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Résumé

Une étude a été conduite en vue de mieux appréhender les risques de contamination par
Staphylococcus aureus du lait et des produits a base de lait cru en filiére caprine et de rechercher des
outils de maitrise utilisables a la production comme a la transformation.

Dans une premiere étape, les informations enregistrées a [linitiative d'entreprises laitiéres
commercialisant des produits a base de lait cru de chévre ont été recensées et collectées afin de
réaliser un premier état des lieux. La fréquence des analyses de dénombrement chez les producteurs
est extrémement variable selon les entreprises (2 a 3 fois par an a deux fois par mois). Le contréle des
laits de citernes est réalisé en routine mais la encore avec une périodicité variable, y compris au sein de
la méme entreprise, pour des tournées différentes. En cas de dépassement d’'un seuil fixé a 500 ufc/ml,
les laits des producteurs sont analysés a leur tour afin de repérer les exploitations dont les laits de tank
sont fortement contaminés. L'exploration des données (703 tournées de 18 producteurs en moyenne
sur une période de 5 ans) montre que les citernes positives sont les plus nombreuses en janvier, février
et mars. Prés de 34 % présentent des niveaux de contamination compris entre 1000 et 2000 ufc/ml. 3 a
8,6 % atteignent plus de 10000 ufc/ml. Quels que soient leurs niveaux de contamination, les citernes
positives sont constituées d’en moyenne 9 % de laits de tank ayant des niveaux de contamination
supérieurs a 1000 ufc/ml. En terme d'effectifs, cela correspond a seulement deux voire trois laits de
tank fortement contaminés par citerne positive. Le nombre restreint d’exploitations impliquées permet
d’envisager des interventions ciblées et d’autant plus efficaces chez les producteurs concernés. La
dynamique de la contamination par S. aureus dans les laits des producteurs est caractérisée par sa
saisonnalité, avec des niveaux de contamination accrus en début de printemps, soit pendant ou juste
aprés les mises-bas. Une analyse typologique des élevages montre que seuls 4,5 % dentre eux
présentent des résultats réguliérement supérieurs @ 500 ufc/ml. Inversement, environ 24 % ont des
résultats réguliérement faibles (moins de 100 ufc/ml) y compris pendant plusieurs années consécutives.

L’analyse des niveaux de contamination en filiére caprine a été complétée grace a la mise en place d’'un
dispositif d’observation dans 38 exploitations fermiéres caprines situées dans trois zones de production
AOC et correspondant a des technologies fromagéres différentes : Ste Maure de Touraine (10),
Pélardon (9) pour les fabrications de type lactique et Banon (19) pour les fabrications de type présure
(ou caillé doux). Sur 'ensemble de la campagne, 66 % des laits ont été peu ou pas contaminés (< 10
ufc/ml) et prés de 62 % des fromages ont présenté un niveau de contamination inférieur a 103 ufc/g.
Des variations de contamination ont été constatées au cours du temps et d’'une zone a l'autre. Si I'on
regarde conjointement les niveaux de contamination relatifs des laits et des fromages, on remarque tout
d’abord qu’en partant de laits méme tres contaminés, les dénombrements obtenus sur les fromages
dépassent rarement 108 (Banon), 105 (Ste Maure de Touraine) voire 104 (Pélardon) ufc/g. Inversement,
une contamination faible du lait ne saurait pour autant garantir, particulierement pour des produits
considérés comme sensibles, comme les fromages de type présure, la qualité sanitaire du produit final.

L’évaluation des risques d’entérotoxinogénése a été réalisée selon deux voies complémentaires, la
premiere s'appuyant sur la caractérisation génomique des souches ou mélange de souches isolées des
laits individuels, des laits de tank et des fromages, la seconde permettant de mieux appréhender
I'expression phénotypique de ce potentiel entérotoxinogéne en recherchant les entérotoxines dans les
produits dont les niveaux de contamination par S. aureus ont dépassé 104 ufc / g.

La plupart des souches isolées (66 % des souches de collection et 80,3 % des souches isolées des
chevres infectées identifiees pendant I'étude) possede le géne codant I'entérotoxine de type C. Chaque
souche sauf une a présenté au moins un géne codant une entérotoxine. Les génes sea et sed codant
les entérotoxines A et D généralement impliquées dans les intoxinations alimentaires ont été retrouvés
chez respectivement 3,3% (N=2; 1 exploitation concernée) et 13,1% (N= 8; 3 exploitations
concernées) des souches. Ces observations sont dans I'ensemble corroborées par les analyses
conduites sur les raclages sur boites de pétri de souches isolées des laits de tank ou des fromages,



avec toutefois des variations dans la fréquence des genes identifiés en fonction des secteurs
géographiques et la mise en évidence d’'une probable diversité des souches de S. aureus dans les
matrices étudiées (présence de génes codant pour des entérotoxines non trouvés ou en plus faible
fréquence chez les souches isolées des laits des chévres infectées). En dépit de la fréquence élevée
des souches potentiellement entérotoxinogénes, aucun des fromages analysés (N= 41) n'a révélé la
présence d’entérotoxines.

L’étude par typage de souches issues des laits de tank et des fromages témoigne de la multiplicité des
sources possibles de contamination et confirme les résultats de I'analyse génomique. Cette partie du
programme de recherche a concerné 12 producteurs. Outre I'analyse des laits de mélange et des
fromages, des investigations complémentaires ont été conduites sur différentes sources de
contamination dont certaines jugées, habituellement, comme secondaires et pour lesquelles il n’existe,
de ce fait, que peu ou pas de références chez la chévre. Les prélévements ont concerné :

- I'homme (trayeur et/ou fromager) : écouvillonnages de la paume des mains et des fosses
nasales,

- l'animal et son environnement : analyses bactériologiques sur les laits de demi-mamelles,
frottis sur les mamelles et les trayons (sondage aléatoire), prélevements d’air en salle de traite,
de biofilms dans les installations de traite.

La prévalence des infections intramammaires occasionnées par S. aureus atteint en moyenne 2,8 %.
Un portage nasal ou sur les mains des producteurs (trayeurs ou fromagers) a été mis en évidence chez,
respectivement, 28,6 et 9,5 % des personnes soumises aux prélevements soit, globalement, 33 % des
personnes concernées. L'air collecté en salle de traite peut étre ponctuellement contaminé par des
souches de S. aureus mais cette contamination est réduite et ne semble pas s'accroitre en cours de
traite. Dans 4 installations sur 10, la présence de S. aureus a été décelée dans les biofilms des
installations de traite. En ce qui concerne le typage des souches, la méthode MLVA (Multiple Locus
Variable Number Tandem Analysis : analyse de répétitions en tandem en nombre variable) utilisée s’est
avérée trés discriminante. Elle confirme que la contamination des fromages fait le plus souvent suite a
celle du tank, les chévres excrétrices pouvant alors constituer 'une des sources principales de
contamination. D’autres sources de contamination susceptibles d’étre incriminées ont néanmoins pu
étre également mises en évidence. Parmi celles-ci figurent le portage cutané des mamelles, les biofilms
présents dans les installations de traite et, de maniere beaucoup plus exceptionnelle, le portage humain
(en l'occurrence, observation d’'une identité de souche entre une chévre infectée et le portage nasal
d'un producteur). En pratique, le typage des souches peut permettre, selon les exploitations, de
formuler des hypothéses sur les sources principales de contamination du lait et des fromages et
d’envisager des moyens d’action différents selon la source incriminée.

Pour mettre en place des plans de contrle adaptés et ciblés, la recherche des animaux infectés
constitue un point clé. De ce point de vue, la possibilité de recourir a des tests ELISA pour dépister de
maniere spécifique les individus excréteurs semble intéressante. Les essais entrepris en vue de
I'évaluation d’un test ELISA en élevage caprin ont bénéficié de I'expérience acquise chez la vache
laitiére. Trois préparations antigéniques ont été testées. L'une d’entre elle a été écartée au vu des
résultats obtenus tant chez la vache laitiere que chez la chevre. Dans une premiére étape, les seuils de
positivité ont été définis intra-troupeaux. Dans ce cas, les meilleurs résultats sont obtenus avec
I'antigéne 3 sur des laits dilués, en définissant un seuil de positivité situé a la moyenne plus un écart-
type aprés avoir écarté les 3 chévres présentant les plus fortes valeurs de densité optique : on atteint
ainsi 84 % de sensibilité et 82,6 % de spécificité. Un tri préalable des chevres sur la base des
numérations cellulaires (seuil fixé a 750 000 cellules par ml) est envisageable mais subordonne la
détection des chévres infectées a la qualité du ciblage : amélioration de la spécificité qui atteint alors
91 % au détriment de la sensibilité (78 %). Dans une seconde étape, la possibilité de définir un seuil
universel, valable pour toutes les exploitations a été évaluée. Dans ce cas, le recours a I'antigeéne 4 doit
étre privilégié. Cette derniére solution, davantage compatible avec l'automatisation de la technique



(lecture et interprétation des résultats de densité optique), donne des résultats inférieurs tant de
sensibilité que de spécificité (77 a 78 %). Pour autant, ces résultats sont encourageants. La valeur
prédictive positive de 'ELISA (61 % lors de I'application d’un seuil universel) est en effet extrémement
supérieure a celle que peut avoir un test fondé sur les numérations cellulaires : sur la foi d'un seul
comptage cellulaire, la valeur prédictive positive en cas de dépassement d’un seuil de 1750 000
cellules par ml est de 14 % environ pour une sensibilité de 71 % et une spécificité de 72 %. Malgré un
contexte de faible prévalence des infections a S. aureus (cas général dans I'espéce caprine), 'ELISA
pourrait donc constituer un outil d'aide a la décision tout a fait pertinent. Son développement nécessite
de préciser différentes stratégies d'utilisation prenant en compte les caractéristiques de I'encadrement
technique des élevages (adhésion ou non au contrdle laitier) et la nature des informations disponibles
(résultats d’autocontroles, disponibilité des numérations cellulaires,...) et de les évaluer a grande
échelle.

Sur le plan de la transformation, I'étude s’est attachée a identifier et évaluer des écosystémes laitiers
précocement inhibiteurs de la croissance de S. aureus. Les laits potentiellement inhibiteurs ont été
recherchés selon 2 voies : observations de terrain en élevages fermiers ou analyse, en laboratoire, du
comportement relatif des laits aprés inoculation controlée d'une souche de S. aureus (tests de
lactofermentations et réalisation de micro-fabrications). En ce qui concerne le dispositif dit
« d'observation », un élevage ayant un lait susceptible d’étre inhibiteur pour S. aureus a été identifié.
Malheureusement, I'éleveur a décidé d’arréter toute production en septembre 2004... Par défaut, ont
donc été sélectionnés les producteurs fermiers dont les laits ont répondu aux critéres de sélection
établis pour les producteurs laitiers inclus dans le dispositif expérimental soit: moins de 3
dépassements du seuil de 200 ufc/ml et aucun dépassement de 500 ufc/ml sur une période d’environ
30 mois. Les informations transmises par les entreprises laitiéres ont permis de sélectionner une
cinquantaine d’exploitations caractérisées par la régularité de leurs bons résultats de dénombrement en
S. aureus sur les laits. Le protocole de test a été adapté afin de tenir compte de la réalité de la
contamination des laits de tank. Il a notamment été nécessaire de recourir a des souches marquées
(présence d’'un marqueur de résistance a un antibiotique) pour rendre possible le dénombrement
différentiel des souches de S. aureus présentes dans les laits testés (souches natives vs souche
inoculée).

A lissue d'une phase de prospection initiale sur les laits de 55 troupeaux, un ensemble de laits ont été
jugés potentiellement inhibiteurs. Leur fréquence est relativement élevée : 6 laits identifiés soit de
lordre de 10 % des laits préalablement sélectionnés sur leurs historiques de contamination par
S. aureus. Ces résultats permettent d’attester de l'existence d’écosystémes laitiers naturellement
inhibiteurs de S. aureus.

Le potentiel inhibiteur des laits s’est avéré d’expression variable d’'une exploitation a I'autre, sur le plan
quantitatif (amplitude de « l'inhibition ») et qualitatif (nature des souches inhibées, précocité de
linhibition). Pour une exploitation donnée, il évolue également au cours du temps (variabilité d'une
lactation @ une autre et au sein d'une méme campagne) suite, vraisemblablement, aux variations de
I'écosystéme microbien d’une année a l'autre en relation notamment avec les changements de structure
(renouvellement) et de conduite du troupeau. Il peut s’exprimer vis-a vis de tout ou partie des souches
de S. aureus : quatre des six laits considérés comme les plus prometteurs en 2004 ont ainsi permis de
limiter la croissance tant des souches natives de S. aureus que de la souche inoculée, témoignant
d’une certaine polyvalence.

L’étude conjointe du potentiel inhibiteur et des profils d’acidification des laits montre que malgré le réle
effectif de I'acidification pour limiter la croissance de S. aureus, le caractere inhibiteur des laits n’est pas
systématiquement lié a leur capacité acidifiante. L’évolution des courbes d’acidification au cours du
temps n’est pas non plus prédictive d’'un changement d’expression du potentiel inhibiteur.

Le recours a des laits inhibiteurs permet de limiter la croissance de S. aureus d’environ une a trois
unités logarithmiques par rapport a celle qui pourrait étre observée avec des laits non inhibiteurs. Ce



phénoméne d'inhibition est plus marqué en fabrication présure (y compris dans les conditions les plus a
risque, c'est-a-dire a 36°C et en présence d’'une faible quantité de ferments) qu’en fabrication lactique. I
permet le plus souvent de maintenir la population de S. aureus en dega de 10° ufc/ml. Un effet « seuil »
a néanmoins été décrit lors des essais conduits a I'I'TPLC. Il semble alors qu'au-dela de 1000 ufc/ml, les
laits inhibiteurs ne soient plus en mesure de jouer un réle suffisant pour limiter la croissance de la
population de S. aureus et obtenir des produits conformes sur le plan réglementaire. Dans ces
conditions, la production d’entérotoxines est possible. Dans la présente étude, elles n'ont cependant été
trouvées que dans les fromages de type présure, fabriqués a partir d’'un lait non inhibiteur, aprés
inoculation d’'une souche entérotoxinogéne de type A (biotype non connu) a raison de 1000 ufc/ml et
pour une population maximale de S. aureus ayant atteint plus de 1,1 108 ufc/g. Ces résultats confirment
a la fois la moindre entérotoxigénicité des souches de type C, habituellement rencontrées dans I'espéce
caprine, comparativement a celles de type A, et lintérét de disposer de laits inhibiteurs en
transformation.

La caractérisation des laits inhibiteurs et non inhibiteurs tant du point de vue de la présence des
inhibiteurs naturels (lactoferrine et lactopéroxydase/thiocyanate) que sur le plan microbiologique a été
rendue possible grace aux mises au point méthodologiques réalisées dans le cadre des travaux
exploratoires conduits sur la dynamique des écosystémes a la station expérimentale du Pradel. La
quantification des composants a activité antimicrobienne ne permet pas de discriminer les deux types
de laits. L'étude des écosystémes microbiens a en revanche permis, de proposer I'hypothése de
lintervention de certains lactocoques dans 'expression du potentiel inhibiteur des laits, la production de
peroxyde d'hydrogéne permettant alors I'activation du systéme lactopéroxydase. Des investigations
doivent étre poursuivies pour valider cette hypothése.

Sur le plan plus général de la dynamique des écosystémes, I'étude confirme que l'image des
communautés microbiennes est dépendante des méthodes mises en ceuvre (biais liés soit aux
modalités de culture des micro-organismes, soit aux méthodes d’extraction et d’amplification). Aussi
s'avére til nécessaire d’'approcher la structure des communautés microbiennes en écosystéme
complexe par la combinaison de méthodes culture dépendante et culture indépendante. La description
des écosystemes microbiens s'est notamment appuyée sur la SSCP (Single Strand Conformation
Polymorphism), méthode permettant d’établir un profil microbien de la flore dominante des laits et dont
les résultats, semi-quantitatifs, doivent étre interprétés en terme d’équilibre entre populations.

D'un point de vue descriptif, 42 espéces de bactéries et 10 especes de levures différentes ont été
identifiées reflétant la diversité de composition de la communauté microbienne du lait cru de chévre. Sur
le plan dynamique, on observe une stabilité de la composition microbienne au sein d’une période de
production donnée et son instabilité a 'échelle d’'une année de lactation. Des changements dans les
équilibres microbiens ont été observés dans des laits collectés a différentes périodes. Ces résultats
témoignent d'un effet saison résultant lui-méme de la combinaison de plusieurs effets: régime
alimentaire, état physiologique et conditions météorologiques, sur les communautés microbiennes du
lait. L'incidence des pratiques ou conduites d’élevage est délicate a mettre en évidence en raison d’'une
part, de la concomitance des changements zootechniques (changements alimentaires, mouvements
d’animaux, ...) et physiologiques (saisonnalit¢ de la production) et d'autre part, de la survenue
d'événements sporadiques pour lesquels il n'a pas toujours été possible de disposer conjointement
d’informations sur les écosystémes en nombre suffisant. L’alimentation semble néanmoins jouer un role
marqué sur I'évolution des flores microbiennes.

Des variations significatives des quantités de lactoperoxydase selon les périodes de régimes
alimentaires ont été observées. Ainsi, le potentiel antimicrobien le plus important lié au systéme
lactopéroxydase se situe vraisemblablement aux périodes « Chévrerie d’hiver » et « paturage sur
graminées », périodes ou la concentration en thiocyanate est la plus élevée par opposition aux périodes
de « paturage sur légumineuses » ou de « chévrerie en période estivale ». L'augmentation des teneurs
en lactoferrine est en revanche graduelle au cours de la lactation : passage de 138 — 164 mg/l selon les



années a plus de 400 mg/l au moment du tarissement. Des différences significatives en lactoferrine
dans les laits ont été observées. Toutefois la question est posée de savoir si ces différences sont de
nature a influer sur la capacité du lait a inhiber S. aureus sachant que sa sensibilité a la lactoferrine
(bovine) est souche dépendante. Les travaux conduits a ce jour ne permettent pas de le déterminer.
Seule peut étre présagée I'absence de caractére limitant du systéme lactoperoxydase (par conséquent
disponible et activable) dans I'expression d’un éventuel potentiel inhibiteur.

Le travail réalisé tant au niveau de la production que de la transformation ouvre de nombreuses
perspectives sur le plan de la maitrise de la contamination par S aureus. En élevage, il serait
nécessaire de poursuivre l'identification des sources de contamination possibles, de les quantifier afin
de les hiérarchiser et de pouvoir construire une démarche diagnostique susceptible d’étre proposée aux
éleveurs dés lors que le seul dépistage des animaux infectés s’avére insuffisant pour parvenir @ une
maitrise des niveaux de contamination du lait ou des produits par S. aureus. Le repérage des animaux
excréteurs peut lui-méme étre optimisé en recourrant a 'ELISA. Pour faciliter son développement sur le
terrain et optimiser les stratégies d'utilisation pressenties au cours de ce programme, il semble
souhaitable qu’une validation a grande échelle puisse étre réalisée.

A I'échelle de la transformation, la présence de laits inhibiteurs a été mise en évidence. Cependant la
variabilité de I'expression de leur potentiel et la difficulté & définir les facteurs de variation impliqués
rendent nécessaires la poursuite de travaux de recherche dans ces différents domaines. En particulier,
les mécanismes présidant a I'inhibition nécessitent d’étre décrits et les flores ou composants a activité
antimicrobienne identifiés tant qualitativement que quantitativement. Les travaux actuellement en cours
en vue du développement de méthodes de PCR quantitatives concernant certaines des espéeces de
lactocoques mises en évidence dans le cadre de cette étude, vont dans ce sens.
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Introduction — Objectifs de I'étude

La maitrise de la contamination des produits laitiers par Staphylococcus aureus, agent pathogéne
incriminé dans les toxi-infections alimentaires, responsable de défauts de conformité des fromages, est
un enjeu économique et sanitaire pour I'ensemble des filiéres au lait cru, notamment caprines. Malgré le
nombre des travaux réalisés dans ce domaine et ce depuis de nombreuses années, les méthodes et
outils mis a la disposition des producteurs ne permettent pas d’assurer la maitrise des risques de
contamination des fromages. En outre, la généralisation de I'antibiothérapie en élevage, 'application de
mesures d’hygiéne drastiques ne sont pas sans conséquence car susceptibles de favoriser 'émergence
de souches antibiorésistantes ou plus virulentes. Il convient donc d’en raisonner ['utilisation plutét que
de la systématiser, de rechercher des méthodes plus respectueuses des équilibres microbiens présents
en exploitation, de tirer partie de la diversité microbienne des laits pour préserver les caractéristiques
sensorielles des produits tout en cherchant a garantir leur qualité sanitaire.

Une telle approche doit s’appuyer en premier lieu sur une meilleure connaissance des risques a la
production et au cours de la transformation et l'identification précise des sources de contamination pour
mieux les maitriser.

Elle demande de plus de développer des outils spécifiques a S. aureus (dépistage des chévres
excrétrices notamment) et adaptés a 'espéce caprine.

Si le contréle du niveau de contamination initial des laits par S. aureus et corollairement des infections
mammaires est essentiel, il s’avére toutefois insuffisant, dans certaines technologies fromageres
sensibles, pour parvenir a maitriser la qualité sanitaire des produits. Le recours a des souches
microbiennes productrices de bactériocines (peptides inhibiteurs), pour prometteur qu'il ait pu paraitre,
n'a pas donné les résultats escomptés. L'approche privilégiée dans le cadre de cette étude cherche a
aborder la compétition microbienne de maniére plus globale en prenant en compte la complexité des
interactions microbiennes au sein d’écosystémes. Il s'agit, a ce stade, d’une exploration préliminaire des
écosystémes microbiens des laits de chévre, plus particuliérement sous I'angle de leur comportement vis-a-
vis de S. aureus, afin de préparer les stratégies de maitrise sanitaire de demain...

Le présent programme d’étude a pour objectifs :

- d'apprécier les risques de contamination par S. aureus du lait et des fromages en filiere
caprine, d'identifier les principales sources de contamination, et de caractériser le potentiel
entérotoxinogéne des souches de S. aureus isolées ;

- d’explorer de nouveaux outils de maitrise de la contamination du lait et des fromages :

= évaluation, dans I'espéce caprine, d’'un test ELISA fondé sur la recherche d'anticorps
dirigés spécifiquement contre S. aureus afin d’améliorer le dépistage des animaux
excréteurs et de favoriser le controle de ces infections ;

= jdentification d’écosystémes microbiens (incluant les inhibiteurs naturels des laits)
susceptibles d’avoir un effet inhibiteur sur la croissance de S. aureus pour des souches
et dans des conditions technologiques variées.
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Chapitre 1

Evaluation des risques de contamination par S. aureus en filiére caprine

En France, les toxi-infections alimentaires collectives (TIAC) doivent obligatoirement faire I'objet d'une
déclaration a la Direction départementale des affaires sanitaires et sociales (Ddass) ou a la Direction
départementale des services vétérinaires (DDSV). Cette déclaration obligatoire permet d'initier des
enquétes épidémiologiques et vétérinaires destinées a identifier les aliments responsables et les
facteurs favorisants afin de prendre des mesures spécifiques pour prévenir les récidives (Delmas et al.,
2007). Si les systémes de surveillance mis en place permettent de recenser les causes d’intoxinations
(étiologie) et d’apprécier dans une certaine mesure les conditions de leur survenue, ils ne renseignent
que partiellement sur la nature des produits en cause. Ainsi, I'importance relative des produits au lait cru
et notamment des fromages a base de lait de chévre, reste a déterminer faute d’information précise,
lors d'intoxination, sur l'origine, la nature et le traitement du lait ou des produits laitiers suspectés (de
Buyser et al., 2001). L’évaluation, dans différents pays, de la qualité microbiologique des laits et des
fromages met en évidence la fréquence élevée des contaminations par S. aureus (Lapeyre, 1999 ; Little
et de Louvois, 1999 ; Prado et al., 2001 ; Reyes et al., 1999 ; Sabreen et Abdel-Haleem, 2000 ;
Tornadijo et al., 1996). Celle-ci est associée, en France, a une relativement faible présence
d’entérotoxines (4,6 % des fromages, 33 % des laits), les fromages de chévre et de brebis semblant
plus a risque que les fromages de vache (Lapeyre, 1999). Une étude italienne (Foschino et al., 2002)
fait pourtant état d'une proportion de 23 % seulement de souches entérotoxinogénes parmi celles
isolées de laits crus de chévre. Ces résultats se démarquent de ceux généralement établis chez cette
espece qui mentionnent des proportions de souches entérotoxinogenes variant entre 62 et 81 % (de
Buyser et al., 1987, Rosec, 1999 ; Valle et al., 1990). Ainsi semble t-il nécessaire de préciser la
fréquence et la nature de la production des entérotoxines en fonction des niveaux de contamination par
S. aureus des laits et des fromages de chévre, ainsi que la corrélation entre la présence de genes
codant des entérotoxines et leur expression phénotypique réelle. Une évaluation compléte des risques
en terme de santé publique impliquerait également de prendre en compte les limites du dosage des
entérotoxines dans les produits laitiers (Lapeyre, 1999) (agrégation aux protéines du lait, difficulté
d’extraction), et d’apprécier l'incidence des « nouvelles » entérotoxines (Omoe et al., 2002, Rosec,
1999) dont on estime qu’elles pourraient étre a l'origine de 5 % des intoxinations staphylococciques
(Kokan et Bergdoll, 1987).

Indépendamment de tout enjeu sanitaire qu'il s’agirait de mieux appréhender, la maitrise de la
contamination des fromages par Staphylococcus aureus reste un sujet de préoccupation constant pour
I'ensemble des filiéres au lait cru pour des raisons tant économiques que réglementaires (maitrise de la
fréquence des non conformités sur les fromages). La permanence des problémes rencontrés, malgré le
nombre des travaux réalisés dans ce domaine et ce depuis de nombreuses années, témoigne de fait
des limites des méthodes et outils mis a la disposition des producteurs et transformateurs. La réduction
des risques de contamination dans les fromages repose a la fois sur le contréle de la contamination en
amont et l'application de process technologiques adaptés en aval. En élevage, lidentification des
sources de contamination constitue indéniablement un point clé, susceptible de faciliter la mise en
ceuvre de mesures de contrble adaptées et ciblées.

Dans ce contexte, nous avons jugé nécessaire de mieux apprécier les risques de contamination par
S. aureus du lait et des fromages en filiere caprine au travers :
- de l'analyse de la contamination des laits et des fromages : recensement des informations
enregistrées a l'initiative des entreprises laitiéres et suivis en exploitations fermieres ;
- d'une caractérisation génomique des souches de S. aureus et de I'évaluation de leur
entérotoxigénicité ;
- de l'identification des sources de contamination par S. aureus en élevage.
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A. Matériel et méthodes

1 Evaluation de la contamination par S. aureus des laits et des fromages en filiére caprine.

1.1 Evaluation de la contamination des laits de tanks et de citernes par S. aureus

Un ensemble d'informations provenant d’entreprises laitiéres collectrices en filiére « lait cru de chévre »
a été collecté sur 'ensemble de la période 2001 — 2005.

Les informations recueillies proviennent de trois entreprises : Eurial-Poitouraine, Sévre et Belle ainsi
que la fromagerie de Banon. La fréquence des analyses de dénombrement de staphylocoques
coagulase positive (SCP) chez les producteurs est extrémement variable selon les entreprises :

- Eurial-Poitouraine : deux fois par mois ; chez une partie des producteurs, les analyses ont été
arrétées depuis le premier semestre 2004 en raison d’'une limitation de la zone collectée en lait
cru;

- Sévre et Belle : deux a trois fois par an ;
- Fromagerie de Banon : une fois par mois.

Le contréle des laits de citernes est réalisé en routine. En cas de dépassement d'un seuil fixé a
500 ufc/ml, les laits des producteurs sont analysés a leur tour afin de repérer les exploitations dont les
laits de tank sont fortement contaminés. Les informations relatives a ces suivis nous ont été
communiquées par Eurial-Poitouraine.

1.1.1  Typologie des producteurs en fonction des niveaux de contamination des laits de tank

Une typologie des producteurs a été réalisée au vu de leurs résultats annuels de dénombrements de
SCP puis en tenant compte de I'évolution de leurs résultats au cours de I'ensemble de la période de
suivi.
Pour ce faire, quatre classes de contamination des laits de tank en staphylocoques coagulase positive
ont été déterminées :

- moins de 100 ufc/ml ;

- entre 100 et 500 ufc/ml ;

- plus de 500 ufc/ml ;

- données manquantes.

Du fait de la fréquence de données manquantes, la typologie a été menée en deux étapes. Les
données ont tout d'abord été décomposées en élevages-années : seuls les élevages pour lesquels au
moins 12 prélevements avaient été effectués une année donnée ont été conservés.

Une analyse des correspondances multiples (ACM) a été effectuée pour décrire les données et réduire
le nombre de variables. Une classification a ensuite été réalisée sur les 10 premiers axes factoriels de
'ACM. La partition finale a permis de définir des classes d’élevages-années. Pour une année donnée,
chaque élevage est affecté a une classe. Les élevages qui, d’'une année sur l'autre, restent dans la
méme classe sont considérés comme ayant un profil de contamination par S. aureus stable. A l'inverse,
les élevages dont I'affectation change d'une année a l'autre, ont des profils de contamination par
S. aureus considérés comme variables.

A partir de cette classification initiale, un tableau élevage*année a été établi en renseignant pour une
année donnée soit la classe d’appartenance de I'élevage, soit I'information « donnée manquante »
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lorsque le profil de I'élevage n'avait pu étre établi faute d’informations en nombre suffisant. Comme
précédemment, une ACM suivie d’une classification ont été réalisées sur ce tableau de données et ont
permis d’obtenir une typologie des élevages en fonction de leur profil de contamination par S. aureus
sur 'ensemble des cing années de suivi.

Une analyse de variance a été effectuée afin d’évaluer la proportion de variabilité fixée par la typologie
finale.

La variabilité de la contamination des laits de tanks par S. aureus a été décomposée en une variabilité
entre années, entre classes et entre élevages intra-classe, selon le modéle suivant :

Ya =H+a, + 5 +5k(|)

avec Y. la contamination par S. aureus du lait de tank I'année k, pour I'élevage i appartenant a
la classe |

M I'effet moyen

a, I'effet principal de 'année k

p.. Tleffet principal de la classe |

Sy - Ieffet principal de I'élevage i hierarchisé dans la classe |

1.1.2  Dynamique des niveaux de contamination des laits de tank au cours du temps

Une analyse temporelle a été effectuée sur les moyennes géométriques des classes d’élevage-année
pour étudier si la contamination des laits en SCP est caractérisée par des auto-corrélations (liaison
entre deux valeurs de niveaux de contamination au cours du temps) ainsi que par des variations
temporelles (variation saisonniére éventuelle et tendance évolutive globale).

Les classes ont été étudiées de fagon dissociée. La stabilité de leur moyenne et de leur variance ont
permis de traiter directement les données brutes sans différenciation ni transformation préalable. Le
comportement de chaque classe a été décrit et modélisé (modéles ARIMA adaptés a la structure des
données au sein de chaque classe).

1.1.3  Analyse croisée des profils de producteurs sur les numérations cellulaires et les germes totaux

La relation entre les niveaux de contamination par des SCP des laits de tank et les autres parametres
de qualité du lait enregistrés en routine (numérations cellulaires et germes totaux) n'a pas été étudiée
en tant que telle. L’approche privilégiée a consisté a croiser les profils de producteurs fondés sur les
résultats de dénombrements des SCP avec ceux pouvant étre établis a partir des autres variables.

Les analyses typologiques sur les germes totaux d’'une part et les numérations cellulaires d’autre part
ont été réalisées selon des procédures similaires a celles précédemment décrites pour les SCP.

1.2 Relation entre niveaux de contamination en SCP des laits de tanks et des fromages

L’étude de la relation entre les niveaux de contaminations en SCP des laits de tank et des fromages a
été réalisée en s’appuyant sur un dispositif d’observation mis en place en exploitations fromagéres
fermiéres. Trente huit exploitations fermieres, toutes situées en zones d'appellation d’origine controlée
(AOC) ont été suivies : 10 en AOC Ste Maure de Touraine, 9 en AOC Pélardon, 19 en AOC Banon
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(transformation de type présure ou caillé doux, avec pas ou trés peu d’ensemencement en ferments
lactiques).

Les suivis ont été initiés dans le courant du mois d’avril 2004 avec une périodicité mensuelle. Chaque
mois, des prélévements ont été réalisés sur les laits de troupeau et sur les fromages issus de ces laits.
Les dénombrements de staphylocoques coagulase positive ont été réalisés sur milieu spécifique (BP-
RPF) par les laboratoires d’analyses de chaque région : Laboratoire de Touraine pour les Ste Maure,
LIAL d’Aurillac pour les Pélardon, Laboratoire d’Analyses du Vaucluse pour les Banon.

2 Appréciation des risques d’entérotoxinogénese

2.1 Recherche d’entérotoxines dans les fromages (INRA de Poligny)

A l'occasion des suivis conduits en exploitations fromagéres fermiéres, des échantillons de fromages
ont été conservés par les laboratoires d’analyses du Vaucluse (pour les exploitations en AOC Banon) et
de Touraine (pour les exploitations en AOC Ste Maure de Touraine). lls ont été préparés et congelés en
attente d’'une éventuelle recherche d’entérotoxines. Parmi ceux-ci, 41 avaient une population de
staphylocoques a coagulase positive supérieure ou égale a 104 ufc/g et ont fait I'objet d’'une recherche
d’entérotoxines par I'INRA de Poligny.

La recherche d'entérotoxines totales (A a E) a été effectuée a l'aide du kit Transia plate SET. Au
préalable, I'extraction des entérotoxines a été réalisée par dialyse-concentration a partir d’'un échantillon
représentatif de chaque lot de fromages. Puis les échantillons trouvés positifs avec le kit Transia ont fait
I'objet d'une détermination du type d’entérotoxines présent a l'aide des kits Ridascreen et Transia ID
SEs, le kit Oxoid initialement prévu n’étant pas disponible sur le marché francais au moment des
analyses.

2.2 Caractérisation génomique de souches de S. aureus (INRA de Nouzilly)

Une appréciation du potentiel entérotoxinogéne des souches de S. aureus dorigine caprine a été
réalisée au travers de leur caractérisation génomique.

Pour ce faire des analyses ont été conduites :
- sur des souches isolées des laits de chévres ayant présenté des infections mammaires
cliniques ou subcliniques ;
- surdes souches issues de laits de tank ou de fromages.

Les souches de S. aureus obtenues sur des laits individuels proviennent pour partie d’'une collection
constituée par I'INRA de Nouzilly (N = 41) ou ont été isolées des laits des chévres excrétrices
identifiées en 2004 ou 2005 dans les troupeaux suivis pour les besoins de I'étude (typage et tracabilité
des souches ou validation du test ELISA). Leur potentiel entérotoxinogéne a été caractérisé en mettant
en évidence la présence des génes codant les entérotoxines par PCR. Pour 32 d’entre elles, ont en
outre été identifiés les alleles du locus de régulation agr (Accessory Gene Regulation), locus impliqué
dans la régulation temporelle de certains facteurs de virulence (adhésines, toxines,...).

Ont également été considérées les souches de staphylocoques coagulase positive (SCP) recueillies sur
les milieux de dénombrement des laits de tank et des fromages prélevés dans le cadre du dispositif
d’'observation adopté en 2004 (§1.2). Les concernant, une approche globale a été privilégiée. Celle-ci
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permet, en travaillant sur des mélanges de souches obtenus par raclage exhaustif des colonies de SCP
de se placer au niveau du troupeau et d’évaluer le pourcentage d’exploitations dans lesquelles au
moins une souche de staphylocoque coagulase positive est porteuse d'un géne codant une
entérotoxine (PCR réalisée avec un extrait ADN matrice correspondant au mélange des ADN de toutes
les colonies présentes sur la boite).

3 Typage et tracabilité des souches de S. aureus (INRA de Nouzilly et INRA d’Aurillac)

Cette partie de I'étude a concerné 12 exploitations caprines fermiéres fabriquant des produits au lait cru
de type présure (absence ou apport limité (0,01 a 0,1 %) de ferments lactiques). Ces exploitations ont
été suivies en 2004 et, pour deux d’entre elles, en 2005.

3.1 Nature des prélevements réalisés

L’isolement de souches de S. aureus a partir des laits de tank et des fromages a fait suite au
dénombrement des SCP sur ces matrices.

Des prélévements complémentaires ont été effectués en vue du typage des souches. lls ont été
réalisés en milieu de lactation et ont concerné :

- I'animal et 'environnement de la traite ;
- I'homme (trayeur et/ou fromager).
Sur 'animal, ont été réalisés :
- des analyses bacteériologiques sur les laits de demi-mamelles de 'ensemble des chévres en

lactation afin de détecter les animaux excréteurs et de mesurer la prévalence des infections
occasionnées par S. aureus ;

- des frottis sur les mamelles et les trayons (sondage aléatoire a raison de 25 a 30 % des
chevres par exploitation ) a l'aide de chiffonnettes imbibées d’eau peptonée tamponnée a 10 %.

Les laits des chévres excrétrices ont été congelés en attente de leur analyse. Les frottis ont été
congelés en 2004, traités en frais en 2005.

L’environnement en salle de traite a été exploré au travers de deux types de prélevements :

- Prélevements d’air de la salle de traite : les prélevements ont été réalisés a l'aide d’un
aérobiocollecteur mis a disposition par le Centre Fromager de Carmejane. Une quantité d’air
fixée a 10 litres a été aspirée en direction d’une boite de Pétri placée sous le capot de I'appareil
(milieu Baird Parker-Rabbit Plasma Fibrinogen : BP-RPF) ; deux prélévements ont été effectués
a hauteur du quai de traite, le premier avant I'arrivée des chévres en salle de traite et le second
en fin de traite. Au dela du typage des souches, il a en effet été jugé important de mesurer les
niveaux de contamination de l‘air et d’apprécier le réle contaminant de la machine a traire en
fonctionnement (entrées dair,...) ou de maniere plus générale de la traite (gouttelettes de lait
en aérosol, mouvements des animaux,...).

- Prélévements des biofilms susceptibles de s'étre constitués a lintérieur de l'installation de
traite : ceux-ci ont été réalisés en début de traite en faisant aspirer 8 litres de lait UHT par les
manchons trayeurs et en les faisant circuler dans I'ensemble du circuit de traite ; les analyses
ont porté sur un échantillon de ce lait.

Sur 'homme, ont été réalisés des écouvillonnages de la paume des mains et des fosses nasales. Les
prélévements ont été réalisés, pour les trayeurs, avant la traite et pour les transformateurs, avant toute
intervention dans la fromagerie.
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3.2 Collection d’isolats

Dans les laits de troupeaux ou les fromages, I'absence d’isolement de S. aureus est synonyme d’une
contamination inférieure au seuil de détection voire nulle. La recherche de S. aureus dans les
prélevements de type frottis et écouvillonnages a été réalisée aprés enrichissement. La collection de
souches ainsi réalisée ne constitue pas un échantillon représentatif des souches de S. aureus. Pour
des milieux faiblement & modérément contaminés, I'ensemble des souches présentes (parfois une
seule...) a en effet été mis en collection. Inversement, sur des milieux trés contaminés (> 100 ufc/ml ou
/g), seule une partie de la population bactérienne a été retenue de maniére aléatoire. Il existe donc
structurellement dans I'élaboration de I'échantillon une disproportion dans l'origine des souches ainsi
que dans le nombre de souches par milieu étudié. Les 454 souches de S. aureus mises en collection
sont répertoriées dans le tableau 1.

Tableau 1 : Collection de souches de S. aureus en fonction de leur provenance

Chévres en lactation Trayeurs / Transformateurs Laits de tank Fromages

Producteurs|  C1VeS Peaudes | gig, | Fosses Mains | P1|P2|P3| P4 |P1 P2 |P3 | Total
infectées mamelles nasales

2004 | 2005 | 2004 | 2005 | 2004 | 2004 | 2005 | 2004 | 2005 2004 2005 2004
1 2 0 0 0 0 0(0|0 02| 4 8
2 3 0 1 0 0 8120 131413 34
3 0 0 0 0 2 0(0]|0 My 1]3 17
4 1 0 10 0 0 6|11 11717 34
6 1 2 1 4 3 11210 6|8 |16| 44
8 2 4 4 12 0 2 8 0 0 81|10 20 |2]|2]6 71
10 1 0 0 0 0 0159 2188 33
12 6 0 0 2 0 8|12 |4 15110 9 56
14 1 1 4 0 0 5 11
17 3 0 0 0 0 917 |3 1M1 3|6 42
18 1 0 0 51210 3 19
20 7 25 8 0 45 85
Total 21 12 6 4 12 8 16 5 0 45122 17| 70 |64 |48 |67 | 454

P1, P2, P3: prélévements réalisés en avril, mai et juin-juillet 2004 ; P4 : prélévements réalisés en juin-juillet 2005

3.3 Méthode d’analyse

Une premiere série de typages, réalisée par REP-PCR (Jersek et al, 1999) (165 souches de 5
exploitations), a mis en évidence une relative diversité des souches de S. aureus en élevage :
répartition en 23 groupes REP a 80 % de similitude. En pratique, la REP-PCR s’est cependant révélée
moins discriminante et moins répétable que prévu pour S. aureus. Un essai comparatif entre plusieurs
méthodes de typage a de ce fait été conduit sur 20 souches, sélectionnées sur leurs profils REP-PCR :
IRTF (Infra Rouge & Transformation de Fournier) et MLVA (Multiple Locus Variable Number Tandem
Analysis : analyse de répétitions en tandem en nombre variable) ont été testées. L'IRTF ne permettant
pas une bonne discrimination des souches de S. aureus), la méthode MLVA (Sabat et al., 2003) a été
appliquée sur 'ensemble de la collection d'isolats.

La méthode MLVA s‘appuie sur l'existence, dans certaines régions intra- ou intergéniques, de
séquences nucléotidiques répétées en tandem. Le nombre de répétitions varie d’un individu a l'autre, ce
qui permet de réaliser des empreintes d'ADN spécifiques d'individu.
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Pour le typage des souches de S. aureus, 5 TRs (Tandem Repeat), localisés au sein des génes clfA,
clfB (clumping factor A et B), coa (géne codant la coagulase), fnb et SAV1078, ont été amplifiés par
PCR (Gilbert et al., 2006) et les produits ont été ensuite soumis a une électrophorese sur gel d’'agarose
(Annexe 1.1). La présence ou I'absence du gene sak codant la staphylokinase a également été étudiée
en tant que marqueur potentiel des souches de biotype humain.

Les images des gels ont été analysées a I'aide du logiciel Bionumerics puis comparées entre elles pour
chaque TR en prenant en compte la taille des fragments obtenus par PCR. L’étude des gels a été
réalisée en appliquant la méthode UGPMA (Sneath and Sokal, 1973) avec calcul de l'indice de Jaccard
et optimisation des parametres d’analyse tels que le pourcentage d’optimisation et la tolérance.

Pour chaque TR, les alléles (caractérisés par des nombres différents de répétitions et par conséquent
une taille de fragment différente) ont été définis avec un pourcentage d’homologie fixé a 90 %. Les
souches ont par la suite été caractérisées par un profil MLVA (combinaison des alléles obtenus pour
chaque TR) ainsi que par la présence ou I'absence du géne sak.

B. Résultats

1 Evaluation des niveaux de contamination des laits de tank et des citernes

1.1 Analyse descriptive des données obtenues sur les laits de citernes

L’entreprise Eurial-Poitouraine organise annuellement 14 a 16 tournées de collecte. Chaque tournée
rassemble les laits de 15 a 81 producteurs (en moyenne : 35 producteurs par tournée). Les résultats
relatifs aux tournées organisées entre 2001 et 2005 ont été explorés en vue d’apprécier les niveaux de
contamination des citernes, leur évolution au cours du temps, la fréquence des citernes jugées
fortement contaminées (>500 ufc/ml) ainsi que la répartition des résultats des producteurs en cas de
citerne contaminée.

En 5 ans (2001 & 2005), 703 tournées ont donné lieu & des analyses chez les producteurs : 185 en
2001 mais seulement 80 en 2005. Parmi celles-ci, 668 correspondaient effectivement a un niveau de
contamination du lait de citerne supérieur ou égal a 500 ufc/ml. Chaque lait de citerne était constitué en
moyenne de 18 laits de tank (Tableau 2).

Tableau 2 : Nombre d’analyses de laits de tank réalisées par tournée

Année Nombre de citernes positives Moyenne Ecart-type Minimum Maximum
2001 185 18,72 9,04 4 45
2002 167 19,49 9,01 1 44
2003 131 17,09 9,64 1 47
2004 140 15,31 8,27 1 43
2005 80 17,49 6,03 1 29
Total 703 17,78 8,82 1 47

Les niveaux moyens de contamination des citernes (moyenne géométrique) évoluent au cours du
temps (Figure 1).
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Figure 1 : Evolution du niveau moyen de contamination des citernes au cours du temps (moyenne
géométrique en ufc/ml) sur la période 2001-2005.

L’évolution du nombre de citernes positives (>500 ufc/ml) suit celle des niveaux de contamination. Les
citernes positives sont les plus nombreuses en janvier, février et mars (Figure 2). Leur nombre diminue
ensuite puis s'accroit graduellement a partir d'octobre. La fréquence élevée des contaminations en
début d’année peut étre associée a des débuts de campagne laitiere. De ce point du vue, il pourrait étre
intéressant de déterminer la fréquence relative des contaminations observées a partir d'octobre
associées a des fins de lactation ou, au contraire, survenant dans des troupeaux désaisonnés (début de
campagne en septembre-octobre).
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Figure 2 : Evolution du nombre de citernes positives (>500 ufc/ml) sur la période 2001 — 2005
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La plupart des citernes ayant donné lieu a des analyses chez les producteurs présentent effectivement
des niveaux de contamination supérieurs ou égaux a 500 ufc/ml (Figure 3). Environ 33 % de ces citernes
ne dépassent pas 1000 ufc/ml. Prés de 34 % présentent des niveaux compris entre 1000 et 2000 ufc/ml
(de 31,3 % en 2003 & 42,5 % en 2005). 3 (2002) a 8,6 % ( 2004) atteignent plus de 104 ufc/ml.
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Figure 3 : Distribution du niveau de contamination des citernes (ufc/ml) ayant donné lieu a des analyses
chez les producteurs sur la période 2001 - 2005

La distribution des niveaux de contamination des laits de tanks est présentée Tableau 3 selon la classe
de niveau de contamination des citernes.

Tableau 3 : Distribution moyenne (fréquences) des résultats des producteurs selon les niveaux de
contamination des citernes

Citernes : Niveaux de contamination des laits des producteurs (ufc/ml)
dcéaggﬁfaﬂﬁn’:ﬁ“(ufclmn Effectif <10 1150 51100 101500 S0 10015000 5000
<50 4 Moyenne (%) 60,00 2,86 952 21,9 0,00 0,95 4,76
Ecarttype (%) 17,38 4,95 10,03 1574 0,00 1,65 8,25
51-100 11 Moyenne (%) 5554 1154 1201 14,89 1,80 1,48 2,75
Ecarttype (%) 22,36 9,70 9,45 1255 314 2,94 4,72
101-500 27 Moyenne (%) 38,36 1817 1322 1952 3,02 3,67 4,04
Ecarttype (%) 2515 1185 1275 2052 586 7,03 7,01
501-1000 187  Moyenne (%) 3056 17,84 1690 2147 529 3,82 4,12
Ecarttype (%) 14,85 1325 1456 1190 7,08 8,40 4,60
1001-2000 235  Moyenne (%) 299 17,89 1955 19,82 3,93 3,98 4,92
Ecarttype (%) 1550 1390 1813 1142 795 6,50 4,84
2001-3000 87  Moyenne (%) 30,31 1654 1976 2142 3,06 3,15 5,76
Ecarttype (%) 17,66 12,01 17,74 1127 445 4,49 4,77
3001-4000 53 Moyenne (%) 3289 1668 2120 1755 2,28 3,07 6,33
Ecarttype (%) 17,78 1140 2051 10,89 419 4,72 4,45
4001-5000 32 Moyenne (%) 3339 16,77 21,70 16,23 2,09 3,93 5,89
Ecarttype (%) 1858 1305 16,38 9,60 3,23 8,91 6,00
5001-10¢ 35  Moyenne (%) 32,86 1493 1785 1840 2,79 4,05 9,12
Ecarttype (%) 1834 13,71 1728 11,39 5,00 5,94 11,66
> 104 32 Moyenne (%) 31,87 2164 1293 1567 538 2,90 9,60

Ecarttype (%) 1852 1813 14,11 10,59 10,21 4,71 9,83
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Quels que soient leurs niveaux de contamination, les citernes positives (>500 ufc/ml) sont constituées
de 30 a 33 % de laits de tank peu ou pas contaminés (<10 ufc/ml). A 'opposé, 7,9 a 13,2 % (9,1 % en
moyenne) des laits de tank les constituant présentent des niveaux de contamination supérieurs a 1000
ufc/ml. En terme d'effectifs, cela correspond a seulement deux voire trois laits de tank fortement
contaminés par citerne positive (Tableau 4).

Tableau 4 : Distribution moyenne des laits de tank constitutifs des laits des citernes positives (> 500
ufc/mi) selon leur niveau de contamination en staphylocoques coagulase positive

Citernes Niveaux de contamination des laits des producteurs (ufc/ml)

positives <10 11-50 51-100 101-500 501-1000 1001-5000 >5000

(N=668) Moy. + Ect. Moy. + Ect. Moy. + Ect. Moy. + Ect. Moy. + Ect. Moy. + Moy. + Ect.

Fréquences 30,97 + 16,29 17,66 + 13,47 18,55 + 17,03 19,80 + 11,45 3,95+6,93 3,69 +6,76 540+ 5,85

(%) 13,03 + 10,11
Effectifs 5,65+ 4,09 3,27 + 3,01 3,28+ 3,11 359+269  065+089 060+08  091+088
216 +1,51

Moy. +Ect : moyenne +écart-type

1.2 Analyse descriptive des données obtenues sur les laits de tank

La période étudiée s’étend de janvier 2001 a décembre 2005. Des résultats ont été collectés chez un
ensemble de 503 producteurs avec un minimum de 102 résultats et un maximum de 324 résultats
disponibles pour un contréle donné.

Les niveaux de contamination moyens des laits de tank varient au cours du temps (Figure 4). En 2001
et 2002, la moyenne des niveaux de contamination a dépassé 70 ufc/ml pendant une courte période,
limitée aux mois de mars et avril. En 2003, des niveaux comparables ont été atteints dés le mois de
janvier et ce jusqu’en avril : moyenne comprise entre 72 et 107 ufc/ml. En 2004 et 2005, enfin, la
moyenne des niveaux de contamination a été particulierement élevée sur I'ensemble du premier
semestre. Ces résultats corroborent ceux obtenus sur les laits de citernes.

gulase positive (ufc.ml)

ion des tanks en

dela

40 4

Moyenne géomé

20 4

Figure 4 : Evolution du niveau moyen (moyenne géométrique) de contamination des laits de tank
(ufc/ml) des producteurs collectés par les entreprises Eurial-Poitouraine et Sévre et Belle de janvier
2001 a décembre 2005
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Plus la moyenne des niveaux de contamination augmente, plus la fréquence des laits contaminés
progresse (Figure 5).

y=0,13¢-278

o

ufc/ml
3

Fréquence des laits de tanks ayant une contamination en staphylocoques coagulase positive > 100(

.

0,00 20,00 40,00 60,00 80,00 100,00 120,00 140,00 160,0(
Moyenne géométrique des niveaux de contamination des laits de troupeau (ufc/ml) obtenus a chaque contréle

Figure 5 : Relation entre la moyenne géométrique de contamination des laits de tank par contréle et la
proportion de laits supérieurs & 1000 ufc/ml (données obtenues sur la période 2001-2005)

La distribution moyenne des résultats de laits de tank selon leurs niveaux de contamination est
présentée Tableau 5 par contrble et Tableau 6 par campagne laitiere. La fréquence moyenne, par
contrdle, des laits non ou faiblement contaminés varie de 14 a 19 % (minimum: 7,1 % ; maximum :
29,7 %) ; celles des laits trés contaminés (> 1000 ufc/ml) ne dépasse pas 7,5 % (minimum: 0,6 % ;
maximum : 16,8 %). La distribution des résultats de controle des niveaux de contamination par
S. aureus des laits de tank, déterminée par campagne laitiére (Tableau 6) refléte les mémes tendances.
Pour ne retenir que I'année 2005, la fréquence des laits situés a plus de 1000 ufc/ml a représenté
environ 6,3 % des laits analysés. Sur cette méme période, les laits compris entre 100 et 1000 ufc/ml ont
représenté plus de 36 % des laits contrblés. Inversement les laits faiblement ou non contaminés (< 10
ufc/ml) ont représenté moins de 15 % des laits analysés

Tableau 5 : Distribution moyenne (%) par contréle des résultats de lait de tank selon leurs niveaux de
contamination (classes exprimées en ufc/ml) sur la période 2001-2005

2001 2002 2003 2004 2005

Moy. Ect. Max. Min.  Moy. Ect. Max. Min.  Moy. Ect. Max. Min.  Moy. Ect. Max. Min.  Moy. Ect. Max. Min.

Nb. analyses/

236 37 289 146 240 34 282 172 232 33 272 160 176 48 324 116 190 46 302

102

controle

% <10 188 36 297 122 158 34 212 108 157 39 244 103 136 34 217 7.1 138 28 190 75
% 10-100 437 64 671 368 424 30 484 361 435 38 50,0 332 417 54 516 31,3 40,7 50 492 300
%100-500 28,5 71 394 89 30,7 47 389 187 301 50 413 225 327 39 388 246 328 30 380 277
% 500-1000 3,7 16 69 00 44 10 58 26 44 13 69 19 59 18 96 34 50 23 11,9 20
% >1000 53 20 87 19 66 21 108 27 62 28 16,0 27 59 40 156 06 74 37 168 27
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Tableau 6 : Distribution moyenne (%) par campagne laitiere des résultats de lait de tank selon leurs
niveaux de contamination (classes exprimées en ufc/ml) sur la période 2001-2005

2001 2002 2003 2004 2005
Nombre d'analyses 6129 6229 6043 4773 5093
% <10 ufc / ml 18,81 15,27 15,82 14,46 14,47
% 10-100 ufc / ml 43,69 43,71 44,37 43,35 43,28
% 100 - 500 ufc / ml 29,89 31,61 30,90 32,14 31,95
% 500-1000 ufc / ml 3,31 3,92 3,89 5,05 4,46
% >1000 ufc / ml 4,55 5,83 5,44 5,57 6,34

La régularité des niveaux de contamination a été appréciée chez les producteurs contrlés au mois 6
fois sur une méme campagne (Tableau 7). On constate que moins de 2 % d’entre eux produisent des
laits systématiquement peu contaminés (& moins de 10 ufc/ml). La proportion d’éleveurs ne présentant
aucun résultat supérieur @ 100 ufc/ml varie entre 6,9 et 10,3 %. Il est rarissime (<0,5 %) que les
résultats se maintiennent au dela de 1000 ufc/ml tout au long de la campagne.

Tableau 7 : Régularité de la contamination des laits de tanks (ufc / ml) par les staphylocoques
coagulase positive chez les producteurs disposant de plus de 6 contréles annuels

2001 2002 2003 2004 2005
Effectif % Effectif % Effectif % Effectif % Effectif %
Tous cont. < 10 2 0,73 3 1,06 1 0,37 5 2,22 1 0,46
Tous cont. < 50 10 3,64 13 4,61 16 5,90 16 711 8 3,70
Tous cont. < 100 27 9,82 29 10,28 26 9,59 20 8,89 15 6,94
Tous cont. < 500 109 39,64 113 40,07 99 36,53 88 39,11 68 31,48
Tous cont. < 1000 147 53,45 151 53,55 135 49,82 118 52,44 98 4537
Tous cont. > 10 35 12,73 69 2447 67 24,72 84 37,33 60 27,78
Tous cont. > 50 8 2,91 17 6,03 17 6,27 32 14,22 22 10,19
Tous cont. > 100 2 0,73 10 3,55 10 3,69 1" 4,89 9 417
Tous cont. > 500 0 0,00 2 0,71 2 0,74 0 0 0 0
Tous cont. > 1000 0 0,00 1 0,35 1 0,37 0 0 0 0

Cont : contréle

1.3 Typologie des producteurs en fonction de la dynamique de la contamination des laits de
tank

1.3.1  Classification des élevages - années

La premiére analyse réalisée sur les élevages-années (1145 observations) a permis de définir une
typologie en 5 classes (R? de 0,45 aprés consolidation) (Tableau 8, Figure 6).

La classe 1 (389 observations) est caractérisée par des niveaux de contamination en SCP inférieurs a
100 ufc/mi).

La classe 2 ( 334 observations) est caractérisée par des niveaux de contamination en SCP compris
entre 100 et 500 ufc/ml ou supérieurs a plus de 500 ufc/ml.

Ces deux classes représentent chacune environ un tiers de I'ensemble des élevages — années
(Tableau 8).

La classe 3 (67 observations) est caractérisée par des niveaux de contamination en SCP supérieurs a
500 ufc/ml). Sur 'ensemble de la période 2001 — 2005, elle représente moins de 6 % des observations.
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Les classes 4 (90 observations, soit 7,9 %) et 5 (265 observations, soit 23,1 %) sont caractérisées par
des niveaux de contamination par S. aureus faibles (moins de 100 ufc/ml) et la présence de valeurs
manquantes (6 @ 7 en moyenne).

Tableau 8: Caractérisation des classes d’élevages — années en fonction des niveaux moyens de
contamination en SCP des laits de tank (moyenne géométrique en ufc/ml) et du nombre moyen de
valeurs manquantes

2001 2002 2003 2004 2005
Classes Nb Moy.1 Moy.2 Nb. Moy.1 Moy.2 Nb. Moyt Moy.2 Nb. Moy.1 Moy.2 Nb. Moy.1 Moy.2

Tota

1 93 28 1,2 84 32 0,7 9% 34 1,2 57 37 1,1 59 32 1,6
2 73 144 17 78 149 10 73 145 14 49 162 15 61 159 17
3 10 505 37 12 838 24 17 453 36 13 419 1.2 15 518 25
4 25 41 6,5 26 51 55 23 63 6,2 12 45 59 4 37 53
5 66 47 7,1 63 145 68 45 41 6,3 31 50 6,6 60 50 7,1

389
334
67
90
265

Ens. 26 58 34 26 66 28 25 67 27 16 76 26 19 74 34

114

Nb. : effectif de la classe ; Moy. 1 : Moyenne géométrique de la contamination des laits par S. aureus
Moy. 2. : Nombre de valeurs manquantes en moyenne sur 24 prélevements annuels

Tableau 9 : Répartition des éleveurs-années (1145 observations) par classes et années

Classe 1 Classe 2 Classe 3 Classe 4 Classe 5 Total
Année Effectif % Effectif % Effectif % Effectif % Effectif % Effectif
2001 93 34,83 73 27,34 10 3,75 25 9,36 66 24,72 267
2002 84 31,94 78 29,66 12 4,56 26 9,89 63 2395 263
2003 9% 37,80 73 28,74 17 6,69 23 9,06 45 17,72 254
2004 57 35,19 49 30,25 13 8,02 12 741 31 19,14 162
2005 59 29,65 61 30,65 15 7,54 4 2,01 60 30,15 199
Total 389 33,97 334 29,17 67 585 90 7,86 265 2314 1145

Le premier facteur de 'ACM (Figure 6) discrimine principalement les niveaux de contamination des laits
en SCP. Les niveaux faibles de contamination (classe 1) s'opposent aux niveaux forts (classe 3) avec,
en position centrale, les niveaux modeérés (classe 2).

Facteur 2 = H Les vamables C10 & C33 comrespondent 4 une qumzime,
Valeur propre=i), 19 o il avee C10: ler qunzsme de panwer e dewakme qunzame de décembre
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Modalie 2

i Meodab
e Maod:
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Classe 1/5 i Gkl 3
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Figure 6 : Variables actives et positions relatives des classes dans le premier plan factoriel de TACM

La classe 1 présente un niveau de contamination relativement faible sur I'ensemble de I'année :
moyenne géométrique bimensuelle inférieure a 100 ufc/ml et moyenne annuelle inférieure a 50 ufc/ml
(Figure 7). Un pic de contamination en SCP est observé annuellement vers mars-avril et est
généralement précédé d’un pic de plus faible amplitude en Janvier-Février. La période ou les niveaux
de SCP sont les plus faibles correspond a la saison automnale. Un plus grand nombre de données sont
manquantes de Novembre a Février et de Juillet a Septembre.

