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RESUME

Staphylococcus aureus est un germe commensal qui fait partie de la microflore normale de la peau
et du tractus intestinal chez les humains et au niveau mammaire chez les animaux. Bien que la
pasteurisation élimine la bactérie, une fois formées les entérotoxines staphylococciques
thermostables, persistent dans le lait le rendant trés dangereux pour le consommateur. Notre travail
a pour but d’étudier la prévalence de S. aureus dans le lait prélevé dans 03 laiteries différentes et a
différents stades de transformation : (i) la citerne de collecte (ii) le tank de mélange (iii) et apres
pasteurisation. L’influence de la saison sur le développement de cette bactérie et sa sensibilité aux
antibiotiques ont aussi été étudiées. L’isolement bactériologique des isolats a été réalisé suivant la
méthode 1SO 6888-1(1). La sensibilité & 12 antibiotiques utilisés en médecine vétérinaire a été
testée par la méthode Kirby Bauer. Sur un total de 377 échantillons de lait, 44,82% se sont révélés
positifs a S. aureus et 24% des échantillons ont dépasse le seuil fixé par la réglementation de
10®UFC/ml. Une différence significative a été observée entre la contamination par S.aureus des
laits prélevés aux différents stades avec un taux plus élevé pour le lait de citerne 49,84% (26,84%
dépassaient le seuil de 103UFC/ml) et moins élevée pour le lait pasteurisé 5,55%. Cependant, le
dénombrement a montré une différence non significative mais la charge bactérienne la plus élevée
a été enregistrée dans le lait de tank (5,01+3,80 10 UFC/ml) et une charge similaire dans le lait de
citerne et du lait pasteurisé. La prévalence en fonction des saisons a montré une différence
significative en faveur du printemps et de 1’été avec des taux respectifs de 53,85% et 49,30%,les
saisons chaudes sont favorables au développement de S. aureus, par contre le dénombrement n’a
pas montré de différence, avec une charge bactérienne similaire entre le printemps et I’hiver
4,27+1,91 10> UFC/m. La laiterie C a montré le taux le plus élevé de contamination 59,85% suivie
de la laiterie B ensuite la laiterie A avec des taux respectifs de 41,62% ; 13,95%, la différence étant
significative. La comparaison avec les seuils réglementaires a montré qu’au printemps le taux
d’échantillons non satisfaisants était le plus élevé (31,41%). Le dénombrement a montré une charge
plus élevée pour la laiterie C 6,46+1,66 10° UFC/ml ainsi que le nombre d’échantillons non
satisfaisants (48/137) suivie par la laiterie A 1,70+4,68 10° UFC/ml. Au printemps, c’est la laiterie
B qui a présenté la plus grande prévalence 26,92%, alors que pour le dénombrement c’est la laiterie
A qui a pris le devant avec une charge de 2,52 10°UFC/ml. Bien qu’elle ait présenté une faible
prévalence pour 1’été (7,04%) sa charge bactérienne (9,77+5,89 10 UFC/ml) la classe en deuxiéme
position, derriére la laiterie C (2,75+2,34 10° UFC/ml). L’automne et I’hiver ont été marqués par
I’absence de contamination dans la laiterie A. Parmi les isolats de S. aureus obtenus, 49,47% sont
résistants a la pénicilline, 5,26% a la tétracycline, 4,21% a I’érythromycine, 2,10% a la céfoxitine,
2,10% a la clindamycine, 2,10% a I’oxacilline et 1,05% a I’ofloxacine. Aucune résistance n’a été
observée pour la vancomycine, gentamycine et chloramphénicol. Aucune différence significative
n’a été observée entre les taux de contamination des laits crus des collecteurs en fonction des
saisons (P>0,05). En conclusion, ces résultats soulignent 1'importance du contréle de S. aureus dans
I'industrie laitiere algérienne a différents stages pour préserver la santé publique.

Mots clés : Staphylococcus aureus, laiteries, lait de collecte, lait de tank, lait pasteurisé, sensibilité
aux antibiotiques, saisons.



ABSTRACT

Staphylococcus aureus is a commensal germ that is part of the normal microflora of the
skin and intestinal tract in humans and the mammary gland in animals. Although
pasteurization eliminates the bacteria, once formed the thermostable staphylococcal
enterotoxins persist in the milk making it very dangerous for the consumer. The aim of our
work is to study the prevalence of S.aureus in milk collected from 03 different dairies at
different stages of processing: (i) the collection tank (ii) the mixing tank (iii) and after
pasteurization. The influence of the season on the development of this bacterium and its
sensitivity to antibiotics were also studied. The bacteriological isolation of the strains was
performed according to the 1SO 6888 1(1) method. The sensitivity to 12 antibiotics used in
veterinary medicine was tested by the Kirby Bauer method. Out of a total of 377 milk
samples, 44.82% were positive to S.aureus and 24% of the samples exceeded the
regulatory threshold of 103UFC/ml. A significant difference was observed between the
contamination by S.aureus of milk samples taken at different stages with a higher rate for
tank milk 49.84% (26.84% exceeded the threshold of 10® UFC/ml) and lower for
pasteurized milk 5.55%. However, the enumeration showed a non-significant difference
but the highest bacterial load was recorded in tank milk (5.01+3.80 102 CFU/ml) and a
similar load in tank milk and pasteurized milk. The prevalence according to seasons
showed a significant difference in favour of spring and summer with respective rates of
53.85% and 49.30%, the warm seasons are favourable to the development of S.aureus, on
the other hand the enumeration showed no difference, with a similar bacterial load between
spring or winter 4.27+1.91 10> CFU / ml. Dairy C showed the highest rate of
contamination 59.85% followed by dairy B and then dairy A with the respective rates of
41.62%, 13.95%, the difference was significant. Comparison with regulatory thresholds
showed that in the spring, the rate of non-compliant samples was the highest (31.41%).
The enumeration showed a higher load for dairy C 6.46+1.66 10> CFU/ml as well as the
number of non-compliant samples (48/137) followed by dairy A 1.70+4.68 10?2 CFU/ml. In
the spring, Dairy B had the highest prevalence (26.92%), while in the enumeration, Dairy
A had the highest prevalence with a load of 2.52 10° CFU/ml. Although it presented a low
prevalence for the summer (7.04%) its bacterial load (9.77+5.89 10 CFU/mI) ranks it in
second place, behind dairy C (2.75+2.34 10° CFU/ml).Fall and winter were characterized
by the absence of contamination in Dairy A. Among the S.aureus isolates obtained,
49.47% were resistant to penicillin, 5.26% to tetracycline, 4.21% to erythromycin, 2.10%
to cefoxitin, 2.10% to clindamycin, 2.10% to oxacillin and 1.05% to ofloxacin. No
resistance was observed for vancomycin, gentamycin and chloramphenicol. No significant
differences in contamination rates of raw milk from collectors by season (P>0.05). In
conclusion, these results highlight the importance of S.aureus control in the Algerian dairy
industry at different stages to preserve public health.

Key words:Staphylococcus aureus, dairies, collection milk, tank milk, pasteurised milk,
antibiotic sensitivity, seasons.
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Introduction

En Algérie, la filiére lait constitue une composante principale des secteurs agricoles et
agroalimentaires. Sous I’effet de la pression démographique et du soutien des prix par
I’état, les besoins en lait sont estimés a 4 milliards de litres par an (MADRP, 2017). La
filiere lait en Algérie fonctionne a 60% sur la base de poudre de lait importée par 1’état
suite au manque de production laitiére et au faible taux de collecte, ce qui représente
12,56% de la facture alimentaire totale des importations en 2015 (CNIS, 2015). De par sa
composition riche en nutriments ainsi que son pH, le lait cru trés rapidement périssable
(Claeys et al., 2013). 1l peut contenir divers microorganismes pathogénes pour I’Homme
parmi lesquels Staphylococcus aureus (S. aureus) (Abera et al., 2016).  S. aureus est un
micro-organisme souvent associé a des toxi-infections alimentaires dues a la
consommation de lait cru et de produits laitiers a base de lait cru. Naturellement présent sur
la peau, les fosses nasales ainsi que les mains, S. aureus peut facilement contaminer le lait
suite aux diverses manipulations de I’homme (Jorgensen et al., 2005) ou encore il peut
provenir de la vache elle-méme lorsqu’elle présente des lésions mammaires lors de

mammites cliniques et/ou sub-cliniques (Bradley, 2002).

S. aureus est la principale source de toxi-infection alimentaire apres les salmonelles, par la
production d’entérotoxines staphylococciques qui sont fortement résistantes méme au
traitements thermiques (ANSES, 2011). La maladie est caractérisée par une courte période
d'incubation (4 h en moyenne), des nausées, des maux de téte, des vomissements violents,
crampes abdominales et de la diarrhée, la mort peut faire suite a une déshydratation chez
les personnes ageées et sensibles (Holmberg et Blake, 1984). Les traitements visant a
éradiquer les infections a S. aureus sont difficiles car de nombreuses souches sont
multirésistantes aux antibiotiques. L’émergence de ces bactéries résistantes aux
antibiotiques est devenue ainsi un probleme de santé publique mondiale qui touche la
médecine humaine et vétérinaire (Chardon et al., 2014). Néanmoins, la pasteurisation
s’avere étre la méthode optimale a appliquer afin de pallier aux problémes engendrés par

cette bactérie.

C’est dans ce contexte que nous avons entrepris ce travail de recherche sur la présence de
S. aureus au cours des différentes étapes du procédé de fabrication du lait pasteurisé, a
commencer par le lait de collecte, ce qui devrait nous renseigner sur les origines de la

contamination du lait pasteurisé ainsi que les voies de transmission de ce germe via cette
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denrée, ainsi que I’influence de la saison sur le développement de cette bactérie. D’autre

part, au vu du danger que représentent les souches résistantes aux antibiotiques pour la

santé humaine et animale, nous avons jugé utile d’étudier la sensibilité des isolats obtenus
aux principaux antibiotiques utilisés en milieux hospitalier et vétérinaire.
Les objectifs de notre étude sont :
» D’évaluer la prévalence de Staphylococcus aureus et la charge bactérienne en
Staphylococcus a coagulase positive (SCP) dans le lait aux cours des différentes
étapes du procédé de pasteurisation dans trois laiteries différentes ;
» D’étudier I’effet des saisons sur les taux de contamination du lait cru livré a ces
laiteries;
» D’étudier I’antibiorésistance des isolats obtenus aux antibiotiques les plus
fréquemment utilisés en médecine humaine et véetérinaire.
Notre document est scindé en deux parties :
— Une partie recherche bibliographique qui consiste a présenter la bactérie S. aureus, les
méthodes de detection, son mode de transmission ainsi que les différentes pathologies
engendrées par cette bactérie chez ’homme et ’animal. Ensuite nous avons présenté
le lait, son élaboration, les contaminants du lait et le mode de contamination du lait par
S. aureus.
— Une partie expérimentale scindée en trois volets :
= Le premier volet est réservé a I’étude de la prévalence de S. aureus au cours des
différentes étapes du procédé de fabrication du lait pasteurisé dans 03 laiteries
différentes. Sont étudiés également I’effet des saisons et I’effet des laiteries. sur
cette contamination.

= Le deuxiéme volet concerne le denombrement de S. aureus sous I’influence du site
de prélevement, des saisons, et des laiteries.

= Le troisiéme volet est consacré a I’étude de la sensibilité des isolats récoltés aux

antibiotiques les plus utilisés en médecine humaine et vétérinaire.
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I Taxonomie

Staphylococcus et Micrococcus ont été pour longtemps deux genres bactériens au sein de
la méme famille, celle des Micrococaceae. Cette famille a été par la suite séparée, en
raison de I'éloignement phylogénétique de ces deux genres. Les microcoques représentent
un groupe hétérogéne de la branche des Actinomyceétes, tandis que les staphylocoques
forment un groupe homogeéne relié a la branche des Clostridium (De Buyser, 1996).

Plusieurs espéces de Staphylococcus ont été décrites les plus fréquemment isolées sont :

Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus saprophyticus et Staphylococcus aureus.

En fonction de la capacité de production de la coagulase libre, les especes sont classées en
deux groupes : les staphylocoques a coagulase positive (SCP) et les staphylocoques a
coagulase negative (SCP).Les SCP sont généralement plus pathogenes, cependant des
études montrent I’implication des SCN dans plusieurs infections (Garcia et al., 2004;
Pinheiro et al., 2015). S. aureus est une bactérie a Gram positif, elle est classée dans le
regne bacteria puis dans le phylum firmicutes. Sa taxonomie complete la positionne dans
la classe des Bacilli puis dans I’ordre des Bacilliales (Dwokin et al., 2006; Le Loir et
Gautier, 2010).

La famille des Staphylococcaceaere groupe 5 genres : aureus, Gemella, Jeotgalicoccus,

Macrococcus et salinicoccus (Le Loir et Gautier, 2010).

Il Caracteres généraux
Il.1 Caractéres morphologiques

Staphylococcus aureus est un cocci a Gram positif de 0,5 a 1,5um associé en
grappe(Harris et al., 2002), paire ou en courtes chaines (figure 01), il est généralement
capsulé et non producteur de spores mais résistant sur les objets inertes et secs, il résiste
aussi a la chaleur. La paroi de S aureus est constituée d’un peptidoglycane épais et trés
réticulaire représentant environ 50% de la masse de la paroi et résistant a I’action du
lysosome, la paroi est aussi constituée de protéines de surfaces dont la protéine A et le
facteur d’affinité pour le fibrinogéne également appelé clumping factor ou coagulase liée
(Federighi, 2005).
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Figure 1 : Micrographie électronique de Staphylococcus aureus (Freemane-Cook and

Freemane-Cook, 2006).

11.2 Caracteres culturaux :

Les Staphylocoques tolérent des concentrations élevées en sel (Crossley et Archer, 1997;

Bhatia et Zahoor, 2007) et montrent une résistance a la chaleur (Harris et al., 2002).C’est

un germe mésophile qui pousse a des températures optimales comprises entre 30°C et

37°C(températures minimales : entre 5°C et 10°C ; températures maximales :environ

45°C). Il est capable de se multiplier a un pH compris entre 4,2 et 9,3 avec un pH optimal

de 7,0a 7,5 (tableaul) (Sutra et al., 1998).

Tableau 1 : Caracteres de survie, de croissance et de toxinogenese de S. aureus (ANSES.,

2011).

Température (°C)

pH
au

NaCl (%)

Atmosphére

35-41
B6-7
0,99
0-4

aérobie

6-48
4-10
0,83-0,99
0-20

aéro-
anaérobie

34-40
7-8
0,99
0-4

aérobie

Production | Limites de
optimale | production

10-45
5-9.6
0,86-0,99
0-10

aéro-
anaérobie
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11.3 Caractéres biochimiques

S. aureus est un germe aérobie prédominant et anaérobie facultatif. 1l est Catalase + ,
coagulase +, phosphatase +mais ne posséde pas d’activité oxydase (Feinberg et al., 2005;
Taylor et al., 2005). Les S. aureus sont aussi : indole™, acétone +, uréase +, VP +, MR +,
réduisant le tellurite de potassium et les nitrates en nitrites, et produisant de I’ammoniaque

a partir de ’arginine (tableau 2) (Fasquelle, 1974).

Tableau 2 : Différenciation des especes et sous-especes de staphylocoques a coagulase
positive et ou a clumping factor —positif (Le Loire et Gautier, 2010).

2
(%) [+
= @ S =
2 0 » 3 S =)
S | = w | 2 |2 s | E |z 3
(%] Q = b e} o (<)
Caractéres = s | B3 £ & 3 | =2 © = |5 3
» | 3 . | |E |5 | | & |2 %
S wn . ) < S & =
7] n n 7 73 2
4 ‘= ‘= T
L = = =
3 3 a 2
%) %] %] %)
Taille de la colonie + - + + + d - - d - D
Pigmentation de la colonie + - - - - d - D d - -
Croissance anaérobie + +) | () |+ + |+ + d |@ |+ +
Croissance aérobie + @) + + + + + + + + +
Staphylocoagulase + + + D + - + - - - +
Clumping fector + - - - d +) |- D + + -
Thermonucléase + + - + + - 0 - - + +
Hémolyse LA I I d @+ 1O O | |®
Catalase + - + + + + + + + + +
Oxydase modifiée - - - - - - - + + - -
Phosphatase alkaline + + + + + - + D d + +
Pyrrolidonyl arylamidase - ND | ND | - + + ND | - - + ND
Ornithine décarboxylase - ND | ND | - - + ND | - - - ND
Uréase d ND | + D + d + - - - +
B-Glucosidase + - ND | D d + ND | + + - ND
B3-Glucuronidase - - ND | + - - ND | - - - ND
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B-galactosidase - - ND | - + - + - - (+) | ND
Arginine dihydrolase + ND | + + d - - - - + T
Production d’acétoine + - - - - + - - - + +
Réduction du nitrate + - + + + + + + + + +
Hydrolyse de 1’esculine - - ND | - - - ND | + + - ND
Resistance a la Novobiocine - - - - - - - + + - -

Production d’acide (en aérobie a partir de :

D-Tréhalose + - + + + + + + (+) |d -
D-Mannitol + ND | - d |- d + + + - D
D-Mannose + - + + + + d (@ |+ |+ +
D-Turanose + ND | - D (d |ND |ND |ND | ND | - ND
D-Xylose - - - - - + + + d |- -
D-Cellobinose - - - - - ND [(d) |(d) |d - -
L-Arabinose - - - - - ND | D D (0 |- -
Maltose S L I O |+ |+ |@ [ | |- -
Saccharose + + + + + ND | + + + - d
N-Acetylglucosamine + - + + + ND | - - - (+) | ND
Raffinose - - - - - ND | - - - - -

Symboles : +, concerne 90% ou plus des souches ; -, 90% ou plus des souches sont négatives ; d, 11 a 89%
des souches sont positives ; ND, non déterminé. () Indique une réaction retardée.

Il Réservoir de S. aureus

L’homme et les animaux a sang chaud constituent les principaux réservoirs de S. aureus.
Chez I’homme cette bactérie est principalement retrouvée au niveau de la sphere
rhinopharyngée (Federighi, 2005; ANSES, 2011). Ce portage est plus fréquent chez
I’enfant et en milieu urbain (Federighi, 2005). D’autre part le portage intestinal est
observé chez 20 a 30% des adultes. S. aureus a également été isolé des différentes zones

cutanées et proviendrait du portage nasal et intestinal (Federighi, 2005).




Chapitre | Bactériologie du Staphylococcus Aureus

Chez les bovins et ovins S. aureus est retrouvé au niveau des fosses nasales (14% chez les
ovins et 48% chez les bovins) (Hachemi et al.,2021), muqueuses génitales et les
mamelles(Sutra et al., 1998). Les staphylocoques producteurs de coagulase sont
responsables de 23% des mammites cliniques (Guallache et al.,2021)et sub-cliniques chez
les vaches et chez les autres ruminants(ANSES, 2011; Boss et al., 2016) ce qui constitue la
principale source de contamination du lait (Korpysa-Dzirba et Osek, 2011).En effet, les
produits laitiers sont parmi les aliments les plus fréqguemment impliqués dans les flambées
d’intoxications alimentaires staphylococciques (De Buyser et al., 2001; Benkerroum,
2017). Ces bactéries sont également isolées de ’environnement naturel (sol, eau douce et
eau de mer, poussiére, air) ; des denrées alimentaires, du milieu hospitalier, des ateliers de
préparations alimentaires ainsi que de 1’environnement domestique de 1’homme (cuisine,

réfrigerateur) (ANSES, 2011).

IV Meéthode d’isolement et d’identification
1IV.1 Isolement

Les Staphylocoques sont des bactéries peu exigeantes. Elles peuvent étre isolées en
bouillon ou en gélose solide simple tel que la gelose au sang, elles apparaissent de taille
variable (1 a3mm aprés 24h d’incubation).Elles sont circulaires, opaques et I¢gerement
bombées. La pigmentation des colonies peut varier du blanc au jaune jusqu’au jaune
doré(Denis et al., 2007). Les souches typiques de S. aureus peuvent présenter une
coloration jaune dorée entourées d’une hémolysine B (Denis et al., 2016; Tallent et al.,
2016).

Des milieux sélectifs peuvent étre utilisés tels que :

— Le milieu sélectif de Chapman : milieu gélosé hyper salé contenant du mannitol
réservé a I’identification des colonies de S. aureus par la présence d’un halo jaune
(Denis et al., 2016).

— Le milieu Baird Parker(BP) : constitué¢ de peptone, d’extrait de viande et d’extrait
de levure. La présence de pyruvate de sodium favorise la récupération des germes

stressés, il est également enrichi en tellurite de potassium et en jaune d’ceuf, en

glycine (Federighi, 2005).
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1VV.2 ldentification

IV.2.1 Identification du genre

La formation de bulles d’oxygeéne lors de I’introduction de colonies dans du peroxyde

d’hydrogéne(H20,) témoigne de la présence d’une catalase qui permet de différencier

parmi les Cocci a Gram positif, les Staphylocoques, des streptocoques (Denis et al., 2016;
Tallent et al., 2016).

IVV.2.2 Identification de I’espece

Différents tests peuvent étre utilisés pour le diagnostic différentiel entre les espéces S.

aureus et les autres especes :

Recherche de la coagulase libre qui est aussi bien présente chez S. aureus que chez
S. intermedius, S.schleiferisubsp.coagulans, S. hycus et S. pseudo intermedius
(Sutra et al., 1998). Ce test consiste a mettre en évidence I’aptitude de la bactérie a
coaguler le plasma de lapin.

Recherche du facteur d’affinité pour le fibrinogéne (coagulase liée ou clumping
factor). Il est présent chez S. aureus, S. lugdunensis, S. intermedius et S. schleiferi
(Denis et al., 2016), ce facteur est mis en évidence par 1’agglutination rapide du
plasma humain dilué au 1/5°™¢,

Recherche de la protéine A: elle est présente chez S. aureus mais aussi chez
S.schleiferi subsp.coagulans, la plupart des souches de S. hyicus et de rares souches
de S. intermedius, ce test consiste a rechercher 1’agglutination sur lame des
staphylocoques mis en présence d’hématies de mouton sensibilisées par du sérum
de lapin anti-hématies de mouton ou de particules de latex recouvertes d’IgG

(Denis et al., 2016).

1V.2.3 ldentification moléculaire

Depuis 1990, la recherche des genes de S. aureus par PCR ne concerne pas seulement

I’ADN des souches en culture pure, elle est également utilisée pour ’ADN d’extraits

alimentaires. Elle concernait préférentiellement les genes codant des entérotoxines, mais

ces derniers n’étaient pas toujours présents chez S.aureus. Le choix s’est également porté

sur les genes spécifiques de cette I’espece, comme le nuc de la thermonuclease. lkeda et

al. (2005) ont détecté les genes des entérotoxines dans du lait écrémé en poudre
responsable de TIAC (Le Loir et Gautier, 2010).
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V  Pouvoir pathogéne
V.1 Chez ’homme

Du point de vue clinique S. aureus est responsable de plusieurs types d’infections (Sutra et
al., 1998).

