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Introduction

L’Algeérie est le premier consommateur du lait au Maghreb, avec prés de trois
milliards de litres par an (Kirat, 2007). Le lait occupe une place prépondérante dans la ration
alimentaire des algériens, il apporte la plus grande part des protéines d’origine animale. Il
fournit également une matrice facilement accessible, riche en grande variété de nutriments
essentiels a savoir les minéraux, les vitamines et les protéines faciles a digérer (Ouadghiri,
2009).

Cependant, il peut étre le réservoir de plusieurs microorganismes parfois pathogenes.
En effet, il contient peu de micro-organismes lorsqu’il est prélevé dans de bonnes conditions,
a partir d’un animal sain (moins de 5000 germes/ ml) (Larpent, 1997). Par ailleurs, certains
microorganismes peuvent étre apportés durant la traite ou bien durant sa commercialisation.
De plus, I’animal lui-méme peut étre 1’origine de microorganismes pathogeénes a savoir les
microorganismes impliqués dans les mammites & savoir Staphylococcus aureus (Tourette,
2002), Listeria monocytogens (Jami et al., 2014), E. coli (Margo et al., 2012) et des bactéries

aérobies sporulantes comme B. cereus (Magnusson, 2007 ; Gopal et al., 2015).

En Algérie, Staphylococcus aureus est considérée comme le troisieme agent de TIAC
causant des intoxications alimentaires, apres Salmonella et Clostridium perfringens (Ananou
et al., 2005). Les Salmonelles sont généralement liées aux ceufs et ovo produits, également,
Clostridium est liée aux produits conditionnés en anaérobiose. Cependant, Staphylococcus
aureus est présente naturellement sur I'ensemble de la peau, des trayons et des muqueuses des
bovins et souvent la mamelle infectée des vaches laitieres en production (Asperger et Zangerl,
2011) dont le lait et les produits laitiers occupent la premiére place des aliments incriminés
dans les TIA (DGROA/DQC/SDNPA/2014).

Les intoxications a S. aureus sont dues a I’ingestion d’aliments, dans lesquels une
souche de S. aureus s’est multipliée, notamment que le lait est considéré comme un substrat
tres favorable au développement de microorganismes en raison de sa forte teneur en eau et de
son pH voisin de la neutralit¢ (6,7) (Guiraud, 1998). Elle produit une ou plusieurs

entérotoxines (Sutra et al., 1998).

La majorité des cas des intoxications notifiés a Staphylococcus aureus sont déterminés
par suspections des symptémes, et certainement certains cas s’échappent a la déclaration (par
exemple automédication). A cet effet, probablement le nombre de cas des intoxications a

Staphylococcus aureus reste sous-estimé malgré les efforts faits par les autorités compétentes.
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De ce fait, ce travail vise a estimer le nombre de personnes exposees a
Staphylococcus coagulase positive qui doit étre absente dans le lait et les produits laitiers
selon la réglementation Algérienne (JORAD N° 35, 1998).

Dans cette optique, hous nous proposons par ce travail de rechercher Staphylococcus a
coagulase positive dans le lait cru de vache puis d’estimer sa prévalence et son niveau de
contamination dans ce dernier. Enfin d’estimer le nombre de personnes exposées a des

concentrations risquées (5 log UFC/ml) de ce germe incriminé (Heidinger et al., 2009).

Pour atteindre nos objectifs, nous avons partagé ce travail en deux parties. La premiére
partie bibliographique sur le lait de vache, le Staphylococcus aureus, et la méthodologie de

I’évaluation du risque.

Par ailleurs, la partie expérimentale consiste a illustrer la méthodologie de 1’évaluation
de I’exposition et le risque de Staphylococcus aureus dans le lait cru de vache consommé

dans la ville de Laghouat et les résultats obtenus.
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I. 1. Définition

Le lait était défini en 1908 au cours du congres international de la répression des fraudes
a Geneve comme étant «Le produit intégral de la traite totale et ininterrompue d’une femelle
laitiére bien portante,bien nourrie et nom surmenée. Le lait doit étre recueilli proprement et ne

doit pas contenir du colostrum » (Pougheonet Goursaud, 2001).

Le lait apparait comme un liquide opaque, blanc mat, plus ou moins jaunatre selon sa
teneur en B-caroténes et en matiere grasse. Il a une odeur peu marquée mais reconnaissable
(Cniel, 2006).

Sans indication de I’espéce animale de provenance, il correspond au lait de vache
(Larpent et al., 1997). Sa saveur est douce et son odeur est faible mais identifiable et son pH
est voisin de la neutralité (FAO, 1998).

De trés nombreux facteurs peuvent intervenir sur la composition du lait principalement
I’espéce, la race, le stade de lactation, la saison, I’état sanitaire, et 1’alimentation (Mahaut et
al., 2000).

Le lait cru est un lait qui n’a subi aucun traitement de conservation sauf la réfrigération

a la ferme dont la date limite de conservation est courte (un a deux jours) (Fredot, 2006).
I. 2. Composition du lait

Le lait est composé de plusieurs éléments de concentrations différentes. 1l contient un
pourcentage trop €levé en eau, ainsi que des matiéres grasses, du lactose, des protéines, des
sels minéraux et des vitamines (Guiraud, 1998). Les principaux constituants du lait par ordre
croissant selon Pougheon et Goursaud (2001) sont :

e Les éléments al’état de trace mais au role biologique important, enzymes, vitamines
et oligoéléments.

e Les protéines, caséines rassemblées en micelles, albumines et globulines solubles ;

e Les sels minéraux a 1’état ionique et moléculaire ;

e Les lipides, essentiellement des triglycérides rassemblés en globules gras ;

e Les glucides principalement représentés par le lactose ;

e [’eau, trés majoritaire ;

La composition biochimique moyenne du lait est donnée par le tableau 01.
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Tableau 01 : Constituants principaux des laits de diverses especes animales (g/ litre) (FAO,

1998).

Constituants Vache | Bufflonne | Chamelle | Jument | Chevre | Brebis
Extrait sec total 128 166 136 109 134 183
Protéines 34 41 35 25 33 57
Caséine 26 35 28 14 24 46
Lactose 48 49 50 60 48 46
Matiéres salines 9 8 8 4 7,7 9
Matieres grasses 37 68 45 20 41 71

l.2.1. Eau

D’aprées Amiot et al. (2002), I’ecau est le constituant le plus important du lait, en
proportion. La présence d’un dipéle et de doublets d’électrons libres lui confére un caractére
polaire. Ce caractere polaire lui permet de former une solution vraie avec les substances
polaires telles que les glucides, les minéraux et une solution colloidale avec les protéines
hydrophiles du sérum. Puisque les matieres grasses possedent un caractere non polaire (ou
hydrophobe), elles ne pourront se dissoudre et formeront une émulsion du type huile dans
I’eau. 11 en est de méme pour les micelles de caséines qui formeront une suspension

colloidale puisqu’elles sont solides (Ghaoues, 2011).
I. 2.2. Les glucides

Mathieu(1999), évoque que le lait contient des glucides essentiellement représentés par
le lactose, son constituant le plus abondant aprés 1’eau. C’est un disaccharide, sa molécule
C12H2,011, composé de glucose et de galactose. Il est synthétisé par la glande mammaire a
partir du glucose du sang (FAO, 1998).

Le lactose peut étre hydrolysé par des P-galactosidases (lactase) en un mélange de
glucose et galactose. L’hydrolyse du lactose apparait donc comme une réaction trés
intéressante pouvant étre intégrée dans la transformation industrielle du lait et des lactosérums
(Durand et Monsan, 1982).

Le lactose est quasiment le seul glucide du lait de vache et représente 99% des glucides

du lait de monogastriques. Sa teneur est tres stable entre 48 et 50 g/l dans le lait de vache.
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Cette teneur présente de faibles variations dans le sens inverse des variations du taux

butyreux. Le lactose est un sucre spécifique du lait (Hodenet Coulon, 1991).
I. 2.3. Matiére grasse

Jeantet et al,. (2008), rapportent que la matiére grasse est présente dans le lait sous
forme de globules gras de diametre de 0.1 a 10um et est essentiellement constitué de
triglycérides (98%). La matiere grasse du lait de vache représente a elle seule la moitié de
I’apport énergétique du lait. Elle est constituée de 65% d’acides gras saturés et de 35%
d’acides gras insaturés (Mahaut et al., 2000).

Le tableau 02 indique les proportions des différents constituants de la fraction lipidique
du lait.

Tableau 02 : Composition lipidique du lait (Amiot et al., 2002).

Constituants Proportions dans les lipides du lait (%)
Triglycérides 98
Phospholipides 1
Fraction insaponifiable 1

l. 2.4. Protéines

Les protéines sont des éléments essentiels au bon fonctionnement des cellules vivantes
et elles constituent une part importante du lait et des produits laitiers (Amiot et al., 2002). Le
tableau 03 ci-aprés présente la composition moyenne du lait de vache en différentes protéines.

Selon Jeantet et al. (2007), le lait de vache contient 3.2 a 3.5% de protéines réparties en
deux fractions distinctes :
e Les caséines qui précipitent a pH 4.6, représentent 807 des protéines totales ;
e Les protéines sériques solubles a pH 4.6, représentent 207 des protéines totales.

Les protéines du lait sont classées en deux groupes :
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Selon Vignola (2002), Les caséines forment prés de 80% de toutes les protéines

présentes dans le lait ; leur pH isoélectrique moyen est de 4,65.

Jean et Dijon (1993), rapportent que la caséine est un polypeptide complexe, résultat de

la polycondensation de différents aminoacides, dont les principaux sont la leucine, la proline,

I’acide glutamique et la sérine. Les micelles protéiques ont un diametre de 1’ordre de 0,1 pm

(cf. Figure 01).

Tableau 03 : Composition moyenne du lait de vache en protéines (Renner, 1983In FAO, 1998).

Protéines Moyenneg absolues | Moyennes relatives
(g /litre) (%)
Protides totaux ou matiéres azotées totales 34 100
Protéines 32 94
Protéines non solubles ou caséine entiere 26 82
Caséine o 12,0 46
Caséine P 9,0 35
Caséine « 35 13
Caséiney 15 6
Protéines solubles 6 18
B-lactoglobuline 2,7 45
a-lactoglobuline 15 25
Sérum-albumine 0,3 5
Globulines immunes 0,7 12
Protéoses peptones 0,8 13
sous-micelle

¢ calcium

| L
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Figure 01 : Structure biochimique de micelle et sous micelle de caséine (Vignola et al.,2002).
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I. 2.4.2. Les protéines solubles ou proteines du lactosérum

Les protéines du Lactosérum représentent 15 & 28% des protéines du lait de vache et
17% des matieres azotées (Debry, 2001). Le tableau 04 illustre la composition du lait en
protéine.

Thapon (2005), définit les protéines du lactosérum comme protéines d'excellente valeur
nutritionnelle, riches en acides aminés soufrés, en lysine et tryptophane. Elles ont de

remarquables propriétés fonctionnelles mais sont sensibles a la dénaturation thermique.

a-lactalbumine

L'a-lactalbumine est une protéine de 123 acides aminés comportant trois variantes
génétiques (A, B, C). Métalloprotéine (elle posséde un atome de calcium par mole) du type
globulaire (structure tertiaire quasi sphérique). Elle présente environ 22% des protéines du
sérum (Vignola, 2002).

B-lactoglobuline

La B-lactoglobuline est la plus importante des protéines du sérum puisqu'elle en
représente environ 55%. Son point isoélectrique est 5.1 la -lactoglobuline est une protéine de
162 acides aminés comportant 7 variantes génétiques (A,B, C,D,E,F,G). Lors du chauffage la
fixation d'une molécule de caséine K et d'une B-lactoglobuline se fasse également par un pont
disulfure (Debry, 2001).

Sérum-albumine

Représente environ 7% des protéines du sérum. Elle est constituée de 82 d'acides
aminés. Comptant un seul variant génétique A est identique au serum albumine sanguine
(Vignola, 2002).

Les immunoglobulines

Ce sont des glycoprotéines de haut poids moléculaire responsable de I'immunité. On
distingue trois grandes classes d'immunoglobulines: IgA, IgG, IgM. Elles sont trés abondantes
dans le colostrum. Les immunoglobulines sont les protéines du lactosérum les plus sensibles a

la dénaturation thermique (Thapon, 2005).
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Protéoses-peptones

Elles forment la fraction protéique soluble apres chauffage du lait acidifié a pH 4.6 vers
95°C pendant 20 a 30 minutes. C'est un groupe hétérogéne issu de la protéolyse par la

plasmine de la caséine 3 (Debry, 2001).

Tableau 04 : Classification des protéines (Brunner, 1981 In Pougheon, 2001).

Noms % des protéines Nombre d’aa
Caséines 75-85
Caséine og; 39-46 199
Caséine «s; 8-11 207
Caséine 25-35 209
Caséine k 8-15 169
Caséine g 3-7 -
Protéines du Lactoserum 15-22
a-Lactoglobuline 7-12 162
B-Lactalbumine 2-5 123
Sérum-albumine 0,7-1,3 82
Immunoglobulines (G1, G2, A, M) 1,9-3,3 -
Protéoses-peptones 2-4 -

l. 2. 5. Les minéraux

Le lait et les produits laitiers sont les principales sources alimentaires en calcium et en
phosphore (cf. Tableau 05). Ils couvrent plus de la moitié de nos besoins journaliers (Mahaut
et al., 2000 ; Vignola, 2002).

Le lait contient des sels a 1’état dissous. La fraction minérale du lait est constituée de
plusieurs composés ; les éléments basique majeurs, comme, le calcium et le phosphore ont les
taux suivants : le taux moyen de calcium est de 1,3g /kg, le taux moyen de phosphore est

delg/kg. Le rapport phospho-calcique est proche de 1,4.

Les teneurs en calcium et en phosphore sont indépendantes de I’alimentation. La teneur
en magnésium de lait est de I’ordre de 120 mg/l. ce taux correspond a la limite inférieure des

besoins du jeune.

Par contre le lait est pauvre en fer, particulierement chez la vache (0,6mg/kg) (Vignola,
2002 ; Alves, 2003 ; Vimahieu, 2005).
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Tableau 05 : Composition du lait en minéraux (Amiot et al., 2002).