La classe 2 a un niveau intermédiaire (environ 100 a 300 ufc/ml) comparativement aux classes 1 et 3,
sur 'ensemble de I'année. Un pic de contamination en SCP est observé entre avril et juin selon les
années (Figure 8). Ce pic est généralement précédé de deux périodes caractérisées par des niveaux
moindres de contamination qui se produisent vers décembre et février (mais peuvent étre variables
selon les années). La majeure partie des données manquantes sont observées de novembre a mars.

Concernant les niveaux de contamination des laits par S. aureus, la classe 3 présente un niveau de
contamination supérieur @ 300 ufc/ml pendant la majeure partie de 'année, avec de nombreux pics
(Figure 9). Il s'agit cependant d’une classe qui comporte peu d’éleveurs et qui, a certaines périodes de
I'année, comporte plus d’'un tiers de données manquantes. Un ou deux pics de contamination en SCP
surviennent généralement au début du printemps (mars a mai) et, certaines années, également a la fin
de I'été ou au début de I'automne (ao(t et octobre). Les données manquantes sont concentrées sur une
période allant de décembre a mars.

Les classes 4 et 5 sont plus fluctuantes en raison, notamment, du nombre important de données
manquantes qu’elles comportent a certaines périodes. Quand les données sont bien renseignées
(printemps-été), elles se rapprochent de la classe 1 (moyenne géométrique annuelle inférieure a 50
ufc/ml). La classe 4 se caractérise par une succession de pics de contamination en SCP de faible
amplitude tout au long de I'année (Figure 10). Des pics plus importants ont été observés en 2001, 2002,
2004 et 2005 vers octobre - novembre. La classe 5 présente, hormis en 2002, deux pics annuels
successifs de contamination en SCP, survenant a la fin de I'hiver, début du printemps (premier pic en
février suivi d’'un deuxieme en avril) (Figure 11). Cette classe a, de novembre @ mars, une proportion
particuliérement élevée de données manquantes (le plus souvent supérieure a 70%). La classe 4, quant
a elle, présente la particularité d’avoir une fréquence accrue de valeurs manquantes (plus de 50%) de
fin aodt a fin novembre.
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Figure 7 : Evolution du niveau de contamination en SCP (moyennes géométriques en ufc/ml) des
éleveurs-années de la classe 1 au cours du temps (pas de temps bi-mensuel sur la période 2001 -
2009)
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Figure 8 : Evolution du niveau de contamination en SCP (moyennes géométriques en ufc/ml) des éleveurs-
années de la classe 2 au cours du temps (pas de temps bi-mensuel sur la période 2001 - 2005)
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Figure 9 : Evolution du niveau de contamination en SCP (moyennes géométriques en ufc/ml) des éleveurs-
années de la classe 3 au cours du temps (pas de temps bi-mensuel sur la période 2001 - 2005)
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Figure 10 : Evolution du niveau de contamination en SCP (moyennes géomeétriques en ufc/ml) des éleveurs-
années de la classe 4 au cours du temps (pas de temps bi-mensuel sur la période 2001 - 2005)
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Figure 11 : Evolution du niveau de contamination en SCP (moyennes géométriques en ufc/ml) des éleveurs-
années de la classe 5 au cours du temps (pas de temps bi-mensuel sur la période 2001 - 2005)

Une analyse globale sur 'ensemble des éleveurs années sans distinction de classe met en évidence la
survenue d'un pic annuel de contamination en SCP vers mars-avril (Figure 12). Les niveaux de
contamination les plus faibles sont généralement observés en automne. Les valeurs manquantes se
retrouvent principalement de novembre a février.
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Figure 12 : Evolution du niveau de contamination en SCP (moyennes géomeétriques en ufc/ml) des éleveurs-
années au cours du temps (pas de temps bi-mensuel sur la période 2001 - 2005)

Une simple étude graphique des différentes classes d’éleveurs-années fait apparaitre, en tendance, un
risque accru de contamination en SCP au début du printemps (mars - avril). La fin de 'automne et le

début de I'hiver correspondent par contre a une période ou les niveaux de contamination sont
relativement plus faibles.

1.3.2  Définition des profils d'élevages sur les 5 ans de suivi

Seuls 329 élevages ont été pris en compte dans 'analyse. En effet, lorsque le nombre de données
manquantes était supérieur a 12 pour chacune des années étudiées, les exploitations correspondantes
n‘ont pu étre affectées a aucun groupe. Ces élevages ont été réintroduits par la suite, mais en tant
qu'individus illustratifs.
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Une typologie des élevages a été réalisée. Six groupes ont été définis (R? de 0,52 aprés consolidation)
(Tableaux 10 et 11 ; Figure 13). En décomposant la variabilité de la contamination des laits de tanks par
S. aureus en une variabilité entre années, entre groupes et entre élevage intra-groupe, la variance
expliquée par le groupe par rapport a la variance totale est de 38%.

Le groupe 1 (80 observations) est caractérisé par 'appartenance a la classe 1 en tant qu'éleveur
années (faible niveau de contamination en SCP : < 100 ufc/ml). Il s'agit d’élevages dont les profils de
contamination des laits de tank sont stables d’'une année a l'autre.

Le groupe 2 (72 observations) est caractérisé par I'appartenance aux classes 2 et 3 en tant qu'éleveur
années (niveaux de contamination compris entre 100 et 300 ufc/ml voire supérieurs a 300 ufc/ml).

Le groupe 3 (15 observations) est caractérisée par I'appartenance a la classe 3 en tant qu'éleveur
années (niveau de contamination supérieur a 300 ufc/ml). Il s'agit d’éleveurs qui présentent, d’'une
année sur l'autre, des niveaux élevés de contamination des laits de tank.

Les groupes 4 et 5 (28 et 71 observations) sont caractérisés par leur appartenance respective aux
classes 4 et 5 en tant qu'éleveur années (niveaux de contamination faibles et présence de données
manquantes).

Le groupe 6 (63 observations) est essentiellement caractérisé par I'existence de données manquantes
(élevages absents certaines années).

Les éleveurs-années (1 370 observations), pour qui moins de 12 prélévements au cours d’'une année
donnée avaient été réalisés ont été réintroduits dans 'analyse en tant qu'individus illustratifs. 96%
d’entre eux se rattachent au groupe 5 (niveau de contamination par S. aureus faible a modéré et
présence de données manquantes - u=145).

Le premier facteur de 'ACM discrimine principalement les données manquantes. Les élevages
présentant des niveaux de contamination faibles en S. aureus (Groupe 1) s'opposent, sur 'axe 2, a
ceux présentant des niveaux de contamination supérieurs a 300 voire 500 ufc/ml (Groupe 3) avec, en
position intermédiaire, les élevages présentant des niveaux de contamination plus modérés (entre 100
et plus de 300 ufc/ml) (groupe 2).
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e Groupesls o - Les variables C1a C5

€. @ n., correspondent aux années 2001-
| 2005.
PN AR Modalités 145 :
e Groupe 4/6 , 0o
: Classe d'appartenance suite a la
Groupe 6/6 : e typologie sur les élevages-années

: = |
1174 H s
: sl = €31
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: o sz

Factenr 1
. | ; Valous pragee = 0,58
Y} 10 05 0 ns

Figure 13 : Variables actives et positions relatives des groupes de la typologie finale dans le premier
plan factoriel de 'ACM
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Tableau 10 : Caractérisation des groupes d’élevages en fonction des niveaux moyens de contamination
en SCP des laits de tank (moyenne géométrique en ufc/ml) et du nombre moyen de valeurs
manquantes

2001 2002 2003 2004 2005

Effectifs Moyl Moy2 Moyl Moy2 Moyl Moy2 Moyl Moy2 Moyl Moy2
Groupe 1 80 33 16 3% 07 3% 18 45 78 51 10,7
Groupe 2 72 105 22 139 11 146 1,5 155 54 149 8,2
Groupe 3 15 376 42 497 27 367 59 255 15,5 174 16,6
Groupe 4 28 49 54 60 49 70 6,0 87 146 51 174
Groupe 5 4 38 85 4 6,6 40 73 51 131 51 130
Groupe 6 63 64 195 141 234 43 228 72 223 76 10,2
Ensemble 329 A 68 69 66 75 78 121 7% 114

Moy. 1 : Moyenne géométrique de la contamination des laits par S. aureus
Moy. 2. : Nombre de valeurs manquantes en moyenne sur 24 prélevements annuels

Dans chaque groupe, la variabilité des résultats des élevages (maintien ou changement de classes des
élevages — années, d’'une année a l'autre) est présentée tableau 10 en fonction du nombre d’années de
présence dans le tableau de chaque individu.

Dans les 130 élevages présents cing années consécutives, un a deux changements de classes peuvent
étre observés (35 et 36 observations respectivement). Le groupe 2 est celui ou I'on observe le plus
grand nombre de changements. Sur 5 ans, 12 éleveurs ont changé trois fois de classe et 7 quatre fois.

Tableau 10 : Régularité des résultats des élevages (changement ou non de classe d’une année a
I'autre) selon le groupe typologique auquel ils appartiennent

Nombre de changements de classes en tant qu'élevage - année

Groupe  Nbre an présence 0 1 2 3 4 Total
1 2 2 2
3 15 5 4 24
4 3 4 10
5 9 17 14 2 2 44
2 3 5 7 1 13
4 7 4 1
5 11 10 8 12 7 48
3 2 3 3
3 2 2 7
4 1
5 1 1 2 4
4 2 2 2 4
3 2 7 3 12
4 1 3 1 5
5 2 1 3 1 7
5 2 8 4 12
3 7 5 9 21
4 4 3 1 3 1
5 3 6 9 7 2 27
6 1 59 59
2 1 1
3 2 1 3
Total 136 87 69 26 11 329
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De maniére générale, la quantité moyenne d'ufc a tendance a légérement augmenter au cours des cing
années de suivi (Figure 14).

Le nombre de valeurs manquantes est plus important en 2004 et 2005 (Tableau 10). Ceci peut
introduire un biais dans la typologie, notamment pour le profil des élevages dont le niveau moyen en
staphylocoques est élevé. Ce groupe d’élevages a en effet un nombre moyen de valeurs manquantes
de 16,6 en 2005, contre 11,4 en moyenne pour 'ensemble des groupes.
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Figure 14 : Evolution au cours du temps des moyennes geométriques annuelles de contamination en
SCP des laits de tank obtenues par chaque groupe typologique

1.4 Dynamique des niveaux de contamination des laits de tank au cours du temps

La dynamique des niveaux de contamination en SCP de chaque classe d’éleveurs — années a été
décrite a l'aide de différents modéles :

- recours a un modele ARIMA (1,0,0)(1,0,0)24 pour les classes 1 (faibles niveaux de contamination en
SCP : <100 ufc/ml)) et 2 (niveaux de contamination intermédiaires : 100 a 300 ufc/ml) : le niveau de
contamination observé a un contréle donné dépend de celui mesuré lors du prélévement précédent
(composante non saisonniére) mais également du niveau observé I'année précédente a méme

époque (composante saisonniere) ;
Ce modéle peut s'écrire sous la forme suivante :
Yi=C+ d1Yr1 + O1Yios- p1dD1Yeos+ €t

avec ¢ : niveau moyen de contamination en SCP

Yt : niveau de contamination en SCP & l'instant t-j
1. coefficient d’auto-régression d’ordre 1

®; . coefficient saisonnier d’auto-régression d’ordre 1
et: terme d’erreur a l'instant t

La part de variance expliquée par ce modéle est de 47 et 48 % respectivement pour les classes 1 et
2.
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- recours a un modele ARIMA (4,0,0) pour la classe 3 (niveaux élevés de contamination en SCP : >
300 voire 500 ufc/ml) : le niveau de contamination observé a un contréle donné dépend de ceux
mesurés au cours des quatre prélévements précédents (ici, le prélévement en t-3 apparait
cependant non-significatif) ;

Ce modéle peut s'écrire sous la forme suivante :
Yi=C+ g1Yia+ daYeo + GsYes + GaYea + €

avec ¢ : niveau moyen de contamination en SCP
Yt : niveau de contamination en SCP & l'instant t-j
¢i coefficient d’autoregression d’ordre i

et: terme d’erreur a l'instant t

La part de variance expliquée par ce modéle est de 34 %.

- recours a un modéle ARIMA (0,0,1)(0,0,1)24 pour la classe 5 (faibles niveaux de contamination en
SCP mais nombre de valeurs manquantes élevé) : le modéle prend en compte les moyennes
mobiles ; le niveau de contamination observé a un controle donné dépend du terme d’erreur du
prélevement précédent (composante non saisonniére) et du terme d’erreur du prélévement réalisé
I'année précédente a la méme date (composante saisonniere) ;

Ce modeéle peut s’écrire sous la forme suivante :
Yi=C - 01611 - O16t24 101016125 + €

avec ¢ : niveau moyen de contamination en SCP

et; : terme d'erreur & l'instant t-j

01 . coefficient de moyenne mobile d’ordre 1

©1 . coefficient saisonnier de moyenne mobile d’ordre 1
et: terme d’erreur a l'instant t

La part de variance expliquée par ce modéle est de 23 %.

La série chronologique de données correspondant a la classe 4 apparait comme un « bruit blanc », ce
qui signifie que les variables ne sont pas corrélées entre elles et que la valeur a Y n’est pas fonction
des valeurs précédentes obtenues a Yt.i.

Une analyse temporelle similaire a également été conduite sur la série de données correspondant a
'ensemble des éleveurs-années sans distinction de classe. Malgré une légére tendance a
'augmentation des niveaux de contamination au cours du temps, la moyenne et la variance sont
apparues comme globalement stationnaires. Le comportement de cette série a été décrit par un modéle
ARIMA(1,0,0)(1,0,0)2s a linstar de ce qui avait été réalisé pour les classes 1 et 2: niveau de
contamination a un contréle donné fonction de celui obtenu au contréle précédent (composante non
saisonniére) et dépendant du niveau observé l'année précédente a la méme date (composante
saisonniére). Le R? ajusté de ce modele est de 56%.

L'analyse des séries temporelles des classes d’éleveur-année n'a révélé au sein de chacune des
classes aucune tendance évolutive marquée sur les cing ans de suivi. Pour deux classes (1 et 2), les
modéles qui s'ajustent le mieux comprennent un effet retard d’ordre 1 (fonction de la valeur précédente)
et une saisonnalité d'un an (fonction des valeurs de 'année précédente).

Pour la classe 3 correspondant aux niveaux les plus élevés de contamination en SCP, le modéle qui
s'ajuste le mieux comporte une effet retard d'ordre 4. Plus précisément, la valeur en t dépend des
valeurs en t-1, t-2 et t-4. Enfin pour les deux derniéres classes (4 et 5) qui comportent un nombre
important de valeurs manquantes, la modélisation est impossible pour 'une d’entre elles (données trop
aléatoires) et de mauvaise qualité pour 'autre (R? de 23%).
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1.5 Analyse croisée des profils de producteurs sur les numérations cellulaires et les germes
totaux

L’analyse croisée des profils de producteurs selon leurs résultats de numérations cellulaires, germes
totaux et SCP a concerné 466 producteurs de lait de chévre. Bien que la fréquence des prélevements
soit en principe bimensuelle, le nombre d’analyses effectivement réalisées est variable d’un producteur
a un autre et certains d’entre eux peuvent présenter des séries de données incomplétes en partie ou en
totalité pour certains mois et/ou certaines années.

1.5.1  Analyse croisée avec la typologie des producteurs fondée sur les numérations cellulaires

Les numérations cellulaires des laits de chévre sont plus faibles de mars a juin (Figure 15) et marquées
par une certaine saisonnalité. Elles sont relativement stables d’une année a l'autre.
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Figure 15 : Evolution de la moyenne géométrique des numérations cellulaires (milliers par ml) au cours
du temps (pas de temps bi-mensuel sur la période 2001 - 2004)

Six classes de numérations cellulaires auxquelles il faut rajouter une classe de « valeur manquante »
ont été définies :

- moins de 750 000 cellules/ml ;

- de 750 000 a 1 million de cellules par ml ;

- de 1a1,25 millions de cellules par ml ;

- de 1,25 a 1,50 millions de cellules par ml ;

- de 1,50 a 2 millions de cellules par ml ;

- plus de 2 millions de cellules par ml.

Parmi les 1864 éleveurs-années (466 éleveurs * 4 années) a priori disponibles, seuls ceux pour
lesquels au moins 12 prélevements avaient été effectués l'année k ont été conservés, soit 955
éleveurs-années (51%) correspondant & 299 éleveurs. 167 éleveurs (36%) n'ont donc pas été pris en
compte dans les analyses du fait d'un nombre trop élevé de données manquantes.

La premiére analyse réalisée sur les 955 observations éleveur-année a permis de définir une typologie
en 8 classes (R? de 0,53 aprés consolidation) (Figure 1 et Tableau 1 en Annexe 1.1). La seconde
analyse réalisée cette fois sur le tableau des éleveurs a conduit a une typologie en 9 groupes réalisée
sur les 10 premiers facteurs de l'analyse en correspondances multiples qui restituaient 58% de
linformation. Le R? de la typologie est de 0,65 aprés consolidation. Les groupes d’éleveurs peuvent étre
caractérisés comme suit (Figure 2 et tableau 2 en Annexe 1.1) :

- Groupe 1 : numérations cellulaires généralement inférieures a 750 00 cellules/ml ;
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- Groupe 2 : numérations cellulaires généralement inférieures a 1 million de cellules/ml ;

- Groupe 3 : numérations cellulaires comprises entre 0,75 et 1,25 millions de cellules/ml ;

- Groupe 4 : numérations cellulaires comprises entre 1,25 et 2 millions de cellules/ml ;

- Groupe 5 : plus de 1,5 millions de cellules/ml ;

- Groupe 6 : plus de 2 millions de cellules/ml et présence de valeurs manquantes ;

- Groupe 7 : présence de valeurs manquantes et numérations cellulaires comprises entre 0,75 et
1,5 millions de cellules/ml ;

- Groupes 8 et 9 : présence de valeurs manquantes en nombre élevé (absence au cours de
certaines années pour le groupe 9).

Une analyse descriptive de la dynamique des résultats de numérations cellulaires au cours du temps
fait apparaitre leur augmentation progressive a partir de juillet pour des maxima atteints vers la fin
novembre. L'analyse temporelle des séries chronologiques (moyennes géométriques par groupe
d’éleveurs sur I'ensemble de la période de suivi) témoigne de maniére générale d’un lien entre le
prélévement réalisé au contréle t, le prélévement réalisé au contrble précédent t-1 et les valeurs
obtenues aux mémes dates au cours de I'année précédente (composante saisonniére) (Annexe 1.2).

Les groupes définis en fonction des niveaux de contamination en SCP ont été comparés a ceux établis
a partir des données de numérations cellulaires (Tableau 3 en Annexe 1.2). Cette comparaison a pu
étre effectuée pour 289 éleveurs sur 299. Les données coincident pour les groupes caractérisés par la
présence de valeurs manquantes. Les élevages présentant moins de 750 000 cellules/ml ont
généralement un niveau de contamination faible en SCP (<100 ufc/ml). Pour les niveaux intermédiaires
sur le plan des numérations cellulaires, les élevages se répartissent entre les groupes présentant une
contamination en SCP faible (< 100 ufc/ml) a intermédiaire (100 a 300 ufc/ml). Le fait d’avoir des
niveaux élevés de numérations cellulaires ne semble aucunement associé a des niveaux de
contamination élevés en SCP (> 500 ufc/ml).

Le coefficient de corrélation de Spearman entre les deux classifications est de 0,47 (p<0,001).
Néanmoins, cette corrélation est en grande partie due aux groupes caractérisés par un nombre élevé
de valeurs manquantes. En supprimant les élevages présents une seule année, la corrélation n’est plus
que de 0,37 (p<0,001). Il n’existe donc pas de lien apparent entre profils de numérations cellulaires et
profils de contamination en SCP.

1.5.2  Analyse croisée avec la typologie des producteurs fondée sur les germes totaux

Sur les quatre ans de suivi, une diminution de la quantité de germes totaux apparait.

35 4
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Figure 16 : Evolution de la moyenne géométrique des germes totaux (milliers par ml) au cours du temps
(pas de temps bi-mensuel sur la période 2001 - 2004)

Il ne semble pas y avoir de cyclicité ou de pics saisonniers contrairement a ce qui était observé pour les
niveaux de contamination en SCP ou les numérations cellulaires.

Quatre classes de niveaux de contamination en germes totaux auxquelles il faut rajouter une classe de
« valeur manquante » ont été définies :

- moins de 10 000 germes totaux/ml ;

- de 10000 a 20 000 germes totaux/ml ;

- de 20000 a 30 000 germes totaux/ml ;

- plus de 30 000 germes totaux/ml.

La premiere analyse réalisée sur le tableau des éleveurs-années (957 observations) a permis de définir
une typologie en 9 classes (R? de 0,53 aprés consolidation). (Figure 1 et Tableau 1 en Annexe 1.3). La

seconde analyse réalisée cette fois sur le tableau des éleveurs a conduit a une typologie en 6 groupes

(R de 0,46 aprés consolidation). Les groupes d’éleveurs peuvent étre caractérisés comme suit (Figure

2 et tableau 2 en Annexe 1.3) :

- Groupe 1 : caractérisé par des niveaux en germes totaux inférieurs @ 20 000 ufc/ml ;

- Groupe 2 : caractérisé des niveaux en germes totaux supérieurs a 20 000 ufc/ml ;

- Groupe 3 : caractérisé par I'existence de valeurs manquantes et des niveaux en germes totaux
de moins de 20 000 ufc/ml ;

- Groupe 4 : caractérisé par I'existence de valeurs manquantes et des niveaux en germes totaux
compris entre 10 000 et 30 000 ufc/ml ;

- Groupe 5 : caractérisé par I'existence de valeurs manquantes et des niveaux en germes totaux
supérieurs a 30 000 ufc/ml ;

- Groupe 6 : caractérisée par les éleveurs présents une seule année sur la période de suivi et par
la fréquence élevée des valeurs manquantes.

Les groupes définis en fonction des niveaux de contamination en SCP ont été comparés a ceux établis
a partir des données de germes totaux (Tableau 3 en Annexe 1.3). Cette comparaison a pu étre
effectuée pour 290 éleveurs sur 300. Les données coincident pour les groupes caractérisés par la
présence de valeurs manquantes. Les élevages présentant moins de 20 000 germes totaux/ml ont
généralement un niveau de contamination faible en SCP (< 100 ufc/ml). Pour les niveaux intermédiaires
en germes, les élevages se répartissent entre les groupes présentant une contamination en SCP
intermédiaire a élevée (de 100 a 300 ufc/ml, voire plus de 500 ufc/ml).

Le coefficient de corrélation de Spearman entre les deux classifications est de 0,51 (p<0,001).
Néanmoins, cette corrélation n’est pas due aux groupes caractérisés par un nombre élevé de valeurs
manquantes comme c'était le cas pour les numérations cellulaires. En supprimant les élevages
présents une seule année, la corrélation reste stable (0,51 avec p<0,001).

Les profils en germes totaux des élevages suivent de maniére générale les profils définis a partir des
résultats de contamination en SCP : niveaux de contamination faibles en SCP (< 100 ufc/ml) pour les
éleveurs ayant peu de germes totaux (< 20 000 germes/ml) ; niveaux de contamination intermédiaires a
élevés en SCP (100 — 300 ufc/ml et au dela) pour les éleveurs ayant plutot plus de 20000 germes/m..
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2 Relation entre niveaux de contamination par S. aureus des laits et des fromages

2.1 Sélection des exploitations et nature des prélévements

En transformation lactique, les éleveurs réalisant deux fabrications par jour ont été privilégiés afin de
pouvoir recueillir le lait de mélange avant adjonction du lactosérum. Ont ensuite été considérées les
exploitations pour lesquelles le lait du soir a été reporté sans prématuration (température de stockage
inférieure a 10°C et absence d’ensemencement). Il s'agit plus particulierement d’élevages appartenant
a la zone Pélardon. En ce qui concerne le Banon, tous les producteurs fermiers ont été intégrés a
I'étude. En pratique, parmi les 19 exploitations existantes, deux ont réalisé des produits de type lactique
et non présure. Cela a également pu arriver périodiquement a quelques producteurs qui ont ainsi géré
soit les demandes de leur clientéle, soit de mauvais résultats de contamination vis a vis de S. aureus.

Des analyses sur les laits et les fromages issus de ces laits ont été réalisées. Les fromages de type
lactique ont été collectés dans les 48 heures apres emprésurage. Ce délai, en principe porté a 72
heures en transformation présure a pu atteindre 96 heures chez les producteurs ne fabriquant du
Banon qu’en milieu de semaine.

La durée des campagnes laitieres a différé d’une région a l'autre avec des productions plus ou moins
saisonnées. Ainsi les suivis des troupeaux en Ste Maure de Touraine se sont poursuivis jusqu’en
décembre. Dans la zone Pélardon, les producteurs fermiers ont, pour la plupart, achevé leur campagne
en octobre / novembre. En ce qui concerne le Banon, la production a été interrompue des la fin du mois
de septembre.

2.2 Résultats de contamination par S. aureus des laits et des fromages

L’expression des résultats de contamination des laits differe Iégérement selon les laboratoires avec un
seulil inférieur pouvant étre fixé a 10 ou 20 ufc/ml.

Sur I'ensemble du suivi, 66 % des laits (N= 167) ont été peu ou pas contaminés (< 20 ufc/ml), environ

62 % des fromages (N= 159)ont présenté un niveau de contamination inférieur a 103 ufc/g (42,7 % en
dega de 100 ufc/g) (Figures 17 et 18).
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Figure 17 : Distribution des niveaux de contamination des Figure 18 : Distribution des niveaux de contamination des
laits de mélange (ufc/ml) fromages (ufc/g)
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Ces résultats globaux masquent cependant a la fois des variations de niveaux de contamination au
cours du temps (Figures 21 et 22) et d’'une zone de production a I'autre (Figures 19 et 20).
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Figure 19 : Distribution de la contamination des laits dans les Figure 20 : Distribution de la contamination des fromages
3 secteurs AOC dans les 3 secteurs AOC

En ce qui concerne les laits, les variations observées au cours du temps peuvent en partie étre
interprétées en tenant compte de I'étalement de la production (saisonnalité plus marquée en zone
Banon comparativement a ce qui est observé en Ste Maure de Touraine ; démarrages des campagnes
laitiéres différents). Sur le terrain, des interventions ont en outre été conduites face a des niveaux de
contamination jugés trop élevés. Des réformes, en particulier, ont été réalisées.

Conformément a ce que I'on pouvait attendre, les fromages de type présure présentent des niveaux de
contamination sensiblement plus élevés (Figure 23) que ceux des fromages issus d’une transformation
lactique (plus grande amplitude de variation).

Classes de dénombrement O<20 <100 O<1000 0>1000 ufc/ml
100% — — — —

80% L |:| L
60% & |:|

ao% | -l F-L F-L b= b=t F=1 -1 -1 -

Fréquence (%)
[
I

20%

0%

Avril
Mai
Juin
Juillet
Aout
Octobre
Avril
Mai
Juin
Juillet
Aout
Avril
Mai
Juin
Juillet
Aout

Octobre

Septembre
Novembre
Décembre
Septembre

Septembre

Ste Maure Pélardon Banon

Figure 21 : Evolution de la distribution de la contamination des laits au cours du temps dans les 3
secteurs AOC
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Figure 22 : Evolution de la distribution de la contamination des fromages au cours du temps dans les 3
secteurs AOC

Si 'on regarde conjointement les niveaux de contamination relatifs des laits et des fromages, on
remarque tout d’abord qu’en partant de laits méme trés contaminés, les dénombrements obtenus sur
les fromages dépassent rarement 104 ufc/g dans les fromages de type Pélardon et, que dans les autres
productions, ils peuvent atteindre voire dépasser 105 (Ste Maure de Touraine) a 106 ufc/g ( (Banon)
(Figure 23).
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Figure 23 : Relation entre les niveaux de contamination des laits et des fromages selon le type de
transformation réalisée
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A Tinverse, des fromages modérément a trés contaminés peuvent étre obtenus a partir de laits
apparemment non ou faiblement contaminés (Pélardon et Banon particulierement) (Figure 23). Si la
contamination du lait joue un role indéniable dans la qualité ultérieure des fromages, ces résultats
tendent toutefois a démontrer I'existence d’autres facteurs intervenant en amont ou au cours du process
fromager (Jorgensen et al, 2005).

3 Evaluation des risques d’entérotoxinogénese

3.1 Recherche des entérotoxines dans les fromages

Les résultats des dosages des entérotoxines totales (A a E) sont présentés en Annexe 1.4. Le dosage a
été effectué en double, voire en triple.

Une présence potentielle d’entérotoxine a été détectée a I'aide du kit Transia dans 6 fromages. Méme si
ce kit n'est pas quantitatif, on peut estimer a partir de la densité optique qu’un échantillon (8127)
semblait contenir moins d’entérotoxines que les cinq autres. Par ailleurs, un résultat était douteux
(6034), une détermination étant positive et deux négatives. Trois autres échantillons (6039, 6032 et
7187) ont eu un, voire deux résultats, proches du seuil de positivité.

Ce ne sont pas les échantillons les plus contaminés en staphylocoques a coagulase positive dans
lesquels des entérotoxines ont potentiellement été retrouvées. On peut faire 'hypothése qu'il y a un
effet de la technologie, ainsi que de la nature des souches de staphylocoques présentes.

Dans les 6 fromages trouvés positifs (sans ambiguité) avec le kit Transia plate SET, le typage des
entérotoxines a été réalisé dans un premier temps, a I'aide du kit Ridascreen. Cette détermination a été
faite en double. Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau 12.

Tableau12: Typage d’entérotoxines dans les fromages a l'aide du kit Ridascreen

Echantillons de fromage

4964 8127 56614 72727 56615 89119
Entérotoxine A - /- -I- - -l /-
Entérotoxine B /- -l -I- -/ -I- -
Entérotoxine C - -l -I- +/d -I- -
Entérotoxine D /- /- -/ /- /- /-
Entérotoxine E /- /- -/- /- - /-

d : douteux

Malgré une détermination positive a I'aide du kit Transia dans les 6 fromages étudiés, seule de
I'entérotoxine C a été détectée dans le fromage 72727 a un faible niveau. Pour rappel, une population
de staphylocoques a coagulase positive (SCP) de 35 800 ufc/g avait été dénombrée dans ce fromage.
Les limites de détection des kits Transia et Ridascreen sont sensiblement les mémes, soit 0,05 a 0,2
ng/ml et 0,1 ng/ml, respectivement (Lapeyre, 1997) et ne peuvent donc pas expliquer ces résultats que
I'on peut considérer comme « incohérents ». En revanche, la présence de faux positifs a été soulignée
dans les fromages avec l'utilisation du kit Transia, a cause notamment d’enzymes endogénes présentes
(Lapeyre, 1997).

A la vue de ces résultats, un autre kit de typage des entérotoxines, le kit Transia ID SEs commercialisé
par Diffchamb, a été employé. Les résultats obtenus figurent dans le tableau 13.
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Tableau 13: Typage d’entérotoxines dans les fromages a l'aide du kit Transia ID SEs

Echantillons de fromage

4964(1) 8127 56614 727270 56615@) 89119(1)
Entérotoxine A ++ + + ++ + +/+
Entérotoxine B /- d - d/- - +/d
Entérotoxine C ++ + + ++ + +/+
Entérotoxine D - - d +/d d +/d
Entérotoxine E +/d + + ++ + +/+

d : douteux ; (') : double détermination ; (2 : simple détermination

A Tlissue de la premiere détermination, différentes entérotoxines ont été trouvées dans les 6
échantillons étudiés. Le nombre d’entérotoxines détectées est cependant apparu comme étonnant : un
minimum de trois entérotoxines a été détecté dans chaque échantillon, ce nombre pouvant aller jusqu’a
5 entérotoxines détectées (échantillon 89119), résultat non obtenu avec le kit Ridascreen et jamais
obtenu auparavant (ni observé dans la littérature).

Dans ce contexte, avec les 6 barrettes restantes du kit Transia ID SEs, ont été analysés trois des 6
échantillons de I'étude (4694, 72727 et 89119) auxquels ont été rajoutés un échantillon négatif (8770)
obtenu avec le kit Transia (permettant la recherche d’entérotoxines totales), ainsi que deux extraits de
fromage a pate pressée non cuite au lait de vache contenant, I'un de I'entérotoxine A et l'autre de
I'entérotoxine D. Ces extraits provenaient du travail de thése d’Helen Lamprell (2003) et les résultats de
typage avaient été obtenus avec le kit Oxoid. L’ajout de ces 3 échantillons supplémentaires permettait
de voir si c'était le kit Transia ID SEs qui posait probléme ou pas.

La double détermination a permis globalement de confirmer les résultats obtenus lors de la premiére
détermination (Tableau 13). Dans [I'échantillon 8770 (échantillon négatif avec Transia), aucune
entérotoxine n'a été retrouvée, et les résultats obtenus avec le kit Oxoid dans les deux autres
échantillons ajoutés ont été confirmés. A priori, le kit Transia ID SEs utilisé n’était donc pas a remettre
en cause.

A ce stade, il était difficile de conclure si vraiment il y avait présence ou pas d’entérotoxines dans les
fromages étudiés et quel type d’entérotoxine avait le cas échéant été produit. Des interférences peuvent
en effet exister avec la matrice « fromage de chévre » (présence d’enzymes endogénes), mais aussi
avec la protéine A de S. aureus. Ainsi, d’autres voies ont été explorées :

- Afin d'éliminer la piste « présence d’enzymes endogénes » pouvant donner des faux positifs,
les extraits de fromages obtenus par dialyse-concentration, ont été chauffés a 80°C - 30s ;

- Suite a la parution de la note de service de la DGAL (note de service
DGAL/SDSSA/SDRRCC/N2005-8194 du 27 juillet 2005), les extraits de fromages ont été traités
avec des immunoglobulines de lapin (élimination des interférences avec la protéine A de
S. aureus).

- Suite & ces deux traitements, une recherche des entérotoxines a été effectuée a l'aide du kit
Transia plate SET.

- Enfin, une recherche d’entérotoxines a été effectuée a l'aide de I'appareil VIDAS par le
Laboratoire Département d’Analyses du Jura a partir des extraits de fromage préparés par
I'INRA de Poligny.

Les résultats sont présentés dans le tableau 14.
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Tableau 14: Résultats de la recherche d’entérotoxines dans les fromages a l'aide du kit Transia plate
SET et de I'appareil VIDAS

Transia VIDAS SET2
Extrait de Extrait de
Test . Extrait de fromage  fromage chauffé .
Erx;;?:gdee fromage +lgs  chauffé 4 80°%- 4 80°c-30s + Er’g;ﬁggdee
Echantillon de lapin 30s Igs de lapin
49642 -I- -I- -I- -/ -I-
8127a ++ -I- -I- -/- -/
566140 H+ ++ -I- /- -I-
72727° +/+ ++ -I- -I- -I-
56615° H+ ++ -I- /- -I-
89119° ++ ++ -I- /- /-

a: échantillons de Banon ; b : échantillons de Ste Maure de Touraine

Les résultats de dosage a laide du kit Transia plate SET sont conformes a ceux obtenus
précédemment, excepté pour I'échantillon 4964 qui est devenu négatif. Lors de I'analyse des extraits de
fromage obtenus précédemment (mai 2005) avec le kit Transia, un résultat douteux a été obtenu sur cet
échantillon (résultats non montrés).

Avec I'ajout d'immunoglobulines de lapin, seul un échantillon (8127) est devenu négatif.

Aprés chauffage des extraits de fromage a 80°C-30s, tous les échantillons sont devenus négatifs ;
cependant le chauffage a entrainé un trouble des extraits qui a pu géner I'analyse.

Finalement, tous les échantillons ont été trouvés négatifs apres analyse avec le kit VIDAS SET2. Dans
leur étude, Vernozy-Rozand et al (2004) concluaient que le kit VIDAS SET2 avait un seuil de détection
des entérotoxines équivalent, voire plus bas que celui du kit Transia Plate, ainsi qu'une meilleure
spécificité et une meilleure sensibilité.

Ainsi, peut on raisonnablement conclure que les échantillons de fromages analysés, ne contenaient pas
d’entérotoxines.

3.2 Caractérisation génomique des souches de S. aureus

Parmi les souches de collection, 65,9 % présentent un géne codant I'entérotoxine C (Tableau 15).

Tableau 15: Caractérisation du potentiel entérotoxinogéne des souches de collection issues de
mammites

Souches positives

Entérotoxine Géne Nombre %
A sea 0 0
B seb 0 0
C sec 27 65,9
D sed 0 0
E see 0 0
G seg 4 9,8
H seh 2 4,9
[ sei 4 9,8
J sej 0 0
K sek 4 9,8
L sel 4 9,8
M sem 4 9,8
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Chaque souche présente au moins un géne codant une entérotoxine. Les génes sei, sek, sel et sem
sont présents dans 9,8 % des souches. Par contre, aucune souche ne possede les génes codant les
entérotoxines A, B ou D, habituellement incriminées dans les cas de toxi-infections alimentaires.

Soixante et une souches ont été isolées du lait des chévres excrétrices présentes dans 14 exploitations.
Les résultats correspondants sont présentés en Annexe 1.4 et 1.5. La plupart des souches de chévres
excrétrices isolées dans le cadre de I'étude présentent des profils identiques du point de vue de leur
potentiel entérotoxinogéne. La plupart des souches isolées (80,3 %) possede le gene codant
I'entérotoxine de type C. Conformément a ce qui est rapporté dans la littérature (Matsunaga et al.,
1993 ; Srinivasan et al., 2006 ; Stephan et al., 2001 ; Zschock et al., 2004), le géne tsst est presque
systématiquement associé a sec (48 souches sur 49, soit 98 %). Il ne code pas une entérotoxine mais
la TSST dont on sait quelle est impliquée dans des chocs toxiques chez I'nomme (Crass et Bergdoll,
1986 ; Kansal et al., 2007 ; Kunstmann et al., 1989 ; Thomas et al., 2007).

Chaque souche sauf une présente au moins un géne codant une entérotoxine. Les genes sea et sed
codant les entérotoxines A et D ont été retrouvés dans respectivement 3,3 % (N=2; 1 exploitation
concernée) et 13,1% (N= 8 ; 3 exploitations concernées) des souches. Aucune n'est porteuse de seb
(gene correspondant & I'entérotoxine B). A peine 9,8 % des souches (N=6) sont porteuses du géne
codant la staphylokinase (sak).

Les souches ayant fait I'objet d'une détermination pour l'allele agr (N=32), se répartissent entre les
types agr 1 (59,4 %) et agr 3 (40,6 %).

Les résultats issus de I'analyse des laits de mélange et de fromages sont présentés par bassin de
production dans les tableaux 16 a 18.

Tableau 16 : Zone AOC Banon : Caractérisation du potentiel entérotoxinogéne des mélanges de
souches provenant des prélevements de laits de mélange et des fromages issus de ces laits

Eleveur Prélévement sea seb sec sed see seg seh sei sej sek sel sem tsst stk nuc

2 Lait biofilm - - + - - + - + + - + + + + 4
Laitdetank - - - - - - - - - - - - ¥ 4+ .
Fromage - - + - - - - - - - . 4+ + - 4

4 Laitdetank - - + - - - - - o - 4+ 4 - - %
Fromage + - + - - + - + + - + + + + +

6 Laitdetank - - + - - + + + + - 4+ + + + +
Fromage - - + - - - + + + - 4+ + + + +

7 Fromage - - + - - - 4+ - - - - - 4 - %
8 Laitdetank - - - - - - 4+ - - - o . L .
Fromage - - + - - - - - - - - . % + %

10 Laitdetank - - - - - + - 4+ + - 4+ 4+ - - 4
Fromage + - + - - + - + + - + + + + 4+

12 Laitdetank - - 4+ - - - - o o o L+ - %
Fromage - - + - - - - - - - -+ + + %

17 Laitdetank - - + + - 4+ - + + - + + + + %
Fromage - - + + - + + + + - + + + + 4+

18 Laitdetank - - + - - + + + + - + + - + +
Fromage - - + - - + + + + - + + - + 4
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Tableau 17 : Zone AOC Pélardon : Caractérisation du potentiel entérotoxinogéne des mélanges de
souches provenant des prélevements de laits de mélange et des fromages issus de ces laits

Eleveur Prélevement sea seb sec sed see seg seh sei sej sek sel sem tsst sak nuc
A Lait de tank* - - -

Fromage Tt
B Laitdetank* - - + - - - + - - . .
C Laitdetank - - + - -
D +
+

1
+ |+ [+
1

Laitdetank - -
Fromage - - .
E Laitdetank - - - - - - 4+ - - - - . . .
Fromage - - - - ..t
F Lait de tank* - - - -
G Laitdetank - - + - - - - o oL+
Fromage - - + +
H Laitde tank* - - - - - - - - - - - . . .
Fromage - - - - - - - - - - - - - .
| Laitdetank - - + - - - - o - - - . ¥ -
Fromage

1
1

+ + |
1
1
1

+ + |
1
+

+ |+ |+ |+

+ +

1
1
+
1
1
1
1
1
1
1
1
1
+
1
+ + |+

*<20 ufc.ml

Tableau 18 : Zone AOC Ste Maure de Touraine : Caractérisation du potentiel entérotoxinogene des
mélanges de souches provenant des prélévements de laits de mélange et des fromages issus de ces
laits

Eleveur Prélevement sea seb sec sed see seg seh sei sej sek sel sem tsst sak nuc

J Laitdetank - - + - - - - o o o L o+ - %
Fromage N B e
Fromage - - . . . . . . . . . BB =B

K Laitdetank - - + - - - - - o . o 4+ - %

Fromage - - + - - - - - - - . -+ - %

L Fromage - - + - - - - - - - - . %+ - 4

M Laitdetank - - + - - A = B

Fromage - - + - - + - - - - - 4+ + - %

N  Laitdetank - - - - - - - - - 4 4 + - + %
Fromage - - ... oo e

O Fromage - - - e o Lo

Tous échantillons confondus, sec est présent dans 78 % des cas (74 % pour les laits de tank et 82 %
pour les fromages). Le géne tsst qui lui est le plus souvent associé est mis en évidence dans 68 % des
échantillons. Le géne sea a été rencontré dans les fromages de deux exploitations différentes. Le géne
sed a été mis en évidence dans le lait de tank et le fromage d’une méme exploitation. La souche isolée
d’'une des chévres excrétrices présentes dans cette exploitation présentait cette méme caractéristique.
Le géne codant la staphylokinase est présent dans 37 % des échantillons analysés avec toutefois une
fréquence différente en fonction de l'origine géographique des prélévements : 65 % en AOC Banon,
17 % en AOC Pélardon, 9 % en AOC Ste Maure de Touraine. Les génes codant les toxines F a N ont
été identifiés dans un a deux échantillons en AOC Pélardon et Ste Maure de Touraine. lls apparaissent
plus fréquemment en AOC Banon (47 a 71 % des échantillons analysés).

45



4 Typage et tracabilité des souches de S. aureus

En s'intéressant exclusivement aux produits obtenus en transformation de type présure, I'étude de la
contamination des laits et des fromages par S. aureus (§2.2) met en évidence la fréquence élevée
(63,5 % ; N = 96) des laits de tank (N=96) présentant des niveaux de contamination inférieurs ou égaux
a 10 ufc/ml. La contamination des fromages reste inférieure a 102 et 104 ufc/g dans, respectivement,
29 % et 58 % des cas. Cependant, 16,7 % des fromages fabriqués peuvent étre considérés comme non
conformes avec des dénombrements supérieurs a 105 ufc/g (N=16). Parmi ceux—ci, 37,5 % ont
néanmoins été fabriqués a partir de laits peu ou pas contaminés (dénombrements < 10 ufc/ml) (Figure
23).

4.1 Prévalence de la contamination par S. aureus selon le site de prélévement

La prévalence des infections intramammaires occasionnées par S. aureus atteint en moyenne 2,8 % :
une seule chévre excrétrice a été détectée dans 5 exploitations, aucune dans une exploitation. Un
portage nasal ou sur les mains des producteurs (trayeurs ou fromagers) a été mis en évidence chez,
respectivement, 28,6 et 9,5 % des personnes soumises aux prélevements soit, globalement, 33 % des
personnes concernées.

Lair collecté en salle de traite peut étre ponctuellement contaminé par des souches de S. aureus. Cette
contamination est réduite : 1 @ 2 ufc/10 litres d’air. Parallélement, on observe une contamination plus
importante (> 300 ufc/ 10 litres d’air) par des souches de staphylocoques coagulase négative. Ces
niveaux de contamination ne s’accroissent cependant pas en cours de traite (Tableau 19).

Tableau 19 : Contamination par S. aureus de l'air en salle de traite (ufc/10 litres d’air)

Avant I'entrée des animaux Pendant la traite
N° éleveur Staphylocoques Staphylocoques Staphylocoques Staphylocoques
coagulase négative coagulase positive coagulase négative coagulase positive
1 35 0 512 0
2 >300 1 >300 1
3 30 0 126 0
4 373 2 19 0
6 104 1 95 0
8 >300 0 284 0
9 51 0 118 0
10 >300 0 422 0
12 >300 0 >300 0
17 >300 0 >300 0
18 >300 0 >300 0

Dans 4 installations sur 10, la présence de S. aureus a été décelée dans les biofilms des installations
de traite (Tableau 20).
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Tableau 20 : Contamination par S. aureus des biofilms des installations de traite

N° & Recherche de S. aureus Dénombrement de
éleveur X L
aprés enrichissement S. aureus (ufc/ml)
4 Absence 1000
10 Présence 200
2 Présence 10
6 Absence 10
1 Absence <10
3 Absence <10
8 Absence <10
9 - <10
12 Absence <10
17 - <10
18 Traite manuelle

4.2 Diversité des souches

Cinq alléles ont été différenciés avec les TRs des loci SAV1078, coa, clfA et cIfB. Le TR fnb s'avére le
plus discriminant avec 10 alleles obtenus. La fréquence relative des différents alléles de chaque TR est
précisée en Annexe 1.7 en fonction de l'origine des isolats dans lesquels ils ont été mis en évidence.
Certains alléles prédominent : alléle A1 pour coa et clfA, alléle A3 pour sav1078, alléle A4 pour clfB et
allele A6 pour fnb. Cependant leur fréquence relative peut varier en fonction de leur provenance
(Annexe 1.7).

En prenant en compte a la fois les résultats des VNTR (combinaison des résultats obtenus pour les 5
TRs) et la présence du gene codant la staphylokinase, 57 profils de souches différents ont été
identifiés. Les profils sont caractéristiques de chaque exploitation dans 81 % des cas (46 profils sur 57).
Cependant des combinaisons peuvent étre communes a 2 ou plusieurs exploitations (jusqu’a 5
différentes).

Pour chaque exploitation, sont rapportés en Annexe 1.8 les différents profils de souches et I'analyse
des sources de contamination.

Au sein de chaque exploitation, toutes origines confondues, le nombre de profils varie de 3 a 17 (en
moyenne 6 profils par exploitation) ce qui traduit la diversité des souches isolées (Tableau 21).

Tableau 21 : Nombre moyen par exploitation de profils MLVA des souches de S. aureus en fonction de
leur provenance

Chévres  Peau des - Fosses . Laits de

. . Biofilm Mains Fromages Total

infectées  mamelles nasales tank
Moyenne 1,5 0,7 0,2 0,6 0,3 3,8 3,5 6,3
Minimum 0 4 0 0 0 0 2 3
Maximum 3 4 1 3 2 10 7 17

MLVA : Multi Locus VNTR Analysis

La présence du géne codant la staphylokinase a été observée pour 187 souches (Tableau 22). Toutes
les souches isolées des mains et des fosses nasales des producteurs étaient porteuses du géne, ce qui
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confirme sa présence chez les souches d’origine humaine. Les souches isolées chez I'animal (origine
cutanée ou intramammaire) sont également porteuses du gene dans la majorité des cas (61,2 %). La
proportion des souches « staphylokinase positives » isolées des laits de tank est sensiblement du
méme ordre de grandeur (57,1 %). En revanche, seules 20 souches sur 179 isolées dans les fromages
étaient « staphylokinase positives » (11,2 %).

Tableau 22 : Nombre de souches de S. aureus porteuses du géne codant la staphylokinase en fonction
de leur provenance

Nb de souches portant sak/

. 0,

Provenance : Nb total de souches o
Chévres :

= Chévres infectées 18/33 54,5

= Peau des mamelles 31147 66,0
Trayeurs / transformateurs (portage) :

=  Fosses nasales 24124 100,0

= Mains 5/5 100,0
Biofilm (installation de traite) 1/12 8,3
Laits de tank 88 /154 57,1
Fromages 20/179 11,2
Total 187 | 454 41,2

4.3 Origine de la contamination des laits de tank et des fromages

Selon les exploitations, le nombre de profils MLVA des souches isolées des laits de tank et des
fromages varie respectivement de 0 & 10 et de 2 a 7 (Tableau 21), soit en moyenne plus de trois profils
distincts par élevage pour chacun de ces milieux.

Sur 33 profils MLVA de souches de S. aureus isolées des laits de tank, dix, soit moins d'un tiers, sont
identiques a ceux de souches isolées du lait de chévres excrétrices (Tableau 23). Certains sont
identiques a ceux de souches présentes sur la peau des mamelles et moins fréquemment, de souches
isolées des biofilms des installations de traite (Nb = 1) ou encore des fosses nasales des trayeurs (Nb =
2). En ce qui concerne cette derniére source potentielle de contamination, deux situations ont pu étre
distinguées. Dans la premiére, les souches dorigine nasale et les souches isolées du lait de tank
présentant un profil identique sont issues de deux exploitations différentes. Dans la seconde, le profil
MLVA correspondant aux souches d’origine nasale est commun, au sein du méme élevage, a des
souches isolées du lait de tank et des souches provenant du lait de chevres infectées (Tableau 25). |l
est également commun a des souches isolées du lait de tank d’'une autre exploitation.

Tableau 23 : Origine des souches de S. aureus ayant un profil MLVA identique a celui identifié dans les
laits de tank de 12 producteurs

Laits de tank Nombre de profils identiques
Nombre de Nombre de Chévres Peau des - Fosses .
3 . , Biofilm Mains
souches profils infectées mamelles nasales
154 33 10 4 1 2 0

MLVA : Multi Locus VNTR Analysis
L’origine de la contamination des fromages peut également étre étudiée (Tableau 24). Dix sept profils

MLVA (56,7 %) sont communs aux souches isolées des laits de tank et des fromages. Sur un total de
30 profils, seuls 7 (23,3 %) sont identiques a ceux de souches isolées des chévres excrétrices.
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Tableau 24 : Origine des souches de S. aureus ayant un profil MLVA identique a celui identifié dans les
fromages de 12 producteurs

Fromages Nombre de profils identiques
Nombre de Nombre de Laitsde  Chévres Peaudes - Fosses .
3 . . Biofilm Mains
souches profils tank infectées mamelles nasales
179 30 17 7 4 1 1 0

MLVA : Multi Locus VNTR Analysis

Le typage des souches permet, pour une exploitation donnée, de formuler des hypotheses sur les
sources principales de contamination du lait ou des fromages, ce qu'illustre le tableau 25 pour 4
producteurs.

Tableau 25 : Origine et nombre de souches de S. aureus présentant le méme profil MLVA chez 4
producteurs

Chévres en lactation Portage humain
p Laitsde Chevres Peau des - Fosses .
roducteurs Fromages , . Biofilm Mains
tank infectées mamelles nasales
Producteur 4
Ll Nb total de souches 15 8 1 10
. Nb total de profils 4 4 1 1
L] Nb de souches de profil 6 1
identique 7 2 10
1 1
Producteur 8
Ll Nb total de souches 10 29 6 16 10
. Nb total de profils 7 10 1 4 3
L] Nb de souches de profil 1 4
identique 1 3 10
1 1 1
1 1
1 6
1 2
4 3
Producteur 12
= Nb total de souches 34 14 6
. Nb total de profils 5 4 3
. Nb de souches de profil 8 1 3
identique 1 3 1
23 9 2
Producteur 20
= Nb total de souches 45 7 25 8
. Nb total de profils 3 5 2 1
L] Nb de souches de profil 6 1
identique 7 2
15 2 8

MLVA : Multi Locus VNTR Analysis

Chez le producteur 4, une seule chévre excrétrice a été identifiée et ne constitue que I'une des sources
de contamination du fromage. Parmi les autres sources susceptibles d’étre incriminées, figure le biofilm
de l'installation de traite, 7 des 15 souches isolées dans les fromages ayant le méme profil MLVA que le
sien.

49



Chez le producteur 8, les chévres en lactation interviennent dans la contamination du fromage a double
titre : par la peau des mamelles et des trayons, en contact indirect avec le lait par l'intermédiaire de la
machine a traire (4 souches de fromages sur 10 et 4 profils MLVA sur 7) et par la présence de 6
chévres infectées excrétrices (1 souche de fromage et 1 profil MLVA).

Chez le producteur 12, toutes les chévres infectées (Nb = 6) participent a la contamination des laits de
tank et des fromages issus de ces laits. Il s'agit vraisemblablement de la source principale (32 souches
de fromages sur 34) mais non unique (3 profils MLVA sur 5) de contamination du produit final.

Enfin, chez le producteur 20, il est intéressant de noter que les souches d'origine nasale du producteur
sont identiques aux souches isolées du lait de deux des chevres excrétrices (Nb = 7) et de 15 des 45
souches isolées du lait de tank (1 profil MLVA sur 3).

4.4 Persistance de la contamination par S. aureus

Dans plusieurs cas, des souches de profils MLVA identiques ont pu étre isolées a des périodes
différentes, soit au sein de la méme campagne laitiére, soit au cours de deux campagnes successives
(Tableau 26).

Tableau 26 : Nombre de cas ou des souches de profils MLVA identiques ont été isolées a des périodes
différentes

. Fromages ek
Fromages Laits de tank ot laits de tank Fromages et chévres
9 5 6 6

*Portage cutané ou infection intramammaire ; MLVA : Multi Locus VNTR Analysis

C. Discussion

L’analyse des résultats des analyses de dénombrement réalisées a l'initiative des entreprises laitiéres a
permis de faire un premier état des lieux en matiere de contamination des laits de tank et de citernes.
Sur le plan opérationnel, le nombre restreint de laits de troupeaux intervenant dans la contamination
ponctuelle d’une citerne permet d’envisager des interventions ciblées et d’autant plus efficaces chez les
producteurs concernés. Cela permet notamment d’expliquer le faible nombre de cas pour lesquels une
contamination en SCP élevée (> 500 ufc/ml)) persiste au cours du temps : 15 éleveurs identifiés soit
4,5 % de l'effectif étudié. Inversement, l'irrégularité des résultats des producteurs est révélatrice des
difficultés de maitrise de la contamination a la production. D’autres aspects doivent néanmoins étre
considérés. Le premier concerne les techniques de dénombrement elles-mémes. Les staphylocoques
sont en effet regroupés en grappes. Des résultats différents peuvent étre obtenus selon que ces
grappes auront ou non été dissociées, ce qui fait intervenir les conditions de prélévement, de transport
ainsi que les procédures de laboratoire. Au dela de ces aspects analytiques, le niveau de contamination
du tank est le reflet de I'excrétion mammaire des chévres du troupeau. A la différence des numérations
cellulaires que I'on associe a une prévalence présumée d'infections, le niveau de contamination en SCP
traduit aussi voire surtout la variabilité de I'excrétion mammaire des chevres infectées. La notion de
variabilité nécessite d'étre explicitée. Elle recouvre en effet différentes réalités relatives aux techniques
de dénombrement, aux sources de contamination et a I'excrétion mammaire proprement dite. Sur le
plan analytique, Lombard (2004), dans une étude sur les essais inter-laboratoires en microbiologie des
aliments, indique qu'au dela de la méthode d’analyse et du niveau de fidélité que I'on peut en attendre,
I'échantillonnage et le traitement des échantillons revétent une importance considérable. Selon
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Lombard, les valeurs générales de répétabilité et de reproductibilité pour le dénombrement des
staphylocoques coagulase positive sont respectivement de 0,28 et 0,43 pour la méthode BP (Baird-
Parker) et de 0,22 et 0,33 pour la méthode RPFA (recours a un milieu gélosé au plasma de lapin et au
fibrinogene). Ces valeurs générales de fidélité sont jugées acceptables pour des méthodes de
dénombrement bactérien, en particulier pour la méthode BP qui comporte une étape de confirmation.
Cette estimation de la fidélitt ne prend néanmoins pas en compte la variabilité introduite par
I'hétérogénéité de contamination des échantillons, elle-méme dépendante de leur homogénéisation.
Une homogénéisation minutieuse est en principe requise lors de la prise d’échantillon initiale puis
ensuite, au niveau du laboratoire, lors de la prise d’'essai. Cet aspect ne peut étre éludé dans
linterprétation des résultats des analyses ainsi qu'il a été acté dans la norme ISO/TS 19036:2006.
Cette norme définit les lignes directrices pour l'estimation de lincertitude de mesure pour les
déterminations quantitatives en microbiologie alimentaire, qui recouvre a la fois les erreurs liées a la
technique de mesure, propre a chaque laboratoire, et la variabilité due a I'échantillon lui-méme et a la
concentration du microorganisme dans I'aliment. La note de service DGAL/SDSSA/N2008-8009 en date
du 14 janvier 2008 rappelle qu’a ce jour, la notion de tolérance liée aux techniques d’analyses n'est pas
prise en compte dans le réglement (CE) n°2073/2005 en vigueur et qu’au niveau communautaire,
aucune mesure n'a été instaurée sur la maniére dont I'incertitude de mesure doit étre prise en compte
dans l'interprétation des résultats des analyses microbiologiques.

Outre ces aspects analytiques, la variabilité des résultats de dénombrement peut étre aussi le reflet de
la diversité des sources de contamination du lait de tank. Enfin, 'excrétion mammaire des chévres
infectées est également quantitativement variable au cours du temps : variabilité d’'un jour a l'autre,
d’'une période a l'autre.

Dans la typologie des producteurs réalisée a partir de la base de données fournie par les entreprises, la
présence de valeurs manquantes constitue une limite pour I'analyse et l'interprétation des groupes et
des profils de niveaux de contamination correspondants. Ces données manquantes peuvent étre de
différents types: absence de collecte du lait liée a la saisonnalité de la production, interruption
temporaire de la collecte du producteur suite & une non conformité de son lait (présence d’'un agent
pathogéne tel que Listeria,...), modification des tournées de collecte (et notamment ajustement des
collectes en fonction des besoins saisonniers de la laiterie), redéfinition des zones de collecte (en
particulier, limitation du lait collecté en cru depuis 2004). Dans la mesure ou ce manque d'information
n'est pas une conséquence du profil de I'éleveur (notamment pas de relation évidente entre la
mauvaise qualité des résultats et 'absence de collecte et consécutivement d’analyse), il est probable
que les valeurs manquantes n’'induisent pas de biais. Ce point nécessiterait toutefois d’étre validé.

D'un point de vue dynamique, on constate pour la majeure partie des classes de producteurs une
relation entre les résultats obtenus a un contréle donné, ceux du contrdle précédent (voire de plusieurs
contrbles antérieurs pour les classes présentant les niveaux les plus élevés) et ceux obtenus I'année
précédente. La cinétique d’évolution des niveaux de contamination en SCP est donc caractérisée par
I'existence d’une composante saisonniére. Les contaminations sont plus fréquentes et de plus grande
amplitude en début de printemps, soit pendant et juste apres la période des mises-bas. Or, c’est le plus
souvent en début de lactation, au cours des premiers mois de la campagne que surviennent les
infections cliniques et de fagon plus générale les nouvelles infections. Il est possible que cette
augmentation de la fréquence des animaux infectés et des formes cliniques d'infections mammaires se
traduisent par une augmentation des niveaux d'excrétion et corollairement des niveaux de
contamination des laits de mélange. Par ailleurs, les primipares mettent bas en léger décalage (environ
un mois) avec la population des adultes en février — mars (avec des variations en fonction des zones de
production et de I'adaptation des éleveurs aux demandes des entreprises). Considérées comme plus
sensibles aux conditions de traite (de Cremoux et al., 2001) que les multipares, les primipares
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s'infectent précocement et en relativement forte proportion. Les pics de contamination observés au
printemps pourraient donc étre consécutifs, notamment, a l'infection des jeunes.

D’autres critéres de qualité du lait (numérations cellulaires de tank, nombre de germes totaux,...) ont
été étudiés pour évaluer dans quelle mesure les groupes délevages présentant des niveaux de
contamination en SCP élevés se distinguent également sur d’autres paramétres. L’analyse croisée des
différentes typologies de producteurs montre que les résultats de numérations cellulaires des laits de
tank ne permettent en rien de présager des risques de contamination par S. aureus. De fait, les
numérations cellulaires constituent un indicateur individuel des infections mammaires: leur
augmentation dans le lait est une réponse non spécifique face a I'atteinte de la mamelle et traduit la
présence d’'une infection et non un niveau d’excrétion (qui est par ailleurs variable au cours du temps).