— Infection des muqueuses et de la peau :
— Infections viscérales ;

— Maladie de Ritter ;

— Syndrome du choc toxique ;

— Intoxinations alimentaires.
V.1.1 Infections des muqueuses et de la peau

Les infections cutanées peuvent aller de I’état superficiel(staphylococcies bulleuses) a
I’état profond(furoncles) (Sutra et al., 1998). Une étroite relation entre la furonculose et le
SARM communautaire a été formellement établie lors d’une étude menée par Frazee et al.
en 2005. Les angines, les sinusites et les otites sont les principales infections des
mugqueuses (Sutra et al., 1998). La multiplication et la dissemination de S. aureus dans la
circulation sanguine résulte soit d’une infection cutanéo—muqueuse (plaies infectées ou de
furoncles) soit en milieu hospitalier par les cathéters veineux ou les sondes urinaires, le

germe pénetre par les micro- lésions cutanées (Sutra et al., 1998).
V.1.2 Infections viscérales

Certaines infections viscérales telles que la pneumonie, la pyélonéphrite, la méningite,
I’ostéomyélite 1’abcés conjonctif et ’endocardite peuvent tre consécutives ou non a une

septicémie (Le Minor et VVéron, 1984; Sheagren, 1984).
V.1.3 Les Syndromes

S.aureus produisent une a plusieurs toxines particuliéres mises en cause dans certains

syndromes tels que (Sheagren, 1984; Ladhani et al., 1999) :

— La maladie de Ritter du nouveau-né (figure2) ou syndrome de la peau ébouillantée
(Staphylococcal scalded skin syndrome dite aussi : SSSS) : il s’agit d’un syndrome
provoqgué par les toxines épidermolytiques appelées ETA et ETB touchant le nouveau-
né, I’enfant de moins de 5 ans et plus rarement les adultes (Yamasaki et al., 2005b). 1l
se traduit par un décollement bulleux des couches superficielles de 1’épiderme

(Sheagren, 1984).
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Figure 2 : Syndrome de la peau ébouillantée (site web)

— Syndrome du choc toxique staphylococcique : En 1980 plusieurs cas ont été observés
suite a l’utilisation de tampons super absorbants pendant la période menstruelle
(Lowy, 1998). Des cas non menstruels ont fait suite a des interventions chirurgicales
survenant dans les48h et jusqu’a 8semaines en post-opératoire par I’infection du site
opératoire. Cette pathologie est due a 1’action de toxines staphylococciques appelées
super antigenes, et se traduit par des déréglements physiologiques multiples
(hyperthermie, diarrhées, vomissements, détresse respiratoire aigie, rougissement

cutané, hypotension artérielle) (Mc Cormick et al., 2001; Murray, 2005).
V.1.4 Les toxi-infections alimentaires (T1A)staphylococciques

Les TIA dues a S.aureus ne sont pas des pathologies graves mais sont relativement
fréquentes plus que ne le laissent croire les statistiques qui ne comptent que les cas de TIA
collectives (Sutra et al., 1998).Une toxi-infection alimentaire collective (TIAC) se
caractérise par I’apparition d’aux moins deux cas d’une méme maladie a symptomatologie
généralement gastro-intestinale, dont la cause peut étre rapportée a un méme aliment
(Delmas et al., 2006). Les TIAC a staphylocoque sont dues a I’ingestion d’une toxine
protéique (entérotoxines) préformée dans I’aliment par des souches entérotoxinogenes de
staphylocoques a coagulase positive, certaines conditions doivent étre réunies pour que

I’aliment devienne toxique.
Une TIAC n’est confirmée que si :

— Le dénombrement de S. aureus dans I’aliment suspecté est supérieur a 10° unités

formant colonies.

— Détection des entérotoxines dans ’aliment incriminé.
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— Isolement a partir des féces des malades et de la matrice alimentaire d’une souche de
S.aureus de méme lysotype (Bryan et al., 1997).

— C’est I’ingestion d’entérotoxines et non des staphylocoques qui est responsable des
symptomes des TIA a S.aureus, il aurait été plus intéressant de rechercher les
entérotoxines préformées dans 1’aliment que la bactérie elle-méme pour juger de la
salubrité d’un aliment d’autant plus qu’en I’occurrence, la bactérie est moins stable
que les toxines qu’elle produit, mais les méthodes de détection des entérotoxines sont
couteuses, parfois difficiles a interpréter et ne permettent pas de détecter toutes les
entérotoxines (Federighi, 2005).

Les foyers sont classés en 3 catégories (Bryan et al., 1997) :

e Confirmés: lorsque 1’agent pathogéne est mis en évidence a partir d’un
préeléevement alimentaire ou de selles ou de sang.

e Suspectés : lorsque 1’agent pathogéne n’a pas été mis en évidence, mais qu’il est
suspecté a I’aide d’orientation étiologique prenant en compte, I’aliment consommeé,
la durée d’apparition des symptomes et les signes cliniques.

e Inconnus : lorsque I’agent pathogene n’est ni confirmé ni suspecté.
V.1.4.1 Epidémiologie des toxi-infections alimentaires collectives (TIAC)

Les TIAC sont généralement bénignes mais peuvent devenir graves chez les personnes
fragiles telles que les nourrissons ou les personnes agées (Bacha, 2015). En 2005,23 états
membres de I’European Food Safety Autority (EFSA) ont présenté 5311 foyers touchant
47251personnes et provoquant le déces de 24 personnes. L’agent pathogeéne incriminé en
premier lieu a été Salmonella spp. avec 63,6%des foyers, vient ensuite Campylobacter
avec 9,2% des foyers, les virus avec 6% puis les entérotoxines staphylococciques avec
3,1%des foyers (EFSA, 2006). Cependant nombreux sont les auteurs qui considérent que
S. aureus est une des causes majeures de TIAC. En effet, les agents pathogenes les plus
fréquemment suspectés lors de la survenue de TIAC étaient toujours les agents toxiniques.
S. aureus, Bacillus cereus et Clostridium perfringens représentant globalement 70% des
TIAC ou un agent a été suspecté (INVS, 2019).En France I'institut de veille sanitaire a
recensé 5847 foyers de TIAC dans la période entre 1996-2005dont 1100 avaient pour
origine S.aureus (INVS, 2012). L’incidence varie d’un pays a un autre selon le systéme de

surveillance mis en place (INVS, 2009).
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En Algérie, les cas de toxi-infections alimentaire collective ne sont pas systématiquement
déclarés malgré I’exigence de 1’Arrété N°179MS/CABdul7/11/90 fixant la liste de
maladies & déclaration obligatoire et les modifications de notification et la circulaire
N°1126/MS/DP/SDPG du 17/11/90 relative au systéeme de surveillance des maladies
transmissibles. En 2015, le taux d’incidence des TIAC était de 15,67 cas pour 100.000
habitants (INSP, 2015). En effet ce probléme prend de I’ampleur en saison estivale car le
consommateur a tendance a se diriger vers la restauration rapide ou les régles d’hygiene

sont souvent absentes (Bacha, 2015).
V.1.4.2 Signes cliniques

La période d’incubation et la sévérit¢ des symptomes dépendent de la concentration
d’entérotoxines ingérées et de la sensibilité individuelle (Harvey et Gilmour, 2000). La
maladie se limite genéralement a des symptémes gastro-intestinaux mais peut parfois étre
plus grave, voire mortelle. La durée d’incubation est courte et le tableau clinique se
caractérise par des nausées, des maux de téte, des vomissements séveres, des crampes
abdominales et des diarrhées pouvant entrainer la mort des personnes les plus vulnérables

(personnes agées et les enfants en bas age) (Tarekgne et al., 2016).

V.2 Chez I’animal

Chez les animaux, S. aureus est responsable de plusieurs pathologies telles que :
V.2.1 Staphylococcie du lapin

S. aureus est un germe commensal de la peau des lapins, de distribution universelle. 11 est
responsable de septicémies mortelles chez le jeune dans le nid ou comme une
inflammation de presque tous les organes et tissus chez sujets plus agés, les lapins adultes

peuvent présenter des mamelles cyanosées d’ou le nom de Blue breasts (Aiello, 2002).
V.2.2 Staphylococcie des volailles

Partout ou les volailles sont élevées S. aureus semble présent, il fait partie de la flore
normale de la peau et des muqueuses. Plusieurs infections ont été signalées suite a la
contamination souvent par des plaies accidentelles telles que l’infection des os, des
articulations des gaines tendineuses, du bréchet, de la peau, du foie, des poumons et des
paupieres. La mort est souvent rapide chez les poules pondeuses par septicémie (Aiello,
2002).
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V.2.3 Les mammites staphylococciques

Selon I’espéce bactérienne en cause, les infections mammaires se manifestent soit par des
mammites sub-cliniques ou cliniques et le passage d’un état a un autre se fait dans les deux
sens (Gourreau et Bendali, 2008). En elevage, elles représentent les principales
pathologies chez les femelles en lactation (vaches, chévres et brebis).C’est les infections
mammaires qui sont souvent sub-cliniques chez la vache et passent inapercues, alors
qu’elles sont gangrencuses chez la brebis et la chévre. Lors de mammites bovines,
plusieurs agents pathogénes sont mis en cause, mais historiquement les Staphylocoques,
les Streptocoques et les coliformes sont considérés comme les plus fréquents (Thomas et
al., 2015). S. aureus serait responsable de 20a 40% des mammites sub-cliniques et de 15 a
30% des mammites cliniques (Hermier et al., 1992). Quelques unités formant colonie
(UFC) suffisent pour induire une pathologie, ce qui indique que ce pathogéne opportuniste

s’est bien adapté a I’environnement intra mammaire.

La majorité des mammites sont provoquees par des staphylocoques a coagulase négatives,
mais celles provoquées par S.aureus sont caractérisées par une forte inflammation qui céde
rarement aux traitements par les antibiotiques (Rainard, 2005). L’industrie laitiére semble
étre plus menacée par les mammites sub-cliniques qui sont 40a 50 fois plus fréquentes que

les mammites cliniques (Marimuthu et al., 2014).

Un examen minutieux de la mamelle doit étre appliqué systématiquement avant chaque
traite pour détecté les signes de mammites cliniques. Afin de jeter le lait anormal et de
traiter I’animal touché le plus rapidement possible et minimiser les risques de transfert de
I'infection(Andrews et al., 2008). Néanmoins, les mammites sub-cliniques sont a 1’origine
d’un afflux de cellules dans le lait du quartier atteint et ne manifeste aucun signe clinique
visible (Gourreau et Bendali, 2008). Ce qui peut conduire a des pertes de production trées
importantes (Hovinen et Pyorala, 2011; Mamache et al., 2011) et a la propagation de
I’infection au sein du troupeau laitier a I’occasion d’une traite soit par les mains du trayeur
ou par l'utilisation d’une méme lavette sur plusieurs vaches ou les manchons trayeurs
(Gourreau et Bendali, 2008). La perte économique engendrée par les mammites réside
dans la diminution de la production laitiere et de la qualité du lait des quartiers infectés car
le lait «a cellule » est moins riche en lactose et en caséine (Durel et al., 2011)ainsi que
dans la réforme précoce de I’animal atteint, les frais de traitement vétérinaire et
I’¢limination des laits de mammites cliniques et des laits contenant des résidus

d’antibiotiques (Seegers et al., 2003). Du point de vue sanitaire S.aureus représente un
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réel danger pour le consommateur car la plupart des souches isolées du lait produisent des
entérotoxines. Les fabrications & base de lait cru peuvent étre altérées suite a

I’ensemencement du lait de mélange par des laits provenant de glandes infectées.

V.2.3.1 Symptdmes

Chez la vache lorsque la mamelle est nouvellement contaminée par S. aureus I’infection
passe d’abord par une phase d’état ou la concentration cellulaire est supérieure
al million/ml. Le quartier infecté devient chaud, enflé, douloureux avec des grumeaux
dans le lait, cette phase peut aussi s’accompagner d’une hyperthermie et d’une perte
d’appétit. Elle est suivie par une phase sub-clinique sans symptomes cliniques avec comme
seul signe 1’¢lévation de la concentration cellulaire (entre 200.000et 2 millions/ml), ce
passage a la chronicité est le plus fréquent, environ 80% des nouvelles infections persistent
pendant toute la lactation (Rainard et Poutrel, 1982). Dans certains cas la mammite passe
directement sans signes préalable vers un état suraigue ou I’animal est retrouvé en
décubitus avec une mamelle tres enflée et douloureuse et un lait sereux a sanguinolent,cette
forme se transforme parfois en mammites gangreneuse ischiemique avec cloration bleuatre
du quartier atteint,la mort survient dans certains cas ou sinon une perte de la glande atteinte

par une nécrose (Le Loir et Gautier, 2010).
V.2.3.2 Prévalence des mammites Staphylococciques

L’implication de S.aureus dans le lait mammiteux a été démontrée dans plusieurs études
menées dans le monde, nous n’avons repris que quelques-unes dans le tableau 3 afin de

donner une idée sur les mammites staphylococciques, en particulier en Algérie.
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Tableau 3 : Prévalence des mammites a S. aureus dans le monde.

Pays % de S.aureus Référence

République Tcheque 9 (Cervinkova et al., 2013)
République Tcheque 29,7 (Vlkova et al., 2017)
Inde 37,50 (Sharma et al., 2015)
Chine 77,38 (Ren et al., 2020)
Ethiopie 51,2 (Abebe et al., 2016)
Chine 46,2 (Wang et al., 2018)
Algérie 8,5 (Zaatout et al., 2019b)
Algérie 5,30 (Zaatout et al., 2019a)
Algérie 62,2 (Achek et al., 2020)
Algérie 29,81 (Akkou et al., 2016)
Algérie 40 (Saidi et al., 2013)

VI Facteurs de virulence staphylococciques

La production de toxines est généralement retrouvée chez les staphylocoques a coagulase
positive, ce qui a sans doute contribué a leur prédominance lors des infections. La
production d’enzymes extra cellulaires telles que les protéases, lipases, et les nucléases
thermostables est une particularité commune a ces espéces (Scott Mc Vey et al., 2013) . S.
aureus provoque un large éventail d'infections qui sont liées a de nombreux facteurs de
virulence impliqués dans 1’adhésion, 1’échappement aux défenses immunitaires, la
pénétration et la diffusion du germe dans les tissus (Wright et al., 2005) . Ces facteurs sont
soit associés a la paroi de la bactérie(facteurs d’adhésion: protéine A polyosides
capsulaires et clumping factor) soit libérés dans I’environnement de la bactérie (coagulase,

toxine, enzyme) (Sutra et al., 1998; Freney et al., 2000).
V1.1 Facteurs liés a la paroi
VI1.1.1 Facteurs d’adhésion

L’adhésion constitue la premiere étape lors d’une infection, elle se fait par deux
mécanismes : le premier non spécifique mettant en jeux des liaisons hydrophobes, le
second spécifique est assuré par des adhésines parmi lesquelles les adhésines associées au

peptidoglycane de la bactérie par des liaisons covalente appelées Microbial Surface
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Components Recognizin Adhesive matrix Molecules (MSCRAMM) (Chavakis et al.,
2005).

VI1.1.1.1 Protéine A

La protéine A(Spa) est une protéine de surface majeure chez S. aureus. Elle est qualifiée de
facteur de virulence pléiotropique, de par ses roles dans I’interaction avec 1’hote(Le Loir
et Gautier, 2010). C’est une exoprotéine de 42KDa qui est présente sous forme sécrétée
ou liée a la paroi (Shopsin et al., 1999; Ruppitsch et al., 2006) . Elle permet a S. aureus
de lier les Ig afin d’échapper a I’immunité humorale (DeFranco et al., 2009). Elle est aussi
appelée Spa et fut la premiere MSCRAMM décrite, elle assure la liaison de S. aureus au
facteur de Von Willebrand présent au niveau des lésions épithéliales (Navarre et
Schneewind, 1999; Hartleib et al., 2000 ).

V1.1.1.2 Polyosides capsulaires

Ils sont produits chez 90% des souches de S.aureus (Thakker et al., 1998). Deux sérotypes
prédominent le sérotype 5 et 8. Ils forment des microcapsules pouvant masquer la paroi, ce
qui permet au germe d’échapper a la phagocytose (Foster, 1991; Sutra et Poutlrel, 1994 ;
Lee, 1996) en empéchant ’opsonisation par les neutrophiles. Ils sont aussi associés a une

augmentation de la virulence chez I’animal(Thakker et al., 1998).
V1.1.1.3 Adhésines

Ce sont des protéines de surface qui permettent a S. aureus de se lier a différentes protéines

de I’hdte (Harraghy et al., 2003). Elles permettent la fixation :

¢ A la fibronectine (Fn) grace aux FnBPA et FnBPB (Fibronectine Binding
Proteins) : Fn se trouve a la surface des cellules épithéliales et endothéliales et peut
étre un facteur favorisant la colonisation bactérienne lors de CAPD (dialyse
péritonéale ambulatoire continue),péritonites, d’endocardite invasive et de
mammites des ruminants (Foster et McDevitt, 1994).

¢ Au fibrinogéne grace aux CIfA et CIfB (Clumping Factors) : La fibronectine et le
fibrinogéne sont des glycoprotéines sous forme soluble dans le plasma et sous forme

insoluble dans la matrice extracellulaire.

Par ces deux facteurs d’adhésion (FNBP el CIf) S. aureus a la capacité d’adhésion aux

cellules de I’hdte mais également aux biomatériaux tels que les cathéters (Menzies, 2003).
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¢ Au collagéne grace aux Cna (Collagen binding protein) qui sont souvent retrouvés
lors d'ostéomyélite et d'arthrite septiques, ils adherent presque toujours au collagéne
et au cartilage in vitro (Patti et al., 1992). Les Cna sont des déterminants majeurs
lors d’ostéomyélites et d’arthrites septiques causées par S. aureus (Patti et al.,
1994).

Tous ces mécanismes d’attachement permettent une adhésion aux cellules de 1’hote et leur

colonisation (Rowling et al., 2010).
V1.2 Facteurs libérés dans ’environnement de la bactérie :
V1.2.1 La coagulase

La coagulase est une protéine de 60kDa capable de fixer le fibrinogéne (Bodén et Flock,
1989). Elle entraine la coagulation du plasma sanguin aboutissant ainsi a la formation d’un
thrombus (Foster, 1991; Sutra et Poutlrel, 1994 ; Lee, 1996) par sa liaison a la
prothrombine formant un complexe coagulase-prothrombine appelé staphylothrombine qui
entraine la polymérisation du fibrinogéne en fibrine (Kawabata et al., 1985).

V1.2.2 Les enzymes
V1.2.2.1 Protéases

Quatre protéases extra- cellulaires majeures sont produites par S.aureus : la sérine protéase
(SspA) et la cystéine protéase (SspB) qui sont traduites par le méme ARNm. La
métalloprotéase ou auréolysine (Aur) et une autre cystéine protéase (ScpA) codées par des

loci différents. Ces protéases régulent I’adhésion de la bactérie (Rice et al., 2001).
V1.2.2.2 Lipases

Les lipases sont des enzymes associées a la virulence de S.aureus. Elles contribuent a la
survie de la bactérie en inactivant les lipides bactéricides. Elles interferent avec la fonction
granulocytaire de I'hdte (Rollof et al., 1988; Rollof et al., 1992) et clivent les acides gras
de la peau et favorisent la pénétration de la bactérie a travers la barriére cutanéo- muqueuse
(Long et al., 1992).

V1.2.2.3 FAME (Fatty Acid Modifying Enzyme)

S. aureus exprime une enzyme modifiant les acides gras bactéricides (Long et al., 1992) en
estérifiant les groupements acides gras en cholestérol. La production de FAME est le

principal mécanisme de résistance aux lipides bactéricides. Environ 80% des souches de S.
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aureus élabore la FAME, mais la quantité produite par différentes souches varie
considérablement, et seuls les staphylocoques producteurs de FAME semblent capables de
survivre dans les tissus de I'note (\Wadstrom et al., 2012).

V1.2.2.4 Staphylokinases

Les staphylokinases sont impliquées dans la formation de foyers septiques secondaires par
’activation du plasminogéne en plasmine conduisant a la dislocation du thrombus riche en
bactéries. Elles se lient aux a-défensines qui sont des peptides bactéricides secrétés par les
neutrophiles de 1’hdte, cette liaison abolit leurs propriétés bactéricide (Bokarewa et al.,
2006). Ces enzymes permettent aussi de cliver les 1gG et le fragment C3b du complément

qui vont se fixer sur la paroi pour empécher la phagocytose (Foster, 2005).
V1.2.2.5 L’hyaluronidase

L’hyaluronidase a été décrite aussi bien chez les bactéries a gram positif que celles a gram
négatif. C’est une enzyme qui dégrade principalement l'acide hyaluronique, un composant
majeur de la matrice extracellulaire de I’homme, elle constitue un moyen d’envahissement
des tissus et une source d’énergie et de carbone (Cheng et al., 1995; Stern et Jedrzejas
2006).Cette enzyme diminue la viscosité des fluides corporels et est également impliquée
dans la pathogenese bactérienne et la propagation des toxines (Girish et Kemparaju,
2007).

V1.2.2.6 Catalase

La catalase est une enzyme qui permet de différencier entre les staphylocoques et les
streptocoques (Brooks et al., 2004). Elle favorise la conversion du peroxyde d'hydrogene,
un oxydant puissant et potentiellement nocif, en eau et oxygene moléculaire (Aarestrup et
al., 1999). Sa principale fonction dans les cellules est donc d'empécher I'accumulation de
niveaux toxiques de peroxyde d'hydrogéne formé comme sous-produit des processus
métaboliques (Mustafa, 2014).

V1.2.3 Les toxines

Elles sont généralement décrites comme étant des substances toxiques qui ont un effet

nocif direct sur ’hote (Otto, 2014). Elles sont divisées en 3 groupes :

e Les toxines a tropisme membranaire ;
e Les exfoliatines;

e Les toxines superantigéniques.
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V1.2.3.1 Les toxines a tropisme membranaire

La membrane cellulaire est la cible de beaucoup de toxines parmi elles celles élaborées par
S.aureus (Otto, 2014). Ces toxines engendrent soit la formation de canaux membranaires
dans les cellules cibles laissant passer les ions (Le Loir et Gautier, 2010), elles sont donc
cytolytiques (Otto, 2014), soit une déstabilisation des structures membranaires par action
enzymatique (Le Loir et Gautier, 2010). Elles sont divisées en 4classes : les hémolysines

a, B et O et les toxines a deux composants.
VI1.2.3.1.1 L’hémolysine a

C’est un polypeptide de 33 kDa sécrété par 95% des souches cliniques de S. aureus
(Grumann et al., 2014). Elle est codée par le géne HLA et secrétée sous forme de
monomeére qui se regroupe en heptamére lytique dans la membrane plasmique des cellules
cibles telles que les érythrocytes, les lymphocytes, les plaquettes, kératinocytes et les
fibroblastes humain (Song et al., 1996). Les propriétés cytotoxiques de I’hémolysine o
résultent de la formation de canaux et la mort des cellules résulte des fuites d'ions, d'eau et
des molécules de faible poids moléculaire hors et dans la cellule (Bhakdi et Tranum-
Jensen, 1991).

V1.2.3.1.2 L’hémolysine p (sphingomyélinase C)

Les sphingomyélinases sont des diesters hydrolases phosphoriques qui clivent les
sphingomyélines, le sphingolipide le plus abondant dans la membrane eucaryote (Flores-
Diaz et al., 2016). L’hémolysine B est hautement active sur les érythrocytes de mouton
mais inactive sur ceux du lapin (Dinges et al., 2000). La différence de susceptibilité pour
les érythrocytes peut étre due aux différentes teneurs en sphingomyéline (Doery et al.,
1965). Cette toxine est produite en grande quantité dans les souches isolées des mammites
bovines (Aarestrup et al., 1999) et les infections chroniques de la peau chez I’homme
(Katayama et al., 2013).

V1.2.3.1.3 L’hémolysine 6

L’hémolysine 6 est un petit peptide de 26aa qui se présente sous forme d’une hélice o avec
des domaines hydrophobes (Janzon et Arvidson, 1990). Cette forme lui confére la
capacité de créer des cylindres hydrophobes sur la membrane cellulaire. Elle est produite

par 97%des souches de S.aureus (Le Loir et Gautier, 2010).
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VI1.2.3.1.4 Les toxines a deux composants

Ce sont des toxines composées de deux proteines distinctes, le composé S pour «Slow» et
le composé F pour «Fast». Elles agissent de fagon synergique sur la membrane cellulaire,
le composé S se fixe en premier sur la membrane de la cellule cible pour interagir par la
suite avec le composé F aboutissant ainsi a la perméabilisation de la membrane(Miles et
al., 2006).

VI1.2.3.1.4.1 Leucocidine Panton Valentine (LPV)

La leucocidine Panton-Valentine (PVL) est une cytotoxine produite par S. aureus. Elle a
une activité lytique spécifique contre les cellules polymorphonucléaires, monocytes et
macrophages chez I'nomme et le lapin (Cribier et al., 1992). LPV n’est produite que par
2a3% des souches de S.aureus (Gravet et al., 1998). Elle est composée de deux protéines
LukS-PV et LUKF-PV qui sont secrétées séparément, puis s’assemblent en octamére a la
surface des cellules cibles pour former un pore (Prévost et al., 1995). La leucocidine
Panton-Valentine (LPV) est principalement associée a des lésions suppuratives
nécrotiques, telles les furoncles et les abces dans la peau et le tissu sous-cutane, mais il a
également été isolé chez des patients atteints de pneumonie sévere et nécrosante (Gillet et
al., 2002; Yamasaki et al., 2005a).

