.3.1 Base
Camoasition

Tahlaau B.3

Peptone 2303
Amidon 1.0¢g
Chlorure de sodium 5.0g
Agar-zgar 3gaidg 1
Esculine 1049
Citrate de Ter Il ammoniacal 05g¢g
Chlorure de lithium 15.0 g
Eau 1 6¢Q mi

{ 1) Seion le pouvoir géliffant de I'agar-agar,

Préparation

Préparer |3 gélosa de basa en suivant les instructions du fabricant ou an mélangeant les campasants de
hasae déshydratés avec 'eay, Porter 2 spullition jusqu’'a camplata dissolution des composants.

Ajuster la pH si nécessaire, de sore qu'aprés stérilisation. il scit de 7,0 225°C,
Stariliser A "autociave’d 121 °C pencant 15 min.

B8.3.2 Suppléments

Composition
Tableau B.4
. Cycloheximide 0,400 g
| Sullate de colistine 0020 ¢
_Chiorhydrate d"acriflavine 0,005 g
. Cafotetan 0002 g
Fasformycine 0010 g
Eihanol 5 mi
Eau 5 mi
Préparation

Dissoudrs las ingrédients déshydratés dans e mélange éthanol/eau.
Stérilizar par filtration.
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B.3.3 Milieu complet

Compasitien

Tabieau B.5

Base (8.3.1) 1000 mi

Suppterments {8.3.0} 0 mi

Préparatton |

Laissar refraidir 1a- base (2.3} & 47 <C et ajouter les suppléments. Répartir le miliey par quantités
d'enviren 15 mi dans des boites.de Petri {6.3) stériles et laisser se solidifier.
B.4 Milieu sélectif gélosa pour Listeria, formule PALCAM

B.4.1 Base

iZomposition

Tabieau B.S

Peptone: 23043
Amidon 1.9¢
Chiorure de sodium 5049
Ag:r-'lgaf 9gat8g b
O-mannitol ‘ 0.0¢
Citrate de fer Il ammoniacal 0.5¢g
Escufine : 08g
D-ql-uéme 0.5¢g
Chiorure de lithwum 15.0 g
Rouge de phenat 0.08 ¢
Esu . 1000 mi
1} Seion o pouvair gelifiant de 'agar-agar,

NQOTE : £n fonctian de la publication et du fournisseur, un extrait de levure {3,0 g} entre dans la
compasition (référence (5]) ou n'y entre pas {réfarance (8]).

Pregarstion

Praparar la gélose de base en suivant les instructions du fabricant ou en mélangeant les compasants de
base déshydratés avec "eau. Porter & étuillition jusqu’a compléte dissolution des compasants.

Ajuster [e pH si nécessaire, de sane qu’agres stérilisation il soit de 7.2 4 25 °C.
Stariliser 4 I"autoclave 3 121 *C pendant 15 min.
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B.42 Suppléments

Composition
Tableau B.7
S-u[ratc de polyrmryxine 8 100 OO Ut
"Ceftandime ou Latamoxef 0.020 ¢
Ehlortrydrate d'scriflavine 0,005 ¢
Préparation

Cissoudre les ingrédients déinydrates dans "aau.
Stériliser par filtration,

B.4.3 Milleu complet
Composition

Tablezu B.3

Base (B 4.1} 1 Q00 mi
Supplements (8.4.2) 10 mit

Praparation

Laisser refroidir 1a base (B.4.1) a 47 °C et ajouter les suppléments {8.4.2), Réaparntir la milieu par ces
quantités d'anviron 15 mi dans des boitas de Patri stériles et laissar se sclidifier.

B.5 Gélose tryptone s0ja aga extrait de levure (TSAYEY

Composition

Tablesu B.9

Tryptone 17.0¢
Peptone de soja J0g
Chlorure de sodium 50¢g
Phaosphate dipotsssique 25¢g
Glucgae 259
Extrant de levyre 809
Agac-agar 12g2189 R
Eau 1000 i
1) Sefon le pouvor geélifiant de "agar-agar.

Préparation

Disscudre les campasants déshydratés ou le milieu complet déshydrate dans eau en portant A
abulliticn.

Ajuster le pH si nécessaire, de s0re qu'apres sténiisation. i soit de 7.3 4 25 °C.

Aapartic an flacons et stériliser 3 121 “C pendant 15 min.

v
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8.6 Gélose au sang

B.6.1 ZQuasa
Composition
Tahieay 2.10
‘Blood ags baldn 2
|~ Protéose peptone ou poptone egurvalente 15 g
= HydthysiT e foie a 239
— Extradnad e 5¢
= Chiorrmege sodium o 5¢.
-— Aga-aget ' 3gaiag"
Eau ' 13500 md
1) Sclan le pouveir gehifiant de ['agas-agar.

NOTE - Toute hase equivalente a ia 3looc agar base 0 2 puut atre utilivée,

Preparation
Diszoudre les compésants do basa déshydrates dans I'gau en gortant a ehullition.