En ce qui concerne les germes totaux, il n'existe pas non plus de corrélation entre les niveaux de
contamination en germes et ceux en SCP comme en témoignent notamment les cinétiques de
contamination au cours du temps : caractére saisonné des contaminations en SCP, non saisonné pour
les germes totaux ; tendance a une baisse des germes totaux au cours d’une période de 4 ans de suivi,
légére tendance a la hausse des SCP. Cependant, on constate que les élevages présentant des
niveaux de contamination en germes totaux (plus de 20000 germes /ml) sont également ceux dans
lesquels la maitrise de la contamination en SCP est la plus difficile. Ces premiéres observations
demanderaient a étre confirmées. Des investigations complémentaires permettraient sans doute
d'évaluer en quoi les profils de germes totaux sont révélateurs de pratiques (d’hygiéne, de traite,
d’entretien des installations de traite et/ ou des tanks a lait,...) ou de conduites de troupeau
éventuellement favorables a la contamination et/ou a la multiplication des SCP dans les laits de tank.

La comparaison des niveaux de contamination des laits de tank et des fromages indique que si ceux-Ci
sont corrélés, une contamination faible du lait ne saurait néanmoins garantir, particuliérement pour des
produits considérés comme sensibles, comme les fromages de type présure, la qualité sanitaire du
produit final. Ce résultat confirme I'importance de la contamination initiale du lait mis en fabrication,
mais apporte une nouvelle illustration de l'influence du processus de transformation fromagere dans la
maitrise de la contamination du produit fini. Compte tenu de ces éléments, la connaissance des sources
de contamination par S. aureus des laits de tank et des fromages peut s'avérer utile, voire
indispensable, lorsque cette contamination persiste en dépit des mesures de controle habituellement
prises a I'égard des infections mammaires et qu’elle constitue un risque économique pour I'élevage
concerné. Les récentes modifications apportées dans la réglementation fixant notamment la réalisation
des dénombrements au moment d'obtention théorique du pic de croissance maximale des bactéries
(période variable a déterminer en fonction des produits), rendent en effet nécessaire la maitrise des
niveaux de contamination en SCP trés précocement au cours de la transformation (pas de prise en
compte de la diminution des niveaux de contamination au cours de I'affinage).

La méthode de typage MLVA utilisée dans le cadre de cette étude s'avére trés discriminante
comparativement aux autres méthodes employées dans ce domaine telles que la REP-PCR ou encore
I'électrophorése en champ pulsé (Jorgensen et al., 2005 ; Vautor et al., 2003). Elle met en évidence une
importante hétérogénéité génétique des souches de S. aureus également décrite par Aarestrup et al.
(1995), Da Silva et al. (2006). Enfin, elle révéle une trés grande diversité de souches circulant dans
'ensemble des exploitations, mais un nombre relativement limité pour chaque site considéré et ayant
fait 'objet de prélevements. Quelques souches issues d'élevages différents ont présenté des profils
MLVA identiques. La prise en compte d'un TR supplémentaire dans le profil génomique aurait sans
doute permis de les dissocier (Sabat et al., 2003).
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L’étude de souches issues des laits de tank et des fromages témoigne de la multiplicité des sources
possibles de contamination. La contamination des fromages fait le plus souvent suite a celle du tank.
Les chévres excrétrices peuvent constituer I'une des sources principales de contamination (Muehlherr
et al, 2003 ; Roberson et al., 1994, 1998 ; Vautor et al., 2003). Agent prépondérant des mammites
cliniques chez la chévre (Abu-Samra et al., 1988 ; Ameh et Tari, 2000 ; Dewani et al., 2002 ; Sharma et
al., 1999), S. aureus intervient également, mais dans une moindre mesure, dans les infections
subcliniques. A cet égard, la présente étude confirme la faible prévalence des infections mammaires
chroniques ou subcliniques a S. aureus chez la chévre (Bergonier et al., 2002). (Alawa et al., 2000 ;
Bergonier et al., 1999 ; Ndegwa et al., 2001 ; Ryan et Greenwood, 1990 ; Sung et al,, 1999; White, 1999).
Sur le plan pratique, cela signifie que l'identification et la ségrégation des chévres excrétrices peuvent
ne pas suffire a contrdler ou supprimer la contamination du lait de tank et des fromages.

Le typage des souches ne permet pas d'identifier de maniére certaine les autres sources de
contamination. Le fait de ne typer qu’une certaine proportion de souches isolées sur des milieux
sélectifs, ainsi que les faibles niveaux de contamination parfois rencontrés, peuvent introduire un biais
quant a la représentativité de I'échantillon tant sur le plan qualitatif que quantitatif. Différentes sources
de contamination susceptibles d’étre incriminées ont néanmoins pu étre mises en évidence, parmi
lesquelles figurent le portage cutané des mamelles (Alhendi et al., 1993 ; Mahanta et al., 1997 ; Valle et
al., 1990), les biofilms présents dans les installations de traite et, de maniére plus exceptionnelle, le
portage humain (Matos et al., 1991 ; Roberson et al., 1994 ; Zadocks et al., 2002). Si le réle de la
machine a traire et de la technique de traite dans la transmission active (Sinapis et al., 2000 ; Williams
et Mein, 1985 ; Zschock et al., 2000) ou passive (Bergonier et al., 2003) des infections a été largement
décrit, la possibilité d’'une contamination des produits par S. aureus consécutive a la constitution d’un
biofilm sur le matériel de traite n'avait jusqu’a présent que peu été envisagée (Fox et al., 2005).

En élevage, le contrdle de ces infections repose sur I'ensemble des mesures curatives et préventives
classiquement préconisées chez la vache laitiere et adaptées aux particularités de I'espéce caprine
(prépondérance du réservoir mammaire sur le plan épidémiologique, conduite en lots, saisonnalité de la
production,...) (Baudry et al., 2000 ; de Cremoux et al., 1995 ; Menzies et Ramanoon,2001 ; Mercier et
al., 1998 ; Poutrel et al., 1997 ; Sinapis et al., 2000). Au dela de leur absence de spécificité a 'égard de
S. aureus, ces mesures n'ont pas encore pleinement fait la preuve de leur efficacité (de Cremoux et al.,
2001). Le caractére multifactoriel des infections mammaires rend délicate la définition et la
hiérarchisation des mesures a mettre en ceuvre en élevage. Le typage des souches peut permettre,
selon les exploitations, de formuler des hypothéses sur les sources principales de contamination du lait
et des fromages. Il permet de ce fait d’envisager des moyens d'action différents et ciblés selon la
source incriminée :

- identification des animaux excréteurs, en vue de I'établissement d'un ordre de traite, de leur
traitement ou de leur réforme, a court ou moyen terme ;

- amélioration de I'hygiene de traite : mise en place d’une antisepsie des trayons en fin de traite
(voire d’un prétrempage) sur tout ou partie du troupeau, pendant tout ou partie de la campagne
laitiére ;

- soin apporté aux mamelles en cas de Iésions cutanées, de staphylococcies ;

- modification des pratiques de nettoyage-désinfection de I'installation de traite ;

- précautions supplémentaires pour limiter les contaminations d’origine humaine a certaines
étapes de la transformation,

La persistance des sources de contamination n'a pu étre observée que de maniere parcellaire et
souvent tres indirectement. Ainsi, les chévres ayant généralement été prélevées en avril — mai 2004, le
fait de trouver des souches issues d’animaux excréteurs dans le lait ou le fromage prélevé
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ultérieurement traduit une persistance de I'excrétion dans le temps. Par contre, si une souche issue
d’'un lait individuel n'est pas isolée dans le lait de tank ou le fromage prélevé a la méme période, on
peut suspecter une excrétion quantitativement faible au moment de la prise d’échantillon (en cas
d'infection d’origine staphylococcique, des fluctuations de l'intensité de I'excrétion en fonction du temps,
sont classiquement décrites), I'origine mammaire de la contamination des produits devant alors étre
relativisée. La persistance des souches a également été mise en évidence par des contaminations
communes d’une période a l'autre, voire d'une année sur 'autre (Contreras et al., 1997 ; Mercier et al.,
1998). Dans ces conditions, la détection précoce des animaux infectés, I'adoption de traitements
antibiotiques ciblés et enfin la réforme des chevres incurables peuvent étre considérés comme des
éléments clés de la maitrise de la contamination par S. aureus a I'échelle de la production.

En cas de toxi-infection alimentaire d'origine staphylococcique impliquant des fromages, les
entérotoxines de type A et D sont les plus fréquemment incriminées. On montre par ailleurs, en
analysant la répartition des S. aureus d’origine alimentaire en fonction de leur biotype, que plus de 80 %
des souches entérotoxinogenes sont potentiellement d’origine humaine (Meyrand et Vernozy-Rozand,
1999 ; Rosec, 1999). Le biotype des souches peut ainsi fournir une indication a la fois sur la
provenance des souches (méme si un biotype donné n'est pas systématiquement associé a une
espéece-hote) et sur les risques liés a leur potentiel d’entérotoxigénicité. Cet aspect de la caractérisation
des souches a été abordé ici au travers de la recherche du géne codant la staphylokinase pour chaque
isolat typé et, a I'échelle des élevages, par la recherche des génes codant les entérotoxines.

Les souches « staphylokinase positives » ont pu étre isolées chez 'homme (toutes les souches isolées
sur les mains ou dans les fosses nasales) comme chez les chévres. La présence de ce géne ne saurait
donc présager a elle seule de l'origine des souches. La présence de souches de S. aureus
« staphylokinase positives » sur les mains et dans les fosses nasales est conforme a ce que l'on
pouvait attendre dans la mesure ou ce géne est habituellement considéré comme un marqueur des
souches humaines (Hajek et Marsalek, 1991). Sa forte présence pour les souches isolées des laits de
demi-mamelles, de la peau des mamelles et des laits de tank pose la question de la possible
contamination croisée homme/animal et /ou de la spécificité réelle de ce géne pour les souches
d’origine humaine... L'existence de souches produisant la staphylokinase mais non associées a un héte
en particulier (biotypes non spécifiques) a pu étre mise en évidence (Hennekine et al., 2003). Il est
possible que, dans le cas présent, tout ou partie des souches porteuses du gene codant la
staphylokinase appartiennent a cette catégorie. La détermination des alléles agr sur un ensemble de
souches isolées de mammites subcliniques va également dans le sens d’une proximité entre les
souches d'origine humaine et celles impliquées dans les infections mammaires. Les souches se
répartissent en effet entre les types agr 1 (59,4 %) et 3 (40,6 %) ce qui constitue une différence avec la
vache laitiere. Chez cette espece, agr 1 est considéré comme trés majoritaire pour les souches issues
de mammites (environ 80%), le type agr3 étant tres rare (moins de 5%) (Cabral et al., 2004 ; Takeuchi
et al, 2001). Les souches de type agr3 sont plus couramment isolées chez 'homme (pathologie et
portage), sachant toutefois que le type agr des souches de portage n'a pas été étudié chez les
ruminants. L'absence d’hygiéne de traite, répandue dans I'espéce caprine, pourrait éventuellement
faciliter une contamination passive de la peau des mamelles préalable a la survenue d'infections.

Dans les fromages, la faible proportion de souches « staphylokinase positives » (11,2 %) traduit a la
fois la faible probabilité de contamination des fromages par des souches susceptibles d’étre d’origine
humaine, possédant le géne de la staphylokinase, et la probable sélection des souches de S. aureus
dés les premieres étapes de la transformation : conditions de température et de pH influant la
croissance, compétition microbienne incluant une possible compétition des souches de S. aureus entre
elles...
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La recherche des génes codant les entérotoxines confirme la fréquence élevée des souches
potentiellement entérotoxinogénes parmi celles isolées de mammites caprines, la prédominance du
géne sec codant I'entérotoxine C (da Silva et al., 2005 ; Smyth et al., 2005 ; Vimercati et al., 2006) et la
coexistence de sec et tsst. Les génes sea et sed sont présents en faibles proportions (environ 3 % pour
sea). D'autres génes ont pu étre détectés, parmi lesquels seg (6,7 %), sej (18 %), sek (9,8), sel
(13,1 %) et sem (11,5 %). L'activité émétique des toxines correspondantes a été mise en évidence chez
le singe pour les toxines SEG et SEH mais reste mal connue pour les toxines F a N. Il n'existe pas de
données quant a leur implication dans les TIAC a ce jour.

Les résultats obtenus sur les raclages de souches rendent compte de la diversité des sources de
contamination, les profils génomiques observés différant de ceux des souches isolées des laits
individuels. lls font également apparaitre des différences selon la provenance géographique des laits et
des fromages. Dans les fromages, ces variations sont vraisemblablement liées a I'adoption dans
certaines régions de processus de transformation fromagére favorables a la croissance des souches de
staphylocoques initialement présentes en faible quantité. Dans le lait de tank, en revanche, les
différences entre secteurs géographiques sont plus difficilement interprétables et pourraient révéler des
pratiques d'élevage également différentes.

En dépit de la fréquence élevée des souches potentiellement entérotoxinogénes, aucune présence
d’entérotoxines n'a été décelée dans les fromages analysés. Ces résultats confirment ceux obtenus par
Lamprell (2003) qui mentionnait un risque accru de production d’entérotoxines de la part des souches
porteuses des génes sea et sed (minoritaires) comparativement aux souches potentiellement
productrices de SEB ou SEC, ceci y compris pour des populations de S. aureus atteignant 107 & 108
ufc/g en début d’affinage. Le risque d'intoxination lié a ces produits semble donc extrémement restreint.

D. Conclusions et perspectives

Un premier état des lieux de la contamination par S. aureus des laits et des fromages a été réalisé en
filiere caprine. Les premiers constats peuvent étre considérés comme rassurants et ceci a double titre :
d’'une part, la proportion d’élevages présentant réguliérement des résultats élevés de contamination en
staphylocoques coagulase positive dans les laits de tank peut étre considérée comme faible (moins de
5 %), d'autre part les risques de production d’entérotoxines semblent limités (aucune détection dans le
cadre du programme d’étude) en raison notamment des caractéristiques des souches les plus
fréquemment isolées (pour la plupart potentiellement productrices d’entérotoxines de type C).

La présence des souches porteuses des génes sea ou sed a néanmoins été rapportée. Ces souches,
bien que minoritaires peuvent par conséquent étre rencontrées dans les produits si les conditions de
transformation le permettent, ce qui est notamment le cas en technologie de type présure (sans
acidification), les conditions de température et de pH adoptées étant favorables a la croissance
bactérienne.

Le typage des souches a mis en évidence une diversité des souches de S. aureus circulant dans les
élevages que la prévalence (faible) des infections mammaires occasionnées par S. aureus ne laissait
pas présager. Cette diversité rend également compte de I'existence de nombreuses sources possibles
de contamination qu'il conviendrait de mieux identifier (certains profils de souches n'ont pu étre
rapportés a aucune source identifiée) et de hiérarchiser. A titre d’exemple, I'importance relative de la
contamination cutanée (trayons notamment) dans la contamination finale du lait et des fromages
demande a étre quantifiée plus précisément. Il serait également intéressant d’apprécier I'incidence de
différents facteurs individuels (présence de Iésions cutanées, ...) ou de conduite d’élevage pour mieux
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appréhender les modalités de contamination des laits de mélange puis des produits. Des travaux
doivent étre poursuivis en ce sens.

En s’appuyant sur la méthode MLVA qui figure parmi les méthodes de typage les plus discriminantes
actuellement disponibles, il pourrait étre envisagé de concevoir un outil diagnostique d’aide a la
décision pour les éleveurs et les techniciens ou vétérinaires qui les accompagnent. Dans des contextes
d’'absence de maitrise de la contamination par S. aureus (cas de produits sensibles notamment),
lorsque I'identification et la gestion des animaux excréteurs ne suffisent pas a contréler les niveaux de
contamination du lait et/ ou des produits, un typage des souches pourrait servir a retracer l'origine des
contaminations en S. aureus dans les laits et fromages et a définir les mesures de contréle prioritaires a
mettre en place en fonction des sources identifiées.
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Chapitre 2

Evaluation d’un test ELISA
pour le dépistage des chevres infectées par S. aureus

La prise en considération des infections mammaires chez la chévre et de leur incidence sur la qualité
sanitaire du lait et des produits laitiers est encore récente dans la filiére caprine. Dans un contexte
étiologique caractérisé par la prédominance des infections d'origine staphylococcique (staphylocoques
coagulase négative majoritairement et Staphylococcus aureus), les mesures de contrble de la
pathologie mammaire sont en principe connues et reposent a la fois sur des mesures curatives
(traitement antibiotique au tarissement ; réforme des individus incurables) et préventives (adoption d’'un
ordre de traite, mise en place de mesures d’hygiene pendant tout ou partie de la lactation, amélioration
des conditions de traite tant sur le plan de la technique de traite que de la conception et de I'entretien
des installations). Ces mesures restent toutefois diversement appliquées en raison notamment de leur
inadéquation avec les besoins des producteurs mais aussi des entreprises de collecte et de
transformation du lait notamment en filiere lait cru.

Au dela d’'une exigence légitime de limitation des risques de santé publique, d’autres aspects de la
conduite des troupeaux sont désormais considérés et incluent aussi bien le recours raisonné aux
médicaments vétérinaires susceptible de prolonger l'efficacité des antibiotiques a usage vétérinaire
(réduction des phénomeénes d'antibiorésistance) que la prise en compte du bien-étre animal.
Concernant I'antibiothérapie, le probleme est particuliérement aigu dans la filiere caprine. Chez la
chevre en effet, le nombre restreint de spécialités bénéficiant d’'une Autorisation de Mise sur le Marché
(une seule disponible a ce jour) n'est pas sans conséquence, les producteurs ne disposant le plus
souvent d'aucune référence sur les délais d'attente a respecter suite a l'utilisation d’antibiotiques dont la
posologie et les protocoles d’emploi n'ont pas été adaptés a cette espece. Dans ce contexte, il est
important de définir précisément la cible des actions de gestion sanitaire (S. aureus est le pathogéne
majeur le plus frequemment rencontré en élevages caprins), de hiérarchiser les mesures jugées
prioritaires et de les mettre en ceuvre de maniére sélective plutdt que systématique.

Pour I'application de tels plans de contréle, ciblés vis-a-vis des infections mammaires a S. aureus, le
repérage des animaux excréteurs constitue indéniablement un points critique. Si I'on exclut les analyses
bactériologiques, colteuses et de réalisation délicate (nécessité de réaliser des prélévements
aseptiques), les seuls outils de dépistage actuellement disponibles sont fondés sur les numérations
cellulaires individuelles encore souvent controversées (Haenlein, 2002) et dont la valeur prédictive
positive a l'égard de S. aureus atteint seulement 30 % (de Cremoux et Poutrel, 2000). Le
développement de techniques ELISA constitue une alternative intéressante car elles sont peu
coliteuses (automatisables) et facilitent, lorsqu’elles sont fondées sur la détection d’anticorps, les prises
d’échantillons (absence d’'asepsie).

Des premiéres investigations, chez la vache laitiere, ont porté sur le repérage direct ou indirect de la
nucléase de S. aureus (Khan et al., 1998 ; Yazdankhah et al., 1999). Ces techniques, qui visent la
détection directe des bactéries, présentent de nombreuses limites parmi lesquelles leur manque de
sensibilité lié notamment a la variabilité de I'excrétion bactérienne au cours du temps et a I'absence
d’accumulation des antigénes induite par la vidange de la mamelle a chaque traite. Par ailleurs ces
techniques ne permettent pas non plus de s'affranchir des contraintes imposées par la réalisation de
prélévements aseptiques de lait.
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Une autre stratégie a visé a détecter des anticorps spécifiques de S. aureus sécrétés en réponse a
linfection. Dans ce cas, des résultats faussement négatifs peuvent étre obtenus pour des infections tres
récentes (Snoep et al., 1995). Par ailleurs, une forte proportion d’animaux possédant des anticorps
naturels dirigés contre S. aureus, une transudation importante des anticorps du sang vers la mamelle
peut induire des résultats faussement positifs (Ménard et Heuchel, 1994). Le choix des préparations
antigeniques est par conséquent primordial. Un premier test ELISA a été développé par Adams et al.
(1988) a partir d'une fraction de protéines extracellulaires de petite masse moléculaire non
caractérisées obtenue par chromatographie de tamisage moléculaire. Ce test, commercialisé aux Etats-
Unis (Pro-Staph™), n'a pas donné, aprées évaluation sur le terrain, en France, les résultats escomptés,
avec notamment une proportion de résultats faussement négatifs de 70%. Privilégiant pour le choix des
préparations antigéniques des molécules vis-a-vis desquelles les animaux possédent le moins
d’anticorps naturels possible, Meunier (1999) a alors suggéré de recourir soit a un mélange de
protéines basiques obtenu a partir du surnageant de culture de S. aureus aprés chromatographie
d’échanges d’ions, soit a une protéine cellulaire présentant des homologies avec une protéine de
S. aureus fixant la vitronectine.

Ces travaux préliminaires ont d’abord été poursuivis chez la vache laitiere dans le cadre du Programme
de recherche AQS 2001 piloté par 'INRA de Nouzilly. Dans le prolongement de cette étude, un travail
exploratoire a été réalisé sur les laits de chévres avec I'objectif d’évaluer son intérét pour le repérage
spécifique des chevres excrétrices de S. aureus.

A. Matériel et méthodes

1 Sélection des exploitations et réalisation des échantillons

Une premiére série de tests a été réalisée en 2004 dans 8 exploitations caprines situées dans la zone
AOC Banon. Des prélévements aseptiques de lait par demi-mamelle ont été effectués sur les chevres
en lactation. lls ont été transportés sous couvert du froid et congelés a -20°C en attente de leur
traitement par 'INRA de Nouzilly. Des analyses bactériologiques ont ensuite été effectuées afin de
définir le statut infectieux de chaque mamelle. Des échantillons de lait individuel ont été reconstitués a
partir des prélevements des laits de chaque demi-mamelle en vue de la recherche d’anticorps.

En 2005, cing exploitations supplémentaires ont été choisies sur la base de I'existence d’autocontrdles
positifs (dépassement du seuil de 105 ufc/g sur un échantillon de fromages) : 3 en zone AOC Banon, 1
en zone AOC Pélardon, 1 en zone AOC Ste Maure de Touraine. Des analyses bactériologiques (INRA
de Nouzilly) et des dénombrements sur milieu spécifique BP-RPF (Laboratoire d’analyse du Vaucluse)
ont été réalisés sur les laits de demi-mamelles afin d'isoler les souches issues des laits des chévres
excrétrices. Des prélevements de laits individuels (mélange des laits des deux demi-mamelles) ont été
effectués simultanément afin de permettre la réalisation, sur les mémes échantillons et aprés adjonction
d’'un conservateur, de comptages cellulaires (laboratoires d’analyses laitieres de chacune des régions
dont proviennent les exploitations) et de 'ELISA. Les prélevements ont été réalisés entre mai et juillet
2005.

2 Principe et réalisation du test

L’ELISA vise a détecter de maniére spécifique la présence d’anticorps dans le lait des chévres infectées
par S. aureus. Sachant que S. aureus présente un portage cutané et muqueux, il est probable que
I'ensemble des animaux possedent des anticorps dans le lait contre S. aureus sans pour autant qu'ils
aient tous des mammites a S.aureus. D'ou l'importance du choix des préparations antigéniques
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supportant le test, I'objectif étant de recourir dans la mesure du possible a des antigenes susceptibles
de n’étre rencontrés que lors d’une infection mammaire effective de I'animal.

Trois préparations antigéniques différentes (une préparation contenant deux protéines en quantité égale
et deux préparations contenant une protéine) ont été initialement évaluées. L’'une d’entre elles a par la
suite été écartée au vu des résultats obtenus tant chez la vache laitiere que chez la chévre.

L’expérience acquise au cours du programme AQS a orienté la méthode d’évaluation du test. Il semble
en effet qu'un seuil de positivité global, valable dans tous les élevages, puisse difficilement étre défini.
Les seuils ont par conséquent été raisonnés a I'échelle du troupeau.

Ainsi, dans chaque exploitation, prend on en compte I'ensemble des densités optiques a 450 nm (DO)
obtenues a partir des laits de tous les animaux. La moyenne arithmétique et I'écart-type des DO sont
calculés et permettent de définir un seuil de positivité.

Sur cette base, plusieurs essais ont été effectués :
- définition des seuils sur des laits purs ou dilués au dixiéme ;

- définition de seuils en écartant les 3 chévres présentant les valeurs de DO les plus fortes (ou, le
cas échéant, les plus faibles).

Les résultats obtenus par ELISA ont été comparés a ceux déterminés par des analyses
bactériologiques (méthode de référence). La valeur des tests a ainsi pu étre évaluée en s’appuyant sur
le calcul des valeurs de sensibilité, spécificité, valeurs prédictives et efficience.

3 Evaluation des possibilités d’adaptation du test aux conditions d’encadrement et de suivi de
la filiere caprine

Sous réserve de l'efficacité de 'ELISA pour le dépistage des animaux excréteurs, ses conditions
d’emploi sur le terrain doivent étre discutées afin d’étre en adéquation avec les besoins des producteurs
et des techniciens qui les accompagnent. Ainsi différentes questions se sont posées et ont concerné :

- les objectifs du dépistage : utilisation du test dans un contexte d’urgence (repérage rapide et
précis des chevres excrétrices de maniere a ce que le lait ou le fromage puisse de nouveau
étre commercialisé) ou au contraire dans un contexte de prévention des risques de non-
conformité (repérage des animaux excréteurs en vue d’une optimisation de la gestion sanitaire
du troupeau : ciblage des traitements et/ou des réformes ou encore définition de lots de traite) ;

- les caracteéristiques des animaux soumis au dépistage : réalisation ou non d’un tri préalable des
chevres par 'analyse de leurs numérations cellulaires. L’enjeu est en partie économique. Le
recours a un tri préalable des chévres implique de considérer a priori que la sensibilité peut étre
légérement détériorée sans que I'éleveur soit pénalisé de maniére importante.

- Le moment de réalisation du test : nécessité ou non de définir des périodes a privilégier pour la
réalisation du test.

3.1 Ciblage préalable des chévres présumées infectées

Apres concertation avec les partenaires de terrain et en tenant compte de la réalité des investigations
conduites en production fermiére en cas d’autocontréle positif, il a semblé intéressant d’évaluer dans
quelle mesure le test ELISA pourrait remplacer des analyses bactériologiques pour repérer des chévres
excrétrices de S. aureus dans une population ciblée d’animaux. Des simulations ont donc été réalisées
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en ne considérant qu’une fraction de la population aprés ciblage des chévres a partir de leurs résultats
de numérations cellulaires individuelles. Différents seuils de numérations cellulaires ont été envisagés.

3.2 Evaluation du recours a un seuil universel de positivité

La possibilité de définir un seuil universel de positivité identique pour 'ensemble des troupeaux a été
examinée. Pour ce faire, trois essais ont été réalisés en recourrant aux antigénes 3 et 4 considérés
comme les plus prometteurs au regard des précédents résultats. L’antigéne 3 a fait 'objet de deux
analyses correspondant a des protocoles de purification différents.

3.3 Evolution des densités optiques (DO) des laits provenant de chévres d’'un méme élevage au
cours du temps

Un essai a été conduit fin 2006 sur les chévres de la station caprine expérimentale du Pradel en vue de
décrire la cinétique des anticorps au cours du temps.

3.3.1  Protocole d'étude

59 chevres ont été suivies entre juillet et octobre 2006. Leurs laits ont été prélevés 2 fois par mois en
vue de leur analyse par ELISA (mesure des DO sur les laits de mélange des deux demi-mamelles). Les
numérations cellulaires des chévres ont également été déterminées. Enfin une analyse bactériologique
a été faite sur les laits de demi-mamelles en fin de lactation.

Compte tenu de I'objectif visé, 'ensemble des prélevements (N=8) provenant d'un méme animal a été
analysé simultanément. Six plaques ont été employées. Sur chacune d’elle, six lait différents ont été
systématiquement déposeés : laits des chévres 246 du 07/07, 52 du 20/07, 452 du 02/08, 349 du 18/08,
5041 du 31/08 et 945 du 19/09.

3.3.2 Traitement des données

La variabilité des densités optiques a été étudiée afin :
- d'évaluer l'incidence du statut infectieux des animaux (et/ou des numérations cellulaires) sur les
résultats de DO ;
- de comparer la variabilité intra- et inter- individuelle afin d’apprécier la capacité du test a
détecter les animaux infectés a des moments différents sur la période d’étude.

L’étude de la variation de la DO en fonction du statut infectieux et des numérations cellulaires a reposé
sur le modéle suivant :
Vis =+ + B(a); + 0, +0,+ A, + 5, * A, +e
Y densité optique pour la chevre j de la plaque i a la date k au statut infectieux s
7 moyenne générale
a effet de la plaque i (6 plaques)
B(a); effet de la chévre j hiérarchisé dans I'effet de la plaque i
0, effet de la date de prélévement (8 dates)
o, effet du statut infectieux (2 classes)

y) effet des numérations cellulaires (3 classes)

c
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o, * A, intéraction numeration cellulaire*statut infectieux

Les effets plaques, chévre et date de prélévement ont été considérés comme facteurs aléatoires.

Deux classes de statut infectieux ont été définies :

- absence d'infection dans les deux demi-mamelles : chevre saine ;

- infection dans au moins une des demi-mamelles par des staphylocoques coagulase négative.
Une seule chévre s'est révélée infectée par S. aureus (infection unilatérale). Cette catégorie d'infection
n’a donc pas pu étre prise en compte dans I'analyse.

Trois classes de numérations cellulaires ont été établies :
- moins de 0,75 million cellules/ml ;
- de 0,75 a 2 millions de cellules par ml ;
- plus de 2 millions de cellules par ml.

L’étude comparée des variations intra-individu et des variations inter-individus a été réalisée par une
analyse de variance en s’appuyant sur le modele suivant :
Yik =Mta;+ ﬂ(a)ij + 0k+eijk

Y densité optique pour la chevre j de la plaque i a la date k

7 moyenne générale

a, effet de la plaque i (6 plaques)

B(a); effet de la chévre j hiérarchisé dans I'effet de la plaque i
0,  effetde la date de prélévement ( 8 dates )

Les effets plaques, chévre et date de prélévement ont été considérés comme facteurs aléatoires.

B. Résultats

1 Evaluation de 'ELISA en élevages caprins

1.1 Evaluation en élevage en I'absence de sélection des exploitations sur des criteres sanitaires
(2004)

Dans cette premiére partie de I'étude, 280 chévres issues de 8 exploitations ont été suivies parmi
lesquelles 18 ont été reconnues infectées par S. aureus sur la foi des analyses bactériologiques
réalisées sur les laits de demi-mamelles.

Une synthése des résultats correspondants est présentée dans le tableau 1 et en Annexe 2.
En écartant les 3 chévres présentant les plus fortes valeurs de DO et en définissant un seuil de
positivité a M+sd, les résultats obtenus conduisent a une sensibilité comprise entre 67 et 94 % et une

spécificité comprise entre 79 et 83 % selon la préparation antigénique considérée. Ces résultats
peuvent donc étre considérés comme prometteurs.
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Tableau 1 : Résultats globaux des tests ELISA obtenus a partir des laits de chévres de 8 exploitations :
évaluation de trois préparations antigeniques

Sensibilité (%) Spécificité (%) VPP (%) VPN (%) Efficience (%)

Ag2 Laits 1/1 M 66,7 68,7 12,8 96,8 68,6
M+Sd 44 4 87,8 20,0 95,8 85,0
-3ch | M
M+Sd 66,7 74,8 15,4 97,0 74,3
Laits 1/10 M 66,7 71,0 13,6 96,9 70,7
M+Sd 44 4 924 28,6 96,0 89,3
-3ch | M
M+Sd 72,2 79,0 19,1 97,6 78,6
Ag3 Laits 1/1 M 88,9 62,2 13,9 98,8 63,9
M+Sd 61,1 86,3 234 97,0 84,6
3ch | M 944 54,2 12,4 99,3 56,8
M+Sd 83,3 771 20,0 98,5 775
Laits 1/10 M 94 4 67,2 16,5 99,4 68,9
M+Sd 722 89,7 32,5 97,9 88,6
3ch | M 944 62,6 14,8 99,4 64,6
. M+Sd 94,4 80,2 24,6 99,5 81,1
Ag4 Laits 1/1 M 86,7 58,4 10,9 98,7 60,0
M+Sd 73,3 88,2 26,8 98,3 874
-3ch | M 86,7 52,2 9,6 98,5 54,1
M+Sd 86,7 83,5 23,6 99,1 83,7

Ag : antigéne; laits 1/1 : laits purs : laits 1/10 : laits dilués au dixiéme ; -3 ch : exclusion des 3 chévres présentant les valeurs de DO les plus fortes ;
M: moyenne; Sd : écart type ; VPP : valeur prédictive positive ; VPN : valeur prédictive négative

1.2 Evaluation dans des élevages sélectionnés sur I'existence d’autocontréles positifs (2005)

Une synthése des résultats obtenus dans les 5 exploitations identifiées sur la base d’autocontrdles
positifs dans les produits est présentée dans les tableaux 2 et 3.

En écartant les 3 chevres présentant les plus fortes valeurs de DO et en définissant un seuil de
positivitt @ M+sd, les résultats obtenus permettent d‘obtenir une sensibilité de 47 a 94 % et une
specificité de 53 a 92 % selon la préparation antigénique et la dilution considérées. La valeur prédictive
négative est supérieure a 92 % tandis que la valeur prédictive positive varie de 20 a 49 %.

Ces résultats pourraient sans doute étre améliorés si on éliminait 3 chevres de I'un des élevages (P4)
qui ne manifestent aucune réaction cellulaire malgré la présence de S. aureus dans leurs laits. La
question est posée de la justesse de la suspicion de mammite dans de telles circonstances.

Une synthése des travaux conduits en 2004 et 2005 montre que les meilleurs résultats sont obtenus en
recourrant a I'antigéne 3 sur des laits dilués 10 fois et en utilisant la moyenne additionnée d'un écart-
type comme seuil de positivité aprés retrait des 3 valeurs de DO les plus fortes (Tableau 4).

Dans ces conditions, sur un ensemble de 516 chévres étudiées, le test détecte 42 chévres excrétrices
sur 50 et 426 chévres non excrétrices de S. aureus sur 516 soit: une sensibilité de 84 % et une
specificité de 82,6 %. Les valeurs prédictives positive et négative atteignent respectivement 39,7 et
96,9 %.
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Tableau 2 : Evaluation de la concordance entre les résultats obtenus par analyse bactériologique et par
I'ELISA selon la préparation antigénique employée et les seuils de densité optique retenus :
détermination des effectifs pour chacune des 5 exploitations suivies

Codes des élevages suivis

P1 P2 P3 P4 P5 Total
Antigéne Laits Non Non Non Non Non Non
9 SC+ gop SC+ gop SC+ oy SCH o SCH i SC+ ol
1 45 6 35 4 4 20 72 1 61 32 254
Elisa E+ E- E+ E- E+ E- E+ E- E+ E- E+ E-
Bact b+ b- b+ b- b+ b- b+ b- b+ b- b+ b-
Ag2 17 M T 23 5 22 4 26 16 54 T 4 27 166
M+Sd 0 39 3 33 2 35 9 66 1 53 15 226
-3ch M T 20 5 20 4 24 16 52 1 35 27 151
M+Sd 1 34 4 3 3 33 19 10 1 50 28 158
1710 M 0 29 4 34 3 32 11 57 T 45 19 197
M+Sd 0 38 1 40 1 38 9 67 0 55 11 238
-3ch M T 25 4 22 4 30 13 52 T 4 23 170
M+Sd 0 32 4 30 3 35 10 64 1 52 18 213
Ag3 17 M 1T 22 5 22 4 21 18 42 1 31 29 138
M+Sd 1 40 3 A 1 38 8 66 1 53 14 228
-3ch M 1 18 5 19 4 20 18 41 1 31 29 129
M+Sd 1 37 4 30 2 37 9 65 1 48 17 217
1710 M T 30 6 25 4 21 17 52 1 35 29 163
M+Sd 1 39 5 34 2 39 14 69 1 49 23 230
-3ch M T 27 6 21 4 21 18 49 1 35 30 153
M+Sd 1 35 5 33 4 33 14 66 1 49 25 216
Agd 17 M 1 31 5 26 4 22 16 44 1 35 27 158
M+Sd 1 39 5 33 4 35 11 65 1 53 22 225
-3ch M T 27 5 21 4 20 16 44 1 32 27 144
M+Sd 1 35 5 3 4 35 11 63 1 50 22 214
1710 M T 30 4 28 14 57 T 4 20 156
M+Sd 1 39 3 35 9 7 1 57 14 202
-3ch M 1T 27 4 24 15 52 (I 21 144
M+Sd 1 33 4 35 12 62 1 49 18 179

Ag : antigene; laits 1/1 : laits purs : laits 1/10 : laits dilués au dixieme ; -3 ch : exclusion des 3 chevres présentant les valeurs de DO les
plus fortes ;

M: moyenne; Sd : écart type ;

E+ : animaux considérés comme infectés par S. aureus par la technique ELISA ; E- animaux considérés comme non infectés par S.
aureus par la technique ELISA ; b+ : animaux considérés comme infectés par S. aureus apres analyse bactériologique de leur lait; b - :
animaux considérés comme non infectés par S. aureus apres analyse bactériologique de leur lait
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Tableau 3 : Résultats globaux des tests ELISA obtenus a partir des laits de chévres de 5 exploitations :
évaluation de trois préparations antigéniques

Sensibilité (%) Spécificité (%) VPP (%) VPN (%) Efficience (%)

Ag2  Laits 1/1 M 84,4 65,4 235 97,1 67,5
M+Sd 46,9 89,0 34,9 93,0 84,3

-3ch ’ M 84,4 59,4 20,8 96,8 62,2

M+Sd 875 62,2 22,6 97,5 65,0

Laits 1/10 M 59,4 776 25,0 93,8 755

M+Sd 34.4 93,7 40,7 91,9 87,1

-3ch ’ M 71,9 66,9 21,5 95,0 67,5

M+Sd 56,3 83,9 30,5 93,8 80,8

Ag3  Laits 1/1 M 88,9 90,6 543 20,0 97,9
M+Sd 61,1 43,8 89,8 35,0 92,7

-3ch ’ M 94 4 90,6 50,8 18,8 97,7

M+Sd 83,3 53,1 85,4 315 93,5

Laits 1/10 M 90,6 64,2 24,2 98,2 67,1

M+Sd 719 90,6 48,9 96,2 88,5

-3ch ’ M 93,8 60,2 22,9 98,7 64,0

| M+Sd 78,1 85,0 39,7 96,9 84,3
Agd  Laits 1/1 M 84,4 62,2 22,0 96,9 64,7
M+Sd 68,8 88,6 43,1 95,7 86,4

-3ch ‘ M 84.4 56,7 19,7 96,6 59,8

M+Sd 68,8 84,3 355 95,5 82,5

Laits 1/10 M 76,9 712 241 96,3 718

M+Sd 53,8 92,2 45,2 94,4 88,2

-3ch ‘ M 80,8 65,3 21,9 96,6 67,3

M+Sd 69,2 81,7 31,0 95,7 80,4

Tableau 4 : Evaluation de I'ELISA : synthése des résultats obtenus au cours des années 2004 et 2005

SC+ Non SC+
Effectif 50 516 Sensibilité  Spécificité VPP VPN Efficience
ey . (%) (%) (%) (%) (%)
M 39 346 78,0 67,1 18,7 96,9 68,0
Laits purs M+Sd 23 456 46,0 88,4 21,7 94,4 84,6
3¢h M 39 241 78,0 46,7 12,4 95,6 49,5
Ag2 M+Sd 40 364 80,0 70,5 20,8 97,3 714
M 31 383 62,0 74,2 18,9 95,3 73,1
Laits 1/10 M+Sd 19 480 38,0 93,0 345 93,9 88,2
3ch M 34 296 68,0 574 13,4 94,9 58,3
M+Sd 31 420 62,0 81,4 24 4 95,7 79,7
M 45 301 90,0 58,3 17,3 98,4 61,1
Laits purs M+Sd 25 454 50,0 88,0 28,7 94,8 84,6
3¢ch M 46 271 92,0 52,5 15,8 98,5 56,0
Ag3 M+Sd 32 419 64,0 81,2 24.8 95,9 79,7
M 46 339 92,0 65,7 20,6 98,8 68,0
Laits 110 M+Sd 36 465 72,0 90,1 414 97,1 88,5
3ch M 47 317 94,0 61,4 19,1 99,1 64,3
M+Sd 42 426 84,0 82,6 31,8 98,2 82,7
M 43 314 91,5 61,7 18,1 98,7 64,2
Agt Laits purs M+Sd 35 458 74,5 90,0 40,7 97,4 88,7
3ch M 43 280 91,5 55,0 15,8 98,6 58,1
M+Sd 38 434 80,9 85,3 33,6 98,0 84,9

Ag : antigéne; laits 1/1 : laits purs : laits 1/10 : laits dilués au dixiéme ; -3 ch : exclusion des 3 chévres présentant les valeurs de DO les plus fortes ;

M: moyenne; Sd : écart type ; E+ : animaux considérés comme infectés par S. aureus par la technique ELISA ; E- animaux considérés comme non infectés
par S. aureus par la technique ELISA ; b+ : animaux considérés comme infectés par S. aureus apres analyse bactériologique de leur lait; b - : animaux
considérés comme non infectés par S. aureus apres analyse bactériologique de leur lait
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2 Adaptation des conditions de mise en ceuvre de I'ELISA

2.1 Détermination des méthodes de dépistage des chevres infectées par S aureus appliquées
sur le terrain

Un ens

emble d’enquétes a été réalisé en vue de mieux appréhender la maniére dont est abordée la

problématique des contaminations par S. aureus du lait collecté ou des produits en filiére caprine.

Deux types de contextes ont été définis :

- Pour les éleveurs livreurs : C'est I'analyse du lait de tank qui donne l'alerte. Le seuil dépend de
I'entreprise collectrice (du type de produit fabriqué) : 100 ufc / ml (AOC Banon), 500 ufc/ml (AOC

Ste

Maure de Touraine) ;

- Pour les éleveurs fermiers : C'est 'analyse du fromage qui donne l'alerte (10000 ufc/ g pour le
Banon ; nombre trés variable pour le Ste Maure), éventuellement I'analyse du lait.

Dans tous les cas, ni les numérations cellulaires de tank ni I'existence de mammites cliniques ne sont
en soit des éléments susceptibles de déclencher une intervention dans 'exploitation.

Le repérage des chévres excrétrices peut reposer sur deux ensembles d’informations :

- Recours au numérations cellulaires individuelles (le plus souvent dans le cadre de suivi au contréle

laiti

er)

Les chévres sont triées en fonction de leur historique de numérations cellulaires : chevres
présentant plus de 3 controles supérieurs a 2 000 000 cellules par ml ou ayant été présumées
infectées par des pathogénes majeurs l'année précédente. Si le nombre de contrbles
disponibles est inférieur a 6, c’est le plus souvent le contrble le plus récent qui est considéré.
Se rajoutent a ces animaux toutes les chévres sélectionnées par I'éleveur (état général pris en
compte).

Environ 10 & 15 % des chévres sont concernées.

Des analyses bactériologiques sont réalisées sur les laits individuels (lait de mélange des deux
demi-mamelles) : il s’agit d’analyses en frais sur milieu sélectif. Le niveau de dénombrement
permettant de considérer la chévre comme infectée est lié a la sensibilité de I'analyse : > 10
ufc/ml.

- Recours a des analyses bactériologiques sur laits de petit mélange (le plus souvent hors contréle

laiti

er)

Les chévres sont mises en lot au hasard. La taille des lots est variable : 5 a 10 chevres (soit 10
a 20 laits de demi-mamelles). Les analyses sont conduites en frais, sur milieu sélectif,
éventuellement apres enrichissement (cas de 'AOC Banon).

Des analyses individuelles sont réalisées dés que le lait de petit mélange est considéré comme
positif : > 10 ufc/ml ou notification d’'une présence de S. aureus si 'analyse a été faite aprés
enrichissement. La proportion de chévres concernées varie de 5 a 10 % en moyenne (mais
cela peut atteindre 40 % dans certaines exploitations).

A priori les chevres sont considérées comme positives dés lors qu'il y a plus de 10 ufc/ml dans
le lait. Cependant cela ne présage pas de la nature de l'intervention a réaliser sur 'animal. Les
décisions de traitement ou de réforme dépendent de la proportion des animaux excréteurs dans
le troupeau. Sont généralement visées les chévres considérées comme les plus excrétrices (le
seuil est alors variable et peut éventuellement étre supérieur a 1000 ufc/ml) de maniére a ce
que I'éleveur puisse continuer a transformer la majeure partie de son lait. Les animaux sont
susceptibles d'étre recontrélés, le plus souvent si les résultats de contréle des fromages sont a
nouveau positifs (non conformes).
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Ces démarches de terrain présentent toutes certaines limites liées notamment aux modalités de
réalisation des analyses bactériologiques. Le recours a des milieux sélectifs ne permet pas d’évaluer la
qualité des prélévements et leur possible contamination. La seule présence de bactéries dans le lait
révele I'existence d’une infection mammaire. La réalisation de dénombrements et la prise en compte
d’'un seuil peuvent donc paraitre discutables. De méme la variabilité de I'excrétion au cours du temps ne
permet aucunement d’assurer que les chévres considérées comme les plus excrétrices a un moment
donné, soient effectivement celles qui contribuent le plus a la contamination persistante du lait du
troupeau ni qu’elles doivent étre traitées ou réformées en priorité.

2.2 Ciblage préalable des chévres a partir des résultats de numérations cellulaires

Pour I'évaluation du test ELISA aprés ciblage d’'une partie de la population sur un critére cellulaire,
seules les préparations antigéniques 3 et 4 ont été retenues. Les seuils ont été définis aprés
détermination des densités optiques dans la population ciblée uniquement. Le tri des chevres testées a
reposé sur une détermination ponctuelle des numérations cellulaires individuelles (pas de prise en
compte d’'un éventuel historique). Deux seuils ont été évalués : 750 000 cellules par ml et 1 000 000
cellules par ml. Les tableaux 5 et 6 synthétisent les résultats obtenus dans la population ciblée.

Tableau 5 : Résultats des tests ELISA dans 5 exploitations : évaluation apres ciblage des individus
présentant des résultats de numérations cellulaires supérieurs a 750 000 cellules par ml

Codes des élevages suivis

P1 P2 P3 P4 P5 Total
Non Non Non Non Non Non
SC+ SC+ SC+ SC+ SC+ SC+ SC+ SC+ SC+ SC+ SC+ sc+ Sens. Spé; VPP VPN Eff.

. (%) (%) (%) (%) (%)
Effectif NiNtot 1/1 10/45 5/6 8/35 4/4 26/41 17/20 15/72 11 14/61 28/32 73/254

Ag3 Laits1/1 M 1 16 13 7 1 88 2 43 786 589 423 878 644

-
~
[3,}
w

M+sd 1 9 17 1 22 5 15 1T N 9 64 21 8,7 5,0 771 723

-3ch M 1 6 4 4 4 13 15 7 1 7 25 37 893 507 410 925 614
Max M+Sd 1 6 3 6 3 20 5 14 1 9 13 55 464 753 419 786 673
-3ch M 1 8 3 6 3 18 10 9 1 8 18 49 643 671 429 83,1 663
Min M+Sd 1 9 1 8 1 23 5 15 113 9 68 321 9382 643 782 762
Laits /10 M 17 4 7 4 16 14 12 1 8 24 50 857 685 511 926 733
M+Sd 1 9 2 7 2 24 4 15 1 12 10 67 %7 918 625 788 762

-3ch M 1 4 4 6 4 13 16 10 1 6 26 39 929 534 433 951 644
Max M+Sd 1 7 4 7 3 21 4 15 1 9 13 59 464 808 481 797 713
-3ch M 1 8 4 7 4 18 14 1 1 9 24 53 857 726 545 930 762
Min M+sd 1 10 2 7 1 24 2 15 1 13 7 69 250 945 636 767 752
Ag4 Laits1/1 M 1 5 4 6 4 16 14 1 1 9 24 47 857 644 480 922 703
M+tSd 1 9 2 6 2 22 5 13 1T N 1 61 393 836 478 782 713

-3ch M 1 5 4 5 4 15 14 1 1 8 24 44 857 603 453 917 673
Max M+tSd 1 6 3 6 4 20 7 13 1 12 16 57 571 781 500 826 723
-3ch M 1 6 3 6 4 17 14 12 1T N 23 52 821 T2 523 912 743
Min M+Sd 1 9 1 6 2 22 4 13 1 12 9 62 321 849 450 765 703
Laits 110 M 17 2 6 4 20 12 12 1T N 20 56 M4 767 541 875 752
M+Sd 1 9 17 3 25 4 15 1 14 10 70 357 99 769 795 792

-3ch M 1 5 4 5 4 13 12 1" 1 6 22 40 786 548 400 870 614
Max M+Sd 1 6 4 7 4 20 9 14 110 19 57 679 781 543 864 752
-3ch M 19 2 7 4 20 12 13 1 12 20 61 14 836 625 834 802
Min M+sd 1 10 17 3 25 3 15 1 14 9 4l 21 973 818 789 792

Ag : antigéne; laits 1/1 : laits purs : laits 1/10 : laits dilués au dixiéme ; -3 ch Max : exclusion des 3 chevres présentant les valeurs de DO
les plus fortes ; -3 ch Min : exclusion des 3 chevres présentant les valeurs de DO les plus faibles ; N : effectif de chévres infectées par S.
aureus (SC+) ou non infectées par S. aureus(Non SC+) au sein de la population triée sur la foi des numérations cellulaires ; N tot : effectifs
des chevres infectées ou non infectées dans la population totale ; M: moyenne; Sd : écart type ; VPP : valeur prédictive positive ; VPN :
valeur prédictive négative ; Sens : sensibilité ; Spé : spécificité ; Eff : efficience
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Tableau 6 : Résultats des tests ELISA dans 5 exploitations : évaluation apres ciblage des individus
présentant des résultats de numérations cellulaires supérieurs a 1 000 000 cellules par ml

Codes des élevages suivis

P1 P2 P3 P4 P5 Total
Non Non Non Non Non Non
SC+ SC+ SC+ SC+ SC+ SC+ SC+ SC+ SC+ SC+ SC+ sc+ Sens. Spé; VPP VPN Eff.

. (%) (%) (%) (%) (%)
Effectif NiNtot 1/1 6/45 4/6 4/35 4/4 21/41 16/20 12/72 111 7/61  26/32 50/254

Ag3 Lais1/1 M 1 3 3 3 3 13 1 6 1 3 19 28 731 560 463 800 618
Mesd 1 5 1 4 1 19 4 12 4 T 8 47 308 940 727 723 724
3ch | M 1 1 4 3 4 9 12 4 1 3 2 20 86 400 423 833 553
Max | M+#sSd 1 2 3 3 3 16 5 12 1 4 13 37 500 740 500 740 658
3ch | M 1 5 2 3 3 14 8 8 1 5 15 3 57 700 500 761 658
Mn | M#sd O 5 1 4 1 19 5 12 1 7 8 47 308 940 727 723 724
Laits 110 M 1 4 4 4 4 14 14 9 1 4 24 35 923 700 615 96 776
Misd 1 6 2 4 1 19 2 12 4 6 T 47 269 940 700 712 711
3ch | M 1 2 4 3 4 11 15 8 1 2 25 26 92 520 510 963 671
Max | M#sSd 1 3 4 4 3 17 4 12 1 4 13 40 500 800 565 755 697
3ch | M 1 5 2 4 4 14 14 11 1 6 2 40 86 80 688 909 816
Mn | M+sSd 1 6 2 4 1 19 2 12 1 7 7 48 269 90 778 716 724
Agh Lats1/1 M 1 3 4 4 4 12 13 9 1 5 235 33 85 660 575 917 737
Misd 1 5 3 4 2 18 4 10 1 6 11 43 423 860 611 741 711
3ch | M 1 3 4 3 4 11 13 9 1 3 23 29 85 580 523 906 684
Max | M+#sd 1 3 4 3 1 2 6 10 1 3 13 39 500 780 542 750 684
3ch | M 1 5 2 4 4 15 12 9 1 5 20 38 769 760 625 84 763
Mn |M+#d 1 6 1 4 1 19 4 11 1 6 8 46 308 920 667 719 711
Laits 110 M 1 5 2 4 4 15 11 10 1 6 19 40 731 800 655 81 776
MiSd 1 6 2 4 3 18 3 12 1 7T 10 47 % 940 769 746 750
3ch | M 1 1 4 3 4 14 11 9 1 2 20 29 88 580 500 853 658
Max | M+sSd 1 4 4 4 3 17 8 10 1 4 17 39 654 780 607 813 737
3ch | M 1 5 2 4 4 15 9 10 1 6 17 40 654 800 630 816 750
Mn |M+«d 1 6 1 4 3 2 3 0 1 7 9 37 346 740 409 685 605
1

Ag : antigéne; laits 1/1 : laits purs : laits 1/10 : laits dilués au dixiéme ; -3 ch Max : exclusion des 3 chevres présentant les valeurs de DO
les plus fortes ; -3 ch Min : exclusion des 3 chevres présentant les valeurs de DO les plus faibles ; N : effectif de chévres infectées par S.
aureus (SC+) ou non infectées par S. aureus(Non SC+) au sein de la population triée sur la foi des numérations cellulaires ; N tot : effectifs
des chévres infectées ou non infectées dans la population totale ; M: moyenne; Sd : écart type ; VPP : valeur prédictive positive ; VPN :
valeur prédictive négative ; Sens : sensibilité ; Spé : spécificité ; Eff : efficience

La valeur du test varie selon les modalités d’'application du test ELISA. Les meilleurs résultats de
sensibilité sont obtenus avec I'antigéne 3 aprés dilution au 1/10eme des laits et retrait des 3 chévres
présentant les valeurs de densités optiques les plus fortes. Elle atteint dans ce cas 92,9 a 96,2 % pour
des seuils de numérations cellulaires fixés respectivement a 750 000 et 1 000 000 cellules par ml. Pour
la population ciblée, la spécificité est de l'ordre de 52 a 53 %. La valeur prédictive négative est
supérieure a 95 % environ. La valeur prédictive positive augmente légerement et atteint de 43,3 a 51 %.

Le seuil de 750 000 cellules par ml apparait comme le plus favorable dans la mesure ou il permet de
détecter 26 chévres excrétrices de S. aureus contre 25 seulement en fixant le seuil @ un million de
cellules par ml.

A I'échelle de I'élevage, l'intérét de cette démarche dépend a la fois de la sensibilité et la spécificité des
numérations cellulaires et de celles de 'ELISA. Les résultats sont, de fait, conditionnés au mode de tri
préalable des animaux. Les animaux présentant des résultats de numérations cellulaires inférieurs au
seuil sont d’'emblée présumés non infectés. Quatre chévres pour lesquelles les recherches de S. aureus
dans le lait s'étaient avérées positives sont ainsi écartées et non testées par 'ELISA. Trois d’entre elles,
appartenant a I'élevage P4, peuvent cependant étre considérées comme « douteuses ». Une fois
éliminées, on peut considérer que la succession des tests permet de repérer 25 a 26 chevres
excrétrices sur 29, soit 86 a 89 % selon le seuil de numérations cellulaires retenu.
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2.3 Evaluation d’un seuil universel de positivité

La distribution des résultats de densité optique au cours des trois essais réalisés est présentée Figure 1
et synthétisée Tableau 7 en fonction des antigénes employés et des méthodes de purification

appliquées.

Tableau 7 : Densités optiques moyennes et médianes en fonction du statut infectieux des animaux et
des antigénes employés en ELISA

Stériles Autres pathogénes S. aureus
Effectifs 48 58 47
Antigene 3 Purification 1
Moyenne +/- Ecart-type 0.74 +/-0,4 0,869+/-0,49 1,36 +/- 0,43
Médiane 0,60 0,79 1,43
Antigene 3 Purification 2
Moyenne +/- Ecart-type 0.24 +/-0,2 0,27+/-0.19 0.46 +/- 0,27
Médiane 0,20 0,195 0,37
Antigene 4
Moyenne +/- Ecart-type 0,34 +/-0,19 0,505 +/-0.33 0,96 +/- 0,49
Médiane 0,27 0,46 0,90

Nombre de laits
ol

(@)

OAutres pathogénes osterile

03-05

05-0,6

5
Q% !

01-03 03-035

035-05

nnnnnnnnnnnnnnnn

05-07 07-09 09-11 11-13 >13
Classes de DO

(c)

Figure 1: Distribution des résultats de densité optique selon le statut infectieux des animaux en cas
d'utilisation de I'antigéne 4 (a) ou de l'antigene 3 (b : protocole de purification 1, c: protocole de

purification 2)
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Les résultats d’évaluation des tests sont rapportés Tableau 8. En adoptant un seuil universel, I'antigéne
4 (test sur des laits purs) permet d’obtenir une meilleure sensibilité et une meilleure spécificité que
I'antigéne 3 (test sur des laits dilués au dixiéme), pourtant considéré comme le plus intéressant lors des
essais precédents.

Tableau 8: Efficacité des tests ELISA en fonction des antigénes retenus et des méthodes de
purification adoptées : définition de seuils universels

Essai Statut infectieux  Effectifs Seuil DO Sensibilité Spécificité VPP VPN  Efficience

Antigéne 3 S. aureus + 34 1,1 72,34 7450 56,67 86,02 74,51

Purification 1 Non S. aureus + 27

Antigene3  S. aureus + 37 0,35 78,70 69,00 6393 91,30 80,39

Purification 2 Non S. aureus + 33

Antigéne 4 S. aureus + 37 0,6 78,72 77,30 60,66 89,13 77,78
Non S. aureus + 24

S. aureus + : chévre infectée par S. aureus ; Non S. aureus + : Autres statuts infectieux ; DO : densité optique ; VPP et
VPN : valeurs prédictives positive et négative

3 Etude de la variabilité des densités optiques de laits d’animaux prélevés a plusieurs reprises

3.1 Etude descriptive des densités optiques par plaque et date de contrdle

Les résultats de densité optique sont présentés graphiquement par plaque (Figure 2) et par contréle
(Figure 3).

14

12

1.0

08

Densité Optique

0.6

04

0.2

Plaque

Figure 2 : Box plots (médiane et quartiles) de la densité optique pour chacune des plaques ELISA
employée
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Figure 3 : Box plots (médiane et quartiles) de la densité optique par date de prélévement

On observe globalement une augmentation des densités optiques au cours du temps.

3.2 Relation entre densités optiques, statut sanitaire et numérations cellulaires

Parmi les chévres suivies ont été identifiées :
- 18 chévres infectées par des staphylocoques coagulase négative ;
-1 chévre infectée unilatéralement par S. aureus ;
- 40 chévres bactériologiquement saines.

Les résultats de densité optique obtenus par chaque animal sont présentés graphiquement en Annexe
2.2.

Le coefficient de corrélation entre les numérations cellulaires et les densités optiques est de 0,30
(Annexe.2.3).

Les effets « chévre », «date», et «numérations cellulaires » sont significatifs (respectivement
p<0.0001, p=0,03 et p=0.0007). Le statut infectieux n'est pas significatif a 5% mais l'est a 10%
(p=0,095). Ainsi, les densités optiques augmentent chez les animaux présentant des numérations
cellulaires élevées. Elles augmentent également chez les chévres infectées par des bactéries autres
que S. aureus : augmentation concomitante de 'ensemble des taux d’'anticorps. Enfin, l'interaction entre
numérations cellulaires et statut infectieux n’apparait pas significative, cependant le tableau des
moyennes ajustées montre une augmentation de la DO lorsque le statut infectieux est positif et les
numérations cellulaires élevées (larges intervalles de confiance) (Tableau 9).
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Tableau 9 : Moyennes ajustées des densités optiques par classe de numerations cellulaires et par
Statut infectieux

Intervalle de confiance

Effet Estimation  Erreur type Inférieur Supérieur
Classes de numérations cellulaires

- de 0,75 million cell/ml 0,40 0,03 0,34 0,47
de 0,75 a 2 millions cell/ml 0,41 0,03 0,35 0,48
+ de 2 millions cell/ml 0,50 0,04 0,42 0,58
Classes de statut infectieux

Absence d'infection 0,40 0,03 0,34 0,47
Infections a staphylocoques coagulase négative (SC-) 0,48 0,05 0,38 0,57
Interactions entre numérations cellulaires et statut infectieux

<0,75 million cell/ml* Absence d’infection 0,37 0,03 0,31 0,44
<0,75 million cell/ml *Infection & SC- 0,43 0,05 0,34 0,52
0,75 - 2 millions cell/ml* Absence d'infection 0,38 0,03 0,31 0,45
0,75 - 2 millions cell/ml * Infection a SC- 0,45 0,05 0,35 0,54
> 2 millions cell/ml * Absence d'infection 0,45 0,04 0,37 0,52
> 2 millions cell/ml * Infection a SC- 0,55 0,06 0,43 0,66

3.3 Analyse des variations intra- et inter- individus

La variabilit¢ de la DO s’explique principalement par la variabilité inter-chévres (68,5%) et par la
variance résiduelle qui correspond ici a l'interaction date*chevre (plaque) (23%) (Tableau 10). Cette part
importante de la résiduelle revient a dire que les chévres évoluent différemment au cours du temps (DO
stable pour certaines, en augmentation pour d'autres, etc.). L'effet date est légerement significatif mais
ne représente que 8% de la variabilité totale.