VI1.2.3.1.4.2 L’hémolysine y

L’hémolysine vy existe sous deux formes, liées a la synthese de deux composés S (HIgA et
HIgC) et un composé F(HIgB). Elle est active sur les érythrocytes et les leucocytes et

produite par toutes les souches de S. aureus (Dinges et al., 2000; Menestrina et al., 2001).
VI1.2.3.1.43 LuKDE

Cette toxine n’est pas active sur les érythrocytes mais possede une activité
dermonécrotique et des propriétés leucotoxiques moindre que la LPV (Gravet et al.,
1998).

V1.2.3.2 Les exfoliatines

Les toxines exfoliantes (ET), également appelées toxines épidermolytiques, sont des
protéases spécifiques a S.Aureus (Bukowski et al., 2010). Elles sont a 1’origine du
syndrome d’exfoliation généralisée et de 1I’impétigo bulleux staphylococcique (Yamasaki
et al., 2005b). Les toxines exfoliantes sont associées au clivage des jonctions des

kératinocytes et des adhésions cellule-cellule dans I'épiderme de I'hdte, ce qui peut
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provoquer l’apparition de Iésions bulleuses, actuellement quatre exfoliatines ont été
décrites: ETA, ETB, ETC,ETD ; en pathologie humaine ETA et ETB sont les plus

retrouvées (Yamasaki et al., 2005b).
V1.2.3.3 Les toxines super antigéniques

Les superantigénes staphylococciques sont un groupe de protéines pyrogénes de haut poids
moléculaire qui ont en commun une puissante activité stimulante pour les lymphocytes T
incluant CD4,CDS8 et les cellules gamma delta+ de plusieurs especes(Fleischer, 1994).
S.aureus produit une large gamme d'exoprotéines, y compris les entérotoxines
staphylococciques (SEs), la toxine du choc toxique staphylococcique (TSST-1) (Dinges et
al., 2000).

V1.2.3.3.1 La toxine du choc toxique staphylococcique(TSST-1)

La toxine responsable du syndrome du choc toxique staphylococcique est une toxine
possédant des propriétés super antigéniques. Elle a la capacité d’activer les lymphocytes
Tvia la liaison au CMH de classe II et aux chaines VP du récepteur des cellules T (Jupin et
al., 1988; Kulhankova et al., 2014) et de sécréter les lymphokines, elle induit également
la prolifération et la sécrétion d'immunoglobulines au niveau des cellules B de I’homme
(Wood et Holsapple, 1993).

VI1.2.3.3.2 Les entérotoxines

S.aureus est la cause la plus commune de gastroenterites faisant suite a la consommation
d’aliments contaminés dans lesquels des souches de S. aureus entérotoxinogenes se sont
développées et ont produit des toxines dont I’effet s’exerce sur le tractus intestinal d’ou
leur nom d’entérotoxines (Bhatia et Zahoor, 2007). Les entérotoxines staphylococciques
(SE) appartiennent a la famille des exoprotéines pyrogéniques produites par certaines
souches de S.aureus et de Streptococcus pyogenes ,bien qu’elles ait en commun des
propriétés biologiques telles la pyrogénicité et 1’activation de lymphocytes T ; elles sont
avant tout responsables de toxi-infections alimentaires (Le Loir et Gautier, 2010). Les
entérotoxines staphylococciques (SE) sont des protéines qui ont des poids moléculaires de
27 000 a 34 000. Elles sont résistantes aux enzymes protéolytiques, relativement stables a
la chaleur et sont solubles dans 1’eau et les solutions salines. Sur la base de leurs
caractéristiques entérotoxigéniques, 11 types ont été identifiés : SE type A (SEA), SEB,
trois types de SEC (SEC1, SEC2, etSEC3), SED, SEE et, récemment, SEG, SEH, SEI et

SEJ (Genigeorgis, 1989; Ren et al., 1994). Seules les toxines induisant une activité
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émétique sont désignées SE les autres pour lesquelles aucune activité émétique démontrée
sont appelées « staphylococcal enterotoxin-like » (SEI) (Jarraud et al., 2001). Plus de
95% des cas d'intoxination alimentaire staphylococcique sont causées par SE de Types
(SEA a SEE) ce qui les définit comme des entérotoxines classiques (Tirado et Schmidt,
2001; Rosec and Gigaud, 2002; Cremonesi et al., 2005 ; Pinto et al., 2005).

VI1.2.3.3.2.1 Caractéristiques des entérotoxines

Ce sont des protéines monomériques de faible masse moléculaire (25 & 29 kDa) dont le
point isoélectrique varie entre 5,7 a 8,6.La présence de deux résidus demi—cystine conduit
a la formation d’une boucle cystine dans la conformation de la molécule. Cette boucle
semble influencer I’activité émétique (Doyle et al., 2001) qui est aussi influencée par la
présence d’un pont disulfure nécessaire a leur conformation. Les entérotoxines sont trés
stables, elles résistent dans le tube digestif aprés ingestion a 1’action de la plupart des
enzymes telles que la trypsine et la pepsine. Neanmoins SEB etSECL1 ont pu étre digérées
par une digestion trypsique modérée au niveau du pont disulfure. Elles sont tres
thermorésistantes et résistent plus dans les aliments qu’en milieu de culture (Easman et
Adlam, 1983). L'activité des entérotoxines reste inchangée méme apres transformation des
aliments (McKlauchlin et al., 1999; Martin et al., 2004). L’inactivation totale des
entérotoxines est fonction de la quantité d’entérotoxines, du pH et de la composition du
milieu ; elle est de 5a 30mn a 121°C et de plusieurs heures a des températures comprises
entre 80 et 100°C. L’influence du pH dépend des entérotoxines mais la stabilité serait
maximale a pH neutre (Sutra et al., 1998). La pasteurisation peut tuer le S. aureus, mais
les entérotoxines thermostables maintiendront l'activité biologique et provoqueront une

intoxination alimentaire chez I'homme (Easman and Adlam, 1983; Thaker et al., 2013).
V1.2.3.3.2.2 Les supports génétiques

La caracteéristiqgue commune des génes spécifiant les SE appartiennent a un élément

génétique mobile comme :

— Les Plasmides (seb, sed, sej) (Bayles et landolo, 1989).

— Les phages(tempérés pour sea ou défectif pour see (Betley et Mekalanos, 1985).

— Les ilots génomiques (seb, sec, seg, seh, sei, sek, sel, sem, sen, seo, sep et seq)
(Fitzgerald et al., 2001).
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La localisation (tableau 04) de ces génes sur des éléments mobiles peut entrainer un

transfert génétique horizontal entre les souches de S.aureus comme pour le géne seb qui est

situé sur le chromosome chez certains isolats (Shafer et landolo, 1978), alors qu’il était

localisé sur un plasmide chez d’autres souches de S.aureus (Shalita et al., 1977). La

régulation de I’expression des facteurs de virulence chez S. aureus est controlé par le

systeme agr (accessory gene regulator) (Novick et Skurry, 1990). En combinaison avec le

systeme sar (staphylococcal accessory regulator) (Cheung et al., 1992). L’expression des

génes seb, sec et sed a été démontrée dépendante du systéme agr alors que I’expression de

sea et sej est indépendante (Tremaine et al., 1993).

Tableau 4 : Support génétique de certains genes d’ES (Le Loir et Gautier, 2010).

Geéne

sea

seb

secl
sechov
sed
see

seg

seh
sei
sej
sek
sel
sem

sen*

Localisation genétique

Prophage

Chromosome

Plasmide, transposon
Plasmide

Ilot de pathogénicité

Plasmide (p 1B485)

Phage défectif

Enterotoxin gene cluster (egc),
chromosome

Elément génétique mobile putatif
Egc,chromosome

Plasmide (p 1B485)

Ilot de pathogénicité

Ilot de pathogénicité
Egc,chromosome

Egc,chromosome
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(Couch et al., 1988)
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(Fitzgerald et al.,2001)
(Jarraud et al.,2001)
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seo* Egc,chromosome (Jarraud et al., 2001)
sep Prophage (Sa3n) (Omoe et al., 2005)
seq Ilot de pathogénicité (Jarraud et al., 2002)
ser Plasmide (Omoe et al., 2003)
seu egc, (fusion entre entl et ent2), (Letertre et al., 2003)
chromosome
seu?2 egc,,(délétion partielle dans les (Thomas et al., 2006)
pseudogénes Qentl et Qent2),
chromosome.
sev egc,(recombinaison entre selm et (Thomas et al., 2006)

sei),chromosome

(*) Renommée d’apres la note corrective publiée dans J.Immunol, 2001,166 :4260.

V1.2.3.3.2.3 Meécanismes d’action

Les entérotoxines sont responsables de deux fonctions bien distinctes localisées dans deux
protéines (Dinges et al., 2000; Federighi, 2005) :
» L’activité émétique :

L’activité émétique des entérotoxines repose sur leur capacité a provoquer une réponse
émétique lorsqu’elles sont ingérées alors que les autres superantigénes ne sont pas
émétiques (Dinges et al., 2000). L’effet émétique impliquerait un processus dont les
premieres étapes restent inconnues. Certaines études émettent 1’hypothése que les
entérotoxines se fixeraient sur des récepteurs abdominaux mal élucidés provoquant des
vomissements suite a une réaction inflammatoire induite par I’interaction des entérotoxines
avec ces récepteurs (Doyle et al., 2001). Certaines études suggérent que les SE agissent
directement sur 1’épithélium intestinal (Munson et al., 1998) et sur le nerf vague
provoguant une stimulation des centres émétiques et du transit intestinal (Arbuthnott et
al., 1990). La quantité de SE capable de provoquer des toxi-infections alimentaires dépend
de la sensibilité individuelle et du type de SE. En effet, chez le singe, la dose émétique
(EDso) de SEA-SEE varie de 5 a20ug par animal (Easman et Adlam, 1983), alors que
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pour les humains qui sont plus sensibles, la dose ingérée qui a provoqué des vomissements
lors de TIAC a été estimée a 100-200ng(0,1-0,2ug) par personne (Evenson et al., 1988).
D’autres études ont montré qu’une dose de 30pug de SEH avait provoqué des vomissements
lors de son administration orale chez le singe (Su et Wong, 1995). L’une des
caractéristiques communes a toutes les SE est la présence de pont disulfure qui semble
jouer un réle important dans I’activit¢ émétique bien que SEI ne possede pas de pont
disulfure mais est pourvue d’une activité super antigénique et émétique a la fois, mais cette

derniere semble moins marquée que chez les autres SE (Munson et al., 1998).
> L’activité super antigénique

L’activité super antigénique des entérotoxines stimule un nombre important de
lymphocytes T entrainant ainsi une production importante de cytokines pro-inflammatoires
(Doyle et al., 2001). Elle résulte de I’interaction directe de SE avec les cellules T
réceptrices d’antigene (TCR) qui est un hétérodimeére glycosylé composé de chaines a, J,
0, v et le complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) qui sont des complexes protéiques
exposés a la surface des CPA(cellules présentatrices d’antigéne). Cette reconnaissance est
une étape preliminaire dans la réponse immunitaire cellulaire et dans sa spécificité. I n’y a
que quelques cellules T qui peuvent reconnaitre un antigéne spécifique présenté par les
CMH d’une CPA (Mc Cormick et al., 2001). Les toxines super antigeniques interagissent
avec de nombreuses cellules T par reconnaissance de chaines V[ spécifiques des TCR.
Elles sont capables d’associer les TCR et le CMH de classe II des CPA. Il semble qu’une
interaction entre les SE et le CMH soit requise pour la liaison a la chaine VB des CPA.
Cette derniere entraine 1’inactivation non spécifique et la prolifération des cellules T ainsi
qu’une sécrétion massive d’interleukines qui semble étre impliquée dans la toxicité des SE.
Suite a cette interaction, une activation massive des cellules T se produit entrainant ainsi le

syndrome de choc toxique (Mc Cormick et al., 2001).
V1.2.3.3.2.4 Méthodes de détection des entérotoxines

Les SE sont la principale cause d'intoxication alimentaire et sont associées a un type de
diarrhées résultant de l'ingestion d'une ou plusieurs entérotoxines présentes dans les
aliments contaminés par ces bactéries (Dinges et al., 2000). Trois types de méthodes sont
principalement utilisées pour détecter les toxines bactériennes dans les aliments: les
méthodes biologiques, les méthodes immunologiques; et les méthodes de biologie
moléculaire (Fetsch, 2018).
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= Techniques biologiques

Des techniques biologiques utilisées dans le temps sur les singes et plus recemment sur les
musaraignes musquées consistaient a observer la réponse émétique aprés administration
intragastrique d'aliments. Cependant, le nombre de SE provoquant des intoxications chez
ces animaux était considérablement plus élevé que ceux impliqués dans une intoxication
alimentaire humaine (Surgalla et al., 1953; Ono et al., 2008; Fetsch, 2018).D’autres
méthodes utilisant I’activité super antigénique des SEA ont été développées. Elles
permettent de détecter des concentrations de ’ordre de la picamole, ce qui a donc peu
d’intérét pour les laboratoires impliqués dans les contrdles officiels des toxi-infections
alimentaires (Hawryluk et Hirshfield, 2002).

= Techniques immunologiques

Cing kits sont utilisés pour la recherche des enterotoxines : trois se basent sur la technique
ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) par immuno-capture (RIDASCREEN,
TECRA, TRANSIA), un kit ELFA (enzyme-linked fluorescent assay) dont la technique est
proche de PELISA et ou le produit de révélation est fluorescent. Un autre kit constitué de
particules de latex sensibilisées avec des anticorps anti-entérotoxines (RPLA, reverse
passive latex agglutination) (Federighi, 2005). Cependant, il est largement reconnu que
I'utilisation de méthodes immunologiques pour detecter les contaminants dans les matrices
alimentaires est une tache difficile, principalement en raison du manque de spécificité et de
sensibilité du test (Hennekinne et al., 2012) et des résultats faussement positifs en raison
de la réactivité croisée entre les antigénes et de la survenue de réactions non spécifiques
(Schmitz et al., 1998).

= Techniques moléculaires

Les méthodes de biologie moléculaire impliquent souvent la polymérase réaction en chaine
(PCR) (Magni, 2010). Elle permet l'identification des genes d'entérotoxines avec une
sensibilité et une spécificité élevées (Calsolari et al., 2011). Cependant, ces méthodes
affichent deux limitations majeures : premiérement, les souches staphylococciques doivent
étre isolées de la nourriture, et deuxiemement, les résultats informent sur la présence ou
l'absence de génes codant pour les SE, mais ne fournissent pas d’information sur
I'expression de ces genes dans la nourriture c'est-a-dire la production réelle de toxines dans
les aliments (Liu, 2014).
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VIl Antibiorésistance de S. aureus

Les agents antimicrobiens sont normalement administrés dans les élevages bovins pour
traiter les infections microbiennes (Jamali et al., 2015). L’utilisation prolongée d’agents
antimicrobiens peut conduire a I'émergence de souches bactériennes résistantes aux
antibiotiques qui constituent un probléme sanitaire aussi bien chez I’animal que chez
I’homme (Shamila-Syuhada et al., 2016). La menace posée par la résistance aux
antibiotiques est entrain de croitre a un rythme alarmant ,et peut-étre encore plus rapide
dans les pays ou la législation est médiocre en ce qui concerne la prescription et
I'utilisation des antibiotiques (Bitrus. et al., 2016). S. aureus est bien connu en médecine
humaine et animale comme un pathogéne qui peut causer un large éventail de pathologies
allant des infections cutanées légeres a la bactériémie potentiellement mortelle (Leonard
et Markey, 2008). Il a une capacité remarquable a résister aux agents antimicrobiens et a

échapper au systeme immunitaire humain (Baym et al., 2016).

Il possede de nombreux facteurs intrinséques qui limitent [l'efficacitée des agents
antimicrobiens spécifiques (Rajagopal et al., 2016). La présence de genes de résistance
aux antimicrobiens chez les espéces de staphylocoques est un phénomene préoccupant car
les genes de résistance peuvent étre transferés entre espéces staphylococciques par transfert
latéral ou de I’animal vers I’homme (Walther et Perreten, 2007), en devenant resistant a
la plupart des antibiotiques tels que les béta-lactamines, les aminosides et les macrolides.
S. aureus peut provoquer des infections difficiles a traiter et provoquer des infections

zoonotigques chez I'homme (Duran et al., 2012).

Les agents antimicrobiens tels la pénicilline, la céfazoline, I'oxacilline, I'érythromycine, la
tétracycline, la clindamycine et la tobramycine sont utilisées pour traiter les mammites
bovines (Lammers et al., 2001; Jamali et al., 2014; Gao et al., 2012.). L’antibiothérapie
est largement utilisée lors du programme de contréle des mammites, mais S. aureus répond
faiblement a cette derniere (Gomes et Henriques, 2016). La surveillance de l'utilisation
des antibiotiques serait utile pour évaluer le risque de S. aureus dans le lait cru (Liu et al.,
2017). Les bactéries résistantes d’origine animale, peuvent étre transmises a I’homme via

I’alimentation (Liebana et al., 2012).
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VII1.1 Origines de I’antibiorésistance
VIL.1.1 Résistance naturelle

La résistance naturelle est une caractéristique liée a ’espéce bactérienne, elle concerne
toutes les souches normales de cette espéce (SFM, 2009). Il s’agit des propriétés
intrinséques et structurales de la bactérie sans contact avec ’antibiotique. La résistance
naturelle se transmet de fagon verticale au cours de la division cellulaire mais pas de fagon
horizontale (Guillemot, 2006; Bebell et Muiru, 2014). La majorité des classes
d’antibiotiques ont un effet sur S. aureus cependant I’exception existe, il s’agit de
l’aztréonam de la famille de B- lactamines, des dérivés non fluorés de la 4-oxo-
1,4dihydroquinoléine ou quinolones de premiére génération (fluméquine, acide
pipémidique, acide nalidixique, acide oxolinique) et enfin des peptides cycliques
(polymixine B, et polymixine E ou colymicine) (Le Loir et Gautier, 2010).

VII1.1.2 Reésistance acquise

Il s’agit d’une propriété de souche qui confere a certaines souches la capacité de supporter
une concentration d'antibiotique beaucoup plus élevée que celle supportée par les autres
souches de la méme espéce (Schwarz et Chaslus-Dancla, 2001). La résistance est soit
chromosomique lorsque le géne de résistance se trouve sur le chromosome et la mutation
n’affecte qu’un caractere, cette résistance ne concerne généralement qu’un antibiotique ou
qu’une famille d’antibiotiques ayant le méme mode d’action (Carle, 2009),s0it extra-
chromosomique lorsque le gene de résistance se trouve sur les plasmides ,les éléments
transposables ou les intégrons (Bebell et Muiru, 2014). Ce type de résistance représente
80 a 90%des résistances acquises (Prescott et al., 2000). Les bactéries peuvent résister a
un antibiotique pour lequel elles étaient sensibles, ce qui implique des changements
génétiques qui peuvent étre de deux types soit une mutation spontanée, soit I’acquisition de
genes par un autre micro- organisme (Bebell et Muiru, 2014) qui se fait soit par échange

direct de matériel chromosomique, soit par échange d’é¢léments mobiles (Carle, 2009).
VII.2 Mécanismes de la résistance

Sur le plan biochimique, 4 grandes stratégies sont mises en jeux lors de I’acquisition de la

résistance aux antibiotiques (Carle, 2009; Bebell et Muiru, 2014) :
— Inactivation enzymatique

Plusieurs enzymes sont connues pour inactiver les agents antimicrobiens et les détruire.
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— Réduction de la perméabilité cellulaire : La bactérie agit en changeant la
permeabilité de la paroi ou de la membrane bactérienne empéchant ainsi le
médicament d’atteindre sa cible.

— Altération des sites de liaison de I’antibiotique : Empéchant ainsi I’antibiotique
d’arriver a son site.

— Pompes a efflux : Antibiotique est ¢éjecté de la cellule par transport actif et le site

d’action devient inaccessible.
VI1.3 Résistance aux antibiotiques des staphylocoques
VI11.3.1 Résistance aux p-lactamines

Prés de 87% des souches de staphylocoques sont résistantes a la pénicilline G par
production de pénicillinases extracellulaires, inductibles et codées par les plasmides, elles
sont actives sur la pénicilline G et V, les amino penicillines, les carboxy pénicillines et les
uréidopénicillines (Denis et al., 2016) et inactives sur les pénicillines M et les
céphalosporines. L’activité des p-lactamines est restaurée suite a [’administration
d’inhibiteur de p-lactamases de type acide clavulanique, tazobactam ou sulbactam
(Courvalin et al., 2006).

VI11.3.2 Résistance a la méticilline

La résistance a la méticilline est déterminée par la présence d’un géne chromosomique
(mecA) qui code pour une nouvelle PLP(PLP2a) qui a moins d’affinit¢é pour les
B-lactamines, et entraine une résistance a toutes les B-lactamines, particulierement a la
méticilline (Quincampoix et Mainardi, 2001). Un autre géne mecC moins connu que le
mecA a été trouvé chez les S. aureus de I'nomme et du bétail et posséde le méme
mécanisme de résistance que le mecA (Fetsch, 2018). De nombreuses publications ont
décrit la présence des souches de SARM ayant les mémes caractéristiques portant soit
mecA ( Feble et al., 2010,Smith et al., 2013; van den Eede et al., 2013; Grontvedt et al.,
2016) ou mecC (Harrison et al., 2013; Benito et al., 2016; Drougka et al., 2016) chez

I'hnomme et I'animal, suggérant une transmission zoonotique de ces isolats (Fetsch, 2018).
VI11.3.3 Reésistance aux glycopeptides

La diminution de la sensibilité aux glycopeptides semble étre liée a une anomalie de
synthese du peptidoglycane avec épaississement de la paroi rendant la paroi difficilement
accessible et empéchant la pénétration et la fixation des peptidoglycanes. Ces anomalies

sont dues a une accumulation de mutations et non a ’acquisition de matériel génétiques
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(Denis et al., 2016). La vancomycine est un antibiotique fréquemment utilisé lors
d’infection a MRSA (Pesavento et al., 2007 ). En 2002 dessouches de S.aureus et
d’Enterococcus faecalis totalement résistantes a la vancomycine ont été mises en évidence
chez un patient aux Etats Unis. La présence du gene vanA a la fois chez les SARV (S.
aureus Résistantes a la Vancomycine) et le EFRV (Enterococcus faecalis Résistantes a la
Vancomycine) suggere un eéventuel échange de matériel génétique a partir des Entercoccus
aux Staphylococcus (Pesavento et al., 2007 ).

VI11.3.4 Résistance aux aminosides

Les aminosides agissent en inhibant la synthése de I’ARN, ils se divisent en deux groupes

distincts de par leur composition chimique :

— Le groupe 1 de la streptidine (comprenant la streptomycine).
— Le groupe 2 de la 2-désoxystreptamine (kanamycine, gentamicine, amikacine,
nétilmicine) (Casin et Collatz, 1997).

Deux mecanismes de résistances sont utilisés par la bactérie afin d’échapper a ces

antibiotiques :
+ Inactivation enzymatique :

Elle est codée codées par des genes plasmidiques ayant un fort potentiel de dissémination,

trois phénotypes sont engendrés :

— Le phénotype K : résistance de haut niveau a la kanamycine et a ’amikacine due a
une phosphorylase (APH-3).

— Le phénotype KT : résistance de haut niveau a la kanamycine, ’amikacine, et a la
tobramycine, due auneadénylase (ANT-4%).

— Le phénotype KTG : résistance de haut niveau a la kanamycine, amikacine,
tobramycine, nétilmicine et gentamicine, induit par la présence d’une enzymebi-
fonctionnelle ayant des activités de phosphorylation et d’acétylation (APH-
2”’-AAC-6") ( Quincampoix et Mainardi, 2001; Denis et al., 2016).