Minéraux Teneur (mg/kg) | Minéraux Teneur (mg/kg)
Sodium (Na) 445 Calcium (Ca) 1180
Magnésium (Mg) 105 Fer (Fe) 0,50
Phosphore(P) 896 Cuivre (Cu) 0,10
Chlore (CI) 958 Zinc (Zn) 3,80
Potassium (K) 1500 lode (1) 0,28

l. 2. 6. Les vitamines

Selon Vignola (2002), les vitamines sont des substances biologiquement indispensables
a la vie puisqu’elles participent comme cofacteurs dans les réactions enzymatiques et dans les
échanges a 1’échelle des membranes cellulaires. L’organisme humain n’est pas capable de les

synthétiser.

Le lait constitue une source intéressante de vitamines. Toutes les vitamines connues
sont présentes dans le lait de vache (Gregory, 1975 In FAO, 1998).
Elles sont classées en deux catégories :
e Les vitamines hydrosolubles : solubles dans 1’eau et dans le lactosérum (vitamines de
groupe B et vitamines C).
e Les vitamines dites liposolubles: solubles dans les graisses et donc la creme
(vitamines A, D, E, et K) (Mahaut et al., 2002).

l. 2. 7. Enzymes

Les enzymes sont des protéines globulaires spécifiques produites par les cellules
vivantes. Ce sont des biocatalyseurs, car elles accélerent les réactions biochimiques ou chaque
enzyme est spécifique a un substrat (constituant ou groupe de constituants) (cf. Tableau 06).

Le lait contient principalement trois groupes d’enzymes: les hydrolases, les
déshydrogénases (ou oxydases) et les oxygénases. Les deux principaux facteurs qui influent
sur I’activité enzymatique sont le pH et la température (Amiot et al., 2002).

Le tableau 06, résume les principales classes d’enzymes du lait ainsi que leur pH et

leur température d’activité maximale.
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Tableau 06 : Caractéristiques des principaux enzymes du lait (Amiot et al., 2002).

Groupes Noms d’enzymes pH Température Substrats
d’enzymes (°C)
Estérases 8,5 37 Triglycérides
Lipases 9-10 |37 Esters
Phosphatase 40 -|37 phosphoriques
Hydrolases alcaline _ 5,2 Esters _
Phosphatase acide phosphoriques
Protéases : 7,5 3737 Parois cellulaires
Lysosyme Plasmine | 8 microbiennes
Caseines
Déshydrogénases | Sulfhydrile oxydase | 7 37 Protéines, peptides
ou oxydases Xanthine oxydase 8,3 37 Bases puriques
Oxygénases Pyroxydase Composes
réducteurs +H,0,

I. 3. Propriétés physico-chimiques du lait

Les principales propriétés physico-chimiques utilisées dans 1’industrie laitiére sont la
masse volumique et la densité, le point de congélation, le point d’ébullition et 1’acidité (Amiot

et al., 2002).
l. 3. 1. Densité

La densité du lait est exprimée par le rapport du poids d’un volume du lait a une
température donnée sur le poids d’un volume identique d’eau a la méme température. La

densité du lait a 15°C varie de 1,028 a 1,035 pour une moyenne de 1,032 (Vignola, 2002).

I. 3. 2. Point de congélation

Jensen (1995), a pu montrer que le point de congélation du lait est Iégérement inférieur
a celui de l'eau pure puisque la présence de solides solubilisés abaisse le point de
congélation. Cette propriété physique est mesurée pour déterminer s'il y a addition d'eau au

lait.

Sa valeur moyenne se situe entre - 0.54 et - 0.55°C, celle-ci est également la
température de congélation du sérum sanguin. On constate de légeres fluctuations dues aux

saisons, a la race de la vache, a la région de production (Mathieu, 1999).

10



Chapitre | : Genéralités sur le lait de vache

I. 3. 3. Point d’ébullition

D’aprés Amiot et al., (2002), on définit le point d’ébullition comme la température
atteinte lorsque la pression de vapeur de la substance ou de la solution est égale a la pression
appliquée. Ainsi comme pour le point de congélation, le point d’ébullition subit I’influence
de la présence des solides solubilisés. Il est 1égeérement supérieur au point d’ébullition de

I’eau, soit 100.5°C.
I. 3. 4. Acidité

Selon Jean et Dijon(1993), I’acidité du lait résulte de 1’acidité naturelle, due a la
caséine, aux groupes phosphate, au dioxyde de carbone et aux acides organiques et de
I’acidité développée, due a 1’acide lactique formé dans la fermentation lactique (cf. Tableau
07). L’acidité titrable du lait est déterminée par dosage par une solution d’hydroxyde de
sodium en présence de phénolphtaléine. Bien que 1’acide lactique ne soit pas le seul acide
présent, ’acidité titrable peut étre exprimée en grammes d’acide lactique par litre de lait ou en

degré Dornic (°D) (1°D=0.1g d’acide lactique par litre de lait).

Tableau 07: Acidité naturelle du lait et apport des différents constituants (Amiot et al., 2002).

Constituants Acidité (% d’équivalent d’acide lactique)
Caséines 0,05240,08
Phosphates 0,05a0,07
Lactalbumine 0,01
CO; 0,0140,02
Acide citrique 0,01

l. 4. Microflore du lait

Le lait contient peu de micro-organismes lorsqu’il est prélevé dans de bonnes
conditions, a partir d’un animal sain (moins de 5000 germes/ ml) (Larpent, 1997). En effet,
dans des conditions de propreté et d’hygiéne normale, le lait cru renferme de nombreux
germes constituant la flore originale. Cette microflore est représentée essentiellement par des
lactobacilles et des streptocoques lactiqgues commensaux provenant du pis et des canaux

galactophores (Hermier et al., 1997).

11
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La qualité du lait cru repose pour une grande part sur I’importance quantitative et
qualitative de la flore microbienne qui s’y trouve dans le lait collecté aprés la traite

(cf. Tableau 08).
Cette population microbienne est le résultat de la combinaison :

- D’une flore originelle dont les germes proviennent de I’intérieur de la mamelle a
I’issue d’une traite aseptique ;
- D’une flore de contamination dont les germes sont apportés par le milicu extérieur lors

de la traite ou des manipulations ultérieurs (yabrir, 2014).

D’autres parts, le lait peut étre contaminé par divers microorganismes de
I’environnement :  Entérobactéries, = Pseudomonas,  Flavobacterium,  microcoques,
Corynébactéries, Bacillus...etc. par I’intermeédiaire du matériel de traite et de stockage du lait
(Leyral et Vierling, 2001).

Des contaminations d’origine fécale peuvent entrainer la présence de Clostridium,
d’entérobactéries, et éventuellement, d’entérobactéries pathogénes (Salmonella, Yersinia,

Campylobacter...).

Les laits d’animaux malades peuvent contenir des germes pathogenes pour 1’homme
(Staphylococcus aureus, Brucella, Listeria). Ceci explique I’importance d’un contrdle

sanitaire rigoureux (Leyral et Vierling, 2001).

Tableau 08 : La flore bactérienne du lait (Leyral et Vierling, 2001).

Bactéries des Bactéries contaminantes Bactéries Bactéries présentes
canaux le lait pendant et apres | d’origine fécale | sur ’animal malade
galactophores la traite
Lactobacilles Pseudomonas, Clostridium Staphylococcus
Streptocoques Flavobacterium Coliformes aureus
lactiques Entérobactéries, fécaux Brucella, Listeria
MICTOcoques, Salmonella
Corynébactéries, o
Bacillus, Sterptococcus | Yersinia
faecalis Campylobacter
Clostridium

12
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I1. 1. Historique

Dans les deux premiéres communications a 1’académie des sciences en 1876 et 1880,
Louis Pasteur a révélé et insisté sur 1’existence de Staphylococcus aureus, qu’il avait isolée a

la fois du pus de I’anthrax et de 1’ostéomyélite et aussi des eaux de la seine (Fasquelle, 1974).

En 1878, Robert Koch a décrit ces germes, disposés en grappes de raisin a I’examen
microscopique (Spicer, 2003).Ce n'est qu’en 1882 que le nom "Staphylocoque™ a été donné
par le chirurgien Ogston, pour décrire ces grains (kokkos), groupés en amas irréguliers a la

facon d'une grappe de raisin (Staphylos) (Ogston, 1882; Eykin, 1996).

Enfin, en 1884, en Allemagne, Rodenbach donne la premiére description du genre
Staphylococcus en cultivant les bactéries sur milieu solide. En 1884, Rodenbach a obtenu des

cultures pures de ces bactéries (Hennekinne, 2009).
I1. 2. Classification des Staphylocoques

Selon la classification de Garrity et al. (2007), le phylum Firmicutes est constitué de
quatre classes: Clostridia, Mollicutes, Bacilli, Togobacteria. La classe des Bacilli est
constituée de deux ordres: Bacillales et Lactobacillales, dont chacun est divisé en quatre
familles; Staphylococcaceae constitue la 4°™ famille des Bacillales, celle-ci comprend un seul
genre: Staphylococcus (GC% 30-39%) (cf. Tableau 09).

Le genre Staphylococcus est proche des genres Listeria et Bacillus et occupe une place

trés importante en pathologie humaine et animale.
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Tableau 09 : Classification hiérarchique du Phylum XIII (Firmicutes) basée sur I’analyse
phylogénétique de I’ADN/ARN 16S (Garrity et al., 2007).

Phylum X111 : Firmicutes
e Classe I : Clostridia
e Classe Il : Mollicutes
e Classe Il : Lactobacillales
e Classe IV : Bacilli
+«+ Ordre | : Bacillales
= Famille I : Bacillaceae
Genre : Bacillus
= Famille Il : Planococcaceae
Genre : Planococcus
= Famille 11l : Listeriaceae
Genre : Listeria
= Famille IV : Staphylococcaceae
Genre : Staphylococcus

La classification du genre Staphylococcus a subi plusieurs remaniements successifs qui
reposent sur I’analyse des séquences des génes codant pour I’ARN ribosomal (ARNr) 16S
(Garrity et al., 2002). Elle aboutit a la reconnaissance de 45 especes et sous espéces de
staphylocoques, que I’on peut identifier grace a leurs différents caractéres phénotypiques
(réactions biochimiques, structure de la paroi) et génotypiques (polymorphisme de restriction,

ribotypage et autres) (Garrity et al., 2007). Ce dernier étant le plus souvent réservé aux

études épidémiologiques.

Parmi ces especes, dix sept sont retrouvées chez I’Homme. D’autres sont présentes chez

les animaux ou dans les aliments (Aouati, 2009).
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I1. 3. Description générale du Staphylococcus aureus

Il est apparait comme ’espéce de Staphylocoque la plus pathogéne, aussi bien pour

I’homme que pour les animaux (Sutra et al., 1998).
I1. 3.1.Caracteres morphologiques

Comme toutes les espéces du genre Stapyhylococcus, les bactéries de 1’espéce
Staphylococcus aureus sont des coques a Gram positif de 0,5 & 2,5um de diametre, qui sont
associees par paire, en chainettes de 3 a 5 coques, ou en amas irréguliers ou en grappe de
raisin (Sutra et al., 1998) (cf. Figure 02 et 03).

Il forme des colonies rondes, lisses, de 4 a 6 mm de diameétre de couleur blanche, jaune
ou orangeée sur gélose d'ou son nom de staphylocoque doré (Asperger et Zangerl, 2011).

Figure 02: Aspect morphologique de Figure 03: Micrographie optique de
S. aureus observée au  microscope | | S.aureus suite a une coloration de Gram
électronique (Leyral et Vierling, 2007). (Anonyme, 2013).

I1. 3.2.Caractéres culturaux

Les staphylocoques sont aérobies facultatifs (quelques souches exigent le CO, pour
croitre). Il est peu exigeant sur le plan nutritif, ils croissent bien sur les milieux usuels
simples, de méme que sur la plupart des milieux qui favorisent la croissance des bactéries a
Gram positif (Couture, 1990).
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Certains facteurs de croissance sont indispensables a savoir Vitamine B1, acide
nicotinique, mais ils n'exigent pas de biotine ni de tryptophane (Fasquelle, et al., 1974). lls
poussent en milieu synthétique contenant des sels, du glucose et de quatorze acides aminés

dont la cystéine, la thiamine et I'acide nicotinique (Le Minor et Veron 1990).

Figure 04 : Aspect des colonies de S. aureus sur milieu gélosé au sang 18 h a 37°C (Hart et
Shears, 1997).

Ils donnent différents aspects en fonction de milieu de culture utilisé :

- Sur gelose au sang, les colonies gu'ils produisent sont de plus grand diamétre que
celles produites sur gélose nutritif (Couture, 1990). Ainsi, une pigmentation peut
étre observée ou la couleur varie selon I'espece, le caractere pigmentaire n'est donc
pas propre a l'espéce (Couture, 1990). En bouillon, la culture est rapide, en
quelques heures un trouble homogéne puis un dépot sont observés, il n'y a pas de
production de pigment en milieu liquide (Kloos and Shleifer, 1975).

- Sur milieu de Chapman (milieu sélectif): il ne Ilaisse croitre que les
Staphylocoques, germes halophiles qui tolérent des concentrations élevées de Na
Cl jusqu’a 7,5% (qui inhibe pour cette raison, la plupart des autres germes), ce
milieu selectif rendu différentiel par I'addition de Mannitol a 1% et d'un indicateur
d'acidité, le rouge de phénol, permet a la fois d'isoler le Staphylocoque a partir d'un
prélévement contenant un mélange de germes et nous oriente vers un S. aureus ou
un S. epidermidis (Fasquelle, 1974 ; Couture 1990 ; Le Minor et Veron 1990).
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Par ailleurs, en bactériologie alimentaire pour isoler et caractériser le Staphylocoque, le
milieu de Baird Parker est utilisé. 1l est a base de téllurite comme agent sélecteur, enrichi en
glycine, en pyruvate et en jaune d’ceuf. Il faut noter que les milieux sélectifs ne conviennent

pas pour isoler les Staphylocoques de 1’air (Le Minor et Veron 1990).