Ces résultats confirment que la variabilité inter-animal est supérieure a la variabilité intra-animal, bien
que celle-ci soit [égérement significative.

Tableau 10 : Estimation de la variance des parametres

Paramétres Estimation  Erreur type Valeur Z PrZ Part relative (en %)
Plaque 0,000 0,002 0,060 0,4776 0,22
Chévre(plaque) 0,027 0,005 5,780 <,0001 68,51
Date 0,003 0,002 1,780 0,0374 7,88
Résiduelle 0,009 0,001 14,370 <,0001 23,38
Total 0,039

C. Discussion

Comme chez la vache laitiere, les travaux réalisés pour I'évaluation terrain de I'ELISA soulévent un
ensemble de questions concernant notamment les modalités de réalisation des prélevements
aseptiques de lait. Certaines chévres présentaient en effet des S. aureus dans les premiers jets de lait
sans que l'on puisse observer de réponse cellulaire notable (donc d'inflammation) associée chez
I'animal (moins de 250 000 cellules par ml). Ces chevres ont été considérées comme négatives en
ELISA, résultat confirmé pour 'une d’entre elles par une deuxieme analyse bactériologique. Dans ce
cas, la possibilité d’une colonisation ponctuelle du trayon peut vraisemblablement étre évoquée. La
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bibliographie fait état de la nécessité d’une double analyse bactériologique avant détermination du
statut infectieux de la mamelle. Cette interrogation sur le test de référence n’est pas sans conséquence
sur I'évaluation de I'ELISA.

Parmi les limites du test figure I'impossibilité de détecter les infections trés récentes : une quinzaine de
jours sont en effet nécessaires pour que I'animal développe des anticorps. Enfin, les taux d’anticorps
évoluent au cours du temps et augmentent en particulier en fin de lactation. Une premiére analyse de la
variabilité des densités optiques tend néanmoins a montrer que la variabilité inter-individus prime sur la
variabilité intra-individus ce qui permet d’envisager a priori un dépistage des animaux excréteurs a tout
moment. Cette évaluation n'ayant pu étre conduite que sur une période de durée limitée, il conviendrait
de I'étendre sur I'ensemble d’'une campagne de production afin d’en confirmer les résultats et de
mesurer si nécessaire les différences d’efficacité du test au cours du temps.

L’ELISA présente entre autres principaux avantages un co(t faible, de donner une réponse rapide
(quelques heures), de ne pas nécessiter de prélévements aseptiques de lait, ni de transport sous
couvert du froid. Les différents essais réalisés ouvrent de nombreuses perspectives quant a son
utilisation pour le dépistage des chevres infectées. Le recours a l'antigéne 3 donne les meilleurs
résultats (84 % de sensibilité, 82,6 % de spécificité) mais nécessite que le seuil de positivité soit défini
intra-troupeau sur tout ou partie du cheptel. Le recours a I'antigéne 4 semble devoir étre privilégié si I'on
souhaite disposer d’un seuil unique de positivité pour tous les élevages. Cette derniére solution a le
mérite de la simplicité et favoriserait I'automatisation de la technique (lecture et interprétation des
résultats de DO) aprés étalonnage a l'aide de lait(s) de référence (étape indispensable a I'amélioration
de la répétabilité et de la reproductibilité de cette technique). Elle donne en revanche des résultats
inférieurs tant de sensibilité que de spécificité (77 a 78 %). Une évaluation a plus grande échelle serait
nécessaire pour confirmer ces résultats et valider le choix de la préparation antigénique la plus
appropriée.

Les résultats obtenus, notamment de spécificité ne permettent pas de définir des stratégies de réforme
qui ne doivent étre confirmées par des analyses bactériologiques ou assorties de la prise en compte
d’autres critéres notamment mais non exclusivement sanitaires : antécédents de mammites cliniques,
observation d'indurations ou de déséquilibres de la mamelle, niveau de production faible,... lls sont par
contre suffisants pour réaliser un repérage rapide des animaux présumés infectés par S. aureus en cas
d'observation d’'une non conformité des produits ou pour estimer les statuts des animaux a des
moments clés de la lactation en vue d’orienter les traitements ou d’envisager les allotements.

Enfin, les limites du test ne doivent pas occulter le fait que la valeur prédictive positive de 'ELISA (61 %
lors de I'application d’'un seuil universel) est extrémement supérieure a celle que peut avoir un test
fondé sur les numérations cellulaires : sur la foi d'un seul comptage cellulaire, la valeur prédictive
positive en cas de dépassement d’un seuil de 1 750 000 cellules par ml est de 14 % environ pour une
sensibilité de 71 % et une spécificité de 72 %. Malgré un contexte de faible prévalence des infections a
S. aureus (cas géneral dans I'espéce caprine), 'ELISA constitue par conséquent un outil d'aide a la
décision tout a fait pertinent.

Les travaux engagés dans le cadre du présent programme ont permis de dégager différentes pistes
d'utilisation de I'ELISA sur le terrain. Plusieurs stratégies d'utilisation peuvent étre envisagées en
fonction des exploitations, des caractéristiques de leur encadrement technique (adhésion ou non au
contrdle laitier) et de la nature des informations disponibles (résultats d’autocontréles, disponibilité des
numérations cellulaires,...). Elles demanderaient désormais a étre précisées et évaluées a grande
échelle afin de permettre le développement du test sur le terrain.
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Chapitre 3

Dynamique des écosystemes microbiens des laits et des fromages

II nexiste a I'heure actuelle aucune référence concernant les caractéristiques des écosystémes
microbiens du lait de chévre et le role qu'ils pourraient jouer sur le controle des contaminations par
S. aureus. Or, la possibilité de s'appuyer sur les intéractions microbiennes pour limiter le
développement des staphylocoques impose que les variations des caractéristiques structurelles des
écosystémes microbiens des laits au cours de la lactation ne soient pas de nature a modifier de fagon
substantielle leur comportement vis-a-vis de S. aureus. QU'il s'agisse d’orienter la production des
écosystémes microbiens des laits (secteur fermier) ou d'utiliser des consortia microbiens dans le cadre
de process technologiques (secteur industriel), la connaissance et la prise en compte des évolutions
des écosystémes microbiens au cours du temps sont indispensables. L'objet de ce travail concerne
donc I'étude, a titre exploratoire, de la dynamique des écosystémes microbiens au cours de la lactation.

A. Matériel et méthodes

La dynamique des écosystemes microbiens des laits, incluant I'étude de I'évolution des inhibiteurs
naturels du lait (lactoferrine et systéme lactopéroxydase) au cours de la lactation, a été étudiée a la
Station expérimentale caprine du Pradel pendant deux années consécutives, 2004 et 2005.

Les écosystemes ont été étudies a différentes périodes de la lactation correspondant a priori a des
changements de conduite (notamment alimentaire) du troupeau susceptibles d’avoir une incidence sur
la composition des communautés microbiennes et/ou la composition du lait.

Au cours de la premiére année de suivi, I'étude a porté essentiellement sur I'analyse des écosystéemes
des laits dans leur globalité et leur devenir dans les fromages. La seconde année de suivi a davantage
été axée sur I'étude de la diversité de la flore du lait de chévre et son évolution au cours du temps en
relation avec la conduite du troupeau.

1 Conduite du troupeau a la station expérimentale du Pradel

Le troupeau comporte environ 120 chevres laitieres de race Alpine dont certaines conduites en lactation
longue suite a des échecs de reproduction. Les chévres ont un niveau laitier supérieur a 1000 kg de lait
par chévre et par an pour un TB de 34g/l et un TP de 32 g/I. Les mises-bas se déroulent habituellement
en janvier et février. Le lait est introduit dans le tank 7 jours aprés mise-bas (a une traite prés). A cette
période, on observe de fortes variations de taux rendant notamment difficile le réglage des rendements
fromagers (période « non stabilisée »).

1.1 Conduite alimentaire

La conduite alimentaire est adaptée en fonction du statut physiologique des animaux (notamment,
période péri-partum), de la gestion des prairies et des conditions climatologiques.

L'alimentation est généralement apportée en chévrerie jusqu'au début mars: apport de foin, de
légumineuses, de luzerne déshydratée ainsi que de concentrés (mais ou granulés).

Lors de la mise a I'herbe, les animaux paturent dans un premier temps de 8-9 heures le matin jusque
vers 16 heures le soir (pour des horaires de traite fixés a 6 h et 16h30). Une complémentation en
fourrage est alors fournie a l'auge et adaptée en fonction du niveau de refus (15-20 %). Le plein
paturage est assuré des lors que les animaux repaturent aprés la traite du soir, soit entre 18 et 21
heures. La ration de base reste toutefois évolutive et dépend du temps d’accés au paturage : une
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complémentation a l'auge avec des fourrages (foin et/ou luzerne déshydratée) peut en effet étre
ponctuellement envisagée. Selon la nature des parcelles paturées, on distingue une période de
paturage sur graminées et une période de paturage sur légumineuses.

1.2 Saisonnalité de la production : définition de périodes de production

Compte tenu de la saisonnalité de la production chez la chévre, la notion de « période » est définie a la
fois par des critéres physiologiques et saisonniers. Dans le cas d’élevages conduits au paturage tels
que la station expérimentale du Pradel, la gestion de I'alimentation ne peut étre dissociée de ces
différents aspects. Des périodes de production peuvent par conséquent étre déterminées en fonction a
la fois de la saison et des pratiques d’élevage correspondantes.

Les situations identifiées en 2004 (Tableau 1) incluent :

- trois phases de rationnement en chevrerie, 'une aprés la période des mises bas (« chévrerie
stabilisée » : P1), la seconde en période estivale (« chévrerie été » : P4) et la troisieme a
I'automne, en partie au moment du tarissement (« chévrerie automne » ou « tarissement » :
P6) ;

- deux phases de paturage sur graminées, au printemps (« paturage de printemps » : P2) puis a
l'automne (« paturage d’automne » : P5), le moment de la mise & I'herbe pouvant le cas
échéant étre traité de maniere indépendante ;

- une phase correspondant a lapport de Iégumineuses dans la ration (« paturage
légumineuses » : P3), leur introduction s’avérant parfois critique en terme de transformation
fromageére (possible accroissement de la fréquence d’incidents).

Le volume de lait produit quotidiennement par le troupeau a dépassé 500 litres au printemps, a été
compris entre 300 et 500 litres en été et a diminué progressivement a l'automne en fin de campagne
laitiére (20 a 300 litres).

En 2005, quatre périodes ont été définies (Tableau 2) et ont été caractérisées comme suit :

- ala période hivernale (P1), le volume de lait produit quotidiennement par le troupeau a dépassé
400 litres de lait. La ration, apporté a l'auge, a comporté de la luzerne déshydratée ;

- au printemps (P2), le niveau de production du troupeau a atteint 400 a 500 litres de lait par jour.
La ration a alors été caractérisée par des apports de luzerne déshydratée en complément d’'un
paturage sur graminées ;

- en période estivale (P3), on a retrouvé une alimentation proche de celle fournie en P1
(alimentation en chévrerie). Le volume de lait produit quotidiennement par le troupeau a été
compris entre 200 et 400 litres ;

- enfin, la période de production s’est achevée a I'automne (P4) avec une prédominance de
graminées apportées par le paturage.

Tableau 1: Définition des périodes de production en 2004 en fonction des saisons, du type
d’alimentation et du volume de lait de tank produit

Périodes Saison Vo!umes de Mise a Graminaceae Légumineuses ’Luzerne’
lait (litres) I'herbe déshydratée

P1 hiver 150 - > 500 non X
P2 printemps > 500 oui X X
P3 été 450 - 500 oui X

P4 été 300 - 450 non X
P5 automne 100 - 300 ouli X X
P6 automne 20-100 non X
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Tableau 2 : Définition des périodes de production en 2005 en fonction des saisons, du type
d’alimentation et du volume de lait de tank produit

Périodes Saison Volumes de lait Mise a 'herbe  Graminaceae ,Luzerne’
(litres) déshydratée
P1 hiver >400 non X
P2 printemps 400-500 oui X X
P3 été 200-400 non X
P4 automne 100-200 oui Prédominant

1.3 Enregistrements des données zootechniques

Des enregistrements sur les données d'ordre zootechnique sont réalisés quotidiennement. Elles
concernent quatre principaux domaines :
- les animaux :
interventions réalisées soit a titre individuel (évenements sanitaires et traitements
consecutifs), soit & titre collectif (traitements par lots) ;
gestion de la reproduction : insémination artificielle, introduction ou sortie des boucs ;
période et nombre de mises bas ;
- lalimentation :
apports relatifs a 'auge et/ou au paturage
- Tlinstallation de traite :
intervention du contréle laitier ;
nettoyage (trois modalités) ;
intervention sur les tuyauteries ;
- I'ambiance :
paramétres climatologiques : pluviométrie, enregistrement des températures ;
curage du fumier ;
livraison d’aliments.

Certains de ces enregistrements ont été réalisés en continu : le rationnement des animaux ou les
modalités de lavage de l'installation de traite. Les autres informations collectées correspondent a des
évenements ponctuels voire d’apparition exceptionnelle.

1.4 Enregistrements en fromagerie

Les laits de mélange ont systématiquement été mis en fabrication : application d’une technologie
lactique. Au cours de la transformation, un relevé des cinétiques d’acidification a été effectué. Les
incidents de fabrication et les correctifs apportés (éventuels recours pour 'ensemencement a du
lactosérum congelé ou a des ferments de commerce,...) ont été recensés. Les fabrications de type
présure réalisées dans le cadre des essais conduits en 2004 ont été suivies selon les mémes
modalités.

2 Prélevements et échantillonnage

Au cours de la premiére année de suivi, six types de régimes alimentaires avaient été définis a priori
(§1.2). Au cours de la campagne laitiére et a la suite de la mise en place de chaque type de régime, ont
été prélevés pendant trois jours consécutifs, les laits de tank provenant de la traite du matin et les laits
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de mélange correspondant aux deux traites du matin et du soir. Simultanément, deux types de
fabrications ont été conduits en paralléle selon une technologie présure (type « caillé doux ») et une
technologie lactique (Annexes 4.1 et 4.2) : 3 stades de fabrication ont alors été considérés, a 48 heures,
72 heures et 8 jours. Si les fromages lactiques étaient réalisés a partir du lait de mélange de deux
traites, les fromages présure, en revanche, étaient fabriqués a partir du lait de la traite du matin
uniquement.

Au cours de la seconde année de suivi, les capacités d’analyse ont été redéployees et I'étude a été
centrée sur les seuls laits de mélange, de maniére a appréhender I'évolution des écosystéemes
microbiens non plus a des périodes fixes prédéterminées et définies au travers de la conduite
alimentaire mais de fagon plus continue tout au long de la campagne laitiere. 125 échantillons de 30 ml
de lait de mélange (traites du matin et du soir) ont été collectés a cet effet entre février et novembre
2005, a raison de 3 a 5 laits par semaine (identification et jour de prélevement précisés en annexe 3.1).
Les laits 45 & 86 ont été collectés en période hivernale (P1), les laits 87 & 163 en période P2, les laits
164 a 269 en période P3 et les laits 270 a 330 en fin de campagne laitiére (P4). Seule une partie des
échantillons a fait I'objet d’'analyses complémentaires en vue du dosage des molécules a activité
antimicrobienne (protocole d’échantillonnage conduit selon des modalités identiques a celles de 'année
2004).

Les prélevements de laits (années 2004 et 2005) et de fromages (année 2004) ont été
systématiquement stockés et congelés a — 20 °C dans l'attente de leur analyse.

3 Analyse microbiologique des laits

Les laits analysés ont d’'abord été décongelés au bain-marie a 25°C. Les flores microbiennes ont
ensuite été dénombrées sur différents milieux (Annexe 3.2) parmi lesquels les milieux M17 (selon la
température d’incubation : flore totale thermophile ou mésophile), Turner (Lactocoques), MSE (bactéries
lactiques dont Leuconostocs producteurs de dextranes), SB (bactéries lactiques dont Enterococcus),
FH (lactobacilles mésophiles), OGA (Levures-moisissures), CFC (Gram- dont Pseudomonas), VRBG
(Coliformes), RPF (Staphylocoques coagulase positive).

4  Collection d’isolats

La collection d'isolats a été constituée a partir des laits collectés au cours de la campagne de lactation
2005. Les colonies poussant sur les différents milieux de dénombrement ont été collectées a partir des
boites de dénombrement de deux laits (49 et 151), sélectionnés pour leurs niveaux de flores et leur
diversité microbiologique (Tableau 3). Deux cent quatre-vingt un isolats ont ainsi été collectés, purifiés
et conservés a -20°C dans un mélange 50/50 (v/v) de bouillon BHI et de lait glycérolé a 10%.

Tableau 3 : Caractéristiques des laits 49 et 151 aprés dénombrements sur différents milieux de culture

Laits Lait 151 Lait 49

PCA M17 M17  Turner

Milieux CRBM . agc a0 30°a SB MSE FH RPF CFC
gf}”l‘c’)r;‘)breme”t 371 333 421 374 641 39 377 246 29 292
Nombre d’isolats

Total : 281 40 18 67 10 8 11 54 19 42 12
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Les levures ont été collectées sur milieu OGA a partir des boites de dénombrement de 6 laits : 72 et 81,
168, 181 et 209, 280. Quarante six isolats ont été repiqués, purifiés et conservés a -20°C dans un
mélange 50/50 (v/v) de bouillon Yeast Peptone Glucose (YPG) et de lait glycérolé a 10% (Tableau 4).

Tableau 4 : Dénombrements sur milieu OGA des laits 72, 81, 168, 181 et 209, 280 et nombre d’isolats
conserveés.

Laits Lait 72 Lait 81 Lait 168  Lait 181 Lait 209 Lait 280
Dénombrement (en log) 1,78 1,70 2,04 1,30 2,81 3,33
Nombre d’isolats

Total 46 6 5 7 10 5 13

5 Description des communautés microbiennes

La diversité de la flore des laits a été étudiée au travers de deux approches complémentaires :
- une approche indirecte avec identification moléculaire d’isolats collectés sur différents milieux
de dénombrement du lait ;
- une approche moléculaire directe par clonage et identification des ADNr 16S du lait.
L’ensemble des méthodes de laboratoire mises en ceuvre sont décrites en Annexe 3.

5.1 Identification d’isolats (Annexe 3.3)

a) Bactéries

L'identification des isolats d'origine bactérienne a nécessité d'avoir recours a une méthode de
génétique moléculaire, la Polymerase Chain Reaction (PCR). Aprés extraction de 'ADN total, les 450
paires de bases de I'extrémité 5 de L’ADNr 16S ont été amplifiées avec les amorces universelles W02
et W18. Les produits d’amplification ont été vérifiés par électrophorése sur gel d’agarose a 0,8% en
tampon TBE 0,5X et BET (Bromure d’éthidium).

Tous les ADNr 16S ont été analysés par la méthode RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)
a l'aide de deux enzymes de restriction EcoR1 et Haelll. A la suite de la migration des produits de
digestion sur gel d’agarose a 2 %, les profils RFLP générés ont été analysés en recourant au logiciel
BioNumerics et comparés entre eux. Des groupes de profils @ 90% de similarité et plus ont été
constitués, les ADNr 16S d’un ou plusieurs représentants de chaque groupe étant alors séquencés. Les
différents profils obtenus ont été comparés aux profils d’'une banque de référence RFLP constituée de
souches de référence et de souches isolées de divers projets et appartenant aux principales espéces
identifiées dans des laits et fromages.

Les ADN des isolats Gram positif et catalase négatif ont été amplifiés avec des amorces spécifiques de
genre (Enterococcus, Lactobacillus et Lactococcus) et d'espéce (Enterococcus faecalis, Lactococcus
lactis lactis/cremoris, Leuconostoc mesenteroides, Lactobacillus casei/paracasei et Lactococcus
garvieae). Les PCR spécifiques ont été réalisées selon les protocoles décrits par Callon et al., 2004.
L’ADNr 16S a été séquencé, les 450 paires de base de I'extrémité 5 étant comparées aux séquences
correspondantes disponibles dans la banque de données GeneBank. Les séquences ayant un
pourcentage de similarité supérieur a 97% ont été considérées comme appartenant a la méme espéce.

b) Levures
Les levures ont été identifiées par I'analyse de tests morphologiques, biochimiques et physiologiques.

Les isolats ont été assignés a une espece grace a l'utilisation des clés dichotomiques de Barnett et al.,
1990. Leur identification moléculaire a reposé sur 'amplification du domaine D1/D2 de 'ADNr 26S de
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chaque isolat en utilisant les amorces NL1-NL4. Les produits d’amplification ont été vérifiés par
électrophorése sur gel d’agarose a 0,8% en tampon TBE 0,5X et BET (Bromure d’ethidium). Les ADNr
26S obtenus ont été séquences, chaque séquence partielle étant ensuite comparée par un systéme
d’algorithme (blasts : « basic local alignment search tool ») avec celles déposées dans la banque de
données GenBank.

5.2 ldentification des clones

Des banques de clones d’ADNr 16S ont été réalisées a partir de différents échantillons de lait (laits de
tank 116, 188, 95, 103 et 90 et 151). Aprés extraction de 'ADN total du lait, une PCR 16S a été réalisée
selon les mémes procédures que précédemment (recours aux amorces WO2 et W18). Les produits
d’amplification ont été insérés dans le vecteur PCR®-Bluntll-TOPO® (Invitrogen). Aprées transformation
de cellules One Shot®, 340 clones ont été sélectionnés.

Deux PCR 16S ont été effectuées sur les inserts clonés, la premiére avec les amorces M13F et M13R,
la seconde avec les amorces WO2 et W18 en vue de I'analyse des séquences 16S par RFLP. Le tri des
clones par RFLP a été effectué comme décrit pour les isolats.

Le séquencage des ADNr 16S de 86 clones a été réalisé, les séquences obtenues étant ensuite
compareées a celles disponibles dans les bases de données.

6 Description des équilibres microbiens (Annexe 3.4)

Les équilibres entre les populations microbiennes ont été décrits par une approche moléculaire culture
indépendante, la méthode SSCP (Single Strand Conformation Polymorphism).

La premiére étape de 'analyse est constituée par I'extraction de 'ADN microbien. Dans ce domaine, la
méthode de référence (Duthoit et al, 2003, Callon et al, 2005) initialement adoptée n’ayant pas permis
d’extraire systématiquement ’ADN microbien des laits collectés en 2004 et les profils de SSCP obtenus
étant de faible amplitude, plusieurs autres méthodes d’extraction ont dii étre testées. Les modifications
de la méthode par i) traitement des laits a la protéinase K a 55°C pendant 2h, ii) I'élimination des
cellules somatiques par centrifugation & 200g 5 minutes, iii) la transparisation des laits avant extraction,
iv) l'utilisation d'un plus grand volume de lait, n'ont pas amélioré I'extraction et n'ont pas permis
d’'obtenir des profils SSCP d’amplitude suffisante. Pour résoudre ces problemes d’extraction, la
méthode de Lafargue et al. (2004) a été également testée. Les conditions suivantes ont été appliquées
et évaluées :

- décongélation des laits a 25°C ;

- traitement de 10ml de lait avec 150 pl de pronase @ 10mg/ml et incubation & 37°C pendant
2h30 puis poursuite de I'incubation 1h & 37°C aprés adjonction d’'1 ml de SDS 20 % ;

- centrifugation & froid (4°C) de la suspension (20 min a 8500 G) ;

- élimination de la matiére grasse figée ;

- incubation (10 min a 30°C) puis centrifugation (10 min a 8500 G), a température ambiante ;

- reprise du culot contenant les micro-organismes dans 150 ul de thiocyanate de guanidium 4M-
Tris-Cl pH 7,5 0,1M, N-Lauroyl sarcosine 1 % ;

- adjonction de 200 yl d’'une solution d'acétate de sodium - EDTA, de 200 pl de phénol-
chloroforme-ialcool isoamylique (25/24/1) pH 8.0 et de200 mg de billes de zirconium ;

- traitement du culot par broyage aux billes de zirconium ;

- extraction des acides nucléiques au phénol-chloroforme-alcool isoamylique (25/24/1) et au
chloroforme-alcool isoamylique (24/1) avant précipitation par addition de 50 pl d’'acétate de
sodium 3M et d'1 ml d’éthanol ;

- aprés centrifugation (20 min, 13 000 G), lavage a I'éthanol 70 % ;

- reprise de 'ADN dans 40 ul d'eau.
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Cette méthode s’est avérée probante et a, deés lors, été retenue pour extraire les acides nucléiques
microbiens des laits de 2005. Il a cependant été noté qu’une partie des populations microbiennes est
éliminée dans la partie grasse. La nature des populations dans la matiére grasse s'est néanmoins
avérée la méme que celle observée a partir des laits dans lesquels la matiere grasse avait été éliminée
(Figure 1).

culot

culot Matiére grass

={Matiere grasse

O 1v 102102 7 IOE  av 102M6 - 10286 ~

COm ov:s2,92/ COE oY :92MG ~# 32MG ~

mmm)> Pas de différence qualitative de répartition

Figure 1 : Répartition des micro-organismes : culot / matiere grasse / Extraction d’ADN a partir du culot
et en parallele a partir de la matiere grasse

La méthode SSCP repose ensuite sur 'amplification des régions variables :
- de 'ARN 16S des bactéries (région V3 amplifiee avec les amorces W34 et W49 (Duthoit et al,
2003) : analyse des ADN totaux de 118 laits ;
- et de TARN18S de levures (région V4 amplifiée avec les amorces Lev1 et Lev2 (Callon et al,
2006) : analyse des ADN totaux de 49 laits.

Aprés dénaturation a 95 ou 96°C, les produits d’amplification sont séparés au cours d'une
électrophorese capillaire. Des profils microbiens sont ainsi obtenus. L’analyse des produits
d’amplification a été conduite sur séquenceur ABIPRISM 310 selon le protocole décrit par Duthoit et al.
(2003).

Les régions V3 des ADNr 16S clonés et des ADNr 16S des isolats, la région V4 des ADNr des isolats
ont été amplifiées selon des protocoles similaires a ceux employés pour la réalisation des profils SSCP.
Leurs migrations ont été respectivement comparées aux profils SSCP V3 et V4 des laits. Les pics des
profils SSCP V3 des laits ont ainsi pu étre assignés a des séquences de bactéries et les pics des profils
SSCP V4 des laits a des séquences de levures (Figure 2).

La méthode SSCP permet une approche globale des flores dominantes des écosystemes microbiens. I
s'agit d'une méthode semi-quantitative qu'il convient d'interpréter en terme d’équilibre entre populations.
La proportion relative de chaque pic est, dans ce cas, calculée par rapport a 'ensemble des pics d’un
méme profil.
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Figure 2 : Schéma descriptif des techniques employées pour décrire les écosystemes microbiens dans
leur globalité

7 Evolution des molécules a activité antimicrobienne au cours de la lactation

7.1 Systeme lactoperoxydase

Le systéme lactoperoxydase est un systéme a trois composantes : la lactoperoxydase, le thiocyanate et
I'H202. L'action de ce systéme est non spécifique. Seuls ont été dosés, au cours de ce programme, la
lactopéroxydase et le thiocyanate par méthode enzymatique (Kumar et Bhatia, 1999) et chimique (IDF,
1988), respectivement. Durant I'année 2004, les dosages ont été effectués sur les laits du matin et les
laits de mélange. Pour 'année 2005, seuls les laits de mélange ont été analysés, les laits du matin et de
mélange analysés durant l'année 2004 ayant présenté des teneurs identiques en composés
antimicrobiens.

7.2 Lactoferrine

Le dosage de la lactoferrine a d’'abord été effectué par méthode immunochimique (méthode ELISA) a
l'aide d’anticorps monoclonaux et polyclonaux, selon une méthode préalablement mise au point a
'INRA de Poligny pour la lactoferrine bovine (Dupont et al, 2006), ce que rendait a priori possible
I'existence d’'une forte homologie de séquence (97%) entre la lactoferrine bovine et la lactoferrine
caprine.

Quatre laits collectés a deux périodes différentes sur le plan alimentaire (« Chevrerie stabilisée » et
« Paturage sur légumineuses »), ont été analysés. Les résultats obtenus sont présentés tableau 3.

Tableau 3: Résultats des dosages de lactoferrine dans le lait en fonction du type de lait collecté (traite
du matin seule ou mélange des traites du matin et du soir) et de la conduite alimentaire

Lactoferrine (matin) Lactoferrine (mélange)
en mg/L en mg/L
Chévrerie stabilisée 12 15
Légumineuses 22 23
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Des différences ont été observées entre les deux périodes. Toutefois les valeurs obtenues ont semblé
globalement faibles. Elles étaient en effet, en moyenne, 10 fois plus faibles que celles observées dans
le lait de vache. Les quelques travaux disponibles en matiere de lactoferrine caprine faisaient
également état de teneurs sensiblement plus élevées. Ainsi, Chen et Mao (2004) ont trouvé en
moyenne 200 mg/l de lactoferrine (de 166 a 217 mg/l), tandis que Avci et Sel (2004) ont rapporté des
valeurs allant de 39 & 64 mg/l. Dans ce contexte, une modification du format du test ELISA a été
réalisée. D’autres problemes sont survenus et n'ont pas permis I'obtention de résultats fiables. Parmi
les problemes recensés figure la nécessité de recourir a de la lactoferrine bovine pour réaliser la courbe
de calibration, la lactoferrine caprine n’étant pas disponible dans le commerce. C'est pourquoi il a été
finalement envisagé de purifier de la lactoferrine caprine et de I'utiliser pour calibrer le test ELISA.

De la lactoferrine caprine a été purifiée a partir de lait de chévre par méthode d’immuno-affinité. Cette
lactoferrine caprine purifiée a servi a constituer une gamme étalon pour calibrer le test ELISA. De cette
maniére, les quatre laits précédents ont été de nouveau analysés (Tableau 4).

Tableau 4 : Résultats des dosages de lactoferrine dans quatre laits obtenus avec une gamme étalon de
lactoferrine caprine

Lactoferrine (matin) Lactoferrine (mélange)
en mg/l en mg/l
Chévrerie stabilisée 17 138
Légumineuses 247 226

Les valeurs obtenues ont été environ 10 fois supérieures a celles obtenues avec la gamme étalon de
lactoferrine bovine et sont en accord avec celles trouvées par Chen et Mao (2004).

Les caractéristiques analytiques de la méthode ont été déterminées. Ainsi, la limite de détection est de
0,2 mg/L et la répétabilité de 12% (intra plaque) a 17% (inter plaques).

Suite a cette mise au point méthodologique, le dosage de la lactoferrine a été étendu aux autres laits
collectés au cours de I'année 2004 et a ceux prélevés en 2005.

8 Traitement des données

Compte tenu des phases de mise au point méthodologique concernant la définition de profils
d’écosystémes microbiens par SSCP, les données SSCP relatives a 'année 2004 ont été in fine
exclues des analyses.

8.1 Variabilité des caractéristiques des flores microbiennes des laits et des fromages

La variabilité des flores des laits et des fromages selon respectivement, le type de lait mis en fabrication
et le type de technologie employée, a été étudiée a partir des données issues de la premiere année de
suivi (2004).

Ont d’abord été abordées les données relatives a la flore des laits (comparaison des laits de la traite du
matin et des laits de mélange), puis les données relatives aux fromages (prise en compte du type de
technologie fromageére et du stade d'affinage) et enfin celles obtenues sur les lactosérums. La période
de production a été prise en compte.

La méme procédure a été adoptée pour chacun de ces domaines :
- description des données (statistiques élémentaires, corrélation et histogramme des variables) ;

- analyse discriminante permettant de trouver des combinaisons linéaires des variables qui
permettent de séparer aux mieux les classes ou catégories (période de production, type de lait
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et type de fromage). La recherche de combinaisons a été basée sur la maximisation de la
variance inter classe et la minimisation de la variance intra classe.

8.2 Influence des facteurs zootechniques sur les flores microbiennes

Dix volets zootechniques ont été identifiés. Deux concernent des événements enregistrés de maniére
continue (alimentation et lavage de l'installation de traite). Huit volets concernent des évenements de
nature plus exceptionnelle (mises-bas, traitements individuels ou collectifs, contrle laitier, intervention
sur les tuyauteries, climatologie, curage du fumier, livraison des aliments et en fromagerie). (§ 1.3)

Si les données zootechniques ont été enregistrées quotidiennement (§1.3), les données
microbiologiques, bien que fréquentes, ont en revanche été obtenues avec un pas de temps variable.
Réalisées sur des échantillons répartis de maniére aléatoire au cours de la lactation, elles n’ont en
particulier pas été effectuées sur des échantillons préalablement ciblés en fonction de la survenue
d’événements zootechniques particuliers.

Les analyses statistiques ont été effectuées sur les milieux de dénombrement pris séparément. Dans
un premier temps, elles ont été conduites par volet zootechnique. Pour les volets zootechniques
renseignés en continu, on s’est intéressé aux modalités enregistrées au cours des jours précédents la
réalisation d’analyses microbiologiques. Pour les autres volets, ont été prises en compte toutes les
données de dénombrements obtenues dans les jours précédents et suivants chacun des événements
zootechniques. Cette derniére analyse s’est finalement révélée non réalisable, le nombre d’événements
pour un volet donné étant restreint, les analyses microbiologiques n’étant pas systématiquement
effectuées dans l'intervalle de temps correspondant ou étant acquises a des pas de temps variables par
rapport a I'événement analysé.

En définitive, seuls ont donc été analyseés les volets zootechniques renseignés en continu.

Les variables explicatives sont les données zootechniques acquises au cours des 5 jours précédents
les analyses microbiologiques (de t-1 a t-5). La variable expliquée (y:) est le dénombrement (apres
transformation logarithmique - log10- ) d’'un milieu donné a l'instant t (en jour).

Chaque variable de t-1 a t-5 a été étudiée en univarié :

Yie =4+ X+ Eit

avec Y, :le dénombrement a t sur un milieu donné pour le niveau i du facteur étudié,
A la moyenne générale,
x\") effet de la valeur i du facteur zootechnique a t- (soit a t-1, t-2, t-3, t-4, t-5),
&, l'erreur résiduelle.

Ces analyses ont permis d’étudier le délai au cours duquel un facteur zootechnique peut avoir une
incidence sur la flore microbienne.

Un modéle multivarié progressif a alors été posé pour les milieux pour lesquels le facteur zootechnique
étudié est apparu comme significatif & t-. Dans ce modeéle, les variables explicatives de x° & x ™ ont

été introduites de maniére chronologique (Somme des carrés de type |) : test de xt.s, puis de X4 ajusté
de x5, de Xc3 ajusté de xcs et de xus, ... On peut ainsi tester le facteur x; ' & x\~'™* fixé et évaluer la
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part de variabilité expliquée par x'~ connaissant lncidence relative de x{'*. Dés qu'un facteur
apparait non significatif, 'analyse progressive est interrompue.

Dans le volet « alimentation », quatre classes ont été définies :

Classe 1 : alimentation en chévrerie des mises bas jusqu’a la mise a I'herbe ;

Classe 2 : paturage sur graminées ;

Classe 3 : paturage sur légumineuses ;

Classe 4 : alimentation en chévrerie en période estivale.
La phase de rationnement en chévrerie de fin de lactation, a 'automne, n’a pu étre prise en compte
dans les analyses, une seule observation ayant été réalisée a cette période. L’analyse a porté sur 123
jours de suivi.

Dans le volet « lavage de l'installation de traite », deux classes ont été définies :

Classe 1 : Emploi d'une lessive acide le soir;

Classe 2 : Ringage seul le soir.
Une troisiéme modalité correspondant au lavage a 'aide d’'une lessive basique n’a pas été considérée
faute de pouvoir mettre en relation des données de dénombrement en nombre suffisant (quatre
observations). L’analyse a porté sur 115 jours.

8.3 Etude de la dynamique des écosystemes microbiens au cours du temps

Pour chaque profil SSCP, les aires A; des différents pics P; ont été relevées, et les ratio R=A/ZA; ont été
calculés.

Des Analyses Factorielles Discriminantes (AFD) ont été réalisées avec le logiciel Statistica (Statsoft,
version 6) avec les 4 périodes comme variables de classification, les résultats de dénombrements ou
les ratios des pics 16S V3 SSCP et des pics 18S V4 SSCP comme variables et les laits comme
observations. Les laits mal classés ont été enlevés pour la suite des analyses statistiques.

Les données de dénombrement (Log UFC/ml) et les ratios des pics SSCP bactéries et levures
permettent de définir un profil d’écosystéme global pour chaque lait analysé. Une analyse de variance
multivariée (MANOVA) a été réalisée sur ces données en s'appuyant sur quatre tests statistiques
multivariés (test lambda de Wilks, trace de Pillai, tests du maximum de vraisemblance de Hotelling-
Lawley et test de Roy). Cette premiére analyse a été suivie d’une analyse de variance (ANOVA) sur les
données de dénombrements obtenues sur chaque milieu de culture ou sur les ratios des pics des
différents profils SSCP afin de décrire plus précisément ceux qui ont été le mieux discriminés par la
période. Le test de Tukey a été réalisé pour comparer les moyennes (différences a P <0.05).

B. Résultats

1 Description des écosystemes des laits de chévre
1.1 Caractéristiques bactériennes des laits de chévre

1.1.1  Sélectivité des milieux de culture

Les caractéristiques microbiennes des laits ont été évaluées par des dénombrements sur différents
milieux de culture. L'identification d'isolats sur divers milieux a permis de mettre en évidence leur
sélectivité (Tableau 5).
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Tableau 5. Fréquence (en %) de chaque espéce bactérienne identifiée sur les différents milieux de
culture.

Milieux  Nb*
40  Kocuria sp 30% Enterococcus faecalis 30%  Staphylococcus epidermidis 13%

CRBM Corynebacterium variabilis 5% Salinicoccus sp 5%  Jeotgalicoccus psychrophilus 5%
Corynebacterium stationis 3% Brevibacterium stationis 3%  Brachybacterium 3%
Arthrobacter sp 3% paraconglomerans

PCAI 18  Stenotrophomonas maltophilia ~ 56% Chryseobacterium indologenes 17%  Delftia acidovorans 11%
Pseudomonas aeruginosa 11% Pantoea agglomerans 5%

M17 67  Acinetobacter baumanii 35% Kocuria sp 13%  Microbacterium oxydans %

30°C Enterococcus faecalis 7% Pseudomonas aeruginosa 7%  Chryseobacterium indologenes 6%
Stenotrophomonas maltophilia 6% Micrococcus luteus 3% Citrobacter freundii 3%
Pseudomonas putida 3% Brachybacterium 2%  Exiguobacterium 2%
Lactococcus garvieae 2% paraconglomerans

M17 10  Enterococcus faecalis 80% Streptococcus mitis 10%  Pantoea agglomerans 10%

42°C

TA 8  Enterococcus faecalis 50% Lactococcus lactis 50%

SB 11 Enterococcus faecalis 100 %

FH 19  Lactobacillus casei 100 %

MSE 54  Enterococcus faecalis 95% Leuconostoc mesenteroides 5%

CFC 12 Pseudomonas putida 92% Leuconostoc. mesenteroides 8%

RPF 42  Staphylococcus epidermidis 53% Microbacterium oxydans 16%  Exiguobacterium 14%
Staphylococcus simulans 8% Staphylococcus caprae 3%  Brevibacterium stationis 3%
Enterococcus faecalis 3%

* Total d'isolats par milieu

La communauté microbienne du milieu CRBM est composée essentiellement d’espéces Gram positif
catalase positif (Staphylococcus, Kocuria, Corynebacterium, Arthrobacter, Salinicoccus, Jeotgalicoccus,
Brevibacterium and Brachybacterium), bien que 30% d'Enterococcus aient également été identifiés. Les
isolats sur milieu PCAI appartiennent tous a des genres Gram négatif tels que Stenotrophomonas,
Chryseobacterium, Delftia, Pseudomonas and Pantoea.

Les bactéries isolées du milieu M17 a 30°C appartiennent a divers genres Gram positif comme Kocuria,
Microbacterium, Micrococcus, Brachybacterium, Bacillus, Exiguobacterium, Enterococcus, Lactococcus
et Gram négatif comme Acinetobacter, Pseudomonas, Stenotrophomonas, Chryseobacterium and
Citrobacter.

Le méme milieu a 42°C est plus sélectif avec une dominance d’Enterococcus, 20% de Streptococcus
mitis et bactéries Gram négatif (Pantoea agglomerans). Le milieu TA sélectionne des entérocoques et
des lactocoques. La majorité des bactéries isolées du milieu MSE de ces laits appartiennent a I'espéce
E. faecalis, avec seulement 5% de Leuconostoc mesenteroides.

La communauté bactérienne sur le milieu RPF est essentiellement composée des genres
Staphylococcus, Microbacterium, Exiguobacterium, Brevibacterium et sporadiquement d'Enterococcus.
Les deux milieux FH et SB sont respectivement sélectifs des lactobacilles mésophiles et des
entérocoques alors que le milieu CFC est sélectif des Pseudomonas.

1.1.2 Diversité bactérienne des laits de chévre

Les résultats d'identification des 281 isolats et 340 clones, aprés criblage par analyse RFLP et
séquengage de 'ADN 16S de quelques représentants de chaque groupe RFLP sont détaillés en
Annexes 3.6 et 3.7.

Quarante deux espéces différentes ont été identifiées a partir de 6 laits de tank du troupeau de la

Station du Pradel prélevés a différentes périodes de I'année. Parmi les bactéries Gram positif non
lactiques, des séquences assignées a Staphylococcus epidermidis (10% des isolats et 2% des unités
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taxonomiques opérationnelles (OTUs) regroupant les types bactériens ayant des profils de restriction
identiques), Kocuria rhizophila- Kocuria kristinae- Kocuria carniphila (8% des isolats et 1% des OTUs),
Bacillus thuringiensis-cereus, Staphylococcus caprae, Micrococcus luteus and Brevibacterium stationis
ont été identifiées a la fois parmi les clones et les isolats. Neuf espéces — Microbacterium oxydans et
Exiguobacterium (4% et 2% des isolats), Staphylococcus simulans (1,5%), et Corynebacterium
variabilis, ~ Corynebacterium  stationis, — Brachybacterium  paracoconglomerans,  Arthrobacter,
Salinicoccus, Jeotgalicoccus psychrophilus (moins d'1%) - ont seulement été identifiées parmi les
isolats. Huit séquences assignées a Staphylococcus equorum, Macrococcus caseolyticus,
Micrococcineae bacterium, Ornithinicoccus, Dietza maris, Rothia sp, Clostridium and Firmicutes sp
(moins d'1%) ont seulement été identifiées parmi les clones.

Le nombre d’espéces de bactéries lactiques identifiées a été plus important parmi les isolats que parmi
les clones. Les séquences assignées a Enterococcus faecalis (33% des isolats et 16% des OTUs) ont
été les plus couramment identifiées parmi les isolats et les clones, alors que les séquences assignées a
Lactococcus lactis (1,5% des isolats et 14% des OTUs) ont été plus importantes parmi les clones. Les
quatre especes assignées a Lactobacillus casei (7%), Leuconostoc mesenteroides (1,5%), Lactococcus
garvieae et Streptococcus mitis (moins d’1%) ont seulement été identifiées parmi les isolats. A l'inverse,
la séquence assignée a Enterococcus saccharominimus (moins d’1%) a seulement été identifiée parmi
les clones.

Parmi les bactéries Gram négatif, les séquences assignées a Pantoea agglomerans (1% des isolats et
40% des clones), Pseudomonas putida (6% des isolats et 15% des clones), Acinetobacter baumanii
(9% des isolats et 3% des clones), Citrobacter freundii et Pseudomonas aeruginosa (moins d'1%) ont
été trouvées parmi les isolats et les clones. Les trois espéces identifiées comme Stenotrophomonas
maltophilia (6%), Chryseobacterium indologenes (3%) et Delftia acidovorans (moins d'1%) ont
seulement été rencontrées parmi les isolats. Les séquences assignées a Enterobacter absuria et
Enterobacter sp, Hahella chejuinsis, Klebsiella oxytoca-milletis et Pseudomonas fulgida (moins d'1%)
ont été identifiées parmi les clones.

1.2 Diversité des levures des laits de chévre

La population des levures du lait de chévre a été caractérisée par l'identification phénotypique et
génotypique de 46 isolats collectés a partir de 6 laits différents. Les résultats des deux identifications
sont présentés de maniere détaillée en Annexe 3.8. Six principales espéces ont été distinguées :
Rhodotorula glutinis (22%), Trichosporon beigelii (156%), Debaryomyces hansenii (156%), Cryptococcus
ater, Cryptococcus curvatus (9%) and Rhodotorula minuta (9%). Les autres espéces minoritairement
identifiées (moins de 5% des isolats) étaient Kluyveromyces lactis, Candida inconspicua, Candida
intermedia et Candida pararugosa.

1.3 Teneurs en molécules a activité microbienne dans les laits de chévre

1.3.1  Systéme lactopéroxydase

D’'une maniére générale, le lait de chévre contient moins de lactopéroxydase (LP) que le lait de vache
(3 a 4 fois moins).

Année 2004

En moyenne, les teneurs en LP ont été identiques dans les laits du matin et les laits de mélange
(absence de d'information concernant la période de tarissement) : 7,8 mg/L. La quantité de LP la plus
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élevée a été observée pendant les périodes « Paturage de printemps » et « Péturage sur
légumineuses », et, la plus faible pendant la période « Chévrerie été » (Tableau 6).

Les teneurs en thiocyanate dans les laits du matin et ceux de mélange ont été similaires (absence de
d’information concernant la période de tarissement), 6,7 et 6,5 mg/l, respectivement. La quantité de
thiocyanate la plus élevée a été observée pendant les périodes « Chévrerie stabilisée » et « Mise a
I'herbe ». Pendant les périodes qui ont suivi la mise a I'herbe, c’est-a-dire depuis la période « Paturage
de printemps » jusqu’au tarissement, les teneurs en thiocyanate ont été deux a trois plus faibles.

Tableau 6 : Résultats des dosages de lactopéroxydase (LP) et de thiocyanate dans les laits (moyenne
des 3 prélevements par période) — Année 2004

Lactopéroxydase en mg/l Thiocyanate en mg/l

Lait du matin  Lait de mélange Lait du matin nl;(glietlr?gee
Ché‘”e”e(;;‘i‘ggi)ife 79403 79406 105405  101£05
Mise a "h(e;?_em)** 67:+1,0 67+0,7 95405 8605
Paturage (%%_%g’;ﬁﬁmps 90405 85404 56404 55403
Pét“ragfﬁ%r_ﬁ%‘;mi”euses 9606 99406 49£09 48414
Chévreri(€1! gﬁ%)“ 57409 64"+ 13 3402 3305
A 7803 7105 6,2+0,1 55+0,1
Tafisse'?;(;‘g_3 o ND 51+08 ND 49403

LP : lactopéroxydase ; * : deux prélévements uniquement ; ** : jours dans I'année ; ND : non déterminé (pas de prélevement
de lait effectug).

Année 2005

Les quantités de LP les plus faibles ont été observées pendant les périodes «Paturage sur
légumineuses» et « Chevrerie été» ; pour les autres périodes, la teneur en LP a été équivalente dans
les laits prélevés, aux alentours de 6-7 mg/L (Tableau 7). La teneur en thiocyanate la plus élevée a été
observée pendant les périodes « Paturage de printemps» (sur graminées) et « Paturage sur
légumineuses ».

Globalement, les quantités de thiocyanate ont été plus élevées dans les laits de 2005 (9,0 mg/l en
moyenne) que dans les laits de 2004 (6,1 mg/l en moyenne).
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Tableau 7: Résultats des dosages de lactopéroxydase (LP) et de thiocyanate dans les laits (moyenne
des 3 prélevements par période) — Année 2005

Lactopéroxydase (lait de mélange)  Thiocyanate (lait de mélange)

en mg/l en mg/|
Chévrerie (séib;llzs)?f 71+09 8,7+0,7
Péturage(?ge)p_qigt?e;lps 74+07 10,3+ 19
Péturage(?térgl_ﬁ%l;rﬂineuses 35404 97+11
Chévreriez %3_230)** 41*+06 74*+12
Paturage (S%th{;qr)le 77+13 9103
Tarissemzazngg_:aoz)** 59+05 8808

LP : lactopéroxydase ; * : deux prélévements uniquement ; ** : jours dans I'année.

1.3.2 Lactoferrine

L’évolution de la détermination de la concentration en lactoferrine au cours de la lactation (années 2004
et 2005) est présentée dans les tableaux 8 et 9.

Tableau 8 : Résultats des dosages de lactoferrine (Lf) dans les laits de mélange (moyenne des 3
prélévements par période) — Année 2004

Lactoferrine (lait de mélange)

en mg/L
Chévrerie sta?élészg%** 138 + 1
Mise a I’herb?”_?s)** 143* + 14
Pailturage de ;Zggtggg*s 190 + 8
Pat‘uragfe s’u(rjl%?{ggﬁgses 219 + 12
CTevrerle e,zt(e1 04156 271% + 32
Patlurage d ?;?0@592)** 300 + 21
Tanssement( 06310y 421+ 72

* . deux prélévements uniquement ; ** : jours dans I'année.
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Tableau 9 : Résultats des dosages de lactoferrine (Lf) dans les laits de mélange (moyenne des 3
prélévements par période) — Année 2005

Lactoferrine (lait de mélange)

en mg/L
Chévrerie sta(téif;ég)** 164 + 17
Pii\turage deﬂP(;g‘_t?g)’f* 249 £ 19
Pat‘uragfe s’u(r?ltt_)ag_l#rg;r;iuses 263 + 29
erevrerle 9:’261398_230)** 260" + 136
Patlurage d ?;;%%61 - 441+ 14
Tarlssemen;tzgg_:soz)** 405 + 72

*: deux prélévements uniquement ; ** : jours dans I'année.

Au cours de la lactation, la teneur en lactoferrine a augmenté graduellement, passant de 138 mg/L
(chévrerie stabilisée ; jours de 'année 55-57) a 421 mg/L (tarissement ; jours de 'année 308-310) pour
I'année 2004 et de 164 mg/L (chévrerie stabilisée ; jours de 'année 64-72) a 405 mg/L (tarissement ;
jours de 'année 289-302).

2 Variabilité des flores microbiennes des laits et des fromages

La variabilité des flores microbiennes des laits de tank et des fromages selon le type de lait mis en
fabrication et selon le type de technologie adoptée a été étudiée au cours de la premiére année de suivi
(2004).

2.1 Exploration de la flore microbienne des laits de tank

2.1.1  Effet de la période

Compte tenu de la structuration des données, un effet « période » a été pris en compte et décrit.
L’analyse qui en a été faite peut donc étre considérée comme une évaluation préliminaire de l'incidence
de la période sur I'évolution des flores microbiennes au cours du temps. Cet effet période est plus
largement étudié §4.

La période de production (6 classes P1 a P6 en 2004) constitue la variable a expliquer et les résultats
microbiologiques sur les différents milieux de culture les variables explicatives. La combinaison linéaire
de ces variables a expliqué les différences entre les 6 périodes de I'essai & 83%. Un gradient est
observé de la période 1 a la période 6. Il est caractérisé par I'opposition suivante :

VRGB RPF FH @

Ainsi, au cours de la campagne, la flore sélectionnée sur les milieux VRGB, RPF et FH (coliformes,
staphylocoques coagulase positive et lactobacilles mésophiles), s'est développée davantage dans les
laits, et celle cultivée sur milieu CFC (Gram négatif) s’est réduite.
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Le second axe déterminant (65%) est défini par les niveaux de dénombrements des flores sur milieux
SB (bactéries lactiques), M17 (flore totale) et Turner (lactocoques), des coordonnées positives
correspondant a des dénombrements plus élevés sur ces 3 milieux.

Les positions des différents laits analysés sur les 2 premiers axes discriminants sont indiquées sur la
figure 3:

Figure 3 : Analyse discriminante de I'effet de la période sur la flore des laits

Sur la figure, I'appartenance des laits (laits du matin et laits de mélange, collectés & 3 reprises pour
chaque période de I'essai, soit 6 laits par période) a une période donnée est indiquée par un numéro
allant de 1 (période P1) a 6 (période P6).

Suite a cette analyse, les différentes périodes de I'essai ont pu étre regroupées en deux grands
ensembles : périodes P1, P2 et P3 d'une part, P4, PS5 et P6 d'autre part. Les moyennes des
dénombrements par milieu sur ces deux phases de la campagne sont indiquées de maniére graphique
sur la figure 4.

Comparaison Période

== Période 1-2-3

Turner tot .
=== Période 4-5-6

Figure 4 : Moyennes des dénombrements (log10 ufc/ml) par milieu selon la période d’analyse au cours
de la campagne laitiere
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2.1.2  Effet du type de lait

Une combinaison linéaire des variables microbiologiques explique les différences entre les 2 types de
lait (de la traite du matin et de mélange) a 40%.

L’axe discriminant (Figure 5) est défini par les niveaux de dénombrements sur milieux M17_42 (flore
totale thermophile), RPF (staphylocoques coagulase positive), OGA (levures), VRBG (coliformes), SB
(bactéries lactiques), des coordonnées positives étant associés a des niveaux de dénombrements plus
élevés sur ces milieux (Figure 6).

Les positions des laits sur I'axe discriminant sont indiquées sur la figure 5 :

Figure 5 : Analyse discriminante du type de lait (matin ou mélange) sur la flore des laits
Sur la figure, les laits du matin sont identifies par le chiffre 1 et les laits de mélange par le chiffre 2 : 3
analyses pour chaque type de lait a chaque période d’essai (6 périodes)

La figure 6 illustre les moyennes des dénombrements par milieu pour les 2 types de laits :

Comparaison type de lait

—&— Lait de matin

Turner tot VRBG

—@— Lait de mélange

OGA lev

Figure 6 : Moyennes des dénombrements par milieu (log10 ufc/ml) selon le type de lait (matin ou
mélange) analysé
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2.2 Exploration de la flore microbienne des fromages

Ont été pris en compte dans I'analyse les résultats obtenus pour chaque type de fabrication (pate
lactique et caillé doux) a raison de 3 prises d’échantillons (réalisées sur 3 jours successifs) a trois
stades d’affinage et au cours des 6 périodes de production.

Une combinaison linéaire des variables de microbiologie explique les différences observées sur les
fromages au cours des 6 périodes d’essai a 69%. Le gradient obtenu de la période 1 a la période 6 est
caractérisé par 'opposition :

M17 42 OGA.lev @

Au cours de la campagne, la flore identifiée sur milieux M17_42 (flore totale thermophile) et OGA
(levures) s’est développée davantage, et celle du milieu OGA (moisissures) moins. A noter, le second
axe déterminant (42%) est défini par la croissance des bactéries sur milieux SB (bactéries lactiques) et
OGA (levures).

Apres regroupement des périodes 1 a 3 d'une part et 4 a 6 d'autre part, les moyennes des
dénombrements par milieu pour les deux grandes phases de la campagne ainsi définies sont
présentées graphiquement figures 7 et 8 :

Comparaison période

M17 42
10,00

TURNER tot VRBG

—&—Période 1-2-3
—il— Période 4-5-6

FH OGA Lev

Figure 7 : Moyennes des dénombrements par milieu (log10 ufc/ml) selon la période d’analyse des
fromages au cours de la campagne laitiere

Comparaison période pate lactique Comparaison période caillé doux
M17 42

TURNER tot

—e— Période 1-2-3
TURNER tot VRBG = Période 4-5-6

—e— Période 1-2-3
—m— Période 4-5-6

FH OGA Lev

Figure 8 : Moyennes des dénombrements par milieu (log10 ufc/ml) selon le type de fromage (péate
lactique ou caillé doux) analysé et selon la période d’analyse considérée au cours de la campagne
laitiére
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2.3 Corrélation entre les flores des laits et des lactosérums

Le tableau 10 présente les corrélations entre les résultats de dénombrements obtenus sur les différents
milieux a partir des laits de tank et des lactosérums

Tableau 10 : Corrélations entre les résultats de dénombrements obtenus sur les différents milieux a
partir des laits et des lactosérums

M17_42 SB VRBG OGA_ CFC FH Turner _ tot
levures

M17_42 0,06762 0,33523 | -0,36169 | -0,03563 | -0,06765 | -0,01524 0,13118
SB 0,21595 0,67112 | -0,66142 0,03868 0,12893 0,16530 0,29622
VRBG 0,45729 0,11234 | -0,42812 0,25734 | -0,33805 0,11553 -0,47026
OGA _ levures 0,10783 0,26218 0,03967 0,10526 0,42779 | -0,07756 -0,16570
CFC -0,06024 0,44352 0,02802 | -0,45773 0,32100 | -0,05903 0,16839
FH 0,44615 0,16502 | -0,26842 0,17482 | -0,14967 0,48678 -0,29086
Turner _ tot 0,33008 0,57993 | -0,19878 | -0,10685 | -0,08287 0,08781 0,12621

3 Influence des facteurs zootechniques sur les flores microbiennes

3.1 Incidence de I'alimentation

Pour les milieux M17 (a 42°C) (Flore totale) et SB (a 42°C) (bactéries lactiques dont entérocoques),
aucun effet de la conduite alimentaire n'a été mis en évidence en considérant un intervalle de temps de
5 jours.
Lorsque l'incidence de I'alimentation est perceptible, elle peut étre observée :
- pendant les 5 jours précédant les analyses microbiologiques pour les milieux FH, CFC, RPF,
Turner, PCA et OGA - levures ;
- uniquement pendant les 3 jours précédant la réalisation des dénombrements pour les milieux
MSE et CRBM (effet significatif au seuil de 5 %).
En introduisant progressivement les facteurs de X5 a X! dans I'analyse, on montre que I'on peut ne
conserver que le facteur X5 (ou X3 pour MSE et CRBM) : aprés ajustement de ce facteur, l'introduction
des autres facteurs ne permet pas d’'améliorer le modéle (R? des modeles précisés dans les tableaux 11
a18).

En début de lactation, lors de la premiere période d’alimentation en chévrerie, les bactéries Gram
négatif et notamment les Pseudomonas (milieu CFC), les lactocoques (milieu de Turner), les
leuconostocs dextrane positifs et entérocoques (milieu MSE), les bactéries d’affinage (milieu CRBM)
présentent des valeurs de dénombrement en moyenne plus élevées que pendant le reste de la
campagne laitiere.

Les dénombrements obtenus sur les milieux FH (lactobacilles mésophiles hétérofermentaires
facultatives) et PCA CV (bactéries a Gram négatif) sont en moyenne plus élevés lors du paturage sur
légumineuses et au cours de la seconde période d’alimentation en chévrerie réalisée en saison estivale
(Tableaux 11 et 15).

Les dénombrements réalisés sur le milieu OGA_levures sont en moyenne plus élevés lors du paturage

sur légumineuses. Enfin, les dénombrements en staphylocoques obtenus sur le milieu RPF neg 37°C
sont en moyenne plus élevés lorsque les animaux sont en chévrerie en saison estivale (Tableau 13).

