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Résumé

Les staphylocoques en général et les staphylocoques aureus en particuliers sont des bactéries
pathogenes qui peuvent étre malheureusement trouvés dans les aliments périssables, parmi ces
aliments qui ont la tendance de se périr rapidement : les produits laitiers, les viandes et les
poissons, etc. .Ces bactéries sont capables de générer des enzymes et des poisons trés nocives
qui peuvent nuire aux aliments et les rendre inconsommables. A 1’issu de notre étude, on a
trouvé que le lait de vache cru contient des staphylocoques pathogenes et généralement
I’origine de cette contamination apres le biotypage de nos souches, il s’est révélé que la
contamination provienne de vache mammiteuse, de 1’environnement ainsi que de 1’home.
L’antibiogramme réalis€ montre que la majorité de nos souches sont résistantes a la

méthicilline.

Abstract

Staphylococci in general and staphylococci aureus in particular are pathogenic bacteria that
can unfortunately be found in perishable foods, among those foods that have the tendency to
perish quickly: dairy products, meat and fish, etc. These bacteria are capable of generating
very harmful enzymes and poisons that can harm foods and make them inconsumable. At the
end of our study, we found that raw cow's milk contains pathogenic staphylococci and
generally the origin of this contamination after the biotypage of our strains, it was revealed
that the contamination came from mammalian cow, the environment as well as the home. The

antibiogram shows that the majority of our strains are resistant to methicillin.
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Introduction

Les micro-organismes existent sur la terre depuis des milliards d’années avant méme
I’apparition des plantes et des animaux (MICHEAL et al. 2007).

Les premiers étres vivants étaient les bactéries, le monde bactérien a été le seul monde vivant
pendants prés de deux milliards d’années. L’évolution de la diversit¢é de microorganisme
largement dépassé celle des autres organismes, cette diversité fait partie de leur nombreuses
propriétés. Le domaine de Bacteria comportant tous les procaryotes pathogénes connus a ce
jour ainsi que des certaines d’autres especes non pathogénes (MICHEAL et al, 2007).

Les risques d’intoxications alimentaires existent tout au long de I’année en Algérie.
L’intoxication par le staphylocoque aureus occupe la deuxiéme place aprés les salmonelles.
Cette maladie alimentaire est causée par 1’ingestion d’entérotoxine staphylococcique (SE),
elle possede des propriétés neurotoxiques chez ’homme, se sont des protéines thermorésistant
préforme dans 1’aliment dans lequel les staphylocoques aureus, producteurs de coagulase sont
incriminées.

On trouve les staphylocoques dans le nez, la gorge et la peau, ils peuvent donc facilement
contaminer les aliments, ils peuvent aussi provenir des porteurs ou des personnes atteints
d’infections pyogenes (Dr Amel mameche ; 2009).

Le lait et les produits laitiers sont des produits tres fragiles et ils constituent un milieu de
culture pour les microbes par excellence, d’ou la nécessité d’appliquer des méthodes
préventives pour garantir aux consommateurs un produit de qualité hygiénique et sanitaire
satisfaisante.

L’objectif de la présente étude est de confirmer par dénombrement la présence des
staphylocoques aureus dans certains aliments largement consommeés par la population :

% Déterminer I’origine de la contamination par le biotypage.

«» Déterminer les souches résistantes a la méthicilline.

Introduction Page XII



Les staphylocoques pathogenes dans les produits | 2018
laitiers

CHAPITRE 01: Généralités sur les

staphyvlocoques

1. Taxonomie.

1.1 Définition : Les Staphylocoques ont été identifiés dés 1’aube de 1’¢ére pasteurienne par
d’éminents microbiologistes a I’instar de Koch, Pasteur, Ogston et Rosenbach.

En 1878 est pour la premiere fois, Koch souligne le rdle pathogene de bactéries qui se
présentent sous forme de cocci gram positive dans le pus d’abces. Ils seront baptisées en
1883 par OGSTON sous le nom staphylocoques, du latin ¢ Staphylle’ ou grappe coccus ou
grain’, en 1884 ils ont été classé en fonction de la pigmentation des colonies par
ROSENBACH (d’aprés sheinfer et al, 1986 Brum & Bes 2000). Ces cocci seront ensuite
isolées puis identifiés d’un pus par Louis PASTEUR en 1888.

1.1.1Classification phylogénique

I1 existe plusieurs types de classification de S. aureus dont la plus utiliser est la
Classification de Bergey :
@ Domaine : Bacteria ou Eubacteria.
Phylum XIII : Firmicutes.
Classe : Bacilli.
Ordre : Bacillales.
Familles : Staphylocccaceae.
Genre : Staphylococcus.

Especes : Staphylococcus aureus (CAMILLE, 2007).

R @ @ & @ @

1.2 Le genre staphylococcus :

Les staphylococcus sont des coques a gram positive d’un diametre d’environ un micron

groupés en amas a I’examen microscopique, ils sont immobiles non sporulés et non capsulés.

Le genre comprend plus d’une 50 d’espéces et sa taxonomie est en €volution constante
(d’apres le loir&Gautier, 2010) C’est un groupe cohérent sur le plan phylogénétique et
moléculaire, d’apres I’étude comparative des séquences d’ADNr 16S (Ludwig et al., 1981) et

d’hybridation ADN-ADN (Kloos et Schleifer, 1986). Au niveau des caracteres phénotypiques,

Chapitre 01 : Généralités sur les staphylocoques Page 1



Les staphylocoques pathogenes dans les produits laitiers | 2018

les staphylocoques sont a Gram positif, a catalase positive, non mobiles, asporulés,
habituellement non capsulés et halotolérants. La plupart des especes sont aéro-anaérobies
facultatives, a 1’exception de S. saccharolyticus et S. aureus subsp. Anaerobius qui sont
anaérobies strictes. De nombreux tests phénotypiques permettent de distinguer les bactéries
appartenant au genre Staphylococcus des autres genres de coques a Gram positif. Notamment,
cette distinction est importante entre les genres Micrococcus, Kocuria et Staphylococcus, du
fait de leurs caractéristiques morphologiques et physiologiques proches, et des niches

¢cologiques qu’ils ont en commun ( CAMILLE, 2007).
1.3 Classification des staphylocoques et les différentes especes du genre staphylococcus.
1.3.1 Les staphylocoques a coagulase positive (s.c.p).