“+Mutations chromosomiques

Ce type de résistances est le résultat d’une mutation de la cible de I’antibiotique concerne
les streptomycines qui ne sont pas altérées par les enzymes inactivant les autres aminosides
puisque cette molécule appartient a un groupe chimiquement distinct (Quincampoix et
Mainardi, 2001).
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VI11.3.5 Résistance aux macrolides

Les macrolides, lincosamides et streptogramines (MLS), stimulent la dissociation du
ribosome et du complexe ARN de transfert peptide inhibant ainsi la synthése protéique,
cela entraine une terminaison réversible de 1’élongation protéique (Roberts et al., 1999).
Trois mécanismes sont impliqués dans la résistance : une modification de la cible de

’antibiotique, un mécanisme d’efflux et une modification enzymatique de 1’antibiotique.

% Modification de la cible de I’antibiotique :
La résistance aux macrolides (comme 1’érythromycine) et lincosamides (comme la
lincomycine et la clindamycine) est trés répandue chez les staphylocoques (Duval, 1985;
Thakker-Varia et al., 1987; Sanchez et al., 1993; Chang et al., 1995). La résistance se
fait par action d’une enzyme (méthylase) agissant par méthylation d’une adénine de la sous
unité¢ 23S de ’ARN ribosomique. Ces derni¢res sont codées par les génes erm dont le
support peut étre chromosomique ou plasmidique. Il existe au moins 20 variants
(Quincampoix et Mainardi, 2001).

s Mécanisme d’efflux :
Ce mécanisme de résistance repose sur I’¢laboration d’un transporteur protéique qui
diminue I’accumulation de I’antibiotique dans la cellule. 1l est codé par trois genes. Les
geénes msrA et msrB sont responsables d’un phénotype de résistance de type MS, c’est-a-
dire d’une résistance inductible vis-a-vis des macrolides, dont le noyau comporte 14 et 15
carbones (C14 et C15) et au composé B des streptogramines, apres induction par
I’érythromycine (Lina et al., 1999 ). Le géne mef entraine un phénotype de résistance
nommé M, caractérisé par une résistance limitée aux macrolides en C14 et en C15. Les
geénes vga, vgaB codent pour des protéines d’efflux du seul composé A des synergistines
(Linaetal., 1999, Roberts et al., 1999).

% Modification enzymatique
La résistance se fait par modification de I’antibiotique lui-méme par des enzymes qui
peuvent appartenir a la classe des hydrolases (génes vgbet vgb B pour virginiamycine
facteur B hydrolase), des acétyltransférases (génes linA et vat) ou des phosphotransférases

(géne mphC).Le support de ces genes est souvent plasmidique (Roberts et al., 1999).
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VI11.3.6 Résistance aux tétracyclines

Le mécanisme de résistance aux tétracyclines repose sur la protection du site actif sur le
ribosome par des protéines tétracyclines d’élongation codées par des déterminant dont le
Tet (M) ou Tet (O)et efflux actif par des protéines Tet (K) ou Tet (L) (Connell et al.,
2003), codés par les genes mobile Tet (Levy et al., 1999). La protéine Tet (M) est de
second niveau d’importance en résistance aux tétracyclines pour les staphylocoques

d’origine animale (\Werckenthin et al., 2001).
VI11.3.7 Résistance aux Fluoroquinolones

La résistance se fait par deux mécanismes, le plus fréquent, et généralement de haut niveau
est la résistance par mutation du gene par C codant la sous- unité C de la topoisomérase 1V,
cible d’action de ces antibiotiques (Lowy, 2003 ). Le deuxiéme mécanisme, moins
important sur le plan thérapeutique est I’expression de pompes a efflux multiples
(DeMareco et al., 2007).

VI11.3.8 Résistance aux Trimethoprime et sulfamides

Plusieurs mécanismes peuvent étre a 1’origine d’une résistance aux Triméthoprime et

sulfamides :

— Une imperméabilité d’origine plasmidique ou chromosomique ;

— Une hyperproduction de dihydroptéroate-synthétase (DHPS) pour les
sulfamides(Sul) ou dihydrofolate—réductase (DHFR) pour le Triméthoprime(Tmp) ;

— La synthése de DHPS ou DHFR additionnelles avec une affinité moindre pour ces
molécules suite a I’acquisition d’un geéne plasmidique ;

— Présence de DHPS ou DHFR modifiées par mutation génétique.

Chez les souches SulRTmp® la résistance aux sulfamides ne diminue pas ’effet synergique
des deux composés, par contre chez les souches SUFTmMpR, I’effet synergique disparait (Le
Loir et Gautier, 2010).
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VIl S. aureus et biofilms
VII1.1 Généralités

La majorité des biotopes sont concernés par la formation de biofilms résultant de la
fixation des bactéries aux surfaces aussi bien des tissus vivants qu’aux surfaces inertes. |l
constituerait un mode de vie privilégié des microorganismes (Le Loir et Gautier, 2010).
IIs se développent pratiquement sur tout type de surface industrielle, provoquant la
contamination des aliments et de I'eau, la corrosion de la surface métallique et l'obstruction
des équipements (Beech et al., 2005; Srey et al., 2013). Un biofilm peut étre défini comme
une communauté microbienne attachée a une surface et fréquemment englobée dans une
matrice d’exopolyméres (Shirtliff et al., 2002). Etant un composant majeur du microbiome
humain, un degré élevé de manipulation peut augmenter la propagation de S. aureus dans
les aliments et les surfaces en contact avec les aliments (DeVita et al., 2008; Sospedra et
al., 2012). De plus S. aureus est une des bactéries le plus souvent impliquée dans les
infections qui suivent la mise en place d’implants, ce qui constitue un facteur de risque
important(Le Loir et Gautier, 2010). Les facteurs intervenant dans la formation des

biofilms staphylococciques sont résumes dans le tableau 5.
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Tableau 5 : Principaux facteurs impliqués dans la formation de biofilms chez S. aureus

(Le Loir et Gautier, 2010).

Protéine Localisation Poids Gene | Role en biofilm
moléculaire

Adhésion

Proteine modifiant la

charge des acides

teichoiques

DItA Intracellulaire | 54-56kDa ditA Attachement primaire

DItB Membrane 47kDa ditB Liaison fibronectine

DItC Intracellulaire | 9kDa ditC

DItD Paroi 44kDa ditD

Autolysine Atl Paroi 137 kDa atl Attachement primaire

Protéine A Paroi 58 kDa spa Liaison

SsPA immunoglobulines

[e]€]

Proteine liant 1’élastine Membrane 25 kDa ebpS Liaison élastine et

Ebps tropoélastine solubles

Proteine liant le collagene | Paroi 133 kDa cna Liaison collagéne

Cna

Proteine liant la Paroi liaison fibronectine

fibronectine

FnBPA 108 kDa fnbA

FnBPB 103 kDa fnbB

« Clumping » facteur Paroi 97 kDa clfA Liaison fibrinogene

CIfA clfB

CIfB

Agrégation intercellulaire

Proteine impliquées dans la Accumulation/Agrégation

synthése du PIA

IcaA Membrane 48 kDa icaA

IcaC Membrane 34 kDa icaC

IcaD Membrane 42 kDa icaD

IcaB Extracellulaire | 34 kDa icaB

Proteine associée au 239 kDa bap Adhésion primaire

biofilm Paroi Accumulation/ Agrégation

BAP

Toxine Alpha Extracellulaire | 34 kDa hla Agrégation
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VI11.2 Etapes de la formation des biofilms

La formation d’un biofilm est un processus dynamique et continu, cependant il peut étre

scindé en deux phases (Le Loir et Gautier, 2010) :

% L’adhésion ou I’attachement des cellules aux supports solides qui peuvent étre
soit des matériaux soit des tissus (peau, épithélium ...).
% L’accumulation ou I’agrégation intercellulaire. Cette phase conduit a la

formation de micro colonies et a I’établissement d’un biofilm mature.

Le vieillissement du biofilm peut parfois engendrer le détachement du biofilm, mais le
viscoélasticité des biofilms de S. aureus leur permet de résister a cette phase de
détachement et peut entrainer un phénomeéne de «Rolling» chez les microcolonies qui leur

permet de migrer vers d’autres sites (figure3).

6. Spread of microbial cells

@ 0 Extracellular
malnx
0 )
: @
~ \Noeo¥ 0909

Sessile @ @ @ 9
cells

3% %00 59

1. ol 2.1r ibl 3. Cell proliferation and 4. Biofilm maturation

attachment adsorptlon production of extracellular matrix

Flgure 3: Pocessus |mpI|ques dans Iedeveloppement d unblofllm (Fetsch 2018)
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Chapitre Il : Staphylococcus aureus & Lait

I.  Généralités sur le lait
1.1 Définition

Le lait est un fluide aqueux, opaque, blanc 1égérement bleuté, d’une saveur douce et un pH
(6,6 a 6,8) legerement acide, proche de la neutralité (Debry, 2001). Le lait est la sécrétion
de la glande mammaire des mammiféres femelles (plus 4000 espéces), et c'est souvent la
seule source de nourriture pour les trés jeunes. Les laits produits par les vaches, les buffles,
les moutons, les chévres et les chameaux sont utilisés dans diverses régions du monde pour
la consommation humaine, mais le lait de vache reste le plus consommé dans le monde
entier (Robinson, 2002). Il a aussi été défini par le 1°" congrés international pour la
répression des fraudes alimentaires tenu a Geneve en 1908 comme étant «le produit de la
traite totale et ininterrompue d’une femelle laitiére bien portante, bien nourrie et non
surmenée. Il doit étre recueilli proprement et ne pas contenir de colostrum » (Alais, 1975).
Selon la réglementation algérienne, la denomination « lait » est réservée exclusivement au
produit de la sécrétion mammaire normale, obtenue par une ou plusieurs traites, sans
aucune addition ni soustraction et n’ayant pas €été soumis a un traitement thermique

(Anonyme 01., 1993).

.2 Composition

Beaucoup de facteurs rentrent en jeux dans la composition du lait :La race, I’espéce, 1'age
et l'alimentation, ainsi que le stade de lactation, le nombre de parturitions et le systeme
d'exploitation (Robinson, 2002). Les principaux constituants du lait sont (Debry, 2001):

- De I’eau en majorité ;

- Le lactose représente la principale source de glucides ;

- Des lipides, essentiellement des triglycérides rassemblés en globules gras ;

- Des protéines, caséines rassemblés en micelles, aloumines et globulines solubles ;

- Des sels et des minéraux a I’état ionique et moléculaires.

La présence d’enzymes, de vitamines, et d’oligoéléments a 1’état de traces n’exclue par
leur importance. Le tableau (tableau 6) suivant montre la composition moyenne du lait de

différentes especes animales.
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Tableau 6: Composition moyenne du lait de différentes espéces animales (Vignola, 2002).

Animaux | Eau (%) g':g?gz; ) Protéines (%) Glzg) ;j es | M i?oé/g ;‘ ux
Vache 87,5 3,7 32 4,6 0,8
Chevre 87,0 3,8 2,9 4,4 0,9
Brebis 81,5 7,4 53 4,8 1,0
Chamelle 87,6 54 3,0 3,3 0,7
Jument 88,9 1,9 2,5 6,2 0,5
Femme 87,1 4,5 3,6 7,1 0,2

1.3 Elaboration

L’activité des glandes mammaires de la vache commence a la mise-bas et se poursuit
pendant une dizaine de mois durant toute la traite. Le lait est synthétisé dans les acinis a
partir d’éléments présents dans le sang, ces derniers sont remaniés pour donner le lactose,
les B-lactoglobulines, 1’a-lactalbumine, les caséines, les acides gras courts et I’acide
citrique. Les autres constituants passent par la glande mammaire en provenance du plasma
et ne subissent aucun changement (Debry, 2001). La figure 04 représente un schéma

simplifié de la lactogénése.

SANG I Transformation dans la mamelleJ LAIT
Galactose + Glucose » Lact
Glucose Pyruvate  (Acétyl CoAy————— > Citrate
Glucose-6-P Hecns
Glysérol protéiques ~
membranaires
Ly Glycér

Triglycérides /<> Monoglycérides————p Triglycérides ————Globule gras
AG : Cy4, Ci6, Ci3 —(Acétyl CoA) j

Acétate

F—»AG:C4aC16 —p(Acétyl CoA)

Ca® , Phosphates L » Micelles de caséines
Acides aminés 1 —p AA —pProtéines » I B-lactoglobuline
a-lactalbumine
Immunoglobulines » 1gG, ...
Minéraux, vitamines » Minéraux, vitamines

Figure 4: Lactogenes simplifiée des principaux composants (Debry, 2001)
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Il. Bactéries pathogenes

Le lait est un substrat favorable au développement des microorganismes de par sa
composition (Guiraud, 1998), sa contamination par les bactéries pathogénes peut étre
d’origine endogene, faisant suite a une excrétion mammaire de Il'animal malade ou
d'origine exogene, il s'agit alors d'un contact direct avec des troupeaux infectés ou d'un
apport de I'environnement (eaux, personnel) (Verraes et al., 2015). Plusieurs germes tels
que les salmonelles, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Escherichia coli
entéropathogénes ont été incriminés dans des toxi-infections alimentaires (TIA) dues aux
produits laitiers (Gabriel et al., 2002; Adak et al., 2005).

.1 Salmonelles

Dans un elevage, les principales sources de salmonelles sont les féeces des animaux
malades ou porteurs asymptomatiques (Plassot et al., 1997). Les vaches soufrant de
salmonellose peuvent excréter la bactérie par la matiere fécale ou bien directement dans le
lait (Singh, 2014). Le tractus gastro-intestinal des mammiféres et des oiseaux représente le
principal réservoir des Salmonelles, I’homme est contaminé soit aprés consommation de
lait cru ou d’aliment contaminés peut cuits ou contaminés aprés cuisson. Ainsi, les
fromages au lait cru, et particulierement les pates molles, les pates persillées et les pates
pressées non cuites, font partie des aliments susceptibles de contenir Salmonella spp.
(ANSES, 2018). Le lait pasteurisé peut aussi étre contaminé apres traitement thermique
(Marth, 1969).

1.2 Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes est un germe ubiquiste et tres résistant aux conditions difficiles, il
est capable de se développer a des températures de réfrigération et il semblerait que les
températures basses exalterait sa virulence (Larpent, 2004). Quelques grandes épidémies
de listériose dues a des denrées d’origine animales notamment des produits laitiers ont éte
observées (Brisabois et al., 1997). La qualité des ensilages joue un rdéle important dans la
contamination du lait de tank qui est multipliée par vingt lorsque 1’ensilage est de mauvaise
qualité (Saana, 1994). Le lait cru peut aussi étre contaminé a la sortie de la mamelle
(mammites), ou suite a I'utilisation de matériels de traite souillé (Singh, 2014). La
contamination au niveau des laiteries est principalement due a des problemes
technologiques (pasteurisation insuffisante, ou contamination aprés traitement thermique)
(Saana, 1994). Il a été noté que ce germe pouvait persister et se multiplier lors de la

maturation des fromages frais préparés avec du lait contaminé par ce germe (Sipka et al.,
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1974). 1l s'agit essentiellement des fromages a pate molle (Brisabois et al., 1997). Cette
contamination suit I’évolution du pH qui est plus alcalin en surface (sous la croute) grace

aux flores de surfaces (Saana, 1994).

1.3 Escherichia coli O157:H7

E. coli O157:H7 est un agent pathogene majeur qui peut étre présent dans le lait et ses
dérivés et qui peut étre responsable de maladies trés graves chez le consommateur (Osaili
et al., 2014). La présence d’E. Coli indique une contamination fécale lorsque les conditions
d’hygiéne du sol, de I’eau, du lait et des produits laitiers ne sont pas respectées (Diliello,
1983). Bien que souvent le lait contaminé a la collecte est pasteurisé, néanmoins certains
consommateurs préferent consommer le lait a 1’état cru (Potter et al., 1984). Les
symptomes provoqués par cette bactérie peuvent aller d’une diarrhée bénigne a des colites

hémorragiques ou un syndrome hémolytique urémique (Kiranmayi et al., 2010).

11.4 S. aureus
La contamination du lait par S. aureus peut étre d’origine endogeéne et provenir de

I’intérieur de la mamelle lors de mammites.

11.4.1 Contamination de la mamelle

S. aureus est la principale bactérie responsable de mammites sub-cliniques chez la vache
(ANSES., 2011). Le trayon lui-méme confere a la bactérie la température de croissance
idéale (Adesiyun et al., 1998), engendrant ainsi la contamination de la mamelle et du lait
(De Oliveira et al., 2011).

11.4.2 Contamination a I’étable

La litiere en élevage bovin semble jouer un r6le important dans la contamination du lait par
S. aureus. Cette derniére serait en relation avec 1’épaisseur de celle-ci ,en effet plus la
litiere est épaisse plus les risques de contamination sont grands, car elle confére a sa
surface les conditions en température et oxygénation idéales pour la multiplication de S.
aureus (Hamiroune et al., 2014). Milojevic et al. (1988) au cours d’une étude menée en
Serbie ont démontré que le lait provenant d’élevages intensifs était plus contaminé que

celui provenant d’¢levages extensifs.
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11.4.3 Contamination au cours de la traite

L'équipement de traite contaminé et les mains du trayeur peuvent étre une source de
contamination du lait (Capurro et al., 1999; De Oliveira et al., 2011). Une enquéte menée
par Hamiroune et al. (2014) a démontré que le premier jet de lait jeté directement sur le
sol et I'utilisation d’un méme seau d’eau et d’'un méme chiffon pour le nettoyage des
mamelles de toutes les vaches, ainsi que I’absence de trempage des trayons dans les
désinfectant iodés apres la traite pouvait influencer le taux de contamination du lait par S.
aureus (Hamiroune et al., 2014). La contamination du lait peut provenir des glandes
mammaires des vaches infectées, de la peau des trayons mais également de la machine a
traire (Roberson et al., 1994; Haveri et al.,, 2008). Cette derniere provoque une
hyperkeratose du conduit papillaire favorisant ainsi I’apparition de mammites (Hamiroune

etal., 2014).

11.4.4 Contamination au cours du stockage

Lorsque le lait est collecté et stocké dans des tanks, plusieurs facteurs interviennent dans sa
contamination notamment : la capacité de refroidissement (diminution de la température en
un temps court), la durée de conservation, et la température de stockage (Robinson, 1990).
En effet, la conservation du lait frais a une température élevée, associée a des pratiques non
hygiéniques dans le processus de traite, peut entrainer une mauvaise qualité de ce dernier
(Afif et al., 2008). La capacité de certaines souches a former des biofilms et a adhérer aux
surfaces les rend plus résistantes aux antibiotiques et donc plus difficile a éradiquer
(Zmantar et al., 2010). En industrie laitiére 1’apparition de contaminations croisées suite a
la formation de biofilms affecterait la qualité des produits transformés et limiterait leur
durée de vie (Malek, 2019).

IIl.  Conservation du lait par traitement thermique
Dans le but d'assainir le lait et de prolonger sa durée de conservation différents traitements
thermiques peuvent lui étre appliqué afin de détruire partiellement ou complétement sa

flore microbienne (Anand Paul et al., 2011).

1.1 Pasteurisation

La pasteurisation est une technique utilisée trés fréquemment en agroalimentaire, elle
permet d’allonger au maximum la durée de vie d’un aliment tout en respectant ses
caractéristiques organoleptiques et nutritionnelles (FAO/OMS, 1960). Elle a pour but de

réduire les activités biologiques du produit tel que les flores non pathogenes d’altération
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Chapitre Il Staphylococcus Aureus& Lait

des aliments et les flores pathogénes. Elle consiste a appliquer un traitement thermique a
des températures comprises entre 60 et 100°C ayant pour but de détruire la totalité des
micro-organismes pathogenes non sporulés et de réduire significativement la flore
végétative présente dans un produit mais reste inactive sur les bactéries sporulees. Les
produits issus de ce type de conservation doivent étre conservés au froid a +4°C ou
conditionnés hermétiquement (Chillet, 2011). Pour qu’un lait soit considéré comme

pasteurisé il doit étre soumis :

= Soit & une température de 63°C pendant 30mn ;
= Soit a une température de 85°C pendant 15 a 20 secondes ;

= Soit instantanément a une température de 95°C (Anonyme 02, 1993).

Il doit étre refroidi dans les 60mn qui suivent la pasteurisation a une température

n’excédant pas les 6°C.

1.2 Stérilisation

Elle a pour but d’éliminer les microorganismes soit a I’état végétatif ou a I’état de spore.
Elle consiste a appliquer de trés hautes températures pendant un temps tres bref, ce procédé
est appelé UHTST (Ultra-High-Temperature-Short-Time). Le lait est chauffé sous pression
a 135 a150°C pendant une durée de 1 a 20 secondes, ce procédé permet de conserver le lait
pendant une longue durée (FAO/OMS, 1960). La réglementation algérienne (J.0.R.A
N°69, 1993) stipule que le lait stérilis¢ UHT est le lait dont la conservation est assurée par

I’emploi successif des deux techniques suivantes :

e Traitement par un procédé¢ de chauffage direct ou indirect, en flux continu,
appliqué en une seule fois de facon ininterrompue pendant un temps trés court (1a
3 secondes) a une température d'environ 140°C ;

e Conditionnement aseptique dans un contenant stérile et hermétiquement clos,
étanche aux liquides et microorganismes et permettant de soustraire le lait de toute

influence défavorable et de la lumiére.

- 4] -


../../TOSHIBA/Desktop/admin/Documents/Mes%20Collègues/MATALLAH%20asma/Thèse/doctorat%20AC%20HAMDI/Matallah%20Chapitre%202%20le%20lait%20CF.doc#_ENREF_12
../../TOSHIBA/Desktop/admin/Documents/Mes%20Collègues/MATALLAH%20asma/Thèse/doctorat%20AC%20HAMDI/Matallah%20Chapitre%202%20le%20lait%20CF.doc#_ENREF_7
../../TOSHIBA/Desktop/admin/Documents/Mes%20Collègues/MATALLAH%20asma/Thèse/doctorat%20AC%20HAMDI/Matallah%20Chapitre%202%20le%20lait%20CF.doc#_ENREF_16

Chapitre 1

PARTIE
EXPERIMENTALE



Partie expérimentale Problématique & Objectifs

Problématique et objectifs

La contamination du lait représente un réel probleme pour le consommateur ainsi que pour les
industries laitiéres car ce dernier peut contenir des germes pathogénes qui échappent a la
pasteurisation lorsqu’elle est mal effectuée augmentant ainsi le risque de toxi-infections

alimentaires collectives (TIAC).

Le probléme du secteur de transformation du lait cru sont les critéres d’acceptation des lots
collectés imposés a I’entrée de 1'usine ,seuls les paramétres physicochimiques et les résidus
d’antibiotiques sont controlés. Les laits conformes sont introduits dans le process de

pasteurisation , les non conformes refoulés pour aller alimenter le circuit de I’informel.

Dans I’optique de mieux cerner le probleme de la contamination staphylococcique dans la
filiere de transformation du lait cru, Nous nous sommes fixés de nombreux objectifs, parmi

lesquelles :

Evaluer la contamination par S aureus du lait de collecte dans 3 laiteries potentielles

de la région d’ Alger.

»  Estimer I’évolution de cette contamination et ses variations le long des saisons.

Estimer la résistance de S aureus a la pasteurisation.

Etudier les phénomenes de sensibilité/ résistance des isolats de S aureus a certains

antibiotiques.
Notre partie expérimentale est divisée en 03 parties :

— Isolement et confirmation de S. aureus a partir des laits prélevés ;
— Dénombrement des SCP isoleés ;
— Etude des profils de résistance des isolats vis a-vis d’un ou de plusieurs antibiotiques

par la réalisation d’un antibiogramme.
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1 Matériels et méthodes
1.1 Matériels

1.1.1 Présentation des laiteries
Notre étude a concerné trois laiteries situées dans la région centre de la wilaya d’Alger :

Laiterie A, Laiterie B et Laiterie C. Notre choix a été motivé d’une part, par le fait que le lait
et les produits laitiers fabriqués par ces entreprises soient largement consommés dans la
région d’Alger et par la bonne volonté de coopération des responsables de ces entreprises.
1.1.1.1 Laiterie Betouche

Par manque de données, nous n’avons pas pu faire la présentation de la laiterie Betouche.
Située sur une superficie de 5 400 m2 a Dergana dans la wilaya d’Alger, la laiterie Betouche
est une entreprise familiale nationalisée en 1976 par I’état, la laiterie a été reprise par ses
propriétaires, elle emploie 350 travailleurs dont 150 employes directs et 200 indirects, elle
assure la production de lait en sachet fabriqué par melange de poudres avec de I’ecau. D’autres
volets de production sont aussi assures par cette entreprise tel que la production de yaourt, de
creme dessert ,et de creme fraiche.Le lait de collecte est utilisé pour la fabrication de lben ,.
Elle a aussi investi une somme de 16milons d’euro pour se lancer dans la fabrication de
nouveaux produits tel que le yaourt a boire pour les enfants le petit lait et le Raib en pack.
Cette laiterie est dotée d’un laboratoire d’autocontréle qui n’effectue que les analyses
physicochimique.