1. 3.3. Caractéres physiologiques et biochimiques

D’aprés Sutra et al. (1998), S. aureus est un germe mésophile, comme il peut se
développer en conditions d’anaérobiose, dont la température optimale de croissance est
comprise entre 30°C et 37°C, capable de se multiplier a des valeurs de pH comprises entre 4,2
et 9,3 avec un pH optimal de croissance de 7,0 a 7,5 (Fasquelle, 1974 ; Couture 1990 ; Le
Minor et Veron 1990). Il tolere des concentrations de 5 a 10% de Na ClI (De Buyser, 1996 ;
Guiraud et Rosec, 2004).

S. aureus est immobile, non sporulé, oxydase négative et catalase positive (Fasquelle,
1974 ; Couture 1990 ; Le Minor et Veron 1990). lls sont: indole -, acétone +, uréase +,
réduisant le téllurite de potassium et les nitrates en nitrites, et produisant de I’ammoniaque a

partir de I’arginine (Fasquelle, 1974 ;Le Minor et Veron 1990).

Couture (1990), évoque que, la plupart des souches de S. aureus contrairement aux
autres especes produisent de I'hémolyse béta, caractéristique utile lorsqu'on cherche a
identifier un staphylocoque.

S. aureus possede également un équipement enzymatique lui permettant de métaboliser
de nombreux et divers substrats glucidiques, protéiques et lipidiques (Ferron, 1984). Le
métabolisme glucidique est particulierement intéressant. La plupart des sucres sont fermentés;
(glucose, saccharose, lévulose, lactose et mannitol), le glucose est utilisé en anaérobiose et
aérobiose ainsi que le mannitol. L’utilisation du mannitol est une indication importante parce
que ce polyalcool est fermenté par S. aureus et S. epidermidis (Fasquelle, 1974 ; Couture
1990).

Cependant, la production de pigments (caractéres culturaux), d'hémolyse et la
dégradation du mannitol n’ont pas toujours lieu; ce sont des indices auxquels on ne peut se
fier pour identifier le germe de fagon certaine. Il faut donc procéder a son identification par

I'étude de différentes propriétés biologiques et biochimiques (Couture, 1990).

Ce qui caractérise principalement 1’espéce S. aureus, c’est la production d’une

Staphylo-coagulase (cf. Tableau 10) (Fauchere et Avril, 2002). Cependant, certaines souches
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de S. aureus peuvent ne pas produire de coagulase libre en raison d’une mutation. Ainsi, une

DNase thermostable permet de déterminer si le germe isolé est un S. aureus (Couture, 1990).

Tableau 10 : Caractéres distinctifs de Staphylococcus aureus (Fauchere et Avril, 2002).

S. aureus Autres especes de staphylocoques

Aspects des colonies Pigment doré Blanches

Acidification du Pas d’acidification du mannitol (rouge)
mannitol (jaune) sauf S. epidermidis
Staphylo-coagulase Positive Négative

Milieu de Chapman

I1. 4. Réservoirs naturels et transmission de Staphylococcus aureus

Selon Qual (2009), les réservoirs de S. aureus sont I’homme et les animaux a sang
chaud. Chez I’homme on retrouve couramment S. aureus au niveau de la peau et de ces
annexes glandulaires, de la gorge et du tube digestif, des fosses nasales, de la région périnéale
et des aisselles. Ils sont des bactéries commensales de la peau et des muqueuses de I’ Homme
et de ’animal (Breche et al., 1988) . L’habitat préférentiel de S. aureus chez I’Homme est la
mugqueuse nasale avec 10 a 40% d’individus porteurs de fagon permanente (et environ 60%
qui hébergent S. aureus de fagon intermittente) a une densité de 10° & 10*UFC/cm? (Heczko et
al., 1981).

Ils sont largement disséminés dans 1’environnement, retrouvés dans le sol, les
poussieres (1’air), I’eau et dans certains produits alimentaires (laitages, conserves salées)

(Breche et al., 1988).
I1. 5. Substances élaboreées par S. aureus

Toutes les souches de S. aureus produisent des protéines excrétées dans le milieu
extracellulaire et sont douées soit d’une activité enzymatique, soit d’une activité toxique; mais
la distinction entre ces deux formes d’activité biologique est souvent difficile (Mollby,
1983 ;Wadstrom, 1983). De méme, le caractére extracellulaire de ces substances n’est pas

toujours respecté, certaines d’entre elles restent fixées a la membrane cytoplasmique (Le

Minor et Veron, 1990).
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I1. 5.1. Enzymes produites par Staphylococcus aureus
11.5.1.1. Coagulase libre

La sécrétion de cette enzyme est le caractére taxonomique essentiel de 1’espéce (Ferron,
1984). C’est une enzyme extracellulaire thermorésistante. Elle est capable de coaguler le
plasma humain (ou de lapin) en quelques heures, prélevé sur héparine, Oxalate ou EDTA
(Jarraud et al., 2002).Elle est produite pendant la phase exponentielle de croissance du germe.

Son poids moléculaire varie selon les souches de 31 a 58 kDa et son pHi (point
Isoélectrique) est de 5,5, sa formation ne néecessite pas la présence de calcium (Jeljasze et al.,

1983).Sa synthése nécessite la présence de 1’acide glutamique, d’histidine, et de lysine.

Sa présence liée a la capacité de Staphylococcus a provoquer 1’infection ; elle recouvre
les corps bactériens d’une coque de fibrine qui inhibe leur phagocytose et favorise leur

dissémination (Le Minor et Veron, 1990).
I1.5.1.2. Coagulase liée

C’est une substance insoluble fixé au corps bactériens appelé (clumping factor), elle se
trouve chez les staphylocoques coagulase négative, elle assure la méme fonction que la

coagulase libre (Avril et al., 2003).

Cette protéine, trés riche en lysine (poids moléculaire de 21 kDa, pHi de 10,3), est
présente chez presque toutes les souches d'origine humaine mais elle est moins fréquente chez

les souches d'origine animale (Le Minor et Veron, 1990).
11. 5.1.3. Fibrinolysine ou Staphylokinase

C’est une enzyme qui active le plasminogéne en plasma, c’est une substance
thermolabile et antigénique caractérisé les souches pathogénes humaines (Ferron, 1984, Auvril
et al., 2003).

11. 5.1.4. Autres enzymes
+ Catalase

Elle inhibe la bactéricidie intraleucocytaire en empéchant la formation, par les globules

blancs, de radicaux oxygénés toxiques pour la bactérie (EL Kouri et al., 1998).
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+ Protéases

Elles hydrolysent certaines protéines, telle que la staphylokinase, et contribuent a la
destruction du caillot et a la formation de microemboles bactériens, responsables de
métastases septiques (EL Kouri et al., 1998).0n distingue au moins trois types connus: serine-

protéase, métalloprotéase et thiolprotéase(Le Minor et Verron, 1990).
+ Hyaluronidase

C’est une enzyme thermolabile (80 kDa), agissant a pH acide, qui hydrolyse 1'acide
hyaluronique présent dans la matrice acellulaire du tissu conjonctif dont elle diminue la
viscosité; ce qui a pour effet, de permettre la diffusion des staphylocoques dans les tissus
(Awvril et al., 2003; EL Kouri et al., 1998; Fasquelle, 1974 ; Le Minor et Verron, 1990).

+ Nucléases

Ce sont des enzymes capables d'hydrolyser le DNA et le RNA; leur action s'exerce a pH

alcalin en présence de calcium.

La désoxyribonucléase thermostable (thermonucléase) est produite par toutes les
souches de S. aureus, ainsi que par environ 5% de souches de staphylocoques a coagulase
négative, appartenant aux especes S. hyicus, S. intermedius, S. lugdunensis et S. schleiferi,
alors que celle des autres especes bactériennes est thermolabile (Avril et al., 2003) . Ces
nucleéases interviennent dans la formation des lésions tissulaires (Avril et al., 2003; EL Kouri
et al., 1998 ; Ferron, 1984; Le Minor et Verron, 1990).

+ Phosphatases

Les phosphatases alcaline et acide (pH optimaux 10.8 et 5.2) sont localisées sur la
membrane cytoplasmique ou l'acide teichoique (Avril et al., 2003). Leur rdle physiologique
n'est pas connu. Seule la phosphatase acide est partiellement libérée dans le milieu (Avril et
al., 2003;Le Minor et Verron, 1990).

+ Lysosyme

S. aureus produit un lysosyme capable de lyser la paroi de cellules bactériennes, il s'agit
en fait d'une endo-B-N-acétylglucosaminidase (Le Minor et Verron, 1990).
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+ Lipases et estérases

Elles sont capables de métaboliser les graisses cutanées et jouent un réle dans la
dissémination de l'infection (EL Kouri et al., 1998 ; Le Minor et Verron, 1990 et Ferron,
1984).

+ p-lactamases

Elles inactivent les B-lactamines et jouent un réle important dans la résistance des

souches de Staphylocoques a ces antibiotiques (EL Kouri et al., 1998 ; Ferron , 1984).
I1. 5.2. Toxines produites par Staphylococcus aureus

Plusieurs toxines sont retrouvées chez les souches de S. aureus responsables
d’infections humaines et dont les facteurs de virulence ne sont pas toujours connus (Eveillard,
2007).

11. 5.2.1. Staphylolysines ou hémolysines

+ L'Alpha-hémolysine ou alphatoxine Staphylococcique

C’est une exotoxine protéique de poids moléculaire de 33 kDa et de pHi de 8.55,

thermostable, antigénique, induisant la formation d'anticorps neutralisants (Avril et al., 2003).

Elle est synthétisée par 80 a 90% des souches pathogénes, elle est cytotoxique et
cytolytique pour une grande variété de types cellulaires, elle agit sur de nombreuses
membranes cellulaires (érythrocytes, leucocytes, plaquettes, fibroblastes), et entrainerait la
formation de canaux intra membranaires créant des troubles osmotiques et une lyse et
permettant le passage de molécules de petite taille (Avril et al., 2003 ; EL Kouri et al., 1998 ;
Ferron, 1984 ; Le Minor et Verron, 1990).

+ La béta-hémolysine

Elle est thermolabile de poids moléculaire de 26 a 38 kDa et de pHi 9.4, synthétisee par
94% de souches animales et par 54% de souches humaines (Avril et al., 2003 ;Le Minor et
Verron, 1990).

Elle agit sur un grand nombre de cellules incluant les globules rouges, les globules
blancs et les fibroblastes (EL Kouri et al., 1998). Son activité hémolytique est remarquable
par les conditions d'apparition, car elle est de type "chaud-froid": les érythrocytes soumis a
son action a 37°C ne sont pas lysés sauf si on les refroidit a 4°C (EL Kouri et al., 1998; Le
Minor et Verron, 1990).
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+ Lagamma-hémolysine

Elle est antigénique chez I’homme, et est formée de deux constituants I (poids
moléculaire de 29 kDa, pHi: 9,8) et Il (poids moléculaire : 26 kDa, pHi: 9,9) agissant en
synergie et dont le cholestérol inhibe 1’action. La toxine et les leucocidines sont des toxines
synergohyménotropes hydrosolubles, 98% des isolats cliniques de S. aureus produisent deux
toxines synergohyménotropes ayant une activité biologique différente (Pasteur, 1877).

+ La delta-hémolysine

Protéine de poids moléculaire de 103 kDa, composée de sous unités (poids moléculaire :
5 kDa, pHi: 9,5), elle est thermostable et hydrophobe, faiblement antigénique (Avril et
al.,2003). Son activité biologique n'est pas enzymatique, elle agit comme un détergeant sur les
membranes biologiques, sans spécificité mais avec une certaine rapidité, et inhibe I'absorption
de I'eau et la production d'acide adénosine mono phosphorique cycliqgue (AMPc), semblant
ainsi jouer un réle dans les diarrhées aigués des infections a S. aureus (Avril et al., 2003;EL
Kouri et al., 1998 ;Le Minor et Verron, 1990).

+ La leucocidine de Panton Valentine

Elle est formée de deux constituants protéiques F (poids moléculaire de 32 kDa et pl de
9,0) et S (poids moléculaire de 38 kDa) agissant en synergie : Le composant F se combinerait
avec la chaine d'acide gras des phospholipides, le composant S s'adsorberait sur le complexe
et se combinerait avec les inositoltriphosphates; or ces substances ne sont présentes que dans

les granulocytes de I'nomme et du lapin (Avril et al., 2003 ;Le Minor et Verron, 1990).

L'activité biologique de cette toxine est tres particuliére et s'exerce spécifiquement sur
les granulocytes, les macrophages et les basophiles de I'homme et du lapin (Grojec and

Jeljazewicz, 1985).
+ Exfoliatine ou épidermolysine

Certaines souches de S. aureus (environ 5%) secretent une toxine a tropisme cutané: la
toxine épidermolytique ou exfoliatine. Bien que sa découverte soit récente, cette toxine est
avec l'entérotoxine, I'une des plus intéressantes par la spécificité de son action sur la peau et
son role pathogene indiscutable (Piemont et al., 1988). C'est une exotoxine protéique d'un
poids moléculaire de 27 kDa (Le Minor et Verron, 1990).
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1. 5.2.2. Les entérotoxines

Ce sont des exotoxines protéiques relativement thermostables et résistantes aux
enzymes digestives, agissant sur les récepteurs neurovégetatifs mésentériques. Elles sont
caractérisees par leur poids moléculaire compris entre 27,8 et 34,1 kDa, leurs points
isoélectriques et leur sérotypie. Sur le plan antigénique, huit entérotoxines sont identifiées: A,
B, C1, C2, C3, D, E et H. Leur production est assez répandue chez S. aureus, elles ne sont
élaborées que par certaines souches appelées staphylocoques entérotoxinogenes (Avril et
al.,2003).

Les maladies provoquées par ces souches se présentent sous deux formes particulieres :

- les intoxications alimentaires sont généralement observées sous forme d'épidémie
localisée aux personnes ayant consommé le méme repas : cantines, restaurants, ou
I'infection Staphylococcique est I'une des plus fréquentes des toxi-infections
alimentaires apres les salmonelloses (Ferron, 1984;Le Minor et Verron, 1990).

