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Introduction

Introduction

La sécurité sanitaire des aliments a été au centre des préoccupations de I’humanité, des les
premieres civilisations. Au cours des dernieres décennies, la découverte des microorganismes
dans I’industrie alimentaire a rendu nécessaire I’adoption de diverses mesures de sécurité

sanitaire des aliments.

Un des effets les mieux connus des microorganismes contaminants nos aliments est la
dégradation de la qualité hygiénique et la qualité marchande. Tous nos produits alimentaires
peuvent étre le siege de prolifération microbienne, prolifération d’autant plus variée que le
produit est “riche” en éléments nutritifs et placé dans des conditions favorables a la croissance

microbienne, citant I’exemple des produits laitiers a base de lait cru :

Les germes de I'environnement trouvent dans le lait un excellent milieu de culture. Ceci le
rend dangereux pour le consommateur, selon les criteres d’hygiene alimentaire. La recherche
dans ce cas portera sur les germes fécaux (entérobactéries en général) et certains germes

particuliers dont Listeria monocytogenes.

L’hétérogénéité phénotypique et génotypique de L. monocytogenes a été évoquée pour
expliquer la colonisation des niches écologiques dans lesquelles survit cette bactérie.
(Gilmour, 2004). Elle est communément trouvée dans les sols, I’eau et dans les végeétaux,
particulierement ceux en décomposition. Cet environnement est considéré comme I’habitat

naturel du germe (Rocourt et al., 1985).

L. monocytogenes est un germe ubiquiste responsable d’une maladie invasive rare, mais
grave : la listériose ; ses manifestations les plus caractéristiques sont une méningite et une
septicémie périnatale. L. monocytogenes est considérée comme un agent pathogene important

en santé publique puisqu’il est a I’origine d’épidémie alimentaires a travers le monde.

De nombreuses études ont montré la présence de L. monocytogenes dans les produits
laitiers surtout a base de lait cru, avec une incidence qui varie d’un pays a un autre. Un calcul
d'incidence peut étre réalisé pour les pays qui disposent d'un systeme de surveillance
permettant de recenser les cas au niveau national. L’Italie recense 30% des cas de listérioses
par rapport aux maladies infectieuses ; les états unis ont une surveillance active sur quelques
états permettant de calculer une incidence extrapolée a I'ensemble de la population du pays ;
I’analyse microbiologique a montré que 3 % des échantillons de laits crus sont controlées
positifs concernant la présence de L. monocytogenes (Lund et al., 1991) ; en Allemagne,
17,6% des échantillons de végétaux crus contiennent L. monocytogenes
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et en Grande-Bretagne, aprés la nette diminution consécutive a la fin de I'épidémie en 1987-
1989, I'incidence demeure faible, comprise entre 1,6 et 2,5 cas par million d'habitants.

En France, plusieurs enquétes effectuées en 1984, 1986, 1987 et 1988 auprés de
I'ensemble des laboratoires hospitaliers (Goulet et Brohier 1989) avaient montré que

I'incidence variait au cours de ces années entre 11 et 14 cas/million d'habitants.

Notre recherche bibliographique a révélé qu’il existe peu de données algériennes
publiées sur I’incidence de la contamination des laits crus par Listeria spp., surtout dans les
régions de I’Est algérien, bien que le JORADP exige sa recherche dans les produits laitiers, et
toutes les denrées alimentaires. Des résultats ont confirmé la présence de L. monocytogenes
au taux de 2.61% (Mossadek ; 2007) qui prouve qu’on n’est pas a I’abri d’une éventuelle
épidémie.

C’est par rapport a cette situation que nous avons tracé les objectifs suivants:

— Etudier I’incidence écologique de Listeria spp. dans deux wilayas de I’Est algérien
a savoir TEBESSA et SKIKDA.

— Mettre en évidence les interactions phylogénétiques de Listeria spp. avec la flore
bactérienne isolée des différents laits crus.

— Confronter nos résultats d’identification aux séquences de DNA r 16S relevées sur

GenBank. [http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/ ]
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CHAPITRE 1 : ETUDE DU GERME

1-Position taxonomique

C’est en Angleterre, a Cambridge, en 1926, Murray, Webb et Swann isolérent un petit
bacille a Gram positif du sang de lapins atteints d’une mononucléose sanguine qu’ils

nommerent "Bacterium monocytogenes”.

En outre, le germe a été isolé par Pirie a partir de gerbille sauvages infectés. Pirie a
proposé le nom de Listerella pour le genre en honneur au chirurgien “Lord Lister”.

Murray et Pirie réaliserent qu’ils ont procéde a I’isolement de la méme espéce bactérienne
et ainsi ils combinérent les noms pour former Listerella monocytogenes qui sera changé pour

des raisons de taxonomie en Listeria monocytogenes (Pirie, 1940).

En 1961, Prévot proposa l'appellation de Listeria denitrificans pour une unique souche
bactérienne isolée en 1948 par Sohier, Benazet et Piéchaud a partir de sang de bceuf chauffé.
Ultérieurement, ont été decrites les espéces Listeria grayi et Listeria murrayi. Ces quatre
especes ont été retenues dans les Approved Lists of Bacterial Names mais, depuis la parution
de ces listes, la systématique du genre Listeria a été profondément modifiée.

Le genre Listeria appartient a la branche phylogénétique des Clostridium, avec

Staphylococcus, Streptococcus, Lactobacillus, Brochothrix et Bacillus. (Bergey’s, 1994).

Les Listeria font partie des Listeriaceae. Cette position, au sein des bactéries a Gram
positif est devenue évidente avec les résultats de la Taxonomie numérique, puis s’est
imposée sans ambigulité avec ceux du séquencage de I’ARN ribosomiquel6S. (Larpent,
2000). Depuis, d’autres especes de Listeria ont été décrites et, notamment grace aux méthodes
d’analyses génétiques, la systématique du genre Listeria a été affinée. En effet, le genre
Listeria regroupe six espéces: monocytogenes, innocua, ivanovii, welshimeri, seeligerri,
grayi. (Farber et Peterkin, 1991)
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2-Caracteres bactériologiques

2.1- Morphologie et Structures

Listeria sont des bacilles a Gram positif. Se présentent sous forme de batonnets courts et
réguliers de 0,4 a 0,5 um de diamétre sur 0,5 a 2 um de long, aux extrémités arrondies;
certaines cellules pouvant toutefois étre incurvées. Elles se présentent de maniere isolées ou

groupées en V ou en L, en palissade ou en courte chainette.

Les Listeria sont des bactéries non acido-alcoolo-résistantes, non capsulées, non sporulées,

non pigmenteées et sans structure extra-cellulaire telle que les fimbriae.

Lorsque la culture est réalisée a 20-25°C, elles sont mobiles grace a quelques flagelles de

type péritriches, mais sont immobiles ou faiblement mobiles a 37°C.
2.2-Caracteres biochimiques, métaboliques et culturaux

Listeria est une bactérie aéro-anaérobie facultative. Sur gélose nutritive, elle forme en
24-48 h a 37°C des colonies de 0,5 a 1,5 mm de diametre, translucides, a reflets bleutés en
lumicre oblique. Sur gélose au sang de mouton ou de cheval, elle donne des colonies [-
hémolytiques. L. monocytogenes se développe bien sur les milieux empiriques riches (milieu

ceeur cervelle, milieu & la peptone de caséine et de soja additionné d'extrait de levure).

En milieux synthétiques, ses exigences de base concernent certains amino-acides, des

vitamines, mais pas de bases nucléiques (Premaratne et al., 1991).

Sur le milieu synthétique de Welshimer (1968), sa croissance est stimulée par I'addition de
fer (Fe3+) et cet effet stimulant est proportionnel & la concentration de fer ajouté (Sword,
1966). L'apport d'esculine et de citrate stimule aussi sa croissance.

Les caracteres biochimiques communs au genre Listeria sont présentés dans le tableau 1.
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Tableau 1 : Caractéres biochimiques communs au genre Listeria (Larpent, 2004).

Réactions Positives

Réactions Négatives

Mobilité a 22 °C

ONPG

Catalase

Oxydase = AAF

tréhalose, arabitol

Acidification du glucose, fructose, mannose,

amygdaline, salicine, cellobiose, maltose,

Production de gaz sur glucose

Rouge de methyle

Uréase

Voges-Proskauer

Production de I’indole

Type respiratoire : aéro-anaérobie

Gélatinase

Réduction du lait tournesolé

Production d’H,S

Hydrolyse de I’esculine

Xylose , ribose , mannitol

Les especes de Listeria peuvent étre différencier sur la base de plusieurs caractéres. Le

tableau 2 résume cette distinction.

Tableau 2 : Différenciation des espéces de Listeria. (Rocourt et Jacquet, 2000).

Hémolyse | CAMP test | CAMP test | D-xylose | L-rhamnose D-mannoside | Ribose | Mannitol
S. aureus R. equi

L.monocytogenes + + - - + + - -
L. ivanovii + - - + - - ¥ -
(sub.ivanovii)

L.ivanovii + - + + - d _ _
(sub.iondoni.)

L. innocua - - - - d + - _
L. welshimeri - - - + d + - _
L. seeligeri + + + + - - _ _
L. grayi - - - - - Non define - +

(+) : positif, (-) : négatif, (d) : différencié
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Comme, on peut distinguer les espéces en se basant sur la clé dichotomique (figure 1).

D.xylose

Mannitol
. _
i |
Lo B. Hémolvse
+
I |
CAMP-test R.equi
+
| | |
+ —
! l v
ml . [ ovee | WS

 Linnocua

l
 Lmonocvtoaenes

Figure 1 : Différenciation biochimique des Listeria.

Alors que Gorski L. (2008), quant a elle, propose le chemin dichotomique suivant :

Gram positif, catalase positive, oxydase négative,
non sporulé, courts bacilles, mobiles a 30°C ou moins

Hemolyse
Négative Positive
Mannitol | Rhamnose
Positif Négatif Négatif positif
) | ) Xylose |Xylose Xylose
Listeria
grayi ‘ \ |
I , : . . Negatif
Positif Négatif Négatif Positif  Positif gati
Listeria Listeria Listeria Listeria Listeria Listeria monocytogenes
welshimeri innocua ivanovii ivanovii seeligeri -
londoniensis  ivanovii

Figure 2 : Différenciation biochimique des Listeria selon Gorski L. (2008)
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3-Caracteres infra-specifiques

3.1-Typage phénotypique : Le typage des souches permet de subdiviser les groupes
bactériens a un degré inférieur a celui de I’espéce et ainsi de comparer finement les isolats. Il
est alors possible de suivre la dissémination des bactéries dans I’environnement et d’identifier
I’origine des contaminations. C’est un outil indispensable pour une meilleure connaissance de

I’écologie de la bactérie.

3.1.1-Sérotypie : On distingue, au sein du genre Listeria ; 15 antigénes somatiques O
(notés de I a XV) et 5 antigenes flagellaires H (notés de A a E). La combinaison de ces
differents facteurs dans une méme bactérie permet de reconnaitre actuellement 17 sérovars.
(Donker-Voet, 1972 ; Garcia et al., 1990; Larpent, 2004) (tableau 3).

3.1.2 - Lysotypie : fondée sur la sensibilité aux bactériophages et permet de subdiviser

les souches d’un méme sérovar. Actuellement, 219 phages sont répertoriés. (Larpent, 2004).

3.1.3-Electrophorése d’isoenzymes: (Multi Locus Enzym Electrophoresis : MLEE).
Elle consiste en I’analyse de la mobilité électrophorétique  de plusieurs enzymes
métaboliques. Les différents profils électro phorétiques permettent d’analyser les variations

génetiques au sein d’une population bactérienne.

Pour L. monocytogenes I’analyse des électrotypes permet d’individualiser deux grandes
subdivisions : une constituée par les serovars 1/2b, 3b, et 4b, comporte au moins 22
électrotypes différents et I’autre, constituée par les sérovars 1/2a, 1/2c et 3a, comporte au

moins 45 électrotypes différents (Euzéby, 2000).
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Tableau 3 : Distribution des sérovars dans les especes de Listeria.

Sérotype Antigéne O Antigéne H Espéces

1/2a I, 11 A, B L.monocytogenes, L.seeligeri, L.welshimeri
1/2b I, 1 A B, C L.monocytogenes, L.seeligeri

1/2¢ I, 1 B,D L.monocytogenes, L.seeligeri

3a i, v A B L.monocytogenes

3b I, v A B, C L.monocytogenes

3C i1, v B,D L.monocytogenes

4a V), VII, IX A/B,C L.monocytogenes

4ab V, VI, VII, IX A B, C L.monocytogenes, L.innocua

4b V, VI A B, C L.monocytogenes, L.seeligeri

4c V, VII A/B,C L.monocytogenes, L.seeligeri, L.welshimeri
4d V), VI, VI A B, C L.monocytogenes, L.seeligeri

4e V, VI, (VII), (XI) A B, C L.monocytogenes

5 (V), VI, (VIII), X A, B,C L.ivanovii

6a V, (VI), (VII), (IX), XV A B, C L.innocua, L.welshimeri

6b V), (VD), (VID, IX, X, Xl | A,B,C L.innocua, L.seeligeri, L.welshimeri

7 X11, X111 A B,C L.monocytogenes

L.grayi (1, Xit, Xiv E L.grayi
Remarque : Les spécificités antigéniques O entre parenthéses ne sont pas toujours presentes.
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3.2-Typage genotypique : Les méthodes de typage phénotypiques, trés anciennes, sont
complétées, par des méthodes génotypiques plus récentes qui reposent sur la caracterisation
du génome et s’appliquent a de nombreuses especes bactériennes. Elles ont eété
particulierement bien développées et rapidement appliquées a L. monocytogenes en raison de

I’importance du probleme épidémiologique posé par la listériose :

— La technique RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism Pattern): qui
consiste a analyser le polymorphisme électrophorétique de certains génes
chromosomiques a partir d’une électrophorése d’ADN total couplé a un transfert et

une hybridation avec certains fragments d’ADN. (Paillard et al., 2003 in Churchil).

— Le ribotypage : est une technique fondée sur le méme principe que RFLP. La sonde
utilisée étant une sequence d’ADN s’hybridant avec les génes codant pour I’ARNTr.
C’est une technique trés largement utilisée pour la caractérisation de nombreuses

especes bactériennes (Grimont et Grimont, 1986).

— La technique de Détermination du profil de restriction de I’ADN apres électrophorése
en champ pulsé PFGE (Pulsed Field Gel Electrophoresis): fondée sur I’électrophorese
de gros fragments d’ADN généré aprés I’action d’enzyme de restriction. Cette
électrophorese s’effectue selon un procédé qui permet la migration de gros fragments
d’ADN. (Murchie et al., 2005), la technique est I’une des plus discriminantes pour le

typage de L. monocytogenes. (Gianfranceschi et al., 2009)

— La technigue RAPD (Random Amplified Polymorphism DNA): fondée sur
I’amplification génique ; les amorces choisies sont utilisées au hasard. Cette méthode

est plus rapide a mettre en ceuvre mais manque parfois de reproductibilité.

— Enfin des méthodes se sont développées telles que la PCR-Ribotyping, la REP-PCR et
I’ERIC-PCR. Ces techniques sont mises en ceuvre conjointement lors d’enquéte ou

d’étude en épidémiologie. (Vanegaz et al ., 2009)
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4- Caracteres physiologiques

4.1 Influence de la température

Listeria est une bactérie psychrotrophe dont la température optimale de croissance est
comprise entre 30 et 37°C. La croissance est démontrée expérimentalement entre -2°C
et +45°C (Augustin, 1999). Les températures minimales de croissance observables sur
gélose tripticase-soja dans une durée d'incubation de 10 jours sont comprises entre +0,5°C
et +3,0°C, avec une moyenne de +1,1°C (Junttila et al., 1988). D’autre part L. monocytogenes
n'est pas considerée comme un germe thermoresistant et elle est rapidement détruite a 60°C
(Bréand et al., 1998).

4.2 Influence du pH

L. monocytogenes se multiplie entre pH 4,6 et pH 9,6 avec un optimum a pH 7,1 a
I'optimum thermique (Pearson et Marth, 1990). Ces valeurs « pH cardinaux » dépendent

toutefois de la nature et de la concentration de I’acide, et de la nature du milieu.

L. monocytogenes est rapidement détruite au-dessus de pH 10 ou aux pH inférieurs au pH
min (Vasseur et al., 1999). Elle peut toute fois survivre pendant de trés longues périodes a des
pH proches de 4 comme c'est le cas dans les ensilages de mais sans que I'on connaisse
I'origine génétique ou adaptative du phénomene (Ryser et al., 1997). Un stress alcalin (NaOH,
pH 9) est rapidement surmonté par L. monocytogenes (Cheroutre-Vialette et al., 1998).

4.3 Influence de I’activité de I’eau

L’activité de I’eau (Aw) minimale pour la croissance de L. monocytogenes est de
0,90 (Farber et al., 1992). Le glycérol est utilisé pour ajuster ce facteur dans le milieu, de
0,92 ou 0,93 avec du NaCl ou avec du saccharose si le milieu employé est a base d'extrait de
viande (Nolan et al., 1992).

Listeria se développe a un optimum de A,= 0,97, mais elle peut se développer a 0,943.
Un A, inférieure a 0,939 ne semble pas permettre la croissance. La bactérie reste viable

plusieurs jours pour des valeurs d'A, plus faibles (Larpent 2004).
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4.4 Influence de teneur en Na ClI

L. monocytogenes ne se développe en général pas dans les solutions contenant plus de 10
% a 11 % de Na CI (Nolan et al., 1992). Toutefois, des souches peuvent survivre dans des
saumures de fromagerie contenant de 13 a 14 % de Na CI (Farber et al., 1992). La survie
dans une saumure a 25 % de Na CI aprés un choc thermique de 1 h a 45°C a été décrite (Lou
et Yousef, 1997). Kukharkova et al., (1960) ont démontré que L. monocytogenes survivait
plus de 60 jours dans la viande stockée a 4°C dans une solution de saumure a 30 % de

Na Cl qui contenait aussi des nitrates.

4.5 Interactions L. monocytogenes et autres microorganismes

De tres nombreuses interactions antagonistes de L. monocytogenes ont été décrites in vitro
ou encore dans des produits laitiers a I'échelle du laboratoire. La plupart font appel a I'action
de bactériocines produites par des ferments lactiques ou par des ferments d'aromatisation,
parmi ces bactériocines: la nisine qui est la plus anciennement connue et son efficacité
prouvee dans le lait (Kim et al., 2008). De nombreuses autres bactériocines ont été décrites

depuis 20 ans: lacticine, helveticine, sakacine, divercine, pediocine. (Huang et al., 2009).

Indépendamment des bactériocines, des phénomenes de compétition ont été décrits, ou
intervient I'effet inhibiteur propre d'acides organiques issus de la fermentation des sucres ou
du pH final des produits (Schaak et Marth, 1988 ; Breidt et al., 1998).

