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Introduction: Listeria monocytogenes (Lm) est une bactérie pathogene tellurique qui affecte les humains et les animaux, notamment les ruminants,
via l'ingestion d’aliments contaminés. Les études de typage basées sur le «multilocus sequence typing» (MLST) révelent que la plupart des souches
sont rassemblées en quelques complexes clonaux majeurs (CCs) responsables de la plupart des cas humains et animaux dans le monde. A ce jour,
I'identification des CCs nécessite entre 3 et 5 jours par séquencage. Une nouvelle méthode («GenolListeria detect») a été développée pour son
application sur des extraits d’ADN de tissu foetal et de placenta issus d’avortements listériens de ruminants. L'objectif de la méthode est de
détecter des multi-contaminations par des souches de CCs différents et de déterminer la souche dominante au sein de I'échantillon. Nous

décrivons ici les premiers résultats de validation de cette méthode.
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Figure: Origine des échantillons et concordance entre la méthode de référence basée sur l'isolement et le typage de
souches pures et la méthode «Genolisteria detect».

Discussion et conclusions: Cette étude montre la faisabilité d'une méthode PCR de détection directe sur matrice
contaminée. Aucune détection multiple n‘a été observée au sein des échantillons testés. La plupart des échantillons
discordants avec la méthode de référence présentaient une trés faible concentration d’ADN de Lm a |'étape de détection
initiale du pathogene par des kits commerciaux (Ct>35). La différence de limite de détection entre les deux approches sera

précisée ultérieurement lors de la validation officielle de la méthode «Genolisteria detect».

Matériels et méthodes: Les échantillons de tissus foetaux ou de placenta ont été extraits, soit en utilisant I'automate KingFisher a I'aide du kit
MagMAX CORE Nucleic Acid Purification (Thermo Fisher Scientific) pour le LVD, soit par le kit iHelix complex (IMMT) pour le UL VF. Les ADN ont
ensuite fait I'objet d'une détection de Lm par PCR en temps réel a |'aide du kit Bio-T Listeria monocytogenes (Biosellal) (LVD) ou du kit VetMAX
Ruminant Abortion Screening Kit Multiplex detection (Thermo Fisher Scientific) pour le UL VF. Lorsque I'’échantillon était positif par PCR, il a été
cultivé selon la méthode de détection 1SO 11290-1:2017. Lorsqu'une souche était détectée, elle a été isolée et typée suivant la méthode interne
«Genolisteria» (Félix et al. 2023, doi: 10:1128/spectrum.03954-22). Les souches bactériennes ont été extraites a I'aide de la méthode InstaGene
Matrix (Bio-Rad) ou du kit DNeasy Blood & Tissue (Qiagen). L'analyse des extraits d’ADN de tissus foetaux ou de placenta a été réalisée a I'aide de
«Genolisteria» adaptée, avec les modifications suivantes: pré-amplification des extraits d’ADN a l'aide du kit PerfeCTa PreAmp SuperMix

(Quantabio), puis une dilution des produits de pré-amplification au 1/10 avant analyse.
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