- les entérocolites aigués pseudo-membraneuses : la possession d'un géne d'entérotoxine
n'est pas exceptionnelle, on retrouve une ou plusieurs de ces toxines chez environ la
moitié des souches hospitaliéres, ce qui rend délicat le rattachement d'un syndrome

clinique a I'isolement d'une souche entérotoxinogéne (Avril et al., 2003).
I1. 5.2.3.Toxine du Syndrome du Choc Toxique Staphylococcique (SCTYS)

Selon Awvril et al. (2003), la TSST-1 (ToxicShock Syndrome Toxin -1) est une
exotoxine produite par 95% des souches de S. aureus isolées du vagin. Elle est d’origine
chromosomique (Avril et al., 2003). Cette toxine (PM de 2 kDa, pl de 7.2) est produite par
des souches du groupe phagique | (lysotype 29), fortement protéolytique mais peu ou pas
hémolytique, au cadmium et a ’arsinate. La TSST-1 est un mitogene non spécifique des
lymphocytes T humains et animaux, elle induit la production d’interleukine 1, elle est
pyrogene et Iétale, sa toxicité est fortement augmentée si 1’injection intraveineuse est suivie

de celle de lipopolysaccharide (Le Minor et Verron, 1990).
I1. 5.2.4. Toxines pyrogenes

Il existe deux toxines pyrogenes, mitogénes, aspécifiques et antigéniques d'un PM de
12 kDa réparties en deux sérotypes A et B. L'effet pyrogene est observé sur le lapin. Ces
toxines sont impliquées dans les fiévres scarlatinoformes Staphylococciques (Avril et
al.,2003).
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I1. 5.2.5. Succinic oxidase factor

Il inhibe lI'oxydation du succinite par les mitochondries isolées du foie de souris (Avril
et al., 2003).

I1. 6. Les manifestations digestives

++ Toxi-infections alimentaires

Les intoxications alimentaires & S. aureus ne sont pas des infections vraies avec
multiplication bactérienne in situ, mais sont dues aux entérotoxines préalablement

développées dans 1’aliment, résistantes aux sucs digestifs et pour certaines a la chaleur (Le

Minor et Verron, 1990).

Le tableau clinique est impressionnant et surviennent deux a six heures apres 1’ingestion
d’un aliment (Archer et Bosilevae, 2001). La symptomatologie débute brutalement dans un
contexte non fébrile en associant des vomissements incoercibles, une diarrhée aqueuse
abondante, des douleurs abdominales et des céphalées (Nauciel, 2005). Ces signes
apparemment graves sont en fait d’évolution rapide généralement bénigne, sauf chez les

individus «fragiles» (Archer et Bosilevae, 2001 ;Nauciel, 2005 ;Bootsma et al.,2006).
I1. 7. Support génétique de la virulence

Il existe un trés grand nombre de génes liés a la virulence : au moins 40 genes codant
pour des toxines, 20 codant pour des facteurs d’adhésion et 44 régulant la transcription de
produits associés a la virulence. Les génes codant pour les toxines sont regroupés dans des

Tlots de pathogénicité qui sont des éléments génétiques mobiles (Kuroda et al., 2001).

D’aprés Becker et al. (2003), prés de 75% des souches cliniques de S. aureus ont des
génes codant pour des toxines. La synthése des facteurs de virulence est biphasique. A la
phase initiale de la croissance bactérienne, ce sont surtout les genes codant pour des adhésines
qui sont activés. Secondairement, les génes des toxines prennent le relais. Cette activation
séquentielle est sous la dépendance du systéeme de régulation de la virulence appelé agr

(accessory gene regulator) (Bronner et al., 2004 ; Dufour et al., 2002).

Le systtme agr met en jeu un mécanisme de déclenchement par seuil (« quorum
sensing ») : il code pour un peptide (peptide auto-inducteur) qui est sécrété dans ’espace
extracellulaire et son accumulation agit comme un signal sur la densité cellulaire conduisant a

I’activation du systéme agr (Yarwood, et Schlievert, 2003).
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I11. 1. Dangers alimentaires

Un danger d’origine alimentaire est, selon la définition du Codex alimentarius, « un
agent biologique, chimique ou physique présent dans un aliment, ou état de cet aliment
pouvant avoir un effet adverse pour la santé ». Les dangers d’origine alimentaire sont
reconnus depuis longtemps et sont classés en dangers biologiques (Bactéries et/ou leurs
toxines, Moisissures, Parasites et Virus), dangers chimiques (Additifs alimentaires, Résidus
de pesticides, Résidus de médicaments vétérinaires, Contaminants de 1’environnement et
Contaminants chimiques provenant des emballages) et dangers physiques (Morceaux de

métal, menus débris provenant des machines, Morceaux de verre, Pierres et éclats d’os).
I11. 2. Définition de I’évaluation du risque

D’aprés Oscar 2004, L'évaluation du risque est une approche holistique. Elle représente,

en particulier, un outil trés important pour l'assurance sécurité.

INRS (1998), a défini I'évaluation du risque comme étant une méthode de la
quantification, incluant l'incertitude afférente, de la survenue d'un danger et de ses effets

néfastes dans une population donnée.

N.A.S. (2001), a considéré 1’évaluation des risques comme un processus par lequel
I'information sur des risques est identifiée, organisée, et analysée d'une maniére systématique
afin d'obtenir un espace clair pour la présentation conformée de données disponibles pour la

prise de décision pratique.

L'évaluation du risque comprend quatre étapes, l'identification du danger, la

caractérisation du danger, I'évaluation de I'exposition et la caractérisation du risque.

Le résultat du processus d’évaluation du risque doit fournir idéalement une
représentation claire et équilibrée d’information concernant une situation specifique, décrite

en termes de probabilités et 'impact d'un événement défavorable (Lammerding, 1997).

Le résultat obtenu a I’issue d’appréciation de risque va €tre comparé avec un niveau du

risque jugé « acceptable » (INRS, 1998).

La crédibilite de I'évaluation du risque est basée sur sa capacite de tenir compte de la
variabilité et I'incertitude de chaque parametre appliqué dans I'estimation finale du risque
(Lammerding, 1997).
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I11. 3. Historique d'évaluation du risque microbiologique

Selon Lammerding 1997, Le processus formel pour estimer le risque a été introduit par
I’Agence Fédéral Américaine a la fin des années 70, comme un moyen pour standardiser les
bases pour la normalisation de la prise de décision, spécialement dans les secteurs concernant
I’exposition potentielle des étres humains a des substances chimiques, dont les effets

défavorables sont connus a des doses tres élevées, et inconnus a des doses tres fines.

En 1995, une consultation commune entre 1’organisation mondiale de la santé (WHO) et
I’organisation de I’alimentation et de 1’agriculture (FAQO) des Nations Unies sur 1’application
d’un mod¢le « standard », ont déclaré que « les modéles techniques de 1’évaluation du risque
pour la sécurité microbienne de 1’aliment ne peuvent étre susceptibles d'étre disponibles a
court terme » (WHO, 1995), mais le développement et D’intégration des modeles
mathématiques a I’estimation du risque aident beaucoup a quantifier le risque au moment de

la consommation.

C’est seulement en 1996, qu’a été apparue la premicre publication sur I’estimation du
risque, effectué par Todd, elle concernait 1’estimation quantitative de la probabilité d’une

maladie (Reij et Van Schothorst, 2000).

Un an plus tard (1997), Van der logt, Hathaway et Vose, utilisent la simulation de
Monte Carlo pour estimer la probabilité d’infection par le ténia (Taenia saginata) due a la

consommation de la viande de beeuf (Reij et Van Schothorst, 2000).

Dans la méme année, Whiting et Buchanan ont développé un modele de simulation de
Monte Carlo pour calculer la probabilité de contamination par Salmonella enteritidis présente
dans I’ceuf (Reij et Van Schothorst, 2000).

Parmi, plusieurs articles qui ont été publiés, nous citons a titre d’exemple, les travaux de
Backer et al, 1998 ; de Cassin et al, 1998 ; de Bemrah et al, 1998 ; de McElroy et al, 1999; de
Notermans et al, 2000 ; d’Oscar, 2004 ; et ceux de Zoltan et al, 2004 .. .etc.

I11. 4. Objectif de I'évaluation du risque

L'approche de I'évaluation du risque microbiologique differe des autres stratégies de
protection environnementale (McKone, 1996). Son objectif principal n'est pas d'éliminer tous

les risques mais de les quantifier et d'équilibrer le niveau du risque avec son codt de réduction
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et les risques de concurrence, et /ou le risque qu'est généralement considéré comme
acceptable (McKone, 1996).

Ainsi, l'objectif de I'évaluation du risque peut varier selon I'acteur concerné :

e Pour l'industrie alimentaire : I'objectif est d'évaluer la sOreté des produits et le niveau
de sécurité microbiologique au moment de la consommation,
e Quant aux autorités de la santé publique : leur objectif est de quantifier le risque

attribué a la consommation de certains produits alimentaires.
I11. 5. Principes d’évaluation du risque
Selon Buchanan (2004) I’évaluation du risque est basée sur :

1. L’évaluation des risques microbiologiques devrait étre fondée sur des éléments
scientifiques.

2. 1l devait exister une séparation fonctionnelle entre 1’évaluation des risques et la gestion
des risques.

3. L’évaluation des risques microbiologiques devrait étre menée conformément a une
approche structurée comprenant I’identification des dangers, la caractérisation des
dangers, 1’évaluation de I’exposition et la caractérisation des risques.

4. L’évaluation des risques microbiologiques devrait clairement stipuler I’objectif de
I’examen, y compris la forme donnée aux résultats de 1’estimation des risques.

5. La conduite d'une évaluation des risques microbiologiques devrait étre transparente.

6. Toute contrainte ayant un impact sur 1’évaluation des risques, telle que le coit, les
ressources ou la durée, devrait étre identifiée et ses conséquences possibles décrites.

7. L’estimation des risques devrait comprendre une description des incertitudes et les
situer au cours du processus d’évaluation des risques.

8. Les données devraient permettre de déterminer les incertitudes inhérentes a 1’évaluation
des risques; les données et les systemes de collecte devraient étre, autant que possible,
d’une qualité et d’une précision suffisante pour réduire les éléments d’incertitude de
I’évaluation des risques.

9. Une évaluation des risques microbiologiques devrait aborder de maniére explicite la
dynamique de la croissance, de la survie et de la mort des éléments microbiologiques

dans les aliments, la complexité de I’interaction (y compris les séquelles) entre
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I’homme et 1’agent, lorsqu’elle est postérieure a la consommation, ainsi que
I’éventualité d’une propagation.

10. Chaque fois que possible, les estimations des risques devraient étre réévaluées a 1’aide
de comparaisons avec des données indépendantes sur les maladies affectant la santé
humaine.

11. L’évaluation des risques microbiologiques pourra nécessiter une réévaluation a la

lumiere de nouvelles informations pertinentes.
I11. 6. Types d'évaluation des risques microbiologiques

D’aprés Sumner et al. 2004, il existe plusieurs types d'évaluation du risque qui sont

répartis en trois grandes catégories :
1. Qualitative
2. Semi quantitative
3. Quantitative
I11. 6. 1. Evaluation du risque de type qualitative

L'évaluation qualitative des risques microbiens est utilisée quand I'évaluation dispose
d'un ensemble de données constituant une base inadéquate pour des estimations numériques
du risque, mais qui permettent toutefois lors qu'elles sont déterminées par une expertise
antérieure, I’identification des incertitudes concomitantes et le classement des risques ou leur

répartition en diverses catégories descriptives de ces risques (CAC, 1999).

L'évaluation qualitative peut étre entreprise comme une premiere évaluation d'un
probléme alimentaire pour déterminer, si le risque est assez significatif pour justifier une

analyse plus détaillée (Lammerding, 2000).

Pour chaque danger, une estimation du risque est mise par insertion haute, moyenne ou
basse pour répondre a la question de la sévérité du danger et la probabilité de son occurrence
(Sumner et al., 2004).

Pour I'évaluation qualitative, des modéles simples qui décrivent des voies d'exposition,
doivent étre développés, bien que des représentations plus complexes puissent étre

incorporées pour certains parametres (Lammerding, 2000).
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Les évaluations qualitatives sont utiles quand beaucoup de lacunes dans les données
disponibles limitent la précision nécessaire pour une évaluation des risques quantitatifs (IFT,
2000).

En fait, que I’évaluation qualitative est la plus simple. Elle demande moins de données
et de ressources que les autres types, par contre, elle est moins utile pour la prise de la

décision.
I11. 6. 2. Evaluation semi-quantitative du risque

Dans I'évaluation semi-quantitative des risques microbiens, nous obtenons une
évaluation numérique des risques, baseés sur un mélange de données qualitatives et

quantitatives (Sumner et al., 2004).
I11. 6. 3. Evaluation quantitative du risque

Evaluation quantitative du risque microbiologique est une évaluation des risques qui

fournit des expressions numériques et des indications des incertitudes propres.

Selon Lammerding 2000, il existe deux approches d'évaluation quantitative du risque :

I'approche déterministe et approche stochastique.
I11. 6. 3. 1. Approche déterministe

Connue aussi sous le nom de point d'estimation, l'approche déterministe de simple
(moyenne, ou si choisi, des pires de cas, etc.) valeur pour I'estimation du risque (Lammerding,
2000).

Dans le modeéle du risque déterministe, tout le parameétre est représenté par un simple

point d'estimation et le risque estimé par une séries de calculateur (Havelaar et al., 2004).
I11. 6. 3. 2. Approche stochastique

L'approche stochastique est aussi appelée l'approche probabilistique. Elle prend en
considération toutes les données et utilisé les distributions de probabilité pour décrire les

parameétres qui contribuent au risque (Lammerding, 2000).

Dans cette dernieére approche, Plusieurs modeles d’évaluation quantitative du risque
« de la fourche a la fourchette » ont étés proposés (Cassin et al., 1998; Marks et al., 1998 ;

McNab, 1998; Nauta, 2002). Parmi ceux-ci, nous exposons ci- dessous, les « Modéles de
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Processus Modulaire du Risque » (MPRMSs) (Modular Process Risk Models) proposé par
Nauta, (2001). Ce modele inclue tous les facteurs de risques qui menacent la sécurité de

I’aliment tout au long de la chaine de production.

Dans le MPRMs, la transmission du danger est modulée par fractionnement de la chaine
alimentaire en petites étapes (modules) (Nauta et al., 2002). Chaque module est assignée en
tant qu'un, des six processus de base: croissance, inactivation, mélange, division, déplacement
ou re-contamination (Nauta et al., 2002). Tout ceci peut donner lieu a des changements dans

la prévalence (P), la taille (U) et ou le nombre de bactéries par unité (Nauta et al., 2002).
I11. 7. Les étapes de I'évaluation du risque

I11. 7. 1. Formulation de I'objectif de I'évaluation des risques

Notermans et Hoostra (2000) évoquent, que pour chaque activité de I'estimation du

risque, le but doit étre clairement indigqué.