92




Tableau 11 : Moyennes des dénombrements observés sur le milieu FH pour les facteurs explicatifs
significatifs en fonction de la conduite alimentaire adoptée

Chévrerie jusqu’'a Paturage sur  Paturage sur  Chévrerie en

FH Pr>F R2dumodéle

mise & 'herbe  graminées  légumineuses période estivale

t-1 Nombre 23 36 15 49 <.0001 26%
Moyenne +Ect 1,72 +0,43 154+£059 2,38+0,83 2,28+0,59

t-2 Nombre 23 35 15 50 <.0001 26%
Moyenne +Ect  1,72+0,43 1,53+060 2,39+0,83 2,26 + 0,59

t-3 Nombre 24 34 16 49 <.0001 28%
Moyenne +Ect 1,69 + 0,44 152+058 234+0,85 2,30 +0,57

t-4 Nombre 25 33 16 49 <.0001 28%
Moyenne +Ect 1,66 0,45 1,53+0,58 2,33+0,85 2,30 £ 0,57

t-5 Nombre 26 33 16 48 <.0001 30%
Moyenne + Ect 1,66 + 0,44 1,51+059 2,38+0,79 2,31+ 0,57

Tableau 12 : Moyennes des dénombrements observés sur le milieu CFC pour les facteurs explicatifs
significatifs en fonction de la conduite alimentaire adoptée

Chévrerie jusqu'a Paturage sur ~ Péaturage sur Chévrerie en

CFC N A O L. , Pr>F R?du modéle
mise a I'herbe graminées légumineuses  période estivale

J-1Nombre 23 36 15 49 <0001  21%
Moyenne +Ect 2,74 +1,33 1,99 £1,16 1,61£1,35 1,05 +£1,23

J-2Nombre 23 35 15 50 <.0001  22%
Moyenne +Ect 2,74 +1,33 2,05+1,12 1,61+£1,35 1,03 £ 1,22

J-3Nombre 24 34 16 49 <.0001  20%
Moyenne +Ect 2,70 +1,32 2,00+£1,19 1,63 +1,31 1,05+1,23

J-4 Nombre 25 33 16 49 <.0001 19%
Moyenne +Ect 2,65+ 1,31 2,01 +1,21 1,56 £ 1,24 1,08 £1,26

J-5Nombre 26 33 16 48 <.0001 19%
Moyenne +Ect 2,65+1,29 1,93 +1,25 1,67 £1,17 1,06 £1,27

Tableau 13 : Moyennes des dénombrements observés sur le milieu RPF pour les facteurs explicatifs
significatifs en fonction de la conduite alimentaire adoptée

Chévrerie jusqu’a  Paturage sur Paturage sur Chévrerie en

RPF_neg 37C  mise a I'herbe graminées légumineuses  période estivale Pr>F R* du modéle

J-1Nombre 23 36 15 49 0,0006 13,60%
Moyenne +Ect 2,80 +0,53 2,95+0,24 3,00 +£0,21 3,13 £0,25

J-2Nombre 23 35 15 50 0,0011  12,60%
Moyenne +Ect 2,80 40,53 2,96 +0,24 3,00 +£0,21 3,12 40,26

J-3Nombre 24 34 16 49 0,0004 14,30%
Moyenne +Ect 2,80 +0,52 2,94 +0,21 3,02 +0,22 3,14 +0,27

J-4Nombre 25 33 16 49 0,0002  15,50%
Moyenne +Ect 2,79 +0,51 2,96 £0,19 3,01 +£0,22 3,14 £0,27

J-5Nombre 26 33 16 48 0,0002 15,50%
Moyenne +Ect 2,79 +0,50 2,94 +0,21 3,05+0,18 3,14 +0,27
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Tableau 14. Moyennes des dénombrements observés sur le milieu de Turner pour les facteurs

explicatifs significatifs en fonction de la conduite alimentaire adoptée

Turner_pos_an

Chévrerie jusqua Paturage sur

Paturage sur

Chévrerie en

Pr>F R%du modéle

mise a I'herbe graminées légumineuses  période estivale

J-1Nombre 23 36 15 49 0,0135 9%
Moyenne +Ect 4,27 +0,77 3,66 +1,17 4,06+1,13 3,40 +1,19

J-2Nombre 23 35 15 50 0,0083 9%
Moyenne +Ect 4,27 +0,77 3,73 £1,13 4,07 +1,13 3,36 £1,21

J-3Nombre 24 34 16 49 0,0090 9%
Moyenne +Ect 4,19 +0,85 3,83 +1,19 4,02+1,12 3,32 +1,15

J-4 Nombre 25 33 16 49 0,0065  10%
Moyenne +Ect 4,13 +0,88 3,86 1,19 4,09 +1,11 3,30 1,14

J-5Nombre 26 33 16 48 0,0100 9%
Moyenne +Ect 4,11 +0,87 3,86 +£1,19 4,05+1,13 3,31 £1,15

Tableau 15. Moyennes des déenombrements observes sur le milieu PCA CV pour les facteurs explicatifs
significatifs en fonction de la conduite alimentaire adoptée

Chévrerie jusqu’a Péturage sur

Paturage sur

Chévrerie en

PCA_CV mise a I'herbe graminées légumineuses  période estivale Pr>F R? du modéle

J-1Nombre 23 36 15 49 0,0051 10%
Moyenne +Ect 2,86 40,76 2,92 40,77 3,42 +0,47 3,32 +0,63

J-2Nombre 23 35 15 50 0,0094 9%
Moyenne +Ect 2,86 +0,76 2,93 +0,78 3,36 +0,52 3,32 +0,62

J-3Nombre 24 34 16 49 0,0022 11%
Moyenne +Ect  2,85+0,74 2,89 +0,72 3,31 +0,53 3,37 0,65

J-4 Nombre 25 33 16 49 0,0018 12%
Moyenne +Ect  2,81+0,76 2,93 +0,71 3,29 0,52 3,37 £0,65

J-5Nombre 26 33 16 48 0,0017 12%
Moyenne +Ect  2,81+0,74 2,94 +0,71 3,28 +0,52 3,38 +0,66

Tableau 16. Moyennes des dénombrements observés sur le milieu MSE pour les facteurs explicatifs
significatifs en fonction de la conduite alimentaire adoptée

Chévrerie jusqu’a Péturage sur Paturage sur Chévrerie en

MSE DNEG mise a I'herbe graminées légumineuses  période estivale Pr>F R? du modéle

J-1Nombre 23 36 15 49 0,0104 9%
Moyenne +Ect 3,59 +£0,52 3,07 £0,76 3,20 £0,40 3,23 0,50

J-2Nombre 23 35 15 50 0,0118 9%
Moyenne +Ect 3,59 +0,52 3,08 £0,77 3,17 £0,39 3,22 +0,50

J-3Nombre 24 34 16 49 0,0278 7%
Moyenne +Ect 3,55 40,56 3,08 +0,78 3,24 +0,34 3,22 +0,50
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Tableau 17. Moyennes des dénombrements observés sur le milieu OGA - Levures pour les facteurs

explicatifs significatifs en fonction de la conduite alimentaire adoptée

Chévrerie jusqu’a  Paturage sur

Paturage sur

Chévrerie en

OGA_LEVURES  mise & I'herbe graminées légumineuses  période estivale Pr>F R* du modéle

J-1Nombre 23 36 15 49 0,0216 8%
Moyenne +Ect 1,39 +0,97 1,55 0,84 2,02 +0,80 1,93 £0,80

J-2Nombre 23 35 15 50 0,0207 8%
Moyenne +Ect  1,39+0,97 1,54 +0,85 2,01 40,81 1,93 40,79

J-3Nombre 24 34 16 49 0,0152 8%
Moyenne +Ect 1,42 +0,96 1,51£0,85 2,11 40,92 1,90 £0,75

J-4Nombre 25 33 16 49 0,0117 9%
Moyenne +Ect 1,36 +0,99 1,56 +0,82 2,10 0,92 1,91 +£0,75

J-5Nombre 26 33 16 48 0,0054  10%
Moyenne +Ect 1,36 +0,97 1,55 £0,82 2,18 +0,87 1,90 +£0,75

Tableau 18. Moyennes des dénombrements observeés sur le milieu CRBM pour les facteurs explicatifs
significatifs en fonction de la conduite alimentaire adoptée

Chévrerie jusqu'a Péaturage sur

Paturage sur

Chévrerie en

CRBM 5 jours mise a I'herbe graminées légumineuses  période estivale Pr>F R? du modéle
J-1Nombre 23 36 15 49 0,0084 9%
Moyenne +Ect 3,66 40,20 3,31 40,43 3,36 +0,26 3,41 40,44
J-2Nombre 23 35 15 50 0,009 9%
Moyenne +Ect 3,66 +0,20 3,32 0,43 3,33 £0,28 3,410,444
J-3Nombre 24 34 16 49 0,0239 8%
Moyenne +Ect 3,63 +0,24 3,34 +£0,43 3,33 +0,27 3,41 +0,44

3.2 Incidence des modalités de lavage de l'installation de traite adoptées apres la traite du soir

Dans I'ensemble, les modalités de lavage de la machine a traire adoptées apreés la traite du soir ne
semblent pas avoir d’incidence majeure sur les niveaux de dénombrements obtenus sur les différents
milieux de culture. On peut toutefois noter un effet significatif a 10% du lavage a J-1 pour les milieux
Turner (lactocoques), RPF (staphylocoques) et CRBM (bactéries Gram postiive, catalase positive).

Tableau 19. Moyennes des dénombrements observés le jour J sur les milieux Turner, RPF et CRBM en
fonction du mode de lavage adopté a J-1

Milieux Acide Ringage seul
Nombre Moyenne Ecart-type Nombre Moyenne FEcarttype Pr>F
Turner 70 3,55 1,12 45 3,93 1,24 0,09
RPF 70 3,08 0,31 45 2,97 0,32 0,08
CRBM 70 3,38 0,33 45 3,91 0,48 0,07
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4 Dynamique des écosystemes microbiens au cours du temps

4.1 Effet de la période de prélévement sur les niveaux de flore des laits (2005)

L’analyse par AFD des niveaux de flores sur divers milieux (Figure 9) montre la séparation des laits en
fonction des périodes.
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Figure 9 : AFD sur les résultats de dénombrements microbiologiques obtenus au cours des différentes
périodes de suivi (P1 a P4)

Les périodes 1 et 2 sont bien séparées alors que les périodes 3 et 4 sont trés proches. Les quatre tests
statistiques d’analyse multivariée employés (test lambda de Wilks, trace de Pillai, test du maximum de
vraisemblance de Hotelling-Lawley et Roy) montrent un effet significatif de la période sur les profils de
flore microbienne des laits (p<0,001).

Des tests univariés ont été effectués en vue de compléter la description des populations bactériennes
les plus impliquées dans cet effet global. Les valeurs moyennes (Log ufc/ml) et les écarts types pour les
4 périodes sont décrits dans le tableau 20. Il n’y a pas d’effet période pour les niveaux de flores sur les
milieux M17 a 30°C et 42°C et SB. Les niveaux de flores qui discriminent les périodes sont ceux des
milieux FH, CFC, RPF, PCAI, VRBG et MSE (P <0.001), suivis de ceux sur CRBM, OGA et TA (P
<0.05).

Tableau 20. Dénombrements microbiens (log10 ufc/ml) des laits sur les différents milieux selon la
période de collecte

Période 1 Période 2 Période 3 Période 4

(16 laits) (33 laits) (44 laits) (23 laits)
Milieux significance Moy ! ET Moy ET Moy ET Moy ET
FH b 1,73 b 0,43 1,31 a 043 240 c 074 22 c 0,56
CFC b 271 ¢ 1,35 2,30 bc 0,93 1,77 b 1,41 0,86 a 1,10
RPF b 2,76 a 0,51 2,92 ab 0,22 3,03 bc 023 315¢ 0,27
PCAI b 2,83 ab 0,77 2,74 a 0,60 3,30 bc 0,70 3,40 bc 0,60
VRBG b 0,84 a 0,94 1,11 a 09 201 b 1,13 1,80 b 1,03
MSE b 3,67 b 0,38 2,98 a 0,86 3,26 ab 064 321 a 0,33
CRBM ** 3,67 b 0,20 3,28 a 045 351 ab 050 335a 0,31
OGA * 1,37 a 0,99 1,40 a 088 1,92ab 086 200D 0,69
TA * 422 b 0,75 393 ab 1,15 3,76 ab 107 335 a 1,23
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En tenant compte de la sélectivité des milieux, les niveaux de dénombrements des Enterococcus
peuvent étre considérés comme stables tout au long de I'année de lactation. Ceux des lactobacilles
mésophiles, des bactéries Gram négatif, des staphylocoques et des bactéries corynéformes
augmentent tout au long de I'année pour atteindre leur valeur maximale dans les laits collectés lors des
périodes P3 et P4. Les niveaux des Pseudomonas et Lactococcus se sont avérés plus élevés dans les
laits de la période P1, diminuant régulierement tout au long de I'année pour atteindre leur minimum
dans les laits collectés en fin de campagne (période P4).

4.2 Effet de la période sur les profils SSCP V3 des ADNr 16S des laits

Les profils SSCP de la région V3 des ADNr 16S des laits varient selon les périodes de production
(Figure 10).

Lait 116

34
Lait 75

18

Lait 232 T

Figure 10. Exemples de profils SSCP V3 de4 laits collectés a des périodes différentes

Les différences entre les périodes ont été évaluées par une analyse discriminante (AFD) des ratios des
différents pics des profils SSCP V3.

L’analyse canonique (Figure 11) de ces résultats a montré que les deux axes 1 et 2 expliquent 80% de
la variance (51% pour I'axe 1, 29% pour I'axe 2). Deux laits de la période P1, 4 laits de la période P2, 5
de la période P3 et 4 de la période P4 n'ont pas été classés dans la bonne période. Ces 15 laits n'ont
pas été intégrés dans les traitements de données ultérieurs.

97



Racinlvs. Racin2

8.
7t
of
st o
af 0
s o
3 0o % o .
[ o) n =
2t “ 009 ooy
[ © ;‘i i fia n
1f 5 4 o Y P RS
> o0 T A a
S OF m] DD@ r@p g OO Tog A
N oy Y
L [m] O &<
N-1F = - o Qgg@ J "
et 5] & g u| o <§ o
RN B o PR
2 | PN
L o o <> <
_3; <
[ >
-4t © °o G 11
-5: \ o G_22
-5 4 3 2 1 0 1 2 3 4 5 ¢ g—ij

Axe 1:51%

Figure 11. Analyse factorielle discriminante sur les profils SSCP V3 des laits

Les ratios des 39 pics issus des profils V3 SSCP de 103 laits ont ensuite été analysés par MANOVA, la
période étant considérée comme facteur explicatif. La période a une incidence significative sur les
profils SSCP (p<0,01). Des tests univariés complémentaires montrent que dix-huit pics participent plus
particulierement a la différentiation des laits en fonction des périodes, comme indiqué dans le tableau
21. Les pics les plus discriminants (P <0.001) étaient les pics 19, 32, 13, 7, 20, 9, 35, 3 et 22 suivis des
pics 36, 8, 37, 39, 2, 12, 21, 27 et 17. Comme indiqué en Annexe 3.5, ces pics ont été assignés a une
ou plusieurs espéeces bactériennes.

Tableau 21. Ratios des 18 pics SSCP V3 ayant un effet « période » significatif

Pics SSCP V3 1 Période 1 (14 laits) Période 2 (29 laits)) Période 3 (39 laits) Période 4 (20 laits)

Moy. 2 Ect Moy. Ect Moy. Ect Moy. Ect
2 P <0,01 140 a 152 381 b 338 339 ab 292 1,81 ab 1,57
3 P<0001 15 b 19 0,005 a 0,02 031 a 082 03 a 1,08
7 P<0,001 105 ab 0,79 29 b 228 046 a 1,24 029 a 044
8 P <0,01 037 a 058 162 b 2,09 089 ab 1,00 0,16 ab 0,50
9 P<0,001 022 a 044 037 a 085 1,77 b 245 250 b 180
12 P <0,01 032 a 050 121 b 139 059 ab 0,65 059 ab 0,65
13 P<0,001 0,36 ab 0,62 125 b 219 004 a 017 000 a 0,00
17 P<005 029 a 0,76 119 ab 155 336 b 6,02 1,27 ab 419
19 P<0,001 055 a 1,03 1,50 a 285 1,37 a 263 11,73 b 465
20 P<0001 048 a 0,79 077 a 1,04 568 b 591 030 a 112
21 P<005 061 a 097 063 a 154 1,75 ab 3,09 244 b 143
22 P<0,001 190 a 266 221 b 334 449 ¢ 248 438 bc 227
27 P<005 232 b 393 017 a 0869 1,87 ab 3,66 1,20 ab 1,24
32 P<0,001 1042 a 10,22 966 a 9,65 14,58 a 8,03 271,710 b 917
35 P<0,001 13,09 bc 11,12 1428 ¢ 12,68 365 a 561 6,09 ab 7,52
36 P <0,01 826 b 748 292 a 520 801 b 595 883 b 352
37 P <0,01 037 a 049 204 b 333 035 a 069 039 a 097
39 P <0,01 146 a 240 547 b 6,72 144 a 328 098 a 194

T Tous les pics sont présentés sur la figure 10; 2 Moy. : Valeurs moyennes des ratios des pics SSCP V3 des laits de la
période ;Ect : écart-type ; b ¢ Les lettres indiquent les groupes statistiques homogeénes différents selon le test de Tukey (P
<0.05), avec a<b<c.
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Les ratios les plus élevés dans les profils V3 SSCP des laits de la période 1 sont ceux correspondant a
la séquence de Lactococcus garvieae, (évolution du pic 35). L'importance relative de ce pic a diminué
de maniere sensible dans les profils SSCP des laits de la période P2 et au cours des périodes P3 et P4,
les ratios correspondant sont faibles.

Tous les pics des profils SSCP V3 des laits de la période 2 étaient globalement trés faibles, sans
prédominance marquée d’un pic. Cependant, le pic 2 correspondant a la séquence de Micrococcus
luteus et le pic 39 présentent les ratios les plus élevés, le pic 36 (non assigné) étant au contraire
associé aux ratios les plus bas.

Dans les profils SSCP V3 des laits de la période 3, les pics 20 correspondant a la séquence de
Klebsiella et 17 assigné a Pantoea agglomerans présentent les ratios les plus élevés.

Enfin, dans les profils SSCP V3 des laits de la période 4, les ratios les plus élevés sont ceux des pics
19 (assigné a Chryseobacterium indologenes), 32 (correspondant & la séquence de Acinetobacter
baumanii), 9 (Corynebacterium casei) et 21 (Microbacterium, Exiguobacterium).

4.3 Effet de la période sur les profils SSCP V4 des ADNr 18S des laits

Les régions V4 de 'ADNr 18S de 49 laits ont été analysées en SSCP. Des exemples de profils SSCP
V4 de laits de différentes périodes sont illustrés figure 11.

Foz0 r280 7540

lait 59

Lait 113

lait 159

lait 280

Figure 11 Exemples de profils SSCP V4 de 4 laits collectés a différentes périodes
(Chaque lettre correspond a une ou plusieurs especes.)

Vingt six pics différents ont été trouvés sur 'ensemble des profils de lais répertoriés. Six pics permettent
de discriminer les périodes de production. Les résultats de I'analyse canonique sont illustrés figure 12 :
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92% de la variance est expliquée soit 61% pour I'axe 1 et 31% pour 'axe 2. De la sorte, 4 laits de la
période P1, 2 laits de la période P2, 1 laits de la période P3 et 1 lait de la période P4 s'avérent
incorrectement classés. Ces 8 laits ont été exclus dans la suite du traitement de données.
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Figure 12. Analyse factorielle discriminante sur les profils SSCP V4 des laits

Les ratios des pics des profils SSCP V4 des 41 laits restants ont été¢ analysés pour déterminer
I'existence d’un éventuel effet « période ». Les tests multivariés mettent la encore en évidence un effet
significatif de la période de production sur les profils des laits (p <0,01). Six pics contribuent
particulierement a cet effet global (résultats détaillés dans le tableau 22). Les pics ont été assignés a
une espece par comparaison avec I'élution des ADNr 18S des isolats des laits (Annexe3.5).

Tableau 22. Ratios des 6 pics SSCP V4 ayant un effet « période » significatif

T}ZSPSCP Période 1 (8 laits) Période 2 (8 laits) Période 3 (20 laits) Période 4 (13 laits)
Moy 2 Ect Moy Ect Moy Ect Moy Ect
c P <0.001 401 a 472 0.37 a 098 308a a 0.8 273 b 1328
f P <0.001 0.00 a 0.7 0 a 0 0a a 0 4.01 b 256
d P <0.001 1.36 a 273 0 a 0 187 a a 25 174 b 1014
k P <0.05 288 ab  3.96 429 ab 6.64 M1c ¢ 1041 171 a 382
m P <0.05 361 ab 1717 4468 ¢ 3828 187 ab ab 16.16 16.17 a 16.19
S P <0.05 2365 b 1643 244 a 599 79a a 766 3.7 a 784

T Tous les pics sont présentés sur la figure 10.
2Moy. Valeurs moyennes des ratios des pics SSCPV4 des laits de la période ; Ect : écart-type ; 2 ¢ Les lettres indiquent les
groupes statistiques homogenes différents selon le test de Tukey (P <0.05), avec a<b<c.

Le pic s, correspondant aux séquences de Rhodotorula glutinis et Debaryomyces hanseni a présenté
les ratios les plus élevés dans les profils SSCP V4 des laits de la période 1. Les ratios de ces pics ont
diminué fortement dans les profils des laits de la période P2 et augmenté légérement dans ceux des
laits de la période P3.

Dans les profils SSCP V4 des laits de la période P2, les deux pics f (assigné a Rhodotorula minuta) et d
(non assigné) sont absents et les pics ¢ (assigné a Candida inconspicua) et s sont associés aux ratios
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les plus bas. A linverse, le pic m (assigné a Cryptococcus ater ou Cryptococcus curvatus) a présenté
les ratios les plus élevés.

Dans les profils SSCP V4 des laits de la période 3, le pic correspondant @ Rhodotorula minuta est
également absent et les ratios du pic k correspondant a Kluyveromyces lactis sont les plus élevés.
Enfin, les pics ¢ (Candida inconspicua), f (Rhodotorula minuta) et d ont les ratios les plus importants
dans les profils SSCP V4 des laits de la période 4.

C. Discussion

Description des écosystémes et diversité de la flore microbienne

La combinaison des deux approches culture dépendante et indépendante sur des laits d'un méme
troupeau mais collectés a des périodes différentes a permis d'identifier 42 espéces de bactéries et 10
especes de levures différentes, reflétant la diversité de composition de la communauté microbienne du
lait cru de chevre dans I'exploitation étudiée. Ces travaux n'ont toutefois été conduits que dans une
ferme et il est possible que les flores identifiées ne soient pas présentes ou soient présentes dans des
proportions différentes dans des laits qui seraient issus d’exploitations différentes.

La diversité des bactéries lactiques n'est pas trés importante. Les espéces Enterococcus faecalis,
Lactococcus lactis, Lactobacillus casei et Leuconostoc mesenteroides ont été détectées avec une
prédominance de Enterococcus faecalis. La dominance d'Enterococcus faecalis a souvent été reportée
dans la littérature (Fontecha et al., 1990 ; Tornadijo et al., 1995; Zarate et al., 1997). Elle pourrait
s’expliquer, notamment, par 'absence de mesures d’hygiéne de la mamelle avant la traite. La présence
de Lactococcus garvieae dans le lait de chévre a été mentionnée par Morea et al. (1999). De méme,
Streptococcus mitiis a été isolé de lait de demi-mamelle de chevres (B. Poutrel, Communication
personnelle). Enterococcus saccharominimus, non décrit a ce jour dans le lait de chévre, a également
été identifié.

Cette étude a montré une plus grande diversité des bactéries Gram positif non lactiques que celle
décrite jusqu’ici dans la littérature. Les résultats obtenus dans le cadre de cette étude ont confirmé la
présence de différentes espéces de Staphylococcus (S. epidermidis, S. simulans, S. caprae and
S. equorum) et Micrococcus luteus déja mentionnée dans le lait de chévre (Sablé et al., 1997;
Muehlherr et al, 2003; Kyozaire et al, 2005). Les espéces Staphylococcus epidermidis,
Staphylococcus caprae et Staphylococcus simulans sont des bactéries classiquement impliquées dans
les infections mammaires chez la chévre (Moroni et al., 2005; Leitner et al., 2004; Foshino et al., 2002).
Staphylococcus epidermidis est ainsi connu comme ayant une persistance élevée dans les infections
mammaires (Moroni et al., 2005). D’autres espéces de staphylocoques coagulase négative peuvent
occasionner des infections de moindre durée et I'on peut parfois observer une succession de guérisons
et de nouvelles infections au cours de la lactation chez le méme animal. La dynamique des infections
d’'une part et en cas d’atteinte de la mamelle, la variabilité des niveaux d’excrétion au cours du temps
d’autre part sont susceptibles d’expliquer que certaines espéces aient pu étre mises en évidence a un
moment donné et pas a un autre.

D'autres espéces comme Kocuria rhizophila et Kocuria carniphila, Microbacterium oxydans,
Exiguobacterium, Bacillus thuringiensis ont déja été décrites dans des laits crus de vache, alors que
Corynebacterium variabilis et Corynebacterium stationis, Arthrobacter arilaitensis, Brachybacterium
paraconglomerans, Clostridium, Rothia ont seulement été mentionnées dans le fromage (Duthoit et al.,
2003 ; Irlinger et al., 2005).

Les nombreuses corynébactéries isolées des laits pourraient provenir, de méme que les
Staphylococcaceae, de la peau des mamelles comme I'ont montré Contreras et al. (1997).
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'identification des isolats a révélé la présence de 2 especes Salinicoccus spp et Jeotgalicoccus
psychrophilus qui n‘ont jamais été décrites dans du lait. Jeotgalicoccus psychrophilus est une bactérie
halophile qui a seulement été isolée a partir de produits fermentés Koréens a base de poisson : jeotgal
(Yoon et al., 2003). Ces especes ont été décrites en association avec Arthrobacter et Dietza maris dans
lindustrie du cuir et provenaient des eaux de process (Oppong et al., 2006). Le genre Salinicoccus a
quant a lui été isolé de divers environnements hyper salins (Sanchez-porro et al., 2002). Un autre genre
atypique parmi les bactéries des produits laitiers est le genre Ornithinicoccus qui a seulement été décrit
comme un actinomycete dans la terre (Groth et al., 1999).

Ces travaux mettent également en évidence la présence d’un grand nombre de bactéries Gram négatif
dans les laits crus de chévre. Pantoea agglomerans est I'espéce prédominante isolée du lait, confirmant
les résultats obtenus par Pisano et al. (2006) dans du lait cru de brebis. L’association de Pantoea avec
I'espéce halophile Exiguobacterium mentionnée ci-apres a été observée dans des biofilms de
canalisations d’eaux marines par Lopez et al. (2006). Le genre Pseudomonas est l'autre flore Gram
négatif prédominante dans les laits analysés. Sa présence est parfois considérée comme fréquente sur
la peau des mamelles des chévres (Contreras et al., 1999). Elle est souvent mise en relation avec une
contamination par I'eau (Leriche et al., 2004 ; Michel et al., 2005). Les Pseudomonas pourraient, de
plus, étre sélectionnés par la conservation du lait @ 4°C. La présence de Pseudomonas en de telles
proportions figure parmi les caractéristiques des laits collectés a la station du Pradel et a pu aller
jusqu’a induire des défauts de flaveur dans les fromages. Ce résultat illustre I'incidence sur la flore des
laits d’'un microbisme propre a I'exploitation et par la méme non représentatif des situations rencontrées
dans I'ensemble des élevages caprins.

La présence de Chryseobacterium dans les produits laitiers a déja été rapportée par Jooste et al.
(1999). Cependant, la présence de I'espéce Hahella chejuinsis est atypique dans le lait; cette espece
étant essentiellement décrite dans la littérature comme une bactérie halophile des environnements
marins (Lee et al., 2001).

La diversité de la communauté des levures a également été évaluée et confirme la présence des
especes Debaryomyces hansenii, Kluyveromyces lactis, Trichosporon beigelii et Rhodotorula glutinis
déja décrites dans le lait de chevre (Tornadijo et al., 1998; Corbo et al., 2001). Les especes Candida
pararugosa et Candida intermedia n’ont été isolées que de laits de vache (Callon et al., 2006).
Nahabieh et Schmidt (1990) ont cependant fait apparaitre la place dominante des levures du genre
Candida (y compris les formes anascoporogenes) dans les fromages de chévre, certaines espéces
comme C. intermedia et C. lipolytica paraissant relativement spécifiques de ces produits. Enfin, les
especes Cryptococcus magnus, Cryptococcus ater and Rhodotorula minuta n’ont été que trés rarement
décrites dans le lait ou le fromage.

En ce qui concerne les molécules a activité microbienne dans les laits de chévre, il semble que les
teneurs en lactopéroxydase ne soient pas limitantes (>5mg/L) excepté pour les périodes «Péaturage sur
légumineuses» et « Chévrerie en période estivale» en 2005. Ainsi, d'aprés les résultats obtenus, le
potentiel antimicrobien le plus important lié au systéme lactoperoxydase se situerait aux périodes
« Chevrerie stabilisée » et « Mise a I'nerbe », périodes ou la concentration en thiocyanate est la plus
élevée pour 'année 2004 et a la période « Paturage graminée » en 2005 (quantité de thiocyanate la
plus élevée et concentration en enzyme lactoperoxydase non limitante). A noter toutefois que les
constituants du systéme lactoperoxidase peuvent évoluer dans le temps (Althaus et al, 2001), ce qui
peut rendre difficile les comparaisons entre périodes et d’une campagne a l'autre si, par exemple le
systéme a été activé et/ou si les laits n’ont pas été tous congelés dans le méme temps suivant la traite.

Des différences significatives de teneur en lactoferrine ont été observées au cours de la lactation. Sur le

plan quantitatif et comme indiqué lors I'étude préliminaire, les résultats obtenus sont en accord avec
ceux observés par Chen et Mao (2004) et Chen et al (2004) dans des laits de chevre. Rainard et al,
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(1982) avaient observé des résultats similaires, mais sur lait de vache. Différents facteurs agissant sur
la concentration en lactoferrine dans le lait sont rapportés dans la littérature. La teneur en lactoferrine
augmente en particulier lorsque les animaux sont atteints de mammite. Chen et al (2004) ont trouvé que
la concentration en lactoferrine dans des laits de chevres atteintes de mammite était en moyenne de
587 mg/L. Par ailleurs, Turner et al (2003) ont noté que la concentration en lactoferrine dans le lait de
vaches nourries avec une ration mixte constituée d'ensilage de mais, d’ensilage d’herbe, de foin, et de
concentrés était plus élevée que celle de lait de vaches nourries uniquement a I'herbe ; mais cet effet
n'était pas toujours vérifié au cours d'une année et demandait poar conséquent des investigations
supplémentaires. Enfin, Wang et al (2005) ont signalé que la teneur en fer susceptible d’étre contenu
dans les aliments, pourrait jouer un role dans la régulation du taux de lactoferrine en favorisant son
expression dans la glande mammaire.

Au dela, la question reste posée de savoir si les différences de teneurs en lactoferrine observées sont
de nature a influer sur la capacité du lait a inhiber S. aureus sachant que sa sensibilité a la lactoferrine
(bovine) est souche dépendante (Lee et al, 2004). Le travail conduit a la station du Pradel ne permet
pas de le déterminer.

Dynamique des écosystemes

Complémentaires pour évaluer la diversité microbienne, les méthodes d'investigation directe et culture
dépendante ont également toutes deux montré la stabilité de la composition microbienne au sein d'une
période de production donnée et son instabilité a I'échelle d’'une année de lactation.

Des changements dans les équilibres microbiens ont été observés dans des laits collectés a différentes
périodes. Ces changements pourraient étre liés a plusieurs facteurs. Les résultats témoignent d’'un effet
saison résultant lui-méme de la combinaison de plusieurs effets : régime alimentaire, état physiologique
et conditions météorologiques, sur les communautés microbiennes du lait.

L'incidence des conditions d’élevage est délicate a mettre en évidence en raison d’'une part, de la
concomitance des changements zootechniques (changements alimentaires, mouvements d’animaux,
...) et physiologiques (saisonnalité de la production) et d’'autre part, de la survenue d’événements
sporadiques pour lesquels il n'a pas toujours été possible de disposer conjointement d’informations sur
les écosystémes en nombre suffisant.

L'incidence des modalités de lavage de l'installation de traite sur la flore microbienne n'a été étudiée
que de maniere trés partielle. Les différences de pratiques de nettoyage n'ont concerné que le lavage
de la machine a traire a la traite du soir. Par ailleurs, ces pratiques sont souvent définies sur un pas de
temps d’'une semaine. La fréquence de l'alternance entre la lessive acide et la lessive alcalin chlorée
est ainsi classiquement gérée en fonction de la dureté de I'eau et peut étre, selon les exploitations, de
quotidienne a hebdomadaire. Ainsi appréhendées, les pratiques de nettoyage de l'installation de traite
sont pratiquement restées inchangées sur la période étudiée. Cela explique vraisemblablement que
I'évolution de la flore microbienne en fonction des pratiques de nettoyage, telles qu’elles ont pu étre
prises en compte dans cette étude, soit restée trés modérée. Différents travaux menés en conditions de
terrain dans des exploitations bovines ont permis d'identifier des pratiques de nettoyage qui tendent a
influer sur 'ensemencement des laits en flores d'intéréts technologiques. Des températures de
nettoyage tres élevées (70 — 75°C et plus) diminuent significativement la flore totale des laits (Chatelin
et Richard, 1981 ; Chatelin et al., 1983). L'alternance quotidienne de produits alcalins et acides semble
conduire @ une plus grande irrégularité du pouvoir contaminant de la machine a traire et pourrait
favoriser I'obtention de laits plus riches en flores daltération (Chatelin et al., 1983 ; Tormo et al., 2006).
En élevages caprins, des essais ont été conduits afin d’étudier différentes procédures de nettoyage et
de désinfection des installations de traite en vue de leur décontamination sélective (Laithier et al.,
2005). Laithier et al. (2005) rapportent que des solutions alcalines de nettoyage non chlorées et
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additionnées de sel (0,05 % Na>Sos) induisent des changements sensibles dans les proportions des
flores présentes dans les biofilms des installations de traite ainsi que dans les laits de mélange. Les
flores d’affinage sont favorisées mais les risques de présence de Pseudomonas accrus.

L’alimentation en revanche semble jouer un role plus marqué sur I'évolution des flores microbiennes.
Etroitement liés a un effet « période » ou « saison », les changements d’alimentation correspondent a la
fois a des modifications de la composition de la ration et des modalités de distribution (modification des
conditions environnementales). Ainsi, en hiver et en partie en été, les chévres restent a l'intérieur et
sont alimentées avec de la luzerne déshydratée alors qu'en automne par exemple, elles sont a I'herbe
et alimentées avec des graminées. Parallélement, les volumes de lait collectés varient au cours de la
campagne laitiére avec des volumes plus bas en été et en automne. La composition de la communauté
microbienne est cependant restée assez stable au sein de chaque période méme si quelques laits ont
pu se démarquer au sein d'une période donnée (classement erroné dans les périodes de production,
d’apres les résultats des différentes analyses).

Sur le plan qualitatif, les laits d’hiver (période P1) ont présenté les niveaux de Lactococcus sur le milieu
TA et Pseudomonas sur milieu CFC les plus importants. Ces résultats ont été confirmés par I'analyse
SSCP V3 de ces laits, pour lesquels les ratios des pics correspondant aux séquences de Lactococcus
garvieae et Lactococcus lactis lactis étaient les plus élevés. Les laits d’été et d’automne (périodes P3 et
P4) ont été caractérisés par des niveaux en bactéries Gram négatif sur milieux PCAI et VRBG et des
staphylocoques et corynébactéries sur milieu RPF plus élevés que ceux des autres périodes. L’analyse
SSCP V3 a confirmé ces résultats. Les ratios des pics correspondant aux séquences de Klebsiella et
Pantoea agglomerans ont été les plus élevés dans les profils des laits de la période P3, alors que les
ratios des pics assignés aux séquences de Chryseobacterium indologenes, Acinetobacter baumanii,
Corynebacterium, Microbacterium et Exiguobacterium ont été plus importants dans les profils de ceux
de la période P4.

L’augmentation progressive de la prévalence des infections mammaires au cours de la campagne
laitiere est susceptible d’expliquer une gradation de l'importance des staphylocoques au sein des
écosystémes microbiens des laits. Plus généralement, la santé des animaux pourrait étre un facteur
responsable de changement dans les profils en raison de mammites ou diarrhées observées quelques
jours avant le prélévement de lait. Des évenements particuliers tels que les conditions climatiques
(pluviosité plus particulierement), peuvent vraisemblablement induire des changements ponctuels des
écosystémes microbiens. Ainsi, le classement de laits de la période P2 ou P3 en période P4 du fait
d’'une augmentation de ratio du pic assigné a Chryseobacterium indologenes pourrait étre lié a des
jours de pluie

En conclusion, I'écologie microbienne des laits crus qu’elle concerne la recherche des sources de
contamination ou encore les facteurs affectant sa composition, doit étre abordée par une double
approche culture dépendante et indépendante qui s’avére complémentaire.
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Chapitre 4

Recherche et efficacité des ecosystemes des laits de chévre
inhibiteurs de la croissance de S. aureus

Les interactions microbiennes sont au coeur de la notion de bio-protection des aliments qui s'est développée
au cours de ces vingt demiéres années. Il est en effet apparu que les flores naturelles du lait cru (Hechard et
al, 1990 ; Pitt et al., 2000 ; Tatini et al., 1971 ; Arslan et Uraz, 2005) ou l'utilisation de ferments lactiques
(Gaya et al., 1988 ;Gomez Lucia et al., 1992 ;Gonzales et al., 2003 ; Ibrahim et al., 1981 ; Le Mens et al.,
1999 ; Olarte et al., 2000) pouvaient influencer le développement de S. aureus et sa production de toxines.
Au cours de la transformation et de I'affinage, les caractéristiques biochimiques des produits sont modifiées,
Iactivité et I'équilibre des flores évoluent, interférant ainsi avec le développement des germes pathogénes
(Bockelmann et Hoppe-Seyler, 2001 ; David et al, 2001 ; Freitas et Malcata, 1999 ; Tornadijo et al.,
1996).Ces interactions se définissent classiquement en termes de coopération, compétition, antagonisme ou
encore amensalisme (Dacosta, 2000 ; Noleto et Bergdoll, 1980).

Parmi ces phénomenes, la compétition et l'inhibition ont été particulierement étudiées en raison de leurs
applications prévisibles sur la qualité, notamment sanitaire, des produits (Arihara et al., 1998 ; Gupta et Goel,
1993 ; Meisel et al., 1989 ; Schaack et Marth, 1988): syntheése de bactériocines par des souches de
bactéries lactiques ou des corynébactéries (Capellas et al., 2000 ; Cintas et al., 1998 ; Laukova et al., 1999 ;
Lewus et al.,, 1991 ; Montville et al., 1995 ; Mortvedt et Nes, 1990 ; Rodriguez et al., 2000, Vaughan et al.,
1994 ; Zottola et al., 1994) ; recours a des biofilms particuliers (Leriche et Carpentier, 2000 ; Sung et al.,
1999). Les recherches engagées par ces différentes voies ont montré leurs limites (Abee et al.,1995;
Benkerroum et al., 2002, Dykes et Hasting 1998 ; Montville et al., 1995). En effet, les résultats, souvent
obtenus par culture (Noleto et al., 1987), en conditions controlées, des micro-organismes sur des milieux
dont la composition est souvent éloignée de I'habitat d'origine sont difficilement transposables a des
écosystémes complexes tels que le lait ou les fromages.

Une démarche plus globale a donc été récemment adoptée par les microbiologistes. Elle consiste a
partir plus directement des observations enregistrées sur le terrain pour mettre en évidence les
situations recherchées (inhibition de bactéries pathogénes et / ou recherche de typicité), les décrire et
les analyser. Les souches bactériennes ne sont alors plus considérées isolément mais appréhendées
sous la forme d’écosystemes microbiens complexes. Dans cette logique et avec un objectif de maitrise
de la contamination des fromages par S. aureus, il s'agit donc dans cette partie de I'étude d'identifier
des laits de troupeau ayant un effet inhibiteur vis a vis de S. aureus.

Ce volet est divisé en deux phases visant successivement a mettre en évidence puis a caractériser le
comportement inhibiteur des écosystémes des laits sur la croissance de S. aureus :

Premiére phase : recherche des écosystemes microbiens laitiers inhibiteurs

Deuxieme phase : évaluation de lefficacité de ces écosystemes dans des conditions
variées, selon la technologie fromagére appliquée et selon les conditions de contamination
et/ou d’inoculation des laits par S. aureus (type de souches, niveaux de contamination ou
d’inoculation).
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A. Matériel et méthodes

1 Recherche d’écosystemes laitiers inhibiteurs de S. aureus

La recherche d’écosystémes microbiens laitiers inhibiteurs a reposé sur deux dispositifs correspondant
a deux approches complémentaires.

La premiére approche a consisté a étudier et comparer les niveaux de contamination relatifs des laits et
des fromages obtenus en exploitations fermiéres. Lorsqu’a partir de laits crus contaminés par S. aureus
et aprés application d’une technologie fromagere sensible (type mixte présure), des fromages de bonne
qualité microbiologique sont néanmoins obtenus, on peut présager du caractére inhibiteur des laits de
mélange issus de 'exploitation (dispositif d’observation).

La seconde approche a reposé sur le repérage et le test de laits réguliérement peu contaminés par
Saureus. La régularitt de la faiblesse des niveaux de contamination rencontrés peut étre la
conséquence de la maitrise du statut sanitaire du troupeau (absence ou faible nombre d'individus
excréteurs) ou témoigner de la capacité du lait cru a limiter trés précocement le développement de
S aureus. L'évaluation de ces laits est alors envisagée en laboratoire (dispositif expérimental) en
recourrant a des inoculations de S. aureus lors de tests de lactofermentations.

1.1 Sélection des exploitations

La premiére étape a donc consisté a recueillir des données du terrain ou issues des fichiers de
laboratoires d’analyses, ce qui a également permis de dresser un bilan de la situation concernant les
niveaux de contamination des laits et des fromages de chévre (Chapitre 1).

L’analyse des fichiers de données transmis par les laboratoires d’analyses (LILCO) ou les entreprises
laitiéres (Eurial-Poitouraine, Sévres et Belle, Fromagerie de Banon) a permis de sélectionner une
cinquantaine d’exploitations caractérisées par la régularité de leurs bons résultats de dénombrement en
S. aureus sur les laits ou les fromages (élevages présents dans le dispositif d'observation). Le choix des
exploitations a été réalisé a partir de I'historique des données de contamination de S. aureus obtenues
en 2002, 2003 et au cours des premiers mois de la campagne 2004. Les résultats de dénombrement de
S. aureus relativement médiocres début 2004 n'ont pas été sans constituer un handicap dans la
sélection des élevages. En pratique, ont été retenues les exploitations pour lesquelles ont été observées
moins de 3 dépassements du seuil de 200 ufc/ml (aucun dépassement de 500 ufc/ml) sur 'ensemble de
la période considérée.

Sur le terrain, le dispositif d’observation mis en place dans les élevages fermiers du secteur AOC Banon
(réalisation de fabrications de type présure) a permis de comparer les niveaux de contamination relatifs des
fromages et des laits mis en fabrication. Devaient étre retenus prioritairement les laits ayant eu des niveaux
élevés en S. aureus mais ayant permis l'obtention de fromages faiblement contaminés. Un seul élevage a
répondu a ce critere mais a arrété sa production en septembre 2004. Par défaut, ont donc été
sélectionnés les producteurs fermiers dont les laits ont répondu aux critéres de sélection établis pour
les producteurs laitiers inclus dans le dispositif expérimental.

1.2 Evaluation du potentiel inhibiteur des laits de troupeau

La recherche de laits inhibiteurs vis-a-vis de S. aureus a été fondée sur la sélection d’'une cinquantaine
de laits évalués expérimentalement lors de tests de lactofermentation.
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1.2.1  Protocoles des tests de lactofermentations (Figure 1)

Modalités de prélevement et de stockage

Des laits d’une, voire deux traites maximum, ont été collectés en conditions aseptiques (emploi de
matériel stérilisé) puis transportés sous couvert du froid (glaciére et plaques eutectiques) jusqu'aux
laboratoires d’analyse (Carmejane ou ITPLC). Les échantillons (2 litres de lait prélevés par exploitation)
étaient maintenus a 4°C dans l'attente de leur mise en lactofermentation le jour méme. Six flacons de
50 ml de lait ont été placés a -80°C a titre conservatoire.

Choix de la température de lactofermentation

La dénomination de lactofermentation est classiquement employée pour des tests simples de
fermentation de petits volumes de lait incubés le plus généralement a 37°C. Aprés 24 h, le pH est noté
et I'aspect visuel des gels apprécié : gélifié, floconneux, liquide, gonflé ou encore digéré (Michel et al.,
2001). Dans le cadre de nos essais, I'objectif était de permetire I'expression au plus juste du potentiel
inhibiteur de chaque type de flore, en se rapprochant des conditions réelles de fabrication. Le choix de
la température devait par conséquent constituer un compromis entre température de début et de fin de
fabrication en technologie présure : emprésurage a 30 voire 34°C mais températures comprises entre
20 (produit de type Camembert) et 25°C (caillé doux de type Banon) aprés 24 heures d'égouttage. La
température de 37°C a d’emblée été écartée car trop élevée. Une température de 30°C risquait de
favoriser la flore lactique acidifiante au détriment des flores aromatiques qui croissent a des
températures plus basses que les acidifiantes (Desmazeaud et de Roissard, 1994). Or, les flores
aromatiques (hétérofermentaires) telles que les Leuconostocs peuvent notamment synthétiser des
bactériocines susceptibles de participer a l'inhibition de la croissance de S. aureus. La température de
lactofermentation a par conséquent été fixée a 27°C.

Définition de la taille de I'inoculum

La taille de l'inoculum a été fixée a 100 ufc/ml, soit un niveau de contamination considéré comme
proche des conditions effectives de terrain. Dans l'espéce caprine, la prévalence des infections
occasionnées par S. aureus est en effet de I'ordre de 1 a 2 % (de Cremoux, 1995). On peut en outre
considérer qu'un animal, infecté unilatéralement (cas le plus fréquent), présent dans un troupeau de
100 cheévres, contribue au niveau de contamination du tank dans des limites comprises entre 25 et 50
ufc/ml (sous I'hypothése d'un niveau d'excrétion équivalant a 5000 a 10000 ufc/ml). Le test réalisé
revient dans ce cas a étudier le comportement de I'écosysteme du lait face a I'apparition de nouvelles
infections (généralement en nombre limité) et un apport transitoire de S. aureus dans le lait de tank
suite a I'excrétion mammaire des bactéries par les chevres infectées.

Choix des souches de référence

La souche inoculée devait pouvoir étre différenciée des souches de S. aureus présentes naturellement
dans les laits. Dans cette optique, I''NRA de Nouzilly a sélectionné en laboratoire des souches de
S. aureus comportant un marqueur de résistance a un antibiotique, la Rifamycine. La souche retenue
dans les premiéres séries de tests est d'origine caprine (lait de mammite) et présente un potentiel
entérotoxinogéne de type C. Ce type de souche est le plus répandu dans les élevages caprins en
France mais aussi a I'étranger (de Buyser et al., 1987 ; Orden et al., 1992 ; Rossec 1999 ; Jorgensen et
al., 2005ab) ce qui justifie son choix. Les essais conduits avec cette souche sont vraisemblablement
plus représentatifs de la situation sanitaire et épidémiologique des élevages caprins que ceux effectués
avec des souches de biotype différent (Meyrand et al., 1998 ; Vernozy-Rozand et al., 1998 ; Morgan et
al., 2000). Lors de I'évaluation de I'efficacité du potentiel inhibiteur selon les conditions d’'inoculation
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(effets « seuil » et « souche » ; §5.), on a néanmoins eu recours a une seconde souche également
marquée mais cette fois de biotype inconnu et entérotoxinogéne de type A. Cette souche a été choisie
en raison de lincrimination fréquente des entérotoxines de type SEA dans les toxi-infections
alimentaires.

Préparation de l'inoculum

Les différentes souches étudiées ont été placées dés réception dans des tubes comportant 5ml de BHI
(Brain Heart Infusion : bouillon coeur cervelle) additionnés de 1ml de glycérol et conservées a -80°C.
Deux jours avant inoculation, le contenu d’un tube est décongelé rapidement (40°C pendant 1min). Un
millilitre de cette suspension est ensuite utilisé pour ensemencer 5ml de BHI (adapté de Gomez-Lucia
et al.,1992, Lamprell, 2003). Cette nouvelle suspension est dénombrée aprés ensemencement dans la
masse en gélose Baird Parker + RPF et incubation pendant 24h a 37°C. La lecture du dénombrement
est donc réalisée le jour de I'inoculation. La suspension mére est alors diluée avec du Tryptone-Sel de
maniére a obtenir dans 1ml le nombre de germes correspondant au niveau d'inoculum souhaité. Cette
dilution est ensuite centrifugée (20min / 4°C / 3800g) dans le but de séparer les bactéries des toxines
éventuellement produites lors de la culture. Ce protocole de centrifugation est particulierement
important pour la mise en oeuvre de la derniére phase du programme qui prévoit le dosage des
entérotoxines durant les fabrications fromagéres (§ 5.2). Le surnageant est remplacé par une quantité
identique de Trytone-Sel ; le tout est ensuite agité au vortex de fagon & remettre les bactéries en
suspension. Un millilitre est introduit dans un litre de lait (cas des lactofermentations) ou dans environ
30 ml de lait chauffé en vue d'inoculer 30 litres de lait (cas des fabrications).

Nature des témoins

Pour chaque lait testé, un échantillon non inoculé servant de témoin a été suivi afin d'observer la
croissance des souches natives de S. aureus en I'absence d'ajout d'inoculum.

Pour chaque série de laits, un lait G (Standa Industry) stérile a également été ensemencé de fagon a
contrbler la répétabilité de la croissance de la souche INRA et & évaluer la croissance de S. aureus en
I'absence d'acidification et de flore endogéne.

1.2.2  Analyses réalisées

Suivi de la croissance des souches de S. aureus au cours du temps (Tableau 1)

Le dénombrement des souches de S. aureus dans leur ensemble (souches natives du lait et souche
exogéne inoculée) a été réalisée sur un milieu Baird Parker + RPF (Norme NF V 08-057-2). La souche
marquée a été dénombrée spécifiquement apres adjonction de Rifamycine (128ug/ml) dans le milieu de
culture. Ce dispositif a permis de mesurer les croissances relatives des souches natives et de la souche
inoculée dans les laits testés, d’évaluer le comportement des laits en dehors de tout apport de souche
exogene, de mettre en évidence, le cas échéant, une compétition entre les souches de S. aureus en
présence.

Les analyses de dénombrement ont été réalisées en début et fin de lactofermentation et, pour les laits
inoculés, a un temps intermédiaire.

Pour définir la fin de la lactofermentation, un pH de 5 a été retenu de préférence au choix d’un temps
arbitraire de fermentation. En effet, en cas de cinétique d’acidification rapide des laits, I'exposition
prolongée des S. aureus a un milieu acide (maintien prolongé a des pH de l'ordre de 4,6) est
susceptible d'induire une diminution de leur population et peut fausser les interprétations ultérieures
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quant a leur potentiel inhibiteur. Dans le cas ou certains laits ne parviendraient pas a atteindre ce pH,
un prélévement a été prévu apres 24 h d'essai.

Le temps intermédiaire a été défini comme le temps nécessaire a I'obtention d’'une variation de pH
égale a 0,08 unités pH. Le dénombrement correspondant doit permettre d’apprécier la croissance
relative des souches de S. aureus en absence d'acidification des laits (caractére inhibiteur des
composants du lait et/ou de la flore autre qu'acidifiante).

Dans le lait G (stérile), en raison de I'absence d’acidification, les temps intermédiaire et final ont été pris
arbitrairement égaux a 15 h (temps moyen d'obtention d’'un pH de 5 dans les laits crus) et 24 h.

Suivi des cinétiques d’acidification au cours des tests

Les cinétiques d’acidification des laits ont pu étre suivies par enregistrement simple ou grace au logiciel
CINAC. Des mesures ont été établies a intervalle de 5 mn (ITPLC) ou de 30 mn (Carmejane). Le centre
de Carmejane a interrompu ses relevés en fin de lactofermentation (soit au bout de 24 heures), alors
que I'I'TPLC a pu, le plus souvent, poursuivre ses mesures jusqu’a I'obtention d’un plateau.

Les paramétres obtenus sont les suivants :
temps de latence, temps d’'obtention d’un delta pH de 0,08 et le cas échéant d’'un pH de 5
(fin de fermentation) ;
a défaut d’obtenir un pH de 5, notation du pH obtenu a 24h.

Caractérisation des laits prélevés

D|fferentes analyses ont été réalisées en vue de caractériser les laits prélevés (Tableau 1) :
analyses concernant la composition du lait et appréciation de sa qualité sur le plan
technologique : matiére grasse (TB), matiére protéique (TP), teneurs en immunoglobulines
G
recherche des inhibiteurs, dénombrements des cellules somatiques, dénombrements de la
flore mésophile aérobie revivifiable (FMAR) sur milieu PCA en vue de I'appréciation de la
qualité sanitaire du lait,
mesure de la lipolyse (appréciation de la qualité sensorielle du lait).

Tableau 1: Analyses et observations réalisées sur les laits testés et témoins avec et sans inoculation
expérimentale

Dénombrements Mesures
Nature des laits Temps FMAR* S. aureus ** pH Horaires Aspge:lt du
Milieu sans  Milieu avec
antibiotique  antibiotique
Lait non inoculé initial X X X X
final X X X X X X
Lait inoculé initial X X X
intermédiaire X X X X X
final X X X X X X
Lait G initial X X X
intermédiaire X X X (TO + 15h)
final X X X (TO + 24h)

* FMAR : flore mésophile aérobie revivifiable
**dénombrement des souches de staphylocoques coagulase positive sur milieu spécifique BP-RPF avec ou sans adjonction d’antibiotique
dans le milieu
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Figure 1 : Protocole de test des laits de tank en vue de I'évaluation de leur potentiel inhibiteur vis a vis de
S. aureus ; informations obtenues sur la croissance des souches natives ou marquée

1.3 Définition du potentiel inhibiteur des laits testés

La recherche de laits potentiellement inhibiteurs repose sur I'étude de la croissance entre temps initial,
temps intermédiaire et temps final :

de la souche de S. aureus marquée (Sar), inoculée dans les laits testés ;

des souches natives de S. aureus ;

de 'ensemble des souches de S. aureus (Sa).
Dans la définition du potentiel inhibiteur des laits entrent par conséquent en ligne de compte des
notions de souches, de temps et de mécanismes d’inhibition.

Derriére le terme trés général « d’inhibition » employé ici, il faut en pratique comprendre « faible
croissance voire stagnation ou diminution du nombre de S. aureus pendant la lactofermentation ».

Ce caractére inhibiteur pourra se manifester soit vis-a-vis des souches natives (ceci soit dans un
contexte de compétition avec une autre souche de S. aureus en cas d'inoculation, soit au sein de
I'écosystéeme « naturel » du lait testé), soit vis-a-vis de la souche « marquée », soit encore vis-a-vis de
I'ensemble des souches de S. aureus.

L'« inhibition » des souches natives est particulierement intéressante en exploitation fermiére. Des laits
potentiellement inhibiteurs vis a vis des souches natives et marquée seront considérés comme plus
« polyvalents » et, a ce titre, davantage susceptibles d'intéresser les transformateurs aussi bien
industriels que fermiers.

La notion d'inhibition ou de limitation de la croissance de S. aureus fait également intervenir le temps
puisqu’elle peut étre mise en évidence a temps intermédiaire (en moyenne 11 heures), a temps final (et
dans ce cas, elle se produit le plus souvent aprés acidification des laits : en moyenne pH de 5,29) ou
aux deux temps.

L’évaluation du potentiel inhibiteur des laits est fondée sur le calcul des pentes de croissance a temps
intermédiaire et a temps final pour chaque type de souches et chaque lait :

Croissance des souches natives en delta log10 : calculée a partir des évolutions constatées
dans les laits non inoculés (log(Sa) - log(Sav)) ;

Croissance de la souche inoculée en delta log10 : calculée a partir évolutions constatées
dans les laits inoculés (log(Sar) - log(Saro)) ;
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Croissance totale en delta log10 : calculée a partir a partir évolutions constatées dans les
laits inoculés (log(Sa) - log(Sao)).
Une classification des laits a ensuite été réalisée par Analyse en Composantes Principales (ACP).

Le traitement de données a porté sur 55 laits en 2004 puis, a l'issue de la phase de prospection initiale,
sur:
les laits jugés les plus prometteurs au regard de leurs précédents résultats soit, 11 laits en
2005 et 10 laits en 2006 ;
des laits témoins considérés comme non inhibiteurs a l'issue des précédents essais : soit 6
laits en 2005 et en 2006 ;
3 laits de petit mélange (mélange de deux laits modérément non inhibiteurs en 2004) en
2005, considérés comme témoins et permettant a priori de limiter un possible effet
« troupeau ».

2 Evaluation de la stabilité du potentiel inhibiteur des laits au cours du temps

A la suite de la premiére étape de screening des laits, de nouvelles séries de lactofermentation (quatre)
ont été conduites préalablement a chaque étape de I'étude qu'il s’agisse de I'évaluation du potentiel
inhibiteur en fabrication, de I'appréciation de sa robustesse en technologie sensible ou encore selon le
type de souche de S. aureus et le niveau d’inoculation (Figure 2). Des tests complémentaires, simplifiés
par rapport aux précédents (évaluation non différenciée de la croissance de 'ensemble des souches de
S. aureus), ont en outre été réalisés en paralléle des fabrications fromagéres.

Etat des lieux, analyse des données, choix des troupeaux

Prospection initiale : 55 laits testés en lactofermentation = 1éres lactofermentations
-> 1 dizaine de laits inhibiteurs + 1 dizaine d’'autres (témoin non inhibiteurs + moyennement inhibiteurs) = pool de 20 laits
parmi lesquels certains seront réévalués d’une année sur l'autre

Lactofermentation avant fabrications : Choix des laits

Fabrications lactique et présure
Inoculation 100 UFC/ml souche C

Lactofermentations avant la validation des fabrications : Choix des laits

Fabrications lactique et présure
Inoculation 100 UFC/ml souche C

Lactofermentations : test de 4 niveaux d'inoculation et de 2 types de souches : Choix des laits
Fabrications lactique et présure : recherche d’effets souches et niveaux d’'inoculation
Inoculation souches A ou C
2 niveaux : 100 el1 000 UFC/ml

Lactofermentations avant fabrication en technologie sensible
Choix des laits

Fabrications en technologie sensible, de type présure
Inoculation 100 UFC/ml souche C

Validation des fabrications : recherche d'effets souches et niveaux d'inoculation en lactique (a I''TPLC)

Figure 2 : Schéma global et chronologie des expérimentations
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Ont de la sorte été pris en compte les risques d'instabilité du comportement inhibiteur des laits au cours
du temps, une évolution de leur potentiel étant susceptible d’étre induite par les changements survenant
au sein des troupeaux caprins parmi lesquels le renouvellement annuel d’environ 30% des effectifs. Ce
faisant, ces tests ont permis de retenir systématiquement les laits les plus pertinents (laits inhibiteurs ou
au contraire laits témoins non inhibiteurs) au regard des objectifs visés. Les résultats issus de
I'ensemble de ces essais ont fait par la suite I'objet de syntheses et d’analyses conjointes.

La stabilité du potentiel inhibiteur des laits au cours du temps a ainsi pu étre évaluée et le caractere
prédictif du statut défini en 2004 étudié.

Pour ce faire, une ACP suivie d'une classification ont d’abord été réalisées a partir des variables
« croissance de la souche inoculée entre To et Trnal » €t «Croissance des souches natives entre To et
Tnal », €n prenant en compte les laits testés au cours des différentes séries de lactofermentations. Une
analyse globale a été conduite en intégrant 'ensemble des données acquises sur les trois années de
suivi. Ce faisant, il s’est avéré que la prédominance des laits non inhibiteurs (déséquilibre des effectifs
en faveur de ces laits, majoritaires en 2004), était de nature a masquer certains types de
comportements des laits inhibiteurs. Une analyse similaire a donc été réalisée sur les données acquises
en 2005 et 2006 uniquement afin de favoriser la discrimination entre les populations de laits inhibiteurs.
Seuls les résultats issus de ce second traitement de données sont rapportés par la suite.

Une analyse de variance a permis :
sur les données acquises en 2004 : de déterminer si le statut des laits attribué initialement
pouvait décrire les évolutions de croissances des souches de S. aureus enregistrées
simultanément ;
sur les données acquises en 2005 et 2006 : de mesurer le caractére prédictif de ce statut.

Le modéle posé a été le suivant : Y, =HU+,

avec Yx:  croissance de la souche inoculée a temps final (1)
croissance des souches natives a temps final (2)
M effet moyen
a,: effet principal du statut k

3 Relation entre les caracteristiques et I'aptitude a I'acidification des laits et leur potentiel
inhibiteur

3.1 Relation entre capacité acidifiante des laits et potentiel inhibiteur

L'évaluation de l'aptitude a l'acidification des laits a reposé sur I'étude des courbes d’acidification
enregistrées lors des tests de lactofermentation de 2004 a 2006.