Certaines especes de staphylococcus, en particulier Staphylococcus sciuri, semblent freiner
la colonisation des surfaces par Listeria sous forme de bio films (Leriche et al., 2000) ; ces
effets auraient pour origine la production par ces bactéries de surfactants inhibant
partiellement I'adhésion de L. monocytogenes a la surface des environnements de fabrication.
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5- Physiopathologie moléculaire et Listériose

L. monocytogenes est une bacterie intracellulaire facultative .Elle peut se multiplier dans
les monocytes et les macrophages résidants des tissus, mais les polynucléaires neutrophiles lui
sont trés bactéricides (Czuprynski et al., 1984).

Cette bactérie peut aussi envahir et se multiplier dans de nombreuses autres cellules de
I’héte infecte, incluant les cellules épithéliales (anthérocytes), les fibroblastes, les hépatocytes
et les cellules endothéliales (Havell, 1986). Cette multiplication intracellulaire est a I’origine
de foyers granulomateux disséminés dans les tissus des hotes infectés, constituant une miliaire
infectieuse avec accumulation de cellules inflammatoires (polynucléaires, monocytes,
lymphocytes, etc.). A partir des foyers granulomateux, L. monocytogenes peut disséminer par

voie sanguine et infecter le systeme nerveux central et le placenta.

La porte d’entrée de I’infection chez I’lhomme est digestive ; a la suite de I’absorption
d’aliments contaminés (Farber et Peterkin, 1991). L'existence de Listérioses cutanées dans
des métiers a risque (vétérinaires, éleveurs) laisse penser que la contamination est dans ce cas,

directe lors d'une manipulation d'animal infecté.

Le cycle de réplication intracellulaire se déroule en plusieurs étapes :

— Les bactéries adhérent aux cellules par I’internaline qui est une protéine de
surface de 80 kDa, codée par un gene chromosomique, le géne inlA (Gaillard et
al., 1991). Cette protéine interagit avec des récepteurs de type E-cadhérine
présents sur les cellules infectées (Mengaud et al., 1996). Cette interaction
specifique induit la phagocytose.

— Un gene adjacent a inlA, appelé inIB (Gaillard et al., 1991), codant une protéine
de surface qui agirait en synergie avec I’internaline ; favorisant I’entrée dans les
hépatocytes (Dramsi et al., 1995). Les bactéries ne peuvent pas se multiplier et
vont tenter d’échapper au phagosome, ou elles sont exposées a lactivité
microbicide des cellules.

— Les bactéries accedent au cytoplasme et se multiplient dans cet environnement
favorable. Cet échappement se fait par destruction de la membrane du phagosome
par I’action synergique de la listériolysine O qui est une exotoxine hémolytique
de 58 kDa codée par le gene hly (Cossart et al., 1989), et d'une phosphatidyl-
inositol phospholipase C codée par le géne plcA (Camilli et al., 1993).
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— Laréplication intracytoplasmique s’accompagne d’une polymérisation de I’actine
F en actine G a la surface des bactéries (Tilney et al., 1990).Cette polymérisation
est due a la protéine bactérienne actA (Kocks et al., 1992).

— Le mouvement intracellulaire de L. monocytogenes induit par la protéine actA

entraine la dissémination des bactéries aux cellules adjacentes.

Les génes de virulence sont répartis en un Tlot chromosomique de pathogénicité de part
et d’autre du géne hly avec, en amont, I’opéron Iécithinase rassemblant les génes mpl (Poyart
et al., 1993), qui code une métallo protéase zinc-dépendante impliquée dans la maturation de
la phosphatidyl-choline phospholipase C, et les genes actA et plcB ; et en aval, I’opéron prfA,
comprenant le géne prfA et le gene plcA ( Dramsi et al., 1993). Les génes inlA et inIB se
trouvent a une certaine distance sur le chromosome. L’ensemble des génes de virulence est

contrdlé positivement par I’activateur transcriptionnel PrfA. (Figure 03)

prtA plcA  hly  mpl  aen PIcB orfX orfZ
IPLcTT LLO Proteasél ActA pc.pLc
orfY
inlA inlB8
Internalin
InIB 1kb
ini¢

Figure 03 : Les génes de virulence de L. monocytogenes

(prfA : opéron comprenant le géne prf A- PI-PLC: phosphatidyl-inositol-phospholipase C-

PC- PLC : phosphatidyl-choline-phosphlipase C - LLO : listeriolysine O - hly : géne codant la LLO-
mpl : géne codant une métallo protéase - Act A : Actine A- InlA : internaline A- InIB : internaline
B- InIC : internaline C)
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CHAPITRE 2: CONTAMINATION DE LAITS CRUS PAR listeria spp.

Du fait de son caractere ubiquitaire, Listeria peut étre retrouvée avec une fréquence
variable dans toutes les denrées alimentaires, brutes ou transformées, présentées a la
consommation a I’état cru ou peu cuit (produits végétaux, viandes et produits carnés, laits et

produits laitiers, poissons et produits de la mer ....). (Larpent, 2004)
La contamination du lait cru peut étre :

— Une contamination interne et directe : dans ce cas, la bactérie peut traverser le
tractus intestinal de I’animal, passer dans la circulation sanguine et contaminer le
lait au moment de son excrétion ; ce cas est rare.

— Une contamination externe et indirecte : celle-ci, viendra de I’environnement
contaminé a savoir le paillage, les matiéres fécales, les trayons souillés de la vache,
le matériel de traite mal nettoyé et mal désinfecté et ce, pendant la traite ou juste

apres ; ce cas est la principale source de contamination du lait cru a la ferme.

La fréguence de L.monocytogenes dans le lait cru de vache est tres variable selon les
études. Elle est présentée dans 1 a 45% des échantillons (Jouve et al., 1991) (tableau4). Cette
fréquence de contamination varie avec la saison d’ou un plus grand nombre de laits crus
contaminés par L. monocytogenes au printemps et en été (Marth, 1986). Les données sur le
lait de chévre et de brebis sont plus rares ; la fréquence de contamination est d’environ 4%
pour le lait de chévre et de 1 a 2% pour le lait de brebis (Rodrigues et al., 1994). Ces

fréquences peuvent varier selon les modalités d’élevage.

Tableau 4: Incidence de Listeria monocytogenes dans le lait cru.

pays Nombre d’échantillons analysés | % d’échantillons positifs Reéférences
France 349 11,7 Joure et Lahellec, 1991
USA 300 03 Lund et al., 1991
France 486 2,4 Broseta et al., 2003
Angleterre 18 4.4 Gilmour, 2004
Tirkiye 47 00 Aygun et al., 2006
Algérie 153 2,6 Taha Mossadek, 2007
Iran 88 1,13 Abedi Jalali, 2008
UK 1819 2 Little et al., 2008
Colombie 81 25,9 Vanegas et al., 2009
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CHAPITRE 3:TAXONOMIE MICROBIENNE ET PHYLOGENIE

La taxonomie est I’étude de la diversité des microorganismes et les interactions qui

peuvent exister entre eux. Elle englobe trois domaines :

— La classification,
— Lanomenclature,

— L’identification.
En fonction de la nature des données, les différentes approches taxonomiques sont :

— La taxonomie phénotypique: s’intéresse aux données anatomiques,
histologiques, morphologiques.....

— La taxonomie numérique: concerne les patterns binaires (présence, nombre,
1,0).

— Chimio-taxonomie: I’examen des structures des acides gras, des acides aminés
et autres; constituent les principaux caracteres utilisés.

— Lataxonomie moléculaire: concerne les séquences d’ADN et des protéines.

La taxonomie numérique est une démarche utilisee pour :

— Décrire un individu et le situer relativement a d’autres.
— classifier des groupes systématiques peu étudiés.

— inclure des espéces nouvelles dans des classifications anciennes.

Selon Anderegg (1973), les étapes qui composent la démarche de la taxonomie numérique
sont les suivantes :
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1-Choix des objets d’étude: ce sont les taxons concernés par I’analyse. Ils ne doivent pas

étre trés diversifiés sur le plan systématique.

l

2-Choix des caractéres qui servent a la description des objets : les parametres choisis

décrivent bien les individus quelque soit leur position systématique. Ils doivent présenter

deux états de caractéres (1,0)

kEx. : on ne choisit pas le parametre production de méthane pour des taxons strictement aérobies

l

3-Codification des données et élaboration de la matrice : les états des parametres
préalablement choisis, sont affectés du symbole 1 ou 0 pour coder leur présence ou leur

absence.

[4-Choix de I’algorithme de classification : en fonction des objectifs et des données, le }

microbiologiste tranchera pour I’un ou I’autre algorithme de construction de I’arbre

l

5-Calcul du graphe arborescent (le phénogramme) : une fois I’algorithme choisis, la
construction de I’arbre est réalisée sur un logiciel approprié (Mega, Phylowin, Phylogen...)

{

6-Interprétation des résultats : I’interprétation de I’arbre est basée sur la topologie
obtenue.

Logigramme 1 : La démarche de la taxonomie numérique (Anderegg, 1973).

Remarque : I’enracinement de I’arbre n’est pas une obligation absolue, mais une nécessité

par rapport a la qualité des clades obtenus.
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Il existe plusieurs méthodes pour calculer des arbres phylogénétiques ;

peuvent se regrouper en deux catégories :

Méthodes de construction d’arbres

Basées sur les distances qui peuvent étre le
nombre de substitutions entre deux ségquences
ou sur la similitude globale.

ces méthodes

Basées sur les caracteres qui
prennent plusieurs états

UPGMA

NJ

Parcimonie

Maximum de
Vrais semblance

v

Méthodes dérivées des méthodes de distances

FITCH

KITSCH

Les méthodes de distances sont basées sur I’utilisation d’une matrice ou sont consignées

les distances calculées pour toutes les combinaisons deux par deux des OTUs (operationnal

taxonomic units). L application des algorithmes plus ou moins complexes permet de déduire,

a partir de la matrice de distance, les relations phylogénetiques des OTUs sous forme de

dendrogrammes et de rassembler dans un méme clade de similitude les espéces les plus

rapprochées. On peut citer deux principales méthodes de construction d’arbres :

e Laméthode UPGMA (unweighted pair group method with arithmetic mean)
e La méthode de Neighbor-Joining (NJ)
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Matériel et méthodes

1. Prélevements

Nous avons récolté le lait de vache a partir de huit fermes situées dans deux wilayas de
I’Est algérien : SKIKDA (28 prélevements) et TEBESSA (22 prélévements) ; soit un total de
50 échantillons dont la description est portée sur le tableau 5.

Tableau5: Identification des préléevements de laits crus.

REGION DATE DE

WILAYA COMMUNE PRELEVEMENT NOMBRE D'ECHANTILLON
SKIKDA | BENI BECHIR 19/12/2009 01
SKIKDA | HAMMADI KROUMA 24/12/2009 09
SKIKDA | RAMDANE DJAMEL 15/03/2010 06
SKIKDA | SIDI MAZGHICHE 14 /03/2010 03
SKIKDA | MEDJAZ DECHICHE 19/03/2010 03
SKIKDA | GUESSABA 31/03/2010 02
SKIKDA | SIDI MAZGHICHE 30/03/2010 04
TEBESSA | KOUIF 20/03/2010 22

Nombre de prélevements 50

Notre travail a éte réalisé, dans sa totalité, au laboratoire central de la wilaya de SKIKDA.

Le lait est prélevé aseptiquement a partir d’un pis propre : nettoyé a I’eau savonneuse,
rincé a I’eau stérile. Les premiers jets de laits sont rejetés, car ils sont généralement plus

contaminés par les microorganismes.

Le lait est récolté dans des flacons de 250 ml préalablement stérilisés et étiquetés. Il est
ensuite transporté dans une glaciere et conservé a 4°C au réfrigérateur du laboratoire.
(Norme ISO 7218 : des indications précises de transport des échantillons et les températures

requises).

La durée de transport de nos échantillons n’a pas dépassé les deux heures entre les

prelevements et les analyses effectuées.

18




Matériel et méthodes

2. Méthodes d’analyses

2.1-Analyses microbiologiques

Notre objet, apres avoir acheminé tous les prélevements au laboratoire, est d’effectuer un

ensemble d’analyses microbiologiques visant :

— Un dénombrement de la flore totale aérobie mésophile (FTAM).
— Isolement et identification présomptive des bactéries.
— Enrichissement des échantillons dans un milieu approprié pour la recherche de
Listeria spp.
a) Dénombrement de la FTAM

Le dénombrement de la FTAM est realisé sur gélose standard pour numération PCA (plate
count agar) par ensemencement dans la masse de 1ml des dilutions de 102 & 10™ Les

dilutions sont faites par I’eau physiologique.
Les boites ensemencees sont incubées couvercles en bas a 30°C pendant 72h avec :

— Premiére lecture a 24h.
— Deuxiéme lecture a 48h.

— Troisieme lecture a 72h.

Le comptage des colonies ayant poussé sur les boites a été effectué en tenant compte des

facteurs suivants :

— Ne dénombrer que les boites contenants entre 30 a 300 colonies.
— Multipliant toujours le nombre trouvé par I’inverse de dilutions.

— Faire ensuite la moyenne arithmétique des colonies entre les mémes dilutions.

Sur la base de I’aspect macroscopique, les colonies bactériennes ont été prélevées a partir
de dilutions et repiquées sur la gélose TSA (tripticase soja agar) (cette gelose permet la
croissance abondante de la plupart des bactéries aérobie et anaérobie, sans adjonction de

substances nutritives) et sont placées a I’étuve a 30°C pendant 48h.
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Lait cru ensemencé : 1ml aux dilutions 1072, 1073, 10

1

72h/ 30°C
9\
v

Chaque colonie est repiquée sur TSA 48h / 30°C

TSA

Figure 4 : Etapes pour I’isolement des colonies de la FTAM
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La pureté des souches s’est effectuée sur trois jours successifs en phase alternative entre
milieu solide et milieu liquide. L’ensemencement a été réalisé par la méthode de stries
d’épuisement; dont les trois repiquages successifs assurent la pureté des souches (Guy leryral
et al., 2007) sur lesquelles les tests d’identifications seront réalisés (Norme de techniques de

base pour avoir une culture pure (ISO : 7218)).
b) Isolement et identification présomptive des bactéries

Basée sur plusieurs tests concernant leurs caractéres morpho-physio- biochimiques.
(tableau 6).
1. Tests Preliminaires: se basent sur I’observation macroscopique et microscopique dont

le but est d’étudier les caractéres morphologiques.

— L’Aspect Macroscopique : se basent sur les caracteres des colonies : forme, surface,
contour, élévation, consistance, opacité, taille et pigmentation.

— L’Aspect Microscopique : un examen a I’état frais a été fait pour examiner la mobiliteé,
la forme des bactéries, I’arrangement des cellules suivi d’une coloration de Gram.

— Recherche de : la Catalase, I’Oxydase et I’ONPG.
2. Tests d’ldentifications :

— Caractéres Physiologiques : pour la détermination du caractére thermophile; des tests
de croissance des souches pures a 10°C et a 42°C pendant 24 a 48 h ont été réalisés.

—  Caracteres Biochimiques : les bactéries ont été identifiées de maniére présomptive au
niveau de I’espece a I’aide de galeries biochimiques APl 20 ainsi que les galeries
classiques selon la disponibilité, une comparaison des résultats obtenus avec les
données de la littérature a été faite pour classer les différents taxons.

) Métabolisme des Hydrates de Carbone

cette étude est réalisée sur un milieu semi solide M.E.VA.G (milieu pour I’étude de la voie
d’attaque des glucides) en utilisant les différentes sources de carbones testées a savoir :
D- mannitol, D-glucose, mannose, inositol, sorbose, rhamnose, saccharose, melibiose,

amylose, arabinose, D-ribose, D-xylose et le lactose.
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Apres chauffage du milieu au bain-marie, I’ajout des substrats carbonés a été réalisé avec
une concentration de 1 %, puis, le milieu solidifié au réfrigérateur, puis ensemencé par piqure
centrale et incubé trois a sept jours a 30°C. Le virage de couleur des tubes positifs se fait du

rouge au jaune.
i) L’Utilisation du citrate comme une seule source de carbone

La pente du milieu (Citrate de Simmons) est ensemencée avec une strie sur toute la surface

et I’incubation s’effectue a 37°C, pendant plusieurs jours.
Les autres tests biochimiques effectués sont mentionnés dans I’annexe.
3. Conservation des isolats

La conservation des souches pures est effectuée sur milieu solide incliné et dans des
géloses de conservations de I’IPA (Institut Pasteur d’Alger). Aprés croissance, les cultures
sont maintenues a 4°C dans un réfrigérateur et le renouvellement des souches se fait par

repiquage toutes les quatre semaines sur milieu Muller Hinton.
4. Codification des résultats
Une fois tous les tests réalisés, un codage numérique a été attribué a chaque caractere :

— Le code 1 pour un résultat positif.

— Le code 0 pour un résultat négatif.
5. Codification des Souches

Les souches isolées ont été codées en utilisant une lettre qui désigne la wilaya de
prélevements: (S) pour SKIKDA et (T) pour TEBESSA, et un chiffre qui désigne le numéro

de I’échantillon (numéro d’ordre de la souche).
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Tableau 6: Les tests d’identification présomptive des souches isolées.

Caractéres morphologiques

Caractéres biochimiques

Caracteéres physiologiques

macroscopiques | microscopiques | Capacité de métaboliser | Substrats température | Présence
une molécule carbonés d’enzymes
surface forme recherche de I’Uréase citrate
contour coloration de production d’indole mannitol 10°C Oxydase
Gram réduction des nitrates inositol
production d’acetoine sorbose
élévation réaction du rouge de rhamnose
mobilité méthyle mannose 37°C O.N.P.G*
production d’H,S saccharose
consistance présence hydrolyse de la gélatine melibiose
d’endospores hydrolyse de I’esculine amylose
arabinose
opacité oDC! ribose
LDCE xylose 42°C Catalase
arrangements ADH’ lactose
taille des cellules
pigmentation TDA! Glucose?

(1) : Voir listes des abréviations.

(2) : pour tester le dégagement de gaz.

23




Matériel et méthodes

c) Enrichissement des échantillons dans un milieu approprié pour la recherche de

Listeria spp. : méthode AFNOR : VV08.055

La recherche de Listeria spp. s’est faite en trois étapes, selon le logigramme suivant :

Pré-enrichissement: méthode d’enrichissement a froid (méthode de Gray) se base
sur le caractére psychrophile de Listeria. Le lait est conservé a 4°C (dans un
ETAPE 01 tampon phosphate de pH =7.3 avec Na Cl en raison de manque de bouillon Fraser
(le milieu sélectif d’enrichissement de Listeria) pendant 08 semaines ou la
température étant 1’élément selectif (Lammerding et Doyle, 1989)

Prendre 1ml de lait conservé a froid dans un tube contenant 9 ml d’eau peptoné

ETAPE 02 tamponnée. Bien mélanger et incuber a 37°C pendant 24h. Puis un isolement sur
gélose Palcam (modifiée) a 37°C pendant 24 a 48 h.