Ajuster te pH 3l ndcessaire, de sorte qu'apres stenbsation il soitge 7.0 3 i3 °C.

Repariir en flacons et stériliser 3"_12? “C pendant 15 min,

8.6.2 Suspensicn d’hamaties

Campasition

Tableau 8.11
Sang 163 ml
Acide cittiriue 0,29 g
Citrate disodique ¢80 g
Glucose 1.8¢ g
fau 84 ml

Preparation

Recuaillir du sang d'un animat sain {moutan, bavin ou cheval) dans des conditions stenles et la
melanger a un liquide stérile stabrlisant {vair ci-dessus).

Repartir ce melange dans des tubes et centrifuger a 960 - g (g = 3.81) pendant 30 mmun.

Evrminer le plasma sterilement at resuscendre les hematies dans un valume equivalent au wolume
imitial d°une sotutian de chlarure de soduem 1satamigue (0,85 %), Faire deux lavages au mamns.
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8.6.3. Milicu comnlet

Composition

Tableau B.12
!
Milieu de base (B.5.1) 100 m
Sutpermion d hématies (B.5.2) cu ]
sang de mauton ou cheval défibrine S5mid7m

Préparation.

Ajoutar au milisu de base {B.6.1) fondu et rafroidi & 47 °C, soit'le sang da mouton cu de chaval
défibring, sot 1a suspension ¢'hématies (voir ci-dessus) ou préte 3 I"amplot.

Mélanger convenablement et couler en baite de Petri stérile & raison de 12 mi 4 20 mi.

B.7 - Milleu SIM-

Composition
Tableay 8.13
Tryptane 20,0 g
Pagtone 81¢g
“Sulfate &' sammonium et de fer 0.2¢g
Thiosulfate de sodium 02q
Agar-agar 3gasg?
Eau 1000 mi
1) Selon de pouvoir geliffant de 'ager-agar.
Préparation

Mealanger les campgsants déshydratés ou le miliey compalet déshydraté avec ["eau, et chaufier
modérdment jusqu’l dissgiution compléte.

Ajustar I8 pH si ndcassdire, de sarte qu'apres stérilisatian, il sait de 7.3 & 25 °C,
Répartir an tubes & raison de S mi 3 § mi par tube.
Starilisar 3 1271 *C pandant 15 min,
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Campasition
Tableau B.14
Peofoma de cascine 200g
Pictord de viande 81g
Agat-#giw 3gagg"
Eay , , 1006 mi
1] Sclot le pouvorr gelifiant de I'agar-agar.

Préparation

Melanger les compcsants déshydrates ou le miliey complet deshydraté avec I‘eay, et chauffer
-madeérémant jusqu’d dissolution compiate.

Ajuster le pH si ndcessaire, de sorte qu'apres stérilisation, if soit de 7.3 3 25 °C.
Repartir en tubes & raison de 5 m! par :ube.
Steniiser 3 121 *C pendant 15 min,

B.9 Milieux pour [a fermentation des hydrates de carbone

B.9.1 Milieu de base

Compeosition

Tableau B.15
Protdéose peolone  ou  peptone 10,0g
dquivaienta
Extrait de viande 1.0g
Chlorure de 30 1m 50g
Poutrpre de bromocresol 0,02 g
Eau 100G mi

Préparation

Mélanger les compasants déshydratés ou le milieu compiet deéshydraté avec I'eau. et chauffer
maddramant jusgu’s dissoiutian ¢compiate,

Ajuster le pH si nécessaire, de sone qu'agres stérilisation, i soit de 5.8 2 2% C.
Reépartir 2n tubes. de sorte qu'aares signhsation, ils contiennent 9 mi dans le cas A" a10ut de solution
Laors d'utihsation de disques impregnes d'hydrate de carbone. le volume: est de 10 mi.

Stariliser a 121 C pendant 15 mun.



ANNEXE 1 89

3.9.2 Salution d'hvdraie de carbone

Caomposition
Tableay B.18
Hydrate de carbone
{D-xylose ou Lrhemnose) -X-1
Eau A0 mt
‘Préparation’

‘Dissctare Yéparémant Jé¥ hydrates de carbane dans l'eau et stériliser par nitration en utilisant une
membrana de porosité 9,45 um.

B.9.2 Miliey complet
" Gomposition

Tableau 8.17

| Miliey de base g mi

Solution d'hydrate de carbone 1 mi

Préparation

Priparsr des milieux afin que 13 concantration finale an xylose cu rhamnose soit de Q.5 %, soit par
adjonction de 1 mi e solution de xylosa ou rhamncse (8.3.2) & 3 ml de milisu de base {B.9,1), s0it par
adcition d'un disque A 18 mi de milieu de base {3.9.1).