L’'analyse des relations entre aptitude a l'acidification et croissance de S. aureus a porté sur les
données obtenues par I'ITPLC, les courbes d’acidification obtenues étant plus complétes et plus
nombreuses (§ 1.2).

Les courbes d’acidification ont été modélisées par une fonction de Weibull a 3 parametres (Tomassone
etal., 1993):
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Aph, =a|l-e ] avec :

Aph, la variation de pH a f;

a la valeur maximale de Aph

M le temps écoulé quand Aph = a/2

¢ un parametre caractéristique de la pente de la courbe a l'origine

La premiére heure n'a pas été prise en compte, le pHmétre n’étant pas forcément stabilisé, et aucune
limite de temps n'a été fixée (toutes les données disponibles ont été utilisées). Certaines courbes ont
donc été modélisées sur plus ou moins de temps en fonction des relevés disponibles.

Les modélisations ont été réalisées a l'aide de la procédure nlin de SAS Institute (Version 8).

Toutes les courbes n'ont pas pu étre ajustées. Différentes raisons peuvent en étre responsables :
sonde phmétrique non stabilisée, accident dans la courbe, plateau non atteint. Au total, 100 courbes ont
pu étre utilisées : 52 sur des laits inoculés et 48 sur des laits non inoculés.

A partir des paramétres estimés, une analyse typologique a été effectuée : Analyse en composantes
principales suivie d’une classification sur facteurs. Une analyse de variance a ensuite été réalisée pour
étudier si la croissance a tinal pouvait étre expliquée par le profil d’acidification. Trois classes de niveau
de contamination initiale en souches natives ont été définies : moins de 1 log, entre 1 et 2 log, au-dela
de 2 log. La variable correspondante a été introduite dans le modele sous forme de covariable.

Le modele ainsi défini s'exprime comme suit:  y,, = pu+a; +6 +€y,
Y croissance de la souche inoculée a tx pour le lait k / croissance des souches inoculée
et natives & tos pour le lait k
7, moyenne générale

a; effet de la classe i de profil d’acidification (3 classes : suppression de la classe 2 en

1
raison de la faiblesse des effectifs concernés)
0, effet de la classe d’appartenance j pour les souches natives (3 classes)

3.2 Relation entre indicateurs de la qualité des laits et potentiel inhibiteur

Ont été prises en compte les analyses biochimiques établies sur les laits ainsi que I'évolution de
Ihistorique des résultats de contamination des laits par S. aureus.

Une ACP intégrant les caractéres physico-chimiques et microbiologiques des laits (IgG, numérations

cellulaires, FMAR, MP, MG, lipolyse) a été réalisée. L'historique des résultats de contamination des laits
par S. aureus n'a été étudié qu’a titre descriptif.
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4 Evaluation du potentiel inhibiteur des laits en transformation fromageére

4.1 Protocole expérimental

Choix des laits mis en fabrication

Les laits mis en fabrication ont systématiquement faits I'objet de tests en lactofermentation préalables
de maniere a apprécier leur capacité a limiter la croissance des souches de S. aureus et a disposer a la
fois de laits potentiellement inhibiteurs et de laits t¢émoins non inhibiteurs (§2).

Preparation de linoculum

Une inoculation a 100 ufc/ml a été réalisée pour 'ensemble des fabrications. La préparation de
linoculum a été réalisée selon les procédures décrites dans le cadre des tests de lactofermentations

(§1.2.1).

Souches de référence

Les souches utilisées sont les mémes que celles employées en lactofermentation mais sans présenter
de marqueur d'antibiorésistance. En effet, les fabrications étant réalisées en hall technologique, le
recours a des souches présentant un marqueur d’antibiorésistance était de fait exclu. Elles sont
également entérotoxinogenes.

Pour 'ensemble des fabrications, I'inoculation des laits a été réalisée avec la souche entérotoxinogene
de type C. Pour I'évaluation de I'effet « souche » (§ 5), la souche de type A a également été testée.

Schémas technologiques

Des schémas technologiques «fromage a pate lactique» et «fromages de type présure» (Annexes 4.1
et 4.2) identiques ont été appliqués a I''TPLC et a Carmejane. Les volumes de lait traités ont été de 20
a 30 litres par modalité testée.

4.2 Analyses réalisées

Analyses microbiologiques et biochimiques

Des prélevements en vue danalyses microbiologiques (en particulier dénombrement des
staphylocoques coagulase positive) et biochimiques (Tableau 2) ont été réalisés pour chaque
fabrication.

Tableau 2 : Définition des stades d'affinage en vue de la réalisation des analyses microbiologiques et
biochimiques

Technologie présure
(Banon)
Lait avant inoculation X X
Lait aprés inoculation (J)
J+1
J+2
J+3
J+9
J+13 X
J+15 X(CFC)
J+21 X

Technologie lactique

X
X
X
X

X X X X X
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A chaque prélévement, les analyses ont été réalisées sur un mélange de deux ou trois fromages selon
leur taille. Cet échantillon de mélange a été bloqué a 4°C. Cependant, des pré-essais réalisés par
IITPLC ayant permis de constater une diminution de la population de S. aureus de I'ordre de 0,5 log
aprés 2 jours de conservation a 4°C dans des fromages de type présure a pH 4,8, il a été jugé
préférable de procéder au traitement des prélévements le jour méme de la prise d’échantillon.

Suivi pH des laits mis en fabrication

Un suivi pH sur les laits de fabrication (ensemencés en ferments lactiques) a été réalisé en bain-marie
(ITPLC) a la température de fabrication, soit 22 ou 34°C selon le type de technologie appliquée afin
d’évaluer I'aptitude a I'acidification des laits pendant les 24 premieres heures.

Tests de lactofermentations paralléles aux fabrications fromagéres

Une série de lactofermentations a été conduite en paralléle des fabrications. Dans I'hypothése d’une
évolution du comportement des laits entre la phase de fabrication et la série de lactofermentation
précédente, elle devait permettre de faire la part entre I'impact de la technologie en elle-méme et la
possible évolution du potentiel inhibiteur. Dans ce contexte et compte tenu de I'objectif visé, les essais
de lactofermentations ont été¢ conduits, a l'instar de ce qui avait été réalisé lors des précédentes
lactofermentations, sur des laits non ensemencés en ferments lactiques. Les conditions des essais sont
restées inchangées (§1.2.1) : inoculation des laits a l'aide de la souche de type C (100 ufc/ml),
température fixée a 27°C, suivi pendant 24 heures (ce qui correspond a J+1 en fabrication). Les
dénombrements en S. aureus totaux correspondants ont été réalisés a To (avant et aprés inoculation)
et au bout de 24h.

4.3 Traitement des données

Le nombre limité de laits mis en fabrication autorise essentiellement une analyse descriptive des
données. Il est cependant apparu intéressant d'étudier le caractére prédictif des tests de
lactofermentations réalisés en parallele des fabrications, pour estimer I'évolution de la croissance de
S. aureus dans les fromages.

La comparaison des données issues des tests de lactofermentations et des essais de fabrication a
reposé sur 'analyse des dénombrements de I'ensemble des souches de S. aureus (souches natives et
souche inoculée) recueillis & TO (avant et aprés inoculation) puis a 24 heures (soit J+1 pour les
fromages).

Une analyse de variance a été réalisée en posant le modéle suivant :

Vik =+ +0 1+, (xijk - x) +e;, avec enindice i le centre, j la souche native en classe, k le lait

Yy croissance dans le fromage k

7 moyenne générale

a effet du centre i (Carmejane et ITPLC)

0,  effetdu process technologique (lactique et présure)

B coefficient de y en x a l'intérieur d'un process technologique (3; = S+ 95;)
Xy croissance de S. aureus lors des tests de lactofermentation pour le lait k

X moyenne des Xi

ey erreurs résiduelles
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5 Evaluation de la robustesse du potentiel inhibiteur des laits selon les conditions
d’inoculation

Deux types d'effets ont été évalués pour apprécier la robustesse du potentiel inhibiteur des laits selon
les conditions d'inoculation. Ont été pris en compte a la fois le type de souche de S. aureus et la taille
de l'inoculum.

Pour ce faire, une premiére série d’essais a été effectuée en laboratoire (tests de lactofermentations) ce
qui a permis d’étudier un nombre accru de situations et d'augmenter le nombre de points
expérimentaux comparativement a des essais qui auraient été directement conduits en fabrication
fromagére. Des fabrications ont été réalisées dans une seconde étape.

5.1 Protocole expérimental

Deux souches de S. aureus ont été utilisées :
- la souche entérotoxinogéne de type C, employée lors des précédents essais;
- une souche entérotoxinogéne de type A, fournie par I'INRA de Poligny.

Les tests de lactofermentations ont été conduits dans des conditions similaires a celles décrites au
§1.2.1 et ont fait appel a des souches marquées (§1.2.1). Le plan d’expérience adopté a été le suivant :
- 3 laits inhibiteurs et 2 laits non inhibiteurs ;
- 2types de souches de S. aureus ;
- 4 niveaux d'inoculation : 100, 500, 1000 et 5000 ufc/ ml.
Lors de I'évaluation en transformation fromageére, seuls deux niveaux d’'inoculum ont été conservés :
100 et 1000 ufc/ml. La croissance de S. aureus a été suivie jusqu’a 1/2 DLUO (21 jours).

5.2 Recherche des entérotoxines

Selon la bibliographie, les entérotoxines sont produites essentiellement pendant la phase exponentielle
de croissance lorsque la population bactérienne atteint ou dépasse un seuil de 105 ufc/g. Zecconi et al.
(2006) rapportent en outre I'importance des conditions de température (comprises entre 10 et 45°C) et
de pH (entre 5,15 et 9). Dans cette étude, la recherche d’entérotoxines a par conséquent été effectuée
dans les fabrications fromagéres lorsque les populations de staphylocoques a coagulase positive (SCP)
ont dépassé 10° ufc/g a J+1 ou J+3 (104 ufc/g dans certains cas). Les analyses ont été réalisées a
I'aide du VIDAS (Chapitre 3). En cas de résultat positif, les entérotoxines ont été typées a l'aide du kit
Oxoid.

5.3 Traitement des données

Compte tenu du nombre restreint de laits testés, le traitement statistique des données n’'a pu étre
conduit que sur les données issues des tests de lactofermentations, les résultats obtenus en fabrication
n’étant alors analysés que de maniére descriptive.

Sur les données de lactofermentations, une premiére analyse a été réalisée afin d’évaluer l'incidence
de la taille de linoculum sur I'expression du potentiel inhibiteur. Dans un premier temps, n'ont été
considérées que les données acquises avec la souche de type C de maniére a pouvoir inclure
I'ensemble des tests conduits entre 2004 et 2006.
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5.3.1 Etude de la relation dose — réponse en lactofermentations

La dose inoculée est un facteur controlé (contrairement aux niveaux de dénombrements des souches
natives de S. aureus). Lors des essais de 2004, 2005 et tout début 2006, la taille de I'inoculum a été
fixée a 100 ufc/ml. Néanmoins, malgré un protocole strict, établi et commun pour les deux centres
d’expérimentation, des différences d'inoculations ont été observées et ont pu varier de 0,75 a 2,28 log.
Les données acquises ultérieurement dans le cadre des essais concernant l'incidence des conditions
d’inoculation ont été obtenues avec des inoculums théoriques allant de 100 a 5000 ufc/ml, ce qui a
permis d’aboutir in fine a une plage de variation de 0,75 a 4 log pour la taille de I'inoculum (Figure 3).

Figure 3 : Distribution de la taille de Iinoculum au cours des différents essais de lactofermentation a
I''TPLC (a) et a Carmejane (b)

Le niveau de contamination initial des laits (avant adjonction de la souche inoculée) a été mis en
classes. Trois classes ont été établies en tenant compte de la distribution des niveaux de
dénombrement (Figure 4) : niveau inférieur ou égal a 1log , compris entre 1 et 2 log, supérieur 2 log
(Tableau 3).

M !

10 (enlog)_TPLC
tive 410 (en log)_ carmejane

(a) (b)
Figure 4 : Distribution du niveau de contamination initiale des laits par S. aureus au cours des différents
essais de lactofermentation conduits a I''TPLC (a) et @ Carmejane (b)

Tableau 3 : Distribution du niveau de contamination initiale des laits par S. aureus (en log) au cours des
différents essais de lactofermentation conduits dans les deux centres d’essais

Centre <1 log 1< <2log > 2log
ITPLC 37 14 29
Carmejane 17 10 1
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La croissance des souches de S. aureus (souche inoculée seule ou ensemble des souches natives et

inoculée) a été étudiée en adoptant le modéle suivant : Vi =M +a +0 ,+p, (xijk —§)+ Biik
avec en indice i le centre, j les souches natives (en classes), k le lait
Vi croissance de la souche inoculée & tasn pour le lait k / croissance des souches inoculée
et natives & tosn pour le lait k
u moyenne générale
«, effet du centre i (Carmejane et ITPLC)
0, effet le classe d’appartenance pour les souches natives (3 classes)
B coefficient de y en x a l'intérieur d’'une classe d’appartenance pour les souches natives
(/Bj =p+ §ﬂj )
Xiik dose inoculée pour le lait k
X moyenne des Xi
e erreurs résiduelles

ijk

Les résidus ne suivent pas les hypothéses de normalité et présentent de I'hétéroscédasticité (dispersion
des résidus non homogene), tendant ainsi a indiquer que ce modele ne s’ajuste pas trés bien sur les
données. Cependant celles-ci sont assez nombreuses et équilibrées pour que le modéle posé puisse
étre valide. En outre, les observations dont les résidus étaient supérieurs a |2| ont été supprimées (4
observations pour la croissance de la souche inoculée; 3 observations pour la croissance de
I'ensemble des souches de S. aureus) pour en améliorer la validité.

5.3.2 Etude des effets « dose » et « souche » en lactofermentations

Dans cette analyse, seuls ont été considérés les essais de lactofermentations faisant appel aux
souches de type A et C conduits en 2006. Les effets « souche » et « niveau d’inoculation » sur la
croissance de la souche inoculée ou de I'ensemble des souches de S. aureus ont été évalués en

recourrant au modéle suivant : Yik =M+ +y +0 i+ (xijk —§)+eijk avec en indice i le
centre, s le type de souche, j les souches natives en classes, k le lait

Vi croissance de la souche inoculée a tasn pour le lait k / croissance des souches
inoculées et natives a tosan pour le lait k

7 moyenne générale
a effet du centre i (Carmejane et ITPLC)
0 effet de la classe d’appartenance pour les souches natives (2 classes : souches natives

J
absentes ou présentes)
Ve effet du type de souche (A et C)

B, coefficient de y en x a l'intérieur d'une classe d’appartenance pour le type de souche
(/Bj =p+ 5ﬂj )

Xijk dose inoculée pour le lait k

X moyenne des X

e erreurs résiduelles

ijk
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La concentration en souches natives de S. aureus au temps initial a été prise en compte comme
covariable (définition de deux classes). Le modele posé est fondé sur I'existence d’'une structure de
variance — covariance des laits intra centre — souche.

6 Evaluation de la robustesse du potentiel inhibiteur des laits en technologie sensible

L'expression du potentiel inhibiteur des laits a été évaluée et comparée a des laits témoins non
inhibiteurs dans des conditions de fabrication favorables a la croissance de S. aureus : températures
« élevées » et doses de ferments faibles. Les essais réalisés début 2007 ont été conduits sur des
fabrications de type présure (Banon) en se placant a 36°C et en recourrant a des doses de ferment
(CHN14 Chr. Hansen, Arpajon, France) de :

1% équivalent lactosérum (= 10 g/100L de lait : dose utilisée dans les expérimentations
précédentes),

0,1 % (1g /100L)

ou 0 % (pour Carmejane uniquement, cette modalité correspondant aux pratiques effectives
d’'une partie des transformateurs fermiers de la zone AOC Banon).

Les laits choisis a la suite des tests de lactofermentations préalables étaient :

ITPLC : laits inhibiteurs : 9, 28 et 45 ; lait témoin non inhibiteur : 32
Carmejane : lait inhibiteur : 49 ; lait témoin non inhibiteur : 46

7 Comparaison des écosystemes des laits en fonction de leur caractere inhibiteur

L’objectif était de comparer les flores microbiennes et les teneurs en inhibiteurs naturels de laits
inhibiteurs et non inhibiteurs de S. aureus provenant des deux centres.

7.1 Comparaison des flores microbiennes des laits

L'étude des flores microbiennes des laits inhibiteurs et non inhibiteurs a été réalisée par une double
approche culture dépendante et culture-indépendante.

7.1.1  Description des flores des laits

Des analyses microbiologiques ont été réalisées par I'INRA d'Aurillac sur 21 laits inhibiteurs et 21 laits
non inhibiteurs provenant de I''TPLC (N=30) ou de Carmejane (N=12) (liste des laits en Annexe 4.11).
lls ont été analysés, aprés décongélation a 25°C, grace a I'utilisation de 8 milieux de culture différents.
Les milieux utilisés ainsi que les références, les conditions d'incubation et les flores dénombrées sont
décrits en Annexe 3.2.

Des profils microbiens ont été établis a l'aide de la méthode SSCP (Single Strand Conformation
Polymorphism) selon le protocole défini Chapitre 3 § 6 et Annexe 3.4. Certains pics des profils V3
SSCP des laits ont été assignés a différentes espéces en fonction de leur co-élution avec les pics des
profils V3 SSCP de souches de référence identifiées par séquencage.

Pour chaque profil SSCP, les aires A; des différents pics P; ont été mesurées, et les ratios Ri=A/ZA; ont
été calculés. Des Analyses en Composantes Principales ont été réalisées avec les données de
dénombrement (Log ufc/ml) et les ratios des pics des profils V3 SSCP des laits.

Toutes les colonies isolées sur les boites de dénombrement du milieu de Turner a 30°C de 3
échantillons de laits ont été directement amplifiées, sans extraction de I'ADN, avec des amorces
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spécifiques d’'especes permettant de différencier Lactococcus lactis lactis, Lactococcus lactis cremoris
et Lactococcus garvieae. Les différentes amorces utilisées sont décrites en Annexe 3.3. Les PCR
specifiques ont été réalisées selon les protocoles décrits par Callon et al. (2004).

7.1.2 Quantification des espéces de lactocoques (Lactococcus lactis lactis, Lactococcus lactis
cremoris et Lactococcus garvieae) par PCR en temps réel

7.1.2.1 Mise au point des amorces et de la méthode
Conception des amorces spécifiques

Des couples d'amorces spécifiques ont été dessinés a I'aide du logiciel Clustawl pour les trois espéces
Lactococcus lactis lactis, Lactococcus lactis cremoris et Lactococcus garvieae par alignement de
plusieurs séquences d’ADNr 16S récupérées dans la database Genbank du NCBI. Pour ce faire, il a
fallu tenir compte des impératifs en PCR quantitative : taille des amorces inférieure a 25 pb,
composition en bases caractérisée par un pourcentage de dinucléotides GC compris entre 20 et 80%,
absence de mésappariements (mismatch), différence de TM (Température de fusion) entre les deux
amorces inférieure a 2°C, taille de 'amplicon inférieure a 200 pb, moins de 2 Guanine ou Cytosine dans
les 5 derniers nucléotides en 3'. Les amorces ainsi dessinées ont ensuite été validées par le logiciel
Primer Design.

Test de spécificité des amorces

La spécificité des 3 couples d'amorce a été testée vis-a-vis ADN de 20 souches de référence
provenant de différentes bactéries lactiques isolées de produits laitiers (lactocoques, entérocoques,
lactobacilles, leuconostocs et pédiocoques).

Seuil de détection et optimisation de la méthode

Des essais ont été réalisés pour les 3 espéces de lactocoques a partir de laits microfiltrés (10 ml)
ensemenceés avec I'espéce ciblée a des concentrations variant de 108 a 101 cellules/ml:

Les ADN des 10 ml de laits ensemencés ont été extraits par la méthode phénol/chloroforme puis ont
été analysés en PCR quantitative (essais avec des ADN non dilués, dilués au 1/10 et au 1/100). La
quantification a été réalisée en référence a une courbe standard obtenue par I'analyse d’une série de
dilutions au 1/10éme d'un ADN standard extrait d’'une culture pure de concentration connue en
lactocoques. L'efficacité de I'amplification a été optimisée en s’appuyant sur des essais conduits avec
plusieurs niveaux de concentrations des amorces et de MgCl> et plusieurs niveaux de températures
d’amplification pour la PCR.

Evaluation de la spécificité de la méthode

L'efficacité de la méthode pour détecter spécifiquement et quantitativement 'ADN de Lactococcus
garvieae a éte testée. A cette fin, TADNr 16S de Lactococcus garvieae (G) a été mis en présence de
proportions variables d’ADNr 16S provenant de différentes especes bactériennes (Enterococcus
amnigenus, Lactobacillus casei, Streptococcus thermophilus, Staphylococcus aureus, Staphylococcus
equorum, Arthrobacter nicotianae et Chryseobacterium). Les mélanges d’ADNr 16S ont ensuite été
quantifiés en PCR quantitative avec les amorces de Lactococcus garvieae.

7.1.2.2 Analyse des laits et gels de lactofermentation par PCR quantitative

Les analyses ont porté a la fois sur les laits de mélange et les gels de lactofermentation issus de ces
laits. Elles ont concerné 21 laits inhibiteurs et 18 laits non inhibiteurs (liste des laits en Annexe 4.11 hors
laits 128, 115 et C6 non étudiés).
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L’ADN total des laits et des gels a été extrait sur un volume de 10 ml de lait ou de gel par la méthode
phénol/chloroforme décrite par Callon et al. (2007). Les ADN extraits ont ensuite été purifiés sur
colonne par I'utilisation d'un kit de purification (QI AMP DNA mini kit) selon les instructions du fabricant.
lls ont été analysés en PCR quantitative avec les 3 couples d’amorces pour la quantification de
Lactococcus lactis lactis, Lactococcus lactis cremoris et Lactococcus garvieae. L'amplification de 'ADN
a été réalisée dans un volume final de 25 pl contenant 5 pl d’ADN, 2mM de MgCI2, 0.2 yM de chaque
amorce, 0.2 upM du mix dNTP, tampon Sybr Green 1X et 5U/ul de polymérase Ampli Taq Gold. Le
programme d'amplification comportait une dénaturation initiale 10’ a 95°C suivie de 45 cycles avec 15s
de dénaturation a 95°C, 1" d’hybridation & 61°C. Chaque échantillon a été analysé en double au sein
d’'une analyse et les analyses ont été répétées 2 fois pour chaque couple d’'amorces.

7.2 Teneurs en composes antimicrobiens naturels

La détermination des teneurs en composés antimicrobiens naturels du lait a été effectuée :
- dans des laits jugés inhibiteurs ou non inhibiteurs de la croissance de Staphylococcus aureus
apres test de lactofermentation ;
- dans les laits mis en fabrication en vue d'une transformation de type lactique ou présure, en
2006.

Les méthodes d’analyse employées sont décrites Chapitre 3 § 7.
Le dosage du systéme lactopéroxydase a été réalisé dans les laits de 2004, 2005 et 2006. Celui de la

lactoferrine a été effectué dans les échantillons collectés en 2004 jugés les plus inhibiteurs ainsi que
dans les laits ayant servi aux fabrications en 2006.

B. Résultats

1 Identification des laits de troupeaux présentant un potentiel inhibiteur vis-a-vis de S. aureus.

1.1 Premiére série de lactofermentations : étape de prospection initiale

Cinquante cinq laits sélectionnés dans 4 entreprises d'aprés leurs bons résultats au cours des années
précédentes ont été testés en lactofermentations (10 & Carmejane et 45 & I''TPLC),

1.1.1  Evaluation des conditions expérimentales

La taille de I'inoculum peut varier sensiblement selon le centre (ITPLC ou Carmejane) et la série de
tests réalisée (ensemble des laits prélevés et analysés un jour donné) (Tableau 4). En revanche, il n'a
pas été mis en évidence d'effet significatif du centre ou de la zone de collecte sur le niveau de
contamination initial des laits.

Tableau 4 : Taille de I'inoculum employé (dénombrement en ufc/ml) selon le centre expérimental

Taille de I'inoculum (UFC/ml) ITPLC Carmejane
Effectif 45 10
Moyenne 1,16.102 6.10"
Minimum 4,85.10" 1.10°'
Maximum 1,90.10? 1,04.10?
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Les conditions expérimentales ont été évaluées au travers de la croissance de la souche marquée
inoculée dans les laits G (1 lait G par série de laits testés) (Figure 5). En I'absence d’acidification et de
flore naturellement présente, la concentration en S. aureus peut atteindre des niveaux supérieurs a
108UFC/ml a 24h. Dans I'ensemble, les courbes de croissance sont trés proches (malgré une légere
variabilité des profils de courbes établis en 24 heures). Elles traduisent la reproductibilité des conditions
expérimentales. Seule une courbe de croissance a été considérée comme atypique. La série associée,
correspondant qui plus est a des laits trées contaminés en souches natives, a été écartée pour le choix
des laits potentiellement inhibiteurs.

La courbe de croissance « atypique » est
associée a la série 1 dont les laits (N°1a
5) sont également trés contaminés en
souches natives de S. aureus

Les laits correspondants ne seront pas
retenus

Définition de deux classes de
profils (linéaire et biphasique) sur la
croissance de S. aureus dans les
laits G

Figure 5 : Courbes de croissance de la souche de S. aureus marquée dans les laits G

1.1.2  Evaluation du potentiel inhibiteur vis-a-vis des souches natives de S. aureus

En l'absence d’inoculation

La distribution des niveaux de contamination des laits en souches natives a TO et les pentes de
croissance (T final — TO) obtenues en I'absence d'inoculation sont présentées figure 6.

Dénombrement & temps inibal (log10)

Figure 6 : Croissance des souches natives de S. aureus dans les laits non inoculés

On observe déja a ce stade un potentiel inhibiteur de certains laits vis a vis des souches natives de
S. aureus.
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Tableau 5 : Dénombrement des souches natives (log10) de S. aureus dans les laits non inoculés en
début et en fin de lactofermentation

Dénombrement (log10) Effectif Moyenne Ecart-type  Minimum  Maximum

Temps initial 55 1,72 0,85 1,0 4,63
Temps final 55 3,74 1,67 0,0 6,57

Lors d’inoculation par une souche marquée

Dans la majeure partie des cas, les souches natives ne sont pratiquement plus présentes a T final
(Tableau 6, Figure 7). Seul un petit nombre de laits (5) présente une croissance de ces souches.

Tableau 6: Dénombrement des souches natives
(log10) de S. aureus dans les laits inoculés

Dénombrement ,
g ) . (l0g10) N Moy. Ect. Min. Max
- Temps initial 55 1,72 0,86 10 4,63
— AR EE N Temps

0,18 056 -0,98 254

intermédiaire
Temps final 55 025 052 -0,83 267

Figure 7: Distribution des laits selon la ~ N: Effectif; Moy: moyenne; Ect.: Ecarttype;
croissance des souches natives de S. aureus Min. : minimum ; Max. : maximum
dans les laits inoculés

Non discriminante, la croissance relative des souches natives en cas d’inoculation n’a pas pu étre
retenue pour apprécier le potentiel inhibiteur des laits testes.

1.1.3  Evaluation du potentiel inhibiteur vis-a-vis de la souche marquée de S. aureus

Au temps initial, le dénombrement moyen (log10) de la souche marquée est de 1,97 ce qui est proche
de I'objectif souhaité de 100 ufc/ml pour le niveau d’inoculation (Tableau 7).

Tableau 7 : Dénombrement de la souche marquée (log10) de S. aureus dans les laits inoculés

Dénombrement (log10)  Effectif =~ Moyenne Ecart-type Minimum Maximum
Temps initial 55 1,97 0,21 1,00 2,28
Temps intermédiaire 46 4,14 0,83 1,15 5,34
Temps final 99 4,32 1,08 1,00 5,92

La croissance de la souche marquée a été évaluée en mesurant les pentes (delta log (SAR) / delta T)
entre T intermédiaire et T initial, entre T final et T intermédiaire et enfin entre T final et TO (Figure 8).
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(a) (b)

Figure 8 : Evolution de la croissance de la souche inoculée dans les laits inoculés a temps intermédiaire
(a) et a temps final (b)

1.1.4  Evaluation du potentiel inhibiteur vis-a-vis de 'ensemble des souches de S. aureus

Des Analyses en Composantes Principales ont été réalisées afin de déterminer le comportement relatif
des laits vis a vis des souches natives et marquée aux différents temps de la lactofermentation.

Parmi les laits potentiellement inhibiteurs, plusieurs cas de figures correspondant a des cinétiques de
croissance différentes des souches de S. aureus sont mis en évidence (Figures 6 et 8) :

- une augmentation de la concentration en S aureus a temps intermédiaire puis une diminution
pour atteindre a T final une concentration inférieure ou égale a celle observée au temps initial
(exemple du lait 17) ;

- une Iégére croissance observée au temps final (exemple du lait 15) ;

- une quasi absence de croissance (exemple du lait 21).

Les laits ont été classés selon les croissances relatives des souches natives ou marquée (Figure 9) de
maniére a sélectionner ceux susceptibles d’étre les plus intéressants (Tableau 8).

Factow 2 - 2770 %

Croissances s native (-) g 20
Croissances s marquée(+) 46 -
. 09
D 05
49
15 » 52
7t 30 54 .
51
-
g Caractérisé par des croissances (-)
gic @ 48
43 . a5 *04
o - .
45> 47
i
F 29 .
o5 23
o7 .:r"-
L] -
124 07
14
Croissances s native (+) i
.1 Croissances s marquée(-) O

o 1 2 5
o Croissance de la souche native lors de I'inoculation

Figure 9 : Classification des croissances de S. aureus obtenues a Temps final (souches natives sans
inoculation et souche marquée apres inoculation)
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Tableau 8 : Classement des laits (mentionnés par leurs numéros de code) en fonction de la croissance
des souches de S. aureus et de 'expression de leur potentiel inhibiteur

Laits jugés inhibiteurs

o , Expression a : ITPLC Carmejane
vis a vis de :
Souches natives 20 21 5 52 53
(laits non inoculés) 9 15 17 49
. , —_ 15
Souche marquée Entre TO et T intermédiaire 45 91 40 50
, 17 35 93

Entre TO et T final 21 45 38 47 50

Entre T intermédiaire et T 17 35 38 48

final 8 28 4

Ainsi, parmi les 55 laits testés, six a minima peuvent étre considérés comme présentant un potentiel
inhibiteur du développement de S. aureus, polyvalent de surcroit pour 4 d'entre eux (action sur les
souches natives et sur la souche inoculée). Il s'agissait d'une étape clé de I'étude qui atteste, pour la
premiére fois formellement, de I'existence de laits ayant naturellement une capacité d’inhibition vis-a-vis
de S. aureus.

Les laits considérés comme inhibiteurs (par comparaison aux autres laits testés dans les mémes
conditions) autorisent généralement une croissance de S. aureus inférieure ou égale a 2 log sur une
durée de 24 h a 27°C. Cette valeur a par la suite été considérée comme indicatrice pour qualifier le
potentiel inhibiteur des laits.

1.2 Résultats des essais de lactofermentations conduits en 2005 et 2006

Au cours des essais conduits en 2005 et 2006, les laits de troupeaux d’une partie des exploitations
précédemment ciblées ont fait I'objet d’'une réévaluation de leur potentiel inhibiteur.

Ont été considérés :

- pour ITPLC:
laits inhibiteurs : 15, 17, 21 (testé en 2005 uniquement), 45 mais aussi 9, 20, 35 et 38 ;
laits non inhibiteurs : 27, 28, 32, 33 et mélanges des laits 27 et 28, 32 et 33 (2005
uniquement) ;

- pour Carmejane :
laits inhibiteurs : 49, 52, 53 ;
laits non inhibiteurs : 46, 48 et mélange des laits 46 et 48 (2005 uniquement).

En rappelant les spécificités d'inhibition des laits inhibiteurs telles que définies en 2004 :

- 17,21, 52 et 53 : inhibiteurs des souches natives et de la souche marquée (inoculée) ;

- 15 inhibiteur des souches natives et de la souche marquée entre T0 et temps intermédiaire ;

- 9,20 et 49 : inhibiteurs des souches natives ;

- 35,38, 45 : inhibiteurs de la souche marquée ;

- 48 : non inhibiteur mais inhibiteur de la souche marquée uniquement entre temps intermédiaire
(environ 15h) et temps final (environ 24h de lactofermentation).
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En I'absence de contamination initiale par S. aureus, le potentiel inhibiteur vis-a-vis des souches natives
n'a pas systématiquement pu étre évalué. Cela a concerné les laits 48, 49 et 52 en 2005 et les laits 9,
20, 46 et 52 en 2006.

Le mélange de laits non inhibiteurs n'a pas présenté d'intérét particulier par rapport a l'utilisation de laits
de troupeaux individuels comme témoins. Selon les cas, les laits de petits mélanges présentent un
comportement inhibiteur moyen par rapport a celui des deux laits le constituant (mélange des laits 32 et
33), permettent une croissance accrue de S. aureus comparativement aux deux laits pris séparément
(mélange des laits 27 et 28) ou, au contraire, deviennent inhibiteurs (dans le mélange des laits 46 et 48,
phénoméne induit vraisemblablement par le lait 48 devenu inhibiteur a temps intermédiaire).

Le comportement des laits en terme d'inhibition s’est avéré variable au cours du temps. Les croissances
relatives des souches natives et de I'ensemble des souches de S. aureus entre T initial et T final
obtenues au cours des différents essais de 2005 et 2006 sont présentées graphiquement Figure 10.

(Pxx_5 indique le lait xx en 2005 et Pxx_6 indique le lait xx en 2006

Figure 10 : Croissance des souches natives (a) et de I'ensemble des souches de S. aureus (b) entre T0
et T final (Alog1) au cours des lactofermentations réalisées en 2005 et 2006

Plusieurs laits considérés comme inhibiteurs (croissance des souches de S. aureus inférieure a 2 log)
ne le sont plus) : exemples des laits 15, 20 ou 53 (Tableau 9). Inversement, d’autres laits sont devenus
inhibiteurs soit en 2005 soit en 2006 alors qu'ils ne I'étaient pas auparavant (Tableau 9) : exemples des
laits 28 ou 33.'Y compris lorsque les laits sont restés inhibiteurs, il est probable que les mécanismes en
jeu aient différé selon les années comme le suggérent les cinétiques de croissance des souches de
S. aureus (Figures 11 a 13). A titre dillustration, parmi les changements survenus entre 2004 et 2005,
on observe :

- entre TO et T intermédiaire : un changement notable de comportement des laits 15 et 21,
inhibiteurs sur cette phase en 2004 (stagnation voire une décroissance de la population de
S. aureus marquée) et présentant en 2005 parmi les plus fortes croissances de S: aureus
(Figure 11) ;

- entre T intermédiaire et T final : la perte du potentiel inhibiteur du lait 17 pourtant important en
2004 pendant cette phase d'acidification (Figure 12) ;

- Entre TO et T final : la perte du potentiel inhibiteur pour le lait 53 et dans une moindre mesure
pour les laits 17 et 21 ; inversement, la mise en évidence d’'un comportement inhibiteur pour le
lait 33 (Figure 13).
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Figure 13 : Croissance de la souche inoculée de type C entre TO et T final
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L’évolution entre 2004 et 2006 du comportement des laits en terme d'inhibition est synthétisée dans le
Tableau 9.

Tableau 9 : Evolution entre 2004 et 2006 du comportement inhibiteur des laits testés vis-a-vis des
souches de S. aureus natives et inoculée aux différents temps des lactofermentation

Laits Laits inhibiteurs Laits inhibiteurs de la souche marquée inoculée Laits non inhibiteurs

des souches natives
N° EntreTOetTfinal  Entre TOet T final Entre T0 et Entre T intermédiaire
T intermédiaire et T final

2004 2005 2006 2004 2005 2006 2004 2005 2006 2004 2005 2006 2004 2005 2006

9
20
49
15
35 X
38 (X)
45 (X
17 X
21 X

X

X

X)) x X)) X
? X X
X X

XX X X
>
>

X X X

X X X X

52
53
27
28 X) X
32

33 X X (X) X X
46 ?

48 X X X) X)X X

>
)

>R X X X X X

<X
>
=<
> > > X

XX X X X X
>
>

Sur cette base, le choix des laits évalués par la suite en fabrication a pris en compte prioritairement les
évolutions de croissance entre TO et T final de la souche marquée et dans un second temps celles des
souches natives. Parmi les laits jugés prometteurs, le lait 48 a néanmoins été écarté en raison des
modifications majeures survenues conjointement dans I'exploitation dont il provenait : augmentation du
cheptel, changement des conditions de logement et de traite.

Les laits retenus en vue de la réalisation des essais en transformation fromagére sont indiqués dans le
Tableau 10.

Tableau 10: Choix des laits mis en fabrication en fonction des résultats issus des tests de
lactofermentations de 2005 et 2006

Potentiel inhibiteur Centre 2005 2006
Inhibiteurs ITPLC 353845 9,28, 33
33
Carmejane 49, 52 49, 52
Témoins non inhibiteurs ITPLC 32 15
Carmejane 46 46

2 Evaluation de la stabilité du potentiel inhibiteur des laits au cours du temps

2.1 Typologie des modalités de croissance des souches de S. aureus.

Le premier plan factoriel de 'ACP conduite a partir des variables « croissance de la souche inoculée
entre To et Trnal » €t «croissance des souches natives entre To et Trna » est décrit Figure 14. L'axe 1
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discrimine les croissances élevées des croissances faibles. L'axe 2 discrimine
souches natives de celle de la souche inoculée.

] '. PES CLASSE 47 4
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‘e
B
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1 ] 1 ] Factew | - 68129

-
sirsance nbgative ou buible (< 4

la croissance des

Figure 14 : Individus actifs et positions relatives des modalités illustratives et des classes dans le

premier plan factoriel de 'ACP.

Quatre catégories de laits peuvent étre distinguées :

- ceux ayant présenté des croissances élevées des souches natives comme de la souche

inoculée (classe 1) ;

- ceux ayant présenté des croissances « intermédiaires » des souches natives et de la souche

inoculée (classe 2) ;

- ceux ayant présenté des croissances faibles des souches natives mais élevées en ce qui

concerne la souche inoculée (classe 3) ;

- ceux ayant présenté des croissances faibles des souches natives comme de la souche

inoculée (classe 4).

Les caractéristiques des classes sont précisées Tableau 11 et illustrées Figures 15 et 16.

Tableau 11 : Croissances moyennes (en log10) des souches natives et inoculée entre Ty et Trna Selon

les classes
Classe Effectif Moyenne  Maximum  Médiane  Minimum
Souche inoculée 1 9 2,98 3,60 2,92 2,42
2 14 2,10 3,00 2,14 1,14
3 4 2,86 3,56 2,81 2,25
4 6 0,57 1,20 0,81 -0,48
Total 33 2,15 3,60 2,39 -0,48
Souches natives 1 9 3,50 4,09 3,45 2,95
2 14 2,24 2,73 2,33 1,72
3 4 -0,48 0,00 -0,48 0,95
4 6 0,38 2,34 0,21 -0,95
Total 33 1,92 4,09 2,34 0,95
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2.2 Evaluation de I'adéquation entre statut inhibiteur des laits et croissance de S. aureus en
2004

Une analyse de variance conduite sur les données de 2004 a permis d’évaluer dans quelle mesure le
statut inhibiteur des laits pouvait ou non décrire les croissances des souches natives et inoculée au
cours des tests de lactofermentation (entre T initial et T final).

Le statut pris en compte comporte quatre modalités et permet de répartir les laits étudiés de la maniéere
suivante :

Laits inhibiteurs des souches natives et inoculée : 15, 17, 21, 52, 53 ;

Laits inhibiteurs de la souche inoculée : 35, 38, 45 ;

Laits inhibiteurs des souches natives : 9, 20, 49 ;

Laits non inhibiteurs : 27, 28, 32, 33, 46, 48.
Les croissances des souches de S. aureus pour chacune des catégories de laits sont présentées
Figures 15 et 16.

Inoc_Native Native Non_inhib
Statut inhibiteur

Figure 15 : Croissance de la souche inoculée en 2004 selon le statut des laits

Inoc_Native Native Non_inhib

Statut inhibiteur

Figure 16 : Croissance des souches natives en 2004 selon le statut des laits
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La part de variance expliquée par le modele est de 70 % pour la croissance de la souche inoculée et de
69 % pour celle des souches natives. Dans ce contexte, il parait licite d’appliquer le méme modéle
d’analyse aux données obtenues ultérieurement en 2005 et 2006.

2.3 Evaluation du caractére prédictif du statut inhibiteur des laits défini en 2004 sur les
croissances de S. aureus observées ultérieurement

En appliquant le modéle d’analyse précédent aux résultats de 2005 et 2006, on constate que la part de
variance expliquée n'est plus que de 7 % pour la croissance de la souche inoculée et de 9 % pour celle
des souches natives.

L’analyse confirme les variations importantes du potentiel inhibiteur au cours du temps. Il n’est de fait
pas possible d’ajuster les croissances des souches de S. aureus natives et inoculée a partir du statut
des laits défini en 2004. Ce statut ne présente pas de caractére prédictif et ne permet pas de présager
des croissances de S aureus ultérieures.

3 Relation entre les caractéristiques et I'aptitude a I'acidification des laits et leur potentiel
inhibiteur

3.1 Incidence des caracteéristiques des laits sur leur potentiel inhibiteur

3.1.1 Incidence des caractéristiques physico-chimiques des laits sur 'expression de leur potentiel
inhibiteur

Les caractéres physico-chimiques et microbiologiques classiquement étudiés sur les laits (IgG, cellules,
FMAR, MP, MG, lipolyse) n’ont pas permis la discrimination des laits inhibiteurs en conditions de
lactofermentation.

3.1.2  Historique de contamination des laits et potentiel inhibiteur

Dans le contexte d’évolution du potentiel inhibiteur au cours du temps et dans la mesure ou I'historique
de la contamination en S. aureus des laits de tank avait constitué un critere d'élection des laits testés, il
est apparu intéressant de vérifier si les laits jugés intéressants en 2004 et, a ce titre, réévalués en 2005
et/ ou 2006, répondaient toujours aux criteres de choix initiaux.

Un méme niveau de contamination en S. aureus a été observé d'une année a l'autre pour les laits 9, 20
et 38 (Annexe 4.3). Le lait 38, et dans une moindre mesure le 9, ont gardé leur potentiel
(moyennement) inhibiteur contrairement au 20. Le lait 21 présente quant a lui des niveaux de
contamination trés élevés en 2005 ; or il a perdu son potentiel inhibiteur. On peut en dire de méme pour
le lait 53. La qualité du lait 35 s'est en revanche améliorée et le potentiel inhibiteur s'est parallélement
renforcé. Pour le lait 33, les niveaux de contamination par S. aureus sont faibles depuis 2003 (aucun
dépassement du seuil de 200 ufc/ml).

Ainsi, sur les criteres de sélection définis pour le choix des laits inhibiteurs testés en 2004, au moins
deux laits n’auraient par exemple plus été retenus en 2005 : 21, 45 (au moins 3 dépassements du seuil
de 200 ufc/ml et au moins un dépassement de 500 ufc/ml). Dans le cas du lait 45, il semble qu'une
contamination importante en début de campagne (mammites cliniques) n’ait pu étre contrélée par la
suite.
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Dans I'ensemble, il semblerait que les potentiels inhibiteurs évalués en lactofermentation (24h & 27°C)
soient associés a des niveaux faibles de contamination des laits (9 a 30 ufc/ml). De méme, les laits
fortement non inhibiteurs (27, 28 et 32) semblent présenter des niveaux de contamination plus élevés
(dépassant souvent le seuil de 200 ufc/ml) non attribuables & des incidents ponctuels : présence
réguliere des S. aureus (moyenne géométrique de 60 a 120 ufc/ml). Suite a ces observations, il est
difficile de savoir si les niveaux de contamination des laits sont la résultante d’une évolution de leur
potentiel inhibiteur ou si, en cas de contamination élevée (généralement liée a la présence de quelques
individus excréteurs) et au dela d’un certain seuil, le potentiel inhibiteur ne peut plus étre mis en
évidence.

3.2 Incidence de I'aptitude a I'acidification des laits sur leur I'expression de leur potentiel
inhibiteur

Des profils d’acidification tres différents (Figure 17) peuvent étre observés pour des laits considérés, au
vu des tests de lactofermentation, comme inhibiteurs.

Acudhcibon Acidbcal Acdl
a[ 4
R = - SRS
b
AAVAY : S
NN LY
A IS
o 0 0 1} 0 1) 1) o 0 b1 kI ) 0 B0 o 0 b1 kI ) 0 B0
Temp: Temps Temp:

Des profils d’acidification
pouvant étre trés différents

Figure 17 : Courbes d’acidification de laits jugés comme potentiellement inhibiteurs :
Entre T intermédiaire et T initial Entre T final et T intermédiaire Entre T final et T initial

Il est donc probable que le potentiel inhibiteur exprimé corresponde a des mécanismes d’inhibition tres
différents selon les laits.

L'étude du réle de I'aptitude a I'acidification dans I'expression de ce potentiel inhibiteur a été réalisée a
partir des données acquises lors des tests de lactofermentation de 2004 a 2006. Elle a reposé sur la
modélisation préalable des courbes d’acidification et la définition de classes de profils.

3.2.1  Modélisation des courbes d’acidification

L’analyse en composantes principales a concerné l'ensemble des courbes d’acidification pour
lesquelles une modélisation a été possible.

Le premier plan factoriel (Figure 18) restitue 75 % de l'information contenue dans les données. Le
premier axe oppose principalement les courbes ayant des valeurs élevées pour le paramétre M (temps
écoulé lorsque la variation de pH atteint la moitié de la valeur maximale) a celles ayant des valeurs
élevées pour le paramétre ¢ (appréciation de la pente de la courbe a l'origine). L'axe 2 forme un
gradient de valeurs pour le paramétre a (variation de pH maximale).

132



Facteur 2 - 3371%

30

04_nan_P27

04 non P12

04_in P22 @ 7

04 _in |

04_non_P23
04_in_PI3
04_non_F39
04_in_P30
D6_non_F15 04_non_P4 3 04 non F3 g4 non P35
12 04 _non P4 D47m7]:37‘ 04_non_P1 ; e 04 s F5 i P3
04 in P6 [ ] Mo Figy 050 P35 @ 03 non P8 ‘ 05_in Py
® 04_non P2ip P g i pr ! 0 son p21 06_non_PY
@04 in P15 04_non_P38 o g 04_non_ P43 05 ;:?mpzs iy 3 AL e
in non_ P
04_in_P7 - De e .04 pacotd & 4o i i P9 04 non P30 @ |

_06_non P38 _

Paramétre M (++)

04_non_F31

30

04_non_ P45

@ »inrY

04_non_F20

04_non_p37 @ 04.in P35
04 in P13

4_non_F3--t-
D i pzy @ -0

@ 05 non PP ® o

0510, .04 04_non_Fa4 W
M in P2 04aon P8 |
04_non_F25 04_in_P20
05_in_P35
04_in_P&3

Parametre a (++) 06_in P28

04 in F91 %04 in ¥
i, Ty o il

39- r """" 04_non_P12 i 04_non P11
04_nor

? P3414 04 P9 4 non PP

5104 in P28 04 P3G non pas
0 _in P36

m Pl

04_in_Fla
P

04 non F3dn F19 g4 poq pigd in P19

-
04_in P13 04 non FLs=gy ™ o4 i P20
0 4_in_paz 04808 P42 04 _non P2 04 in

F17

04_non_P1704_in P16 04_non_P16

Parametre ¢ (++)

Coupure 'a de larbre en 4 classes
# CLASSE 1/ 4 El
® CLASSE 2/ 4 3
# CLASSE 3/ 4 19
# CLASSE 4/ 4 37

i

Figure 18 : Individus actifs et positions relatives des classes dans le premier plan factoriel de 'ACP

-1 0

conduite sur les cinétiques d’acidification des laits

La classification sur facteurs a permis de définir 4 groupes, dont un composé uniquement de trois
individus. La classe 1 présente une valeur de parametre M significativement plus élevée que la
moyenne générale et des valeurs a et c significativement plus faible. La classe 2 a des valeurs de M et
a significativement plus élevées. La classe 3 une valeur de c plus élevée et la classe 4 une valeur de M

plus faible (tableau 17, Figure 19).

Seuls 3 laits ont présenté des différences de classement entre I'acidification du lait inoculé et celle du

lait non inoculé (laits 4, 18 et 38 en 2004).

Tableau 12. Pour chaque classe issue de la partition des courbes d’acidification, moyennes des

variables continues contribuant a leur caractérisation

1
Facteur 1 - 4244 %

Moyennes des paramétres de modélisation

a M c
Classe 1 2,10 24,55 4,21
Classe 2 3,91 30,51 -
Classe 3 - - 8,33
Classe 4 2,46 17,79 -
Moyenne générale 2,31 21,84 5,48
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3, dph34= groupe 4 ; dph41= groupe 1, dph45= groupe 2 (4 laits inoculés de 2004))

Le tableau 13 montre la répartition des différentes classes de courbes d’acidification selon I'année

d'étude. Il rend compte de la prédominance des classes 1 et 4.

Tableau 13. Répartition des profils d’acidification des laits inoculés (par classes)selon I'année (laits

inoculés uniquement)

Classes de profil d’acidification

Année 1 2 3 4 Total

2004 18 1 9 15 43

2005 1 4 5

2006 2 1 1 4

Total 21 2 9 20 52

3.2.2 Incidence du profil d'acidification sur la croissance de la souche de S. aureus inoculée

La variabilité expliquée par le modele est de 20%. Le profil d’acidification apparait significatif pour
expliquer la croissance de la souche inoculée a tinal (p= 0,0059). La croissance de la souche inoculée
est moins importante pour la classe 4 de profils d’acidification (classe pour laquelle la variation de pH
est la plus importante et ou le temps pour obtenir ApH/2 est le plus petit). La croissance la plus
importante concerne la classe 1 ou le ApH, contrairement aux autres classes, est inférieur a 2
(Tableaux 14 et 15).
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Tableau 14 : Moyennes ajustées de la croissance de la souche de S. aureus inoculée selon le profil
d’acidification des laits

Profils d’acidification

Classe 1 Classe 3 Classe 4

Moyenne ajustée (log10) 2,75 2,64 1,83

Tableau 15 : Moyennes ajustées de la croissance de la souche de S. aureus inoculée selon le niveau
de contamination initial en souches natives des laits

Niveau de contamination initial des laits en souches natives

<1log 1log < <2log > 2 log

Moyenne ajustée (log10) 2,49 243 2,30

3.2.3 Incidence du profil d’acidification sur la croissance de I'ensemble des souches de S. aureus

La variabilité¢ expliquée par le modele est de 22%. Le profil d’acidification apparait Iégérement
significatif pour expliquer la croissance des souches de S. aureus a tina. (p= 0,007) (Tableau 16). La
croissance totale des staphylocoques coagulase positive est beaucoup plus importante pour la classe 1
(ApH<2 et temps d'obtention de ApH/2 >24H) comparativement aux autres classes de profils
d’acidification.

Tableau 16. Moyennes ajustées de la croissance de I'ensemble des souches de S. aureus selon le
profil d’acidification des laits

Profils d’acidification

Classe 1 Classe 3 Classe 4

Moyenne ajustée (log10) 2,91 2,01 2,03

Tableau 17. Moyennes ajustées de la croissance de I'ensemble des souches de S. aureus selon le
niveau de contamination initial en souches natives des laits

Niveau de contamination initial des laits en souches natives

<1log 1log < <2log > 2 log

Moyenne ajustée (log10) 2,22 2,55 2,18

L’analyse des données fait apparaitre un effet faible mais significatif de 'acidification sur la croissance
des souches de S. aureus. Globalement, les croissances de staphylocoques risquent d’étre plus
importantes en moyenne pour la classe 1 (laits s’acidifiant lentement et faiblement) et au contraire d’étre
minorées pour la classe 4 (laits s'acidifiant le plus).

Pour autant, seuls 20% de la variabilité sont expliqués par le modéle. Aucun profil type d’acidification ne
peut donc étre associé spécifiquement au caractére inhibiteur des laits (Figures 20 et 21).
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Lait 27 : Croissance marquée de S. aureus : 106 ufc/ml au
bout de 24 heures

Lait P21 : croissance modérée de S. aureus pendant
I ‘'ensemble de la lactofermentation

Log SAR : dénombrement (log10) de la souche de S aureus marquée
Log SA: dénombrement (log10) de I'ensemble des souches de
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Figure 20 : Exemples de laits a acidification lente, présentant des comportements différents en terme de

croissance des souches de S. aureus

Lait P17inoculé —2pH
7 m log SAR
6 é A log SA
T O
o LL
5 -
g
4 —_—
0 1000 2000 3000
Temps (min)

Lait P30inoculé ——PpH
7 p R 5 = log SAR
6 4 é A log SA
I O
o 3
5 D
2 o
o
4 Ll T T T 1
0] 1000 2000 3000
Temps (min)
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Log SAR : dénombrement (log10) de la souche de S aureus marquée
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Figure 21 : Exemples de laits a acidification rapide, présentant des comportements différents en terme de

croissance des souches de S. aureus

Des laits intéressants en terme de comportement vis a vis de S. aureus ont été repérés au sein de
chacune des classes de courbes d'acidification (Figure 17). Il est ainsi délicat de se fier uniquement aux
profils d’acidification des laits pour repérer ceux qui seraient potentiellement inhibiteurs de S. aureus.

Chez certains laits, relativement rares, I'expression du potentiel inhibiteur s'oppose a leur pouvoir
acidifiant : laits s’acidifiant sans montrer d’inhibition et inversement. Une analyse au cas par cas

s'impose alors.

Par ailleurs, on a pu observer au cours du temps des évolutions tant du potentiel inhibiteur des laits que
de leur capacité acidifiante. La figure 22 montre des exemples types de comportements des laits

testés entre 2004 et 2005 :

- propriétés inchangées pour le lait 9 tant du point de vue de I'acidification que de I'expression du

potentiel inhibiteur ;

- cinétique d’acidification inchangée pour le lait 53 devenu néanmoins non inhibiteur en 2005 ;
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- potentiel inhibiteur inchangé pour le lait 49 mais cinétique d’acidification modifiée ;
- modification conjointe des deux criteres pour le lait 21.

Lait n°9 —12005 Lait n°53 — 12005
Inhibiteur --> Inhibiteur |—| 2004 Inhibiteur --> Non inhibiteur | —1 2004
7 7 7 7
T T
5, 3 \
4 T T 1 4 T T 1
0 500 1000 1500 0 500 1000 1500
Temps (min) Temps (min)
Lait n°49 — 12005 Lait n°21 —_ 12005
; Inhibiteur > Inhibiteur |__| 2004 Inhibiteur --> Non Inhibiteur | _ | 2004
_ 7 _
o o
5 5 |
4 T T 1 4 T T 1
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Figure 22 : Exemples d’évolution du potentiel inhibiteur et de I'activité acidifiante

Le tableau 18 synthétise les évolutions relatives de I'aptitude acidifiante et du potentiel inhibiteur des
laits testés a la fois en 2004 et 2005.

Tableau 18 : Synthése des résultats 2004-2005 relatifs aux cinétiques d'acidification et aux
modifications de potentiel inhibiteur des laits vis a vis de S. aureus

Capacité acidifiante Potentiel inhibiteur
. - Nature du changement dans la o

Laits Modifiée courbe d'acidification 2005 Modifié Nature en 2005
9 Non Non Inhibiteur (moyen)
35 Non Non Inhibiteur
27 Non Non Non inhibiteur
48 Non Oui Inhibiteur (moyen)
20 Non Oui Non inhibiteur
53 Non Oui Non inhibiteur
38 Oui Acidification plus précoce Non Inhibiteur
45 Oui Acidification plus précoce Non Inhibiteur
49 Oui Acidification plus précoce Non Inhibiteur
52 Oui Acidification plus précoce Non Inhibiteur
28 Oui Acidification plus tardive Non Non inhibiteur
32 Oui Acidification plus tardive Non Non inhibiteur
46 Oui Acidification plus précoce Non Non inhibiteur
33 Oui Acidification plus précoce Oui Non inhibiteur
15 Oui Acidification plus marquée Oui Non inhibiteur
21 Oui Acidification plus marquée Oui Non inhibiteur
17 Oui Acidification trés tardive Oui Non inhibiteur

Au regard de ces observations, 'évolution des caractéristiques fonctionnelles des laits et en
I'occurrence I'évolution des profils d'acidification ne semble pas constituer un indicateur des
changements d’expression du potentiel inhibiteur.
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4 Evaluation du potentiel inhibiteur des laits en transformation fromagére

4.1 Comportement inhibiteur des laits au cours des fabrications réalisées en 2005

Pour mémoire, ont été retenus :

- pour 'ITPLC :
les laits 35, 38 et 45 : inhibiteurs en 2005 et 2004 ;
le lait 33 : inhibiteur en 2005 mais pas en 2004 ;
le lait 32 : témoin non inhibiteur ;

- pour Carmejane :
les laits 49 et 52 : inhibiteurs en 2005 et 2004 ;
le lait 46 : témoin non inhibiteur.

411 Niveaux de contamination et condition d’inoculation des laits testés

Des différences de contamination par S. aureus sont perceptibles (Tableau 19) d'un troupeau a l'autre,
voire d'une région ou d'une zone de collecte a une autre. Les résultats obtenus mettent aussi en
évidence la difficulté de maitriser les niveaux d'inoculation en S. aureus et 'homogénéité dans les laits
de fabrication. Compte tenu des différences de niveau d'inoculation observées entre les deux centres,
les résultats des fabrications présure et lactique sont présentés au sein de chacun d'eux.

Tableau 19 : Contamination en S. aureus des laits avant et aprés inoculation & 100 ufc/ml (objectif)

ITPLC Carmejane

Technologie Effectif Moyenne  Ect Min Max Effectf Moyenne  Ect Min Max
Présure

Avant inoculation 5 2,71 0,40 2,00 2,93 3 0,91 0,12 0,78 1,00
Aprés inoculation 5 2,35 0,24 2,00 2,64 3 1,13 0,13 1,00 1,40
Lactique

Avant inoculation 5 1,59 0,70 1,00 2,52 3 0,91 0,12 0,78 1,00
Aprés inoculation 5 2,09 0,31 1,60 2,41 3 1,13 0,23 1,00 1,40

Ect : écart-type ; Min : minimum ; Max : maximum

4.1.2 Croissance de S. aureus

En fabrications de type présure

Les résultats des laits testés par le centre fromager de Carmejane (Figure 23a) sont conformes a ceux
obtenus en lactofermentation :
Lait 46, choisi comme témoin non inhibiteur avec un pic de S. aureus a 4,5 log a J+1 ;
Lait 49 avec les niveaux de S. aureus les plus faibles (3 log au pic a J+1) et une
décroissance marquée de la population entre J+9 et J+15;
Lait 52 intermédiaire par rapport aux deux autres laits.

Le lait 49 est caractérisé par une acidification plus rapide et plus marquée que les 2 autres laits
(Annexe 4.4)
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Dans les essais conduits par I''TPLC, les différences de croissance de S. aureus entre laits présumés
inhibiteurs (d'aprés les lactofermentations) et laits non inhibiteurs sont moins marquées (Figure 23b)
que dans les essais conduits a Carmejane. Les laits 33, 35 et 38 semblent néanmoins autoriser des
croissances de S. aureus légérement moins prononcées (0,5 a 1 log en moins) que le lait témoin 32.
Les cinétiques d'acidification ne permettent pas de différencier les laits sur la période TO a J+9 (Annexe
4.4), exception faite du lait 45, caractérisé par une acidification plus rapide que les autres entre 3h et
17h (non montré).
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Figure 23 : Evolution de la population de S. aureus en transformation présure pour les laits testés a
Carmejane (a) et I''TPLC (b)

L'ensemble des essais en fabrication présure met en évidence un pic de croissance a J+1, les
dénombrements de S. aureus diminuant légérement ensuite jusqu'a J+9 puis de maniére plus marquée
entre J+9 et J+15

En fabrications de type lactique

Parmi les laits testés par le centre fromager de Carmejane (Figure 24a), le lait 49 apparait la encore
comme le plus inhibiteur : pic de croissance de S. aureus inférieur a celui des deux autres laits et
obtenu plus tardivement.