1.1.1.2 Laiterie COLAITAL

COLAITAL acronyme de Complexe Laitier d'Alger, est une société par action ayant pour
principale mission la production et la commercialisation de lait et ses dérivés. L’entreprise est
située a Bir Khadem (Alger), sa superficie s’étale sur 2,3 hectares dont 0,7 hectares construits.
Plusieurs produits sont fabriqués dans cette exploitation : le lait pasteurisé en sachets, le lait
concentré, le lait fermenté (1’ben), le yaourt aromatisé et le « smen » ainsi que le « petit-
suisse ». Elle procede a 1’écrémage du lait de collecte dont elle utilise la créme pour la
fabrication de beurre et de creme fraiche. La société posseéde un laboratoire d’analyses situé a
I’intérieur de la laiterie qui effectue les analyses microbiologiques et physicochimiques sur le
lait cru et les autres produits dérives.

1.1.1.3. Laiterie LFB

La Laiterie et Fromagerie de BOUDOUAOU (LFB) anciennement connu sous le nom de
ONALAIT a commenceé sa production en 1978, elle appartient au groupe GIPLAIT, elle est
située dans la wilaya de Boumerdes plus précisément dans la commune de Boudouaou. Elle

est spécialisée dans la production et la commercialisation de lait et de produits laitiers. Sa
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surface est de 7,78 ha dont 2 ha construits. Cette laiterie assure principalement la production
de : lait pasteurisé en sachets, lait acidifié fermenté, fromage a pate pressée non cuite type
« EDAM », fromage fondu pasteurisé, fromage fondu en boites métalliques stérilisé, lait en
poudre instantanée. Le lait de collecte est utilis¢é pour la fabrication de 'EDAM. Le
laboratoire d’analyses situé dans son enceinte assure les analyses physicochimiques du lait cru

de collecte et les analyses microbiologiques des produits pasteurises.

1.1.2 Echantillonnage
Au total 377 échantillons de lait ont été prélevés durant la période allant du mois de mars de
I’année 2016 au mois de mars de ’année 2017. Chaque prélevement est constitué¢ d’un flacon
de 225 ml de lait de collecte prélevé selon les sites de prélevement suivants :

1 A partir des camions-citernes de chaque collecteur a leur arrivée (C);

2 A partir du tank de mélange ot les laits des différents collecteurs sont mélangés (T) ;

3 A partir du tank aprés pasteurisation (P).
Nous avons effectué nos prélévements a raison d’une Vvisite par semaine pour chaque laiterie.
Les jours restants étant réservés aux analyses microbiologiques de nos echantillons. Nous
avons effectue trois visites par laiterie durant les 04 saisons (Printemps, Automne, Hiver et
Eté) sauf pour la saison d’été ou deux visites seulement ont été effectuées Correspondant a la
période de congés annuels (mois d’Aout). Au total, nous avons effectue 11 visites pour
chaque laiterie correspondant a 11 lots d’échantillons différents (tableau 07). Les
figures 05, 06 et le tableau 07 ci-dessous repréesentent la répartition des échantillons récoltés

dans cette étude en fonction des laiteries, des sites de prélevement des saisons.
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22 (5,84%)
Citerne

43 (11,41%) 10(2,85%)
Laiterie A Tank
11(2,92%)
Pasteurisé

173 (45,89%)
Citerne

377 (100%) 197 (52,25%) 10(2,65%)

echantillons Lot Tank
14 (3,71%)
Pasteurisé

118(31,30%)
Citerne

137 (36,34%) 08(02,12%)
Laiterie C Tank

11(02,92%)
Figure 5 : Distribution des échantillons de lait récoltés en fonction des laiteries et des sites de
prélévement.
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Figure 6 : Distribution des échantillons de lait récoltés en fonction des laiteries et des saisons.
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Tableau 7 : Distribution des lots en fonction des laiteries et des sites de prélevement.

Laiterie A Laiterie B Laiterie C
C T P Total C T P Total C T P Total
lotl 2 1 1 4 25 1 2 28 13 1 1 15
lot2 2 1 1 4 19 1 1 21 18 1 1 20
lot3 2 1 1 4 30 1 3 34 25 0 1 26
Lot4 2 1 1 4 15 1 1 17 13 1 1 15
Lot5 2 1 1 4 15 1 1 17 13 0 1 14
Lot6 2 1 1 4 15 1 1 17 7 1 1 09
lot7 1 1 1 4 o7 1 1 09 7 0 1 08
Lot8 2 1 1 4 05 1 1 07 4 1 1 06
Lot9 2 0 1 3 14 0 1 15 8 1 1 10
Lot10 1 1 1 3 14 1 1 16 4 1 1 06
Llotll 4 1 1 6 14 1 1 16 6 1 1 08

Total 22 10 11 43 173 10 14 197 118 8 11 137
C : Citerne ; T : Tank ; P : Pasteurisé.

1.1.3.Matériel de prélevements
Nous avons utilisé pour nos prélévements de lait :

— Une louche en acier inoxydable ;
— Alcool;

— Ducoton;

— Un chalumeau portatif;

— Des flacons stériles de 250ml ;

— Une glaciere ;

Les échantillons ont été transportés dans une glaciere isotherme vers le laboratoire

d’HIDAOA de I’Ecole Nationale Supérieure VVétérinaire pour y étre analysés le jour méme.

1.1.4.Matériel d’analyse
Du matériel usuel de laboratoire de bactériologie a été utilisé pour les analyses

microbiologiques ainsi que pour ’antibiogramme.
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1.2 Méthodes

1.2.1 Méthode de prélevement
A partir du « trou d’homme », ouverture située au niveau de la partie supérieure de la citerne

et a I’aide d’une louche préalablement stérilisée, nous avons procédé au prélévement de lait de
collecte pour chaque collecteur a partir des citernes individuelles. Nous avons en premier lieu
mélangé le lait de la citerne afin de I’homogénéiser et remplis par la suite les flacons jusqu’a
225ml, la louche a été lavée et flambée entre chaque prélevement (collecteur). Lors des
prélévements du lait de tank et du lait pasteurise, nous avons flambé le robinet du tank avant

de procéder au remplissage des flacons (Figure 07).

Citerne de collecte

Echantillonnage

Tank de stockage

Figure 7: Sites de prélevement de lait a partir des citernes de collectes et du Tank de
stockage.

1.2.2 Méthode d’analyse microbiologique
La recherche et dénombrement des staphylocoques a coagulase positive (SCP) a été effectué

selon la norme 1SO 6888-1(1) selon les étapes suivantes :

1.2.2.1 Dilutions
Quatre dilutions ont été réalisées a partir des flacons de prélévement.
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1.2.2.2 Ensemencement
Un volume de 0,1 ml des différentes dilutions préparées est ensemencé et étalé a la surface de

boites de Pétri contenant un milieu de Baird Parker additionné de jaune d'ceuf et de tellurite de

potassium.

1.2.2.3 Incubation
Les boites sont ensuite incubées a 37°C pendant 48h.

1.2.2.4 Lecture des boites
Apres 24h d’incubation a 37°C, les colonies caractéristiques sont dénombrées ; les boites sont

ensuite ré incubées a 37 °C pendant 24 h+2 h supplémentaires et les nouvelles colonies
caractéristiques, ainsi que les colonies non caractéristiques sont denombrees. Seules les boites
renfermant au maximum 300 colonies dont 150 colonies caractéristiques et/ou non
caractéristiques sont retenues au niveau de deux dilutions successives. Il faut qu'une des deux

boites renferme au moins 15 colonies (Figure 08).

Les colonies caractéristiques sont noires ou grises, brillantes et convexes (1 mm a 1,5 mm de
diamétre aprés 24 h d'incubation et 1,5 mm a 2,5 mm de diamétre aprés 48 h d'incubation) et
entourées d'une auréole d'éclaircissement. Aprés au moins 24 h d'incubation, peut apparaitre
dans cette zone claire un anneau opalescent immédiatement au contact des colonies
(Figure 09)

Les colonies non-caractéristiques sont soit des colonies noires et brillantes avec ou sans bord
blanc étroit ; la zone claire est absente ou a peine visible et 'anneau opalescent est absent ou a

peine visible ; soit des colonies grises dépourvues de zone claire.

Figure 8: Lecture des boites (Photo Figure 9 Aspect des colonies caractéristique
personnelle). de S. aureus sur milieu Baird Parker (Photo
personnelle).
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1.2.2.5 Identification biochimique des colonies

Pour ’identification biochimique, une purification sur gélose nutritive (GN) est requise afin
de travailler sur des colonies fraiches. Cing (5) colonies caractéristiques sont sélectionnées
dans le cas ou il n’y a que des colonies caractéristiques, ou 5 colonies non caractéristiques s’il
n’y a que des colonies non caractéristiques, ou 5 colonies caractéristiques et 5 colonies non
caracteristiques si les deux types sont présents. Ces colonies sont ensemencées sur des boites
de Pétri contenant de la GN puis incubées a 37°C pendant 24h (figure 10).

® e T wINR
L A 2 “e

Figure 10: Aspect des isolats apres purification sur GN (Photo personnelle)

1.2.2.5.1 Test de la catalase
Ce test permet de démontrer la présence de I’enzyme catalase responsable de Ila

décomposition de I’eau oxygénée (H202) en eau (H20). A 1’aide d’une pipette Pasteur, une
petite quantité de culture bactérienne est prélevée et placée sur une lame contenant une goutte
d’eau oxygénée, une réaction positive se traduit par le dégagement immédiat de bulles de gaz
(oxygeéne) (figure 11). Dans le cas de reaction négative, une absence d'effervescence dans le

peroxyde est observeée.

Figure 11 : Résultat positif du test de catalase (Photo personnelle).
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1.2.2.5.2 Test de coagulase
Ce test n’est effectué que sur les colonies catalase positive, il permet la recherche de la

coagulase, exo-enzyme capable in vitro de coaguler le plasma de lapin. A partir des boites de
GN et a I’aide d’une pipette Pasteur, nous avons prélevé une partie de chaque colonie purifiée
(catalase positive) et nous I’avons ensemencée dans un tube a essai contenant du BHIB, puis
incubé a 37°C pendant 24 h plus ou moins 2h. Dans des tubes stériles, nous avons ajouté
stérilement 0,1 ml de chaque culture a 0,3 ml de plasma de lapin et incubé a 37°C. Pour
examiner la coagulation, les tubes a essai sont inclinés, nous considérons que la réaction est
positive quand le coagulum occupe plus que la moitié du volume initialement occupé par le

liquide (Figure 12).

= e

Figure 12 : Resultat positif du test de la coagulase (Photo personnelle).

1.2.2.6 Calcul du nombre N de Staphylocoques a coagulase positive

Pour les boites qui contiennent 300 colonies au maximum, dont 150 colonies caractéristiques
et/ou non caractéristiques pour deux dilutions successives, le nombre N de staphylocoques a
coagulase positive identifiés présents dans nos échantillons est calculé en tant que moyenne

pondérée a partir de deux dilutions successives a I’aide de 1’équation suivante :
Ya
N =
V(nl + 0,1n2)d

Ou "a": est le nombre de staphylocoques a coagulase positive identifiés, son calcul se fait

selon 1’équation ci-dessous :

be bnc
a=—XCc+— X Cnc
Ac Anc

AVec :

— Ac: représentant le nombre de colonies caractéristiques soumises au test de la coagulase ;
— Anc: le nombre de colonies non caractéristiques soumises au test de la coagulase ;
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— bc: le nombre de colonies caractéristiques qui ont répondu positivement au test de la
coagulase ;

— bnc: le nombre de colonies non caractéristiques qui ont répondu positivement au test de la
coagulase ;

— Cc: le nombre total de colonies caractéristiques repérées sur la boite ;

— Cnc: le nombre total de colonies non caractéristiques repérées sur la boite.

— Xa: est la somme des colonies de staphylocoques a coagulase positive identifiées sur
I’ensemble des boites retenues ;

— V :est le volume de I’inoculum appliqué a chaque boite, en millimétres ;

— ny:est le nombre de boites retenues a la premiere dilution ;

— ny:est le nombre de boites retenues a la seconde dilution ;

d : est le taux de dilution correspondant a la premiére dilution retenue.

1.2.2.7 ldentification des S. aureus par le test rapide d’agglutination
L’identification de I’espéce S. aureus parmi les staphylocoques a coagulase positive a été

réalisée par le test d’agglutination PASTROREX STAPH PLUS (Bio-Rad®, France, 2016).
Les colonies catalase positives et coagulase positives sont soumises au test d'agglutination
PASTOREX STAPH PLUS (BioRad, France). Dans ce test contenant des particules de latex

plusieurs réactions d’agglutination sont combinées, il permet de rechercher :

v’ La coagulase liée : il s’agit d’un facteur d’affinité pour le fibrinogéne que I’on désigne
sous le nom de « clumping factor »

v La protéine A; qui possede une affinité pour le fragment cristallisable (FC) des
immunoglobulines gamma (IGG)

v’ Les antigénes polysaccharidiques capsulaires de Staphylococcus aureus résistants a la

méthicilline.

Aprés mise en contact des colonies avec une goutte du réactif, les colonies identifiées comme

étant S. aureus sont celles qui présentent une agglutination (figure 13).

Figure 13 : Résultats positif d’un isolat au test d’agglutination.

-51-



Partie Expérimentale Matériels & Méthodes

1.2.2.8 Evaluation de la qualité du lait en SCP

La qualité hygiénique de tous les prélevements a été évaluée en comparant les résultats
obtenus des dénombrements au seuil réglementaire (J.O.R.A N°39, 2017). La valeur
maximale M =103 UFC/ml est le seuil au dessus duquel les prélévements sont considérés de
qualité non satisfaisante et le seuil minimal m= 10 2 UFC / ml au dessous du quel les
échantillons sont considérés de qualité satisfaisante, entre ces deux limites ils sont considérés
de qualité acceptables. Il est a noter que 1’évaluation de la qualité hygiénique du lait a été
effectuée pour chaque échantillon (n=1).

1.2.3 Détermination de la sensibilité aux antibiotiques

La méthode de Kirby Bauer a été utilisee pour réaliser les antibiogrammes. Pour la
préparation de 1’étalon 0,5 Mc Farland ainsi que la suspension bactérienne, nous nous sommes
référés a la méthode de standardisation des tests de sensibilité aux antibiotiques a 1’échelle
nationale en Médecine humaine et vétérinaire Edition 2014. Le choix des antibiotiques et
Iinterprétation des résultats sont faits selon les recommandations du CLSI (Clinical and
laboratory standards institute, 2013) et du NCCLS document M31-S1:Performance Standards
for Antimicrobial Disk and Dilution Susceptibility Tests for Bacteria Isolated from Animals;

Informational Supplement pour la Vancomycine.

1.2.3.1 Préparation de 1’étalon 0,5 Mc Farland
Nous avons ajouté 0,5ml d’une solution a 0,048mol/l de BaCl, a 99,5mL d’une solution de
0,18mol/l (0,36N) de H2SO4 et la solution obtenue a été agitée vigoureusement. Nous avons
ensuite vérifié la densité de la suspension a I’aide d’un spectrophotométre. L’absorbance a
625nm doit étre comprise entre 0,08 et 0,13. La suspension a été distribuée dans des tubes de
méme taille que ceux utilisés pour préparer la suspension bactérienne. Une fois scellés, nous

avons conservé ces tubes a température ambiante et a I’abri de la lumiére.

1.2.3.2 Préparation de la suspension bactérienne
A partir de la culture pure, nous avons réalisé une suspension bactérienne dans des tubes
remplis d’eau physiologique stérile pour atteindre une turbidité équivalente a celle de I’étalon
0,5 Mc Farland. Pour ce faire, nous avons prélevé a I’aide d’une pipette Pasteur plusieurs
colonies de méme morphologie, ces derniéres ont été mises ensuite en suspension dans I’eau

physiologique stérile (figurel4).
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Figure 14: Prélevement de colonies pour la préparation de la suspension bactérienne (Photo
personnelle).

La suspension bactérienne est ensuite comparée au témoin 0,5 Mc Farland. Il est recommandé
d’employer un densitomeétre pour ajuster I’inoculum, mais par manque de ce dernier nous
avons compar¢ a ’ceil nu la turbidité de la suspension bactérienne a celle de 1’étalon (apres
agitation de la suspension bactérienne et de 1’étalon avec un Vortex®). La comparaison a I’ceil
nu se fait en se placant face a un fond blanc avec des lignes noires comme le préconise aussi
la standardisation des tests de sensibilité aux antibiotiques a 1’échelle nationale (médecine
humaine et vétérinaire) édition 2014 (figurel5) L’ajustement de la densité bactérienne au

tube 0,5 Mc Farland, s’opére en ajoutant soit de 1’eau physiologique stérile soit les bactéries.

MCFARLAND 0.5 AND
ADJUSTED TEST ORGANISM

Figure 15 : Image représentant la comparaison de la suspension bactérienne a 1’étalon Mc
Farland.
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1.2.3.3 Ensemencement
Des boites de Pétri contenant le milieu Mueller-Hinton (MH) sont ensemencées par la
méthode d’épuisement a 1’aide d’un écouvillon stérile trempé dans la suspension bactérienne
et fortement pressé sur la paroi du tube afin de le décharger au maximum. Nous avons frotté
I’écouvillon sur la totalité de la surface gélosée. L’opération a été répétée deux fois, en
tournant la boite de 60° a chaque fois et en pivotant I’écouvillon sur lui-méme. L’opération a

éte réalisée dans les 15mn qui suivent la préparation de I’inoculum.

1.2.3.4 Antibiotiques testes

La sensibilité des isolats obtenus a été testée a 12 antibiotiques appartenant aux différentes
classes (B lactamines, cyclines, aminosides, macrolides, quinolones, glycopeptides,
phénicolés, sulfamides) par la méthode de diffusion de disques sur gélose Mueller-Hinton
(CONDA -Pronadisa) selon les normes du CLSI (Clinical and laboratory standards institute,
2013) et du NCCLS (National Comittee for ClinicalLaboratory Standards) recommandées par
I’OMS. Les disques d’antibiotiques (BioRad) utilisés sont les suivants (figure 16):
pénicilline (10UI), oxacilline (1 ug), cefoxitine (30ug), tétracycline (30ug), néomycine
(30ug), Gentamicine (10ug), érythromycine (15ug), clindamycine (2ug), ofloxacine (5ug),
Vancomycine  (30ug), chloramphénicol (30ug),  triméthoprime+sulfaméthoxale
(1,25/23,73u9).

Figure 16 : Disques d’antibiotiques utilisés pour 1’antibiogramme (Photo personnelle)

1.2.35 Application des disques d’antibiotiques
Les disques sont déposés fermement a la surface de la gélose inoculée et séchée. Le contact
avec la surface doit étre étroit. Les disques une fois déposes ne peuvent étre déplacés car la
diffusion des antibiotiques est trés rapide (figure 17). Le nombre de disque déposé par boite
ne doit pas dépasser les six disques du fait du chevauchement des zones d’inhibition mais

aussi pour limiter les interférences entre les antibiotiques.
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Figure 17 : Dépots des disques d’antibiotiques (Photo personnelle)
Chaque disque d’antibiotique est appliqué a I’aide d’une pince que nous avons Stérilisé a
chaque dépot d’un disque. L’incubation se fait dans les 15mn qui suivent le dépot des disques,

sans dépasser 30mn a 35+2°C pendant 16 a 24h (figurel8).

Les diametres des zones d’inhibition ont été mesurés a I’aide d’une régle et les résultats ont
été interprétés selon les recommandations du CLSI (Clinical and laboratory standards
institute, 2013) et du NCCLS document M31-S1:Performance Standards for Antimicrobial
Disk and Dilution Susceptibility Tests for Bacteria Isolated from Animals; Informational
Supplement pour la Vancomycine, ensuite, la bactérie a été classée dans 1'une des catégories :
Sensible, Intermédiaire ou Résistante. Afin de s’assurer de la fiabilité de notre méthode
(controle positif) nous avons procédé a I’antibiogramme de la souche sensible de

Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Figure 18 : zones d’inhibitions aprés incubation des boites (Photo personnelle)
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1.3 Analyse statistique

L’analyse statistique a été effectuée avec le logiciel Statview® (Version 4.55 ; California -
USA). Le test y2 été utilisé pour comparer entre les pourcentages dans 1’étude de la prévalence
des S.aureus.L’analyse de variance (ANOVA) a été utilisee pour comparer entre plusieurs
moyennes des différents lots dans le dénombrement des SCP. Ensuite, le test t de Student a
été utilisé pour comparer entre deux moyennes notamment dans le dénombrement des SCP.

Le seuil de signification retenu est lorsque P<0,05.
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RESULTATS 1 : Prévalence de S. aureus

1 Prévalence de la contamination par S. aureus

1.1 Prévalence globale

Le diagramme en cercle ci-dessous, représente la contamination globale de tous les
échantillons testés au cours de notre étude. Il s’avére que parmi les 377 échantillons analysés
169 se sont révélés contaminés par S. aureus soit une prévalence—globale de 44,82%
(Figurel9).

169
45%

208
55%

o Négatif ™ Positif

Figure 19 : Prévalence globale de la contamination par S.aureus.

1.2. Prévalence de S. aureus en fonction d’un facteur de variation
1.2.1. Prevalence de S.aureus selon le site de prélévement

L’étude de la contamination des échantillons en fonction du site de prélevement, a montré que
156 prélevements sur 313 soit un taux de 49,84% étaient positifs a S. aureus pour les laits
prélevés a partir des citernes alors que le nombre d’échantillons positif pour le lait de tank
était de 11 sur 28 soit un pourcentage de 39,29% et pour le lait pasteurisé la prévalence était
de 5,55% soit 2 échantillons sur 36 (Figure20).

M Mégatif
m Positif
0% 25% 50%: 75% 100%:

Figure 20 : Prévalence de S.aureus en fonction du site de prélévement.

-57 -



Partie Expérimentale Résultats 1 : Prévalence de S. aureus

1.2.2. Prévalence de S.aureus selon les saisons

Le teste de Khi2 montre une différence significative (P<0,05) entre la contamination des
échantillons en fonction des saisons : printemps, été, automne et hiver avec des taux respectifs
de 53,85% (84/156) ; 49,30% (35/71) ; 40,30% (27/67) et 28,92% (24/83). Les taux les plus
élevés sont retrouvés durant les saisons les plus chaudes a savoir le printemps (53,85%) et

I’été (49,30%), ’hiver semble étre la saison ou la contamination est la moins élevée 28,92%

(Figure 21).
100%
75%
50% m Positif
B Négatif
25%
0%

Printemps Automne Hiver

Figure 21 : prévalence de S.aureus en fonction des saisons (P<0,05).