Ils possedent une enzyme, la coagulase qui permet de I’identifier, ce groupe se compose
essentiellement des staphylocoques dorés, les staphylocoques a coagulase positif sont des
bactéries formant des colonies caractéristiques ou non caractéristiques a la surface d’un milieu
de la culture sélectif en donnant une réaction positive a la coagulase lorsque I’essai est

effectué selon la méthode spécifié dans la norme ISO 6888-1(annexe 03) .

N N

Le dénombrement des staphylocoques a coagulas positive dans les produits destinés a la
consommation humaines ou 1’alimentation animale, se fait par comptage des colonies obtenus

sur un milieu solide (milieu de Baird-Parker) apres incubation aérobiose a 35°C ou 37°C.

\ N

L’expression staphylocoques a coagulase positive correspond a staphylococcus aureus
principalement. Plusieurs especes staphylococciques autres que staphylococcus aureus
produisent des entérotoxine, sauf staphylococcus intermedius qui a été clairement impliquées

dans une toxi-infection alimentaire staphylococcique.

On notera aussi que; parmi les especes coagulase négative, staphylococcus cohnii,
staphylococcus epidermidis, staphylococcus haemolyticus et staphylococcus xylosus, ont été
isolés du lait de brebis, et se sont avérés produire une ou de plusieurs entérotoxines

staphylococciques (Christiane joffin et al, 2010).

1.3.1.1 Staphylococcus aureus :
Staphylococcus aureus est un germe appartenant au groupe des cocci a Gram positif qui

pousse en amas. Cette bactéries non productrice de spores mais résistante, peut survivre

Chapitre 01 : Généralités sur les staphylocoques Page 2



Les staphylocoques pathogenes dans les produits laitiers | 2018

longtemps sur des objets inanimés et secs, elle résiste aussi relativement bien a la chaleur (de

la Fuente et al, 1985).
a. Caracteres bactériologiques :

Tableau 01. Différents caracteres bactériologiques des Staphylococcus aureus (de la Fuente

et al, 1985).

Morphologie Regroupé en paire, tétrade ou amas réguliers

Immobile ; non sporulé

Dimension (1tm) 0,5-1
Teneur en GC (mol%) 33%
Taille du génome (Mb) 2.8=2.9
Type respiratoire Aéro anaérobie facultatif
Type trophique chimioorganotrophe
Meétabolisme Fermentaire et /ou respiratoire
Autres caractéres Catalase positive — oxydase négative

Halophile — mésophile (37°C) et psychrophile (6-12°C)
Neutrophile pH ,,=7 ; pHy, ; Aw : basse, jusqu’a 0,83

Chapitre 01 : Généralités sur les staphylocoques Page 3
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Tableau 02 : Caracteres différentiels des principales especes de Staphylocoques ( HINANA
et SLAMAT, 2005).

Caractere S.aureus S.epidermidis S.saprophyticus
Pigment + = o
Coagulase + . _
ADNase + - _
Re.novobiocine = = +
Nitrate réductase + + N
Phosphatase + + _
D.mannitol + - —ou+
Clumping factor + = @
Hémolysine + = ,
Protéine A + . _

Photo 1 : Couques de Staphylococcus aureus disposée en grappes de raisins ; micrographie

électronique a balayage (Gx100) (WIILLEY et al, 2010).

Chapitre 01 : Généralités sur les staphylocoques Page 4
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Tableau 03 :

Classification phénotypique des

Staphylococcus (Stepan et al. 2004).

especes

et

sous-especes

du genre

Especes et sous-especes

a coagulase positive

Especes et sous-especes a coagulase négative

S. aureus subsp.
anaerobius

S. aureus subsp. aureus
S. delphini

S. hyicus

S. intermedius

S. lutrae

S. schleiferi subsp.

coagulans

Novobiocine sensibles
eta

oxydase négative

Novobiocine résistantes et a

oxydase négative

Novobiocine
résistantes et a

oxydase positive

S. auricularis

S. capitis subsp.
capitis

S. capitis subsp.
ureolyticus

S. caprae

S. carnosus subsp.
carnosus

S. carnosus subsp.
utilis

S. chromogenes
S. condimenti

S. epidermidis

S. felis

S. haemolyticus
S. hominis subsp.
hominis

S. lugdunensis

S. muscae

S. pasteuri

S. piscifermentans
S. saccharolyticus
S. schleiferi subsp.
schleiferi

S. simulans

S. warneri

. arlettae
. cohnii subsp. cohnii
. cohnii subsp. urealyticum

. equorum subsp. equorum

L \!yaw !a ”a

. equorum subsp. linens
S. gallinarum

S. hominis subsp.
novobiosepticus

S. kloosii

S. nepalensis

S. saprophyticus subsp.
bovis

S. saprophyticus subsp.
saprophyticus

S. succinus subsp. casei
S. succinus subsp. succinus

S. xylosus

S. fleurettii

S. lentus

S. sciuri subsp.
carnaticus

S. sciuri subsp.
rodentium

S. sciuri subsp.
sciuri

S. vitulinus

Chapitre 01 : Généralités sur les staphylocoques
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1-3-2 les staphylocoques a coagulase négative (s.c.n)

La majorité des staphylocoques a coagulase négative distingue plus de 30 espeéces parmi

lesquelles on peut citer S. epidermidis et S. saprophyticus qui sont moins fréquents dans les

infections. Les especes les plus impliquées dans les infections sont :

v

AN N N NN

v

Staphylococcus capitis.
Staphylococcus cohnii.
Staphylococcus haemolyticus.
Staphylococcus hominis.
Staphylococcus lugdunensis.
Staphylococcus schleiferi ssp scheiferi.
Staphylococcus warneri.

Staphylococcus simulans.

Les Staphylocoques coagulase négative (SNC) peuvent €tre divisés en six grands groupes.