Prendre un isolement et repiquer sur gélose TSA-YE (modifié) (annexe) pendant

ETAPE 03 > 24248 ha37°C

Lecture des isolats et identification biochimique.

Logigramme 2 : Les étapes de recherche de Listeria spp.

Lecture : observation des colonies verdatres luisantes entourées d’un halo noir (hydrolyse de
I’esculine) incrustées dans la gélose (dépression centrale) caractéristiques des colonies de

Listeria spp. sur gélose Palcam (figure 5) puis effectuer les tests suivants :

— ldentification du genre Listeria : coloration de Gram et recherche de la catalase.

— ldentification des especes du genre Listeria

- Mobilité : Observation a I’état frais entre lame et lamelle de petits bacilles a
ciliatures péritriches ou encore sur gélose mannitol-mobilité en culture a 25°C
pendant 24 a 48 h.

- Test d’Hémolyse : utilisant deux méthodes
1. Sur Gélose au Sang de Mouton : aprés avoir isolé une colonie de gélose TSA-YE,

puis incubé a 37°C pendant 24h, I’hémolyse obtenue traduit par une formation d’une

zone claire autour des colonies.
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Figure 5: Aspect des colonies de Listeria spp. sur gélose Palcam

Figure 6 : Test CAMP
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2. Test CAMP (Christie, Atkins et Munch-Petersen): ce test est réalisé avec une seule
souche disponible référencée : Staphylococcus aureus (ATCC 25923). Ce test met en
évidence la différentiation entre une souche hémolytique et une autre non hémolytique.
Le CAMP test est réalisé sur gélose TSA (tripticase soja agar) additionné de 5% de sang
de cheval, dans une boite de pétri avec une premiere strie de la souche Staphylococcus
aureus puis deux stries de la souche a tester perpendiculairement par rapport au
premiére strie en se méfiant que les stries ne se touchent pas et restent a une distance au
minimum de 2mm. Puis incuber pendant 24 a 48h a 37°C.

Une observation d’accentuation de I’hémolyse autour de la zone adjacente
perpendiculairement a la strie de Staphylococcus sous forme d’une pelle confirme

I’espece de L. monocytogenes (figure 6).
- ldentification Biochimique

En utilisant I’API-20, sur le plan biochimique Listeria est :

- aerobie-anaérobie facultative.

- Catalase (+), Oxydase (-), H2S (-), Gaz (-)

- Esculine(+), urée-indole (), TDA (-), VP (+), RM (+) (Hitchins,
1995).

La position phylogénétique de Listeria spp. avec le reste de la flore bactérienne isolée
de laits crus a été effectuée par le logiciel MEGA 4.0 en utilisant les deux méthodes de
construction a savoir UPGMA et NJ.
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Résultats et discussion

1. RESULTATS

1.1 FTAM: Les colonies se présentent sous forme lenticulaire en masse. Nous avons

sélectionné les boites ou le nombre de colonies (n) varie entre 30 et 300. Le dénombrement

a concerné les dilutions de 102 a 10™. Les calculs ont été faits selon la loi ; N=nd ou d: le

facteur de dilution et N: le nombre de bactéries en UFC/ml. Les résultats des dénombrements

sont mentionnés dans les tableaux 7 et 8 :

Tableau 7: Dénombrement de FTAM en UFC /ml dans la wilaya de TEBESSA

Code de I’échantillon

(UFC/mI)*10°

Observation

T1 05 La valeur minimale
T2 24
T3 64
T4 18
T5 32
T6 13
T7 09
T8 15
T9 39
T10 33
T11 09
T12 35
T13 10
T14 11
T15 236 La valeur maximale
T16 12
T17 10
T18 46
T19 38
T20 10
T21 19
T22 30
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Tableau 8: Dénombrement de FTAM en UFC /ml dans la wilaya de SKIKDA

Code de I’échantillon

(UFC/mI)*10°

Observation

S1 18
S2 06 La valeur minimale
S3 18
S4 59
S5 34
S6 19
S7 31
S8 16
S9 58
S10 22
S11 36
S12 35
S13 142
S 14 200
S15 241
S 16 43
S17 257 La valeur maximale
S18 120
S19 150
S20 102
S21 88
S22 62
S23 12
S 24 103
S25 94
S 26 96
S 27 150
S 28 112
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1.2 ldentification des bactéries

Les résultats morpho-physio- biochimiques obtenus sont représentés dans une matrice

binaire (Annexe 2) qui a concerné tous les échantillons récoltés dans les deux régions.

Les observations des examens macroscopiques et microscopiques des 50 échantillons sont

mentionnées dans une matrice dans I’annexe.

L’identification présomptive des bactéries a été effectuée en comparant nos résultats avec
ceux relevés sur des références de systématiques bactériennes (Bergey’s, 1994 ; Joffin J.N,
1998).

La FTAM (42 souches) est composée de 59% de bactérie a Gram positif et de 41 % de

bactéries a Gram negatif.

- Laflore Gram positif renferme les Bacillaceae et les Micrococcaceae ainsi
que des souches d’origine fécale ou pathogéne appartenant aux genres
Staphylococcus et Streptococcus.

- L’identification de la flore Gram négatif souligne une concentration
importante en Enterobactériaceae dont le pourcentage de 27.8 % par
rapport au 42 souches isolées et particulierement la présence de
Klebsiella ,Proteus,Serratia.

- Une présence majoritaire de bacilles par rapport aux coccis a été notée
(74% et 26% respectivement).

- Tous les résultats sont mentionnés dans les deux tableaux suivants
(tableaux 9 et 10):
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Tableau 9: Identification présomptive des souches isolées de la région de SKIKDA

N° Code des souches Especes bactériennes présomptives
1 S1 Staphylococcus epidermis
2 S2 Bacillus cereus 01

3 S3 Lactococcus lactis cremoris
4 S4 Neisseria meningitidis

5 S5 Campylobacter fetus

6 S6 Bacillus cereus 01

7 S7 Bacillus capsulé

8 S8 Serratia biogroupe 1

9 S9 Serratia  polymuthica

10 S10 Enterobacter  intermedius
11 S11 Salmonella ser pollurum

12 S12 Staphylococcus capitis

13 S13 Bacillus cereus 01

14 S 14 Chromobacterium violaceum
15 S15 Listeria murrayi

16 S16 Bacillus pasteurii

17 S17 Citrobacter freundii

18 S18 Bacillus pasteurii

19 S19 Escherichia coli 2

20 S20 Aerococcus viridans 2

21 S21 Streptococcus adjacen

22 S22 Escherichia coli 2

23 S23 Bacillus megatherium

24 S24 Citrobacter freundii

25 S25 Bacillus sphaericus

26 S 26 Bacillus cereus 01

27 S27 Bacillus cereus 02

28 S 28 Corynebacterium bovis

29 S29 Staphylococcus aureus

30 S30 Micrococcus lylae
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Tableau 10: Identification présomptive des souches isolées de la région de TEBESSA.

N° Code des souches Espéces bactériennes présomptives
1 T1 Proteus mirabilis

2 T2 Neisseria meningitidis
3 T3 Pseudomonas  aeruginosa
4 T4 Leuconostoc mesenteroides
5 T5 Serratia marcescens
6 T6 Campylobacter fetus

7 T7 Corynebacterium jeikeium
8 T8 Lactococcus lactis lactis

9 T9 Klebsiella oxytoca
10 T10 Lactobacillus rhamnosus
11 T11 Salmonella  ser.parathyphi
12 T12 Lactococcus lactis cremoris
13 T13 Bacillus sphaericus

14 T14 Salmonella ser pollurum
15 T15 Bacillus pasteurii

16 T16 Brevibacillus brevis

17 T17 Lactobacillus fermenticus
18 T 18 Listeria cf. monocytogenes
19 T19 Leuconostoc mesenteroides
20 T20 Enterococcus faecium

21 T21 Bacillus brevis

22 T 22 Listeria murrayi

23 T23 Edwardsiella tarda

24 T24 Bacillus circulans

25 T25 Serratia liquefaciens
26 T26 Aeromonas hydrophila G2
27 T27 Enterobacter  intermedius
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En éliminant les individus répétés (ayant les mémes états de caracteres), les isolats (au
nombre de 42) identifiés sont représentées dans le tableau suivant :

Tableau 11: Répartition des souches isolées selon le Gram.

Gram Familles ou Genres Genre et espéces %
Proteus, Serratia, Klebsiella,
Entérobactéries Salmonella, Edwardsiella, 27.8%
Enterobacter, Escherichia,
BACTERIES Citrobacter.
A GRAM Pseudomonas Pseudomonas aeruginosa 2.4%
NEGATIF Chromobacteriumet | C.violaceum, N.meningitidis 4.8%
Neisseria
Campylobacter Campylobacter fetus 2.4%
Aeromonas Aeromonas hydrophila 2.4%
Staphylococcus et S.epidermis,S.aureus,S.capitis, 9%
Micrococcus M.lylae.
Leuconostoc , Lactococcus,
Bacteéries lactiques Lactobacillus, Enterococcus, 19%
BACTERIES Streptococcus, Aerococcus
A GRAM B.sphaericus, B. brevis, B.
POSITIF Bacillus circulans, B. pasteurii,  B. cereus, 19%
B. megatherium
Corynebacterium C. jeikeium, C.bovis 4.8%
Brevibacterium B. brevis 2.4%
Listeria L. murrayi, L. cf. monocytogenes 6%

1.3 Isolement de Listeria spp.

1.3.1 Aspect des colonies sur les différents milieux

Gélose Palcam : les colonies de Listeria sont de couleur vert marron foncé, leurs

centres apparaissent enfoncés dans la gélose et elles sont entourées d'un halo noir

(hydrolyse de I'esculine) (figure 5).

Gélose au sang frais: les colonies sont entourées d’une zone claire étroite due a

I’hémolyse des hématies (figure 7).

Gélose TSA-YE : les colonies obtenues sont de petite taille de 1 & 2 mm,

translucides et a bord irrégulier. L’examen

granuleuses (figure 8).

montre des colonies bleutées et
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Figure7: Aspect des colonies de L.cf monocytogenes sur gélose au sang frais.

Figure 8 : Aspect des colonies de Listeria spp. sur gélose TSA
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1.3.2 Aspect Microscopique : La coloration de Gram a révélé des petits bacilles, courts,

réguliers, a Gram positif, aux extrémités arrondies, certaines cellules pouvant toutefois étre
incurvées. Elles se présentent de maniére isolées ou groupées en V ou en L, en palissades ou

en courte chainettes.
1.4 Analyse Phylogénétique

1.4.1 Calcul du Coefficient de Jaccard (Is): Indice non symétrique, quantifie la

similitude pour chaque couple bactérien selon I’équation suivante :

o= (1,1)
ST (1L,1)+(1,0)+(0,1)

(1,1) =les deux états sont présents dans les deux bactéries.
(1,0) =I"état est présent dans la premiére bactérie et absent dans la deuxieme.
(0,1) = I’état est absent dans la premiere bactérie et present dans la deuxieme.

Cet indice permet de calculer la matrice de similitude. Une fois calculée, cette matrice

servira pour le calcul de la matrice des distances selon I’équation :

d= 1'|S
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Tableaul?2 : Matrice de distances des souches a Gram positif

[1] B. cereusl

[2] E. faecium 82.80

[3] M. lylae 62.50 66.67

[4] L. murrayi 53.60 76.93 61.54

[5] L. lactis cremoris 50.00 31.82 58.34 61.54

[6] B. capsule 65.60 56.00 54.55 81.48 68.00

[7] Listeria spp 62.07 74.10 57.69 45.84 72.00 60.00

[8] Brevi. Brevis 47.40 4450 56.00 50.00 51.90 64.00 77.78

[9] L. fermenticus 72,50 53.57 54.55 40.00 65.52 63.64 70.84 77.80

[10] S. capitis 47.83 58.62 7242 57.69 50.00 70.37 60.87 76.47 78.95

[11] L. mesenteroides 56.00 67.86 69.23 74.08 75.00 66.67 52.38 77.78 77.78 61.29

[12] L. lactis lactis 64.00 50.00 69.60 60.87 26.09 69.57 54.55 85.72 78.95 67.74 52.00

[13] B. circulans 57.20 58.62 69.00 62.50 55.60 52.38 58.34 64.29 86.37 60.00 61.55 58.62

[14] S. epidermis 58.62 52.00 52.00 75.00 33.40 63.64 47.37 66.67 66.67 42.31 54.55 70.00 68.18

[15] Cory. Jeikeium 48.15 52.40 61.54 59.30 51.86 59.09 71.50 7150 68.75 64.52 62.97 64.00 69.57 56.00

[16] S. aureus 67.86 60.80 62.50 56.00 67.86 62.50 87.00 86.40 16.67 42.86 64.00 73.08 60.87 54.55 65.39

[17] B. pasteurii 62.50 52.00 48.00 67.86 60.00 72.50 74.40 77.27 69.00 70.00 60.87 62.50 71.43 66.67 50.00 51.61

[18] A. viridians 74.20 45.84 23.81 62.50 61.54 66.67 80.95 81.82 64.80 55.60 62.50 70.84 65.00 66.67 57.15 65.72 56.67

[19] S. adjacent 59.26 42.86 68.00 59.26 47.83 71.43 83.34 84.21 63.64 84.62 60.87 69.23 80.00 72.00 76.47 68.75 67.74 58.34

[20] B. megatherium 51.86 65.52 68.97 57.69 61.54 70.37 81.82 82.61 44.83 85.19 62.50 68.00 81.25 68.97 77.78 56.25 40.74 64.52 75.00

[21] L. rhamnosus 61.54 59.26 65.39 68.00 57.90 80.77 80.95 81.82 68.75 74.00 38.10 61.90 68.97 45.46 67.75 51.62 63.64 74.20 70.00 66.67

[22] B. cereus2 36.00 75.00 62.50 68.97 65.40 56.00 76.47 77.78 48.39 57.70 63.64 82.76 47.37 60.87 60.87 64.52 57.15 66.67 76.00 76.19 68.18
[23] Cory. bovis 68.20 65.52 68.20 65.39 4546 65.39 81.82 82.61 50.00 57.69 59.09 59.09 60.00 62.50 47.37 48.39 63.40 72.30 80.77 71.43 58.83 66.67
[24] B. sphaericus 67.90 60.00 67.90 68.00 69.23 65.22 78.95 80.00 53.57 56.00 76.47 61.91 4350 66.67 67.90 53.34 80.77 72.00 76.19 80.96 68.42 75.00 72.23

[25] B. brevis 61.54 7150 71.43 52.18 63.64 71.43 84.21 84.21 51.62 72.00 77.78 75.00 54.17 68.00 53.80 80.00 81.50 65.22 76.00 65.00 63.64 47.06 63.16 66.67
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[1] P. mirabilis

[2] N. meningitidis
[3] P.aeruginosa
[4] C. fetus

[5] S. marcescens
[6] K. oxytoca

[7] S. ser parathyphi
[8] E. coli2

[9] S. liquefaciens
[10] E. tarda

[11] A. hydrophila G2
[12] S. biogroupel
[13] S. polymuthica
[14] E. intermedius
[15] C. violaceum
[16] C. freuindii

[17] S. ser pullorum

66.70

67.90

35.00

61.80

61.30

48.30

77.00
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57.90

60.80

71.90
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73.10

69.00

Tableaul3 : Matrice de distances des souches a Gram négatif.
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1.4.2 Reconstruction des arbres phylogéenétiques: les deux matrices de distances

(Gram positif et Gram négatif) ont été traitées par le logiciel de construction des
arbres phylogéniques MEGA 4.0. Les méthodes UPGMA et NJ utilisées ont donné

les arbres suivants :
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2921 18.000
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0.933 5386 23.685
29.400
21.750
2.451 —
7650 L21:7%0
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21.155  Staphylococcus epidermis
19.050 .
1.624 —— Leuconostoc mesenteroides
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Figure 9: Arbre UPGMA des souches a Gram positif
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Figure 10: Arbre NJ des souches a Gram positif
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Figure 11 : Arbre UPGMA des souches a Gram négatif
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Figure 12 : Arbre NJ des souches a Gram négatif
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1.4.4 Reconstruction par la Phylogénie Moléculaire

Les séquences de I’ARNr 16S des genres identifiés suites a une étude phénétique ont été

récupérées a partir d’une banque de donnée moléculaire : GenBank. Les séquences partielles

de I’ARNr 16S des genres ont été portées sur le tableau (Annexe).

0.5419
0.0468 ———
0.0118 | 05419
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Figurel3: Arbre UPGMA construit a partir des séquences d’ARNr 16S des souches a Gram

positif
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Figure 14: Arbre NJ construit a partir des séquences d’ARNr 16S des souches a Gram

positif
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Figure 15: Arbre UPGMA construit a partir des sequences d’ARNr 16S des souches a Gram-
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Figure 16: Arbre NJ construit a partir des séquences d’ARNr 16S des souches a Gram -
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2. DISCUSSION
Les 42 souches isolées a partir des 50 échantillons de laits crus récoltés a partir des deux
wilayas (Tébessa et Skikda) ont été identifiées sur la base de leurs caracteres morpho-physio-
biochimiques.
La présence de Listeria cf. monocytogenes a éte réalisée selon trois procédeés :
- Sur gélose PALCAM,
- Sur Gélose au sang,
- Sur gélose TSA-YE.
Enfin, une phylogénie numérique des isolats obtenus a été construite selon les deux
algorithmes NJ et UPGMA.

2.1Concernant les Résultats de Dénombrement

La FTAM nous renseigne sur la qualité hygiénique du lait cru. C’est la flore la plus
recherchée dans les analyses microbiologiques.

L’ensemble des résultats obtenus rapportés dans les tableaux 7 et 8 montrent la présence

de variations notables entre les différents échantillons de laits crus analyses.

Notons que les échantillons de la région de Tébessa se caractérisent par une FTAM plus
réduite comparativement & Skikda (Tébessa = 3,3 x 10 UFC/mL et Skikda = 8,3 x 10* UFC/
mL).

Les résultats de cette étude montrent la variabilité significative de la qualité du lait cru

entre les deux régions. Cette différence de charge microbienne serait due :

1° a I'impact de I’effet climatique (situation géographique) ; dont le degré d’humidité
favorise la prolifération et la multiplication bactérienne a Skikda qui est une région humide a
I’opposé de Tébessa (figures 17 et 18) qui est une région semi aride, comme signalé par
Welshimer (1960).
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Figure 17: Moyenne mensuelle des températures minimales et maximales quotidiennes relevées
sur Skikda et sur Tébessa.
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Figure 18 : Valeurs moyennes des précipitations (mm) relevees sur la wilaya de Skikda et la
wilaya de Tébessa

2° a la pratique d’hygiéne adoptée pour chaque région : Tebessa est moins chargée que
Skikda. Ceci serait d( au respect des conditions hygiéniques pendant la traite et les bonnes
conditions de transport. En effet, la ferme de Tébessa suit une méthode de traite mécanique et
le lait obtenu est immédiatement réfrigére apres la traite dans une glaciere isotherme munie

d’un accumulateur de froid (chaine de froid respectée).