D’apres, CAC (1997) ; Notermans et al., 1997 , les résultats et les solutions de rechange
possible devraient étre définis . Ainsi, la cause du probleme, les buts, I'ampleur et le foyer de

I'évaluation du risque doivent étre définis.
I11. 7. 2. Identification du danger

Dans le cas d'un danger microbiologique, le but de l'identification du danger est
d'identifier les micro-organismes ou les toxines microbiennes d'un probleme et de déterminer
si les micro-organismes ou les toxines microbiennes constituent un danger potentiel dans
I'aliment (Notermans et al., 1998) (cf. Figure 05).

Deux outils principaux peuvent étre utilisés dans cette étape : I'étude épidémiologique et

le rapport d'analyse de la structure d'activité (Jaykus, 1996).

Selon Jaykus (1996), I'étude eépidémiologique comporte deux étapes qui sont
particuliérement utiles pour l'indentification du danger (1) la recherche de manifestation et (2)
I'étude de surveillance. L'objectif de la recherche épidémiologique consiste a déterminer

I'étiologie et les circonstances associées a la manifestation (Jaykus, 1996).
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Le programme des surveillances épidémiologique est établit systématiquement et
surveille continuellement la prévalence/ incidence de la maladie dans la population humaines
(Jaykus, 1996).

Les informations sur le danger peuvent étre obtenues a partir de la littérature
scientifique, des bases de données concernant ce danger les industries alimentaires, des
agences gouvernementales, et des organisations internationales appropriées et par la
sollicitation des avis des experts (CAC, 1999). Ainsi qu'au cours du projet (Carlin et al.,
2000).

Y’a-t-il un probleme ?
Quelle est I’évidence ?

——— 7 Description du danger (dans
I’aliment) et les effets défavorables

Identification du danger

v
Caractérisation du danger (dose/réponse)

/
Evaluation d’exposition

/7
Caractérisation du risque

Figure 05 : Questions a répondre lors d'identification du risque (Lammerding, 2004).

I11. 7. 3. Caractérisation du danger

D’aprés Notermans et al. (1998), I'objectif de la caractérisation du danger est de fournir
des estimations de la nature, de la sévérité et des effets défavorables associées a un agent

nocif dans I'aliment (cf. Figure 06).

L'évaluation de la dose/réponse doit étre exécutée si les données sont disponibles (CAC,
1999). Elle renvoie spécifiquement a la détermination de la relation entre le nombre des
micro-organismes ingérés (ou la concentration des toxines microbiennes), et la fréquence et la

sévérité du danger pour définir ses effets défavorables sur la santé (Lammerding, 1997).
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Pour l'agent biologique, la dose/réponse dépend (1) du nombre des unités contaminées
ingérées (dose) dans l'aliment, (2) de I'infection et de la pathogénicité de I'agent infectieux (3)
et de la vulnérabilit¢ de I'néte (Jaykus, 1996). Dans le cas l'absence de la relation
dose/réponse, l'acteur doit prendre en compte l'avis des experts et respecter les reglements

existants et les bonnes pratiques de fabrication (Notermans et al., 1998).

Identification du danger - Quelle est la dose de microbe

pathogéne vous fera le malade, et

| comment le malade vous sera ?
v

Caractérisation du danger (dose/réponse) -L’évaluation de dose/réponse est
modéle mathématique qui prévoit

‘ la probabilité d’un effet néfaste
/7

Evaluation d’exposition

> 4
Caractérisation du risque

d’une dose donnée.

Figure 06 : Principaux composants de caractérisation du danger (Lammerding, 2004).
I11. 7. 4. Evaluation d'exposition

L'évaluation d'exposition a pour but de répondre aux questions suivantes : quelle est la
probabilité de consommer un aliment contaminé ? Et quel est le nombre probable qu'un
microbe pathogéne soit présent dans un aliment au moment de la consommation ? En d'autre
termes, cette étape permet d'estimer, d'une part, la probabilité qu'un individu ou qu'une
population soit exposé au danger microbien ; et d'une autre part, le nombre de micro-

organisme susceptible d'étre ingéré (Lammerding, 2000).

L'évaluation d'exposition nécessite une grande sélection d'émetteurs d'information et
technique qui permettent de récolter des données et des informations de plusieurs directions
(Westrell, 2004). Des enquétes de consommateur doivent étre fournis afin de determiner les
informations sur des modeles de consommation de produit, les conditions de stockage
domestique et les indications de groupe de consommation de I'aliment d'intérét (Notermans et
al., 1998).
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En plus de la littérature scientifique et les enquétes de consommateur, cite plusieurs
sources d'information (Lammerding, 2000). Ainsi, pour compléter son information,
I'évaluateur peut récolter plus de données au preés : des microbiologistes, des nutritionnistes,
des autorités de la santé publique, des vétérinaires, des services de contrdle alimentaire, des

associations de consommateur, des associations de commerce alimentaire. . .etc.

L'évaluation d'exposition devrait étre rendue aussi simple que possible sans négliger les

sources importantes du risque (Lindqvista, et al., 2002).

Pour I’estimation d’exposition humaine a un agent pathogene, plusieurs techniques sont
disponibles. Elles incluent (1) les tests de surveillance, (2) les tests de stockage (3) et les

modeles prédictives (Notermans et Batt, 1998) (cf. Figure 07).

Identification du danger

4
Caractérisation du danger (dose/réponse)

| Quelle est la probabilité de
V4 consommer un aliment contaminé
et que sont-ils les nombres
=7 probables d’un microbe pathogéne
| dans I’aliment au moment de la
consommation?

Evaluation d’exposition

v
Caractérisation du risque

Figure 07 : Principaux Questions d'évaluateur du risque lors d'évaluation d'exposition
(Lammerding, 2004).

I11. 7. 5. La caractérisation du risque

La caractérisation du risque représente l'intégration de I'indentification du danger, de la
caractérisation du danger, et de I'évaluation d'exposition pour obtenir I'estimation qualitative
ou quantitative du risque (CAC, 1997) (cf. Figure 08).

La qualité de caractérisation du risque dépend de la qualité des donnés et la validité des
formes fonctionnelles utilisées comme entrées pour les modéles de I'évaluation d'exposition et

la dose/réponse (Marks et al., 1998).
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Le degré de confiance a l'estimation finale du risque, dépend de la variabilité, de
I'incertitude et des prétentions identifiées a toutes les étapes précédentes (CAC, 1999).

Identification du danger

T
Caractérisation du danger (dose/réponse)

N
Evaluation d’exposition - Fournir une estimation du risque ;
- Quelles sont la nature et la
‘ probabilité du risque sanitaire ?
A

e . -Qui et combien étre susceptible de
Caractérisation du risque ;
=== devenir malade ?

- Quelles sont la source de
variabilité et I’incertitude dans

I’information utilisée ?
Figure 08 : Problématique a résoudre lors d'évaluation du risque (Lammerding, 2004).

I11.7. 6. Rapport formel

Selon Notermans et Hoornstra, 2000, I’évaluation des risques devrait étre entiérement et

systématiquement documentée.

Pour assurer une évaluation des risques transparentes, un rapport formel, doit étre
préparé et rendu disponible aux parties indépendantes intéresseées, a fin de permettre a

d’autres évaluateurs de critiquer le travail (CAC, 1997).

Selon le publique concerné, les rapports élaborés peuvent étre largement différents. En
effet, les rapports pour la communauté scientifique seront trés détaillés, tandis que les
rapports dirigés vers les acteurs non scientifiques seront descriptifs, moins détaillés (WHO,
2000).
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I11. 8. Réévaluation du risque

Les programmes de surveillance peuvent fournir une occasion continue de réévaluer les
risques de santé publique liés aux microbes pathogénes dans 1’aliment pendant que les

nouvelles informations et données appropriées deviennent disponibles (CAC 1999).

Quand de nouvelles données deviennent disponibles, 1’évaluation du risque

microbiologique doit étre révisé (CAC, 1997).
I11. 9. Interaction durant le processus d’évaluation du risque

Afin de fournir des évaluations plus précises, les industries, les agences
gouvernementales et les institues scientifiques doivent travailler ensembles pour permettre le

progrés requis de 1’évaluation des risques (Tompkin, 2001 In Syposs, 2004).

Certaines découvertes scientifiques peuvent entrainer une révision et parfois une
clarification des questions soulevées dans le cadre de la gestion du risque, voire modifier la
portée, 1’axe directeur ou les résultats escomptés de ’ERM (FAO/WHO, 2002).

De plus, il n’est pas toujours possible, avant de lancer I’ERM, de prévoir tous les
aspects nécessitants des décisions qui relévent du cadre directeur de I’ERM, ni tous les
besoins en données (FAO/WHO, 2002).

I11. 10. Les difficultés d’évaluation du risque dans les pays en développement

Dans les pays en voie de développement, il existe des barriéres non négligeables a une
bonne compréhension et a une utilisation efficace de I'ERM en matiére de la gestion du risque
d'origine alimentaire (FAO/OMS, 2002).

Ces obstacles ont des effets directs et indirects sur 1’évaluation du risque.

e Bien souvent, les pays en développement ne disposent pas d'infrastructures techniques
et des ressources scientifiques et financieres nécessaires a l'application directe de
I'ERM a leur situation nationale (FAO, 2002) ;

e Aussi, la coopération avec les différents organismes compétents est insuffisante ou
méme inexistante. Cela provoque de graves lacunes en matiére de données qui
influencent sur la fiabilité des estimations du risque. Ce probleme se pose également,

dans les pays développés (FAO, 2002) ;
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Insuffisance de production nationale et 1’augmentation de I’importation des produits
dont les conditions, méthodes de fabrication, de stockage, transports sont inconnus ;
Les laboratoires de contrble alimentaire sont souvent mal équipés et manquent d’un
personnel convenablement formé. De ce fait, ils se trouvent souvent incapables de
détecter certains microorganismes présents dans 1’aliment (surtout pour les produits
d’importation) ;

Dans certains pays, les lacunes législatives laissent passer plusieurs agents
(potentiellement pathogene ou non) qui interférent le risque a estimer ;

L’insuffisance des ressources financiéres et humaines consacrées a I’estimation du
risque ;

L’absence de culture de consommation (faim, revenue quotidien, absence de
programme organisé de consommation de certains produits) ;

L’absence de statistiques claires et précises concernant les habitudes des
consommateurs et les intoxications alimentaires, etc. ;

Le marché parallele qui fournit des quantités trés importantes d’aliments au
consommateur local. Des aliments qui ne peuvent pas étre soumis, malheureusement,
a ’estimation du risque. Et certaines catégories de la population sont entiérement
tributaires des aliments vendus sur la voie publique ;

Les fraudes d’emballage et d’étiquetage, et le manque de qualifications et de
conscience professionnelle ;

La détérioration des infrastructures et du matériel de production qui influence d’une
maniere directe ou indirecte sur la qualité des produits ;

Les mauvaises conditions d’approvisionnement des matieres premieres et des produits
finis (I’interruption non déclaré de la chaine de froid) ;

Les différences de condition climatique entre certains pays exportateurs et
importateurs, Canada et Algérie ;

Des éleveurs mal formés, faiblement soutenus et non controlés ;

Un autre probléme est que les facteurs qui déterminent le risque ne sont pas identifiés
ou tout au moins pas présentés dans le détail ;

Enfin, un dernier probleme est celui de la variabilité et de I’incertitude des données
utilisées (Schlundt, 2002).

36



IV. Matériel et Méthodes



Matériel et Méthodes

IV.1. Caractéristiques de la région de I’’étude

Cette étude a été réalisée pour la population de la ville de Laghouat 520.188 d’habitants
(Andi, 2013). Elle est située au centre de 1’ Algérie (hauts plateaux) a 400Km d’Alger vers le
Sud (cf. figure 09). Elle est limitée par les wilayas suivantes : au Nord : Tiaret, au Sud :
Ghardaia, a I'Est : Djelfa et a I'Ouest : EI-Bayadh (Andi, 2013). Cette derniere se caractérise
par un climat saharien et aride dont la température moyenne saisonniére est entre 7,45°C et

27°C (http://www.meteo.dz/index.php).

Dans cette région, 1’élevage bovin est peu pratiqué par rapport a celui des petits
ruminants (ovins et caprins). La wilaya dispose d’un effectif bovin total estimé a 20 180 tétes
dont 14 220 sont des vaches laitieres (soit 46,24%) dont la production laitiere est de
61 165 000 (Litres) par an (Andi, 2013).

IV.2. Méthodologie de I’évaluation d’exposition

Le modéle de I’évaluation de I’exposition est limité a la consommation du lait cru de
vache. Il est base sur Modular Risk Process Model (MRPM) présenté par Nauta (2001). Il
consiste a diviser la phase de la consommation en trois modules selon leur effet sur le

comportement de Staphylococcus a coagulase positive (cf. Tableau 11).

Tableau 11 : Différents modules de la consommation du lait cru de vache a partir du point de

vente. ( =) Pas de variation ;(+) augmentation ;( -) diminution.

) Effet sur
Module Etape Process /critere | Temps
Prévalence | Nf
Température de
Module HO Vendeur t=0 = =
stockage
Vendeur Température de + +
Module G t#0
Consommateur stockage + +
Module R Consommateur Chauffage t£0 - -

Chaque modéle d’évaluation du risque est basé sur des données de consommation lié au

produit et le pathogéne étudié.
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IV.2. 1. Caractéristique du scénario de consommation du lait cru de vache

Un mode¢le d’évaluation quantitative d’exposition a un pathogéne nécessite I’ensemble
des données sur la consommation de denrée alimentaire et sur le pathogéne incriminé. Les
données de la modalité de la consommation du lait cru de vache dans la ville de Laghouat ont
été récoltées par distribution des questionnaires aupres des vendeurs du lait et de

consommateurs (les familles).
e Au niveau du vendeur

On utilise I’échantillonnage aréolaire qui est utilisé lorsqu’il n’existe pas de bases de
données. Le point de départ est une carte géographique (cf. figure 09) ou des photos
aériennes, sur lesquelles on délimite des aires qui constitueront autant d’unités (Grawitz,

2001).