Cependant, les especes rencontrées en pathologie humaine sont localisées dans deux groupes :

le groupe de Staphylococcus epidermidis et le groupe de Staphylococcus saprophyticus Alain
HERARD et al ; 1998),

Chapitre 01 : Généralités sur les staphylocoques Page 6
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Origine

Espece

référence

Laits

Lait de vache

S. capitis, S. chromogenes, S. cohnii, S. epidermidis,
S. haemolyticus, S. hominis, S. hyicus, S. lentus,

S. pasteuri, S. saprophyticus, S. simulans, S. warneri, S. xylosus

Rather et al. 1986;
Ben Hassen et al. 2002;
Bjorland et al. 2005

Lait de brebis

S. auricularis, S. capitis, S. caprae, S. chromogenes,
S. epidermidis, S. equorum, S. haemolyticus,
S. hominis,

S. hyicus, S. lentus, S. simulans, S. xylosus

Ariznabarreta et al.
2002; Hariharan et al.
2004

Lait de chevre

S. caprae, S. epidermidis, S. saprophyticus,

S. warneri, S. xylosus

Deinhofer et al. 1995 ;
Bjorland et al. 2005

Fromages au lait cru

Cdsar de S. caseolyticus, S. caprae, S. capitis, S. cohnii, Caceres et al. 1997
° Céceres S. gallinarum, S.lentus, S. saprophyticus, S. sciuri, S. xylosus
=]
Q
§ Morbier S. equorum, S. lentus Ogier et al. 2004
8
E Salers S. equorum, S. saprophyticus Delbes et al. 2005
(%
o
Différents S. equorum, S. hominis, S. saprophyticus, S. sciuri, Hoppe-Seyler et al. 2004
fromages S. succinus, S. warneri
E g | Durrus S. epidermidis Mounier et al. 2005
S
E @
L 2
£ S
Tous types S. capitis, S. cohnii, S. equorum, S. kloosii, Irlinger et al. 1997

S. saprophyticus, S. sciuri, S. vitulinus, S. xylosus

Fromages pasteurisés

3 Stilton S. equorum Ercolini et al. 2003
f:
Q.
2
(ncf
Ardrahan S. equorum Mounier et al. 2005
Millens S. equorum Mounier et al. 2005
g § Gubbeen S. saprophyticus Mounier et al. 2005
(% g
[V

Tableau 04 : Especes de staphylocoques a coagulase négative isolées des produits laitiers
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2.Antibiogramme :
2.1. Bétalactamines

La pénicilline G est tres active sur les souches de S.aureus non productrices de pénicillinase,
mais ces souches sont rares aujourd’hui (< 10%).Les souches productrices d’une pénicillinase
redeviennent sensibles a 1’amoxicilline en présence d’acide clavulanique. Les pénicillines
semisynthétiques du groupe M (méthicilline et oxacilline) ne sont pas détruites par la
pénicillinase de S.aureus. Ce sont d’excellents antibiotiques anti-staphylococciques.

De 10 a 50 % des souches de S.aureus isolées dans les hopitaux frangais résistent a la
méthicilline et a I’oxacilline. Ces souches sont désignées comme Staphylococcus aureus
Résistant a la Méthicilline (SARM) (JEAN-LOUIS et JEAN-LOUP, 2002).

Cette résistance est aussi qualifiée d’« hétérogéne ».En effet, pour certaines souches,
seulement une partie de la population bactérienne est capable in vitro, d’exprimer sa
résistance .Cette résistance est due a 1’acquisition par la souche de staphylocoque d’un
déterminant chromosomique, le géne mec A. 1l s’ensuit la production d’une protéine liant la
pénicilline (PLP) additionnelle. .

Les travaux cliniques ont montré que toutes les pénicillines et toutes les céphalosporines sont

inactives sur les souches résistantes a la méthicilline (JEAN-LOUIS et JEAN-LOUP,2002)
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Chapitre 02 : les staphvlocoques dans I’industrie

alimentaire

1. Porigine des staphylocoques dans les produits alimentaire

La toxi-infection alimentaire est une affaire trés sérieuse qui tourmente les chercheurs
alimentaire d’une coté et les contrdleurs de qualit¢ de 1’autre coté, il est a signalé qu’il ya
plusieurs causes qui favorisent et promouvoir la toxi-infection, ces causes qui sont derrieres la
toxi-infection en général et les staphylocoques en particuliers sont appelés les cing M qui

sont : matiere premiere, matériel, main d’ceuvre, le milieu et la méthode.

1.1 Matiere premiére : touts les aliments (sauf I’eau) proviennent des &tre vivants ou une
partie d’étre vivants, or les parties vivants en contact avec I’extérieur (peau, tube digestif) ne

sont pas stérilisés ; les micro-organismes de ces zones se retrouves dans 1’aliment.

1.2 Matériel : le matériel et les machines utilisés pour les transformations (couteau, broyeurs,
plants) aussi que les eaux de lavage ne sont pas stérilisés, ils apportent donc des micro-

organismes et cela d’autant plus qu’ils ne seront pas nettoyés et désinfectés correctement.

1.3 Main-d’ceuvre : principalement les aliments, le personnel de préparation peut apporter

de nombreuse micro-organismes par 1’intermédiaire :

# De la peau, des poils et cheveux.
+ De la bouche.

+ Des vétements.
1.4 Milieu : il peut étre aussi une source de contamination notamment :

+ Par ’air.
+ Par les insectes et acariens.

+ Par les rongeurs (souris et rats).

1.5 Méthode : certains aliments (yaourts, saucissons) sont ensemencés par des © ferments’

le plus souvent des bactéries lactiques (Davide Lubin, 1995).
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Flor initiale de la matiere

premiere

Disparition de micro-organismes : Apport du micro-organisme :
1- en raison d’antagonismes microbiens.
2- en raison de |'effet des traitements de
I'aliment pouvant détruire toute la flore

ou une partie de la flore.

1- par les matériaux.

2- par les insectes acariens.

3- par I'air et par I’homme.

4- par ajout volontaire (de micro-
organismes de culture industrielle ou sous
forme de levains).

u

Flore de I'aliment
transformé

Figure N°01 : Schémas récapitulatif de I’origine des micro-organismes dans les aliments

2. Toxi-infections alimentaires (TIA) a S.aureus
Les TIA a S.aureus sont en réalité des intoxications dues a I’ingestion d’aliments dans
lesquels une souche de S.aureus s’est multipliée et a produit une ou plusieurs entérotoxine.

2.1 Les symptomes :

Les symptomes les plus fréquemment observés lors de ces intoxications sont des

Vomissements violent et répétés, des nausées, des diarrhées aqueuses et des douleurs
abdominales. Occasionnellement peuvent étre observés : maux de téte, transpiration, frissons,
crampes musculaires, faiblesse générale, hypotension, et prostration. Les TIA a S .aureus

étant dues a des toxines préformées dans 1’aliment et non a une colonisation digestive par une
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bactérie entéropathogene, il n’y a en général pas de fievre ou une fievre modérée (MICHEL,
2005).