3° a la variabilité de type d’alimentation de vaches laitiéres entre les deux régions: la
qualité de I’ensilage qui joue un r6le primordial dans I’apparition de bactéries chez les

animaux.

Les charges maximales tolérées par les deux reglementations (Normes Francaises ou
Américaines d’évaluation de la qualité du lait cru) sont respectivement 5%10° UFC/ml et
5%10* UFC/ml (Alais, 1985), Les Normes Algériennes tolérent jusqu’a 10° UFC/ml
(JORADRP n° 35/98)
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Donc, par rapport a nos résultats, nous pouvons deduire que le lait prélevé a une bonne
qualité hygiénique selon les Normes mentionnées ci-dessus. Cependant, Richeter et al.,
(1992), notent que le lait cru récolté d’une vache saine doit contenir une charge microbienne
inferieure a 1000 UFC /mL.

2.2Concernant les tests d’identifications

L’identification présomptive des souches a été effectuée apres avoir compare les caracteres
étudiés de nos souches avec ceux des espéces de réference relevés sur le Bergey’s (1986) et
Joffin J. N. et al. (2001).

- Les 42 souches isolées et identifiées ont été classées en llgroupes bactériens
selon Madigan M. (2007). (Tableau 11). Une distribution hétérogéne et une
grande variabilité phénotypique ont été observées,

- La présence de Staphylococcus, Micrococcus, Aeromonas, Campylobacter,
Pseudomonas, Neisseria et Chromobacterium est corroborée par les études de
Little et de Louvois (1999).

- Le taux élevé des Bactéries lactiques et des Bacillus s’expliquerait par la
relation qui existe entre ces bactéries et la composition du lait cru. (Sawaya et
al., 1984) car, la periode de chaleur rend les conditions propices pour une
augmentation d’acidité favorisant ainsi la prolifération des germes suscites, une
hygiene insuffisante de I’opération de traite (mamelle non lavée) et les premiers

jets non éliminés.
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2.3Concernant Listeria

Listeria spp. est présente dans trois échantillons sur 50 laits analysés ; soit un taux de 6%
(Tableau 14). L’identification microbiologique a révélé la présence de Listeria murrayi avec
des taux de 3,5% a Skikda et 4,5% a Tébessa.

Tableau 14 : Incidence de Listeria spp. dans le lait cru de fermes dans I’Est algérien (Tébessa
et Skikda).

Wil Nombre Fréquence de L. | Fréquence de L. cf. % et Incidence
ilaya ) i L
d’échantillons murrayi (%) monocytogenes (%) de Listeria spp.
TEBESSA 22 1/22 (4,5%) 1/22 (4,5%) 9%  (2/22)
1/2 ¢
SKIKDA 28 28 (3,6%) 0/28 (0%) 3,6 % (1/28)
TEBESSA et . . .
SKIKDA 50 2/50 (4%) 1/50 (2%) 6%  (3/50)

Le pourcentage de contamination de lait cru par Listeria spp. (6%) sur les deux wilayas est
en accord avec les résultats publiés d’Abou-Eleinin et al., 2000 ; Harvey et Gilmour, 1992 ;
Jayaro et Henning, 2001 ; dont le pourcentage varie entre 0% et 22% selon leurs situations
géographiques. Cependant, il reste relativement proche de celui noté par Kozak et al.,( 1996)
(3 a 4%) ; mais éloigné des résultats de Vitas et al., (2004) (1%) (Espagne) ; de FSAI,(2004)
(0,2%) (Irlande) ; de Gilmour et Kells (2004) (44,4%).

Ces différences seraient dues :

- aux variations des méthodes d’analyses,

- aux difféerences des milieux d’échantillonnages (geographie),

- le nombre d’échantillons (representativité statistique),

- et aux méthodes d’identification génotypique (PCR et PFGE) employée par les
auteurs suscités plus approfondies par rapport a I’identification classique utilisée

durant ce travail (basée sur les seuls caracteres morpho-physio-biochimiques).
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L. monocytogenes, en Algérie, ressort dans les travaux de :

- Bellouni (1990) : 3,2 %,
- de Lebres (2000) : 1,9 %
- et de Mossadek et al. (2007) : 2,61 %.

Leurs résultats sont en accord avec les notres (2%).

L’identification biochimique adoptée durant notre travail au laboratoire a montré ses
limites pour une confirmation définitive de la souche hémolytique obtenue de Listeria spp.
suite a I’impossibilité de réaliser le test du caractére “DIM ” (fondé sur I’hydrolyse d’un
substrat naphtymide par une arylamidase) qui différencie I’espéce monocytogenes (enzyme

absente) de I’innocua.

La rareté de la présence de Listeria monocytogenes dans nos échantillons (avec un
pourcentage de 2% : une souche & TEBESSA et aucune a SKIKDA) peut étre justifié par les

conditions defavorables pour sa multiplication :

- Unensilage acide bien conserve (Bemrah et al., 1998).

- Fluctuations saisonnieres (Fenlon et al., 1995).

- Conditions climatiques (Desmasures et al., 1997).

- La composition et la concentration de la microflore autochtone présente dans le lait en
grande teneur empéchent la prolifération de Listeria spp. par I’effet de competition
(Jay, 1999 ; Carr et al., 2002 ; Augusto et al., 2009)

- Conditions hygiéniques respectés pour certains prélevements. (Oteng-Cyang, 1984).

Bien que la listériose soit rare en Algérie, non diagnostiquée et peu investiguée, les
résultats obtenus montrent la présence de ce germe ubiquitaire, et confirment aussi sa rareté
et le danger imposé pour la santé humaine et animale a la fois, surtout dans les circuits de
vente de laits crus non contrélés qui imposent un veritable risque sur la santé du

consommateur et pour les immunodéprimés et les femmes enceintes.

En Algérie, les données épidémiologiques sur le profil de I’incidence de Listeria spp. sont
rares (Taha Mossadek, 2004). Lors d’une investigation réalisée par nos soins a I’hdpital de
Tébessa et a I’hopital de Skikda, aucun cas de listériose n’a eté détecté (LCR et pus) aux
laboratoires de microbiologie. Ceci serait d0 aux conditions particulieres de croissance de
Listeria et au manque des milieux sélectifs pour Listeria qui ne sont pas disponibles.
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En fin, I’incidence de Listeria spp. isolée de laits crus est rare dans notre pays mais les

conditions non respectés de :

- Ladurée de conservation des aliments (laits, viandes.....).
- L’intégrité de la chaine de froid.
- L’hygiéne et les méthodes de traites.

- Le transport jusqu’aux consommateurs.

augmentent le risque d’une épidémie méme si elle reste rarement investiguée.
2.4 Concernant la Phylogénie

L’interaction phylogenétique de listeria spp. avec le reste de la fore bactérienne s’est basée
sur :
- Les tests biochimiques dont la fermentation des différents sucres.
- Les caracteres morphologiques.

- Les caracteres physiologiques.

Le calcul du coefficient de Jaccard est basé sur 44 caracteres utilisés dans cette étude qui
restent insuffisants pour pouvoir aboutir & une identification précise de I’espéce, car le
principe de base de la taxonomie numérique oblige la comparaison sur un plus grand nombre

de caractéeres.

Concernant les bactéries a Gram positif (25 souches), la méthode UPGMA donne deux
groupes distincts séparés par une distance de 2,485 + 1,646 = 4,131. La liaison de
Brevibacterium brevis avec les Listeria est acceptable du fait qu’ils appartiennent au méme

ordre des Bacillales.

- Groupe 1 = (Brevibacillus brevis, (Listeria cf. monocytogenes, Listeria murrayi))

- Groupe 2 = Reste des clades

Au sein du groupe 2, seuls Lactobacillus fermenticus et Aerococcus viridans, (Orde :
Lactobacillales) sont mal placés ; ils font partie du méme clade que Micrococcus lylae,
Staphylococcus aureus, Bacillus pasteurii, Bacillus megatherium (Orde : Bacillales).
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La construction phylogenétique par I’algorithme NJ a révélé deux principaux groupes a
une distance de 0,207 + 1,320 = 1,527 :

- Groupe 1 = (((Listeria murrayi, Listeria cf. monocytogenes), Brevibacillus brevis),
Bacillus capsule, (Bacillus circulans, Bacillus sphaericus)).

- Groupe 2 = Reste des clades

Notons que le groupe (Bacillus capsule, (Bacillus circulans, Bacillus sphaericus)) a

conservé sa structure cladistique dans les deux arbres.

Les différences non significatives pourraient s’expliquer par le fait qu’a la base, la théorie
de calcul des arbres est totalement différente pour les deux méthodes. En effet, UPGMA
démarre du principe de regrouper des le départ les deux premiers individus (bactéries) dont la
distance est la plus petite, cependant la méthode NJ regroupe les deux individus ayant la plus

faible divergence par rapport au total des individus.

Les 42 séquences de I’ADNr 16S, relevees sur GenBank qui représentent les mémes
espéces isolées ont permis de dresser des arbres phylogénétiques, pour une étude

comparative.

Les arbres UPGMA et NJ regroupent Staphylococcus avec Listeria cf. monocytogenes.
(Figure 13 et 14). Cependant, Listeria reste proche de Brevibacterium dans le cas d’UPGMA
mais sont éloignés dans I’arbre NJ.

Il ressort que les interactions des Listeria spp. avec le reste de la flore bactérienne de lait
cru est difficilement mesurable a cause du nombre de caractéres (n=42) qui reste a notre avis
inférieur voire insuffisant pour prononcer des conclusions relatives au comportement “ social”
des Listeria spp. par rapport au reste de la flore. Cependant, Listeria spp. sont restées
apparentées a des Bacillales dans le cas des deux arbres et éloignées des Lactobacillales ; ce

qui donne une certaine crédibilité systématique aux deux arbres.

De maniere globale, les arbres construits a partir des bactéries a Gram négatif conservent la
méme topologie. En effet, les regroupements des bactéries Neisseria meningitidis, Aeromonas
hydrophila G2, Campylobacter fetus, Chromobacterium violaceum et Pseudomonas

aeruginosa sont restés conserveés.
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Pour le cas des enterobactéries, les regroupements ont également été conserveés. Par
exemple le clade formé par la paire Klebsiella oxytoca et Citrobacter freuindii est resté lié
dans les deux structures (UPGMA et NJ).

En fin, I’analyse phylogénétique représentée par les différents phénogrammes présente une
diversité microbiologique et une interrelation entre Listeria et la flore bactérienne isolée de la
méme niche écologique et démontre, la grande complexité a trancher pour une phylogénie
définitive.

La systématique différe selon les variations des comportements des souches pour des
raisons d’adaptation avec les contraintes de I’environnement et les conditions de vie qui fait

maitre a chaque fois des interrelations phylogénétiques différentes.
2.5 Concernant la qualité hygiénique du lait récolté

La plupart des germes identifiés durant ce travail sont saprophytes et/ou commensaux, en
général ubiquistes et pathogénes occasionnels. Ils sont opportunistes dans des conditions bien
particuliéres (Larpent, 2004).

La présence de Listeria, Campylobacter, Staphylococcus aureus, Salmonella, Neisseria
meningitidi, et Bacillus cereus dans les echantillons des laits crus est un risque majeur pour le
producteur et le consommateur et oblige un plan d’épidémiosurveillance et un “éveil

microbiologique” pour protéger ces individus (Reyser, 1998).

Les Pseudomonas sont des microorganismes écologiquement importants. Mais I’espece
isolée a partir de nos échantillons (Pseudomonas aeruginosa) reste associée a des infections
graves chez I’homme et cause a elle aussi un risque microbiologique suite a la consommation
du lait cru. (Brock, 2000 ; Cousin, 1982).

Dans tous les laits récoltés, I’incidence des contaminants fécaux (Streptococcus adjacen
(SKIKDA) et Enterococcus faecium (TEBESSA)) est faible (2/50 échantillons soit 0,04%)

Nous notons également la présence d'Escherichia coli et de Klebsiella oxytoca qui sont
citées dans les affections mammaires (Ounine, 2001). De plus, leur présence avec
Enterobacter intermidus et Citrobacter freuindii révele une présence en coliformes fécaux
dans les echantillons analysées. E. coli en particulier peut se fixer sur le matériel et s'y
développer, créant ainsi une source constante de pollution si on ne procede pas a une

stérilisation efficace entre les opérations de traite.
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Conclusion et Perspectives

La présence de Listeria cf. monocytogenes dans les laits crus a confirmé le caractere
ubiquiste de cette espéce. Néanmoins des mesures d’hygienes a tous les niveaux de la filiere
agroalimentaire et des recommandations alimentaires aupres des consommateurs, en
particulier auprés des populations a risque, contribuent a réduire I’incidence des listérioses

humaine et animale.
Au terme de ce travail, il ressort que :

- Laqualité bactériologique des laits crus analysés (FTAM) est acceptable.

- Les trois méthodes d’isolement des Listeria spp. ont aboutit.

- Les topologies des arbres (NJ + UPGMA) ont fait ressortir a chaque fois des
regroupements monophylétiques et polyphylétiques  significatifs d’interactions

dépendantes de I’environnement bactérien immédiat.

L’identification microbiologique a permis de mettre en évidence les germes suivants :
Proteus, Serratia, Klebsiella, Salmonella, Edwardsiella, Enterobacter, Escherichia,
Citrobacter, Pseudomonas aeruginosa, Chromobacterium violaceum, Neisseria meningitidis,
Campylobacter fetus, Aeromonas hydrophila, Staphylococcus epidermis, Staphylococcus
aureus, Staphylococcus capitis, Micrococcus lylae, Leuconostoc , Lactococcus, Lactobacillus,
Enterococcus, Streptococcus, Aerococcus, Bacillus sphaericus, Bacillus brevis, Bacillus
circulans, Bacillus pasteurii, Bacillus cereus, Bacillus megatherium, Corynebacterium
jeikeium, Corynebacterium bovis, Brevibacterium brevis, Listeria cf. monocytogenes et L.

murrayi.

Cependant, il reste que I’appréciation des caractéres morpho-physio-biochimiques pour
I’identification bactérienne montre ses limites, en particulier dans le cas des micro-organismes

exigeants.

En fin, les résultats de nos travaux devront apporter une contribution pour un “éveil
microbiologique” au sein des producteurs et des consommateurs d’aliments non traités et

permettent d’entrevoir de nouvelles perspectives :
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L’intégration des outils moléculaire et bioinformatique pour une phylogénie plus
précise et plus fiable dans la version a suivre de ce travail,

I’intégration de nouveaux paramétres d’épidémiosurveillance dans les investigations a
venir,

un travail sur des échantillons plus importants que les nétres et sur des régions plus

diversifiées pour mieux mesurer I’impact de Listeria spp.
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Annexe 1

Lecture et interprétation des caracteres portés sur la galerie biochimique.

Tests Composants actifs Réactions/enzymes Résultats
Négatif (0) Positif (1)
Catalase | Peroxyde Dis mutation Absence de Présence de
d’hydrogéne =H,0, bulle d’air bulle d’air
Oxydase | N-N diméthyl para- | Cytochrome-oxydase Incolore Violet
phenyléne diamine
ONPG 2-nitrophényl-BD- B-galactosidase Incolore Jaune
galactopyranoside
ADH L-arginine Arginine di hydrolase Jaune Violet /rouge-
orangé
LDC L-lysine Lysine décarboxylase Jaune Violet /rouge-
orangé
oDC L-ornithine ornithine decarboxylase | Jaune Violet /rouge-
orangé
CIT Tri sodium citrate Utilisation de citrate Vert pale Bleu-vert/bleu
H.S Sodium thiosulfate | Production d’H,S Incolore Dépot noir
URE Urée Urease Jaune Rouge/orangé
TDA L-tryptophane Tryptophane Jaune Marron
désaminase rougeatre
IND L-tryptophane Production d’indole Incolore Rose/rouge
VP Sodium pyruvate Production d’acetoine Incolore Rose/rouge
NR Nitrate réductase Réduction des nitrates Incolore Rose/rouge
RM Rouge de méthyle Ré alcalinisation Jaune rouge
ESC Esculine Esculinase incolore Noiratre
GEL Gélatine Gelatinase Non diffusion | Diffusion du
pigment noir
Mannitol | D-mannitol Fermentation /oxydation | Rouge jaune
GLU D-glucose Fermentation /oxydation | Bleu /bleu-vert | jaune
MAN D-mannitol Fermentation /oxydation | Bleu /bleu-vert | jaune
INO Inositol Fermentation /oxydation | Bleu /bleu-vert | jaune
SOR D-sorbitol Fermentation /oxydation | Bleu /bleu-vert | jaune
RHA L-rhamnose Fermentation /oxydation | Bleu /bleu-vert | jaune
SAC D-saccharose Fermentation /oxydation | Bleu /bleu-vert | jaune
MEL D-melibiose Fermentation /oxydation | Bleu /bleu-vert | jaune
AMY Amygdaline Fermentation /oxydation | Bleu /bleu-vert | jaune
ARA L-arabinose Fermentation /oxydation | Bleu/bleu-vert | jaune
RIB Ribose Fermentation /oxydation | Bleu /bleu-vert | jaune
XYL D-xylose Fermentation /oxydation | Bleu /bleu-vert | jaune
LAC Lactose Fermentation /oxydation | Bleu /bleu-vert | jaune
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Annexe 2

Code des caracteres pour les Matrices Binaires.

caractére 1 0
Forme Bacille Coque
Gram + -
Surface Lisse Rugueux
Contour Régulier Dentelé
Elévation Bombée Plate
Consistance Crémeuse Séche
Opacité Opaque Transparente
Taille Petite (< 2mm) Grosse (>2mm)
Pigmentation + -
Catalase + -
Oxydase + -
ONPG + -
Urease + -
Indole + -
Mannitol + -
Mobilité + -
ADH + -
LDC + -
OoDC + -
Citrate de simmens + -
HzS + -
TDA + -
VP + -
RM + -
NAR + -
Esculinase + -
Gelatinase + -
Sucres + -
Tests physiques pousse Pas de pousse
Spores Présence absence
C02 + -




ANNEXES

Formule des milieux de culture

Annexe 3

e Gelose PALCAM -Composition pour 1 litre- :

Peptone

LiCl

Agar-agar

Mannitol

NaCl

Extraits de levure
Amidon

Esculine

Citrate de fer ammoniacal
Glucose

Rouge de phénol
Supplément PALCAM
pH:7,2+0,2a25°C

Supplément PALCAM :
Cefotaxime

Chibroxine

Colistine

Eau distillée

e Gélose TSAYE (modifie)