1.2.3. Prévalence de S.aureus en fonction des laiteries

L’application du test du Khi?> montre une différence trés significative entre la contamination
des trois laiteries, le taux le plus élevé est enregistré dans de la laiterie C (59,85% soit 82/137)
suivie par la laiterie B avec un taux de 41,62% soit 82/197. Le taux le moins élevé a été

enregistré dans la laiterie A avec une prévalence de 13,95% (6/43) (Figure 22).
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100%

75%

50% m Positif

W Négatif

25%

0%
Laiterie A Laiterie B Laiterie C

Figure 22 : prévalence de S.aureus en fonction des laiteries.
1.3.  Prévalence de S.aureus en fonction de deux facteurs de variation
1.3.1. Prévalence de S.aureus en fonction des laiteries et du site de prélevement
Sur les trois laiteries étudiées, la laiterie C montre une contamination plus élevée pour le lait
de citerne 24,60% (77/313), suivie par la laiterie B avec un taux de 23,96% (75/313) et en
dernier la laiterie A 1,28% (4/313). Concernant le lait de tank, les laiteries B et C ont
enregistré un méme taux de contamination de 17,86% (5/28) suivies par la laiterie A avec un
taux de contamination de 3,57% (1/28). En matiére de lait pasteurisé, seule la laiterie C était
indemne de toute contamination par S. aureus. Contrairement a toute attente, les laiteries A et
B ont montré une contamination similaire de leur lait pasteurisé avec un méme taux de 2,78%
(1/36) (Figure 23).

m Laiterie C
M |Laiterie B

M Laiterie A

0%
Citernes Tanks Pasteurisés

Figure 23 : prévalence de S.aureus en fonction des laiteries et du site du prélevement.
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1.3.2. Evolution de la prévalence de S.aureus en fonction des laiteries et du site de
prélévement

Les résultats enregistrés ont montré une baisse du taux de contamination pour la laiterie A
avec des taux respectifs de 18,18%, 10% et 9,09% pour le lait de citerne, de tank et le lait
pasteurisé. Une légere évolution a la hausse entre le lait de citerne et le lait de tank a été
observée pour la laiterie B avec des taux de 43,35% et 50% respectivement. Une baisse du
taux de contamination est aussi notée pour le lait pasteurisé (7,14%). Dans la laiterie C, le lait
pasteurisé ne présentait aucun échantillon positif, une régression de la contamination est
constatée pour le lait de citerne et le lait de tank avec des taux respectifs de 65,25% et 62,50%
(Figure 24 et Tableau 8).

75%
(77/118)
65,25% (5/8)

2,50%

(5/10)
50,00%

50%

M Citernes
m Tanks

m Pasteurisés

25% (4/22)
18,18%

(0/11)
0,00%

0%
Laiterie A Laiterie B Laiterie C

Figure 24: Evolution de la prévalence de S.aureus en fonction des laiteries et du site de
prélévement
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Tableau 8 : Evolution de la Prévalence de S.aureus en fonction du site de prélévement pour
chaque laiterie.

Citerne Tank Pasteurisé
Laiteries
Positif (%) Total Positif (%) Total Positif (%) Total
Laiterie A 04 (18,18) 22 01 (10,00) 10 01 (09,09) 11
Laiterie B 75 (43,35) 173 05 (50,00) 10 01 (07,14) 14
Laiterie C 77 (65,25) 118 05 (62,50) 8 00 (00,00) 11

Total 313 28 36

1.3.3. Prévalence de S.aureus en fonction des laiteries et des saisons
1.3.3.1. Prévalence de S. aureus dans chaque laiterie et en fonction des saisons

A la contamination des laiteries en fonction des saisons, c’est la laiterie B qui semble étre la
plus contaminée pour le printemps (N=156) avec un taux de 26,92%, suivie de pres par la
laiterie C (26,28%) et en dernier la laiterie A (0,64%). Concernant I’été (N=71) c’est la
laiterie C qui était la plus contaminé avec un taux de 23,94% suivit par la laiterie B 18,31%
vient ensuite la laiterie A avec le taux de 7,04%. La méme tendance est observée durant
I’automne(N=67) avec des taux de contamination au niveau de la laiterie C (20,90%) suivie
par la laiterie B (19,40%), la laiterie A n’a enregistré aucun cas positif au S.aureus pour cette
saison. La contamination était plus élevé en hiver N=83 au niveau de la laiterie B avec le taux
de 16,87% suivit par la laiterie C avec le taux de 12,05%, encore une fois aucune

contamination n’a été enregistrée a cette saison pour la laiteriec A (Figure25).
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Figure 25 : Prévalence de S. aureus dans chaque laiterie et en fonction des saisons.

1.3.3.2. Evolution de la prévalence de S.aureus du fil des saisons pour chaque laiterie

A T’évolution de la contamination de chaque laiterie en fonction des saisons nous remarquons
qu’il n’ya aucune contamination des échantillons prélevés au niveau de la laiterie A durant la
saison de I’automne et de I’hiver, la contamination ne semble concerner que les saisons de
I’été et du printemps avec des taux de 62,50% et 8,33% respectivement. La laiterie B montre
un taux de contamination plus élevé durant le printemps 50,60% suivie de I’automne 38,24%
puis de 1’été 39,39% et enfin celle de I’hiver 29,79%. Pour la laiterie C, la méme remarque
que pour la laiterie B peut étre retenue, mais avec des pourcentages plus élevés ; notamment
pour la contamination durant le printemps avec un taux de 67,21%, pour I’été le taux était de

58,62% puis I’automne avec 60,87% et enfin I’hiver avec un taux de 41,67% (Figure26).
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Figure 26 : prévalence de S.aureus au fil des saisons pour chaque laiterie.
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Discussion 1 : Prévalence de la contamination a S. aureus

S. aureus est considéré comme étant 1’agent pathogéne mammaire causant les plus grandes
pertes économiques dans 1’industrie des bovins laitiers. Les infections causées par S. aureus
sont plus dommageables pour le tissu sécrétoire par leur production de toxines (Akers, 2002).
Les mammites causées par S. aureus peuvent devenir chroniques étant donné la capacité de la
bactérie a se localiser a I’intérieur des cellules empéchant ainsi le syst¢éme immunitaire de la
reconnaitre et de 1’éliminer (Akers, 2002 ; Barkema et al., 2006), ce qui pourrait avoir

ultérieurement des répercussions néfastes sur la santé du consommateur.

Globalement 45,09% des échantillons se sont révélés contaminés par S. aureus. Ce taux de
contamination enregistré pour le lait de citerne (49,84%) est supérieur a ceux enregistrés en
Algérie par Belmamnoun et al. (2016) dans la région ouest du pays, ceux de Titouche et
al.(2016) et de Akkou et al. (2016) dans la région centre de I’ Algérie avec des taux respectifs
de 26,25%, 18% et 29,81%. A I’étranger, il est également supérieur a ceux enregistrés par
Nazari et al. (2014) en Iran (21%), Thaker et al. (2013) en Inde (6,00%), Fagundes. (2010)
au Brésil (7,03%) et ceux de Bendahon et al. (2008) au nord du Maroc (40%). Cette
différence serait due fort probablement au lieu de prélevement, car la plupart de ces auteurs
ont réalise leurs prélévements directement dans les étables (sans délais entre la traite et le
prélevement), alors que dans cette étude nous nous sommes intéressées aux laits des
collecteurs qui ont fait I’objet de transport et de plusieurs manipulations avant d’arriver a la
laiterie, avant d’étre testés. Il est a signaler que le taux observé au cours de notre étude était
inférieur a celui noté par Hamiroune et al. (2016)(58,5%) qui ont évalué la qualité
bactériologique du lait cru a divers stades de la chaine de production dans les exploitations
agricoles en Algérie, a celui de De Oliveira et al. (2011) (68%) au Brésil et a celui d’Ayele et

al. (2017) en Ethiopie (80%) qui ont analysé du lait provenant des centres de collecte.

De par sa richesse en nutriments, le lait constitue un milieu favorable au développement
bactérien ; il peut donc étre rapidement contaminé. Cette contamination peut avoir plusieurs
origines. Elle peut provenir de la mamelle elle-méme lorsque la vache souffre de mammites
cliniques ou subcliniques (Holm et al., 2000) ; ces dernieres étant majoritairement associées a
la présence de S. aureus, germe ubiquiste, habituellement présent sur les muqueuses de
I’animal (Sabour, 2004). Elle peut aussi étre influencée par la composition et I’entretien des
litiéres ainsi que le non-respect des régles d’hygiéne lors de la traite, a savoir I’hygiéne des

mains, des trayons et du tank de stockage (Bonfoh et al., 2003).
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Les machines & traire contribuent elles aussi a la contamination du lait par les biofilms
présents a leurs surfaces lorsqu’elles sont insuffisamment nettoyées ou lors de I’utilisation

d’une eau contaminée (Hamiroune et al., 2014).

Le non-respect des températures de réfrigération lors du transport (5°C température
préconisée), ainsi que 1’exposition du lait aux températures ambiantes semblent jouer un role
déterminant remettant en cause sa conservation (Kouameé-Sina et al., 2010), le rendant ainsi
dangereux pour le consommateur. Smith et al. (1982) ont détecté la production des
entérotoxines a des températures proches de ’ambiance allant de 10°C a 46°C, alors que leur
production est normalement retrouvée a des températures de 40°C a 45 °C (Tortora et
al.,2005). Ceci représente un réel danger pour le consommateur car une fois libérées les
entérotoxines sont tres thermostables contrairement a la bactérie S. aureus qui est elle
facilement éliminée par les températures de pasteurisation. Nous considérons que le danger
est plus grand, lorsque le lait refoule par les laiteries se retrouve aux points de ventes
artisanaux pour étre revendus tels quels ou transformes en lait caillé et en beurre fabriqué de
facon artisanale. Sachant que beaucoup de personnes préferent la consommation du lait de
vache a I’état cru (Hamiroune et al.,2014) et que les comptages de S. aureus au-dessus de 103
augmentent la probabilité de production de toxines staphylococciques résistantes a I'ébullition
réalisée dans les foyers lors de I'achat de lait cru, et au processus de pasteurisation (Tebaldi et
al.,2008).

Bien qu’un taux de zéro pour cent de contamination du lait apres pasteurisation soit attendu,
au cours de notre éetude, le lait pasteurisé a montré un taux de contamination de 5,55% (2/36).
Ces reésultats sont nettement inférieurs a ceux observés par Freitas et al. (2005) et De
Oliveira et al.(2011) qui ont noté des taux respectifs de 30,5% et 30%. La persistance de S.
aureus dans le lait pasteurisé est probablement en relation avec la forte charge initiale du lait
cru,le mélange de lait de plusieurs provenances, mais surtout le non-respect des températures
de pasteurisation favorisant ainsi la cohabitation et ’apparition de souches bactériennes de

plus en plus résistantes aux traitements thermiques.

Le risque pour le consommateur devient plus important surtout lors de certaines pratiques
frauduleuses ou les vendeurs, pour économiser la consommation d’électricité, éteignent les
refroidisseurs la nuit laissant le produit exposé aux variations de températures (De Oliveira et
al.,2011), favorisant ainsi la production des toxines staphylococciques (Chapaval et
al.,2010).
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L’¢étude statistique a montré une différence significative (P<0,05) entre la contamination
globale de nos échantillons en fonction des saisons. Cette derniere serait plus marquée durant
les saisons chaudes a savoir le printemps et I’été avec des taux respectifs de 53,85% et
49,30%. En effet, le nord de I’Algérie est connu pour ses températures élevées pendant cette
période favorable au développement bactérien notamment de S. aureus. L’étude menée par Le
Mens et al.(1999) sur du lait de vache UHT délibérément contaminé par S. aureus a montré
un développement significatif de S. aureus dans le lait incubé & 22°C et 32°C par rapport a
celui incubé a 12°C etl18°C. Chapaval et al. (2010) ont rapporté que la production
d'entérotoxines staphylococciques dans le lait est notable lorsqu'il est conservé a des
températures comprises entre 37°C et 42°C, ou lorsqu'il est exposé & des variations de

températures.

Quant au taux de contamination de 28,92 % enregistré en hiver, il est a noter que les épisodes
d’¢élévation des températures (caractéristiques des pays mediterranéens : hiver doux et été
chaud) et la cohabitation étroite des animaux en cette saison pourraient majoritairement
I’expliquer. Milojevic et al. (1988) ont corroboré cette hypothése en montrant une diminution
de 27 % des cas de contamination du lait par les staphylocoques dans les troupeaux en
stabulation extensive par rapport aux troupeaux en stabulation intensive. Globalement,
I’environnement direct de I’animal offrant les conditions idéales d’oxygénation, de
température et d’humidité constitue un trés bon milieu pour le développement et la persistance
de S. aureus ; a I’exemple de la litiére qui représente une source potentielle de contamination.
Hamiroune et al. (2014), ont noté un taux de contamination plus élevé en S. aureus dans les
élevages qui utilisaient une litiere 54,10% contre un taux de 45,90% dans les élevages qui

n’en utilisaient pas.
Contamination du lait en fonction des laiteries

Les différences observées entre les laiteries s’expliqueraient par les mauvaises conditions
d’hygieéne des fermes laiticres Jamali et al. (2015) ou fort probablement par les différences
de pratiqgues de production de chaque laiterie. Cette contamination serait fonction de la
capacité de transformation de chaque laiterie, ce qui pourrait avoir des conséquences
négatives sur le respect des reégles d’hygiéne, cela méme en présence d’un systéme de controle
avéreé. Cet état de fait se traduit par un temps de séjour trés long du lait dans les citernes avant
traitement thermique. Nous avons aussi noté une fréquence de collecte plus élevée pour la

laiterie C (étalée sur toute la journée) avec plusieurs allers-retours des collecteurs, tandis que
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pour les autres laiteries elles avaient lieu uniquement tot dans la matinée, ce qui pourrait

expliquer le taux de contamination plus élevé dans de cette derniére (59,85%).

L’étude de I’évolution de la contamination au cours du process de fabrication pour chaque

laiterie montre en général une diminution des taux de contamination.

Dans la laiterie "A" les taux enregistrés sont de 18,18% ; 10% et 9,09% pour le les lais de
citernes, du tank et pasteurisé respectivement. Dans la laiterie "C", les taux enregistrés étaient
de 65,25% ; 62,50% et 0% pour ces mémes types de lait.

La diminution de la contamination observée dans le tank de mélange, pourrait s’expliquer par
le fait que le lait prélevé a cet endroit n’était pas homogeénéisé, car le prélevement est effectué
a partir du robinet du tank, contrairement au lait de citerne qui a été prélevé apres
homogénéisation de cette derniére. D’autre part, les laits de bonne qualité microbiologique
peuvent jouer le r6le de dilueur pour les citernes fortement contaminées réduisant ainsi
I’impact de leur contamination dans du tank. L’absence de contamination dans du lait
pasteurisé de cette laiterie nous renseigne sur ’efficacité du procédé de pasteurisation. Dans
la laiterie B, une légere évolution a la hausse des taux de contamination est observée entre le
lait de citerne et le lait de tank avec des taux respectifs de 43,35% et 50%. Ceci pourrait étre
due soit a la mauvaise qualité microbiologique des laits des collecteurs qui ont déversés au
niveau du tank ou a la contamination de la surface de leur citerne sachant que la plus part de
des citernes ne possédaient pas un systéme de réfrigération, soit a I’absence de désinfection
réguliere du tank entrainant ainsi la persistance et 1’augmentation de la contamination. La
persistance alarmante de la contamination des laits pasteurises dans les laiteries A et B est le
témoin d’un traitement thermique défectucux ou d’une charge microbienne initiale trop élevée

dans les citernes.

Les résultats de 1’étude de I’influence de la saison sur le taux de contamination des laits par S.
aureus montrent que dans la laiterie B, le taux le plus élevé a été enregistré durant les saisons
de printemps (26,92%) et d’hiver (16,87%). Dans la laiterie C, les taux les plus élevés ont été
notés durant les saisons d’été (23,94%) et d’automne (20,90%), ceci pourrait s’expliquer par
la localisation des centres de collecte, situés loin des laiteries, ce qui aurait pour effet
d’augmenter la charge bactérienne des laits. En effet, de longues distances sont parcourues par
les collecteurs pour arriver aux laiteries, ces derniers arrivent des wilayas de Médéa, Tipaza,

Alger et Blida pour la laiterie B et des wilayas de Tizi-Ouzou et Boumerdés pour laiterie C.
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Dans la laiterie C, un autre facteur participerait a cette augmentation de la charge bactérienne
durant 1’été et 'automne, il s’agit de I’étalement de I’arrivée des laits de collecte durant toute

la journée exposant ainsi les laits aux variations de température .

La laiterie A n’a présenté aucune contamination durant les saisons d’automne et d’hiver.
Cependant, le taux de contamination le plus élevé qu’elle a enregistré était durant la saison
estivale (7,04%).Ceci pourrait s’expliquer d’une part par la prolifération de S. aureus lors des
périodes de grande chaleurs et a sa capacité a former des biofilms dans les citernes de collecte
et dans les tanks de stockage ; et par sa résistance d’autre part au nettoyage probablement
insuffisant, sachant qu’il n’y a qu’un seul collecteur qui fournit cette laiterie, la rendant ainsi

tributaire de la qualité du lait collecté et de ses pratiques d’hygiéene.

Cet état des lieux impacte négativement la qualité des produits, sachant que le lait collecté
dans cette laiterie est utilise pour la fabrication de lait fermenté et que la persistance de S.
aureus a un pH bas dépend du niveau de contamination initiale, des modalités de préparation

et de la température de caillage (Le Mens et al., 1999).

L’étude de I’évolution de la contamination des laits par S. aureus de chaque laiterie en
fonction des saisons nous montre que la contamination de la laiteric A n’a concerné que les
saisons chaudes et qu’elle était plus marquée en éte (62,50%). Ceci peut étre encore une fois
étre expliqué par un nettoyage insuffisant de la citerne laissant ainsi des résidus de lait sur sa
paroi, sachant que la citerne du seul collecteur affilié a cette laiterie, n’est pas dotée d’un
systeme de refroidissement, et qu’il vient de la région de Tizi-Ouzou, zone réputée pour ces
températures tres élevées en été. Les laiteries B et C montrent un taux de contamination plus
élevé durant le printemps (50,60% et 67,21% respectivement), ceci pourrait s’expliquer par la
charge du lait de collecte plus importante, vu la disponibilité fourragére durant cette saison,
conduisant les collecteurs non dotés d’un systéme de réfrigération, a attendre leur tour au
niveau des laiteries, les exposant ainsi aux températures ambiantes durant de longues heures.
Ce taux diminue durant la saison estivale car le nombre de collecteurs a lui aussi nettement
diminué durant cette saison ce qui étaye I’hypothése que le délai d’attente des collecteurs au
niveau des laiteries est un facteur favorisant I’augmentation de la charge bactérienne de

contamination du lait.
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RESULTATS 2 : Dénombrement des SCP
1 Taux de contamination par les SCP

1.1 Taux de contamination globale en SCP des différents lots

L’analyse de variance (ANOVA) des résultats obtenus des taux de contamination par lot a

révélé une différence significative (P < 0,05) entre les lots dans les trois laiteries.

La comparaison deux-par-deux entre les moyennes des taux de contamination des lots par le
test de Student n’a montré aucune différence significative entre les lots, excepté le lot 1(1%
visite) qui a montré une différence significative avec la plupart des autres lots avec une
moyenne de 1,86+2 10*UFC/ml .

la charge bactérienne moyenne en S. aureus des autres lots (lot 2 - lot 11) peut étre considérée
comme étant la méme durant toute notre étude avec quelques fluctuations autour d’une
moyenne globale de 1,74 +1,55102UFC/ml avec un minimum enregistré dans le lot 3
1,23 +1,69102UFC/ml et un maximum enregistré dans le lot 8 (2,24 +1,78103UFC/ml) (figure
27) .

Notons que la laiterie A n’a pas contribué¢ a la contamination du premier lot, puisqu’elle n’a
présenté aucune contamination a S. aureus et que la plus grande contamination a été
enregistrée dans la laiterie B (3,89 +21,88 10*UFC/ml) devant la laiterie C (6 ,67 30,90
103UFC/ml) (figure 28).
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Figure 27 : taux de SCP en fonction des lots.

-069 -



Partie Expérimentale Résultats 2 : Dénombrement des SCP
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Figure 28 : Taux de SCP du lot1.

1.1.1 Taux de contamination en SCP par visite et par laiteries

La figure ci-dessous montre des schémas de distribution de la contamination tres différents
entre les trois laiteries. Dans la laiterie A, la contamination par S. aureus n’a été observée que
durant les 3™ 4¢me et 58Me yisites seulement. Pour la laiterie B nous remarquons une
réduction continue de la contamination depuis la 1% visite jusqu’a atteindre un taux zéro de
contamination lors de la 8°™ visite, puis on note une recrudescence fulgurante lors de la 9-10
et 11°™ visite. Contrairement aux deux précédentes laiteries, la contamination dans la laiterie
C semble ne pas suivre un schéma particulier. Au cours des visites, la contamination fluctuait

entre forte et moyenne charge sans présenter une contamination nulle (figure 29).
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Figure 29 : taux de contamination en SCP en fonction des lots pour chaque laiterie.

-70 -



Partie Expérimentale Résultats 2 : Dénombrement des SCP

1.2 Appréciation qualitative des échantillons testés

Dans cette étude 24% des échantillons de lait cru étaient de qualité non satisfaisante (>103
UFC/ml), 4% étaient acceptables (<102 UFC/ml) et 72% était de qualité satisfaisante
(Figure 30).

90

— = Satisfaisant
u Acceptable

= Non satisfaisant

Figure 30 : Appréciation qualitative des échantillons testés.

2 Taux de contamination en SCP en fonction d’un seul facteur de variation

2.1 Etude de I’influence du site de prélevement sur le taux de contamination par les SCP et

sur la qualité du lait

2.1.1 Effet du site de prélevement sur le taux de contamination par les SCP

Les résultats de dénombrements des SCP dans les échantillons de lait de citerne, de tank, et de
lait pasteurisé n’a révélé aucune différence significative (P>0,05) enregistrant des moyennes
de contamination respectives de 2,88 1,55 10%+ UFC/ml, 5,01 +3,8010> UFC/ml,
2,82+1,5510% UFC/ml soit, la moyenne la plus élevée est celle du lait de tank (figure 31).
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Figure 31 : Taux SCP en fonction du site de prélévement.

2.1.2 Effet du site de prelévement sur la qualité du lait

Sur les 313 échantillons de lait de citerne testés, 84 (26,84%) étaient supérieurs a la norme et
classés comme non satisfaisants, 10 (3,19%) étaient acceptables et 69,97%(219/313) de
qualité satisfaisante. Le lait de tank était représenté par 21,43% (6/28) d’échantillons de
qualité non satisfaisante, 7,14% (2/28) acceptables et 71,43% (20 /28) étaient satisfaisants.
Pour le lait pasteurisé aucun échantillon n’était de qualité non satisfaisante, 5,56% (2/36)
acceptables et 94,44% (34/36) satisfaisants (figure 32). La différence entre la qualité des trois
sites de prélevement était significative (P<0,05)
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Figure 32: Effet du site de prélevement sur la qualité du lait
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2.2 Etude de I'influence des saisons sur le taux de contamination par les SCP et sur la

qualité du lait

2.2.1 Effet des saison sur le taux de contamination par les SCP

A I’étude de la contamination par saison nous remarquons que les saisons du printemps et de
I’hiver présentent la charge microbienne la plus élevée avec une méme moyenne de
4,27+1,9110% UFC/ml vient ensuite I’été avec une moyenne de 2,69+2,2410°UFC/ml et enfin
I’automne présente la moyenne la moins élevée 7,94+ 2,82 10 UFC/ml (figure 33). Aucune

différence significative n’a était notée.

Log N
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Figure 33 : taux de SCP en fonction des saisons.