Les symptomes surviennent apreés une période d’incubation courte, entre 2 et 4 heures en
moyenne apres la consommation du repas contaminé, et disparaissent spontanément apres 18
a 24 heures. Les cas de déces a la suite de TIA a S.aureus sont trés rares et surviennent chez
les jeunes enfants et les personnes agées a la suite d’une déshydratation brutale provoquée par
les vomissements et les diarrhées (MICHEL, 2005).

Du point de vue clinique, les intoxications provoquées par S.aureus ressemblent au syndrome
émétique di a certaines souches de Bacillus cereus (incubation courte, prédominance des
vomissements, durée des symptomes) (tableau IV).

Elles se différencient des pathologies digestives dues a Clostridium perfringens ou de
syndrome diarrhéique dii a certaines autres souches de Bacillus cereus, qui présentent une

incubation plus longue et se manifestent surtout par des diarrhées (MICHEL, 2005).

Tableau 05 : Comparaison des toxi-infections alimentaires dues a Staphylococcus aureus,
Bacillus cereus et Clostridium perfringens (MICHEL, 2005).

Bactérie incubation Durée des | Diarrhées douleurs abdominale | vomissements
responsable symptomes

S.aureus 01206h 062a24h Habituel Prédominant
B.cereus (SE) 01a05h 06a24h Habituel Prédominant
B.Cereus(SD) 08al6h 12a24h Prédominant occasionnel
C.perfringens 082a22h 12224 h Prédominant rare
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2.2 La prévention :

La prévention nécessite des mesures a tous les stades de la chaine alimentaire depuis la
production jusqu’a la transformation, la fabrication et la préparation des aliments. Diverses
précautions a prendre pour éviter toute contamination des aliments et donc assurer leur

salubrité.

Réfrigération rapide des aliments ne pas rompre la chaine du froid des aliments en particulier
les surgelés qu’il faut acheter au dernier moment et déplacer au frais le plus rapidement

possible.

#+ Cuisson des aliments a des températures adéquates.

#+ Respecter les régles élémentaires d’hygiéne veillant a la propreté de la vaisselle et des
mains.

#+ Jeter touts les conserves bombées et respecter les barémes (température, et temps), de
stérilisation des conserves ménageres.

#+ Conservation des aliments a 1’écart les uns des autres pour éviter la contamination

croisés et ainsi la prolifération des germes.

Les mesures de prévention TIA (toxi-infection alimentaire) dues au S. aureus ont pour but ;
D’éviter ou limiter la contamination des aliments pas S. aureus. Et si S. aureus est présent,

elle empéche sa multiplication dans I’aliment.

La prévention des TIA a S. aureus repose essentiellement sur des mesures d’hygieéne de

production et de conservation des aliments.

4 Eviter la contamination des aliments par les porteurs des virus.

# Traiter les infections ORL et cutanées.

4+ Eviter la multiplication des germes en ne laissant pas séjourner les aliments entre
30°C et 65°C.

# Respecter les regles fondamentales de port des effets personnels comme la tenue,

....etc. (M .Ananya Mandal (2012).
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Chapitre 03 : Matériel et méthode

Tableau 06 : présentation de matériel utilisé dans le laboratoire.

Appareils et autres Verrerie Milieux de culture Réactifs et autres
Liquide solide

- Etuve - Flacons stériles - Bouillon Coeur - Gélose baird- - Disque antibiotique
bactériologique ; de 1L, 2L ; cervelle ; parker - Plasma de lapin ;
- Bain marie ; - Tubes a essais ; - Gélose - Eau oxygénée ;
- Réfrigérateur ; - Tubes Chapman; - Eau physiologique ;
- Autoclave ; vacuteners ; - Gélose Muler - Eau distillée stérile ;
- Balance magnétique ; | - Pipettes Hinton ; - Violet de gentiane ;
- Agitateur pasteur ; - Gélose nutritive. | - Lugol ;
magnétique ; - Pipette graduée ; - Gélose Columbia | - Alcool 2 96°C ;

- Bec bunsen ; - Fuschine ;
- Pince ; - Eau de javel ;

- Boites de pétri ;

- Portoirs ;

-cristal violet

Chapitre 03 : Matériel et méthode
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I. Recherche et dénombrement des staphylocoques (Milieu du Chapman et Baird

Parker) :
1. But :

La recherche et le dénombrement des staphylococcus aureus, les seules a produire
éventuellement une entérotoxine protéique cause d’intoxication alimentaire permettant de
savoir si I’aliment présente des risques pour le consommateur. L’interprétation des résultats

doit se faire en tenant compte des criteres.
2. Principe :

Le dénombrement des staphylococcus aureus est réalis€¢ a des milieux sélectifs précis de
produit ou de dilutions est étalé sur un milieu sélectif solide (Chapman ou surtout Baird-
Parker). Les colonies suspectées observés sur ce milieu sont comptés et identifi€s, si ce sont
des staphylococcus aureus, on pourra ainsi préciser leurs nombres dans le volume initial. S’il
n’ya pas de staphylococcus aprés isolement, ce peut €tre parce qu’ils étaient trop peu
nombreux. On peut réaliser dans ce cas un enrichissement en milieu sélectif (bouillon de
Chapman ou hyper salé) puis recommencer les opérations précédente a partir du ce bouillon,
on indique ainsi le nombre minimale de staphylococcus aureus dans le volume initial de

produit versé dans le bouillon.
3. Matériel :

Milieu gélose de Baird-Parker (composé en annexe(01) coulé en boite de pétri.
Pipette graduées.

Etaleur.

Etuve, réglé a 37C° + 01C°.

Tubes stériles.

AN N N N NN

Milieu de dilutions.
4. Mode opératoire :

Prendre une boite du milieu du Baird-Parker (méthode du routine), pour les méthode de
référence réalisés, les opérations en double a 1’aide d’une pipette stérile déposer 0.1ml soit de
I’échantillons pour essai si liquide, soit de suspension —mere- répéter avec les dilutions

suivantes en utilisant une nouvelle pipette stérile a chaque dilution.
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Etaler le plus rapidement possible avec 1’etaleur, 1’échantillon ou les dilutions déposées a la
surface du milieu de culture, ne pas toucher les parois de boite avec I’etaleur, utiliser un

etaleur stérile pour chaque boite.