Bouillon tryptone soja

Extrait de levure

Agar-agar

Eau

Digestat enzymatique de caseine
Chlorure de sodium

Hydrogénophosphate dipotassique

2304¢
1509
20,0¢g
10,0¢
5040
3,09
10g
08¢
0549
0549
0,08 g
10,0 mL

20,0 mg
5000 ui/l
20,0 mg
10,0 ml

30g
6.0g
9a18¢g
1000ml
179
5.0g
2.59



ANNEXES

Glucose
PH=7.3

e Gélose au Sang de Cheval

Extrait de levure

Agar-agar

Eau

Digestat enzymatique de tissus animaux
Digestat enzymatique de foie

Chlorure de sodium

PH=7.3

2.59

5.0g
9a18¢g
1000ml
159
2.50
5.0g
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Annexe 4

Les sequences partielles de I’ARNr 16S des bactéries a Gram positif et des
bactéries a Gram négatif relevées sur Genbank

TAXON

ID
/pb

SEQUENCE

Listeria
monocytogenes

AJS
357
01

gaacgaacggaggaagagcttgctcttccaaagttagtggcggacgggtgagtaacacgtgggcaa
cctgcctgtaagttggggataactccgggaaaccggggctaataccgaatgataaagtgtggcgea
tgccacgcttttgaaagatggtttcggctatcgcttacagatgggcccgeggtgeattagetagtt
ggtagggtaatggcctaccaaggcaacgatgcatagccgacctgagagggtgatcggccacactgg
gactgagacacggcccagactcctacgggaggcagcagtagggaatcttccgcaatggacgaaagt
ctgacggagcaacgccgcgtgtatgaagaaggttttcggatcgtaaagtactgttgttagagaaga
acaaggataagagtaactgcttgtcccttgacggtatctaaccagaaagccacggctaactacgtg
ccagcagccgcggtaatacgtaggtggcaagcgttgtccggatttattgggcgtaaagcgegcgea
ggcggtcttttaagtctgatgtgaaagcccccggcttaaccggggagggtcattggaaactggaag
actggagtgcagaagaggagagtggaattccacgtgtagcggtgaaatgcgtagatatgtggagga
acaccagtggcgaaggcgactctctggtctgtaactgacgctgaggcgcgaaagcgtggggagcaa
acaggattagataccctggtagtccacgccgtaaacgatgagtgctaagtgttagggggtttccge
cccttagtgctgcagctaacgcattaagcactccgecctggggagtacgaccgcaaggttgaaactc
aaaggaattgacgggggcccgcacaagcggtggagcatgtggtttaattcgaagcaacgcgaagaa
ccttaccaggtcttgacatcctttgaccactctggagacagagctttcccttcggggacaaagtga
caggtggtgcatggttgtcgtcagctcgtgtcgtgagatgttgggttaagtcccgcaacgagecgea
acccttgattttagttgccagcatttagttgggcactctaaagtgactgccggtgcaagccggagg
aaggtggggatgacgtcaaatcatcatgccccttatgacctgggctacacacgtgctacaatggat
agtacaaagggtcgcgaagccgcgaggtggagctaatcccataaaactattctcagttcggattgt
aggctgcaactcgcctacatgaagccggaatcgctagtaatcgtggatcagcatgccacggtgaat
acgttcccgggccttgtacacaccgcccgtcacaccacgagagtttgtaacacccgaagtcggtag

ggtaacctttatggagcc

Leuconostoc
mesenteroides

GQ
856
136.

Caacgtgcttgccctttcagctgagtggcgaacgggtgagtaacacgtggacaacctgc
ctcaaggctggggataacatttggaaacagatgctaataccgaataaaacttagtgtcg
catgacacaaagttaaaaggcgcttcggcgtcacctagagatggatccgcggtgcatta
gttagttggtggggtaaaggcctaccaagacaatgatgcatagccgagttgagagactg
atcggccacattgggactgagacacggcccaaactcctacgggaggctgcagtagggaa
tcttccacaatgggcgaaagcctgatggagcaacgccgcgtgtgtgatgaaggetttcg
ggtcgtaaagcactgttgtatgggaagaacagctagaataggaaatgattttagtttga
cggtaccataccagaaagggacggctaaatacgtgccagcagccgcggtaatacgtatg
tcccgagegttatccggatttattgggcgtaaagcgagcgcagactgtttattaagtct
gatgtgaaagcccggagctcaactccagaatggcattggaaactgggttaacttgagtg
caggagaggtaagtgggaactcccagtgtagcggtggaatgcgtagatgtattaagaac
accagtggcgaaagcgggcttactggactgcactgacgttgaggctcgaaagtgtgggg
tagcggacatgattagataccctggtagtgcacacgtagacgatgatcactaagtgcta
ggagcttcgactctagtgcggaggcgtacgcataatgtcgtctgggcgagtacgtacga
catgattgcaagctgcataagggac

Aerococcus
viridans

DQ3
7123
9.1

ctggcggctgcctaatactcgcagtccagcgaacagatgaagtgcttccacttctgacg
ttagcggcgaacgggtgagtaacacgtaaggaatctacttttcccgcgggggaaagaaa
acagaaacgggtgctaataccgcataatatcttcttccgcatggaagaagattgaaaga
cggctctgctgtcacttatagatgaccttgcggtgcattagttagttggtggggtaacg
gcctaccaagacgatgatgcatagccgacctgagagggtgatcggccacattgtgactg
agacacggcccaaactcctacgggaggcagcagtagggaatcttcctttaatgggcgaa
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agcctgacggagcaatgccgcgtgagtgaagaaggccttcgggtcgtaaaactctgttg
ttagagaagaacaaattgtagagtaactgctacagtcttgaccgtatcttatcagaaag
ccacggctaactacgtgccagcagccgcgggtaatacgtaggtgggcagccctggccgg
atttantgggcggtaaagggagcccaagtggctttcttaagnnctgatgnngaaagccc
cacggcctnnaccntgggagggccattggaaactggcnaaacntgantnncngaacana
aatgnggnanntggaancgngggantgcgtnnncttcncnnaagaacaccagctngnna
aggctaatccggnctgctccaacaggattagataccctggtagtccacccccgtaaaag
atgagtgctaggtgtggggggttttccgccattcngggcggcagttaangcnttaaaac
actccgcctggggggtacgcccccaaggttgaaattcaaaggaattgtcggggcccgcec
caacgggtgggagcatgtgttttaatttgaagcaacgcgaagaaccttcccaagtcttg
acatcctttgaccaccctagagatagggctttcccttcggggacaaagtgacaggtggt
gcatggttgttgtcacctcgtgtcgtgagatgttgggttaagtcccncaacgagcgcna
cccctattattagttgccagcattcagttgggcactctaatgagactgccggtgacaaa
ccggaggaaggtggggatgacgtcaaatcancatgccccttatgacttgggctacacac
ctggtacaatggatggtacaacgagtngcaaacccncgagggnnagcaaatctnttaaa
accnttntcagttcggantgcaggntgcaactnncctgcangaanccggaatcgctagt
aatcgtggatcagcatgccccggggaatacgttcccgggtcttgtacacaccccccgtc
acaccacgagagtttgtaacacccgaagtcggtgaggtaacctttatggagccagccgc

cgaaggtggacagagatggggag

Brevibacillus brevis

GQ
3757
94.1

taatacatgcaagtcgagcgagggtcttcggaccgctagcggcggacgggtgagtaaca
cgtaggcaacctgcctctcagaccgggataacatagggaaacttatgctaataccggat
aggtttttggatcgcatgatccgaaaagaaaagatggcttcggctatcactgggagatg
ggcctgcggcegcattagcetagttggtggggtaacggcctaccaaggcgacgatgegtag
ccgacctgagagggtgaccggccacactgggactgagacacggcccagactcctacggg
aggcagcagtagggaattttccacaatggacgaaagtctgatggagcaacgccgcgtga
acgatgaaggtcttcggattgtaaagttctgttgttagggacgaataagtaccgttcga
atagggcggtaccttgacggtacctgacgagaaagccacggctaactacgtgccagcag
ccgcggtaatacgtaggtggcaagcgttgtccggatttattgggcgtaaagcgcgegea
ggcggctatgtaagtctggtgttaaagcccggggctcaacceccggttcgecatcggaaac
tgtgtagcttgagtgcagaagaggaaagcggtattccacgtgtagcggtgaaatgcgta
gagatgtggaggaacaccagtggcgaaggcggctttctggtctgtaactgacgctgagg
cgcgaaagcgtggggagcaaacaggattagataccctggtagtccacgccgtaaacgat
gagtgctaggtgttgggggtttcaataccctcagtgccgcagctaacgcaataagcact
ccgcctggggagtacgctcgcaagagtgaaactcaaaggaattgacgggggcccgeaca
agcggtggagcatgtggtttaattcgaagcaacgcgaagaaccttaccaggtcttgaca
tcccgetgaccgctctggagacagagcettceecctteggggcageggtgacaggtggtgea
tggttgtcgtcagctcgtgtcgtgagatgttgggttaagtcccgcaacgagcgcaacce
ttatctttagttgccagcattcagttgggcactctagagagactgccgtcgacaagacg
gaggaaggcggggatgacgtcaaatcatcatgccccttatgacctgggctacacacgtg
ctacaatggttggtacaacgggatgctacctcgcgagaggacgccaatctcttaaaacc
aatctcagttcggattgtaggctgcaactcgcctacatgaagtcggaatcgctagtaat
cgcggatcagcatgccgceggtgaatacgttcccgggecttgtacacaccgeccgtcaca
ccacgggagtttgcaacacccgaagtcggtgaggtaaccgcaaggagccagccgecgaa

ggt

Staphylococcus
capitis

HM
4395
09.1

Taatacatgccagtcgagcgaacagacgaggagcttgctcctctgacgttagcggcgga
cgggtgagtaacacgtggataacctacctataagactgggataacttcgggaaaccgga
gctaataccggataacatgttgaaccgcatggttcaacagtgaaagacggtcttgctgt
cacttatagatggatccgcgccgcattagctagttggtaaggtaacggcttaccaaggc
aacgacgcgtagccgacctgagagggtgatcggccacactggaactgagacacggtcca
gactcctacgggaggcagcagtagggaatcttccgcaatgggcgaaagcctgacggagce
aacgccgcgtgagtaaagaaggtcttcggatcgtaaaactctgttattagggaagaaca
aatgtgtaagtaactatgcacgtcttgatggtacctaatcagaaagccacggctaacta
cgt

Staphylococcus
epidermis

DQ8
7074
0.1

cgaggagcttggtcctctggcgtgagcgggggacgggtgagtaacacgtggataaccta
cctatgngagggggatnacctcgggaaaccggagctaaaacccgataacaagttgaagce
agagggtgcggctctgaaagacctccttgntgtcacttatagatggatccgctcecgtag
tgggtggttggtaaggtaacggcttacccnggcaatgatgcgtatccgacctgaaaggg
tgatcggccgaccgggaactgagacacagtccagactcctacgggaggcagcaataggg
aatcttccgcaatgggcgaaagcctgacggagcaacgccgcgtgagtgaagaaggtett
cggatcgtaaaactctgttattagggaagaacaaatgtgtaagtaactatgcgcgtctt
gacggtacctaatcacaaagccacggctaactacctgccagcagccgcggtaatacgta
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ggtggcaagcgttatccggatttattgggcgtaaagcgcgecgtaggeggttttttaagt
ctgatgtgaaagcccacggctcaaccgtggagggtcattggaaactggaaaacttgagt
gcagaagaggaaagtggaattccatgtgtagcggtgaaatgcgcagagatatggaggaa
caccagtggcgaaggcgactttctggtctgtaactgacgctgatgtgcgaaagcgtggg
gatcaaacangattatataccctggtagtccacgccgtaaacgatgagtgctaagtgtt
agggggtttccgccccttagtgaggcagctaacgcattaagcactccgectggggagta
cgaccgcaaggttgaaactcaaaggaattgacgggggcccgcacaagcggtggagcatg
tggtttaattcgaagcaacgcgaagaaccttcccaaatcttgacatcctctgaaccctce
tagagatagagttttccccttcgggggacagagtgacaggtggtgcatggttgtegtca
gctcgtgtcgtgagatgttgggttaagtcccgcaccgagcgcaacccttaagettagtt
gccatcattaagttgggcactctaaggtgactgccggtgacaaaccggaggaaggtggg
gatgacgtcaagtcatcatgccccttatggtttgggctacacacgtgctacaatggtca
atacaaagggtagccaaaccgcgaggtcaagcaaatcccataaagttgttctcagttcg
gattgtagtctgcaactcgactacatgaagctggaatcgctagtaatcg

Lactobacillus
rhamnosus

HM
5853
68.1

agagtttgatcatggctcaggatgaacgctggcggcgtgcctaatacatgcaagtcgaa
cgagttctgattattgaaaggtgcttgcatcttgatttaattttgaacgagtggcggac
gggtgagtaacacgtgggtaacctgcccttaagtgggggataacatttggaaacagatg
ctaataccgcataaatccaagaaccgcatggttcttggctgaaagatggcgtaagcetat
cgcttttggatggacccgcggcegtattagctagttggtgaggtaacggctcaccaaggce
aatgatacgtagccgaactgagaggttgatcggccacattgggactgagacacggccca
aactcctacgggaggcagcagtagggaatcttccacaatggacgcaagtctgatggagce
aacgccgcgtgagtgaagaaggctttcgggtcgtaaaactctgttgttggagaagaatg
gtcggcagagtaactgttgtcggcgtgacggtatccaaccagaaagccacggctaacta
cgtgccagcagccgcggtaatacgtaggtggcaagcgttatccggatttattgggegta
actgcgagcgcagggggttttttaagtctgatgtgaaagccctcggcttaaccgaggaa
gtgcatcagaaactgggaaacttgagtgcagaagaggacagtggaactccatgaggtag
cggtgaaatgcgtagatatatggaagaacaccagtggcgaaggcggctgtctggtetgt
aactgacgctgaggctcgaaagcatgggtagcgaacaggattagataccctggtagtcc
atgccgtaaacgatgaatgctaggcgttggagggtttecgeccctcagtgecgecageta
acgcattaagcattccgcctggggagtacgaccgcaaggttgaaactcaaaggaattga
cgggggcccgcacaagcggtggagcatgtggtttaattcgaagcaacgcgaagaacctt
accaggtcttgacatcttttgatcacctgagagatcaggtttccccttcgggagcaaaa
tgacaggtggtgcatggttgtcgtcagctcegtgtegtgagatgttgggttaagtcecge
aacgagcgcaacccttatgactagttgccagcatttagttgggcactctagtaagactg
ccggtgacaaaccggaggaaggtggggatgacgtcaaatcatcatgccccttatgacct
gggctacacacgtgctacaatggatggtacaacgagttgcgagaccgcgaggtcaagct
aatctcttaaagccattctcagttcggactgtaggctgcaactcgcectacgecgaagtcg
gaatcgctagtaatcgcggatcagcacgccgcggtgaatacgttcccgggecttgtaca
caccgcccgtcacaccatgagagtttgtaacacccgaagccggtggegtaaccctttta
gggagcgagccgtctaaggtgggacaaatgattagggtgaagtcgtaacaaggtagcecg
ta

Lactobacillus
fermentum

HM
4624
28.1

Ctataatgcagtcgaacgcgttggcccaattgattgatggtgcttgcacctgattgatt
ttggtcgccaacgagtggcggacgggtgagtaacacgtaggtaacctgcccagaagcgg
gggacaacatttggaaacagatgctaataccgcataacaacgttgttcgcatgaacaac
gcttaaaagatggcttctcgctatcacttctggatggacctgcggtgcattagcttgtt
ggtggggtaacggcctaccaaggcgatgatgcatagccgagttgagagactgatcggcc
acaatgggactgagacacggcccatactcctacgggaggcagcagtagggaatcttcca
caatgggcgcaagcctgatggagcaacaccgcgtgagtgaagaagggtttcggctcgta
aagctctgttgttaaagaagaacacgtatgagagtaactgttcatacgttgacggtatt
taaccagaaagtcacggctaactacgtgccagcagccgcggtaatacgtaggtggcaag
cgttatccggatttattgggcgtaaagagagtgcaggcggttttctaagtctgatgtga
aagccttcggcttaaccggagaagtgcatcggaaactggataacttgagtgcagaagag
ggtagtggaactccatgtgtagcggtggaatgcgtagatatatggaagaacaccagtgg
cgaaggcggctacctggtctgcaactgacgctgagactcgaaagcatgggtagcgaaca
ggattagataccctggtagtccatgccgtaaacgatgagtgctaggtgttggagggttt
ccgcccttcagtgccggagctaacgcattaagcactccgcctggggagtacgaccgcaa
ggttgaaactcaaaggaattgacgggggcccgcacaagcggtggagcatgtggtttaat
tcgaagctacgcgaagaaccttaccaggtcttga

gacgaacgctggcggcgtgcttaacacatgcaagtcgaacggaaaggccccagcttget
ggggtactcgagtggcgaacgggtgagtaacacgtgggtgatctgccctgcactctggg
ataagcctgggaaactgggtctaataccggataggaccgtgctttagtgtgtgcggtgg




ANNEXES

Corynebacterium
bovis

AF5
3759
0.1

aaagtttttcggtgcaggatgagcccgcggcctatcagcttgttggtggggtaatggec
taccaaggcggcgacgggtagccggcctgagagggtgtacggccacattgggactgaga
cacggcccagactcctacgggaggcagcagtggggaatattgcacaatgggcgcaagcc
tgatgcagcgacgccgcgtgggggatgacggccttcgggttgtaaacccctttcggcag
ggacgaagcttttgtgacggtacctgcataagaagcaccggctaactacgtgccagcag
ccgcggtaatacgtagggtgcgagcgttgtccggaattactgggcgtaaagagctcgta
ggtggtttgtcgcgtcgtctgtgaaatcccggggcttaactccgggcgtgcaggcgata
cgggcataacttgagtgctgtaggggagactggaattcctggtgtagcggtgaaatgcg
cagatatcaggaggaacaccgatggcgaaggcaggtctctgggcagtaactgacgctga
ggagcgaaagcatgggtagcgaacaggattagataccctggtagtccatgccgtaaacg
gtgggcgctaggtgtggggatcttccacgatttccgtgccgtagctaacgcattaagcg
ccccgcectggggagtacggccgcaaggctaaaactcaaaggaattgacgggggcccgca
caagcggcggagcatgtggattaattcgatgcaacgcgaagaaccttacctgggcttga
catgggcaggaccggcgtggagacacgtcttcccttttgggcttgttcacaggtggtgc
atggttgtcgtcagctcgtgtcgtgagatgttgggttaagtcccgcaacgagcgcaacc
cttgtcttgtgttgccagcacgtaatggtggggactcgcgagagactgccggggttaac
tcggaggaaggtggggatgacgtcaaatcatcatgccccttatgtccagggcttcacac
atgctacaatggtcggtacagtgggttgcgatgccgcgaggctcagctaatcccttaaa
gccggtctcagttcggattggagtctgcaactcgactccatgaagtcggagtcgctagt
aatcgcagatcagcaacgctgcggtgaatacgttcccgggccttgtacacaccgcccgt
cacgtcatgaaagttggtaacacccgaagccggtggcccaaactcgttagggagccgtc
gaaggtgggatcggcgattgggacgaagtcgtaacaaggtagccgtaccggaagg