2.2.2 Effet des saisons sur la qualité du lait
A T’étude par saison,le taux d’échantillons non satisfaisant le plus élevé a été retrouvé au

printemps(31,41%) suivi par I’été (22,54%) en suite 1’automne (17,91% ) et enfin I’hiver
(15,66%).Pour les échantillons acceptables c’est I’hiver qui présentait le taux le plus
élevé(6,02 %),suivie par 1’été (04 ,23%),ensuite I’automne et le printemps avec les taux
réspectifs de 2,99%, 2,56 % (figure 34). L’application du test Khi> n’a montré aucune

différence significative
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Figure 34 : Effet des saisons sur la qualité du lait

2.3 Etude de I’influence des laiteries sur le taux de contamination par SCP et sur la qualité
du lait

2.3.1 Effet des laiteries sur le taux de contamination

Aucune différence significative (P>0,05) n’a été observée a la comparaison entre la
contamination des trois laiteries étudiées. La moyenne de contamination la plus élevée a été
observée au niveau de la laiterie C (6,46 +1,6610> UFC/ml) suivit de la laiterie A
(1,70+4,6810% UFC/mI)) et ensuite de la laiterie B (1,41+1 ,9510> UFC/ml) (figure 35).
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Figure 35 : Taux de SCP en fonction des laiteries
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2.3.2 Effet des laiteries sur la qualité du lait
Concernant la qualité du lait en fonction des laiteries ,c’est la laiterie C (N=126) qui présente

le plus grand nombre d’échantillons non satisfaisants 48/137 soit 35,04 %,suivie par la laiterie
B(N=197)avec un nombre de 40 échantillon (20,30%) et en dernier la laiterie A avec un
nombre de 2/43 échantillons non satisfaisants soit 4,65%.Le test de khi? a révéle une
différence trés significative entre les laiteries (P<0.05).Concernant les échantillons
acceptables, le méme ordre de classement des laiteries est maintenu, a savoir : la laiterie C
(N= 137),la laiterie B(N=197)et la laiterie A(N=43) avec les taux respectifs de 5,11%,
2,54%, 4,65% (figure 36).
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Figure 36 : Effet des laiteries sur la qualité du lait
3 Taux de contamination en SCP en fonction de deux facteurs de variation

3.1 Etude de I’influence des laiteries et du site de prélévement sur le taux de contamination
par les SCP et sur la qualité du lait

3.1.1 Effet des laiteries et du site de prélevement sur le taux de contamination par SCP

La comparaison entre la contamination en S. aureus des 3 laiteries en fonction du site de
prélevement n’a révélé aucune différence significative (P>0,05). Cependant, la moyenne la
plus élevée est retrouvée au niveau de la laiterie C pour le lait de citerne suivit de la laiterie A
et ensuite de la laiterie B avec les moyennes respectives de: 6,17+1,70 10> UFC/ml
,1,51+11,48102UFC/ml ,1,35+2,04102UFC/ml .Pour le lait de tank, c’est toujours la laiterie C
qui est en téte vient ensuite la laiterie B suivit de la laiterie A avec les taux respectifs
de :1,23+9,33 10° UFC/ml, 2,88+11,75 10> UFC/mI,10? UFC/ml La contamination du lait

pasteurisé est marquée par son absence au niveau de laiterie C, par contre la moyenne la plus
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haute a été enregistrée au niveau de la laiterie A avec un taux de contamination de
4,3710?UFC/ml suivit de la laiterie B avec un taux de 1,82 102 UFC/ml (figure 37).

Log N

nimil
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| Citerne
W Tank
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Figure 37 : taux de SCP en fonction du site de préléevement selon les laiteries

3.1.2 Effet des laiteries et du site de prélevement sur la qualité du lait

L’étude de la contamination par les SCP par laiterie et par site de prélevement a montré que
pour la laiterie A (N=43), seul le lait de citerne (N=22) a présenté des échantillons non
satisfaisants avec un taux de 9,09% (2/22), il n’a par contre présenté aucun échantillon
acceptable contrairement au lait de tank (N=10) qui a montré un taux de 10% (1/10) presque
similaire a celui du lait pasteurisé 9,09% (1/11). Pour la laiterie B (N=197), le taux
d’échantillons non satisfaisants est presque similaire pour le lait de citerne (N=173) et le lait
de tank (N=10) : 21,97% (38/173) et 20% (2/10) respectivement. Concernant les échantillons
acceptables le taux le plus élevé a été observe au niveau du tank 10% (1/10) suivi par le lait
pasteurisé (1/14) et le lait de citerne (3/173) avec les taux de 7,14% et 1,73 respectivement.
En dernier lieu, au niveau de la laiterie C (N=137) le lait de tank (N=8) a montré plus
d’échantillons non satisfaisants soit 50% (4/8) par rapport au lait de citerne (37,29%), le lait
pasteuris¢ n’a montré aucun échantillon non satisfaisant. Seul le lait de citerne (N=118) a

présenté des échantillons de qualité acceptable avec un taux de 5,93% (7/118) (figure 38).
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Figure 38 : Effet des laiteries et du site de prélevement sur la qualité du lait

3.2 Etude de I’influence des laiteries et des saisons sur le taux de contamination par SCP et
sur la qualité du lait

3.2.1 Effet des laiteries et des saison sur le taux de contamination par SCP

La contamination en fonction des laiteries et des saisons a montré que : (i) pour le printemps
c’est la laiterie A qui a pris les devants avec une moyenne de contamination de 2, 52
103UFC/ml suivit de la laiterie B 4,68+2,75 10°UFC/mI vient ensuite la laiterie C 3,63+2,34
102UFC/ml .Aucune différence significative n’a été enregistrée pour cette saison (P>0,05).
(ii) pour I’été c’est la laiterie C qui présentait la charge la plus élevée 2,75+2,34 10° UFC/mll,
suivit de la laiterie A 9,77+5,8910 UFC/ml et puis de la laiterie B 1,51+4,07 10 UFC/ml .11 est
a noter que la différence entre la laiterie C et la laiterie B était tres significative (P< 0,05). (iii)
concernant les résultats obtenus a I’automne, la laiterie A ne présentait aucune contaminations
alors que la différence de contamination était significative entre la laiterie C et B avec une
charge plus élevée au niveau de la laiterie C 9,33+2,57102 UFC/ml et plus basse pour la
laiterie B 5,7545,25 10 UFC/ml. (iv) pour I’hiver la laiterie A encore une fois marque son
absence tandis que la valeur la plus élevée était enregistrée au niveau de la laiterie B
5,25+2,29 102UFC/ml; vient ensuite la laiterie C avec une moyenne de 3,24+2,29 10°

UFC/ml. Aucune différence significative n’était observée entre ces deux dernicres (P>0,05).
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Concernant 1’évolution de la contamination de chaque laiterie au fil des saisons, la laiteriec A
semble n’étre contaminée que durant le printemps et 1’été¢ avec les charges respectives de :
2,52 103UFC/ml ; 9,77+5,8910 UFC/ml. Pour la laiterie B, une différence de contamination
significative (P< 0,05) était observée a la comparaison entre la saison du printemps et de
’automne avec les charges respectives de : 4,68 +2,7510°UFC/ml; 5,75+5,25 10 UFC/ml et
entre I’été et I’hiver avec les charges respectives de : 1,51+4,07 10 UFC/ml; 5,25+2,29
102UFC/ml. Et enfin entre I’automne et I’hiver avec les charges respectives de : 5,75+5,25 10
UFC/ml ; 5,25+2,2910°UFC/ml. La contamination de la laiterie C ne présente aucune
différence significative entre les saisons (P>0,05). Toutefois, il semble que 1’été est la saison
la plus contaminée avec une charge de 2,75+2,34 10°UFC/ml suivit de I’automne 9,33+2,57
102UFC/ml et en suite le printemps puis I’hiver avec les moyennes de 3,63+2,34102
UFC/ml ; 3,24+2,29 10? UFC/ml respectivement (figure 39).
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Figure 39 : taux de contamination en SCP des laiteries en fonction des saisons.
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3.2.2 Effet des laiteries et des saisons sur la qualité du lait

Le nombre d’échantillons non satisfaisants était variable d’une laiterie a une autre et pour
chaque saison. La figure 40 montre que pour la laiterie A (N=43), il y avait 8,33% (1/12)
d’échantillons non satisfaisants au printemps, 12,50% (1/8) pour I’été et aucun échantillon
non satisfaisant pour I’automne et 1’hiver. Pour les échantillons acceptables, le printemps n’a
présenté aucun cas. L’été par contre a présenté 25%(2/8) d’échantillons acceptables,
I’automne et I’hiver n’ont montré aucun échantillon de qualité acceptable. Pour la laiterie
B(N=197) le printemps a montré le taux d’échantillons non satisfaisant le plus élevé 31,32%
(26/83) suivi par I’hiver 17,02 % (8/47) ,ensuite I’automne 9,09% (3/33) et enfin 1’été 8,82%
(3/34). Les taux le plus élevé pour le lait de qualité acceptable a été observé en hiver (6,38%)
suivi par le printemps (7,69%). L’été et l'automne n’ont présenté aucun échantillon
acceptable. Pour la laiterie C (N=137), I’automne et 1’été ont montré un taux d’échantillons
non satisfaisants presque similaire : 39,13% (9/23) et 41,38% (12/29) respectivement, suivi
par le printemps 36,07% ( 22/61) et en dernier lieu, ’hiver avec un taux 20,83% (5/24). Le
taux d’échantillons acceptable le plus élevé a été observé au automne 08,70 % (2/23) suivi par
I’hiver 8,33% (2/24), ensuite I’été 3,45%( 1/29) et enfin le printemps 3,28%(2/61) (figure
40).
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Figure 40 : Effet des laiteries et des saisons sur la qualité du lait
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Discussion 2 : Dénombrement des SCP

Concernant 1’é¢tude de I’évolution de la contamination en fonction des sorties effectuées
durant notre étude, une différence significative notable a été observée entre la sortie
numéro 1 de toutes les laiteries avec une charge moyenne del, 86 +2 10* UFC/ml et le
reste des sorties qui ont présenté une moyenne de charge en SCP de 1,74 +1,55
102UFC/ml. Il est & noter que les laiteries B et C étaient impliquées dans cette différence.
Cela pourrait étre expliqué par des mesures d’hygiéne prises soit par les collecteurs (ou
éleveurs) soit au niveau des laiteries apres notre passage. Elle pourrait aussi étre due aux
imperfections des gestes techniques de l’opérateur et de la difficulté de créer des
automatismes de prélévements afin d’assurer une asepsie correcte au-dessus des camions
citernes des collecteurs. Surtout lorsque 1’opérateur travaille seul (désinfection et

prélevement).

A T’étude de la contamination de nos échantillons au cours de nos 11 sorties pour chaque
laiteries, nous avons remarqué que la laiterie A n’a montré de contamination qu’a la 3-4-
5°Mevisite ce qui est concomitant avec le début des fortes températures (fin du printemps,
été) favorables au développement et a la multiplication de beaucoup de bactéries
notamment S.aureus. En effet, S.aureus est une bactérie capable de se développer a des
températures trés variables allant de 10 a 42°C avec une température optimum de 37°C (Le

Loir, 2003). Températures largement atteintes dans notre pays durant la saison estivale.

L’évolution de la contamination au niveau des laiteries B et C peut s’expliquer par la
fluctuation des mesures d’hygiénes au niveau des ¢€levages, des citernes de collecte ou
méme au niveau des laiteries elles-mémes. Effectivement, au cours de notre étude nous
avons remarqué que le lait de certains collecteurs était régulierement plus contaminé que
celui des autres. Ce qui témoigne du non-respect de 1’hygiéne au niveau des élevages ou
lors de la traite par les machines a traire ou les mains des trayeurs (Bonfoh, 2003).Cet état
des lieux pourrait nous renseigner sur la gestion des laiteries quant a la contamination aux
S. aureus. En effet, ’absence d’analyses microbiologiques du lait de citerne et méme du
lait pasteurisé pour certaines laiteries est le reflet d’une maitrise insuffisante parfois méme

absente du systeme HACCP.
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Le dénombrement de SCP a montré un taux de contamination plus important au niveau du
lait de tank par rapport aux autres laits, néanmoins aucune différence significative n’a été
observée. Par manque de recherches s’intéressant aux laits de tanks des laiteries et afin de
pouvoir comparer nos résultats, nous nous sommes intéressés aux auteurs ayant effectué
leurs prélevement a partir des tanks de stockages situés au niveau des élevages. La charge
moyenne retrouvée au niveau du lait de tank (5,01 102 UFC/ml) était légérement supérieure
a celle retrouvée dans le lait prélevé a partir des tanks de stockage de différents élevages
situés dans la région de Tiaret par Ghazi et al. (2011) (2 102UFC/ml).Par contre, elle était
légérement inférieure a celle retrouvée dans le lait de tank d’une laiterie située a I’ouest
algérien par Aggad et al. (2009) avec une charge moyenne de35.102UFC/ml et celle
retrouvée par Bachtarzi et al. (2015)dans le tank d’une laiterie située dans la région de
Constantine avec une charge de 37,5.102UFC/ml. Nos résultats sont aussi légérement
inférieurs a ceux de Baazize-Ammi et al. (2019) dans la région centre d’Algérie avec une
moyenne de contamination de 8,7+0,9 102UFC/ml. Cette contamination était nettement
inférieure aux valeurs observées par Ouazzani et al. (2014) dans la région du Gharb au
Maroc avec un taux de 2,15 10*°UFC/ml. Hamiroune et al. (2016) ont aussi retrouvé une
contamination supeérieure a la notre dans la région de Blida et de Jijel avec une charge
moyenne de 2,6 10* UFC/ml. Nos résultats sont aussi inférieurs a ceux retrouvé au Kenya
au niveau des tanks de stockage des laiteries par kouameé-Sina et al. (2010) en cote

d’Ivoire avec un taux 7,1 102 UFC/ml.

La contamination plus ¢levé du lait de tank peut s’expliquer par I’effet additif de certains
laits de mauvaise qualité. En effet, S. aureus est presente dans 90% des fermes laitieres
(Kadja, 2010). Cette bactérie est aussi dotée d’une capacité a former des biofilms lui
permettant de survivre et de résister aux desinfectants (Tremblay et al.,2014) sachant que
les tanks ne sont nettoyés et désinfectés qu’aprés le passage du dernier collecteur
permettant ainsi a la bactérie de mieux adhérer a la paroi du tank.

La contamination de la mamelle ainsi que le non-respect des mesures d’hygiéne au niveau
des étables et au moment de la traite contribuent a la contamination du lait des citernes des
collecteurs qui était de I’ordre de 2,88 10> UFC/ml (2,46 Logioc UFC/ml).En effet, la
contamination bactérienne du lait cru dépend non seulement de 1’hygiéne de la traite, mais
aussi de la température de stockage et du temps s’écoulant entre la traite et la collecte
(O’connell et al., 2016; Knight-Jones et al., 2016). La grande dispersion des élevages

laitiers ainsi que ’absence de moyens de réfrigération au niveau des camions citernes

-82-



Partie Expérimentale Discussion2 : Dénombrement des SCP

contribuent a la multiplication bactérienne se traduisent par la non-conformité
microbiologique du lait (Boumghar, 2000). La contamination pourrait aussi provenir de
I’ouverture répétée du « Trou d’homme » (ouverture située dans la partie supérieure de la
citerne de collecte) que ce soit pour nos prélevements ou pour les prélévements de routine
destinés aux analyses physicochimiques de I’usine.

Nos résultats sont inférieurs a ceux observés par Shamila-Syuhada et al. (2016) en
Malaisie avec une contamination variant de 2,88 a 3.41 Logio UFC/mI et supérieure a ceux
de Kaouche et al. (2014) avec une charge moyenne de 7,2 10! UFC/ml. Bien que le
nombre d’échantillons de lait pasteurisé contaminé par S.aureus soit réduit (2/36), le taux
de contamination en SCP reste élevée (2,82 102 UFC/ml).Nos résultats sont inférieurs a
ceux observés par de Oliveira et al. (2011) au Brésil qui ont retrouvé un taux de
3,5103UFC/ml. Ils sont légerement supérieurs a ceux retrouvés par Aggad et al. (2009)
avec un taux de 2,18 102UFC/ml. La persistance de la bactérie dans le lait pasteurisé
représente un réel danger pour le consommateur car cette derniere a la capacité de produire
des entérotoxines responsables de toxi-infections alimentaires dont la sévérité depend du
statut sanitaire des individus.

L’absence de différences significatives entre la charge bactérienne du lait cru et du lait
pasteurisé est le témoin d’un processus de pasteurisation défaillant (non-respect du couple
température/temps) et/ou de la formation d’un biofilm résistant a la température. En effet,
Montanari et al. (2015) ont déclaré que le mécanisme de formation de biofilms par
S.aureus au moment du traitement thermique ou juste avant la rendait tres résistante aux
températures élevées.

A Dappréciation qualitative de nos échantillons, les taux les plus ¢élevés d’échantillons
dépassant le seuil fixé par la norme (103 UFC/mlI) étaient ceux du lait de citernes (26,84%).
Le méme constat de contamination a été relevé lors de notre étude de la prévalence de
S.aureus. En effet, un dénombrement élevé en SCP peut étre a 1’origine de toxi-infections
alimentaires qui peuvent provenir de la mamelle lors de mammites et/ou du matériel de
traite souillé. Selon I’anses(2011) dans les produits alimentaire S.aureus représente la
majorité des SCP (ANSES., 2011). Malencontreusement, la réglementation ne prévoit pas

la recherche de SCP dans le lait pasteurisé car ce dernier ne devrait pas y étre.

Concernant I’effet de la saison sur la charge bactérienne du lait, ’absence de différence
significative montre qu’il n’y avait aucun effet saison sur la charge en SCP de nos

¢chantillons durant I’année de notre étude. Néanmoins, nous avons remarqué que 1’hiver et
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le printemps présentaient une méme charge de contamination Iégérement plus élevée que
celle de I'été (4,27 10> UFC/ml). Ces résultats sont différents de ceux observés par
Mennane et al (2007) au Maroc avec une charge moyenne de 3,8 10°UFC/ml pour I’hiver
et aucune contamination pour le printemps. Notre recherche a montré une charge moyenne
de contamination pour 1’été et lautomne de 2,69 102UFC/ml, 7,94 10UFC/ml
respectivement ce qui est nettement inférieur aux résultats observés par Mennane et al.
(2007) ayant enregistré une charge bactérienne moyenne de 2,5 10* UFC/ml et 2,26 10°
UFC/ml.

Les niveaux de contamination plus élevés durant le printemps et I’hiver peuvent étre
expliqués par le pic de mammites a Staphylococcus aureus et E. coli durant le printemps
(Schukken et al., 1988). Généralement, c’est les jeunes femelles, plus sensibles aux
conditions de traite, qui sont mises en causes dans ce pic (De Cremoux et al., 2008). Les
mamelles, plus souvent 1ésées et souillées durant I’hiver (promiscuite) sont propices aux
infections (Tillard E, 2001).

La comparaison avec la réglementation a montré qu’il n y avait pas de différence
significative entre les saisons et que c’est le printemps qui a présenté le plus grand taux
d’échantillons non satisfaisants ce qui concorde parfaitement avec la prévalence de
S.aureus en fonction des saisons. Ceci est probablement dd aux températures ressenties a
cette saison. Le plus souvent, en Algérie, le printemps est réputé comme étant aussi chaud
que I’été ce qui favoriserait le développement et la multiplication des bactéries notamment
les SCP.

Contrairement a I’étude de la prévalence, la comparaison par laiteries n’a montré aucune
différence significative entre le niveau de contamination des trois laiteries étudiées. La
laiterie C a montré aussi bien une prévalence qu’une charge bactérienne plus élevée par
rapport aux autres laiteries. Cela pourrait encore une fois étre expliqué par la frequence de
collecte de cette laiterie (toute la journée) et le long séjour du lait a des températures
ambiantes propices a la multiplication des SCP ainsi qu’a la libération des entérotoxines
staphylococciques. Sachant que la majorité des collecteurs ne possedent pas de citernes
munies d’un systéme de refroidissement et qu’il fallait attendre les résultats des analyses
physicochimiques pour pouvoir déverser leur lait dans le tank. Etonnamment, malgré la
faible prévalence en S.aureus de la laiterie A (13,95%), elle présentait une charge
microbienne similaire aux autres laiteries. Notant que cette laiterie n’est desservie que par
un seul collecteur dont 1’état d’hygiéne conditionne la qualité du lait, ce qui laisse penser

que la contamination proviendrait soit des fermes des quelles il est approvisionné soit de la
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citerne elle-méme. Cette derniére est uniquement rincée sans 1’utilisation d’aucun produit
désinfectant.

Concernant la contamination par laiterie selon le site de prélevement, la différence n’était
pas significative pour les trois types de laits. Néanmoins, nous avons noté I’absence de
contamination du lait pasteurisé de la laiterie C tandis que celui de la laiterie A présentait
la charge microbienne la plus élevée. Ce qui laisse penser que la charge initiale du lait en
SCP était tres élevée et/ou que le processus de pasteurisation au niveau des laiteries A et B
était défaillant sachant que la laiterie A utilisait le lait de collecte pour la fabrication de
leben et que des épidémies staphylococciques ont été associés a une acidification
insuffisante et lente du caillé (Le Loir etGautier, 2010).

L’étude de la contamination des laiteries par saison n’a montré aucune différence
significative pour le printemps. Néanmoins, c’est la laiterie A qui occupait la premicre
place du point de vu charge bactérienne alors qu’elle occupait la derniére place a la
prévalence. Ce qui est relativement inquiétant car la faible prévalence de contamination par
S.aureus de cette laiterie laisserait penser que les régles d’hygiénes sont respectées alors
que la charge microbienne montre le contraire.

Pour I’été une différence significative a été notée entre la charge bactérienne de la laiterie
C, qui etait la plus contaminée, et la laiterie B, qui était la moins contaminée. Aucune
différence n’a été observée entre les laiteries A et C ce qui laisse remarquer que malgré le
fait que la laiterie A ne soit desservie que par un seul collecteur dont le lait est rapidement
déversé dans le tank, cette laiterie est aussi contaminée que la laiterie C qui elle était
desservie par plusieurs collecteurs qui attendaient leurs tours pour déverser le lait dans le
tank de mélange sachant que durant la saison estivale les températures dans notre pays sont
trés élevées.

A TI’automne la laiterie A n’a présenté aucune contamination tandis que la différence était
significative entre la laiterie C et B avec une charge plus élevée au niveau de la laiterie C.
Cette différence serait encore une fois le résultat des différences de pratiques d’une laiterie
a lautre. Pour I’hiver, aucune différence n’a été observée entre les laiteries B et C, la
laiterie A par contre n’a présenté aucune contamination. Durant cette saison ou les
températures sont clémentes, ce n’est pas les pratiques au niveau des laiteries qui sont les
plus incriminées mais plutét la promiscuité entre les animaux dans les étables (Milojevic et
al., 1988) ou encore I'utilisation d’une liticre souillée (Hamiroune et al., 2014),
néanmoins 1’absence de contamination de la laiterie A durant automne et 1’hiver reste

inexpliquée.
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A T’étude de I’évolution de la contamination en fonction des saisons, les variations de
températures ne semblent pas influencer la contamination du lait par les SCP au niveau de
la laiterie A car on note une baisse de la contamination entre le printemps et 1’été.

Par contre I’absence totale de contamination dans les échantillons prélevés durant
I’automne et I’hiver laisse penser qu’il y ait eu éventuellement un changement de fermes
laitieres a partir des quels le collecteur de cette laiteric s’approvisionnait et qu’elles
seraient plus soucieuses du respect des regeles d’hygiene.

Pour la laiterie B, la forte charge de collecte durant le printemps (attentes au niveau des
laiteries) ainsi que la promiscuité entre les animaux au niveau des élevages semblent plus
influencer la multiplication de S.aureus que les températures élevées durant la saison
estivale.

La laiterie C par contre semble étre sous I'influence des variations de températures,
effectivement nous avons noté une plus grande charge bactérienne durant 1’été, suivie de
I’automne car dans notre pays les températures tardent a baisser apres la saison estivale

et ’automne se caractérise par une faible disponibilité fourragere (liée a la pluviométrie) et
par développement saisonnier de certains parasites. Dans ces conditions, les animaux
seront exposés a la malnutrition réduisant ainsi leur immunité générale, les rendant plus
fragiles et favorables a I’apparition des mammites. Surtout, lorsque a cela s’ajoute une
mauvaise gestion de la lactation. Un tarissement court ou trés long favorise 1’apparition des
mammites sub-cliniques (Ball et Peters, 2007), le printemps et 1’hiver semblent moins
contamines.

Cette variation est aussi le témoin que la contamination de cette laiterie est en relation avec
les multiples allés retours des collecteurs ainsi que des longues heures passés au niveau de
la laiterie.

Lors de la comparaison de nos résultats avec la réglementation c’est toujours la laiterie C
qui occupe la premiere place ce qui conforte encore une fois notre hypothese que chaque
laiterie s’individualise par ses pratiques et que la fréquence de collecte étalée sur toute la
journée au niveau de la laiterie C faisait cette différence. Cette laiterie a montré un nombre
d’échantillons non satisfaisant aussi bien pour le lait de citerne que pour le lait de tank, elle
a montré aussi un plus grand nombre d’échantillons non satisfaisants durant les saisons les
plus chaudes (le printemps, 1’été et ’automne). Elle semble encore une fois influencée par
la température ,en effet les allés retours tout au long de la journée des collecteurs ainsi que

la rareté du lait durant I’été et I’automne font que les collecteurs sont obligés de parcourir
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parfois plusieurs kilométres pour pouvoir collecter le lait augmentant ainsi 1I’exposition du
lait aux températures ambiantes.