Laisser les boites sur la paillasse, couvercle ferme pendant environ 15 min afin que 1’exces

d’humidité disparaisse.

Mettre les boites en incubation a 37C° pendant 24h+2h.

Milieu du Chapman :

La méthode utilisé pour ce milieu est la méme que le milieu du Baird-Parker.

II. La catalase :
1. But
La recherche de la catalase présente un intérét taxonomique en ce qui concerne les bactéries a
Gram +.
2. Principe
La catalase est une enzyme qui catalyse la dégradation du peroxyde d’hydrogene (H202) :
Le test consiste a mettre des bactéries en quantité suffisante en contact de peroxyde
d’hydrogene (H202). Si elles possedent la catalase, elles dégradent le peroxyde d’hydrogene
en eau et dioxygene visible par la formation de bulles.
H,0,— 2 0, + HyO
Produit toxique formation de bulles pour les bactéries

3. Technique :

@ Déposer sur une lame une goutte d’eau oxygénée (peroxyde d’hydrogéne) a

’aide d’une pipette Pasteur.
@ Prélever une colonie a I’aide de I’anse.

@ Dissocier la colonie dans la goutte.
= [s=~>] e
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Remarque : 'utilisation de I’anse est possible a condition qu’elle ne posséde pas d’action
catalasique, ce que 1’on vérifiera facilement par un test sans bactérie.

4. Lecture

Bulles d’oxygéene Pas de bulle

La bactérie possede la catalase, elle est dite : Catalase + | La bactérie ne posséde pas la catalase, elle est dite :

Catalase.

III. Coloration du gram :
1. But:

Il permet I’étude microscopique des bactéries mortes apres fixation et coloration. La
coloration de GRAM permet de différencier des bactéries dites Gram + de bactéries dites

Gram -.
Matériel nécessaire :

@ une lame.
du Violet de Gentiane (ou Violet Cristal sous forme séche).
du lugol.

de l'alcool (éthanol a 95°) tres peu dilué.

de l'eau dé minéralisée.

@

@

@

@ de la Fuschine fraichement préparée.

@

@ microscope photonique : objectif x 40 et x100.
@

du papier filtre.
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2. Technique :

Tableau 07 : les étapes de coloration du gram.

MODE OPERATOIRE
ETAPES TEMPS PRINCIPE
Le colorant violet pénetre dans les cellules
bactériennes
@  Recouvrir la lame de cristal violet ou violet de
SR (O] gentiane 1 minute
ERIERE @  Rincer a I’eau distillée et récupérer le cristal
(annexO1)violet dans un bécher (ne pas le jeter
dans le bac a coloration).
. 11 se forme un complexe chimique entre le violet et le
@ R de Lugol 02). . o .
MORDANCAGE ?COUVT’II‘, © u-go. (e,mnex’ . ) 1 minute Lugol qui fixe le violet et colore le cytoplasme de
@  Rincer a I’eau distillée et I’égoutter . .
toutes les bactéries en violet.
L'alcool dissout le violet de gentiane, si la paroi
bactérienne est perméable a I'alcool (les lipides sont
@  Tenir la lame inclinée et faire couler pendant dissous par I’alcool), celui-ci pénetre dans les
quelques secondes de I'alcool a 95° jusqu'a 5 secondes bactéries et décolore leur cytoplasme : les bactéries
DECOLORATION écoulement incolore. environ deviennent incolores.
@  Rincer immédiatement a I’eau distillée et
égoutter Si les bactéries ont une paroi imperméable a I'alcool
(épaisse et sans lipides), elles restent colorées en
violet et elles sont dites GRAM + ou positif.
@  Recouvrir la lame de fuschine(annex01). La fuschine recolore en rose les bactéries
COLORATION @  Rincer a ’cau distillée. 1 minute précédemment décolorées : les bactéries Gram — ou
SECONDAIRE négatif.
SECHAGE @ - I.Egoutt(?r entre 2 morceaux de papier-filtre et
laisser sécher

3. Mise au point :

@ Repérer les bactéries a 1’ objectif x40.

@ Déposer une goutte d’huile & immersion sur le frottis.

@ Faire la mise au point en forte luminosité (condensateur levé et diaphragme ouvert)
objectif x100.

@ Se placer dans un endroit ol la répartition des bactéries est homogene et la coloration
nette.

@ Eliminer les lames dans le bocal déchets non infectieux

4. Observations :
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On peut noter la morphologie des bactéries et la coloration de celles-ci : les bactéries violettes
sont dites Gram positives, celles qui sont roses sont dites Gram négatives. On peut également

noter 'homogénéité de coloration de la bactérie.
IV. Recherche de la staphylo-coagulas libre :
1. Principe :

Les staphylocoques pathogeénes sécretent une enzyme la staphylocoagulase qui a la propriété
de coaguler le plasma de lapin, et qui est utilisée pour distinguer les staphylococcus aureus

des autres staphylocoques.

2. Matériel :
@ tubes a hémolyse stériles.
@ Plasma de lapin.
@ Pipettes graduées stériles.
@ Etuve a 37°C.
@ Bouillon — Ceeur — cervelle stérile.(annex01)

3. Mode opératoire :

Elle se fait en tube en mettant en présence 0.5ml d’une culture en bouillon cceur-cervelle de

18 heurs a 35°C et 0.5 de plasma de lapin lyophilisé reconstitué.
4. Lecture :
La coagulation de plasma est observée généralement dans 03 a 04 heurs.
V. La biotypage
1. Recherche de I’hémolysine S :
Principe :

La béta-hémolysine est une exotoxine de 33 Kada comme une sphingomgélinas de type C
(Huseby et al, 2007) qui dégrade la sphygmyéline contenue dans la couche phospholipidique
extérieure de membrane des érythrocytes, cette dégradation n’aboutit pas a la lyse des
cellules, mais les rend faciles a détruire par autre agents lytiques (Nulsson et al, 1999). On ne

connait pas réellement son rdle dans les pathogénes humains ou réellement détruit
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sélectivement les monocytes et aucun autre type cellulaire. (Waleviet et al, 1996). 2.

Matériel :

@ Gélose Columbia (annexe composition01).

@ Sang de mouton défibriné stérile.
Méthode :

La recherche de ’hémolysine B est faite sur boite de gélose Columbia additionné de 05% de

sang de mouton défibriné stérile.