Corynebacterium
jeikeium

AB4
7061
5.1

Tgcgagcgttgtccggaattactgggcgtaaagagctcecgtaggtggtttgtegegtegt
ctgtgaaatcccggggcttaacttcgggcgtgcaggcgatacgggcataactagagtge
tgtaggggagactggaattcctggtgtagcggtgaaatgcgcagatatcaggaggaaca
ccgatggcgaaggcaggtctctgggcagttactgacgctgaggagcgaaagcatgggta
gcgaacaggattagataccctggtagtccatgccgtaaacggtgggcgctaggtgtggg
ggttttatttacgattcccgtgccgtagctaacgcattaagcgecccecgectggggagta
cggccgcaaggctaaaactcaaaggaattgacgggggcccgcacaagcggcggageatg
tggattaattcgatgcaacgcgaagaaccttacctgggcttgacatacaccggatcgcet
gcagagatgtagtttcccttgtggctggtgtacaggtggtgcatggttgtcgtcagectc
gtgtcgtgagatgt

Bacillus cereus 1

HM
5692
25.1

agagtttgatcatggctcaggatgaacgctggcggcgtgcctaatacatgcaagtcgag
cgaatggattgagagcttgctctcaagaagttagcggcggacgggtgagtaacacgegg
gtaacctgcccataagactgggataactccgggaaaccggggctaataccggataacat
tttgaaccgcatggttcgaaattgaaaggcggcttcggectgtcacttatggatggaccce
gcgtcgcattagctagttggtgaggtaacggctcaccaaggcaacgatgcgtagecgac
ctgagagggtgatcggccacactgggactgagacacggcccagactcctacgggaggca
gcagtagggaatcttccgcaatggacgaaagtctgacggagcaacgccgcgtgagtgat
gaaggctttcgggtcgtaaaactctgttgttagggaagaacaagtgctagttgaataag
ctggcaccttgacggtacctaaccagaaagccacggctaactacgtgccagcagccgeg
gtaatacgtaggtggcaagcgttatccggaattattgggcgtaaagcgcgegcaggtgg
tttcttaagtctgatgtgaaagcccacggctcaaccgtggagggtcattggaaactggg
agacttgagtgcagaagaggaaagtggaattccatgtgtagcggtgaaatgcgtagaga
tatggaggaacaccagtggcgaaggcgactttctggtctgtaactgacactgaggcgcg
aaagcgtggggagcaaacaggattagataccctggtagtccacgccgtaaacgatgagt
gctaagtgttagagggtttccgecctttagtgctgaagttaacgcattaagcactccge
ctggggagtacggccgcaaggctgaaactcaaaggaattgacgggggcccgcacaagcg
gtggagcatgtggtttaattcgaagcaacgcgaagaaccttaccaggtcttgacatcct
ctgaaaaccctagagatagggcttctccttcgggagcagagtgacaggtggtgcatggt
tgtcgtcagctcgtgtcgtgagatgttgggttaagtcccgcaacgagcgcaacccttga
tcttagttgccatcattaagttgggcactctaaggtgactgccggtgacaaaccggagg
aaggtggggatgacgtcaaatcatcatgcccctcatgacctgggctacacacgtgctac
aatggacggtacaaagagctgcaagaccgcgaggtggagctaatctcataaaaccgttc
tcagttcggattgtaggctgcaactcgcctacatgaagctggaatcgctagtaatcgeg
gatcagcatgccgcggtgaatacgttcccgggecttgtacacaccgecccgtcacaccac
gagagtttgtaacacccgaagtcggtggggtaacctttttggagccageccgectaaggt
gggacagatgattggggtgaagtcgtaacaaggtaacc

Bacillus cereus 2

HM
2298

Agtgctagttgaataagctggcaccttgacggtacctaaccagaaagccacggctaact
acgtgccagcagacgcggtaatacgtaggtggcaagcgttatccggaattattgggegt
aaagcgcgcgcaggtggtttcttaagtctgatgtgaaagcccacggctcaaccgtggag
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03.1

ggtcattggaaactgggagacttgagtgcagaagaggaaagtggaattccatgtgtagc
gogtgaaatgcgtagagatatggaggaacaccagtggccaaagcgacttctggtctgtaa
ctgacactgaggcgcgaaagcgtggggagcaaacaggattagataccctggtagtccac
gccgtaaacgatgagtgctaagtgtaagagggtttccgccctttagtgctgaagttaac
gcattaagcactccgcctggggagtacggccgcaaggctgaaactcaaaggaattgacg
ggggcccgcacaagcggtggagcatgtggtttaattcgaagcaacgcgaagaaccttac
caggtcttgacatcctctgacaaccctagagatagggcttctccttcgggagcagagtg
acaggtggtgcatggttgtcgtcagctcgtgtcgtgagatgttgggttaagtcccgcaa
cgagcgcaacccttgatcttagttgccatcatttagttgggcactctaaggtgactgcc
ggtgacaaaccggaggaaggtggggatgacgtcaaatcatcatgccccttatgacctgg
gctacacacgtgctac

Bacillus
pasteurii

X60
631.

gagagtttgatcctggctcaggacgaacgctggcggcgtgcctaatacatgcaagtcga
ncgancaaggaagaaactnntntctncnnntgttagcggcggatgggtgagtaacacgt
gggcaacctgccctgcagttggggataactccgggaaaccggggctaataccgaataat
cagttccttcgcatgaaggaactctgaaagacggctatgctgtnactgcaggatnggcc
cgcggcgcnttagctngttggtgaggtaanggctnaccaaggcgacgatgcgtagccga
cctgagagggtnatcggccacactgggactgagacacggccnagactcctacgggaggc
agcagtagggaatcttccacaatggacgaaagtctgatggagcnacgccgcgtgagcga
agaaggttttcggatcgtnaagctctgttgtgagggaagaacnagtacaggagtnactg
cctntnccttgacggtacctcattagaaagccacggctaactacgtgccagcagccgcg
gtaatacgtaggtggcaagcgttgtccggaattattgggcgtnaagcgcgcgcnggcgg
ccttttaagtctnatgtgaaagcccacggctnaaccgtggaaggtcattggaaactgga
aggcttgagtacagaagaggaaagcggaattccacgtgtagcggtgaaatgcgtagaga
tgtggaggaacaccagtggcgaaggcggctttctggtctgtaactgacgctgaggcgcg
aaagcatggggagcaaacaggattagataccctggtagtccatgccgtaaacgatgagt
gctaagtgttagggggtttccgccccttagtgctngagcaaacgcattaagcnctccge
ctggggagtacngccgcaaggctnaaactcaaaggaattgacggggaccgcacnagcgg
tggagcntgtngtttaattcgaantacgcgaagaaccttaccaggtcttgacntcccgce
tgaccggtatagagatatacctttcttcggggacagcggtgacnggtggngentggttg
tcgtcagctcgtgtcgtgagatgttgggtnaagtcccgtaacgagcgcnacccttgacc
ttagttgccagcattcagttgggcactctaaggtnactgccggtgacaaaccggaggaa
ggtggggatgacgtnaaatcatcatgccccttatgacctnggctacacacgtgctacaa
tggacggtacngagggttgccaacccgcgagggggagctaatcccataaaaccgttccc
agttcggattgcaggctgcaactcgcctgcatgaagcnggaatcgctagtaatcgtgga
tcagcatgccacggtgaatacgttcccgggtcttgtacacaccgcccgtcacaccacga
gagtttgtaacaccc

Micrococcus lylae

FN8
1346
11

Tagagtttgatccatggctcaggatgaacgctggcggcgtgcttaacacatgcaagtcg
aacgatgaagctccagcttgctggagtgaattagtggcgaacgggtgagtaacacgtga
gtaacctacccttgactctgggataagccttggaaacgaggtctaataccggataggag
cactcatcgcatggtgggtgttggaaagaatttcggtcttggatggactcgecggectat
cagcttgttggtgaggtaatggctcaccaaggcgacgacgggtagccggcctgagaggg
tgaccggccacactgggactgagacacggcccagactcctacgggaggcagcagtgggg
aatattgcacaatgggcgcaagcctgatgcagcgacgccgegtgagggatgacggectt
cgggttgtaaacctctttcagtagggaagaagcgaaagtgacggta

Enterococcus
faecium

HM
4462
62.1

Ttatgacctgggctacacacgtgctacaatgggaagtacaacgagttgcgaagtcgcga
ggctaagctaatctcttaaagcttctctcagttcggattgcaggctgcaactcgectge
atgaagccggaatcgctagtaatcgcggatcagcacgccgecggtgaatacgttcccggg
ccttgtacacaccgcccgtcacacacgagagtttgtaacacccgaagtcggtgaggtaa
ccttttggagccagccgectaaggtgggatagatgattggggtgaagtcgtaacaaggt
agccgtatcggaaggtgcggttggatcacctccnna

Bacillus circulans

FR6
7141
9.1

Atagtgtttgatcctggctcaggacgaacgctggcggegtgcctaatacatgcaagtcg
agcgcgggaagcaggcagatcccttcggggtgaaacctgtggaacgagcggcggacggg
tgagtaacacgtgggcaacctgcctgaaagtccgggataaccccgggaaaccggagcta
ataccggatgggcccatcgaccgcctggtcgatggggaaaagcggggatcttcctcgeg
ctttcagatgggcccgeggcegcattagctggttggtggggtaagagcctaccaaggcaa
cgatgcgtagccgacctgagagggtgatcggccacactgggactgagacacggcccaga
ctcctacgggaggcagcagtagggaatcatccgcaatgggcgaaagcctgacggtgcaa
cgccgcgtgagtgaagaaggttttcggatcgtaaagctctgttatccgagaagaacaag
gaccggtcgaagaggccggttccatgacggtaccgatcagaagacctagacttccat

taaagagagtttgatcctggctcaggacgaacgcnggcggcgtgcctaatacatgcaag
tcgaacgaatgaccttangagcttgctcctttggtcgttagtggcggacgggtgagtaa
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L.murrayi

X56
154.

cacgtgggcaacctncctgtaagattgggataactccgggaaaccggagctaataccga
ataataatcactccgcatggagcaggtttgaaaggcggcttcggctgtcacttacagat
gggcccgcggtgcattagctagttggtggggtaaaggcctaccaaggcgacgatgcata
gccgacctgagagggtnatcggccacactgggactgagacacggcccaggctcctacgg
gaggcagcagtagggaatcttccgcaatggacgaaagtctgacggagcaacgccgcgtg
tgtgaagaaggttttcggatcgtaaagcactgttgttagagaagaacaaggataagagt
aactgcttgtcccttgacggtatctaaccagaaagccacggctaactacgtgccagcag
ccccggtaatacgtaggtggcnagcgttgtccggaattattgggcgtnaagcgcgcgceca
ggcggtttcttaagtctnatgtgaaagcccccggctgaaccgggnngggtcattggaaa
ctgggagacttagagtgcagaagaggagagtggaattccatgtgtagcggtgaaatgcg
tagatatatggaggaacaccagtggcgaaggcgactctctggtctgtaactgacgctga
ggcgcgaaagcgtggggagcaaacaggattagataccctggtagtccacgccgtaaacg
atgagtgctnagtgttagggggtttccgccccttagtgctgcagctaacgcattaagca
ctccgcctggggagtacgaccgcaaggttgaaactcaaaggaattgacgggggccgcac
aagcggtggagcatgtggtttaattcgaagcaacgcgaagaaccttaccaggtcttgac
atcctttgaccactctggagacagagctttccttcggggacaaagtgacaggtggnnca
tggttgtcgtcagctagtgtcgtgagatgttgggtnaagtcccgcaacgagcgcaacce
ttgattttagttgccagcatttagttgggcactctnaagtgactgccggtgcaagccgg
aggaaggtggggatgacgtcaaatcatcatgccccttatgacctgggctacacacgtgc
tacaatggatgatacaaagggtcgcgaagccgcgaggtgnagctaatcccataaaatta
ttctcagttcggattgtaggctgcaactcgcctacatgaagccggaatcgctngtaatc
gcggatcagcatgccgcggtgaatacgttcccgggectngtacacaccgcncgtcacac
cacgagagttngtaacacccgaagtcggtagggtaacctttatggagccagctgccgaa

ggtgggacagatnatgggg

Lactococcus lactis
subsp. lactis

HM
5816
56.1

tggctccaggacgaacgctggcggcgtgcctaatacatgcaagttgagcgctgaaggtt
ggtacttgtaccgactggatgagcagcgaacgggtgagtaacgcgtggggaatctgect
ttgagcgggggacaacatttggaaacgaatgctaataccgcataacaactttaaacaca
agttttaagtttgaaagatgcaattgcatcactcaaagatgatcccgcgttgtattagce
tagttggtgaggtaaaggctcaccaaggcgatgatacatagccgacctgagagggtgat
cggccacatggacgagacacgcc

Lactococcus lactis
subsp. Cremoris

HM
5986
85.1

agtttgatcctggctcaggacgaacgctggcggcgtgcctaatacatgcaagttgageg
ctgaaggttggtgcttgcaccaatttgatgagcagcgaacgggtgagtaacgcgtgggg
aatctgcctttgagcgggggacaacatttggaaacgaatgctaataccgcataataact
ttaaacataagttttaagtttgaaagatgcaattgcatcactcaaagatgatcccgegt
tgtattagctagttggtgaggtaaaggctcaccaaggcgatgatacatagccgacctga
gagggtgatcggccacattgggactgagacacggcccaaactcctacgggaggcagceag
tagggaatcttcggcaatggacgaaagtctgaccgagcaacgccgcgtgagtgaagaag
gttttcggatcgtaaaactctgttggtagagaagaacgttggtgagagtggaaagctca
tcaagtgacggtaactacccagaaagggacggctaactacgtgccagcaagccgcggta
atacgtaggtcccgagcgttgtccggatttattgggcgtaaagcgagcgcaggtggttt
attaagtctggtgtaaaaggcagtggctcaaccattgtatgcattggaaactggtagac
ttgagtgcaggagaggagagtggaattccatgtgtagcggtgaaatgcgtagatatatg
gaggaacaccggtggcgaaagcggctctctggcctgtaactgacactgaggctcgaaag
cgtggggagcaaacaggattagataccctggtagtccacgccgtaaacgatgagtgcta
gatgtagggaactataagttctctgtatcgcagctaacgcaataagcactccgectggg
gagtacgaccgcaaggttgaaactcaaaggaattgacgggggcccgcacaagcggtgga
gcatgtggtttaattcgaagcaacgcgaagaaccttaccaggtcttgacatactcgtgce
tattcctagagataggaagttccttcgggacacgggatacaggtggtgcatggttgtcg
tcagctcgtgtcgtgagatgttgggttaagtcccgcaacgagcgcaacccctattgtta
gttgccatcattaagttgggcactctaacgagactgccggtgataaaccggaggaaggt




ANNEXES

ggggatgacgtcaaatcatcatgccccttatgacctgggctacacacgtgctacaatgg
atggtacaacgagtcgcgagacagtgatgtttagctaatctcttaaaaccattctcagt
tcggattgtaggctgcaactcgcctacatgaagtcggaatcgctagtaatcgecggatca
gcacgccgcggtgaatacgttcccgggecttgtacacaccgcccgtcacaccacgggag
ttgggagtacccgaagtaggttgcctaaccgcaaggagggcgcttcctaaggtaagacc
gatgactggggtgaagtcgtaacaaggtagccgtatcggaaggtgcggctggatcacct
cctt

Streptococcus
adjacen

HM
7760
56.1

ggcggcgtgcctaatacatgcaagtagaacgctgaaggaagtgcttgcacttctggacg
agttgcgaacgggtgagtaacgcgtaggtaacctgcctggtagcgggggataactattg
gaaacgatagctaataccgcataacaatggatattgcatgatatctatttgaaagatgc
aactgcatcactaccagatggacctgcgttgtattagctagtaggtgaggtaaaggctc
acctaggcgacgatacatagccgacctgagagggtgaacggccacactgggactgagac
acggcccagactcctacgggaggcagcagtagggaatcttcggcaatgggggcaaccct
gaccgagcaacgccgcgtgagtgaagaaggttttcggatcgtaaagctctgttgtaaga
gaagaacgggtatgagagtggaaagttcatactgtgacggtatcttaccagaaagggac
ggctaactacgtgccagcagccgcggtaatacgtaggtcccgagcgttatccggattta
ttgggcgtaaagcgagcgcaggcggttagataagtctgaagttaaaggctgtggcttaa
ccatagtatgctttggaaactgtttgacttgagtacagaaggggagagtggaattccat
gtgtagcggtggaatgcgtagatatatggaggaacaccggtggcgaaagcggctctctg
gtctgtaactgacgctgaggctcgaaagcgtgggtagcgaacaggattagataccctgg
tagttcacgccgtaaacgatgagtgctaggtgttaggccctatccggggcttagtgccg
cagctaacgcattaagcactccgcctggggagtacgaccgcaaggttgaaactcaaagg
aattgacgggggcccgcacaagcggtggagcatgtggtttaatttgaagcaacgcgaag
aaccttaccaggtcttgacatcccagtgaccgtcctagagatagggttttccttcggaa
cactggtgacaggtggtgcatggttgttgtcagctcgtgtcgtgagatgttgggttaag
tcccgcaacgagcgcaacccttattgttagttgccatcattaagttgggcactctageg
agactgccggtaataaaccggaggaaggtggggaagacgtcaaatcatcatgcccctta
tgacctgggctacacacgtgctacaatggctggtacaacgagcggcaagtcggtgacgg
caagcaaatcttttaaaaccagtctcagttcggattgtaggctgcaacttgcctacaag
aagttggaatcgctagtaatcgcggatcagcccgccgcggtgaatacgttcccgggect
tgtacacaccgcccgtcacaccacgagagtttgtaacacccgaagtcggtgaggtacct
tttaggagccagccgcctaag

Bacillus
megatherium

HM
7490
36.1

actcctacgggaggcagcagtagggaatcttccgcaatggacgaaagtctgacggagca
acgccgcgtgagtgatgaaggttttcggatcgtaaagctctgttgttagggaagaacaa
gtaccgttcgaacagggcggtaccttgacggtacctaaccagaaagccacggctaacta
cgtgccagcagccgcggtaataca