Parmi les laits testés par I'I'TPLC (Figure 24b), I'effet inhibiteur des laits 35 et 38 est plus marqué qu'en
fabrication présure puisqu'a J+1, pour ces deux laits, la population de S. aureus est inférieure de 1 a 2
log a celle observée pour les autres laits.
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Figure 42 : Evolution de la population de S. aureus en transformation lactique pour les laits testes a
Carmejane (a) et I''TPLC (b)

Les différences de potentiel inhibiteur des laits ne semblent pas étre liées a des comportements
acidifiants différents (Annexe 4.5).
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Le pic de croissance de S. aureus est obtenu soit a J+1 soit a J+2. Les laits considérés comme
inhibiteurs (49 pour Carmejane, 35 et 38 pour I''TPLC) semblent freiner le développement de S. aureus
au début du process fromager ce qui conduit a l'obtention d'un pic maximum a J+2, inférieur d’1 log
environ a celui obtenu a J+1 par les laits témoins non inhibiteurs. Sur ce point, le lait 45 se distingue
des autres avec un pic de S. aureus obtenu a J+2 a des niveaux comparables a ceux du lait 32 témoin
non inhibiteur. Par la suite, les niveaux de S. aureus ne semblent pas évoluer entre J+2 et J+3. Entre J
+ 3 et J+13 (de l'entrée en séchoir jusqu'a 10 jours d'affinage) les niveaux de S. aureus restent
constants ou décroissent.

41.3 Caractéristiques microbiologiques et physico-chimiques des laits mis en oeuvre

Caractéristiques microbiologiques des laits mis en ceuvre (Annexes 4.6 et 4.7)

Les niveaux de dénombrement en Flore Mésophile Aérobie Revivifiable (FMAR) sont trés proches de 4
log pour I'ensemble des laits que ce soit a 'I'TPLC ou a Carmejane. Seule la FMAR des laits 32 et 33
est apparue plus faible lors d'une série de fabrications. En ce qui concerne les différentes flores
lactiques, les populations peuvent varier d’un lait a 'autre mais aussi d’'une semaine a une autre.

Ces données, trés partielles, ne permettent pas de conclure quant a l'effet de flores spécifiques sur
I'existence d’un potentiel inhibiteur.

Comparaison des compositions physico-chimiques des laits et fromages (Annexe 4.8)

Tous les laits ayant fait I'objet de déterminations IgG, présence d’inhibiteurs et indice de lipolyse, étaient
en dessous des limites classiquement autorisées (application des mesures réglementaires et/ou des
grilles de paiement du lait). Les compositions en matiére grasse et matiére protéique évoluent peu
d’'une semaine a l'autre, le lait 45 étant généralement moins riche que les autres.

Les variations observées concernant la composition des fromages (Annexe 4.8) sont directement
imputables a la composition des laits et & leur aptitude & acidifier (d'ou un égouttage des caillés et des
extraits secs de fromages différents) mais ne semblent pas associées a des différences de potentiel
inhibiteur.

4.2 Comportement inhibiteur des laits au cours des fabrications réalisées en 2006

A lissue des essais en lactofermentation conduits en 2006, 5 laits ont été retenus comme
potentiellement inhibiteurs (ITPLC : 9, 28, 33 et Carmejane : 49 et 52) avec toutefois des résultats
mitigés pour trois d'entre eux (laits 28, 33 et 49). Deux laits non inhibiteurs ont été conservés en tant
que témoins (laits 15 pour I'TPLC et 46 pour Carmejane).

Comme dans les précédents essais conduits en 2005, la contamination initiale des laits testés a 'ITPLC
est supérieure a celle de ceux collectés a Carmejane (pas de contamination en souches natives mise
en évidence) (Tableau 20). Ce faisant, les niveaux de contamination aprés inoculation atteignent prés
de 1000 ufc/ml pour les laits mis en fabrication a I''TPLC contre seulement 100 ufc/ml & Carmejane.
Ces différences sont susceptibles d'influer sur I'expression du potentiel inhibiteur des laits.
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Tableau 20 : Contamination en S. aureus des laits avant et aprés inoculation & 100 UFC/ml (objectif)

ITPLC Carmejane

Technologie Effectif Moyenne  Ect Min Max Effectf Moyenne  Ect Min Max
Présure

Avant inoculation 4 1,37 029 095 1,64 3 0,95 0,00 0,95 0,95
Aprés inoculation 4 2,96 005 292 3,03 3 1,92 0,07 1,85 1,98
Lactique

Avant inoculation 4 1,42 059 054 1,78 3 0,95 0,00 0,95 0,95
Aprés inoculation 4 2,22 0,21 1,96 2,46 3 1,92 0,07 1,85 1,98

En fabrications de type présure

Parmi les laits testés, les laits 9, 49 et 52 apparaissent comme inhibiteurs confirmant ainsi les
observations issues des tests de lactofermentation. Ce potentiel d'inhibition s’exprime toutefois de
maniére diverse. Ainsi peut on observer un écart de 1 log environ au pic de croissance de S. aureus
(vraisemblablement situé a J+1) entre le lait témoin non inhibiteur 46 et le lait 49. Pour le lait 9, en
revanche, le potentiel inhibiteur n'est pas perceptible a J+1 mais est marqué a partir de J+2 (Figure 43).

60 55 o8
T
5,0 2 50
s 3 Q\
4,0 = 4
% o ®
= O
S 30 5 40
D (@]
220 /£ L2 35
1,0 30 {
0,0 2,5
Inoc J+1 J+2 J+3 ' TO J+1 J+2 J+3 J+9
(a) (b)

Figure 43 : Evolution de la population de S. aureus en transformation présure pour les laits testés a
Carmejane (a) et I''TPLC (b)

En fabrications de type lactique

En 2006, les cinétiques de croissance de S. aureus montrent I'obtention d’un pic a J+2. Elles confirment
la décroissance de la population de staphylocoques coagulase positive au dela de J+3.

Parmi les laits évalués a Carmejane (Figure 44a), le lait 52 apparait comme le plus inhibiteur et
présente 0,5 log d'écart au pic de croissance de S. aureus avec le lait 46. Le lait 49 ne présente cette
fois que 0,35 log d'écart avec le lait témoin. Parmi les laits évalués a I''TPLC (Figure 44b), le lait 9
apparait la encore comme le plus inhibiteur ce quel que soit le stade de fabrication. Le lait 28, semble
également inhibiteur notamment a J+1.
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Figure 44 : Evolution de la population de S. aureus en transformation lactique pour les laits testés a
Carmejane (a) et I''TPLC (b)
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4.3 Etude du caractére prédictif des lactofermentations pour estimer I'évolution de S. aureus
dans les fromages

4.3.1 Analyse descriptive de la croissance de S. aureus 24 heures aprés inoculation

La croissance totale de S. aureus a J+1 est généralement inférieure a 2 log pour les fromages de type
« lactique », et supérieure a 2 log pour les fromages de type «présure» (Figure 45). Pour prédire ces
cinétiques de croissance, on ne dispose pour autant, au travers des tests de lactofermentation, que
d’'une information unique (Figure 45).

ccccccccccccccccccccccc

a o)

Figure 45 : Croissance de I'ensemble des souches de S. aureus, 24 heures apres inoculation(J+1) lors
de lactofermentations (a) ou dans les fromages (b)

La relation entre croissance de S. aureus en lactofermentation et croissance en fabrication fromagére
est présentée Figure 46 selon le type de technologie appliquée.
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Figure 46 : Relation entre croissance de S. aureus en lactofermentation et croissance en fabrication
fromagere par type de technologie.

4.3.2 Prédiction de la croissance dans les fromages

Le modéle posé pour étudier la croissance de S. aureus dans les fromages en fonction des résultats de
lactofermentations ne permet d’expliquer que partiellement la variabilité observée (R? de 55%). Seule la
technologie employée (lactique vs présure) présente un effet significatif (Pr>F = 0.01). Aprés
ajustement, la croissance de S. aureus atteint ainsi en moyenne 0,9 log en technologie lactique contre
2,4 en technologie présure.

La croissance de S. aureus observée en lactofermentations, ne permet donc pas de prédire
précisément ['évolution enregistrée ultérieurement en fabrications et notamment les différences
d’expression du potentiel inhibiteur en fonction du process. De fait, comme [illustre la figure 47 & partir
des données acquises a Carmejane, les résultats des tests de lactofermentation, obtenus a 27°C sont
quantitativement plus proches de ceux des fabrications « présure » que de ceux des fabrications
« lactiques ».

< [actofermentation 1 Caillé lactique J+ 1

B Lactofermentation 2 Présure + 1 6.0 2006
2005
55 005 u
5,0 L 5,0] .
o 45 r * .
3 40 . * 40 o
£ 35 u
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o 2, 2
2.0 2,0]
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Figure 47 : Comparaison des croissances de S. aureus en lactofermentation (en paralléle) et en
fabrication a J+1 lors des tests réalisés par le Centre Fromager de Carmejane
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En technologie sensible, de type présure, une bonne corrélation entre croissance de S. aureus en
lactofermentation et en fabrication a pu étre obtenue (Figure 48).
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Figure 48 : Relation entre les croissances observée en lactofermentation et en technologie sensible
(1% et 0.1% de ferments, a 36°C)

En pratique, le classement relatif des laits par les tests de lactofermentation est globalement en
adéquation avec celui obtenu a J+1 lors des fabrications de type lactique ou présure. Des différences
d'amplitude dans I'expression du potentiel inhibiteur sont toutefois constatées et, en particulier le
potentiel inhibiteur est d’expression plus limitée en fabrication de type lactique, comparativement a un
mode de transformation de type présure.

Par ailleurs, lors des tests de lactofermentation, les enregistrements réalisés a 24 heures ne permettent
pas d’apprécier les résultats au pic de croissance lorsque celui-ci est obtenu a J+2 (cas le plus fréquent
en fabrication lactique).

Les tests de lactofermentation doivent par conséquent étre considérés comme des indicateurs
uniquement qualitatifs du comportement inhibiteur des laits. lls permettent de statuer du classement
relatif des laits les uns comparativement aux autres sans présager des cinétiques de croissance au
cours de 'ensemble du process.

5 Robustesse du potentiel inhibiteur vis a vis des conditions d’inoculation
5.1 Suivi de la croissance de S. aureus selon les conditions d’inoculation
5.1.1  Mise en ceuvre des tests de lactofermentations

5.1.1.1 Niveaux de contamination des laits en S. aureus et conditions d’inoculation

Le tableau 21 présente les niveaux de dénombrement en S. aureus avant et aprés inoculation des
souches marquées.
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Tableau 21 : Dénombrement en S. aureus totaux (en log) avant et apres inoculation par les souches
exogenes aux quatre niveaux théoriques, 100, 500, 1000 et 5000 ufc/ml soit en log 2.00, 2.70, 3.00,
3.70.

ITPLC Carmejane
Laits N° 9 15 28 Moyenne 49 46 Moyenne
Avant inoculation Souche C
0,95 2,44 1,00 1,46 0,94 0,95 0,95
Aprés inoculation Souche C
Niveau 1 1,86 2,55 1,90 2,10 2,17 1,95 2,06
Niveau 2 2,56 2,80 2,50 2,62 2,86 2,44 2,65
Niveau 3 2,93 3,04 2,92 2,96 3,18 2,98 3,08
Niveau 4 343 3,60 3,45 3,50 3,82 3,76 3,79
Avant inoculation Souche A
0,95 2,29 2,30 1,85 0,95 0,95 0,95
Aprés inoculation Souche A
Niveau 1 1,59 2,35 2,35 2,10 2,40 2,36 2,38
Niveau 2 2,04 2,41 2,43 2,29 2,86 2,87 2,87
Niveau 3 2,65 2,79 2,79 2,74 3,28 3,12 3,20
Niveau 4 3,34 3,38 3,39 3,37 3,94 3,78 3,86

Dans I'ensemble, les laits évalués a I''TPLC apparaissent naturellement plus chargés en S aureus que
ceux testés a Carmejane. Le lait 15, témoin non inhibiteur, a été assez logiquement davantage
contaminé que les laits considérés comme inhibiteurs a l'issue des essais en lactofermentation. Le lait
28 a présenté également une population de souches de S. aureus élevée : 200 ufc/ml. Ce niveau de
contamination a coincidé avec la survenue de mises-bas tardives lors de la conduite des essais avec la
souche de type A.

Les populations de S. aureus aprés inoculation de la souche de type C ont été conformes aux objectifs
dans les deux centres. Le niveau d’inoculation de la souche A a été en revanche un peu faible pour les
laits de I''TPLC : niveaux 1 et 2 proches de 100 ufc/ml et objectif de 5000 ufc/ml pour le niveau 4 le plus
élevé non atteint (niveaux proches de 2500 ufc/ml).

5.1.1.2 Croissance de S. aureus

L'inoculation de lait G, a permis de contréler le comportement relatif des souches C et A dans les deux
centres (Tableau 22)

Tableau 22 : Croissance (delta log sur 24h) des deux souches de S. aureus sur lait G
Carmejane ITPLC

Souche C  Moyenne 4,87 4,88
Ecart type 0,51 0,32
Souche A Moyenne 4,26 4,87
Ecart type 0,48 0,32

Les essais conduits a I'I'TPLC (Figures 50 et 52) confirment le caractére non inhibiteur du lait 15 qui
présente par ailleurs des difficultés d’acidification a T final.
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Les essais conduits par le Centre Fromager de Carmejane (Figures 49 et 51) sont marqués par le
comportement inattendu du lait 46 (témoin non inhibiteur).

Si le niveau de croissance des souches de S. aureus apres une inoculation de 100 ufc/ml peut étre
considére comme normal, il semble en revanche qu'a des niveaux d’inoculation supérieurs la
croissance de S. aureus (souche inoculée et dans une moindre mesure souches natives) ait été difficile.
Aucune hypothése n’a pu étre formulée pour expliquer ces résultats. Parallélement, dans le lait 49 (lait
considéré comme inhibiteur), la croissance de la souche C est restée inférieure a 2 log et a été d'autant
plus limitée que linoculum a été plus important. Ainsi quel que soit I'inoculum, la population au temps
final a toujours atteint environ 104 ufc/ml
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Figure 49 : Croissance (en delta log) de I'ensemble des souches de S. aureus (a) et de la souche
marquée de type C (b) dans les laits 49 et 46 (témoin) évalués par le Centre Fromager de Carmejane
en fonction du niveau d’inoculation
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Figure 50 : Croissance (en delta log) de I'ensemble des souches de S. aureus (a) et de la souche
marquée de type C (b) dans les laits 9, 28 et 15 (témoin) évalués par I'I'TPLC en fonction du niveau
d’inoculation
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Figure 51 : Croissance (en delta log) de I'ensemble des souches de S. aureus (a) et de la souche
marquée de type A (b) dans les laits 49 et 46 (témoin) évalués par le Centre Fromager de Carmejane
en fonction du niveau d’inoculation
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Figure 52 : Croissance (en delta log) de I'ensemble des souches de S. aureus (a) et de la souche
marquée de type A (b) dans les laits 9 , 28 et 15 (témoin) évalués par I'ITPLC en fonction du niveau
d’inoculation

Ces essais confirment le potentiel inhibiteur ou non inhibiteur des laits considérés comme tels lors des
lactofermentations précédentes. A I'I'TPLC, compte tenu des niveaux de contamination initiaux élevés,
s’est posée, notamment pour le lait 28, la question d’une possible compétition entre les souches natives
de S. aureus et la souche marquée de type A, en particulier pour les faibles inoculums (Figure 52). La
population en S. aureus totaux est en effet généralement supérieure d'1 log a celle de la souche
marquée A et ce n'est qu'au dela d'une inoculation théorique de 5000 ufc/ml que la souche A présente
un niveau de concentration proche de celui des souches natives présentes dans les laits inoculés. Ces
observations justifient la prise en compte du niveau de contamination initiale des laits dans
linterprétation de leur potentiel inhibiteur (§ 5.3 et 5.4).

5.1.2 Mise en ceuvre des essais en fabrications

5.1.2.1 Fabrications de type présure

Croissance de S. aureus dans les fromages réalisés a partir de laits inoculés avec la souche de type C

Le potentiel inhibiteur des laits tel qu'il a été défini lors des tests en lactofermentations a été confirmé en
transformation fromagere quel que soit le niveau d'inoculation (Figures 53 et 54) :
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- caractere inhibiteur des laits 9 et 49 ;
- laits témoins 15 et 46 non inhibiteurs ;
- comportement intermédiaire du lait 28 comparativement aux laits 9 et 15.
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Figure 53 : Croissance (en log) des souches de S. aureus dans les laits 49 et 46 (témoin) évalués par le
Centre Fromager de Carmejane selon le niveau d’inoculation des laits en souche de S. aureus de type
C
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Figure 54 : Croissance (en log) des souches de S. aureus dans les laits 28 et 15 (témoin) évalués par
I'ITPLC selon le niveau d’inoculation des laits en souche de S. aureus de type C

Des différences de croissance des populations de S. aureus (ensemble des souches natives et inoculée
de type C) d’environ 1 log ont été observées entre les laits 9 et 15. Elles ont varié de 1,5 & 3 log entre
les laits 49 et 46, ce qui est conforme aux résultats obtenus lors des précédents essais en fabrications.

Les laits inhibiteurs ont permis de maintenir la population de S. aureus en dega de 105 ufc/g y compris
pour des niveaux d'inoculation proches de 1000 ufc/ml et malgré des niveaux de contamination initiaux
parfois éleves (cas du lait 49 avec une contamination initiale supérieure a 1000 ufc/ml). Le risque de
production d’entérotoxines généralement observable a partir de 108 ufc/g était donc théoriquement
faible.

En fabrication présure, le pic de croissance de S. aureus a été observé a J+1 ou J+2. Ce pic a été plus
marqué pour les laits non inhibiteurs. Au dela de J+3, le niveau de contamination des fromages par
S. aureus a eu tendance a décroitre progressivement.
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Croissance de S. aureus dans les fromages réalisés a partir de laits inoculés avec la souche de type A

Les résultats obtenus ont différé sensiblement entre les deux centres. En effet, si le potentiel inhibiteur
du lait 9 vis-a-vis de S. aureus est visible lors d’une inoculation a 100 ufc/ml avec la souche de type A, il
n'a en revanche pas été mis en évidence lorsque l'inoculum a dépassé 1000 ufc/ml (Figure 56). Les
comportements relatifs des laits inhibiteur et non inhibiteur testés par le Centre Fromager de Carmejane
ont en revanche été similaires quel que soit le niveau d’inoculation de la souche de type A (Figure 55).
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Figure 55 : Croissance (en log) des souches de S. aureus dans les laits 49 et 46 (témoin) évalués par le
Centre Fromager de Carmejane selon le niveau d’inoculation des laits en souche de S. aureus de type
A
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Figure 56 : Croissance (en log) des souches de S. aureus dans les laits 28 et 15 (témoin) évalués par
I'ITPLC selon le niveau d'inoculation des laits en souche de S. aureus de type A

5.1.2.2 Fabrications de type lactique

Croissance de S. aureus dans les fromages réalisés a partir de laits inoculés avec la souche de type C
En fabrication lactique, aprés inoculation de la souche de type C, la croissance des populations de

S. aureus a été comparable dans les produits issus des laits inhibiteurs et non inhibiteurs (Figures 57 et
58).
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S.aureus (log UFC/g)

Le pic de croissance a été obtenu a J+2. Les niveaux de contamination sont restés inférieurs a 10°
ufc/g tout au long du process.
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Figure 57 : Croissance (en log) des souches de S. aureus dans les laits 49 et 46 (témoin) évalués par le
Centre Fromager de Carmejane selon le niveau d’inoculation des laits en souche de S. aureus de type
C

Niveau d'inoculation théorique : 100 ufc / ml Niveau d'inoculation théorique : 1000 ufc / mi
4 5

T

©

28

w
L
o

L

T

©

28

N
w

S. aureus (log UFC/g)
S. aureus (log UFC/g)

0 5 10 15 20 25 0' 5 10 15 20 25
Stade de fabrication aprés inoculation (jours) Stade de fabrication aprés inoculation (jours)

Figure 58 : Croissance (en log) des souches de S. aureus dans les laits 28 et 15 (témoin) évalués par
I''TPLC selon le niveau d'inoculation des laits en souche de S. aureus de type C

Croissance de S. aureus dans les fromages réalisés a partir de laits inoculés avec la souche de type A

Les résultats obtenus par le Centre Fromager de Carmejane en fabrication lactique apres inoculation de
la souche de type A ont été comparables a ceux obtenus avec la souche C (Figures 57 et 59).

Les essais réalisés a I''TPLC ont témoigné en revanche d’'un changement de comportement des laits
(Figures 58 et 60). Ce changement de comportement est concomitant de la survenue de mises-bas en
septembre — octobre, d’'une modification de la composition des laits et de son incidence prévisible sur la
transformation. Ainsi, a ton comparé les extraits secs obtenus a partir des fromages issus des 3 laits
testés (Figure 61). Le lait 15 est caractérisé par I'extrait sec le plus élevé : 7 % d’écart a J+3 avec le lait
28. C’est la raison pour laquelle une répétition supplémentaire a été réalisée a I''TPLC.
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Figure 59 : Croissance (en log) des souches de S. aureus dans les laits 49 et 46 (témoin) évalués par le
Centre Fromager de Carmejane selon le niveau d’inoculation des laits en souche de S. aureus de type

A
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Figure 60 : Croissance (en log) des souches de S. aureus dans les laits 28 et 15 (temoin) évalués par
I''TPLC selon le niveau d’inoculation des laits en souche de S. aureus de type A
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Figure 61 : Extrait sec des fromages lactiques réalisés a partir des laits 9, 15 (Témoin) par I''TPLC selon
le niveau d’inoculation des laits en souche de S. aureus de type A
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Répétition des essais en technologie lactique a I'l'TPLC

Suite & une nouvelle série de lactofermentations ont été évalués 3 laits inhibiteurs (9, 28, 45) et 1 lait
témoin (32) non inhibiteur (Figure 62). Le lait 45, contaminé par du sang, n'a pas été retenu dans l'essai
faisant intervenir la souche C.

Lors de cette répétition, le lait 28 a confirmé son absence de caractére inhibiteur. Les résultats obtenus
peuvent suggérer I'existence d'un effet seuil : le lait 9 s'est en effet démarqué des autres laits & un
niveau d'inoculation de 100 UFC /ml ce qui n'a plus été le cas pour une taille d'inoculum de 1000
UFC/ml. Ces observations ont été réalisées avec la souche de type C comme avec la souche de type A.
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Figure 62 : Croissance (en log) des souches de S. aureus type A et C en fabrication de type lactique
évaluée par I''TPLC (répétition des essais)

5.2 Recherche d’entérotoxines dans les fromages

Seuls les fromages de type présure ont présenté les niveaux de populations requis impliquant une
recherche d’entérotoxines.

La plupart des recherches d’entérotoxines ont été effectuées sur des fromages fabriqués a partir de
laits inoculés a des niveaux élevés (inoculation théorique a 1000 ufc/ml). Le seul résultat positif a J+3
correspond a une fabrication avec un lait non inhibiteur (lait 46) inoculé avec une souche
entérotoxinogéne de type A (Tableau 15). A J+1, 3 tubes sur 4 étaient positifs au VIDAS (Tableau 23).

La détermination des entérotoxines produites a été réalisée en double. Bien que la souche soit
productrice d’entérotoxines de type A, ce sont les entérotoxines D (J+1 et J+3) et C (J+3) qui ont été
mises en évidence par le kit Oxoid et de maniére plus faible les entérotoxines A et B (J+3).

Ces résultats obtenus avec le kit OXOID sont assez surprenants (il n’est pas habituel d’observer un
nombre si diversifié d’entérotoxines produites dans les fromages) et demanderaient a étre confirmés.
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Néanmoins, les résultats obtenus avec le VIDAS indiquent un risque potentiel de production
d’entérotoxines dans les fromages de type présure lorsque la teneur initiale en staphylocoques
coagulase positive dans les laits n’est pas maitrisée.

Tableau 23 : Recherche d’entérotoxines dans les fromages type présure

Centre Lait .SOUCh,e Ta|IIe‘. theorique Détermination VIDAS Détermination OXOID Dénombrements
inoculée  de l'inoculum SCP (en ufc/g)
J+3 JH1 J+3 J+1 J+3 J+1
Carmejane 46 A 100 - ND ND ND ND 5.010°
46 A 1000 + +(3/4) SEA+/-; SEB +/- SED 1.3104  1.110¢
SEC+ ; SED+ u
46 C 100 - ND ND ND 13103 2910°
46 C 1000 - ND ND ND 3.0102 1.7108
49 A 1000 - ND ND ND 8.010° 2610
49 C 1000 - ND ND ND 8.010° 4.310¢
ITPLC 15 A 100 - ND ND ND 43104 20105
15 A 1000 - ND ND ND 6.3104 3.7105
15 C 1000 - ND ND ND 3.310¢ 25108
9 A 1000 - ND ND ND 47104 22108
28 A 1000 - ND ND ND 11105  1.610°
28 C 1000 - ND ND ND 35104 1.810°

SCP : Staphylocoques a coagulase positive ; ND : non déterminé.

5.3 Evaluation de I'effet dose-réponse

5.3.1 Incidence de la taille de I'inoculum sur la croissance de la souche marquée inoculée

D'un point de vue purement descriptif, la figure 63 fait apparaitre, principalement pour le Centre
Fromager de Carmejane, une amplitude de croissance de la souche de S. aureus de type C lors des
lactofermentations d’autant plus faible que la taille de I'inoculum est plus élevée.

croissance de la souche inoculée en lactofermentation

0 Carmejane
® [TPLC

T T
2.0 25

dose inoculée

T
3.0

T
35

Figure 63. Croissance, en lactofermentation, de la souche de S. aureus inoculée en fonction de la taille
de l'inoculum pour les deux centres d’essai
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La variabilité expliquée par le modele défini pour I'analyse de variance est de 31% (R?).

Les résultats différent selon les centres (p = 0,0029) : les niveaux de croissance obtenus a Carmejane
sont en moyenne plus faibles que ceux obtenus a I''TPLC. Le niveau de contamination des laits en
souches natives influe significativement sur la croissance de la souche inoculée (p = 0,0011). Enfin,
linteraction souche inoculée*souches natives, est également significative (p = 0,0002). Les moyennes
ajustées des croissances de la souche de S. aureus marquée en fonction du Centre expérimental d’'une
part et du niveau de contamination initial des laits d’autre part sont rapportées respectivement dans les
tableaux 24 et 25.

Tableau 24 : Moyennes ajustées de la croissance de la souche de S. aureus marquée selon le centre
d’étude

Centre expérimental
Carmejane ITPLC

Moyenne ajustée (log10) 2,05 2,61

Tableau 25 : Moyennes ajustées de la croissance de la souche de S. aureus marquée selon le niveau
de contamination initial en souches natives des laits

Niveau de contamination initial des laits en souches natives

<1log 1log < <2log > 2 log

Moyenne ajustée (log10) 2,02 2,69 2,28

La relation entre la taille de l'inoculum et la croissance de la souche inoculée a T final Ne répond a
aucune loi de réponse connue (Annexes 4.9 et 4.10). La quasi-totalité des doses inoculées étant
comprises entre 1,8 et 2,2 log, il est possible que la plage de variation soit trop restreinte pour en
permettre la mise en évidence.

5.3.2 Incidence de la taille de I'inoculum sur la croissance de 'ensemble des souches de S. aureus

La variabilité expliquée par le modéle est de 28 % (R?). Seuls les effets Centre (p = 0,0001) et
linteraction souche inoculée*souches natives (p = 0,031) se sont avérés significatifs. Les tendances
restent toutefois les mémes que celles décrites pour la souche inoculée seule, avec une croissance
inférieure de S. aureus dans les laits testés a Carmejane par rapport a ceux testés a I'I'TPLC (moyennes
ajustées : 1,88 vs 2,65).

5.4 Evaluation de l'incidence de la souche et du niveau d’inoculation sur la croissance de S.
aureus

54.1 Incidence de la taille de I'inoculum sur la croissance de la souche marquée inoculée

Le R? du modele d'analyse a été de 34%. L’effet souche apparait significatif sur la croissance de la
souche inoculée (p = 0.0069) : la souche A présente une croissance inférieure a celle de la souche C
(Tableau 26). Par ailleurs, une légére interaction entre la souche native et la souche inoculée a été mise
en évidence (p = 0.0111) et 'effet centre est a la limite de la significativité (p = 0,0615).
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Les moyennes ajustées des croissances de la souche de S. aureus marquée en fonction du Centre
expérimental d'une part et du type de souche d’autre part sont rapportées respectivement dans les
tableaux 26 et 27.

Tableau 26 : Moyennes ajustées de la croissance de la souche de S. aureus marquée selon le centre
d’étude

Centre expérimental
Carmejane ITPLC

Moyenne ajustée (log10) 1,05 1,69

Tableau 27. Moyennes ajustées de la croissance de la souche de S. aureus marquée selon le niveau de
contamination initial en souches natives des laits

Nature de la souche inoculée
Entérotoxinogéne de type A Entérotoxinogéne de type C

Moyenne ajustée (log10) 1,24 1,51

5.4.2 Incidence de la taille de I'inoculum sur la croissance de 'ensemble des souches de S. aureus

Le R? du modéle appliqué est de 43 %. Seule la taille de l'inoculum est apparue comme Iégérement
significative (p = 0,0204) : la croissance des souches de S. aureus tend a diminuer lorsque la taille de
linoculum augmente.

6 Efficacité du potentiel inhibiteur en technologie fromagere sensible

Les conditions d'inoculation sont synthétisées dans le Tableau 28.

Tableau 28 : Dénombrements en S. aureus totaux (en log) avant et apres inoculation par la souche de
type C a 100 ufc/ml lors des essais sur technologie fromagere sensible.

ITPLC Carmejane
Laits N° 9 15 28 45 Moyenne 49 46 Moyenne
Avant inoculation Souche C
2,02 1,78 2,06 0,95 1,70 1,48 3,24 2,36

1,87 2,08 1,87 1,00 1,70

Aprés inoculation Souche C
Série 1 2,36 2,26 2,32 1,94 2,22 4,00 4,92 4,46
Série 2 2,30 2,30 2,18 2,15 2,23

Lors des essais réalisés a Il TPLC, l'incidence de la dose de ferment sur la croissance de S. aureus est
manifeste pour tous les laits exception faite du lait 28 : croissance accrue avec une dose de ferment de
0,1 %. Les laits jugés inhibiteurs (9 et surtout 28) en lactofermentation (a 27°C) ont conservé leur
potentiel pendant les fabrications. L'expression de leur potentiel inhibiteur est d'autant plus marquée
que la dose de ferment utilisée est plus faible (Figure 64).
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Figure 64 : Croissance de S. aureus en fabrication de type présure a 36°C selon la dose de ferment
CHN14 (0,1 vs 1 %) au cours des essais conduits & I''TPLC : essai 1 (a) et répétition a 1 semaine
d’intervalle (b)

Les forts niveaux d'inoculation des laits testés a Carmejane n’ont pas permis d’évaluer leur potentiel
inhibiteur dans de bonnes conditions (Tableau 28, Figure 65). Néanmoins, on observe que l'ajout de
ferments est inutile dans le cas du lait inhibiteur (lait 49) mais qu'il a au contraire un réle trés important
dans le cas du lait ttmoin non inhibiteur (lait 46).
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Figure 65 : Croissance de S. aureus en fabrication de type présure a 36°C selon la dose de ferment
CHN14 (0,1 vs 1 %) au cours des essais conduits & Carmejane

L’étude parallele des flores lactiques montre que le lait 49 posséde déja naturellement une flore lactique
acidifiante importante (Figure 66) permettant une acidification marquée (Figure 67). A l'inverse, le lait
28, reconnu comme inhibiteur, ne parvient pas a s'acidifier avec peu de ferment (Figure 68), le caillé
restant de ce fait treés humide. Ces résultats confirment que les mécanismes d'inhibition ne sont pas
strictement et systématiquement liés a la capacité acidifiante des laits.

CIN° 46
J mN° 49

Logl0 des UFC/mI
O RPN WU O
L

Flore totale  flore acidifiante SC+

Figure 66 : Composition microbienne initiale des laits 46 et 49 testés a Carmejane
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Figure 67: Pouvoir acidifiant naturel des laits49 et 46 testés a Carmejane
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Figure 68 : Evolution du pH des fromages selon les laits mis en ceuvre & I''TPLC

Ces essais montrent que I'ajout de ferment est important pour les laits non inhibiteurs en raison de
lincidence de [l'acidification ainsi induite sur la croissance de S. aureus. De maniére corollaire,
[utilisation de laits naturellement inhibiteurs peut donc étre jugée particulierement intéressante en
fabrications sensibles.

7 Comparaison des écosystemes des laits inhibiteurs et non inhibiteurs

7.1 Description des écosystémes microbiens

7.1.1  Analyses microbiologiques des laits

Les résultats des dénombrements (Log ufc/ml) obtenus sur les différents milieux utilisés sont présentés
de maniére détaillée en Annexe 4.12.

157



Le milieu M17L & 30°C a montré une grande diversité de colonies sur les boites de dénombrement :
certaines boites étaient jaunes (acidification par utilisation du lactose par les lactocoques) et beaucoup
étaient violettes. Ce milieu ne permet donc pas de traduire le niveau des lactocoques dans les laits.

Ceux-ci sont mieux appréciés sur le milieu de Turner a 30°C qui, malgré une grande diversité et la
présence de nombreuses colonies Gram négatif, a permis une sélection des lactocoques par comptage
des colonies rouges et roses caractéristiques de Lactococcus lactis lactis et Lactococcus lactis
cremoris. Ainsi, le niveau des lactocoques s’est avéré trés variable (0,31 a 5 Log ufc/ml) selon les laits.

Le niveau des entérocoques dénombrés sur le milieu SB était également trés variable d’un lait a 'autre
avec des valeurs comprises entre 0,31 et 3,46 Log ufc/ml.

Les flores @ Gram négatif dénombrées sur le milieu PCAI et Gram positif non lactiques dénombrées sur
le milieu CRBM sont apparues moins variables et se sont situées dans des fourchettes respectives de
2,51 a4,34 etde 2,71 a 3,94 log ufc/ml.

Les lactobacilles mésophiles dénombrés sur le milieu FH étaient peu importants avec des niveaux de
flore compris entre 0,3 et 2,63 Log ufc/ml.

La population de levures dénombrée sur le milieu OGA a par contre été trés variable sur le plan
qualitatif (diversité des types de colonies) et quantitatif avec des niveaux variant de 0,3 a 4,31 Log
ufc/ml dans les différents laits.

Les deux axes, 1 et 2, définis lors de I'Analyse en Composantes Principales réalisée a partir de
I'ensemble des dénombrements effectués sur les laits, expliquent seulement 60% de la variance (Figure
69). La répartition des laits sur ces 2 axes témoigne de leur grande diversité et de I'absence de
separation marquée des laits inhibiteurs et non inhibiteurs ou des laits de Carmejane et de I''TPLC en
fonction des niveaux de flores sur les différents milieux de culture.
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Figure 69 : Analyse en Composante principale des résultats (Log UFC/ml) de dénombrements des laits
inhibiteurs et non inhibiteurs de Carmejane (C1 a C12) et de I''TPLC (/1 a 130).
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Les niveaux de flore des laits inhibiteurs ou non ont été comparés. Des données moyennes
mentionnées en Annexe 4.12 et visualisées par des histogrammes sur les figures 70 a 73, il ressort
que :

Pour les laits de Carmejane, les différences de moyennes des niveaux de flores entre les laits
inhibiteurs et non inhibiteurs sont inférieures a 0,5 Log pour les milieux M17 a 30°C et 42°C,
SB, PCAI et CRBM et ne permettent pas de discriminer les laits. Par contre, les niveaux de
flore sur les milieux OGA (levures) et Turner a 30°C (colonies roses : Lc. lactis cremoris) ont
tendance a étre supérieurs dans les laits inhibiteurs a ceux observés dans les laits non
inhibiteurs Figure 70).

Cette caractéristique des laits inhibiteurs de Carmejane a été plus marquée dans les laits
inhibiteurs de 2005, notamment pour les flores du milieu de Turner & 30°C Figure 71).

Pour les laits de ITPLC, les différences de moyennes des niveaux de flores entre les laits
inhibiteurs et non inhibiteurs sont inférieures a 0,5 Log pour tous les milieux utilisés et ne
permettent pas de discriminer les laits (Figure 72). Aucune différence significative ne permet de
distinguer les laits inhibiteurs 2004 de ceux de 2005 sur la base des dénombrements
microbiens (Figure 73).

Les laits de Carmejane (Figure 71) ont un niveau de flores entérocoques et levures plus élevé
que ceux de I'I'TPLC.
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rouge rose
Milieux de dénombrement

Figure 70 : Moyennes des niveaux de flores (Log ufc/ml) des laits inhibiteurs et non inhibiteurs de
Carmejane sur les 8 milieux de dénombrements.
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Figure 71 : Moyennes des niveaux de flores (Log ufc/ml) des laits inhibiteurs collectés en 2004 et 2005
par Carmejane sur les 8 milieux de dénombrements.
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Figure 72 : Moyennes des niveaux de flores (Log ufc/ml) des laits inhibiteurs et non inhibiteurs de
I'ITPLC sur les 8 milieux de dénombrements.

Log UFC/ml -
5,00 - @ Moy inhib 2004 ITPLC

4,50 - W Moy inhib 2005 ITPLC
4,00 -
3,50 -
3,00 -
2,50 A
2,00 -
1,50 4
1,00 4
0,50 -
0,00 -

M17L 42°C M17L 30°C T 30°C T30°C SB PCAI CRBM OGA FH
rouge rose

Milieux de dénombrement

Figure 73: Moyennes des niveaux de flores (Log ufc/ml) des laits inhibiteurs collectés par I''TPLC en
2004 et 2005 sur les 8 milieux de dénombrements.

7.1.2  Analyses des équilibres microbiens
Les profils V3 SSCP des laits sont diversifiés avec un total de 26 pics différents identifiés.
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Figure 74 : Exemples de profils SSCP V3 de laits inhibiteurs et non inhibiteurs de Carmejane et de
I'ITPLC.
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La figure 74 présente des exemples de profils V3 SSCP obtenus pour des laits inhibiteurs et non
inhibiteurs provenant de Carmejane et de I'I'TPLC.

Les deux axes 1 et 2 déterminés lors de Analyse en Composantes Principales réalisée a partir de
'ensemble des résultats (ratios des pics) de I'analyse SSCP V3 des laits inhibiteurs et non inhibiteurs
de Carmejane (C1 a C12) et de I'ITPLC (11 & 130) (Figure 75) expliquent seulement 42% de la variance.
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Figure 75: Analyse en Composante principale des ratios de pics des profils SSCP V3 des laits
inhibiteurs et non inhibiteurs de Carmejane (C1 a C12) et de I''TPLC (/1 a 130).

La répartition des laits sur ces 2 axes montre une grande diversité de ces laits, sans séparation
marquée des laits inhibiteurs et non inhibiteurs en fonction des ratios des pics des profils SSCP V3. Par
contre, '’ACP montre que les laits de Carmejane sont différents des laits ITPLC sur la base des pics
6570 (non assigné), 6678 (assigné a Enterococcus faecalis), 6422 (non assigné), 6498 (assigné a
Corynebacterium casei), 6517 (non assigné), 6791 (assigné a Acinetobacter baumanii).

Une grande variabilité des ratios des pics entre les laits inhibiteurs pour chaque série (Carmejane ou
ITPLC) est observée. Cette analyse par SSCP ne donne pas une image quantitative des différentes
populations mais un équilibre entre celles-ci. Cet équilibre semblerait fortement déterminé par la
dominance ponctuelle des bactéries a Gram négatif qui ne permettrait pas de mettre en évidence des
pics impliqués dans l'inhibition.

7.1.3 Identification des colonies sur milieu de Turner (Tableau 29)

Seules 3 colonies sur 45 ont été identifié¢es comme Lactococcus lactis cremoris dans le lait non
inhibiteur de Carmejane et aucune ne correspond a Lactococcus lactis lactis ni a Lactococcus garvieae.
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Dans les deux laits inhibiteurs de L'ITPLC, 55% et 67% des colonies ont été positives a I'amplification
avec les amorces Lactococcus lactis lactis et 4,5% des colonies ont été identifiées comme Lactococcus
garvieae.

Tableau 29 : Identification par PCR spécifiques des colonies sur les boites de dénombrement du milieu
de Turner a 30°C de 1 lait non inhibiteur et de 2 laits inhibiteurs.

Laits Inhibition Nombre de PCR spécifique PCR spécifique
colonies total Lc lact lact/cremoris Lc garvieae
C4 Non inhibiteur 45 3 positives a Lc lact 0
cremoris
121 Inhibiteur 22 12 positives a Lc lact lact 1
11 Inhibiteur 49 33 positives a Lc lact lact 0

7.1.4 Quantification par PCR temps réel de Lactococcus garvieae, Lactococcus lactis lactis et
Lactococcus lactis cremoris dans les laits et gels de lactofermentation

Les résultats obtenus lors de la mise au point de la méthode de quantification par PCR temps réel et
relatifs a sa sensibilité et sa spécificité sont présentés en Annexe 4.13.

Aucune amplification des ADN de Lactococcus garvieae, Lactococcus lactis lactis et Lactococcus lactis
cremoris n'a été obtenue par analyse en PCR quantitative des ADN extraits des 39 laits étudiés tant
inhibiteurs que non inhibiteurs. Ces résultats laissent supposer que les lactocoques présents dans les
laits sont en quantité inférieure ou égale au seuil de détection de la méthode qui est de 103 cellules/ml
de lait (Annexe 4.13)

Cette hypothése est validée par les résultats de dénombrement des flores des laits sur le milieu de
Turner (§ 7.1.1). Les dénombrements totaux atteignent en effet des valeurs comprises entre 7,0.10" et
1,0.103 ufc/ml selon les laits, sachant que la totalité des microorganismes se multipliant sur ce milieu ne
sont pas des lactocoques.

En ce qui concerne les gels de lactofermentation issus des laits, aucune amplification des ADN de
Lactococcus lactis cremoris n'a été obtenue par analyse en PCR quantitative. Les résultats bruts de
quantification (2 répétitions) des 2 espéces Lactococcus garvieae et Lactococcus lactis lactis dans les
39 gels de lactofermentation sont présentés en Annexe 4.14. Les quantités observées pour les deux
répétitions dans chaque échantillon sont assez proches pour les deux espéces quantifiées et
témoignent d’une bonne reproductibilité de la méthode. Les niveaux de Lactococcus garvieae détectés
dans les gels varient de 1,3.103 & 1,8.10° cellules/ml alors que les niveaux de Lactococcus lactis lactis
varient de 1,1.105 & 8,0.10° cellules/ml.

Les niveaux moyens des deux especes Lactococcus lactis lactis et Lactococcus garvieae quantifiés

dans les gels inhibiteurs et non inhibiteurs de S. aureus ainsi que le pourcentage de gels amplifiés sont
représentés sur la figure 76.
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Figure 76 : Niveaux moyens de Lc. lact. lactis et Lc. garvieae quantifiés dans les gels inhibiteurs et non
inhibiteurs de S. aureus et pourcentage de gels amplifiés pour les deux espéces

Les résultats montrent que 'ADN de Lactococcus garvieae a été détecté et quantifié uniquement dans
quelques gels inhibiteurs, soit 14% des gels inhibiteurs analysés. A l'inverse, 'ADN de Lactococcus
lactis lactis a été détecté et quantifié indifferemment dans les deux types de gels avec des
concentrations moyennes nettement supérieures (10° ufc/ml) a celles de Lactococcus garvieae. De
plus, une grande variabilité des équilibres entre Lactococcus. lactis lactis et Lactococcus garvieae a été
observée. Ces équilibres ne varient pas en fonction du caractére inhibiteur ou non des gels vis-a-vis de
S. aureus. Il n'y aurait donc pas de corrélation entre les concentrations de Lactococcus lactis lactis dans
les gels et les propriétés inhibitrices de ces mémes matrices.

Les flores Lactococcus des gels inhibiteurs et non inhibiteurs ont parallélement été dénombrées sur le
milieu de Turner pour essayer de valider les niveaux obtenus par PCR quantitative. Le manque de
selectivité du milieu et la diversité des flores dénombrées ont rendu difficile le dénombrement des
lactocoques. De ce fait, seuls quelques gels ont pu étre dénombrés. Dans ce cas, il est important de
noter que les dénombrements classiques sur milieux de culture sont toujours un peu plus faibles que
ceux obtenus par PCR quantitatives.

7.2 Détermination des teneurs en antimicrobiens naturels

Sur les laits collectés en 2004, il semble que les teneurs moyennes en lactoferrine soient supérieures
dans les laits inhibiteurs de Carmejane a celles obtenues dans les laits de I'I'TPLC. Ces teneurs sont
également supérieures a celles obtenues dans les laits jugés comme non inhibiteurs (Tableau 30). Ces
observations n'ont pas été confirmées en 2006 sur un moindre nombre de laits (Tableau 32).
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Tableau 30 : Concentration en lactoferrine dans les laits testés en lactofermentation en 2004 selon leur
potentiel d’inhibition vis a vis de S. aureus

Laits potentiellement inhibiteurs Laits potentiellement non inhibiteurs
Centre Identification du lait  Lactoferrine (en ug/ml) Identification du lait  Lactoferrine (en ug/ml)
ITPLC 9 368 22 271
15 288 27 362
17 379 28 320
20 325 30 302
21 316 32 465
35 250 33 369
38 221 42 156
41 156 44 318
45 119
Moyenne 269 Moyenne 318
Carmejane 47 981 46 369
48 270 55 364
49 1143
52 1070
53 421
Moyenne 871 Moyenne 367

En ce qui concerne le systéme lactoperoxydase, on n’observe pas de différence entre laits inhibiteurs et
non inhibiteurs (Tableaux 30 et 31). En revanche, on peut indiquer que le thiocyanate est en quantité
relativement importante et ne constitue pas un facteur limitant.

Tableau 31: Concentration en enzyme lactoperoxydase et en thiocyanate dans les laits jugés
inhibiteurs ou non inhibiteurs de la croissance de S. aureus apreés test de lactofermentation en 2004 et
2005

Laits potentiellement inhibiteurs Laits potentiellement non inhibiteurs
2004 2005 2004 2005
Centre Lait Lactoperoxydase Thiocyanate Lactoperoxydase Thiocyanate Lait Lactoperoxydase Thiocyanate Lactoperoxydase Thiocyanate
(en pg/ml) (en pg/ml) (en pg/ml) (en pg/ml) (en pg/ml) (en pg/ml) (en pg/ml) (en pg/ml)
ITPLC 9 10,6 6,7 9 47 79
15 5,0 7.1 15 59 9,1
17 8,6 7.7 17 53 82
20 12,3 84 20 53 9,8
21 8,2 8,6 21 6,6 79
33 49 11,3 22 75 10,4
35 6,3 9,6 57 11,5 27 8.2 10,0 72 9,9
38 47 8,0 5,0 9,2 28 78 8,2 53 73
41 6,3 14,4 30 8,3 11,3
45 3.9 8,3 3,7 9,5 32 10,7 8,3 8,1 9,3
33 8,9 8,9
42 7.7 10,8
44 9,3 10,5
Moy. 73 88 48 10,4 Moy. 8,5 9,6 6,0 8,7
Carmejane 47 57 73 46 57 9,4 8,8 78
48 9,2 8,5 52 6,8 53 6,8 14,7
49 55 8,1 6,3 13,2 55 72 72
52 53 7.7 6,1 75
53 6,7 11,3
Moy. 6,5 8,6 59 9,1 Moy. 6,5 8,3 7.8 11,3
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Tableau 32 : Mesure des teneurs en lactoferrine, lactopéroxydase et thiocyanate dans les laits de
fabrication mis en oeuvre en 2006 selon leur potentiel d’inhibition vis a vis de S. aureus

Laits ayant servi aux fabrications de type présure Laits ayant servi aux fabrications de type lactique
Centre Lait Potentiel Lactoferrine Lactoperoxydase Thiocyanate Lactoferrine Lactoperoxydase Thiocyanate
inhibiteur  (en ug/ml) (en pg/ml) (en pg/ml) (en pg/ml) (en pg/ml) (en pg/ml)
ITPLC 9 I 124 9,8 8,9 131 73 9,2
91 9,3 9,6 172 9,2 10,0
28 | 165 4,6 9,4 176 6,0 89
142 5,6 8,8 210 8.2 9,2
15 NI 194 78 10,4 135 84 14,8
175 91 9,9 141 10,8 15,8
Carmejane 49 | 136 8,3 12,1 255 6,0 14,5
46 NI 109 6,7 11,2 ND ND ND

| - inhibiteur ; NI : non inhibiteur ; ND : non déterminé (échantillon déstabilisé)

C. Discussion et conclusions

Mise en évidence de I'existence d’écosystémes laitiers naturellement inhibiteurs de S. aureus

Gréace a une sélection de troupeaux approfondie et au terme d'une phase de prospection initiale sur les
laits de 55 troupeaux, des laits ont été jugés potentiellement inhibiteurs. Leur fréquence est relativement
élevée : 6 laits identifies soit de I'ordre de 10 % des laits préalablement sélectionnés sur leurs
historiques de contamination par S. aureus. Ces résultats sont conformes aux attendus initiaux du
programme d'étude et permettent d'attester de l'existence d'écosystémes laitiers naturellement
inhibiteurs de S. aureus.

Quatre des six laits considérés comme les plus prometteurs en 2004 ont permis de limiter la croissance
tant des souches natives de S. aureus que de la souche inoculée expérimentalement. Les résultats
rapportés au Chapitre 1 sur le typage des souches font état a la fois de I'existence d’'un microbisme
spécifique a chaque exploitation et, simultanément, de la présence de plusieurs types de souches de
S. aureus présents conjointement dans les laits et/ou les fromages. Il est donc de lintérét des
transformateurs tant industriels que fermiers de disposer de laits dont le potentiel inhibiteur soit le moins
possible dépendant des souches de S. aureus en présence. Le choix et I'étude de laits « polyvalents »
semblent par conséquent devoir étre privilégies.

La mise en évidence du potentiel inhibiteur a nécessité la mise au point préalable d'un test de
lactofermentation spécifique : inoculation par une souche de S. aureus a raison de 100 ufc/ml et
incubation 24h a 27°C. Lors de leur mise en ceuvre, la viabilité de la souche inoculée a pu étre vérifice
grace a l'inoculation de lait G, stérile. Dans ces laits, 'absence d’autres micro-organismes est en effet
favorable a la croissance de S. aureus, considéré comme un mauvais compétiteur (Mossel et Van
Netten, 1990). Les niveaux de contamination (de I'ordre de 107 & 108 ufc/ml) atteints 24 heures apreés
inoculation correspondent a ceux observés par Lamprell (2003) et ont permis de valider les conditions
d’inoculation. La contamination initiale des laits, parfois élevée, a en revanche pu interférer avec la
croissance de la souche marquée. Une possible compétition entre souches natives et souche inoculée
a, de fait, été évoquée a plusieurs reprises au cours de I'étude. Bien qu'ayant permis de statuer sur les
qualités inhibitrices des laits vis-a-vis de S. aureus, les tests de lactofermentation ont montré leurs
limites. En particulier, ils ne permettent qu’'une appréciation qualitative du potentiel inhibiteur des laits
(classement comparatif) et sont, toutes proportions gardées, moins informatifs sur les cinétiques de
croissance en fabrications lactiques qu’en fabrications de type présure.
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Observation d’un potentiel inhibiteur d’expression variable selon les laits et au cours du temps

Les mécanismes d’inhibition mis en jeu dans les laits identifiés sont variés comme le suggérent leurs
profils d’acidification. On peut suspecter pour les laits a acidification rapide, une inhibition due a la flore
lactique acidifiante et/ou a I'acide lactique produit. Les observations réalisées antérieurement par Le
Mens et al., (1999) vont dans ce sens. En ce qui concerne les laits @ acidification lente, I'inhibition
pourrait étre due a la flore lactique (aromatisante ou acidifiante), indépendamment de I'acidification
proprement dite et /ou a la présence de composés chimiques (inhibiteurs naturels en particulier). Malgré
le role effectif de I'acidification pour limiter la croissance de S. aureus (Meyrand et al., 1999 ; Delbes et
al., 2006), le caractére inhibiteur des laits n’est pas toujours lié a leur capacité acidifiante ce que
constatent Stecchini et al. (1991) et confirment Alomar et al. (2008). L’évolution des courbes
d’acidification au cours du temps n’est pas non plus prédictive des changements d’expression du
potentiel inhibiteur.

Le potentiel inhibiteur des laits est, de fait, susceptible de varier d’'une lactation a une autre, voire au
sein d'une méme campagne. De nombreux changements surviennent en pratique d’'une campagne de
lactation & une autre. lIs incluent des mouvements d’animaux (réforme de 25 % en moyenne de I'effectif
caprin) mais aussi des changements de pratiques ou de matériel pouvant induire des modifications
significatives des équilibres microbiens ainsi que le suivi de la dynamique des écosystémes laitiers a la
Station du Pradel I'a mis en évidence. Sur le plan pratique, la variabilité du potentiel inhibiteur au cours
du temps constitue un frein a la recherche des laits inhibiteurs et a leur étude, en raison notamment de
la nécessité de vérifier réguliérement leur statut avant tout essai les impliquant. Elle renvoie également
a la nécessité de poursuivre les travaux concernant I'identification et la hiérarchisation des facteurs de
variation des écosystemes.

Validation et expression du potentiel inhibiteur en transformation :
des conséquences sur la croissance de S. aureus et corrélativement sur la production d’entérotoxines

L'existence de laits de troupeaux naturellement inhibiteurs, observée lors des tests de
lactofermentation, a été confirmée en fabrications de type présure et lactique.

Les pics de population maximale en S. aureus sont observés a J+1 et généralement J+2 (sauf
exception) en fabrications présure et lactique respectivement. A J+1, dans le cas des fromages de type
présure, on se situe au démoulage avec généralement un classique facteur de concentration des
S. aureus du lait au fromage (Lamprell, 2003). En revanche, J+1 pour les fromages lactiques
correspond au moulage et le prélévement correspondant est constitué d’'une partie de coagulum et
d’'une partie de lactosérum moins concentrée en S. aureus. La population maximale de S. aureus n’est
donc observée qu'ultérieurement, 48 heures aprés I'emprésurage, ce qui correspond, comme pour les
fabrications de type présure, au démoulage.

Les croissances observées (log (S. aureus a J+1)-log (S. aureus dans le lait & l'inoculation a J0)) pour
la souche caprine de type C sont de 3 a 4 log en fabrication présure. Un dépassement du seuil de 108
ufc/g est donc possible a la suite d’'une inoculation a 102 ufc/ml. Cette croissance est comparable a celle
observée par Delbes et al, (2006) pour des souches natives en fabrication au lait cru de Salers et Saint
Nectaire. Les croissances observées en fabrications lactiques sont plus faibles, de I'ordre de 1 a 2 log.

Le recours a des laits inhibiteurs permet de limiter la croissance de S. aureus d’environ une a trois
unités logarithmiques par rapport a celle qui pourrait étre observée dans des laits non inhibiteurs. Ce
phénoméne d'inhibition est plus marqué en fabrication présure (y compris dans les conditions les plus a
risque, c'est-a-dire a 36°C et en présence d’'une faible quantité de ferments) qu’en fabrication lactique. I
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permet le plus souvent de maintenir la population de S. aureus en deca de 10% ufc/ml. Ce seuil
maximum (M) est celui désormais retenu pour les fromages au lait cru dans le reglement (CE) N°
2073/2005 du 15 novembre 2005 concernant les critéres microbiologiques applicables aux denrées
alimentaires. L'analyse doit étre réalisée au pic de population jugé maximum (m = 104 ufc/g, M=10°
ufc/g, nombre d’échantillons analysés égal a 5, nombre maximal de résultats entre m et M égal a 2). Au-
dela de 105 ufc/g, le fromage doit faire I'objet d’une recherche d’entérotoxines. Delbes et al. (2006) ont
ainsi mis en évidence la synthése d’entérotoxines dans certains fromages au lait cru présentant une
population de S. aureus de 5,06 log a J+1.

Dans la présente étude, des entérotoxines n'ont été trouvées que dans les fromages de type présure,
fabriqués a partir d'un lait non inhibiteur, apres inoculation d’une souche entérotoxinogéne de type A
(biotype non connu) & raison de 1000 ufc/ml et pour une population maximale de S. aureus ayant atteint
plus de 1,1 106 ufc/g. Dans des conditions équivalentes (méme lait inoculé, méme taille d’inoculum,
technologie fromagére identique) mais en recourrant cette fois & une souche entérotoxinogéne de type
C, aucune entérotoxine n’a pu étre mise en évidence malgré une contamination élevée (plus de 10°
ufc/g) des fromages. Ces résultats confirment le caractére entérotoxinogene plus marqué des souches
de type A comparativement aux souches de type C (Lamprell, 2003). Dans les fromages lactiques, les
niveaux atteints étaient inférieurs a 105 ufc/g. Le pic de S. aureus est en outre généralement obtenu a
J+2, c'est-a-dire a un pH déja tres acide (4,40). Or, selon Halpin Dohnalek et Marth (1989), Lindqvist et
al. (2002), Zecconi et al. (2006), les toxines semblent n’étre produites qu'a pH supérieur a 5,15. La
production de toxines est également dépendante d’autres parametres tels que la température, le taux
d’eau libre, le taux de sel, la disponibilité des nutriments ou encore le potentiel rédox. Meyrand et al.
(1999) rendent compte de ces différents aspects et montrent que la production de toxines est moindre
en milieu complexe tel que le fromage qu'en milieu de synthése. Selon Cachon et al. (2002), des
évolutions différentes de potentiel redox du lait peuvent étre observées selon les genres bactériens
présents. Le potentiel redox chute par exemple plus rapidement avec les lactocoques. Ce phénomene
peut avoir une incidence sur la production de toxines, limitée en milieux réducteurs tels que les
fromages (Aubert et al, 2002 cités par Lamprell, 2003). Dans ce contexte et compte tenu des
conditions de fabrication, les risques d’entérotoxinogénése semblent limités en fabrications lactiques. Ils
pourraient toutefois concerner quelques laits jugés non inhibiteurs présentant un pic proche de 105 ufc/g
a J+1 (au moulage), si I'acidification est trop lente ou peu intense.

L'inhibition observée apparait de fagon précoce et permet de réduire le pic de population maximale,
résultats non obtenus dans des études antérieures en recourrant a des bactériocines ou des bactéries
bactériocinogénes. L'activité antimicrobienne des bactériocines produites par les bactéries lactiques
acidifiantes communément rencontrées dans les laits crus et les fromages a été mise en évidence a de
multiples reprises (Stecchini et al., 1991 ; Todorov et al., 1999 ; Hernandez et al., 2005 ; Akgelik et al.,
2006). Pour autant, I'efficacité de la production de bactériocines sur la réduction de la contamination
des fromages par S. aureus est le plus souvent peu documentée et insuffisamment quantifiée. Etudiant
linhibition induite par la nisine produite par Lactococcus lactis sur les bactéries pathogénes
habituellement incriminées dans les intoxications alimentaires, Arques et al. (2004) ont décrit une faible
réduction de S. aureus suivie d'une reprise de croissance de la population bactérienne. Ces auteurs
précisent qu'une résistance de S. aureus a la nisine peut apparaitre. Un couplage avec une autre
bactériocine (reuterine) peut néanmoins y remédier. Les bactériocines sont généralement moins actives
sur S. aureus que sur Listeria monocytogenes et les quantités efficaces sont doses dépendantes
(fonction du nombre de S. aureus présents). Par ailleurs, un temps d’action minimum est nécessaire
aux bactériocines pour permettre une décroissance de la population de S. aureus dans le produit laitier
sans écarter pour autant les risques au pic maximum de croissance (Benkerroum et al., 2002 ; Arques
et al., 2004 ; Hamama et al., 2002). A titre d'illustration, pour des fromages a pate pressée saumurés
puis conservés sous vide (Arques et al., 2005), la décroissance du niveau de S. aureus différe entre
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fromages sans et avec bactéries productrices de bactériocines uniquement a partir de 20 jours de
conservation (1 log d’écart maximum entre I'essai et le témoin).

Au dela du pic de croissance, une diminution de la population de S. aureus a été observée de fagon
plus ou moins marquée selon les laits (inhibiteurs vs non inhibiteurs) et les technologies (présure vs
lactique). Elle varie de 0 a 2 log d'ufc/g. Simultanément, le pH passe en moyenne de 4,75 a J+1 a 4,50
a J+3 puis a 5,5-5,7 a J+15 en fabrications de type présure et de 4,35 a J+1 a 4,45 a J+3 puis 5,0 a
J+15 en fabrications lactiques. A l'inverse, pour des fromages a pate pressée non cuite tels que
Reblochon ou Tomme de Savoie ou le pH ne descendait pas en dessous de 5, Lamprell n'a pas
observé de décroissance de la population de S. aureus entre J+1 et J+15.