Les souches sont inoculées en stries et piqures, 1’activité hémolytique se traduit par une zone
d’hémolyse incompléte a bord net apres incubation de 24 heurs a 27°C. Elle devient compléte

apres une nuit a 04°C, elle est du type « chaud, froid ».
2. Staphylokinase :
Principe :

La Staphylokinase (SAK) est une glycoprotéine de 136 acides aminés sécrétée par certaines

souches de staphylocoques aureus (Aless, 2000).

SAK facilite P’activation des plasminogene, les précurseurs de la protéase fibrinolytique
plasmine (Jintao et al). Elle forme un complexe avec le plasminogene qui est convertit ainsi
en plasmine, active d’autres molécules de plasminogeéne dans le plasma, cette enzyme peur
dissoudre des amas de fibrine sans pour autant y associer une dégradation du fibrinogene

(Deverriere, 2007).

Cette substance thermolabile est antigénique, un rdle dans la formation d’embole septique

(Avrilet et al, 1992).
Matériel :

@ Gélose nutritive (composition annexe01).

@ Plasma du lapin.
Méthode :

Cette enzyme est recherchée sur boite de gélose nutritive additionnée de 20% du plasma de

lapin chauffé a 56°C pendant 15min. cette gélose est inoculé par piqure avec la souche a tester
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et incuber pendant 24 heurs a 37°C, I’activité se révele par 1’apparition d’une zone de lyse a

bords nets autour du puits d’inoculation.
3. Coagulation du plasma bovin :
Matériel :

@ Milieu bouillon —cceur-cervelle.

@ Plasma de bovin.
Méthode :

Sur le test de la coagulation de plasma bovin est effectué en ajoutant dans un tube hémolyse
0.1 ml d’une culture staphylococcique incubée a 18 heures a 37°C en bouillon —cceur-cervelle,
avec 0.5 ml de plasma bovin est considéré comme positive lorsque les trois — quarts du

volume initiale sont pris en masse apres 06 heures d’incubation a 37°C.
4. Test sur un milieu au cristal violet :
Matériel :

@ Milieu nutritif.
@ C(Cristal violet.

@ Gélose cceur cervelle.
Mode opératoire :

Ce test est effectué sur un milieu nutritif additionné de 08 & 10 mg/ml de cristal violet, les
souches a tester sont obtenus sur gélose coeur cervelle sont déposés en amas de 02 a 03 mm du
diametre sur la gélose, les boites sont incubés a 37°C, la coloration des colories est observée

apres 48 heurs.
On doit considérer 1’existence de trois types différents :

@ Type A : coloration jaune pale ou vif quelque fois a bords violet.
@ Type C : coloration bleuté ou violet.

@ Type E : coloration blanche.
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L’antibiogramme est une technique de laboratoire.

VI. L’antibiogramme :

Elle permet de déterminer la sensibilité d’un germe aux différents antibiotiques testés.
Matériel :

@ Une gélose Muler-Hinton(annex01) en boite pétri.
@ Disques d’antibiotique ou un distributeur permettant le dépot standardisé des
disques sur la gélose.

@ Une souche pure de la bactérie a étudier.

o]

Un rateau ou un écouvillon.

@ Une pipette pasteur.

Mode opératoire :

En pratique on réalise a partir de 1’isolement (souche pure), un ensemencement en tapis sur le
milieu (Muler-Hinton), on dispose ensuite les disques d’antibiotiques et on place a
I’incubateur au bout de 24 heurs et 37°C on lit les différents diamétres d’inhibition et on peut

conclure en comparant ceux-ci aux abaques de lecture.
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Chapitre 04 : Résultats et discussions

Tableau 08: les échantillons analysés :

Les produits laitiers =~ Echantillons Dénombrement direct
sur Baird-Parker (ufc / JORA(1998)
ml).
Fromage fondu 3 Absence 1
L’ben industriel 5 Absence 1
Petit suisse 2 Absence 1
Lait de sachet 5 Absence 1
Lait de vache 5 Absence 1
industriel
Lait de vache cru 4 Staphylocoques aureus
(mélange) :
1. Tizi-Ouzou 1 79 *10° Absence
2. Boudouaou 1 57 *10° Absence
3. O- hadaj 1 61 *10° Absence
4. Zemouri 1 00 Absence
Interprétation :

Les résultats relatifs aux dénombrements des staphylocoques présumés pathogenes dans les
produits laitiers stériles (fromage fondu, les petits suisses, L’ben industriel, lait de vache
industriel et lait de sachet) ont montrés 1’absence des ces germes. Ceci prouve |’efficacité du
traitement thermique par contre le lait de vache cru a montré une présence des
staphylocoques pathogenes.

Discussion : nos résultats sont conforme aux normes ; établis par journal officiel de la
république algérienne 1998 qui stipule I’absence de staphylocoque pathogeéne dans 25ml de
lait, pour le lait de vache cru nous avons notés la présence de staphylococcus présumé
pathogene dans les région de( Tizi-Ouzou, Boudouaou ,0O- hadaj) seul le lait de Zemouri est
conforme aux norme établies par le jora 1998 Ces derniers sont identique a ceux trouvés par
chermitti Khadija(2017)et pour m . boukhemia Sada(1984) confirmé 1’absence des
s .aureus dans I’échantillon de lait cru testé.
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Tableau 09 : Dénombrement sur le milien Chapman (apres enrichissement dans le

milieu liquide giolitticantoni) :

Lait de vache Par code de région  Par couleur du Dénombrement
cru milieu apres des S. aureus
incubation
Tizi-Ouzou T Jaune doré 178 *10°
T, Jaune doré 157 *10°
Ouled Hadaj O, Jaune doré 148 #10°
0, Jaune doré 161 *10°
Boudouaou B, Rouge 00
B, jaune doré et rouge 00
B; jaune doré rouge 00
B, Jaune doré 00
Bs Jaune doré 167 *10°
Be Rouge 00
B, Jaune doré 159 #10°

Interprétation :

Mannitol

Catalase

]+

Coloration de
gram

Violet

Violet

Violet
Violet
Rose
Rose
Rose
Rose
Violet
Violet
Violet

Les résultats s’expriment ici en présence ou absence dans une certaine quantité des souches

bactérienne (25 g).
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Figure 0 3: observation macroscopique des staphylocoques.