Bacillus sphaericus

FR6
7141
9.1

atagtgtttgatcctggctcaggacgaacgctggcggcgtgcctaatacatgcaagtcg
agcgcgggaagcaggcagatcccttcggggtgaaacctgtggaacgagcggcggacggg
tgagtaacacgtgggcaacctgcctgaaagtccgggataaccccgggaaaccggagcta
ataccggatgggcccatcgaccgcctggtcgatggggaaaagcggggatcttcctcgeg
ctttcagatgggcccgcggegecattagectggttggtggggtaagagcctaccaaggcaa
cgatgcgtagccgacctgagagggtgatcggccacactgggactgagacacggcccaga
ctcctacgggaggcagcagtagggaatcatccgcaatgggcgaaagcctgacggtgcaa
cgccgcgtgagtgaagaaggttttcggatcgtaaagctctgttatccgagaagaacaag
gaccggtcgaagaggccggttccatgacggtaccgatcagaagacctagacttccat

Staphylococcus
aureus

GU3
0234
8.50

Aggtgatcctggctcaggatgaacgctggcggcgtgcctaatacatgcaagtcgagcga
acagacgaggagcttgctcctctgacgttagcggcggacgggtgagtaacacgtggata
acctacctataagactgggataacttcgggaaaccggagctaataccggataataatat
tgaacccgcatggttcaatagtgaaagacggttttgctgtcacttatagatggatccge
gccgcattagctagttggtaaggtaacggcttaccaaggcaacgatgcgtagcecgacct
gagagggtgatcggccacactggaactgagacacggtccagactcctacgggaggcage
agtagggaatcttccgcaatgggcgaaagcctgacggagcaacgccgcgtgagtgatga
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aggtcttcggatcgtaaaactctgttattagggaagaacaaatgtgtaagtaactatgc
acgtcttgacggtacctaatcagaaagccacggc

Bacillus brevis

GUO0
4887
6.1

tgggactgagacttggcccagactcctacgggaggcaccagtagggaatcttccgcaat
ggacgaaagtctgacggagcaaccccgcgtgagtgatgaaggttttcggatcgtataga
tctgttgttagggaagaacaagtgccgttcaaatagggcggcaccttgacggtacctaa
ccagaaagccacggctaactacgtgccagcagccgeggtaatacgtaggtggcaagegt
tgtccggaattattgggcgtaaagggctcgecaggeggtttcttaagtctgatgtgaaag
cccccggcetcaaccggggagggtcattggaaactggggaacttgagtgcagaagaggag
agtggaattccacgtgtagcggtgaaatgcgtagagatgtggaggaacaccagtggcega
aggcgactctctggtctgtaactgacgctgaggagcgaaagcgtggggagcgaacagga
ttagataccctggtagtccacgccgtaaacgatgagtgctaagtgttagggggtttccg
ccccttagtgctgcagctaacgcattaagcactccgectggggagtacggtcgcaagac
tgaaactcaaaggaattgacgggggcccgcacaagcggtggagcatgtggtttaattcg
aagcaacgcgagaaccttacc a

Proteus mirabilis

HM
5853
75.1

gagtttgatcatggctcagattgaacgctggcggcaggcctaacacatgcaagtcgage
ggtaacaggagaaagcttgctttcttgctgacgagcggcggacgggtgagtaatgtatg
gggatctgcccgatagagggggataactactggaaacggtggctaataccgcataatgt
ctacggaccaaagcaggggctcttcggaccttgcactatcggatgaacccatatgggat
tagctagtaggtggggtaaaggctcacctaggcgacgatctctagctggtctgagagga
tgatcagccacactgggactgagacacggcccagactcctacgggaggcagcagtgggg
aatattgcacaatgggcgcaagcctgatgcagccatgccgcgtgtatgaagaaggectt
agggttgtaaagtactttcagcggggaggaaggtgataaggttaatacccttatcaatt
gacgttacccgcagaagaagcaccggctaactccgtgccagcagccgeggtaatacgga
gggtgcaagcgttaatcggaattactgggcgtaaagcgcacgcaggcggtcaattaagt
cagatgtgaaagccccgagcttaacttgggaattgcatctgaaactggttggctagagt
cttgtagaggggggtagaattccatgtgtagcggtgaaatgcgtagagatgtggaggaa
taccggtggcgaaggcggcecccctggacaaagactggcgctcaggtgcgaaagegtggg
gagcaaacaggattagataccctggtagtccacgctgtaaacgatgtcgatttagaggt
tgtggtcttgaaccgtggcttctggagctaacgcgttaaatcgaccgecctggggagtac
ggccgcaaggttaaaactcaaatgaattgacgggggcccgcacaagcggtggagcatgt
ggtttaattcgatgcaacgcgaagaaccttacctactcttgacatccagcgaatccttt
agagatagaggagtgccttcgggaacgctgagacaggtgctgcatggctgtcgtcaget
cgtgttgtgaaatgttgggttaagtcccgcaacgagcgcaacccttatectttgttgece
agcacgtaatggtgggaactcaaaggagactgccggtgataaaccggaggaaggtgggg
atgacgtcaagtcatcatggcccttacgagtagggctacacacgtgctacaatggcaga
tacaaagagaagcgacctcgcgagagcaagcggaactcataaagtctgtcgtagtccgg
attggagtctgcaactcgactccatgaagtcggaatcgctagtaatcgtagatcagaat
gctacggtgaatacgttcccgggccttgtacacaccgecccgtcacaccatgggagtggg
ttgcaaaagaagtaggtagcttaaccttcgggagggcgcttaccactttgtgattcatg
actggggtgaagtcgtaacaaggtagccgt

Neisseria
meningitidis

GU5S
6141
6.1

ttttaacatgcaagtcggacggcagcacagagaagcttgcttcttgggtggcgagtggce
gaacgggtgagtaacatatcggaacgtaccgagtagtgggggataactgatcgaaagat
tagctaataccgcatacgtcttgagagggaaagcaggggaccttcgggecttgegctat
tcgagcggcecgatatctgattagctagttggtggggtaaaggecctaccaaggcgacgat
cagtagcgggtctgagaggatgatccgccacactgggactgagacacggcccagactcc
tacgggaggcagcagtggggaattttggacaatgggcgcaagcctgatccagccatgec
gcgtgtctgaagaaggccttcgggttgtaaaggacttttgtcagggaagaaaaggetgt
tgctaatatcagcggctgatgacggtacctgaagaataagcaccggctaactacgtgcc
agcagccgcggtaatacgtagggtgcgagcgttaatcggaattactgggcgtaaagcega
gcgcagacggttacttaagcaggatgtgaaatccccgggctcaacctgggaactgegtt
ctgaactgggtgactagagtgtgtcagagggaggtagaattccacgtgtagcagtgaaa
tgcgtagagatgtggaggaataccgatggcgaaggcagcctcectgggataacactgacg
ttcatgctcgaaagcgtgggtagcaaacaggattagataccctggtagtccacgcccta
aacgatgtcaattagctgttgggcaacttgattgttcagtagcgtagctaacgcgtgaa
attgaccgcctggggagtacggtcgcaagattaaaactcaaaggaattgacggggaccc
gcacaagcggtggatgatgtggattaattcgatgcaacgcgaagaaccttacctggtct
tgacatgtacggaatcctccagagacggaggagtgccttcgggaaccgtaacacaggtg
ctgcatggctgtcgtcagctcgtgtcgtgagatgttgggttaagtcccgcaacgagcge
aacccttgtcattagttgccatcattcagttgggcactctaatgagactgccggtgaca
agccggaggaaggtggggatgacgtcaagtcctcatggcccttatgaccagggcttcac
acgtcatacaatggtcggtacagagggtagccaagccgcgaggtggagccaatctcaca




ANNEXES

aaaccgatcgtagtccggattgcactctgcaactcgagtgcatgaagtcggaatcgcta
gtaatcgcaggtcagcatactgcggtgaatacgttcccgggtcttgtacacaccgcccg
tcacaccatgggagtgggggataccagaagtaggtaggataaccgcaaggggtccgeta
ccacggtatgctc

Pseudomonas
aeruginosa

HM
7525
79.1

atgggaagaggcggccaagtctaacacattgcaagtcgagcggatgaagggagcttget
cctggattcagcggcggacgggtgagtaatgcctaggaatctgecctggtagtgggggat
aacgtccggaaacgggcgctaataccgcatacgtcctgagggagaaagtgggggatctt
cggacctcacgctatcagatgagcctaggtcggattagctagttggtggggtaaaggcc
taccaaggcgacgatccgtaactggtctgagaggatgatcagtcacactggaactgaga
cacggtccagactcctacgggaggcagcagtggggaatattggacaatgggcgaaagcc
tgatccagccatgccgcgtgtgtgaagaaggtcttcggattgtaaagcactttaagttg
ggaggaagggcagtaagttaataccttgctgttttgacgttaccaacagaataagcacc
ggctaacttcgtgccagcagccgcggtaatacgaagggtgcaagcgttaatcggaatta
ctgggcgtaaagcgcgecgtaggtggttcagcaagttggatgtgaaatcccecgggctcaa
cctgggaactgcatccaaaactactgagctagagtacggtagagggtggtggaatttcc
tgtgtagcggtgaaatgcgtagatataggaaggaacaccagtggcgaaggcgaccacct
ggactgatactgacactgaggtgcgaaagcgtggggagcaaacaggattagataccctg
gtagtccacgccgtaaacgatgtcgactagccgttgggatccttgagatcttagtggcg
cagctaacgcgataagtcgaccgcctggggagtacggccgcaaggttaaaactcaaatg
aattgacgggggcccgcacaagcggtggagcatgtggtttaattcgaagcaacgcgaag
aaccttacctggccttgacatgctgagaactttccagagatggattggtgeccttcggga
actcagacacaggtgcgcatggctgtcgtcagctcgtgtcgtgagatgttgggttaagt
cccgtaacgagcgcaacccttgtcecttagttaccagcacctcgggtgggcactctaagg
agactgccggtgacaaaccggaggaaggtggggatgacgtcaagtcatcatggccctta
cggccagggctacacacgtgctacaatggtcggtacaaagggttgccaagccgcgaggt
ggagctaatcccataaaaccgatcgtagtccggatcgcagtctgcaactcgactgcgtg
aagtcggaatcgctagtaatcgtgaatcagaatgtcacggtgaatacgttcccgggect
tgtacacaccgcccgtcacaccatgggagtgggttgctccagaagtagctagtctaacce
gcaagggggacggtacccacgaattattacca

Serratia
marcescens

HM
5908
92.1

agagtttgatcatggctcagcttgaacgctggcggcaggcttaacacatgcaagtcgag
cggtagcacaggggagcttgctccctgggtgacgagcggcggacgggtgagtaatgtct
gggaaactgcctgatggagggggataactactggaaacggtagctaataccgcataacg
tcgcaagaccaaagagggggaccttcgggcctcttgccatcagatgtgcccagatggga
ttagctagtaggtggggtaatggctcacctaggcgacgatccctagctggtctgagagg
atgacagccacactggaactgagacacggtccagactcctacgggaggcagcagtgggg
aatattgcacaatgggcgcaagcctgatgcagccatgccgcgtgtgtgaagaaggcectt
cgggttgtaaagcactttcagcgaggaggtaggtggtgaacttaatacgttcatcaatt
gacgttactcgcagaagaagcaccggctaactccgtgccagcagccgcggtaatacgga
gggtgcaagcgttaatcggaattactgggcgtaaagcgcacgcaggcggtttgttaagt
cagatgtgaaatccccgggctcaacctgggaactgcatttgaaactggcaagctagagt
ctcgtagaggggggtagaattccaggtgtagcggtgaaatgcgtagagatctggaggaa
taccggtggcgaaggcggccccctggacgaagactgacgctcaggtgcgaaagcgtggg
gagcaaacaggattagataccctggtagtccacgctgtaaacgatgtcgatttggaggt
tgtgcccttgaggcgtggcttccggagctaacgcgttaaatcgaccgecctggggagtac
ggccgcaaggttaaaactcaaatgaattgacgggggcccgcacaagcggtggagcatgt
ggtttaattcgatgcaacgcgaagaaccttacctactcttgacatccagagaactttcc
agagatggattggtgccttcgggaactctgagacaggtgctgcatggctgtcgtcagct
cgtgttgtgaaatgttgggttaagtcccgcaacgagcgcaacccttatcctttgttgec
agcggttcggccgggaactcaaaggagactgccagtgacaaactggaggaaggtgggga
tgacgtcaagtcatcatggcccttacgagtagggctacacacgtgctacaatggcatat
acaaagagaagcgacctcggagagcaagcggacctcataaagtatgtcgtagtccggat
tggagtctgcaactcgactccatgaagtcggaatcgctagtaatcgtagatcagaatgc
tacggtgaatacgttcccgggccttgtacacaccgcccgtcacaccatgggagtgggtt
gcaaaagaagtaggtagcttaaccttcgggagggcgcttaccactttgtgattcatgac
tggggtgaagtcgtaacaaggtaaccgtaggggaacctgcggctggatcacctcctt

ggtgtagcggtgaaatgcgtagagatctggaggaataccggtggcgaaggcggcecccect
ggacgaagactgacgctcaggtgcgaaagcgtggggagcaaacaggattagataccctg
gtagtccacgctgtaaacgatgtcgatttggaggttgtgcccttgaggcgtggecttecg
gagctaacgcgttaaatcgaccgcctggggagtacggccgcaaggttaaaactcaaatg
aattgacgggggcccgcacaagcggtggagcatgtggtttaattcgatgcaacgcgaag
aaccttacctactcttgacatccagagaactttccagagatggattggtgccttcggga
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Serratia biogroupe
1

GU8
2611
8.1

actctgagacaggtgctgcatggctgtcgtcagctcgtgttgtgaaatgttgggttaag
tcccgcaacgagcgcaacccttatcctttgttgccagecggttcggccgggaactcaaag
gagactgccagtgataaactggaggaaggtggggatgacgtcaagtcatcatggccctt
acgagtagggctacacacgtgctacaatggcgtatacaaagagaagcgacctcgcgaga
gcaagcggacctcataaagtacgtcgtagtccggattggagtctgcaactcgactccat
gaagtcggaatcgctagtaatcgtagatcagaatgctacggtgaatacgttcccgggcc
ttgtacacaccgcccgtcacaccatgggagtgggttgcaaaagaagtaggtagcttaac
cttcgggagggcgcttaccactttgtgattcatga

Serratia
polymuthica

HM
5964
29.1

caggcctaacacatgcaagtcgagcggtagcacargagagcttgctctctgggtgacga
gcggcggacgggtgagtaatgtctgggaaactgectgatggagggggataactactgga
aacggtagctaataccgcataacgtctacggaccaaagtgggggaccttcgggectcac
gccatcagatgtgcccagatgggattagctagtaggtggggtaatggctcacctaggeg
acgatccctagctggtctgagaggatgaccagccacactggaactgagacacggtccag
actcctacgggaggcagcagtggggaatattgcacaatgggcgcaagcctgatgcagcc
atgccgcgtgtgtgaagaaggccttagggttgtaaagcactttcagcgaggaggaaggg
ttcagtgttaatagcactgtrcattgacgttactcgcagaagaagcaccggctaactcc
gtgccagcagccgceggtaatacggagggtgcaagecgttaatcggaattactgggegtaa
agcgcacgcaggcggtttgttaagtcagatgtgaaatccccgegcttaacgtgggaact
gcatttgaaactggcaagctagagtcttgtagaggggggtagaattccaggtgtagegg
tgaaatgcgtagagatctggaggaataccggtggcgaaggcggccccctggacaaagac
tgacgctcaggtgcgaaagcgtggggagcaaacaggattagataccctggtagtccacg
ctgtaaacgatgtcgatttggaggttgtgcccttgaggcgtggcttccggagctaacge
gttaaatcgaccgcctggggagtacggccgcaaggttaaaactcaaatgaattgacggg
ggcccgcacaagcggtggagcatgtggtttaattcgatgcaacgcgaagaaccttacct
actcttgacatccagagaactttccagagatggattggtgccttcgggaactctgagac
aggtgctgcatggctgtcgtcagctcgtgttgtgaaatgttgggttaagtcccgcaacy
agcgcaacccttatcctttgttgccagcgattcggtcgggaactcaaaggagactgecg
gtgataaaccggaggaaggtggggatgacgtcaagtcatcatggcccttacgagtaggg
ctacacacgtgctacaatggcgtatacaaagagaagcgaactcgcgagagcaagcggac
ctcataaagtacgtcgtagtccggattggagtctgcaactcgactccatgaagtcggaa
tcgctagtaatcgtagatcagaatgctacggtgaatacgttcccgggecttgtacacac
cgcccgtcacaccatgggagtgggttgcaaaagaagtaggtagcttaaccttcgggagg
gcgcttaccactttgtgattcatgactggggtgaagtcgtaaca

Serratia
liquefaciens

HM
7564
89.1

tgggaaactgcctgatggagggggataactactggaaacggtagctaataccgcataac
tagatggctgcgtctacggaccaaagtgggggaccttcgggectcatgccatcagatgt
gcccagatgggattagctagtaggtggggtaatggctcacctaggcgacgatcecctage
tggtctgagaggatgaccagccacactggaactgagacacggtccagactcctacggga
ggcttagttggggaatattgcacaatgggcgcaagcctgatgcagccatgecgegtgtg
tgaagaaggccttcgggttgtaaagcactttcagcgaggaggaagggttctgtgttaat
agcactgtgcattgacgttactcgcagaagaagcaccggctaactccgtgccagcagcc
gcggtaatacggagggtgcaagcgttaatcggaattactgggcgtaaagcgcacgcagg
cggtttgttaagtcagatgtgaaatccccgecgcttaacgtgggaactgcatttgaaact
ggcaagctagagtcttgtagaggggggtagaattccaggtgtagcggtgaaatgcgtag
ggatctggaggaataccggtggcgaaggcggccccctggacaaagactgacgctcaggt
gcgaaagcgtggggagcaaacaggattagataccctggtagtccccgetgtaaacgatg
tcgacttggaggttgtgcccttgaggcgtggetteccggagctaacgcgttaagtcgacce
gcctggggagtacggccgcaaggttaaaactcaaatgaattgacgggggcccgcacaag
cggtggagcatgtggtttaattcgatgcaacgcgaagaaccagtacctactcttgacat
ccagagaattcgctagagatagcttgtgccttcgggaactctgagacaggtgctgcatg
gctgtcgtcagctcgtgttgtgaaatgttgggttaagtcccgcaacgagcgcaaccctt
atcctttgttgccagcgcgtaatggtgggaactcaaaggagactgccggtgataaaccyg
gaggaaggtggggatgacgtcttagtcatcatggcccttacgagtagggctacacacgg
ctacaatggcgtatacaaagagaagcgaactcgcgagagcaagcggacctcataaagta
cgtcgtagtccggatcggagtctgcaactcgactccgtttagtcggaatcgectagtaat
cgtagatcagaatgctacggtgaatacgttcaatgccgggccttgtacacaatg

gagagcttgctcttttaatacttagtggcgcacgggtgagtaatgtatagttaatctgc
cctacactggaggacaacagttagaaatgactgctaatactccatactccttcttaaca
taagttaagtcgggaaagtttttcggtgtaggatgagactatattgtatcagctagttg
gtaaggtaatggcttaccaaggctttgacgcataactggtctgagaggatgatcagtca
cactggaactgagacacggtccagactcctacgggaggcagcagtagggaatattgctc
aatgggggaaaccctgaagcagcaacgccgcgtggaggatgacacttttcggagcgtaa