Au total 20 vendeurs ont été repérés puis interrogés qui constituent la majorité de points
de ventes recenses dans la ville de Laghouat. Ensuite, des questionnaires ont été distribués qui
regroupe un ensemble de questions qui tentent d’explorer et de mieux comprendre comment
agissent les vendeurs du lait de vache dans la ville de Laghouat vis-a-vis la quantité du lait
vendue, la température de stockage du lait, quantité du lait restante et les contréles de qualité

effectués (cf. annexe II).
e Au niveau du consommateur

De la méme facon décrite précédemment, les consommateurs du lait de vache ont été
interroges. Au total 120 questionnaires (cf. annexe I) ont été distribués sur les familles de la
ville de Laghouat dans les zones repérées par la méthode aréolaire.

Les questions construites sont détaillées dans la partie résultats. Elles portent sur le
comportement et les facteurs influencant le comportement de Staphylococcus a coagulase

positive (croissance et/ou la survie).
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1V.2. 2. Modélisation de la concentration de Staphylococcus a coagulase positive
IV.2. 2. 1. Module 1 : Contamination initiale du lait par S. aureus

Staphylococcus aureus a été recherché et dénombré dans le lait cru de vache consommé
dans la ville de Laghouat suivant la procédure décrite par la réglementation Algérienne
(Arrété du 21 Rajab 1435 correspondant au 21 mai 2004).

IV.2. 2. 1. 1. Echantillonnage et prélévement du lait

Les prélevements du lait ont été effectués aux différents points de vente (cf. Figure 09)

de la ville de Laghouat repérés suivant la méthode aréolaire (Grawitz, 2001). Cette étude a été

menée durant le mois de février 2017. Les échantillons sont transportés au laboratoire a 4°C.

Figure 09: Image satellitaire établie par Google Earth montrant la situation géographique de
différents points de prélévements des échantillons du lait cru de vache vendu dans la ville de
Laghouat y compris les points de vente interrogés (cercle en rouge), zone de distribution des
questionnaires au niveau des consommateurs (cercle en jaune) (Photo prise le 13 Mars
2017).
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IV.2. 2. 1. 2. Préparation des echantillons

La préparation des eéchantillons du lait cru de vache a été réalisée suivant la procédure
inspirée de la méthode NF V08-010 (1996) /1SO 6887.
Elle consiste a diluer 1 ml de I'échantillon du lait dans 9 ml de Tryptone Sel Eau (TSE).

Ensuite, des dilutions décimales ont été realisées.
IV.2. 2. 1. 3. Recherche de Staphylococcus a coagulase positive

La recherche de Staphylococcus a coagulase positive a été effectuée sur milieu Baird
Parker au jaune d’ceuf et au tellurite de potassium a 1%. Ensuite, 250 pL de chaque dilution
était ensemencé sur des boites de Pétri de 90 mm contenant le milieu d’isolement.

Les cultures sont ensuite incubées couvercle en haut a 37°C pendant 24 + 2h. Apres 24h
d’incubation, les colonies présumées de Staphylococcus a coagulase positive ont été repérées.

Les colonies caractéristiques sont noires, brillantes et convexes (1 a 1.5 mm de diamétre
aprés 24h d’incubation et 1.5 a 2.5mm de diamétre aprés 48 h d’incubation) et entourées

d’une auréole d’éclaircissement.
IV.2. 2. 1. 4. Dénombrement de Staphylococcus a coagulase positive

Les colonies comptées sont les colonies présumées de Staphylococcus a coagulase
positive. Le nombre de Staphylocoques caractéristique est compté pour chaque boite de Pétri

selon la formule suivante :

_ Xc
V (n140.1n2) d

Ou:

>'C : est le nombre des colonies comptées sur une boite retenue des dilutions effectuées;
V : est le volume de I"'inoculum appliqué a chaque boite, en millilitres;

n; : est le nombre des boites retenues a la premiére dilution;

n, : est le nombre des boites retenues a la seconde dilution;

d : est le taux de dilution correspondant a la premiere dilution retenue.
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1VV.2. 2. 1. 5. Confirmation de I’authenticité

La confirmation de I’authenticité de Staphylococcus a coagulase positive était basee sur
la coloration de Gram (cf. annexe 1V), la recherche de la catalase (cf. annexe IV) et la

production de coagulase.
IV.2. 2. 1. 6. Recherche de la coagulase

La recherche de coagulase consiste a préparer une pré-culture d’une nuit a partir d’un
bouillon BHI (bouillon cceur-cervelle) puis incubée a 30°C.
Ensuite, quelques gouttes de la culture ont été mélangées avec quelques gouttes de plasma du
lapin (contenu dans un tube stérile a hémolyse avec anticoagulant EDTA, citraté ou hépariné).

La coagulation est examinée durant 4 a 6 heures a 37°C.

Tableau 12: Recueil des différentes techniques microbiologiques utilisées.

Technique Normes de référence

NF V08-010 (1996) /ISO 6887

Préparation des échantillons pour essai o
Arrété du 11 Septembre 2004 (JORADP n° 70)

Recherche et dénombrement des NF V08-014 (1984) /1SO 6888
Staphylococcus a coagulase positive Arrété du 11 Septembre 2004 (JORADP n° 70)

Préparation d’émulsion de jaune d’ceuf | AFNOR, 1SO7932 :1993

1IV.2. 2. 1. 7. Conservation des souches

Les souches sont conservées dans des tubes de gélose nutritive inclinés a une

température de 4°C.
IV. 2. 2. 2. Module 2 : Destruction de Staphylococcus a coagulase positive dans le lait

Certains consommateurs chauffent le lait & une température estimée de 95°C (selon
I’enquéte effectuée) avant sa consommation. De ce fait, la survie de cette bactérie est
dépendante de sa thermo-inactivation et la durée d’exposition a la température de 95°C ;

Pour cela, la survie de cette bacterie a cette température de 95°C etait determinée. Elle
consiste a répartir 10 ml du lait inoculé par 5 ml d’une culture d’une nuit a 37°C dans des

tubes a essai. L’ensemble des tubes ont été apportés au bain marie a 95°C pendant des temps
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de chauffage chez les consommateurs. A chaque intervalle de temps (utilisé par le
consommateur) un tube a été retiré et utilisé pour le dénombrement.

Ensuite, le taux de destruction de Staphylococcus a coagulase positive est estime pour
chaque temps. Le nombre de survivant est estimé a I’aide de I’équation de Mafart et al.
(2002) (équation 1) :

log N gs.c) =10g N x (t - D95°c) @

N (gs°c) : Nombre de survivants a 95°C, température de chauffage chez les consommateurs ;
No : nombre de Staphylococcus a coagulase positive a t=0 ;
t : temps de chauffage chez le consommateur ;

Dgsec : temps de réduction décimale & 95°C estime par le model de weibull
Iog N - Iog NO - (t D950C )p

p: la forme de la courbe
IV.2. 2. 3. Module 3 : Croissance de Staphylococcus a coagulase positive dans le lait

Afin de déterminer les parametres de croissance pour la souche étudiée, 1’étude de la
croissance de Staphylococcus a coagulase positive choisie au hasard a été réalisée dans le lait

stérilisé.

IV.2. 2. 3. 1. Etude de la croissance de Staphylococcus & coagulase positive

Un volume de 200 mL de lait stérilisé a été ensemencé par 1% d’une pré-culture d’une
nuit de la souche de Staphylococcus a coagulase positive sélectionnée au hasard puis 10 mL
du lait inoculé précédemment ont été réparti dans des flacons de prélevement stériles puis
incubé a 37°C. A chaque intervalle du temps un flacon de 10 ml a été prélevé pour le

dénombrement. Le dénombrement a été réalisé sur le méme milieu d’isolement.
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IV.2. 2. 3. 2. Détermination de paramétre de croissance de Staphylococcus a coagulase

positive

Les parametres de croissance de Staphylococcus a coagulase positive ont été estimés

apres I’ajustement du modéle de Rosso (1995) (cf. équation 2).

In X, ,t<lag )
f(t,0,)= X
(t.6.) Inx_ — In(1+(ﬂ—l}exp(— Uy - (t— Iag))j t>lag
XO
Xmax : concentration maximale de Staphylococcus a coagulase positive (UFC/m) ;
Xo : concentration initiale de Staphylococcus a coagulase positive (UFC/ml);
pmax : taux de croissance (h-1) a la température T ;
t : temps d’incubation (heures) ;

lag : temps de latence (h).

Les parameétres de croissance sont influencés par la température de stockage du lait chez
le vendeur et le consommateur. Le stockage peut étre au frigo ou bien a la température
ambiante. De ce fait, les paramétres de croissance ont été estimés dans ces conditions de
température a I’aide de 1’équation de Rosso (1995) (cf. équation 3, 4, 5).

_ _ (T_Tmin)Z(T_Tr‘rax) .
y(T)=
(Topt _Tmin )l(Topt _Tmm )(T _Topt) - (Topt _Tmax )(Topt +Tmin - ZT)J

(3)

Tmin : température cardinale minimale de croissance (6°C);
Tmax : température cardinale maximale de croissance (48°C);
Topt : température optimale de croissance (35°C);

T : température étudiée.
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Les températures cardinales de croissance sont extraites de documents de 1’Anses
(2011).

Hiax atT°C = V1ec-HMopt 4)

ﬂ’rG°c = Hiex(srec) X (/1(3700) / Mr, °c) (5)

En fin, pour chaque condition de stockage temps/température la concentration de

Staphylococcus a coagulase positive a été estimée a 1’aide de 1’équation (6).

Nﬁnale = NCfinalesurvivaI>< (“X (tG - Iage)) (6)

IV. 3. Simulation de Monte Carlo

Le modele d’évaluation d’exposition a été établi avec le logiciel @risk (v 6.3.1,
Palisade Corporation, NY, USA) version d’essai. La simulation de Monte Carlo a été
effectuée sur 10° itérations basée sur Latin Hyper cube sampling. Le tableau 13 résume
I’ensemble de variables, distribution de probabilité et le modeéle utilisé pour 1’évaluation de
I’exposition.

La sensibilité d’analyse inclut I’incertitude et la variabilité est exécutée pour identifier

I’impact des facteurs sur les résultats obtenues (Membré et al., 2007).
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Tableau 13 : Variables, distributions et modeles utilisés au MRPM du lait cru de vache.

Variable Description Unité | Valeur/distribution/ | Référence
model

Module 1: Concentration initiale de Staphylococcus a coagulase positive

Pstaph Prévalence % RiskUniform Dans cette
(0;0.12) étude
Nostaph Concentration initiale UFC /ml RiskPert

(Nmin,N,Nmax)
Module 2 : Croissance durant la conservation
Te température de stockage °C Ambiante Expertise

Réfrigérateur
RiskPert(5,7,12)

tc temps de stockage Heure figure 11 résultats de
cette étude
Lage Temps de latence Heure Equation 5 Estimée
MG taux de croissance ht Equation 4 Estimée
Nt staph Concentration de UFC/ml Equation 6 Estimée

Staphylococcus a coagulase
positive au moment de la
consommation

Module 3: Destruction de Staphylococcus a coagulase positive durant le chauffage

T, Température de chauffage °C 95°C Enquéte

tc temps de chauffage Minutes RiskPert (2;5;7) Enquéte

Dog-c Thermo-résistance a la Minutes figure 18 résultats de
température de chauffage cette étude

Températures ambiantes extraites de ce site www.meteo.dz/index.php
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Résultats et Discussions

V. 1. Analyse des données de I’enquéte descriptive

Les enquétes ont été effectuées auprés I’ensemble de point de vente (20 vendeurs)
repérés a la ville de Laghouat ainsi que 120 familles (consommateurs) de la méme zone
d’étude.

Les données de deux enquétes réalisées sont exposées comme suite :
V. 1. 1. Chez les points de vente du lait

D’aprés les résultats de 1I’enquéte effectuée, 77% de vendeurs ont répondu sur les
questionnaires. Cependant, 22% ont été réservé de répondre qui est probablement lié a leur
doute qu’il s’agit d’une étude scientifique. Par ailleurs, I’ensemble de vendeur accueille le lait
la matinée et dans les tanks a lait en inox inoxydable avec un systéme de réfrigération a 4°C.

30 % du lait récolté est issu de lait mixte c’est a dire de plusieurs fermes, cependant,
70% d’une seule ferme.

La quantité du lait (L) achetée par les vendeurs par jour est comprise entre 20 et150 L
avec une moyenne de 77 L et une médiane de 50L (cf. Figure 10 -a).

Par ailleurs, la quantité vendue comprise entre 20 et 120L, avec une moyenne de 61,20L
et une médiane de 50L (cf. Figure 10 -b), dont 60% de vendeurs vendent toute la quantité du
lait achetée (cf. Figure 10-c). Cependant, 40% de vendeurs, gardent le lait non vendu a 4°C
jusqu’au la vente le lendemain. La vente de totalité du lait consiste 2h a 48h (cf. Figure 11).

Par conséquent, cette température (4°C) inférieure a la température cardinale minimale
de croissance 6°C. De cet effet, pas de croissance de Staphylococcus a coagulase positive
chez les vendeurs. Alors, ce scénario est éliminé de cette étude car n’a pas un effet sur la
concentration de Staphylococcus a coagulase positive.

La quantité du lait non vendue peut étre destinée a la transformation en Lben ou bien
utilisée pour la fabrication du fromage. Le risque lié a la consommation de ces dérivées issues
du lait de vache contaminé par Staphylococcus a coagulase positive n’est pas entrepris dans

cette étude.
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Figure 10 : Distribution cumulée de marché du lait cru de vache dans la ville de Laghouat.

a) : Quantité du lait (l) achetée par les vendeurs par jour ; b) : Quantité vendue ;

c) : Quantite du lait restante.
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Figure 11:Distribution cumulée de temps de stockage du lait vendu.

V. 1. 2. Chez le consommateur

Les résultats ont montré que 75% de la population consomment le lait cru de vache ,
cependant, les non consommateurs n’ont pas mentionné les raisons mais probablement il est
lié au prix qui n’est pas a la portée des familles a faible revenu, des personnes allergenes
...etc. ou bien d’autre préférent le lait en poudre ou traité thermiquement (pasteurisé, stérilisé)
qu’ils sont plus sure de point de vu microbiologique.