Interprétation

Les colonies noires qui sont entourés par des halos
transparents sont présumées étre des staphylocoques
aureus, mais les autres colonies noires qui restent sont
des staphylocoques non aureus.

Milieu du Baird- Parker

Interprétation

Le milieu devient jaune donc les colonies sont mannitol
positif.

L’autre milieu qui est resté rouge : les colonies sont
mannitol négative.

Milieu du Chapman
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Tableau 10: Identification des résultats des staphylocoques.

caractere Catalase

11 ya des bulles : donc
présence de catalase.

interprétation

Coloration de gram Coagulase (+)

Coagulation positive: donc
présence des staphylocoques
aureus.

Coloration bleu
violet: gram positive.

Coagulase (-)

Coagulation négative : donc
absence des staphylocoques
aureus.

Tableau 11: les résultats du test coagulase.

N° Région T, T, 0, 0,
Test coagulase + - - +
Résultats S.a S.n.a S.n.a S.a

S.n.a : staphylocoques non aureus.

S.a : staphylocoques aureus.

B5 B7

S.n.a S.a

W50 % Staphylocoques & coagulase
positive

W50 % Staphylocoques a coagulase
négative

Figure 03 : 1a fréquence des déférentes catégories des Staphylocoques .dans le lait de

Vache crue
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Interprétations :

Les trois souches des staphylocoques (T}, Oet B7 )sont coagulase positive (SCP) et elles
sont confirmées pathogenes. Et les autres issues des échantillons (T, O; et Bs) ne possedent
pas une coagulase positive, cependant elles peuvent étre pathogenes si elles possedent une
ADNase et Phosphatase.

NB : les tests n’ont pas été réalisés, faute de produit.
Discussion :

Selon (Pierre Charbonneau, 2013), sur les souches étudiées, i1l a trouvé (57.17%)
staphylocoques coagulase positif et (42.83%) staphylocoques a coagulase négatif et pour
madame Boukhemia Sada (1984), coagulase positive 57.1,et coagulase 42.1

Ce qui concerne notre cas, les résultats trouvés sont tres proche aux littératures et madame
Boukhemia Sada : sur les souches étudiées, on a trouvé 50% des staphylocoques a coagulase
positif et 50% des staphylocoques a coagulase négatif.
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Les résultats relatifs au biotypage sont présentés dans la figure N°05 et illustrés
par les photos a, b, c et d.

Photo de Test hémolysine (photo a). Interprétation

Les colonies incomplétes a bord flou sont hémolysine b positive.

Mais les colonies que ne changent pas sont § négative.

Test Staphylokinase (photo b). Interprétation

Staphylokinase positive : zone de lyse a bord nets autour du puits
d’inoculation.

Staphylokinase négative : pas de changement.

Coagulation de plasma bovin (photo c). interprétation

Coagulation négative :pas de coagulation

Test cristal violet. (photo d). Interprétation

(A) : les résultats jaune pale ou vif quelquefois a bord violet.

Les résultats de biotypage sont résumés dans le tableau N° 12
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N, T, T, 0, 0, Bs B;
Test Staphylokinase. + + - - +
Test hémolysine +

Test plasma bovin

Type cristal violet. A A A A A A

Biotype Humain p+ Humain HNS HNS Humain HNS

Interprétation :

A partir de tableau mentionné dans (I’annexe 03), on a trouvé que l’origine des
staphylocoques est un humain B positif, humain et hdte non spécifique(HNS).

Discussion :

A partir des souches étudié par Michel en 1998, 75% a 100% des souches été d’origine
animale et 10% a 50% L’origine été¢ humain, par contre dans notre étude presque la moitie des
souches été d’origine humain, le reste ét¢ d’un hote non spécifique ,mais Mme boukhemia
Sada(1984) était la cause de contamination humaine exactement comme nous 1’avons trouvée
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Antibiogramme :

Les résultats relatifs a I’antibiogramme sont illustrés par la figure 06.

Photo -a- Photo -b-

Figure -c-
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Interprétation :

En se basant sur L’échelle d’estimation de ’activité antimicrobienne qu’est donnée par Mutai
et al (2009), ils ont classés les diametres des zones d’inhibitions (D) de la croissance
microbienne en cinq classes :

@ Tres fortement sensible : si le diamétre de la zone d’inhibition> 30mm.
@ fortement sensible : si le diamétre de la zone d’inhibition entre 21mm et 29mm.

@ Modérément sensible : si le diametre entre 16mm et 20 mm.
@ Légerement sensible : si le diamétre de la zone d’inhibition est entre 11 mm et 16mm.

@ Non sensible : si le diamétre est inférieur a2 10 mm.

Tableau 13 : la croissance microbienne en fonction de diamétre de la zone d’inhibition.

N° de région T, T, 0, O, Bs B,
Diametre de zone 25mm 35mm absence absence 12mm 11mm
d’inhibition
Résultats Fortement Tres Non sensible Non sensible légerement Légerement

sensible fortement sensible sensible
sensible

Figure 07 : histogramme de la sensibilité des souches.
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Interprétation :

Les résultats de I’antibiogramme sont donnés dans le tableau 13 et illustrés dans les
histogrammes figure 06, nous notons une résistance a 1’oxacilline des souches (O; et O,) et
une légere sensibilité chez les souches (Bs et B7) par contre les souches (T, et T,) sont

fortement sensibles.
Discussion :
Les résultats de ces antibiogrammes sont tres proche avec la littérature qui décrit que :

La pénicilline est bonne mais limité par le probleme de résistance et que 50% des souches

isolées sont non sensibles (Bouchot et al, 1985).

D’autres auteurs rapportent que la pénicilline constitue la principale anti-bio-résistance en
pathologie mammaire (Seriey, 2006) et que 1’action in vitro de ’oxacilline est excellente

(Bouchot et al, 1985).