ANNEXES

Campylobacter
fetus

GQ
1676
74.1

actccttttgttagggaagaaccatgacggtacctaacgaataagcaccggctaactcc
gtgccagcagccgcggtaatacggagggtgcaagcgttactcggaatcactgggcgtaa
aggacgcgtaggcggattatcaagtcttttgtgaaatctaacagcttaactgttaaact
gcttgagaaactgataatctagagtgagggagaggcagatggaattggtggtgtagggg
taaaatccgtagagatcaccaggaatacccattgcgaaggcgatctgctggaactcaac
tgacgctaatgcgtgaaagcgtggggagcaaacaggattagataccctggtagtccacg
ccctaaacgatgtatactagttgttgctgtgctagtcacggcagtaatgcacctaacgg
attaagtataccgcctggggagtacggtcgcaagattaaaactcaaaggaatagacggg
gacccgcacaagcggtggagcatgtggtttaattcgaagatacgcgaagaaccttacct
gggcttgatatccaactaatctcttagagataagagagtgctagcttgctagaaagttg
agacaggtgctgcacggctgtcgtcagctcgtgtcgtgagatgttgggttaagtcccge
aacgagcgcaacccacgtatttagttgctaacagttcggctgagcactctaaatagact
gccttcgcaaggaggaggaaggtgtggacgacgtcaagtcatcatggcccttatgccca
gggcgacacacgtgctacaatggcatatacaatgagatgcaatatcgcgagatggagca
aatctataaaatatgtcccagttcggattggagtctgcaactcgactccatgaagccgg
aatcgctagtaatcgtagatcagccatgctacggtgaatacgttcccgggtcttgtact
caccgcccgtcacaccatgggagttgatttcactcgaagtcggaatgctaaactagcta
ccgcccacagtggaatcagcgactggggtgaagtcgtaacaaggtaaccgtaggagaac
ctgcggttggatcacctcct

Klebsiella oxytoca

HM
7564
96.1

ctgatggagggggaattctaactactggaaacggtagctaataccgcattgattcgtaa
acgtcgcaagaccaaagagggggaccttcgggcctcttgccatcagatgtgcccagatg
ggattagctagtaggtggggtaacggctcacctagattcggatccctagectggtctgag
aggatgaccagccacactggaactgagacacggtccagactcctacgggaggcagcagt
ggggaggctagcacaatgggcgcaagcctgatgcagccatgccgegtgtatgaagaagg
ccttcgggttgtaaagtactttcagcggggaggaaggggataaggttaataaccttgtc
cattgacgttacccgcagaagaagcaccggctaactccgtgccagcagccgcggtaata
cggagggtgcaagcgttaatcggaattactgggcgtaaagcgcacgcaggeggtetgtce
aagtcggatgtgaaatccccgggattcgcctgggaactgcattcgaaactggcaggcetg
gagtcttgtagaggggggtagaattccaggtgtagcggtgaaatgcgtagagatctgga
ggaataccggtggcgaaggcggccccctggacaaagactgacgctcaggtgcgaaageg
tggggagcaaacaggattagataccctggtagtccacgctgtaaacgatgtcgacttgg
aggttgttcccttgaggagtggcttccggagctaacgcgttaagtcgaccgectgggga
gtacggccgcaaggttaaaactcaaatgaattgacggatgctcgcacaagcggtggagce
atgtggtttaattcgatgcaacgcgaagaaccttacctactcttgacatccagagaact
tagcagagatgctttggtgccttcgggaactctgagacaggtgctgcatggctgtegtc
agctcgtgttgtgaaatgttgggttaagtcccgcaacgagcgcaacccttatecctttgt
tgccagcgattcggccgggaactcaaaggagactgcatgctgtaaactggaggaaggtg
gggatgacgtcaagtcatcatggcccttacgagtagggctacacacgtgctacaatggce
atatacaaagagaagcgacctcgcgagagctgaaagcggacctcataaagtatgtcgta
gtatgctttggagtctgcaactcgactccatgaagtcggaatcgctagtaatcgtggat
catgctggctgccacggt

Salmonella ser.
Paratyphi

HM
6357
65.1

ggggataactactggaaacggtggctaataccgcataacgtcgcaagaccaaagagggg
gaccttcgggcctcttgccatcagatgtgcccagatgggattagecttgttggtgaggta
acggctcaccaaggcgacgatccctagctggtctgagaggatgaccagccacactggaa
ctgagacacggtccagactcctacgggaggcagcagtggggaatattgcacaatgggeg
caagcctgatgcagccatgccgegtgt

Salmonella ser.
Pollurum

AY3
7382
9.2

gggatctgccatgatggagggggataactactggaaacggtagctaataccgcataacg
tcgcaagaccaaagagggggaccttcgggcctcttgccatcagatgaacccagatggga
ttagctagtaggtggggtaacggctcacctaggcgacgatccctagctggtctgagagg
atgaccagccacactggaactgagacacggtccagactcctacgggaggcagcagtggg
gaatattgcacaatgggcgcaagcctgatgcagccatgccgegtgtatgaagaaggect




ANNEXES

tcgggttgtaaagtactttcagcggggaggaaggggaagtggttaataaccactttcat
tgacgttacccgcagaagaagcaccggctaactccgtgeccagcagccgeggtaatacgg
agggtgcaagcgttaatcggaattactgggcgtaaagcgcacgcaggcggtctgtcaag
tcggatgtgaaatccccgggctcaacctgggaactgcatccgaaactggcaggettgag
tcttgtagaggggggtagaattccaggtgtagcggtgaaatgcgtagagatctggagga
ataccggtggcgaaggcggccccctggacaaagactgacgctcaggtgcgaaagcegtgg
ggagcaaacaggattagataccctggtagtccacgccgtaaacgatgtcgacttggagg
ttgtgcccttgaggegtggettccggagctaacgegttaagtcgaccgectggggagta
cggccgcaaggttaaaactcaaatgaattgacgggggcccgcacaagcggtggageatg
tggtttaattcgatgcaacgcgaagaaccttacctggtcttgacatccacagaatttcg
cagagatgcggaagtgccttcgggaactgtgagacaggtgctgcatggctgtcgtcage
tcgtgttgtgaaatgttgggttaagtcccgcaacgagcgcaacccttatectttgttge
cagcggttaggccgggaactcaaaggagactgccagtgataaactggaggaaggtgggg
atgacgtcaagtcatcatggcccttacgaccagggctacacacgtgctacaatggcgca
tacaaagagaagcgacctcgcgagagcaagcggacctcataaagtgcgtcgtagtccgg
attggagtctgcaactcgactccatgaagtcggaatcgctagtaatcgtggatcagaat
gccacggtgaatacgttcccgggccttgtacacaccgcccgtcacaccatgggagtggg
ttgcaaaagaagtaggtagctaaccttcgggagggcgcttaccactttgtgattcatga

ctggg

Edwardsiella tarda

HM
2226
43.1

tgcaagtcgagcggtagcagggagaaagcttgctttctccgectgacgagcggcggacgggtgagta
atgtctggggatctgcctgatggagggggataactactggaaacggtagctaataccgcataacgt
cgcaagaccaaagtgggggaccttcgggcctcatgccatcagatgaacccagatgggattagctag
taggtggggtaatggctcacctaggcgacgatccctagctggtctgagaggatgaccagccacact
ggaactgagacacggtccagactcctacgggaggcagcagtggggaatattgcacaatgggcgcaa
gcctgatgcagccatgecgcgtgtatgaagaaggccttcgggttgtaaagtactttcagtagggag
gaaggtgtgaacgttaatagcgttcacaattgacgttacctacagaagaagcaccggctaactccg
tgccagcagccgcggtaatacggagggtgcaagcgttaatcggaattactgggcgtaaagecgcacg
caggcggtttgttaagttggatgtgaaatccccgggcttaacctgggaactgcatccaagactggce
aagctagagtctcgtagagggaggtagaattccaggtgtagcggtgaaatgcgtagagatctggag
gaataccggtggcgaaggcggcctcctggacgaagactgacgctcaggtgcgaaagecgtggggage
aaacaggattagataccctggtagtccacgctgtaaacgatgtcgatttggaggttgtgcccttga
ggcgtggcttccgaagctaacgcgttaaatcgaccgecctggggagtacggeccgcaaggttaaaact
caaatgaattgacgggggcccgcacaagcggtggagcatgtggtttaattcgatgcaacgcgaaga
accttacctactcttgacatccagcgaatcctgtagagatacgggagtgccttcgggaacgctgag
acaggtgctgcatggctgtcgtcagctcgtgttgtgaaatgttgggttaagtcccgcaacgagcege
aacccttatcctttgttgccagcggttcggccgggaactcaaaggagactgccagtgataaactgg
aggaaggtggggatgacgtcaagtcatcatggcccttacgagtagggctacacacgtgctacaatg
gcgtatacaaagagaagcgacctcgcgagagcaagcggacctcataaagtacgtcgtagtccggat
tggagtctgcaactcgactccatgaagtcggaatcgctagtaatcgtggatcagaatgccacggtg
aatacgttcccgggccttgtacacaccgcccgtcacaccatgggagtgggttgcaaaagaagtagg
tagcttaaccttcgggagggcgcttaccactttgtgattcatgactgggggaagtce

Aeromonas
hydrophila G2

GU2
0496
5.1

agtttgatcctggctcagattgaacgctggcggcaggcctaacacatgcaagtcgagcg
gcagcgggaaagtagcttgctacttttgccggcgagcggcggacgggtgagtaatgect
gggaaattgcccagtcgagggggataacagttggaaacgactgctaataccgcatacge
cctacgggggaaagcaggggaccttcgggecttgecgegattggatatgecccaggtggga
ttagctagttggtgaggtaatggctcaccaaggcgacgatccctagctggtctgagagg
atgatcagccacacggaactgagacacggtccagactcctacgggaggcagcagtgggg
aatattgcacaatgggggaaaccctgatgcagccatgccgcgtgtgtgaagaaggectt
cgggttgtaaagcactttcagcgaggaggaaaggttgatgcctaatacgtatcaactgt
gacgttactcgcagaagaagcaccggctaactccgtgccagcagccgcggtaatacgga
gggtgcaagcgttaatcggaattactgggcgtaaagcgcacgcaggcggttggataagt
tagatgtgaaagccccgggctcaacctgggaattgcatttaaaactgtccagctagagt
cttgtaganggggggtagaattccaggtgtagcggtgaaatgcgtagagatctggagga
ataccggtggcgaaggcggccccctggacaaagactgacgctcaggtgcgaaagcgtgg
ggagcaaacaggattagataccctggtagtccacgccgtaaacgatgtcgatttggagg
ctgtgtccttgagacgtggcttccggagctaacgecgttaaatcgaccncctggggagt

cggcaggcctaacacatgcaagtcgaacggtagcacagagagcttgctcttgggtgacg
agtggcggacgggtgagtaatgtctgggaaactgcccgatggagggggataactactgg
aaacggtagctaataccgcataacgtcgcaagaccaaagtgggggaccttcgggcctca
caccatcggatgtgcccagatgggattagctagtaggtggggtaatggctcacctaggce
gacgatccctagctggtctgagaggatgaccagccacactggaactgagacacggtcca
gactcctacgggaggcagcagtggggaatattgcacaatgggcgcaagcctgatgcage
catgccgcgtgtatgaagaaggccttcgggttgtaaagtactttcagcgaggaggaagg




ANNEXES

Enterobacter
intermedius

AF3
1021
7.1

cattgtggttaataaccgcagtgattgacgttactcgcagaagaagcaccggctaactc
cgtgccagcagccgcggtaatacggagggtgcaagegttaatcggaattactgggegta
aagcgcacgcaggcggtctgtcaagtcggatgtgaaatccccgggctcaacctgggaac
tgcattcgaaactggcaggctagagtcttgtagaggggggtagaattccaggtgtageg
gtgaaatgcgtagagatctggaggaataccggtggcgaaggcggccccctggacaaaga
ctgacgctcaggtgcgaaagcgtggggagcaaacaggattagataccctggtagtccac
gccgtaaacgatgtcgacttggaggttgtgcccttgaggegtggettccggagctaacy
cgttaagtcgaccgcctggggagtacggccgcaaggttaaaactcaaatgaattgacgg
gggcccgcacaagcggtggagcatgtggtttaattcgatgcaacgcgaagaaccttace
tactcttgacatccagagaacttagcagagatgctttggtgccttcgggaactctgaga
caggtgctgcatggctgtcgtcagctcgtgttgtgaaatgttgggttaagtcccgcaac
gagcgcaacccttatcctttgttgccagcggttcggccgggaactcaaaggagactgcc
agtgataaatggaggaaggtggggatgacgtcaagtcatcatggcccttacgagtaggg
ctacacacgtgctacaatggcatatacaaagagaagcgacctcgcgagagcaagcggac
ctcataaagtatgtcgtagtccggatcggagtctgcaactcgactccgtgaagtcggaa
tcgctagtaatcgtagatcagaatgctacggtgaatacgttcccgggecttgtacacac
cgcccgtcacaccatgggagtgggttgcaaaagaagtaggtagcttaaccttcgggagg
gcgcttaccactttgaaattcatgactgtgaaatgt

Chromobacterium
violaceum

GU3
0014
6.1

cgttatacgagcagccgatgtctgattagctagttggtgaggtaaaagctcaccaaggce
gacgatcagtgcgggtctgagaggatgatccgccacactgggactgagacacggcccag
actcctacgggaggcagcagtggggaattttggacaatgggggcaaccctgatccagec
atgccgcgtgtctgaagaaggccttcgggttgtaaaggacttttgtcngggagnaaatc
ccgctggttaatacccngnggggatgacagtaccngaagaataagcaccggctaactac
gtgccagcagccgcggtaatacgtagggtgcnagecgttaatcggaattactgggcgtaa
agcgtgcgcaggcggttgtgcaagtctgatgtgaaagcceccgggcttaacctggnaa

Citrobacter freundii

HM
6400
09.1

tggagcatgtggtttaattcgatgcaacgcgaagaaccttacctactcttgacatccag
agaacttagcagagatgctttggtgccttcgggaactctgagacaggtgctgcatggct
gtcgtcagctcgtgttgtgaaaatgttgggttaagtcccgcaacgagcgcaacccttat
cctttgttgccagcgagttaggccgggaactcaaaggagactgccagtgataaactgga
ggaaggtggggatgacgtcaagtcatcatggcccttacgagtagggctacacacgtgct
acaatggcatatacaaagagaagcgacctcgcgagagcaagcggacctcatacagtatg
tcgtagctccggattggagtctgcaacctcgactccatgaagtcggaatccctecgtaat
cgtggatcgaatgcaggtgaatacgttccccgggccttgtacacaaccgcccgttaa

Escherichia coli 02

GU9

4789

5/10
89

ttatcactgggaatattgcacaatgggcgcaagcctgatgcagccatgccgegt
gtatgaagaaggccttcgggttgtaaagtactttcagcggggaggaagggagta
aagttaatacctttgctcattgacgttacccgcagaagaagcaccggctaactc
cgtgccagcagccgcggtaatacggagggtgcaagcgttaatcggaattactgg
gcgtaaagcgcacgcaggceggtttgttaagtcagatgtgaaatccccgggetca
acctgggaactgcatctgatactggcaagcttgagtctcgtagaggggggtaga
attccaggtgtagcggtgaaatgcgtagagatctggaggaataccggtggcgaa
ggcggccccctggacgaagactgacgctcaggtgcgaaagcgtggggagcaaac
aggattagataccctggtagtccacgccgtaaacgatgtcgacttggaggttgt
gcccttgaggegtggettccggagctaacgecgttaagtcgaccgectggggagt
acggccgcaaggttaaaactcaaatgaattgacgggggcccgcacaagcggtgg
agcatgtggtttaattcgatgcaacgcgaagaaccttacctggtcttgacatcc
acggaagttttcagagatgagaatgtgccttcgggaaccgtgagacaggtgctg
catggctgtcgtcagctcgtgttgtgaaatgttgggttaagtcccgcaacgagce
gcaacccttatcctttgttgccagcggtccggccgggaactcaaaggagactge
cagtgataaactggaggaaggtggggatgacgtcaagtcatcatggcccttacg
accagggctacacacgtgctacaatggcgcatacaaagagaagcgacctcgcga
gagcaagcggacctcataaagtgcgtcgtagtccggattggagtctgcaactcg
actccatgaagtcggaatcgctagtaatcgtggatcagaatgccacggtgaata
cgttcccgggecttgtacacaccgcccgtcacaccatgggagtgggttgcaaaa
gaagtaggt




RESUME

Durant cette étude, la présence de Listeria spp. a été investiguée dans 50 échantillons de
laits crus de deux wilayas : SKIKDA et TEBESSA. Listeria spp. ont été isolées aprés un
enrichissement a froid puis identifiées par des méthodes classiques basées sur les caractéres
morpho-physio-biochimiques. Les Listeria spp. ont été retrouvées dans 2 cas / 22 échantillons
a TEBESSA et 1 cas / 28 échantillons a SKIKDA. Une étude d’interaction phylogénétique de
42 souches isolées a été réalisée sur le logiciel MEGAA4.0 par les deux méthodes UPGMA et
NJ. Les résultats présentés dans cette étude montrent, le risque potentiel de consommation de
lait cru non pasteurisé, et démontrent une interrelation entre Listeria et la flore bactérienne
isolée de la méme niche écologique et la grande complexité a trancher pour une phylogénie

définitive.

Mots clés : Lait cru, Listeria spp., Phylogénie.
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ABSTRACT

In this study, Listeria spp. was investigated in 50 samples of raw milk collected in two
wilayas: SKIKDA and TEBESSA. Listeria spp. was isolated after cold enrichment and
identified by conventional methods based on morpho-physio-biochemical tests.
Listeria spp. was found in 2 / 22 samples in TEBESSA and 1 / 28 samples in SKIKDA.

A phylogenetic study of interaction of 42 isolates was performed on the software
MEGAA4.0 by both UPGMA and NJ methods.
The results presented in this study indicate the potential risk for consumption of raw
unpasteurized milk, and demonstrate an interrelationship between Listeria and the
bacterial flora isolated from the same ecological niche and the big difficulty to determine

a definitive phylogeny.

Key- words: raw milk, Listeria spp., phylogeny.