B.10 Gélose st matiériel pour 1 tast de CAMP (test de Christie, Atkins, Munch-Patersan)
Compositian de la gélose

Voir articla 8.8 (gélose au sang).

Sauches test

Une souchs de Staphylococcus aureus fortement téta-hémalytique | par axsmple CIP 5710 (Collection
da I'Institut Pasteur de Paris).

Une sguche de Rhodococcus equi | par exemple CIP 5869,

Il ast recommandéd de détenir des souches da Listeria des différentes aspéces {Listaria monocytogenes,
Listeria innocua &t Listaria ivanoviil.

Entreta'nir las cultures par axemple sur des géloses inclinées TSAYE incubheées 3 37 "C pendant 24 h A 48 h
et stockses A & °C.

Hapiquer les souches régulierement (au moins une [Qis par mais).
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B.11 Tampons PES

Composition

Tablezu B.18
N2 HPC [2H,0 898 g
NaFH PO, 1,0 271 g
N2l 85g
Exd Fnillea . 1000 mi

Préparation:
Dissaucre led ingréarems dahs Fa%iy.
Steriiser par autaclavage 4 121 °C pendant 15 min.

Ajuster le pH si ndcessaire, de sorte qu'apres stérilisation, il scit de 7,2 3 25 °C.
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Arnncxe C
‘Identification des especes de Listeria
Tableau C.1
Test de CAMP ) )
:jp'oa Hd-mBTru D.xyicse L+hamncse | Mannttol Redu?cnon
" Rk ) der nitrates
R.equt S.aureus
L.monocytogenes - - - - + - -
L.innocua - - - - A - -
L.ivanaovii 'y - - . - - -
L.welghimer] - - - . v - -
L.seeligert > - . . - - -
L.grayl - - - - - - -
L.murreyi - - - - - - -
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2 150
2170
2250
2 310
231
2 330
2 34¢C
2 350
2 370
2 410
2510
2 550
2711
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2770
32110
3120
3130
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3170
3210
3250
3270
32300
3310
3311
3330
31340
3350
3360
3370
3510
3520
371
3730
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LISTE DE PROFILS NUMERIQUES / LIST OF NUMERICAL PROFILES /
LISTE DER NUMERISCHEN PROFILE / LISTA DE! PROFIL!I NUMERICH/
LISTA DE PERFILES NUMERICOS

Listaria ivanovii

Listeria ivanovii

Listeria vanovii

Listeria seeligerdivanovii
Listaria wealshimeri
Listaria ivanovii

Listaria ivanovil

Listaria vanovi

Listaria ivanovii

Listeria monocytogenss
Listeria monocytaganes
Listoria monocytagenas/ivanovi
Listeria welshimeri
Listaria ivanovii

Listeria ivanovii

Listaria saeligeriinnocualivanovii
Listaria grayi

Ligteria grayifivanovii
Listeria ivanovi

Listarig ivanovii

Listeria sasligeri/ivanovii
Listeria ivanovil

Listeria ivanovii

Listaria seeligarvivanovii
Listaria sesliger

Listaria welshimeri
Listaria ivanovii

Listaria ivanovil

Listeria ivanovii

Listaria ivanovii

Listaria ivanovii

Listaria innocua

Listaria grayi

Listaria welshimeri
Listeria ivanovii

3750
3770

Ligteria ivanovii

Listaria ivanovii

Listeria mongcytogenas
Listaria monccytogenes/innocua
Listeria grayi

Listeria grayi

Listeria monocytogenes
Listaria sgaligeriwelshimeri
Listeria welshimer

Listeria monocytagenes
Listeria monocytogenes
Listeria menocytogenas
Listeria grayi

Listerta monceytogenes
Listeria welsturneri

Listeria welshimer:

Listeria innocua

Listeria welshimeri

Listeria grayi

Listaria grayi

Listaria welshimen

Listeria sgeligeriwealshimerd/innocua
Listeria walshimari

Listaria grayi

Listeria grayi

Listeria innocua

Listeria innocua

Listeria welshimen

Listeria grayi

Listeria grayi

Listaria walshirmeri

Listeria welshimeariinnocua
Listaria welshimeri

Listera grayi
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RESUME :

Dans ce travail, nous avons réalisé une recherche systématique de Listeria
dans 99 fromages de chévre selon la méthode décrite par la norme AFNOR
V08-055.

Les résultats ont montré que 3,03 % des fromages contenaient des L. innocua,
bactéries non pathogéenes. Aucune autre espece de Listeria n'a été mise en
évidence, en particulier L. monocytogenes, la seule pathogéne pour '’homme.

En revanche l'analyse d’autres études a montré que 3,26 % des fromages de
chevre pouvaient étre contaminés par des L. monocytogenes.

Actuellement les fromagers prennent conscience de la notion de qualité
bactériologique et de I'importance des mesures prophylactiques au niveau de la
production laitiere et de la fromagerie dans la lutte contre les Listeria.
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