L’ampicilline sur 82 souches isolées : 55 % sont sensibles, 20% sont 1’égerment sensible et 25

% sont résistantes (Bouchot et al, 1985).
Nekkache(1970) trouva : 70%de souches résistantes a I’ampicilline.
33%de souches résistantes a I’oxacilline.
Pour madame Boukhemia Sada (1984) trouva : 46 ,4 %de souche sensible a 1’oxacilline.
28 ,6% de souche intermédiaire a 1’oxacilline.
25% de souche résistantes sensible

Concernant les résultats que nous avons trouvés, on peut conclure que nos résultats sont tres
proches pour les souches 1égerement sensibles et résistants, par contre pour les souches
sensibles, nos résultats sont un peu loin de la littérature étant donné le nombre limité des
souches qu’ont été prise dans cette étude, nos résultats concordent avec ceux de Nekkache
(1970) pour la résistance de 1’oxacilline mais madame Boukhemia Sada (1984) son

résultats trés proche pour la résistante de I’oxacilline
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Conclusion et recommandations :

Les aliments en générale sont des substances sensibles a la contamination microbienne, parmi
les bactéries staphylococcus aureus, ce germe a la capacité de sécréter des enzymes et des

toxines dans les produits alimentaires.

Le lait en général et le lait de vache en particulier est un aliment périssable et qu’est exposé

facilement a la contamination.

Nos résultats montrent que les staphylocoques pathogenes dans les produits laitiers se
trouvent seulement dans lait de vache crue, les autres produits par contre sont exempte de

staphylocoques.

Aprés dénombrement, il s’est avéré que le nombre des staphylocoques aureus été
considérable, afin de confirmer cette véracité on a pris des échantillons pour faire le test
coagulase et il s’est avéré que la moitie de ces staphylocoques trouvées sont pathogenes

confirmés.

Suite a ¢a, on s’est demandé d’ou sont venus ces staphylocoques, et pour cela on a fait des
tests de biotypage qui sont: hémolysine 8, Staphylokinase, test plasma de bovin et cristal
violet. L’origine de ces staphylocoques est humain, humain B positive et d’un hdte non

spécifique.

Concernant 1’antibiogramme et en utilisant 1’antibiotique oxacilline, il y’avait des souches tres
fortement sensibles, des souches fortement sensible, des souches 1égerement sensible et des
souches résistantes. Le probleme réside dans les souches résistantes et 1égérement sensible

qui prouvent qu’il ya acquisition d’une anti-bio résistance

Etant donné les répercutions négatives sur la santé du consommateur, il est d’une importance

vital de proposer quelques recommandations afin d’éviter et éradiquer ce type de microbe :

Le lait de vache doit étre stérilisé avant la consommation.

Les tétines des vaches doivent étre proprement nettoyées avant la traite.
Les machines a traire doivent étre nettoyé apres chaque utilisation.

Les troupeaux doivent séjournés dans des lieux propres.

Les aliments doivent répondre aux normes d’hygiéne.

N N N

Les vaches doivent étre périodiquement suivi et contr6lés par un vétérinaire.
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ANNEX 01 : Les géloses
1. Gélose Baird- Parker :
v’ Peptone ---------- ---10.0 g.
v’ Extrait de levure ----------------- 1.0 g.
v’ Extrait de viande ----------------- 50¢.
v" Chlorure de lithium---------------- 5.0 g
v’ Agar-agar bactériologique--------- 12ga22¢g
v' Eau --------- 900 ml
2. Gélose nutritive :
v’ Extrait de viande ----------------- 50¢.
v’ Peptone ---------- ---10.0 g.
v Chlorure de sodium---------------- 50¢.
v’ Agar - 15 g.
3. Gélose de Chapman :
v Peptone ---------- ---10.0 g.
v’ Extrait de viande ----------------- 1.0 g
v Chlorure de sodium---------------- 75.0 g.
v" Mannitol -------- 10 g.
v Rouge phénol - 0.025¢g
v’ Agar - 15 g.
v' Eau --------- - 011
Gélose Columbia :
v’ tryptone --- ---50¢g.
v’ peptone pepsique ----------------- 50g.
v" hydrolysat de peptone animale et végétale ---- 10 g.
v’ Peptone trypsique de cceur --------- 03g.
V' Amidon ----------emo- 05 g.
v’ Chlorure de sodium---------------- 10a15¢g.
v' Eau --------- 011.
Bouillon ceeur cervelle :
v' Peptone pepsique de viande oo 10.0 g.
v’ Extrait de cervelle - e 125 g.
v’ Extrait de cceur e 50¢g.
V' GlUCOSE =m=mmmmmmm e 20¢g.
v’ Chlorure du sodium e -50¢g.
v' Hydrogénophoythate disodique (NaHPOy) --------- 25¢.
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T 1000 ml.
Milieu de Muller Hinton :
v Peptone ---------- -- 11.0g.
v’ Extrait de viande ------------------=---- --1.0g.
v Chlorure du sodium ------------------- - 75.0¢g.
v" Mannitol -------- 10 g.
v Rouge de phénol ----------m-mmmememev --0.025 g.
v Agar e 15¢g.
v Eau distillé ~=m-mmmmm e 1000 ml.

Plasma du lapin :

On prend le sang de lapin et on ajoute de citrate de sodium pour séparer le plasma dans la
centrifigeuse.
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Annexe 02 : Les colorants

1. Lugol :
v Tode - - 05.0 g.
v Lodure de potassium --------------- 10.0 g.
v Eau distillé ------ 1000 ml.

2. Fuschine :

v" Fuschine basique ------------- 333 ¢g.
v Phénol ------m-mmmmemeeeeeeee 66.6 g.
v Ethanol 0.95----------c-mnnnmo- 166 cm”.
v Eau distillé reeee=- 1000 ml.

3. Violet de gentiane

v Violet de gentiane 10.0 g.
v' Phénol --------mmmmemmemmee- 20g.

v' Ethanol 0.85 —--—---ermmeemmmeemeeeev 100 cm’.
v Eau distillé -------- 1000 ml.
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Biotype

Staphylokinase (K)

Hémolysine B (H)

Plasma bovin
coagulé en 6h (BC)

Type cristal violet
(&%)

Hote spécifié

Humain + - AouC
Humain B positif + + N AouC
aviave
. N . - - A
Environnement a battoire
Bovin
- + + A
Ovin - + + C
Héte non spécifié
- HNS + + A
_HNS + + + A
-HNS : * : A
- + - C
- HNS
- - C
- HNS

Tableau : schéma

Norme ISO06888-1 :
dénombrement des staphylocoques
especes), partie 1 : technique utilisant le milieu gélose de Baird-Parker

simplifie des biotypes de staphylococcus aureus ;(joseph piere ;2004)

Microbiologie des

aliments,

méthode

horizontale pour le

a coagulase positive (staphylococcus aureus et autres

ANNEXE 03 : Les normes et les tableaux
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