La laiterie B quant a elle a montré un taux d’échantillons positifs presque similaire pour les
deux types de laits (citerne, tank), elle semble étre influencée par le mélange de laits de
plusieurs provenances rendant ainsi le control de I’hygiéne du lait plus difficile. Elle
semble aussi étre influencée par les saisons ou les mammites sont plus élevées (printemps
et €té) ainsi que par la promiscuité des animaux en hiver.

Concernant la laiterie A seul le lait de citerne a montré des échantillons non satisfaisants, le
lait de tank n’as montré que des acceptables ce qui pourrait étre expliqué encore une fois
par la méthode de préléevement différente entre la citerne (homogénéisation) et le tank
(robinet).

Elle semble étre influencée par les températures estivales propices au développement
bactérien, néanmoins aucune contamination n’a été observée pour I’automne et I’hiver, ce
qui nous laisse penser que le collecteur aurait éventuellement changé d’élevage ou qu’il ait

pris conscience de la nécessité d’un bon nettoyage regulier.
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RESULTATS 3 : Antibiogramme des isolats

1 Antibiogramme des isolats

1.1 sensibilité des souches isolées aux antibiotiques

Apres avoir répondu positivement aux tests de la catalase, la coagulase et le test
d’agglutination (Pastorex), 603 isolats ont été considérés comme étant des Staphylocoques
aureus, 560 ont été isolés a partir du lait de citerne des collecteurs, 35 des tanks de
stockages des laiteries et 8 du lait pasteurisé. En fonction de la disponibilité des disques
d’ATB, lantibiogramme n’a pu étre effectué sur les 603 isolats, nous avons réduit le
nombre de souches testées a 100 souches. Toutefois, en gardant la méme proportionnalité
des trois effets de notre étude (nature du lait, saison, provenance) en s’appuyant sur un
outil statistique : la réduction stratifiée des échantillons ou des données. Cing (05) isolats
n’ont pas pu étre récupérés, nous avons alors testé 95 isolats. Sur les 95 isolats 39 étaient
sensibles a tous les antibiotiques soit un taux de 41,05%,52 ont présenté des résistances a
un ou plusieurs antibiotiques (54,73%) et 7 une résistance intermédiaires a certains
antibiotiques (7,36%) (Figure 41).

Sensibles
41,05%

Eésistantes
54.74%

Intermédiaires
7.37%

Figure 41 : sensibilité des isolats aux antibiotiques.

1.2 Taux de sensibilité des isolats aux antibiotiques

L’¢tude par antibiotique a montré les taux de résistance suivants : pénicilline (49,47%),
tétracycline (5,26%), érythromycine (5,26%), néomycine (3,15%), céfoxitine (2,10%),
clindamycine (2,10%), ofloxacine (1,05%), et I’oxacilline (2,10%). Aucune résistance n’a

été observée pour la Vancomycine, la gentamycine, Triméthoprime+Sulfamethoxazole, et
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le chloramphénicol. Une résistance intermediaire a été observée pour 07 isolats 01 a la
clindamycine  (1,05%), 01 a la néomycine (1,05%),01 a [D’association
Triméthoprime+Sulfamethoxazole et a I’ofloxacine (1,05%) et 05 a [I’association

Triméthoprime+Sulfamethoxazole seule (5,26%) figure 42.

P OTE OE ON

Figure 42 : Taux de sensibilité des isolats aux antibiotiques.
P : Pénicilline ;TE :Tétracycline, E :Erythromycine ,N :Néomycine, FOX :Céfoxitine, CM :Clindamycine,
OFX :ofloxacine,OX :oxacilline, VAN :Vancomycine, GM :Gentamycine, SXT : Triméthoprime+Sulfamethoxazole,

C :Chloramphénicol.
1.3 profils de résistance aux antibiotiques des isolats
Parmi les 52 isolats qui ont présenté des résistances : 44/52 ont présenté une resistance a un
seul antibiotique (84,61%),05/52 une double résistance(9,61%),02/52 une résistance a

quatre antibiotiques (3,84%) et 01/52 une résistance a cing antibiotiques (1,92%) figure43.

2 1
5 3,85% 1,92%

M Résistance a 01 ATB
M Résistance a 02 ATB
M Résistance a 04 ATB

M Résistance a 05 ATB

84,62%

Figure 43 : Profils de résistance des isolats aux antibiotiques.

-89 -



Partie Expérimentale Résultats 3 : Antibiogramme des isolats

1.4 Résistance a un antibiotique

Sur les 44 isolats qui ont montré une résistance a un seul antibiotique, 88,63% étaient
résistants a la pénicilline(39/44),6,82% résistants a 1’érythromycine(3/44), 2,27% a
I’ofloxacine (1/44) et 2,27% a la tétracycline(1/44) figure 44.

1 1

3 227% 2,27%

6,82%

MP
ME
M OFX
MTE

39
88,64%

Figure 44 : Profil de résistance des isolats a un antibiotique.

1.4.1 Effet du site de prélevement sur la résistance a la pénicilline
39 isolats ont montré une résistance a la pénicilline parmi lesquels 32 (82,05%) ont été
isolés a partir du lait des collecteurs, 7,69% du lait de tank et 10,25% du lait pasteurisé

figure 45.

10,26%

M Citerne

MTank

M Pasteurisé

32
82,05%

Figure 45 : Profil de résistance a la pénicilline en fonction site de prélévement.
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1.4.2 Effet des saisons sur la résistance a la pénicilline
Concernant la résistance des isolats a la pénicilline en fonction des saisons (N=39). C’est le
printemps qui a présenté le taux le plus élevé 51,28% suivi par I’été¢ 20,51% ensuite

I’automne 10,26% enfin I’hiver 17,94% figure 46.

10,26%

M Printemps
MEté
M Automne

M Hiver

20
51,28%

Figure 46 : Profil de résistance a la pénicilline en fonction des saisons.

1.4.3 Effet des laiteries sur la résistance a la pénicilline
A 1’¢étude de la résistance en fonction de la provenance, c’est la laiterie C qui a montré le

taux de résistance le plus haut 56,41%, suivie par la laiterie B 38,46% et en dernier la

laiterie A avec un taux de 5,13% figure 47.

15
38,46%

M Laiterie A
M Laiterie B

M Laiterie C

22
56,41%

Figure 47 : Profil de résistance a la pénicilline en fonction des laiteries.
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1.5 Résistance a deux antibiotiques

Parmi les 05 isolats résistants a deux antibiotiques, 02 ont été isolés a partir du lait de
citerne d’un méme collecteur (laiterie B) a deux saisons différentes (printemps et hiver) ont
présenté une résistance a la pénicilline et a la néomycine (40%) (N=5), 20%(1/5) ont
présenté une résistance a la; céfoxitine + pénicilline, tétracycline+ pénicilline, oxacilline +

pénicilline figure 48.

1
20,00%

2
40,00%
M P+N

M P+FOX
M P+TE
W P+0X

1
20,00%

Figure 48 : Profil de résistance des isolats a deux antibiotiques.

1.6 Résistance a quatre Antibiotiques

Deux (02) isolats ont montré un méme profil de résistance a quatre antibiotiques a savoir la
tétracycline, I’érythromycine, la clindamycine, et la pénicilline. Ces deux isolats
provenaient d’un méme collecteur (laiterie B) et isolées a deux saisons différentes (été et

hiver) (Tableau 9).

1.7 Résistance a cing antibiotiques
Un seul isolat a présenté une résistance a cing antibiotiques, a savoir : La pénicilline,
néomycine, la céfoxitine, oxacilline et la tétracycline. Ce dernier provient du lait de citerne

appartenant a la laiterie B (Tableau 9).
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Tableau 9 : résistance des isolats a plusieurs antibiotiques.

Antibiotiques Nombre d’isolats résistants

Résistance a 2 ATB
P+N
P+FOX
P+TE
P+OX

N

Résistance a 4 ATB
P+TE+E+CM 2

Résistance a 5 ATB
P+N+FOX+OX+TE 1
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DISCUSSION 3 : Antibiogramme des isolats

Notre étude a montré que 49,47% des souches étudiées étaient résistantes a la pénicilline et
5,26% a la tétracycline. Nos resultats sont inférieurs & ceux observés en Algérie par
Belmamnoun et al (2016) dans la région de Sidi Bel Abbes avec des taux de 80,95% pour
la pénicilline et 71,43 % pour la tétracycline. Cette différence serait due probablement, au
fait que ces derniers aient analysé du lait provenant de mammites sub-cliniques
éventuellement traitées par ces antibiotiques. Ils sont également inférieurs a ceux notés par
Thaker et al. (2013) notamment pour la pénicilline (100%). Toutefois, nos résultats sont
supérieurs a ceux obtenus par Shamila-Syuhada et al. (2016) en Malaisie pour la
pénicilline (23,3%) mais similaires pour la tétracycline (5,0%), la gentamycine (0%), le
chloramphénicol (0%) ; et inférieurs pour la céfoxitine (15%), la clindamycine (10%) et
I’érythromycine (8,3%). Liu et al. (2017) ont observé des résistances supérieures aux
notres pour la clindamycine (35,2%), I’association sulfamethoxazole-triméthoprime
(20,4%), 1’érythromycine (46,3%), le chloramphénicol (7,41%). Selon Jamali et al.,
(2014) les taux élevés de résistances a la pénicilline pourraient étre dues a un contact au
préalable avec ces antibiotiques notamment lors de traitements des mammites dans les

fermes laitieres (Jamali et al., 2014).

En Algérie, les béta-lactamines y compris la pénicilline G sont largement utilisés dans le
traitement des mammites sans aucun test de sensibilité de la souche bactérienne vis-a-vis
de ces antimicrobiens (Belmamnoun et al., 2016). La dissémination des bactéries
résistantes entre les différents hotes peut se produire par contamination de la nourriture, de
I’air ou de I’eau. Lorsqu’elle atteint un nouvel hote, la bactérie peut le coloniser ou
I’infecter. Elle peut alors disséminer ses genes de résistance aux autres bactéries mais
également recevoir elle-méme des geénes de résistance présents chez d’autres bactéries
(Swann et al., 1969). Parmi les isolats résistants (84,61%) ont montré une résistance a un
seul antibiotique, ce taux est supérieure a celui observé par Chaalal et al . (2016) qui ont
noté une mono reésistance de 5,3%.Ce taux elevé de mono résistance observe au cours de
notre étude était majoritairement représenté par la résistance a la pénicilline (88,63%).
Cette dernicre serait la conséquence d’une production de béta-lactamase, enzyme qui

inactive la pénicilline (Tessema, 2016).
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Au cours de notre étude 82,05% des isolats présentant une mono résistance provenaient des
citernes des collecteurs ce taux pourrait étre le résultat du mélange de laits de plusieurs
provenances favorisant ainsi 1’émergence et la persistance de souches de plus en plus
résistantes. Selon certains auteurs, la résistance est exacerbée par I’usage abusif et
systématique des injections intra-mammaires, surtout pendant la période de tarissement
(Kateete et al., 2013). La présence de résistance aux antibiotiques dans le lait cru a pour
conséquence d’affaiblir I’efficacité de 1’antibiotique dans le traitement des infections dues

a S.aureus chez le consommateur.

Nous avons aussi noté une persistance voir méme une augmentation de la résistance dans
le lait pasteurisé par rapport au lait de tank (10,25%) ce qui représente une reelle menace
pour la santé humaine sachant que ces bactéries résistantes auraient éventuellement pu
former un biofilm a I’intérieur du tank de pasteurisation engendrant ainsi la contamination
du lait par ces bactéries résistante. En ce qui concerne 1’effet de la saison sur cette mono
résistance a la pénicilline, c’est au printemps que les isolats étaient les plus résistants. Ce
qui étaye I’hypotheése de I'utilisation abusive des ATB en cette saison. En effet, les
mammites, surtout, sub-cliniques sont plus fréquentes conduisant ainsi a des traitements

plus fréguents et souvent moins réglementés.

Dans notre étude c’est la laiterie C qui a montré le taux le plus élevé de résistance a la
pénicilline (56,41%)sachant que c’est cette laiterie qui a présenté la plus haute prévalence
de contamination par S.aureus. Ceci pourrait s’expliqué par un taux élevé de mammites
mal-soignées dans cette région (région est d’Alger) notant qu’en plus de leur effet
thérapeutique, les antibiotiques peuvent étre utilisés comme promoteur de croissance ou en
prévention de certaines pathologies ce qui engendre une sélection des bactéries résistante
ainsi que la propagation des genes de résistance (Schwarz et Chaslus-Dancla, 2001).
Concernant la résistance a deux antibiotiques, nous avons remarqué que deux isolats ont
présenté une double résistance aux mémes antibiotiques (pénicilline et néomycine) et
qu’ils provenaient du méme collecteur (laiterie B) a deux saisons différentes. Ce qui est la

preuve d’une utilisation inappropriée voir méme abusive de ces deux antibiotiques.
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Cependant, les doubles résistances qui ont le plus attiré notre attention c’était la résistance
a la pénicilline+céfoxitine et pénicilline +oxacilline ces profils sont la preuve de
I’émergence de nouvelles souches résistantes a la méthiciline qui ne peuvent étre négligées
par les autorités sanitaires. Concernant la résistance & 4 et a 5 antibiotiques, nous avons
remarqué encore une fois que deux isolats présentant le méme profil de résistance a quatre
antibiotiques a savoir : la tétracycline, I’érythromycine, la clindamycine, et la pénicilline
provenait d’un méme collecteur a deux saisons differentes et un isolat présentant une
résistance a cing antibiotiques dont la céfoxitine et 1’oxacilline provenant d’un autre
collecteur. Il semblerait que contrairement a la région est ot la mono-résistance a primé, la
région ouest d’Alger présente des profils de résistance a deux ou a plusieurs antibiotiques
notamment 1’oxacilline et la céfoxitine. Cela refléte 1'usage abusif de ces antibiotiques par

des personnes non qualifiées.
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CONCLUSION

La consommation du lait a 1’état cru est préférée chez beaucoup de personnes qui pensent
que sa valeur nutritive est plus importante que celle du lait pasteurisé (Sudhanthiramani
et al., 2015), or sa richesse en nutriment en fait un aliment de choix pour les
microorganismes notamment pour les S.aureus (Soomro et al., 2003; Zakary et al., 2011)

grace a son pH neutre et son AW (activity of Water) (Claeys et al., 2013).

Dans notre présent travail, parmi les 377 échantillons prélevés 45,09% étaient contaminés
par S.aureus. C’est le lait cru provenant des citernes des collecteurs qui a montré le
pourcentage de contamination le plus élevées 49,84%.Le dénombrement de SCP a montré
que 24% des échantillons dépassaient le seuil de 10® UFC/ml fixé par la réglementation.

— Le dénombrement de SCP selon le type de lait a montré une charge plus éleve dans
le lait de tank, alors que la comparaison avec la réglementation a montré le que le
lait de citerne présentait plus d’échantillons non satisfaisants. La contamination du
lait des collecteurs renseigne sur I’état sanitaire des vaches laitieres et d’une
hygiéne insuffisante dans les fermes d’élevage ou lors de la traite ;

— La capacité de cette bactérie a former un biofilm la rend résistante au nettoyage
classique des tanks au niveau des laiteries ;

— La charge bactérienne similaire du lait cru et du lait pasteurisé devrait attirer
I’attention afin de palier a ce probléme qui pourrait vite devenir un danger pour la
sante publique ;

— Il semblerait que le développement de S.aureus dans le lait cru soit influencé par les
températures élevées durant les saisons chaudes dans notre pays. Effectivement, les
taux les plus élevés ont été observés au printemps et en €té, périodes propice aux
infections mammaires. Par contre il n’y avait pas de différence significative pour le
dénombrement de SCP durant les quatre saisons. C’est la preuve que les
températures ¢élevées dans notre pays et les épisodes d’élévation de la température,
ainsi que la stabulation entravée permanente pendant toute la période hivernale,
n’ont pas d’influence significative sur le développement de S. aureus. Notre étude a
révélé une grande disparité entre les laiteries en termes de qualité microbiologique,
spécialement en SCP et S.aureus: En effet, a ’étude de la contamination par
laiterie, c’est la laiterie C qui a présenté un taux plus important en S.aureus ainsi

que le taux le plus élevé d’échantillons non satisfaisants par rapport aux autres
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laiteries. Sans doute due aux pratiques différentes dans cette laiterie, exposant ainsi
le lait a des conditions favorables au développement de S.aureus telle que la
température ambiante durant une longue période et le rendant trés fragile. Bien que
la laiterie A aie présenté une faible prévalence en S.aureus, elle se classe en
deuxieme position apres la laiterie C pour le dénombrement des SCP. La
comparaison avec la norme a monté un taux faible d’échantillons non satisfaisants ;
L’état d’hygiéne des collecteurs influence activement les niveaux de contamination
des laiteries ;

La persistance de la contamination au niveau du lait pasteurisé est le témoin d’un
processus de pasteurisation défaillant ;

Bien que ’effet de la saison sur la contamination en SCP et S.aureus soit marqué
dans les laiteries prises individuellement, il n’est pas uniforme au niveau de toutes
les laiteries : Toutefois, la laiterie A était celle qui présentait le taux de S.aureus
ainsi que le taux d’échantillons non satisfaisants le moins élevé pour le printemps
elle a présenté la charge bactérienne la plus haute 2,52 10° UFC/mI. En été, elle est
aussi classée en dernier pour les prévalences mais en deuxieme position pour le
dénombrement. Nous avons remarqué 1’absence totale de contamination de cette
laiterie pour I'automne et I’hiver. Cette différence peut étre expliquée par un
éventuel changement d’¢levages (élevage moins contaminé) par le collecteur ou
bien une irrégularité dans le nettoyage de la citerne et des ustensiles de la traite
rajoutée a cela les températures élevées observees aux printemps et en été ;

notre travail aussi tire I’alarme des instances compétentes sur 1’usage abusif et
irrationnel des antibiotiques : Cela représente un réel probleme aussi bien pour la
santé humaine que pour la santé animale. La persistance de ces bactéries résistantes
dans le lait pasteuris¢é aura pour conséquence de diminuer [Defficacité de
I’antibiothérapie ainsi que de transmettre les génes de résistance au consommateur.
L’alarme doit étre tirée suite a la résistance de deux isolats a la céfoxitine et
I’oxacilline, antibiotiques témoins de I’émergence de souches résistantes a la

méthiciline.
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Perspectives et Recommandations :

Perspectives

Dans le cadre de la continuité et de ’amélioration de cette étude plusieurs perspectives

peuvent étre émises :

+¢ Ce travail mérite d’étre élargi sur un grand nombre d’échantillons et de laiteries
dans le territoire national ;

% Prolonger la durée d’étude sur au moins 3 ans afin de mieux estimer I’influence de
la saison sur le développement de S.aureus ;

% Communiquer les résultats de notre travail aux autorités compétentes et aux
vétérinaires praticiens afin de les renseigner sur les profils émergents de résistances
aux antibiotiques notamment ceux a la méthiciline ;

s Commencer I’¢tude a partir des élevages jusqu’a la pasteurisation et méme
jusqu’aux points de vente pour définir le réel maillon faible de la chaine de
pasteurisation ;

s+ Définir le profil phylogénétique des isolats récoltés par 1’utilisation de la biologie
moléculaire ;

¢ ldentifier et rechercher les géenes codants pour les entérotoxines par PCR ou

d’autres méthodes afin de connaitre le vrai danger de la contamination de nos

échantillons surtout ceux du lait pasteurisé ;

¢ Rechercher les génes de résistance de nos isolats par I'utilisation de la biologie

*,

moléculaire.

Afin de fournir aux consommateurs un lait de bonne qualité microbiologique, Nous

recommandons |’intervention au niveau :

/7

%+ Des €elevages : en s’assurant :

e De la bonne santé des vaches laitieres par un suivi sanitaire régulier et efficace
en dépistant les porteurs sains de S.aureus et en éliminant les vaches présentant
des mammites récidivantes ;

e Que les pratiques de traite n’entrainent pas de contamination du lait en :

Jetant le lait des animaux malade ou sous traitement ;

Veillant a ce que les ustensiles de traite soient correctement lavés et

désinfectés ;
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Lavant et désinfectant les mamelles de chaque vache avant la traite ;
S’assurant de la qualité de I’eau utilisée pour le nettoyage et le ringage ;
S’assurant de la propreté du lieu de la traite ;
Assurant une maintenance réguliere des machines a traire ;
e De mettre en place un systeme de refroidissement rapide du lait aprés la traite.
+¢ Des collecteurs : en s’assurant
e Du nettoyage et de la désinfection réguliére des citernes et des tanks de collecte ;
e De mettre en place un systéme de refroidissement des citernes.
% Des laiteries : en
o Désinfectant régulierement les tanks de stockage ;
e Prenant en charge les laits refoulés pour leur éviter une autre destination ;
e Mettant en place les bonnes pratiques d’hygi¢ne (BPH).
e Procédant a une vérification réguliere du systeme de pasteurisation.
e Veillant au respect de la température de transport et de stockage du lait exigée
par la reglementation.
+ Des points de vente : en assurant :
e Un entreposage du lait dans une enceinte frigorifique ;
e Un lavage et une désinfection réguliere des ustensiles en contact avec le lait.
% Des consommateurs : en evitant :
e Laconsommation du lait 1’état cru ;

e La consommation de lait issue d’élevages méconnus.
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Annexe 1 : Tableau pour interprétation des disques d’antibiotique

Interprétation des disques

Les wvaleurs critiques des diamétres zones d'inhibition de I'antibiogramme selon le CLSI
(clinical and laboratory standards institute)

Diamétres critiques ( mm)
Resistant Intermeédiaire Sensible

B-lactamines :

Pénicilline 101 =18 - =14
xacilline* Spg =20
Cefoxitine Iug =19 o =20

Aminosides :

Centamicine 10pg =12 13-14 =13
Kanamycine Mg =14 1516 =17
Macrolides :

Erythromycine 15pg =13 14-22 =13
Lincosamine® 2ug =14 15-20 =21

Glvecopeptides :

Vancomycine 3pg - - =13
Teicoplanine Iug =10 15-17 =14
Cuinolones :

Ofloxacine Sug =14 =¥
Autres :

Cotnmoxazole =10 11-15 =16
Rifampicine 15pg =16 17-19 =20
Tétracycline 3pg =14 15-1% =19
Fosfomycine Ipg =12 1317 =18

Acide fusidique* g <15 = =22

=Ces zones critiques correspondant aux valeurs de la SFM @ socié Frangaise de microbiologie.
== Ces zones critiques ont &2 établis selon [Finaly etal., 1997).



Annexe 2 :Extrait du Journal Officiel relatif & fixation du seuil de contamination du lait cru

par les SCP.

Catépories des denrdes alimemaines

Micrargznismes/

déchamillannage

Flan

Limies micrahialagiques
{ufc {13 auufc/ml)

méaialies
n c m M
Laitcro Cermes adroies & 300 5 2 304 3.0f
Staphylocogues & oozgulase + 5 2 102 [ic
Califormes Searmainlérans 5 2 5.102 LANE
Salmonell 5 1] Absence dans 25 ml
Amiriatiques I - Amence dans | ml
Literia momcyingenes 5 1] 16X
Germes aératies 3 30 *C 5 2 Tig 1
Lait pastewrisé et awres procuits laitiers | Emerdmacterizceas 5 i 10
liquides pasieurisés
Salmaorelh 5 0 Almsence dans 25 ml
Lait LTT et Leitserilisé Clermes aérakies 3 30*C 5 iy 1.1 m
Emeroiacierizoeae 5 2 1a 102
Laiten poodre et onsérom Staphylocogues & coagulass + 5 2 1a |02
en paudne
Salmorela 5 i Afasence dans 25 g
Ercherichia coli 5 2 i 1
Staphylocogques & coagulase + 5 2 T i
Framages aulait cro Salmonell g ] Ansence dans 25 g
Literia momcyingenes 5 1] 10
Framages i hase de lail ayanisuhiun | Ercherica ooli 5 2 102 10
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