A Laghouat, les acheteurs transportent le lait de point de vente au ménage a
température ambiante dans leur conditionnement fournis par le vendeur (sachets, ou bouteilles
d’eau minérale vides).

A la ville de Laghouat, la quantité achetée est variable d’un ménage a un autre qui
comprise entre 1 et 5L avec une moyenne de 2,08L et une médiane de 2L par achat (cf.
Figure 12-a).

Le nombre d’achat par ménage a la ville de Laghouat est de 1 a4 fois par semaine avec
une moyenne de 2,96 et une médiane de 3 (cf. Figure 12-b). Par ailleurs, la quantité achetée
peut étre consommeée en une fois a 4 fois par achat (moyenne est de 2,32 et médiane de 2) (cf.
Figure 12-c).

Entre autre, le lait est gardé au frigo par la majorité de consommateurs, contre 7,5%
gardent le lait & la température ambiante avant la premiére prise.

Le temps d’attente a la premicre prise est variable dont 4% consomme directement le
lait aprés son achat. Cependant, 47%, 32% et 17% garde respectivement le lait pendant 1h, 2h
et 3h avant la premiere prise.

Pour la deuxiéme et la troisiéme prise, le temps est variable entre 1h a 10h d’attente au
frigo.
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Figure 12 : Distribution a) : Quantité du lait (I) achetée par ménage ; b) : Quantité du lait

consommeée par achat.
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Figure 14: Distribution cumulée de temps de chauffage du lait avant la consommation.
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V. 2. Modélisation des modules d’évaluation de I’exposition
V. 2. 1. Module 1 : Contamination initiale en Staphylococcus a coagulase positive
V. 2. 1. 1. Obtention des isolats de Staphylococcus a coagulase positive

Le dénombrement était réalisé sur le milieu Baird Parker, un milieu sélectif pour la
recherche et le dénombrement des S. aureus.

Les colonies présumées de S. aureus sur milieu Baird Parker sont toutes, de couleur
noir, brillantes, entourées d’un halo clair (cf. Figure 15). Les colonies noires ne possédant pas
les halos représentent probablement Proteus (Joffin et Joffin, 2010).

Figurel5 : Aspects des colonies de Staphylococcus a coagulase positive sur Baird Parker.
a) : isolat 27 et b) : isolat 23.

Les colonies repérées comme Staphylococcus aureus possédant catalase positive sont
examinées par observation aprés coloration de Gram. L’ensemble des isolats sont des cocci a
Gram positif (cf. Figure 16). L’ensemble des isolats a montré une réaction de coagulase

positive (cf. Figure 17).
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Figure 16 : Observation microscopique des Staphylocoques aprés coloration de Gram.

a) : isolat 27 Gram + et b) : isolat 23 Gram+.

Figurel7 : Résultats du test de coagulase positive (coagulase libre).

a) : test de coagulase positive ; b) : test de coagulase négative.

Les souches de Staphylococcus a coagulase positives provoquant la coagulation du
plasma du lapin le plus souvent les trois premiéres heures, Un test positif se traduit par la
formation d’un coagulum occupe plus des trois quarts du volume initialement occupé par le

liquide.

Staphylococcus aureus est 1’agent principal causant les mammites bovines décrites par

(Hunter 1984). Elle constitue la bactérie la plus fréguemment impliquée dans les infections
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latentes et les mammites subcliniques. Les mammites étant difficiles a éradiquer, elles

représentent la principale source de contamination des laits crus par S. aureus.
V. 2. 1. 2. Prévalence et dénombrement de Staphylococcus a coagulase positive

Les résultats de la recherche de Staphylococcus aureus a partir de cinquante
échantillons du lait cru de vache, montre que 12% des échantillons étaient contaminés par
Staphylococcus & coagulase positive. A cet effet, 12% des échantillons étaient jugés a qualité
non satisfaisante selon la réglementation algérienne (JORADN®35, 1998), qui préconise
I’absence de germes dans le lait cru. Cette prévalence est dans 1’ordre de valeurs reportées
15,38% et 17% par Hakem et al. (2012) et Normanno (2007) respectivement. Par ailleurs,
Boufaida et al.(2012); Chaalal (2013); Titouche (2012); Andre et al. (2008); Jorgensen et al.
(2005); Chang et al. (2010);0mbui (1992) ont reportées des prévalences de 30%, 70%; 86%,
66,7% (Brésil), 75% (Norvege), 41% (Chine) 61% (Kenya) respectivement.

Réellement, le consommateur est peut étre exposé a intervalle de prévalence de 0 a
12%. A cet effet, une fonction Uniform (0 ;0,12) a été introduit dans le modéle de 1’évaluation
de I’exposition.

La contamination du lait peut aussi survenir par I’intermédiaire de porteurs sains ou
infectés, ou méme par I’environnement (Brisabois, 1997).

Par ailleurs, les échantillons contaminés contiennent des concentrations en
Staphylococcus a coagulase positive entre 3 et 15 UFC/ml avec une moyenne de 6,33
UFC/ml. L’intégration de cette contamination était distribuée par la distribution de Duniform
(donne la méme chance d’occurrence pour chaque concentration).

Dans cette étude, le niveau de contamination est inférieur & celles reportées (10% & 10°)
par Asperger (1994) ; Heuchel (2003). Cependant, ont reporté une contamination supérieure a
celle montrée dans cette étude.

A ce niveau de contamination le consommateur n’est pas exposé a une concentration
toxique jugé a 5logUFC/mI par Heidinger et al.(2009). Cependant, dans les conditions de
stockage surtout a la température ambiante, cette bactérie peut se développer et atteindre la
concentration toxique.

Le respect des régles d’hygiene a la ferme et le contrdle des laits lors de leurs mises sur
le marché peut permettre de réduire le nombre de toxi-infections d’origine alimentaire dues a
la consommation de ces produits (Commission des Communautés européennes, 1992). Le
traitement thermique du lait cru avant la consommation constitue ainsi une des méthodes
efficaces pour diminuer le nombre de ces TIA.
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La qualité hygiénique du lait cru a la vente peut étre également améliorée par
I’instauration d’une politique de tragabilité et de bonnes pratiques. La prévention des toxi-
infections d’origine alimentaire a Staphylocoques passe par la mise en place d’un programme
d’action contre les mammites bovines, le maintien du lait a température de réfrigération et le
strict respect des régles d’hygi¢ne lors des manipulations a la ferme et aux points de vente,

afin de limiter le nombre de S. aureus présents dans le lait.
V. 2. 2. Module 2 : Destruction de Staphylococcus aureus durant le chauffage
V. 2. 2. 1. Thermo-résistance de Staphylococcus a coagulase positive

La cinétique de la thermo-résistance est non linaire. La valeur du temps de la réduction
décimale est estimée a I’aide de modéle de Mafart et al. (2002). La valeur de D est estimée a

1,20 min. Par ailleurs, aucune bactérie n’a survie apres un traitement de 7 min et 10 min.

log UFC/mL
w IN

N
1

Temps (min)

Figure 18: Représentation graphique de la cinétique de thermo-résistance de la souche E23.

forme de la courbe de la cinétique concave.
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V. 2. 2. 2. Prevalence de Staphylococcus a coagulase positive apres le chauffage

Les concentrations de Staphylococcus & coagulase positive étaient estimées a différents
temps de traitement thermique chez les consommateurs en utilisant I’équation 1. D’abord, les
consommateurs qui chauffent le lait a 95°C pendant 7 et 10 minutes, ne sont pas exposes a
Staphylococcus a coagulase positive car aucune bactérie ne survit aprés ce temps de
traitement. Cependant, les autres consommateurs qui chauffent le lait pendant 2 et 5 minutes
et ceux qui ne le chauffent pas, sont exposes a différentes concentrations de Staphylococcus a
coagulase positive. A cet effet, la distribution de Poisson a été utilisée pour évaluer la

probabilité de survenue de cette bactérie dans les différentes portions du lait.

La distribution de Poisson est compilée avec celle de Bernoulli (probabilité

d’occurrence d’un temps de traitement 2 et/ou 5 minutes).

La distribution et la probabilité de Staphylococcus a coagulase positive dans le lait aprés

chauffage est de 6% avec une concentration moyenne de 2 UFC/ml (cf. Figure 19).

Ces concentrations sont susceptibles d’étre augmentées tenant compte des conditions de

stockage (temps/températures de stockage et d’attente) du lait chez les consommateurs.

V. 2. 3. Module de croissance de Staphylococcus a coagulase positive durant la

conservation

V. 2. 3. 1. Détermination de paramétres de croissance de Staphylococcus a coagulase

positive

La cinétique de croissance de Staphylococcus a coagulase positive E23 est illustrée sur
la figure 19. Elle est sigmoide composée de 4 phases : phase de latence, phase exponentielle,
phase stationnaire et phase de déclin. Dans cette étude, la phase de latence et la phase
exponentielle présentent un intérét dans la prédiction de croissance dans n’importe quelle
condition de stockage du lait chez le consommateur. L’ajustement du modéle de croissance de
Rosso (1995) a permet d’estimer les parametres (temps de latence : lag phase et taux de

croissance : |) de croissance de Staphylococcus a coagulase positive E23.
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Figurel9 : Représentation graphique de la cinétique de croissance de Staphylococcus a
coagulase positive E23.

Les parametres de croissance de Staphylococcus a coagulase positive E23 sont illustrés
dans le tableaul4. Par ailleurs, les parametres de croissance a différentes températures de

conservation du lait chez les consommateurs ont été estimés et reportés dans le tableau 14.

En effet, les parameétres de croissance ont été estimé a la température de réfrigérateur
attribué par la distribution Pert (5;7;12). Le temps de latence est trop élevé (plus de 10h) pour
avoir une croissance avant la consommation du lait. 1l est également noté que le taux de

croissance est relativement faible (Oh™).

Cependant, les parameétres de croissance a la température ambiante sont estimés aux
températures saisonnieres (cf. Tableau 14), de cet effet, la croissance de Staphylococcus a

coagulase positive peut étre lieu et méme peut atteindre la concentration toxique.
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V. 2. 3. 2. Concentration de Staphylococcus a coagulase positive a différentes conditions

de stockage

Le tableau 14, illustre les concentrations de Staphylococcus a coagulase positive y
compris ses parametres de croissance, a differentes conditions de stockage (Température et
temps). Les concentrations de Staphylococcus a coagulase positive plus élevees sont estimées

a I’été (107 bactéries par ml), cependant le plus faible & I’hiver (10 bactéries par ml).

Tableaul4: Les parameétres de croissance et les concentrations de Staphylococcus a coagulase

positive a différents scénarios.

Température (°C) Lag (h) M (h-1) Log N (/mL)
Challenge test 37 1,535 0,455 8,5*
Frigo Pert(5;7;12) 0 0 0
Minimale 12,4 5,43 0,098 2
Ambiante Maximale 33,8 2,20 0,321 7
Médiane 25,9 3,51 0,159 4

* N maximale estimée par le modele de croissance.
Les concentrations de Staphylococcus & coagulase positive sont comprises entre 10% et

10" bactéries par ml. Une forte concentration est observée a I’6té.
V. 3. Estimation de nombre de personnes exposées a Staphylococcus a coagulase positive

Le nombre de personnes exposées a des concentrations toxiques de Staphylococcus a
coagulase positive de 5 log UFC/mI est estimé par compilation des distributions (Si alors...)
et la simulation de Monte Carlo sur Excel. La feuille de calcul liée 1’ensemble des variables
avec leur distribution. Le calcul 99th percentiles montre que 3% de potion du lait contient des
concentrations de 5 log UFC/ml ou plus. De ce fait, le nombre de personnes qui consomment
ces concentrations risquées est de 300 habitants par an. Ces résultats n’ont aucune relation

avec 1’état sanitaire de personnes ingérant ces concentrations de 5 log UFC/ml.
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Conclusion

Staphylococcus a coagulase positive est une bactérie fréquemment rencontrée dans le
lait cru. La contamination du lait devient un probleme majeur de la santé publique surtout

avec la présence de Staphylococcus aureus qui est responsable des intoxications alimentaires.

En effet, elle est issue de I’animal atteint de mammites comme elle peut étre également
apportée par les équipements par manque d’hygiéne. Le lait cru de vache est vendu tout de
suite ou aprés quelques heures de traite qui risquera de faire passer ce pathogéne n’est pas
détecté au temps. Dans le contexte d’estimer le nombre de personnes qui peuvent étre exposé
a ce pathogeéne, s’inscrit ce travail, qui Vvise a rechercher, dénombrer les Staphylococcus a
coagulase positive dans le lait, ainsi que déterminer le nombre de personnes exposées a une

concentration toxique (5 log ufc/ml) dans la ville de Laghouat.

Les résultats ont montré une faible prévalence de Staphylococcus a coagulase positive
(12%) avec des concentrations faibles de 3 a 15 UFC/ml. Un isolat sélectionné au hasard a
montré une capacité de croissance dans le lait (lag = 1,535h et p=0,455h™) et une thermo-
résistance de 1,19 minutes a 95°C. Aprés simulation de Monte Carlo tenant compte de
comportement de consommateurs de la ville de Laghouat, les résultats ont montré que
Staphylococcus a coagulase peut se développer et atteindre 5 log UFC/ml. En effet, au total
3% de consommateurs peuvent consommer une concentration égale ou supérieur a 5 log
UFC/ml.

La prévention contre les toxi-infections alimentaires a Staphylocoques aureus aura lieu
par la mise en place d'un programme d'action contre les mammites bovines, le maintien (la
conservation) du lait a température de réfrigération, ainsi que le strict respect des régles
d'hygiéne lors des manipulations a la ferme et a la laiterie par 1’éducation des personnels en
mati¢re d’hygiéne, le respect des procédures de lavage des mains, afin de limiter le nombre de
S. aureus présentes dans le lait.

A la fin de ce travail, nous tragons comme perspective I’application de 1’évaluation du
risque de la part des acteurs concernés (organismes gouvernementals, entreprises, universités,
etc.) en utilisant le modeéle de risque de processus modulaire et d’étudier une population plus

importante, pendant une période plus longue;
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I1 est intéressant aussi d’estimer le risque de ces bactéries dans les régions rurales ou les

conditions de vie et ’hygiéne de vie est trés difficile.

Enfin, des améliorations sont nécessaires au niveau de la déclaration et de I'investigation
des toxi-infections alimentaires. En effet, beaucoup de foyers ne sont pas signalés. De plus, la
plupart des toxi-infections alimentaires rapportées sont tres peu documentées. Faute

d'informations épidémiologiques précises, le risque dd a la présence des staphylocoques dans
les produits laitiers restera difficile a évaluer.
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Annexe | :

Questionnaire relatif au consommateur du lait cru de vache.

1. Vous étes combien dans la famille ?

2. Quel est le nombre de personnes consommant le lait dans la famille ?

3. L’age de personnes consommant le lait cru de vache?

Adulte Enfant
4. Quel est la quantité achetée en litre ?
5. Combien de fois achetez-vous le lait par semaine ?
1 fois 2 fois 3 fois Plus
6. Comment transporter le lait acheté ?
Sachet Bouteille Récipient en acier Autres

7. Quel est le nombre de prise par jour ?

1 fois 2 fois 3 fois Plus
8. Quel est le temps d’attente pour la premiére prise ?

1h 2h 3h Plus

9. Quel est le temps d’attente entre la premiére et la deuxiéme prise ?

1h 2h 3h Plus
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10. Quel est le temps d’attente entre la deuxieéme et la troisiéme prise ?

1h 2h 3h Plus

11. Quel est le lieu de stockage entre 1’achat et la premiére prise ?

Frigo Cuisine

12. Est-ce que vous chauffez le lait avant sa consommation ?

Oui Non
13. Si oui, quelle est la température de chauffage ?
Ebullition  Autres
14. Quel est le temps de chauffage ?
2 min 5 min 7 min Plus
15. Est-ce que vous préparez d’autres dérivés du lait a la maison ?
Oui Non

- Si oui lesquels ?

Fromage Iben

16. Avez-vous déja des cas d’intoxications suite a la consommation du lait de vache cru ?

Oui Non
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Annexe Il :

Questionnaire relatif au vendeur du lait cru de vache dans la ville de Laghouat

1. Quel est la quantité achetée par jour ?

2. Laquantité vendue par jour ?

3. Le temps d’arrivée du lait au point de vente ?  patinge Soir

4. Lieu de stockage ?

Bidons en plastique  Récipient en acier Autres

5. Le temps nécessaire pour vendre la quantité achetée ?

6. S’il reste une quantité du lait est ce que vous la revendrez le lendemain ?

Oui Non

7. Est-ce que la quantité restante est destinée aux autres préparations ?

Lben djben Autres

8. Est-ce que vous faites le control de qualité de routine ?
Oui Non

9. Est-ce que le lait vendu est collecté d’un seul éleveur ?

Un plus
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Annexe 11 : Composition des principaux milieux de culture utilisés.

T.S.E (liquide de dilution) conda pronadisa

CasBiNe PEPLONE ... viviitiie e e | 10
N Gl . | 8,5
BaU 1000 mi
pH:7
Milieu Baird Parker : (conda pronadisa)
PEPIONE. .t 10.0g
Extrait de viande de Doeuf...........coooiiiiiiiiiiice e 4.0g
L= L0 S (LY =R 209
PYruVate de SOUIUM........cviiiieie ettt e e e e e nre s 10g
Chlorure de TENTUML ..o s 5.0g
GIYCOIIB.. ..t 129
N0 L | PP 14qg
BAU ISHITIER ... 1000 mi
Bouillon ceeur-cervelle (BHIB)
INfUSION de CErVElIE 0B VEAU..........cccueeiecieece e 12.5¢g
Infusion de coeur de DOBUL.........cceiiiiiiiieicece e 5.0g
PEPTONE. ... 10.0g
(] 1ol 0 L= SRS 2.0g
ChIOrure de SOOIUML........covieie et sre s 2.0g
Phosphatase di SOIQUE..........ccuiiiiiiiieie e 5¢
pH=7.4

Préparation : 37g par litre d’eau distillée. Stérilisation a I’autoclave a 120°C, 20min

Bouillon nutritif

LI/ 010 =PSRRI 10,0¢g
EXrait de VIANAE.......ccoeiieiiice e 500
(O 0] (0T TE=o [0 Lo L1 o 500

pH du milieu prét-a-1’emploi a 25°C : 7,2 + 0,2.
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Réactifs de la coloration de Gram

Violet de gentiane

PRENOL.... ot et rr e e e nre s 209
VI0IEL 0B GENTIANE. ......eieieiiieieei e 109
ELhaN0l @ 90°........cuivieeieeiieieeseiete sttt bttt 10 ml
BAU ISTIIIEE. ... 100 ml
Lugol
([T [N E= R [ 10 3] [ SRS 209
l0de MELAHOTAE. ..o e 109
BAU ISHITIER ... s 300 ml
Fuschine de ziehl
FUCHINE DASIGUE. ... .c.veieie ettt sre e re e sreenne s 1.0g
PRENOL ...ttt 5049
ELhAN0l @ 90°........cuivieieeieeseeiete ettt 10 ml
BAU ISTIIIEE ... 100 ml




Annexe 111 : Critéres microbiologiques relatifs au lait cru et aux produits laitiers
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[ s JOURNAL OFFICIEL DE LA REPUBLIQUE ALGERIENNE N° 35 Aceel Safar 1419
27 mai 1998
“ ANNEXE I
CRITERES MICROBIOLOGIQUES RELATIFS A CERTAINES DENREES ALIMENTAIRES
TABLEAUI1
CRITERES MICROBIOLOGIQUES DES LAITS ET DES PRODUITS LAITIERS
|| =T =
) PRODUITS n ¢ m
1. Lait cru :
— germes acrobies & 30° C ! — 10°
— coliformes fécaux 1 - 1
— streplocoques fécaux 1 — abs/0,lml
" — Staphviococcus aurews 1 - absence
— clostridium sulfito-réducteurs a 46° C I - 50
— antibiotiques I - absence
2. Lait pasteurisé conditionné :
— germes aérobics i 307 C | _— ERTI
— coliformes :
* sortie using 1 — I
* i la venie 1 — 10
— coliformes fécaux
* ortie using | —_— absence
* A la venie 1 - absence
— Staphvlococcus aurens 1 —_ 1
— phosphatase 1 — négatif
3. Lait stérilisé et lait stérilis¢ UHT
(nature et aromatisé) : 2
— germes acrobies a 30° C 5 ] < 1040.1 ml
— test de stabilité 5 0 négatif
— test alcool 5 0 négatif
— lest chaleur 5 0 négatif
4. Lait concentré non sueré :
— test de stabilité 5 0 négatif
— test alcool 5 0 negatif
—=lest chalewr 5 0 négatif
5. Lait concentré sucré :
— germes aérobies 3 30° C 5 2 1
— coliformes 5 0 absence
— Staphylococeus aureus 3 0 absence
— clostridium sulfito-réducteurs & 46° C ] 0 absence
— levures et moisissures 5 0 ibsence
— Salmaonella 3 0 absence
6. Lait déshydraté conditionné (1) :
— germes aérobies & 30° C 5 2 5.1
— coliformes 5 ) 5
— Sraphvlococcus aurens 5 0 absence
— clostridium sulfito-réductcurs 4 46° C 5 0 ahsence
— levures et moisissures 5 3 50
- .'i‘af.:m.@nf.-!fn 5 0 ahsence
— antibioligues 1 0 ahsence
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Annexe 1V :

a. Préparation d’émulsion de jaune d’ceuf (AFNOR, ISO7932 :1993)

Utiliser des ceufs frais de poule, a coquille intacte. Nettoyer les ceufs avec une brosse, a ’aide
d’un détergent liquide. Les rincer a 1’eau courante, les plonger dans ’alcool a 95% (v/v) pendant 30 s
et les sécher. En opérant de fagon aseptique, casser chaque ceuf et séparer les jaunes des blancs par
transferts répétés du jaune d’une coquille dans 1’autre. Placer les jaunes dans une éprouvette stérile et
ajouter quatre parties en volume d’eau stérile. Transférer de fagon aseptique dans un flacon stérile et

mélanger vigoureusement.

Porter le mélange au bain d’eau réglé a 45°C pendant 2h et entreposer entre 0°C et 5°C pendant

18 a 24h pour permettre au précipité de se former.

Recueillir aseptiquement I’émulsion surnageant. L’émulsion peut étre conservée entre 0° C et

5°c au maximum pendant 72h.

b. Coloration de Gram

La coloration de Gram est une coloration classique en microbiologie, elle permet de distinguer
deux (2) types de bactéries, les bactéries Gram négatives (G-) et les bactéries Gram positives (G+),
celles-ci différent de part la composition de leur paroi, notamment par 1’épaisseur du peptidoglycane,

ou la présence d’une membrane externe (Larpent et Larpent, 1990).

Technique :

e La premiére étape de la coloration consiste a réaliser une suspension en eau
physiologique a partir d’une culture jeune (sur un milieu solide) e prélever un
aliquote de suspension a I’anse de platine (ou a la pipette stérile) puis on étale sur 1a
2 cm par un mouvement circulaire en partant du centre de la lame ;

e La seconde étape nécessite le séchage et la fixation par la chaleur (pour tuer les
bactéries, fixer leur structure cytoplasmique, et les faire adhérer a la lame) ;

e La troisieme étape nécessite quelques gouttes de violet de gentiane sur un frotti fixé
pendant une minute, apres ringage, on ajoute de Lugol (solution aqueuse d’iode et
d’iodure de potassium) pendant 30 secondes ;

e La quatrieme étape, a savoir le bain d’alcool 90°, (ne traverser que la paroi de
certaines bactéries « les Gram- » et décolorer leur cytoplasme). Puis on rince avec de

I’eau distillée ;
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e Enfin, quelques gouttes de fuschine de Ziehl sont versées sur la lame qu’on laisse
agir une minute. La lame est lavée a 1’eau distillée. Apres séchage, on passe a

I’observation microscopique.
Lecture

Les Staphylocoques se présentent sous forme de cocci Gram+ groupées en grappes.

c. Recherche de la catalase

La catalase (Ferro porphyrine de poids moléculaire élevé) a la propriété de décomposer
I’eau oxygénée avec dégagement d’oxygene. C’est I’action directe de I’enzyme qui est mise

en évidence dans la masse bactérienne (Garnier et Denis, 2007).

La réaction positive se traduit par un dégagement immédiat de bulles d’oxygéne,

exprime la présence d’une catalase (Marchal et al., 1991).

Catalase

H,O0, —H,0+1/2 0,

Technigue

e On prend une goutte d’eau oxygénée (H20,) a 10 volumes ;
e Y déposer, a I’aide de I’anse de platine ou d’une pipette Pasteur boulée, une colonie
isolée de la souche a tester, culture jeune de 24 h ;

e Observer I’apparition de bulles.



RESUME



Résumé :

Le lait est une denrée alimentaire a large consommation, et incriminé dans les toxi-infections alimentaires (20%).
Staphylococcus aureus contamine souvent le lait issu d’une vache présentant la mammite, également c’est le
deuxiéme agent causal des toxi-infections alimentaires en Algérie. De cet effet, ce travail vise, en premier temps,
a rechercher cette bactérie et a évaluer sa prévalence, sa concentration ainsi que sa capacité de croissance et de
thermo-résistance dans le lait cru de vache. En deuxiéme temps, ces données de contamination initiale de lait
par ce pathogéne ainsi que son comportement « croissance et thermo-résistance » sont compilées avec la
consommation du lait cru de vache dans la ville de Laghouat pour évaluer le nombre de personnes exposées a
des concentrations toxiques de Staphylococcus a coagulase positive (5 log UFC/mL). Les résultats ont montré
une faible prévalence de Staphylococcus a coagulase positive (12%) avec des concentrations faibles de 3 a 15
UFC/ml. Un isolat sélectionné au hasard a montré une capacité de croissance dans le lait (lag = 1,535h et
1=0,455h") et une thermo-résistance de 1,19 minutes & 95°C. Aprés simulation de Monte Carlo tenant compte le
comportement de consommateurs de la ville de Laghouat, les résultats ont montré que Staphylococcus a
coagulase positive peut se développer et atteindre 5 log UFC/mL au moment de la consommation. En effet, 300
habitants sont exposés a ces concentrations toxiques. Enfin, la prévention contre ce pathogéne nécessite la mise
en place d'un programme d'action contre les mammites bovines, le maintien du lait a température de
réfrigération, ainsi que le strict respect des régles d'hygiéne lors des manipulations a la ferme et a la laiterie afin
de limiter le nombre de S. aureus présentes dans le lait.

Mots-Clés : lait cru de vache, Staphylococcus a coagulase positive, évaluation du risque microbiologique,
intoxication alimentaire, sécurité alimentaire.
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Abstract

Milk is a widely consumed food that incriminated in food poisoning (food-borne illness) (20%). Staphylococcus
aureus often contaminates milk from a cow with mastitis, and is also the second causal agent of food-borne
illness in Algeria. The aim of this work is to research this bacterium, and to evaluate its prevalence, its
concentration and its capacity for growth and heat resistance in raw cow’s milk. Secondly, these data of initial
contamination of milk by this pathogen as well as its  «growth and heat resistance » behavior are compiled with
the consumption of raw cow's milk in Laghouat to evaluate the number of people exposed to toxic
concentrations of coagulase-positive Staphylococcus. The results showed a low prevalence of coagulase-positive
Staphylococcus (12%) with low concentrations of 3 to 15 CFU / ml. A randomly selected isolate showed a
growth capacity in milk (lag = 1.535h and p = 0.455h-1) and a heat resistance of 1.19 minutes at 95 ° C. After
simulation of Monte Carlo taking into account the behavior of consumers of the city of Laghouat, the results
showed that positive coagulase Staphylococcus can develop and reach 5 logUFC / mL at the time of
consumption of raw cow’s milk. Indeed, 300 inhabitants are exposed to these toxic concentrations. Lastly,
prevention of staphylococcal poisoning (food borne illnesses )will take place through the setting up of a program
of action against bovine mastitis, keeping milk at refrigeration temperature and strict observance of hygiene rules
when On-farm and dairy handling to limit the number of Staphylococcus aureus in milk.

Keywords: raw cow's milk, positive coagulase Staphylococcus, microbiological risk assessment, food poisoning,
food safety.