L’incidence des effets « seuils » et « souches » differe selon les essais. En lactofermentations, la
croissance des souches de S. aureus semble d’'autant plus limitée que la taille de I'inoculum est plus
élevée. En fabrications, les essais conduits a I''TPLC semblent témoigner d'un effet seuil. Il semble
alors qu'au-dela de 1000 ufc/ml, les laits inhibiteurs ne soient plus en mesure de jouer un réle suffisant
pour limiter la croissance de la population de S. aureus et obtenir des produits conformes sur le plan
réglementaire. Ces observations demanderaient & étre validées et confirmées. Néanmoins et
conformément aux observations réalisées sur le terrain, la prévention en élevage (gestion de la santé
animale) reste un élément clé de la maitrise de la contamination des laits et des fromages qui en sont
issus et prime sur toute action en fabrication.

Caracterisation des laits inhibiteurs :
des mécanismes d’action complexes impliquant des investigations complémentaires

Différentes analyses ont été réalisées en vue de caractériser les laits considérés comme inhibiteurs.
Les dénombrements microbiens et les analyses moléculaires SSCP des laits n'ont pas permis de mettre
en évidence de différences marquées entre les laits inhibiteurs et non inhibiteurs ou entre les laits
testés a Carmejane et a I''TPLC. Cependant quelques tendances semblent se dégager.

De fagon globale, les laits de Carmejane se distinguent par des niveaux d’entérocoques et de levures
plus importants que ceux de I'I'TPLC. Plus généralement, les deux centres d’essais sont situés dans
deux bassins de production distincts, caractérisés par des structures et des pratiques d’élevages
différentes. En régions Poitou-Charentes et Centre, les élevages dont le lait est collecté sont
majoritaires. Il s'agit le plus souvent d’élevages de grande taille (plus de 100 a 150 chévres par
exploitation), en zéro-paturage. En zone AOC Banon, les élevages fermiers sont proportionnellement
plus nombreux. Les tailles de troupeaux sont plus limitées, le recours au paturage ou au pastoralisme
plus fréquent. Enfin, les niveaux d’exigence des entreprises laitieres sont d’autant plus élevés que les
produits commercialisés (fabrication de type présure) sont effectivement sensibles et les risques de non
conformité importants en cas d’absence de maitrise de la contamination initiale des laits. De fait, les
laits testés a Carmejane ont généralement présenté des niveaux de contamination par S. aureus
inférieurs a ceux des laits testés a I''TPLC. Ces différents éléments concourent vraisemblablement,
directement ou indirectement (application de mesures d’hygiéne, modification des pratiques de traite,
soins portés aux trayons, orientation des réformes,...), a 'obtention d’écosystémes laitiers différents.

Parmi les laits collectés a Carmejane, les laits inhibiteurs se différencient des laits non inhibiteurs par
des niveaux de levures et de lactocoques plus importants. L'identification des colonies sur le milieu de
Turner étaye I'hypothese selon laquelle les laits inhibiteurs seraient plus chargés en lactocoques et plus
particuliérement en Lactococcus lactis lactis et Lactococcus garvieae.
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Partant de ce constat, une méthode de quantification des lactocoques dans les produits laitiers par PCR
en temps réel a été développée pour Lactococcus lactis lactis, Lactococcus lactis cremoris et
Lactococcus garvieae et appliquée aux laits et aux gels de lactofermentation qui en étaient issus. Sur
les laits, aucune amplification des ADN provenant de ces espéces bactériennes n'a été obtenue,
conséquence vraisemblable de concentrations inférieures a 103 cellules/ml, seuil de détection de la
méthode. Dans ces conditions, I'application de la PCR temps réel aux laits crus de chevre apparait
difficile. Ortigosa et al. (2001) pour le lait de brebis, Mas et al. (2002), Manolopoulou et al. (2003) pour
le lait de chevre rapportent quant a eux des concentrations supérieures de lactocoques mais obtenus
sur milieu M17: 4,18, 5,11 et 5,18 log cfu/g respectivement. Or, le milieu M17 est considéré comme
moins sélectif que les milieux de Turner ou Elliker méme si selon Mas et al. (2002) le milieu M17 permet
le développement préférentiel des lactotocoques (64 % des isolats).
Le développement privilégié des souches potentiellement inhibitrices pendant les 24 heures de
lactofermentation permet I'obtention de concentrations compatibles avec les seuils de sensibilité des
analyses PCR et facilite de fait la détection des lactocoques ciblés dans les gels correspondants.
Lactococcus garvieae a ainsi été mis en évidence dans quelques gels, tous issus de laits considérés
comme inhibiteurs. Lactococcus lactis lactis a été détecté plus largement aussi bien dans les gels de
laits inhibiteurs que non inhibiteurs. Sur le plan quantitatif, aucun lien n'a pu étre établi entre le potentiel
inhibiteur des laits et les niveaux de Lactococcus lactis lactis dans les gels. Ces résultats incitent a
formuler plusieurs hypotheses :

- surle caractére souche-dépendant des propriétés inhibitrices des bactéries ;

- surla précocité de I'expression du potentiel inhibiteur des laits ;

- surles mécanismes d’action en jeu dans l'inhibition.

De fait, la capacité de Lactococcus lactis a limiter la croissance de S. aureus et la production
d’entérotoxines est avérée par Haines et Harmon (1973) et plus récemment par Akgelik et al. (2006),
Psoni et al. (2007). L'efficacité de souches de Lactococcus lactis lactis pures (vs un ferment classique)
sur la croissance des souches natives de S. aureus a été rapportée par Gonzales et al. (2003) en
fabrication de fromage Ibores au lait cru mais apparait variable. La production de bactériocines est
également inconstante et souche-dépendante (Casla et al., 1996 ; Haines et Harmon, 1973). Mise en
évidence par Akgelik et al. (2006) en ce qui concerne Lactococcus lactis, ou par Villani et al. (2001) en
ce qui concerne Lactococcus garviae, la présence de substances antimicrobiennes dans les
surnageants de cuture n'est ainsi détectée ni par Ammor et al. (2006), ni par Alomar et al. (2008). Enfin
le spectre d’activité des bactériocines lorsqu’elles sont produites différe selon les souches productrices.
Celui de la garviecin L1-5 produite par Lactococcus garviae est large (Villani et al., 2001), des souches
proches de la souche productrice mais également des especes trés différentes telles Listeria
monocytogenes et Clostridium spp. pouvant étre inhibées. Le spectre d’activité n’inclut cependant pas
Staphylococcus aureus a la différence de la nisine et de la lacticin 481 (Akgelik et al., 2006) produites
par des souches de Lactococcus lactis lactis.

Dans le cadre de cette étude, I'expression du potentiel inhibiteur des laits a parfois été observée trés
précocément. Dans ce cas, la réalisation d’analyses a 24 heures, en fin de lactofermentation, ne rend
pas compte de la cinétique d’évolution des populations bactériennes et des changements opérés dans
les équilibres microbiens et s’avére en définitive d’un intérét limité.

La compréhension du réle de Lactococcus lactis lactis et Lactococcus garvieae dans l'inhibition de la
croissance de S. aureus demande par conséquent des investigations a plus grande échelle, en
s’appuyant sur un plus grand nombre de comparaisons entre laits (gels) inhibiteurs et non inhibiteurs et
en réalisant des quantifications plus précoces.
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Les travaux de Haines et Harmon (1973), Akgelik et al. (2006), Psoni et al. (2007), Alomar et al. (2008)
illustrent bien la complexité et la diversité des mécanismes impliqués dans linhibition. Outre,
I'abaissement du pH et la possible production de bactériocines, la compétition microbienne vis-a-vis des
nutriments présents dans le milieu est amplement décrite dans la littérature comme susceptible de jouer
un réle inhibiteur (Dacosta, 2000 ; Haines et Hamon, 1973 ; Lincoln et al., 1995 ; Onoue et Mori, 1997)
mais n'a pas pu étre mise en évidence lors d'interactions Lactococcus - S. aureus en lait microfiltré
(Alomar et al. , 2008).

Enfin, 'accumulation de peroxyde d’hydrogéne (H202) produit par de nombreuses bactéries lactiques
(Lactobacillus spp, Leuconostoc spp, Lactococcus lactis lactis) peut induire une réduction significative
de la concentration en bactéries pathogenes et notamment de S. aureus (Haines et Harmon, 1973 ; lto
et al., 2003). Au dela de son pouvoir antimicrobien propre, le peroxyde d’hydrogéne intervient aussi via
I'activation du systéme lactoperoxydase — thiocyanate.

Le systéme lactoperoxydase - thiocyanate est en effet dépendant non seulement de I'alimentation
(augmentation, par exemple, du thiocyanate avec une alimentation comportant des cruciferes), de la
période de lactation mais aussi des bactéries présentes dans le lait (Zapico et al., 1991). En présence
de HxO., la lactoperoxydase catalyse [l'oxydation du thiocyanate induisant la production
d’hypothiocyanate. Oxydant sélectif, cet anion présente un pouvoir bactéricide vis-a-vis des bactéries
Gram négatif et plutét bactériostatique vis-a-vis des bactéries Gram positif (Piard et Desmazeaud,
1991). Ce faisant, le systéme lactoperoxydase — thiocyanate est considéré comme efficace contre
S. aureus (Piard et Desmazeaud, 1991); H2O. l'est également (Dhiya et Speck, 1968) méme s'il
semble étre plus intéressant contre des germes tels que Brucella, E. coli et Listeria en lait de chévre
(Seifu et al, 2004). Le role des inhibiteurs naturels doit par conséquent étre envisagé concomitamment
a celui des microorganismes.

Parmi les molécules a activité antimicrobienne présentes dans le lait, la lactoferrine a également été
analysée et quantifiée dans la présente étude. Des différences de concentrations ont été observées
dans les différents laits testés sans que l'on puisse évaluer leur implication exacte dans les
phénomenes d'inhibition de S. aureus. Au dela du caractére souche dépendant de la sensibilité a la
lactoferrine (Lee et al, 2004, Kutila, 2005), celle-ci est également a priori plus efficace sur des bactéries
Gram négatif tels que E. coli ou P. aeruginosa (Kutila, 2005) que sur des bactéries Gram positif comme
S. aureus. Son role reste donc a préciser.

Des modifications de parametres physicochimiques par les lactocoques tels que le potentiel redox
(Cachon et al., 2002) ont été proposées pour expliquer en partie le potentiel inhibiteur d’écosystémes.
D’autres molécules synthétisées par les bactéries présentes dans le lait pourraient également participer
a leffet inhibiteur observé pour certains laits. Piard et Desmazeaud (1991) précisent qu’outre le
phénomeéne d’acidification essentiellement li¢ a la production d’acide lactique, d’'autres acides
organiques faibles ayant un pKa plus haut que celui de I'acide lactique (et donc présents sous forme
protonée, forme la plus active, en plus forte proportion), présentent un effet inhibiteur supérieur a celui
de l'acide lactique. lls citent pour exemple I'acide acétique (pKa de 4,75 contre 3,86 pour l'acide
lactique) pouvant étre produit a la fois par certaines bactéries lactiques homofermentaires (en
conditions défavorables) et hétérofermentaires et plus actif que I'acide lactique contre S. aureus (Daly
et al, 1972). De méme, d’'autres substances telles que l'acétaldéhyde (et le diacetyl dans une bien
moindre mesure) pourraient également inhiber S aureus : 10 a 100ppm sont nécessaires et peuvent
étre produits par les bactéries lactiques telles que Lactobacillus bulgaricus. La présence de ces
molécules ainsi que les mécanismes de production y afférents n'ont pas été étudiés dans le cadre de
cette étude.
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D. Conclusions et perspectives

Les travaux engagés sur les écosystémes laitiers inhibiteurs se sont avérés prometteurs tant par le
nombre de laits identifiés sur leur capacité a limiter la croissance de S. aureus que par I'amplitude de
linhibition constatée en fabrication, notamment de type présure, considérée comme la plus sensible.
Néanmoins, la variabilité du potentiel inhibiteur ne permet pas a ce stade de cibler les exploitations dont
proviennent les laits dans le but d'en décrire les pratiques et d'identifier celles qui permettraient
d'orienter favorablement les écosystémes. Une étude plus compléte des facteurs de variation des
écosystémes des laits doit étre poursuivie pour mieux comprendre et, le cas échéant controler, I'origine
des évolutions constatées.

La comparaison des caractéristiques des laits inhibiteurs et non inhibiteurs a permis de formuler
plusieurs hypothéses quant a I'éventualité d’un role conjoint des lactocoques et des molécules a activité
antimicrobienne dans l'activité inhibitrice. Cependant les premiers résultats obtenus a lissue du
développement des outils moléculaires de quantification des especes de lactocoques Lactococcus
garvieae, Lactococcus lactis lactis et Lactococcus lactis cremoris n'ont pas permis d’établir de lien entre
linhibition de S. aureus dans les gels et le niveau de Lc. lact. lactis et le role de Lc. garvieae, plus
fréquent dans les gels inhibiteurs et & un niveau plus élevé reste a confirmer. Apres vérification de ces
données a plus grande échelle (comparaison d’un plus grand nombre de gels inhibiteurs ou non),
d’autres hypothéses devront par conséquent étre formulées. Les études ultérieures devront notamment
prendre en compte le caractére souches dépendant des propriétés inhibitrices de Lactococcus et la
précocité des effets inhibiteurs des laits vis-a-vis de S. aureus qui implique la réalisation d'une
quantification dans les premiéres heures de lactofermentation. La lourdeur des tests d’évaluation de
I'aptitude inhibitrice des laits (recours a des inoculations expérimentales) rend délicate leur
généralisation. Faute de disposer d'indicateurs simples pour cibler les laits potentiellement inhibiteurs,
de nouvelles approches méthodologiques semblent devoir étre envisagées. Elles pourraient s’appuyer
sur l'inventaire et I'analyse des capacités inhibitrices des populations microbiennes isolées a partir des
laits reconnus comme inhibiteurs.

Les gels provenant des laits inhibiteurs pourraient également étre réutilisés en tant que ferments en
fabrications et leur activité inhibitrice sur S. aureus évaluée.

De fagon plus globale, la maitrise de la qualité sanitaire des laits et des produits semble devoir étre
traitée par le biais de plusieurs voies complémentaires. La maitrise de la contamination de la matiére
premiére et par conséquent la gestion sanitaire du cheptel constituent un préalable indispensable. Au
dela, il convient de s'interroger sur les flux microbiens en élevage (origine, transmission, dynamique au
cours du temps), sur les leviers d’'action disponibles en amont (incidence de pratiques d'élevage
susceptible d'influer significativement sur les populations microbiennes, voire sur l'orientation des
écosystémes) et en aval (recours a des ferments, a des bactériophages spécifiques,...) de la
production.
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Annexe 1

Evaluation des risques de contamination par S. aureus en filiére caprine

Annexe 1.1 : Description de la méthode MLVA adoptée pour le typage des souches de S. aureus

Différents génes ont été amplifiés avec les amorces mises au point comme indiqué dans le tableau 1 ci-
dessous :

génes Amorces Séquence de 'amorce
cifA cifA-F 5-GCATTTAATAACGGATCAGG
clfA-R 5-TGAATTAGGCGGAACTACAT
cifB clifB-F 5-AGCCATACGTCATGACCCC
cifB-R 5-CAGCAGTAAATCCGAAAGAC
SAV 1078 SAV-F 5-GTGCATAATGGCCTTACGAAT
SAV-R 5-TGGGAGGAATTAATCATGTC
fnb Fnb-F 5-ATACACTTCCAAAAGTAAGCGG
Fnb-R 5-ATTTCAATAACAGGTGTTACTACT
coa Coa-F 5'- TCAAGCAACTGAAACAACAG
Coa-R 5-TACTCTAGGCCCATATGTCG
staphylokinase Sta-F 5-TGTGACTGGAGTTGATGGTA
Sta-R 5-GCTCTGATAAATCTGGGACA

Le typage des souches a nécessité d’avoir recours a une méthode de génétique moléculaire, la
Polymerase Chain Reaction (PCR). Le MIX PCR contient pour une réaction (volume final : 25 pl ) :
- tampon 10X sans MgCIl2 2.5

- MgCI2 25mM : 1.5 pl (Qbiogene, llkirch, France)
- dntp25mM: 0.2 pl (Qbiogene),

- amorce F 10 uM: 1.25 pl

- amorce R10 uM: 1.25 ul

- Taq polymérase 5U/ul : 0.2 pl (Qbiogene),

- eau: 17.1 pl

- +1 Pl ADN

L’amplification de 'ADN a été réalisée aprés une étape de dénaturation préalable de 5 min a 94°C
suivie de :

- 25cycles de 30s. a2 94°C ;

- incubation de 30s. aux températures d’hybridation définies pour chaque TR (55°C :clfB ; 53°C :

coa, SAV, clfA et sta; 47°C : fnb) ;

- incubation 30s. a 72°C ;

- phase d’extension finale de 10 min a 72°C avant descente a 4°C.
Huit pl de produits d’amplification ont été déposés dans un gel d’agarose Seakem a 1,5 % en présence
de bromure d’éthidium (10 pl/200 ml) dans un tampon TBE 0,5X. La migration a été effectuée pendant
5 heures a 90 V. Quatre échelles de 50 pb ou 100 pb (3 pl + 5 ul d’eau) ont été déposées pour chaque
gel.
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Annexe 1.2 : Analyse typologique des numérations cellulaires

Six classes d’éleveurs — années ont été définies a partir des 955 observations disponibles :

- classe 5 (53 observations) caractérisée principalement des numérations cellulaires inférieures a
750 000 cellules/ml ;

- classe 2 (121 observations) avec des numérations cellulaires généralement inférieures a 1
million de cellules par ml ;

- classe 3 (123 observations) caractérisée par des numérations cellulaires comprises entre 0,75
et 1,25 millions de cellules/ml ;

- classe 4 (192 observations) caractérisée par des numérations cellulaires comprises entre 1,25
et 2 millions de cellules/ml ;

- classe 8 (160 observations) caractérisée par des numérations cellulaires supérieures a 1,5
millions de cellules/ml ;

- classe 7 (60 observations) caractérisée essentiellement par des numérations cellulaires
supérieures 2 millions de cellules et la présence de valeurs manquantes ;

- classe 6 (77 observations) caractérisée principalement par la fréquence des valeurs
manquantes et, en second lieu, par des numérations cellulaires comprises entre 0,75 et 1,5
millions de cellules/ml ;

- classe 1 (169 observations) caractérisée principalement I'existence de valeurs manquantes.

Le premier plan de I'analyse en composantes multiples (ACM) est représenté Figure 1.
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Figure 1 : Variables actives et positions relatives des classes dans le premier plan factoriel de TACM

La forme parabolique du nuage des points indique une forte structuration des données. Les individus
situés sur la gauche en bas du graphique sont caractérisés par des dénombrements faibles.
Inversement pour ceux situés a droite. Les individus en haut du graphique ont un profil marqué par des
valeurs intermédiaires pour I'ensemble des variables. Les données manquantes sont situées a
lintérieur de la parabole et non dessus. Elles se séparent en deux groupes. Les variables C11a C19 au
centre du graphe correspondent aux mois de mai a septembre, période de I'année ou le taux de

187



données manquantes est le plus faible. En bas du graphique, on retrouve les variables C3 a C8 et C23

a C26, qui correspondent aux mois de janvier-mars et novembre-décembre, périodes ou le taux de

données manquantes est le plus éleve.

Tableau 1. Nombre d’individus, moyenne des valeurs manquantes et moyenne géomeétrique des
numeérations cellulaires (en milliers/ml) des éleveurs-années par classe et année

Classe 2001 2002 2003 2004 Ens. des années
n mgt moy n mgt moy n mqt moy n mqt moy n mqt moy
1 55 6,9 1410 53 7,7 1348 37 6,6 1350 24 6,4 1342 169 6,8 1368
2 45 3,0 1005 28 3,3 988 33 3,0 1011 15 2,7 1044 121 2,8 1007
3 33 0,8 1100 38 0,9 1149 31 0,3 1096 21 1,3 1112 123 0,6 1116
4 54 0,9 1370 43 1,0 1359 58 0,4 1393 37 11 1374 192 1,2 1375
5 22 2,3 741 17 2,2 730 11 2,8 769 3 14 127 53 3,0 742
6 25 6,0 1244 20 6,5 1298 20 51 1371 12 6,5 1323 77 59 1302
7 11 4,6 2130 19 6,8 2242 15 51 2252 15 4,1 2082 60 2,7 2183
8 32 14 1671 45 2,0 1698 49 0,9 1736 34 1,7 1715 160 1,1 1708
Ens. 277 | 30 1255 263 3,6 1320 254 2,9 1350 161 2,8 1393 955 2,6 1320

n : nombre d'éleveurs-année
mqt : nombre de valeurs manquantes en moyenne sur 24 prélévements
moy. : moyenne géométrique du nombre de cellules (en milliers)

La seconde analyse réalisée sur le tableau des éleveurs (299 observations') a conduit a une typologie

en 9 groupes (Figure 2, Tableau 2) :

Groupe 1 : caractérisé par I'appartenance a la classe 5 en tant qu’éleveur-année;

Groupe 2 : caractérisé par I'appartenance a la classe 2 en tant qu’éleveur-année ;

Groupe 3 :

Groupe 4 :

Groupe 5:

Groupe 6 :

Groupe 7 :

Groupes 8 : caractérisée par I'appartenance a la classe 1 en tant qu’éleveur-année ;
Groupe 9 : caractérisée par les réponses manquantes (éleveurs absents certaines années).

caractérisée par I'appartenance a la classe 3 en tant qu'éleveur-année ;

caractérisée par I'appartenance a la classe 4 en tant qu'éleveur-année ;

caractérisée par I'appartenance a la classe 8 en tant qu'éleveur-année ;

caractérisée par I'appartenance a la classe 7 en tant qu'éleveur-année ;

caractérisée par I'appartenance a la classe 6 en tant qu'éleveur-année ;

! Seuls 299 éleveurs au lieu de 466 apparaissent dans le tableau final. En effet, les éleveurs ayant un nombre de
données manquantes supérieur a 12 pour chacune des années étudiées n’ont pu étre affectés a aucune classe. lls

ont été réintroduits par la suite, mais seulement en tant qu’individus illustratifs.
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Figure 2 : Variables actives et positions relatives des classes de la typologie finale dans le premier plan

factoriel de 'TACM

L'axe 1 peut s'interpréter comme le gradient de numérations cellulaires (moins de 750 000 cellules par
ml a gauche), plus de 1,5 million a droite. L’axe gauche a tendance a séparer les classes ayant de
nombreuses valeurs manquantes (en bas) des autres (en haut).

Tableau 2. Nombre d'individus, moyenne des valeurs manquantes et moyenne géométrique des
numérations cellulaires (en millier/mls) des éleveurs par groupe et année

Classe 2001 2002 2003 2004

n mgt  moy n mgt  moy n mgt  moy n mgt  moy
1 177 64 715 17 3,8 743 18 24 850 18 82 10%
2 28 52 945 30 37 1008 31 23 1078 30 7,0 1173
3 34 15 1086 34 07 1153 34 13 1191 34 96 1218
4 47 14 1257 47 04 1362 46 13 1409 46 46 1478
5 42 19 1522 42 0,7 1650 41 28 1703 38 108 1748
6 21 55 171 21 51 2146 18 79 2090 16 163 1676
7 20 49 1229 20 52 1367 19 61 1368 18 129 1401
8 45 88 1286 46 65 1347 47 55 1381 45 101 1321
9 36 93 141 14 199 1438 5 224 1027 4 225 1615

Ens. 277 36 37 263 29 17 254 28 17 161 26 14

n : nombre d’éleveurs-année

mqt : nombre de valeurs manquantes en moyenne sur 24 prélévements
moy. : moyenne géométrique du nombre de cellules (en milliers)
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Graphiquement, quelles que soient la classe et 'année, on constate une augmentation des numérations
cellulaires tout au long de I'année. Les numérations cellulaires commencent a croitre vers juillet pour
culminer vers novembre.

.. ik
1700 1
1500
1300 1
1100 1

900

Nbre de cellules par mL (en milliers)

700

moins de 0,75 million cel/ml (Groupe 1) de 0,75 a 1,25 millions cel/ml (Groupe 3)

moins d'1 million cel/ml (Groupe 2)

Figure 3 : Moyenne géomeétrique par quinzaine pour les groupes ayant des faibles niveaux de
numérations cellulaires

2500

2000 +

1500 -
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Nbre de cellules par mL (en milliers)

Entre 1,25 et 2 millions cel/ml (Groupe 4) =——Plus de 1,5 millions cel/ml (Groupe5)

Figure 4 : Moyenne géométrique par quinzaine pour les groupes ayant des niveaux moyens de
numérations cellulaires
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Figure 6 : Moyenne geométrique par quinzaine pour les groupes présentant un nombre important de
données manquantes

Sur cing ans de suivi, on a en général 1 a 2 changements de classes au cours du temps. Les données
étant cependant trés continues, ces changements ne sont pas forcément un signe d’instabilité des
niveaux de numérations cellulaires.

La correspondance entre les groupes selon les profils de contamination en SCP et les profils de
numerations cellulaires est synthétisée Tableau 3.
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Tableau 3 : Correspondance entre les groupes selon les profils de contamination en SCP et les profils
de numérations cellulaires

Groupes « Contamination en SCP »

Présentune VM etpeu VM et peu Intermédiair
Groupes « Cellules »  année de SCP  de SCP Faible Elevé e Total
+de2MetVM 1 12 2 3 3 21
Présent une année 20 1 6 1 28
VM 35 2 5 5 47
-d1M 1 2 6 10 1 11 31
- de 750 000 1 1 6 9 1 18
VM-0,75a1,5 20 20
0,75a1,25M 1 22 11 34
+de1,5M 1 3 14 3 21 42
125a2M 1 2 2 21 2 20 48
Total 23 28 71 80 15 72 289

M : million cel/ml ; VM : valeurs manquantes ; SCP : staphylocoques coagulase positive

Une analyse temporelle a été effectuée sur les moyennes géométriques des groupes d’élevages pour
étudier si la quantité de cellules dans le lait était caractérisée par des autocorrélations (liaisons entre
deux valeurs de la série chronologique) et/ou par des variations temporelles (variation saisonniére et
tendance évolutive). Cette analyse a été réalisée pour chaque groupe (résultats non montrés) et pour
'ensemble des élevages.

Dans ce dernier cas, I'analyse de la série chronologique a montré le caractere stationnaire de la
moyenne et de la variance (pas tendance évolutive marquée). Une saisonnalité a été mise en évidence
et une différenciation saisonniére a été appliquée aux données brutes (V, =1—B® avec B l'opérateur

retard tel que BYi=Yt1).

Le comportement de cette série a été décrit par un modéle ARIMA(1,0,0)(1,1,0)24. Ce modéle signifie
que les résultats de numérations cellulaires lors d’un contréle donné dépendent des résultats obtenus
lors du prélévement précédent (composante non saisonniere) et de ceux provenant du prélévement
réalisé I'année précédente a la méme date (composante saisonniére). Le R? ajusté de ce modéle est de
87,6%.
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Annexe 1.3 : Analyse typologique des germes totaux

La premiere analyse réalisée sur le tableau des éleveurs-années a permis de définir une typologie en 9
classes :
classe 9 (160 individus) est caractérisé par un niveau en germes <10 000 ufc/mL ;
classe 8 (106 individus) par un niveau de germe <a 20 000 ufc/mL ;
classe 6 (169individus) par un niveau de germe compris entre 10 000 et 30 000 ufc/mL ;
classe 5 (153 individus) par un niveau supérieur a 20 000 ufc :mL ;
classes 4 et 7 (121 et 50 individus) par des niveaux plutét faibles et des valeurs manquantes ;
classes 1 et 2 (53 et 56 individus) par des niveaux élevés et des données manquantes ;
classe 3 (89 individus) par les valeurs manquantes.
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Figure 1 : Variables actives et positions relatives des classes dans le premier plan factoriel de TACM

L’axe 1 forme un gradient de niveaux de germe totaux, avec a gauche les niveaux faibles et a droite les
niveaux élevés. Les valeurs manquantes se séparent en deux groupes.
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Tableau 1. Nombre d'individus, moyenne des valeurs manquantes et moyenne géométrique en ufc/mL
de germes totaux des laits de troupeaux par classe et année

Classe 2001 2002 2003 2004 Ens. des années

n__ mat moy n_ mat moy n_ mat moy n__ mat moy n__ mat moy
1 36 71 31000 11 60 22000 77 16 000 3 17 19000 53 7,0 27000
2 24 60 56000 17 56 45000 10 52 46000 5 54 40000 56 57 49000
3 46 7,2 21000 31 17 15000 7 69 23000 5 68 18 000 89 73 19000
4 4 55 16 000 37 49 14 000 5 54 13 000 29 56 11000 121 53 13000
5 87 11 24000 33 06 24000 28 10 22000 5 06 23000 153 1,0 24000
6 73 15 18 000 4 07 16 000 37 08 14 000 15 06 14000 169 1,0 16 000
7 8§ 55 18 000 15 52 12 000 17 64 13 000 10 6,1 9000 50 58 12 000
8 71 03 10 000 6 08 10 000 29 05 8 000 106 04 10 000
9 4 00 10 000 95 14 9000 61 16 7000 160 14 8000
Ens. 278 36 24000 263 28 15000 254 28 13000 162 26 10000 957 3,0 15000

n : nombre d'éleveurs-année
mqt : nombre de valeurs manquantes en moyenne sur 24 prélévements
moy. : moyenne géométrique d'ufc/mL de germes totaux

La seconde analyse réalisée sur le tableau des éleveurs a permis de définir une typologie en 6 groupes
(R? de 0,46 aprés consolidation) :

Le groupe 1 est caractérisé par I'appartenance aux classes 8 et 9 en tant qu’éleveur-année ;

Le groupe 2 est caractérisé par 'appartenance aux classes 5 et 6 en tant qu'éleveur-année ;
Le groupe 3 est caractérisé par 'appartenance a la classe 7 en tant qu'éleveur-année ;

Le groupe 4 est caractérisé par I'appartenance aux classes 3 et 4 en tant qu'éleveur-année ;
Le groupe 5 est caractérisé par 'appartenance a la classe 2 en tant qu'éleveur-année ;

Le groupe 6 est caractérisé par les éleveurs présents une seule année et par I'appartenance a
la classe 1 (valeurs manquantes).
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Figure 2 : Variables actives et positions relatives des classes dans le premier plan factoriel
de ’ACM
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L'axe 1 sépare les individus ayant surtout des valeurs manquantes (a gauche) des individus bien
renseignés (a droite). L’axe 2 discrimine les niveaux de germes totaux (niveau faible en bas et élevé en
haut).

Tableau 2. Nombre d’individus, moyenne des valeurs manquantes et moyenne géomeétrique des
germes totaux (ufc/mL) des éleveurs par groupe et année

Classe 2001 2002 2003 2004
n mat moy n maqt moy n mat moy n maqt moy
1 72 17 19000 72 05 10 000 72 1,1 9000 72 17 7000
2 75 13 25000 75 06 19000 75 1,7 16 000 72 64 13 000
3 19 56 20 000 19 55 13 000 19 43 12 000 18 111 9000
4 7293 23000 76 72 15000 73 7,3 13 000 68 12,6 12 000
5 11 73 49 000 11 57 47000 11 53 36 000 11 123 26 000
6 42 12 34 000 18 174 23000 9 19,7 14 000 8§ 217 17 000

Ens. 291 49 24000 271 52 15000 259 59 13000 249 11,0 11000

n : nombre d'éleveurs
mqt : nombre de valeurs manquantes en moyenne sur 24 prélévements
moy. : moyenne géométrique d’ufc/mL de germes totaux

La dynamique des niveaux de contamination en germes totaux est présentée Figure 3 pour les groupes
1 et 2 caractérisés respectivement a des niveaux faibles de germes et des niveaux moyens a élevés.
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Figure 3 : Moyenne géométrique par quinzaine pour les groupes 1 et 2 caractérisés respectivement par
des niveaux de germes totaux inférieurs et supérieurs a 20000/ml.

La correspondance entre les groupes selon les profils de contamination en SCP et les profils de germes
totaux est synthétisée Tableau 3.
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Tableau 3 : Correspondance entre les groupes selon les profils de contamination en SCP et les profils
de germes totaux

Groupes « Contamination en SCP »

Groupes « Germes totaux » Presen? une VM et peu de VM et peu de Faible Elevé Intermédiaire  Total
année SCP SCP
VM, entre 10 000 et 30 000ufc/mL 5 2 56 4 4 10 81
VM, + de 30 000ufc/mL 1 6 1 3 1
Présent une seule année 18 6 2 3 2 31
VM, - de 20 000 ufc/mL 15 1 2 1 19
- de 20 000 ufc/mL 1 1 2 44 1 24 73
+ de 20 000 ufc/mL 3 4 26 7 35 75
Total 24 28 71 80 15 72 290

VM : valeurs manquantes ; SCP : staphylocoques coagulase positive
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Annexe 1.4 : Résultats de la recherche d’entérotoxines totales dans les fromages a l'aide du kit Transia
plate SET

Code échantillon fromage Population en SCP Résultats entérotoxines
en ufc/g
4961* >1.000 000 -/
5050 >1.000 000 /-
7906 > 1000 000 -/-
9600 530 000 /-
6040*® 440 000 /-
8710* 320 000 -/
7190*d 280 000 -/
9223*¢c 270000 -/-
7189*e 260 000 -/
8073*b 170 000 -/-
7192*b 130 000 -/
79089 130 000 /-
8127* 120 000 +++
9340*® 110 000 /-
6039%¢ 67 000 d/-I-
6035% 62 000 /-
7525%9 60 000 -/-
6034*n 54 000 +-/-
7523% 52 000 -I-
5051*] 51000 -/-
4967* 40 000 -/
4964* 30000 +/+/+
8934*b 30000 /-
4957*0 20000 -I-
4959*p 20000 /-
4968* 20 000 /-
4969* 20 000 -/-
5049*r 20000 /-
6044* 20000 -/
7910* 18 000 -/
6032 17 000 -/d
8071% 15 000 -/-
4963* 14 000 /-
7187*s 12 000 did
4958* 10 000 -/
8770* 10 000 -/-
56614**m 107 000 +/+[+
72727 35800 +/++
89119**n 26 000 ++
64449**n 17 100 -/
56615**u 12 600 +/+

SCP : staphylocoques a coagulase positive ; * : échantillons envoyés par le laboratoire du Vaucluse ; ** : échantillons
envoyés par le laboratoire de Touraine ; d (douteux): résultat se situant au niveau du seuil de positivité ; (etre) : échantillon
provenant d’un méme producteur.
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Annexe 1.5 : Caractérisation du potentiel entérotoxinogene des souches issues des laits des chévres
excrétrices identifies en 2004
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Annexe 1.6 : Caractérisation du potentiel entérotoxinogene des souches issues des laits des chevres
excrétrices identifiees en 2005

Eleveur sea seb sec sed see seq seh sei sef sek sel sem tsst sak agr
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Annexe 1.7 : Fréquence des alléles pour chaque locus amplifié (coa, sav, fnb, clfA, clfB) dans les isolats
de S. aureus provenant de différents sites de prélevement

Nombre d'isolats provenant de :

. . . Fosses
Lait de’chevre Lait de tank Fromage Biofilm Peau des Mains des nasales des
excrétrice mamelles producteurs
producteurs
Alleles du gene Sav 1078
A1 27 22 29 0 15 0 5
A2 0 9 30 11 3 5 11
A3 13 39 106 0 0 0 0
A4 12 39 4 1 29 0 8
A5 7 46 9 0 0 0 0
Alleles du gene Coa
*A1 31 90 125 1 31 0 1
A2 24 1 25 1 16 5 2
A3 0 5 7 10 0 0 0
Ad 4 50 2 0 0 0 8
A5 0 0 0 0 0 0 3
Alleles du gene fnb
A1 0 6 7 10 0 0 0
A2 0 2 1 1 0 0 7
A3 5 10 17 0 0 0 3
Ad 2 36 1 0 0 2 11
A5 24 7 25 0 15 2 0
A6 24 76 100 1 30 1 2
A7 0 3 8 0 0 0 0
A8 0 0 0 0 2 0 0
A9 4 15 19 0 0 0 0
A10 0 0 0 0 0 0 2
Alleles du gene CIfA
A1 27 90 132 12 8 3 12
A2 4 10 13 0 0 2 2
A3 21 55 33 0 39 0 8
Ad 0 0 0 0 0 0 2
A5 7 0 0 0 0 0 0
Alleles du gene CIfB
A1 8 0 2 0 0 0 0
A2 2 2 25 11 0 0 4
A3 22 56 18 0 6 1 8
A4 25 80 114 1 41 4 12
A5 2 17 19 0 0 0 0

Les alléles les plus frequemment rencontrés pour sav1078 sont :
- A1:dans les souches issues des laits des chévres infectées ;
- A2 :dans les souches présentes sur la peau des mamelles, sur les mains ou dans les fosses
nasales des producteurs ;
- A3:dans les souches isolées des fromages ;
- A4 :dans les souches isolées des laits de tank.

Les alléles les plus frequemment rencontrés pour coa sont :

- A1 :dans les souches issues des laits des chevres infectées, dans les souches présentes sur
la peau des mamelles, ou dans les fosses nasales des producteurs, dans les souches isolées
des fromages et des laits de tank ;

- A2 :dans les souches isolées sur les mains des producteurs ;

- A3:dans les souches isolées des biofilms des installations de traite.
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Les alléles les plus frequemment rencontrés pour fnb sont :

A1 : dans les souches isolées des biofilms ;

A4 . dans les souches présentes sur les mains ou dans les fosses nasales des producteurs ;
A5 : dans les souches issues des laits des chévres infectées ou présentes sur les mains ;
A6 : dans les souches issues des laits des chévres infectées, isolées des laits de tank et des
fromages ou encore présentes sur la peau des mamelles.

Pour cifA, I'alléle A1 est dominant dans tous les environnements exception faite de la peau des trayons
(allele A3 prédominant).

Les alléles les plus frequemment rencontrés pour CIfB sont :

A2 : dans les souches isolées des biofilms ;
A3 : dans les souches issues des laits des chévres infectées ;
A4 . dans les souches issues des autres sites de prélevement.
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Annexe 1.8 : Origine des contaminations par S. aureus des laits et des fromages au sein de chaque
exploitation

Producteur 1 :

L'analyse des profils des 6 souches isolées des fromages a révélé 4 profils MLVA différents
(combinaison des 6 TRs). Au cours de la premiére période de prélévement, les laits de mélange et les
fromages présentaient des niveaux de contamination inférieurs aux seuils de détection, ne permettant
pas d'isoler de souches de staphylocoques coagulase positive. Un profil d’'une souche isolée du
fromage P3 est similaire & celui obtenu pour une souche isolée du lait d’'une chévre infectée. Les 3
autres profils sont différents et uniques. Par contre, une souche issue d’'un lait individuel de chévre n’est
pas retrouvée dans le fromage. Les souches isolées du fromage de la période 2 (P2) sont différentes de
celles isolées du fromage de la période 3 (P3) ce qui suppose une contamination différente entre les
deux périodes.

En conclusion, le fromage P3 est contaminé en S. aureus par une souche provenant du lait dune
chévre excrétrice et isolée au cours de la premiere période de suivi (P1), ce qui suggére une
persistance de l'excrétion chez l'animal infecté. Les 3 autres souches isolées de ce fromage
correspondent a une source de contamination différente qui n'a pas été déterminée. Les 2 souches
issues du fromage P2 témoignent d’une contamination différente qui n’a pu étre mise en relation avec la
présence de chévres infectées.

N° souches Total QOrigine Période  sav coa fnb clfA cifB sak
271 1 lait chevre P1 3 1 6 1 4 2
115 1 fromage P2 3 1 9 2 4 2
116 1 fromage P2 3 1 9 3 4 2
270 1 lait chévre P1 4 1 6 3 4 2
222 1 fromage P3 4 1 6 3 4 2
223-225-224 3 fromage P3 4 1 9 1 4 2
Producteur 2 :

L’analyse des 20 souches isolées des fromages a révélé 2 profils MLVA différents ce qui suppose
I'existence de deux contaminations différentes.

N° souches Total Origine Période sav coa fnb cIfA cIfB  sak
272 1 lait chévre  P1 1 2 5 1 4 2
197 1 biofilm 2 2 2 1 2 1
144 1 lait tank P2 3 1 4 1 4 2
151-152-153 3 fromage P2 3 1 4 1 4 2
273-274 2 laits chévre  P1 3 1 6 1 4 2
18-25-20-22-23-24-21-19 8 lait tank P1 3 1 6 1 4 2
145 1 lait tank P2 3 1 6 1 4 2
52-49-54-53-57-58-50-48-47-51-55-59-56 13  fromage P1 3 1 6 1 4 2
154 1 fromage P2 3 1 6 1 4 2
226-227-228 3 fromage P3 3 1.6 1 4 2

Un profil, commun & 3 souches de fromage P2, est identique a celui d’'une souche isolée du lait de tank
P2. Le second profil, obtenu a partir de 17 souches de fromages P1, P2 et P3, est identique a celui
d’'une souche isolée de laits P1 et P2 (sachant que le lait P3 présentait un dénombrement inférieur a
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10) et de 2 souches isolées de laits de chévres individuels. Les contaminations en S. aureus dans les
fromages sont dans les deux cas issues des laits de tank. Ceux-ci ont eux-mémes été contaminés par
une souche provenant des laits de chévres infectées. Une autre souche isolée du lait d'une chévre
excrétrice n'a été retrouvée ni dans le lait de tank ni dans les fromages. De la méme facon, la souche
isolée du biofilm n'a été retrouvée dans aucun lait de tank ni fromage.

Dans cette exploitation, la contamination du lait de tank et des fromages semble principalement mais
non exclusivement due a la présence de chévres excrétrices, I'excrétion se maintenant pendant
I'ensemble du suivi soit d’avril & juin.

Producteur 3 :

Dans cette exploitation, la faible contamination des laits de tank (moins de 10 ufc/ml) n'a pas permis
d’isoler les souches de S. aureus présentes. L'analyse des 15 souches isolées de fromages des 3
périodes a révélé 2 profils MLVA différents. Des souches de fromages P1 et P3 ont des profils
identiques et différent de celle isolée au cours de la période 2. Les souches sont, dans tous les cas,
différentes des 2 souches isolées des mains.

N° souches Total  Origine Période sav coa fnb clfA cIfB sak
155 1 fromage P2 1 2 5 1 4 2
331-332 2 main 2 2 5 2 4 1
231-230-229 3 fromage P3 2 2 5 1 4 2
66-67-68-69-70-60-62-61-65-63-64 11 fromage  P1 2 2 5 1 4 2

Chez ce producteur, l'origine des 2 contaminations différentes en S. aureus n’a pas pu étre identifiée. |l
ne s'agit pas des mains. Les autres sources de contamination envisagées (biofilm, peau des mamelles
des chevres,...) présentent des niveaux de contamination en S. aureus inférieurs au seuil de détection.
En particulier, aucune chevre infectée n'a été détectée sur la foi d’analyses bactériologiques ce qui
suggere soit I'absence effective d’animaux excréteurs, soit I'existence de faibles niveaux de
contamination ou d’excrétion.

Producteur 4 :

L’analyse des 28 souches isolées de fromages a révélé 5 profils MLVA différents. Seul un profil
(souches de fromages P3) est identique au profil de 9 souches isolées de biofilm et de 2 souches
isolées de lait de tank P1. Un profil (1 souche de fromage P1) est identique a celui d’'une souche isolée
du lait d’une chévre infectée. Un profil de souches de fromage P2 est identique a celui de souches
isolées de lait de tank P2. Un autre profil est différent de ceux des souches isolées de biofilm, de lait de
tank et de laits de chévre individuels.

Les souches de biofilm, laits de tank et laits individuels de chévre appartiennent a des groupes
différents.

Les souches isolées du fromage de la période 1 sont différentes de celles isolées du fromage de la
période 2 et de celles isolées de la période 3. Certaines souches isolées des laits de tank P1 et P3 ne
sont pas retrouvées dans les fromages.

On peut conclure que la contamination en S. aureus dans les fromages P3 provient probablement du
biofilm de l'installation de traite. Parmi les 13 souches isolées du fromage de la période 1, une seule
correspond a la souche de S. aureus isolée du lait de la chévre infectée détectée dans 'élevage. La
contamination du fromage P2 est partiellement la méme (6 souches sur les 7 isolées) que celle du lait
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de mélange correspondant. Pour les 12 autres souches issues des fromages P1 ou P2, l'origine des

contaminations n’est pas déterminable sur la base des souches isolées.

N° souches Total Origine Période sav coa fnb clfA cIfB sak
214 1 biofilm 2 3 1 1 2 2
34-35 2 lait tank P1 2 3 1 1 2 2
311 1 fromage P3 2 3 1 1 2 2
312-313-307-308-309-310 6 fromage P3 2 3 1 1 2
220-219-218-212-213-216-217-211 8 biofilm 2 3 1 1 2
74-76-78-80-82-84-83-81-77 9 fromage P1 2 3 2 2 2
71 1 fromage P1 3 2 4 2
73 1 fromage P1 2 2 2 2
75-79 2 fromage P1 2 2 2
146 1 lait tank P2 2 3 3 1 2 1
156-157-158-159-160-162 6 fromage P2 2 3 3 1 1
288 1 Laittank  P3 3 1 6 3 4 2
72 1 fromage P1 3 1 6 1 2
315 1 lait chévre  P1 3 1 6 1 4 2
161 1 fromage P2 3 3 3 1 2 2
36-39-37-38 4 lait tank P1 4 1 6 3 4 1
Producteur 6 :
L’analyse des 31 souches isolées de fromages a révélé 3 profils MLVA différents.
N° souches Total Origine Période sav coa fnb clfA cifB sak
118 1 fromage P1 1 1 2
147 1 lait tank P2 2 1 4 1 4 2
320-321 2 fosses nasales 2 1 6 1 4 1
337-338 2 chiffonnettes 2 1 8 1 4 1
323-324 2 mains 2 2 4 1 4 1
329 1 fosses nasales 2 2 4 1 1
330 1 fosses nasales 2 2 4 1 4 1
322 1 main 2 2 6 1 3 1
314 1 lait chévre P1 3 1 6 1 4 2
46 1 lait tank P1 3 1 6 1 4 2
117-119-122 3 fromage P1 3 1 6 1 4 2
167-169-165-163-168-170 6 fromage P2 3 1 6 1 4 2
234-235-240-243-245-237-239-
238-241-244-242-236-246-247 1+ fromages P& 3 16 3 4 2
120-121-123 3 fromages P1 3 1 6 3 2
232-233 2 fromages P3 3 1 6 3 2
164-166- 2 fromages P2 3 1 6 3 2
148 1 lait tank P2 3 1 7 2 2
221 1 biofilm 4 1 6 1 4 2

Seul un profil (3 souches de fromages P1, 6 souches de fromages P2) est identique au profil d'1 souche
isolée de lait de chévre individuel et de lait de tank P1. Les 2 autres profils sont différents de ceux
obtenus pour les souches isolées de biofilm, de lait de tank et de laits de chévre infectées, des mains,
des fosses nasales, et des peaux des mamelles des chevres. L’ensemble des souches isolées du
fromage de la période 3 et certaines de celles isolées au cours des périodes précédentes (P1 et P2)

sont identiques.
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On peut conclure qu'il y a au moins trois sources de contaminations différentes dans les fromages de
ce producteur. La contamination des fromages P1 (3 souches sur 7 isolées) et P2 (6 souches sur 8)
provient du lait d'une chévre excrétrice. Pour les autres souches mises en évidence dans les fromages,
l'origine de la contamination ne peut étre déterminée a partir des souches étudiées. Elle n'apparait pas
comme pouvant étre d’origine humaine.

Producteur 10 :
L’analyse des 18 souches isolées de fromages a révélé 4 profils MLVA différents.

Un profil, commun a 4 souches de fromage P2, est identique a celui d’'une souche isolée du lait de tank
P3. Un profil de 2 souches de fromage P1, est identique a celui de souches isolées des laits P2 (1
souche) et P3 (3 souches). Enfin, un profil, obtenu a partir de 11 souches de fromages P2 et P3, est
identique a celui de 9 souches isolées des laits de tank P2 et P3 et du lait d’une chevre excrétrice. Une
souche, isolée du fromage P2, a un profil différent des autres souches de fromages et différent des
souches de lait de chevre et lait de tank.

N° souches Total Origine Période sav coa fnb clfA  cIfB sak
173-178-179-180 4 fromage P2 1 4 5 1 5 2
202 1 laittank  P3 1 4 5 1 5 2
130 1 laittank P2 1 4 6 1 5 2
198-199-200 3 laittank  P3 1 4 6 1 5 2
126-127 2 fromage  P1 1 4 6 1 5 2
290-291-292-289 4 laittank  P3 1 4 9 1 5 2
448 1 lait chévre  P1 1 4 9 1 5 2
129-131-132-133 4 laittank P2 1 4 9 1 5 2
174-175-177 3 fromage P2 1 4 9 1 5 2
201 1 laittank  P3 1 4 9 1 5 2
294-295-300-293-298-299-296-297 8 fromage  P3 1 4 9 1 5 2
176 1 fromage P2 1. 4 9 2 5 2

On peut conclure que les contaminations en S. aureus dans les fromages proviennent, entre autres, du
lait de tank qui a servi a la transformation (3 contaminations sur 4). Dans le cas des fromages P2 et P3,
certaines des souches a l'origine de la contamination sont retrouvées dans le lait de la chévre identifiée
comme excrétrice. Cependant, une contamination du fromage P2 fait apparaitre I'existence d’autres
origines possibles non déterminées au travers des analyses réalisées.

Producteur 12 :

L'analyse des 36 souches isolées de fromages a révélé 7 profils MLVA différents. Trois de ces
différentes contaminations ont pu étre déterminées. Un profil, obtenu a partir de 1 souche de fromage
P1 est identique a celui de souches isolées du lait de tank P3. Un profil, commun a 23 souches de
fromages des 3 périodes, est identique celui de souches isolées des laits de tank P1 (7 souches sur 8),
P2 (1 souche sur 2) et P3 (1 souche sur 5) et du lait de 2 chévres excrétrices. Un profil, obtenu a partir
de 8 souches de fromages P1, P2 et P3, est identique celui d’'une souche isolée du lait de tank P1 et
celui du lait de 3 autres chévre infectées. Les 4 autres profils de souches de fromage témoignent d'une
diversité des profils des souches isolées des fromages P1, P2 et P3 qui sont différents de ceux des
souches isolées a partir des autres prélevements réalisés dans 'exploitation.

Aucune souche isolée des fosses nasales n'a été retrouvée ni dans le lait ni dans les fromages.
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N° souches Total QOrigine Période sav coa fnb clfA clfB  sak
333-334 2  fosses nasales 1 1 10 4 4 1
248 1 fromage P3 1 2 2 1 2
249 1 fromage P3 1 2
135 1 Lait tank P2 3 1 4 1 3 2
283-279-281 3 3laits chévre P1 3 1 6 1 3 2
27 1 lait tank P1 3 1 6 1 3 2
87 1 fromage P1 3 1 6 1 3 2
186 1 fromage P2 3 1 6 1 3 2
257-255-258-250-253-254 6 fromage P3 3 1 6 1 3 2
282-280 2 2laits chévre P1 3 1 6 1 4 2
26-28-29-30-31-32-33- 7 lais tank P1 3 1 6 1 4 2
134 1 lait tank P2 3 1 6 1 4 2
204 1 lait tank P3 3 1 6 1 4 2
97-93-91-92-90-88-85-89-86-94-95-96 12  fromage P1 3 1 6 1 4 2
182-183-184-188-185-190-181-187 8  fromage P2 3 1 6 1 4 2
251-252-256 3 fromage P3 3 1 6 1 4 2
189 1 fromage P2 3 1 6 1 5 2
98 1 fromage P1 3 1 9 1 3 2
99 1 fromage P1 3 1 9 1 4 2
205-206-207 3 lait tank P3 3 1 9 1 4 2

On peut conclure que la contamination en S. aureus des fromages P1, P2 et P3 est majoritairement liée
a la présence de chévres excrétrices (31 souches sur 36 isolées), les souches issues du lait des
animaux infectés se retrouvant a la fois dans le lait de tank et dans les fromages. Cependant, des
profils de souches issues des fromages P1, P2 et P3 sont différents ce qui indiquerait d’autres sources
de contamination (autre chévre, biofilm ...).

Producteur 17 :
L’analyse des 21 souches isolées de fromages a révélé 4 profils MLVA différents.

Un profil, obtenu a partir de souches de fromages P2 et P3, est identique a une souche isolée du lait de
tank P3. Un profil, regroupant des souches de fromages P2, est identique a celui d’une souche isolée
du lait de tank P2. Un profil, commun a des souches de fromages P1, est identique a celui d’'une
souche isolée du lait de tank P3 et regroupe uniquement des souches staphylokinase positives. Enfin,
un profil d'une souche de fromage P1 est différent de ceux de souches de lait de tank et de laits de
chevre individuels. La présence, pour cette souche, du gene codant la staphylokinase peut laisser
supposer une contamination soit d’origine animale (lait d’'une chévre infectée), soit d’origine humaine.
Par contre, un profil d'une souche du lait de tank P1 est identique a celui de souches isolées de deux
chevres excrétrices mais différent de ceux de souches isolées des fromages analysés. Des souches de
lait P1 (staphylokinase positives) sont différentes de toutes les autres souches analysées et n‘ont pas
été retrouvées dans les fromages.
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N° souches Total Origine Période sav coa fnb clfA clfB sak

109 1 fromage P1 3 1 3 2 1
209-210 2 lait tank P3 3 1. 6 3 3 2
259-261-260-263-264-262 6 fromage P3 3 1 6 3 3 2
191 1 fromage P2 3 1 6 3 3 2
139-140-141 3 lais tank P2 3 1 6 3 4 2
193 1 fromage P2 3 1.6 3 4 2
142 1 lait tank P2 3 1 6 4 2
136-138 1 Lait tank P2 3 1 6 3 2
192 1 fromage P2 3 1 6 3 2
143 1 lait tank P2 3 1 6 3 2
137 1 lait tank P2 3 1 3 2
1-2-3-4-5-6-8-9 8 lait tank P1 5 1 3 1 3 1
208 1 lait tank P3 5 1 3 1 2 1
100-101-102-103-104-105-106-107-108-110-111 11 fromage P1 5 1 3 1 2 1
316-317-319 3 3 laits chévre P1 5 1. 3 2 3 1
7 1 lait tank P1 5 1.3 2 3 1

On peut conclure que la contamination des fromages par S. aureus prend sa source dans celle du lait
de tank (3 profils de souches sur les 4 identifié¢es par VNTR). Dans cet élevage, l'origine des
contaminations semble différer d’une période a l'autre. Une des sources de contamination (fromages
P1) des fromages pourrait étre d’origine humaine ou animale. Enfin, on confirme pour le lait P1
I'existence d’'une contamination par le lait de chévres infectées.

Producteur 18 :

L'analyse des 11 souches isolées de fromages des 3 périodes a révélé 2 profils MLVA différents qui
laissent supposer deux origines de contamination différentes.

N° souches Total Origine Période sav coa fnb cfA  cIfB  staphylo
42-43-45 3 lait tank P1 2 1 1 2 4 1
44 1 lait tank P1 2 1 1 2 1
40 1 lait tank P1 2 1 2 2 4 1
112 1 fromage P1 2 1 2 2 2
114 1 fromage P1 2 2 2 2
149-150 2 lait tank P2 1 7 2 4 2
113 1 fromage P1 3 1 7 4 2
194-195-196 3 fromage P2 3 1 7 2 4 2
268-267-266-269-265 5 fromage P3 3 1 7 2 4 2
318 1 lait chevre P1 5 1 3 2 3 1
41 1 lait tank P1 5 4 4 4 2

Ces 2 profils sont différents de ceux de souches isolées des laits individuels de chévres. Par
conséquent, les 2 contaminations différentes ne proviendraient pas du lait des chévres excrétrices. Un
profil de souches isolées des fromages P1, P2 et P3 est identique a celui d’'une souche de lait de tank
P2. L'origine de cette contamination, non déterminée, est apparemment commune a des fromages des
3 périodes. L'autre profil des souches de fromages P1 est retrouvé dans le lait de tank P1. Par contre,
deux profils de souches staphylokinase positives également présentes dans le lait P1 n'ont pas été
isolés dans les fromages. De méme, une autre souche issue du lait de tank P1 présente un profil
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différent également absent dans les fromages. La souche isolée du lait de la chévre identifiée comme
excrétrice n'a pas été retrouvée dans les laits et les fromages analysés.

Chez ce producteur, on peut seulement affirmer que la contamination du lait de tank est a l'origine de
celle des fromages qui en sont issus.

Producteur 8 :

1) Origine des contaminations dans les fromages (2004 et 2005)

L’analyse des 10 souches isolées de fromages en 2004 a révélé 7 profils MLVA différents. Six
contaminations différentes ont pu étre mises en évidence. Une seule peut étre imputée a la présence
de chévres excrétrices. En effet, le profil défini sur une des souches isolées dans le fromage P2 est
similaire a celui d'une souche provenant des laits des chévres excrétrices (présentes en 2004 et / ou en
2005). Un profil d'une souche isolée du fromage P3 est identique a celui de 4 souches isolées sur la
peau des mamelles en 2004 (chiffonnettes). Les souches correspondant aux quatre autres profils
trouvent leur source dans le lait de mélange. Parmi ces profils de souches, 'un d’eux est commun aux
fromages P1, P2 et P3 et similaire & un profil de souche de lait de tank P1. Un profil de souches de
fromage P1 distinct du précédent est identique a un profil de souche de lait de tank P1, et deux profils
différents de souches de fromage P3 sont identiques @ deux autres profils de souches de lait de tank
P1. Dans ce dernier cas, on peut noter que le profil des souches de fromage et de lait prélevés en 2004
est également commun a des souches isolées de chiffonnettes en 2005. On peut alors conclure que les
souches présentes sur la peau en 2005 étaient au moins pour partie déja présentes en 2004 et sont, de
fait, retrouvées dans des laits et des fromages de 2004. L'origine de la septiéme contamination (1
souche isolée du fromage P3) n'a pu étre déterminée car la souche de S. aureus présente un profil
complétement différent de ceux obtenus pour les diverses souches analysées.

Les 2 souches des laits de chévres excrétrices isolées en 2004 présentent un profil identique a celui
des 4 souches isolées de laits de chévres excrétrices en 2005 ce qui traduit dans le cas présent que
les souches des animaux infectés sont les mémes d’'une année a l'autre.

Aucune souche isolée des fosses nasales n'a été retrouvée dans les laits ni les fromages. Par ailleurs,
les souches isolées des fosses nasales en 2004 sont différentes des souches isolées en 2005 ce qui
exclurait une infection chronique.

2) Origine de contamination des laits de mélange 2005

L’analyse des 20 souches isolées du lait de mélange prélevé en 2005 a mis en évidence 5 origines de
contaminations différentes dont une seulement a pu étre déterminée par similitude des profils des
souches de lait avec le profil de souches de chiffonnettes (2 souches sur les 20 isolées dans le lait). Les
4 autres profils sont différents de ceux des souches de laits individuels de chévre, des chiffonnettes ou
des fosses nasales mais se caractérisent par la présence du géne staphylokinase ce qui présume d’une
contamination d’origine humaine ou animale.
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N° souches Total Origine Période sav_coa fnb clfA clfB  sak
341-339-340-342- 4 chiffonnette 2004 1 2 5 1 3 2
306 1 fromage P3(2004) 1 2 5 1 3 2
10-13-14 3 lait tank P1(2004) 1 2 5 1 4 2
124 1 fromage P1(2004) 1 2 5 1 4 2
172 1 fromage P2 (2004) 1 2 5 1 4 2
303-304 2 fromage P3(2004) 1 2 5 1 4 2
398 1 chiffonnette 2005 2 5 4 2
441-443-442-444- 4 laits chévre 2005 1 2 5 3 3 1
445-446 2 laits chevre 2004 1 2 5 3 3 1
171 1 fromage P2 (2004) 1 2 5 3 3 1
16 1 lait tank P1(2004) 1 2 5 3 4 2
390-391 2 lait tank 2005 1 2 5 3 4 2
392-393-395-396-399-400-403-402-394 9 chiffonnette 2005 1 2 5 3 4 2
305 1 fromage P3(2004) 1 2 5 3 4 2
125 1 fromage P1(2004) 1 2 6 1 3 2
17 1 lait tank P1(2004) 1 2 6 1 3 2
397 1 chiffonnette 2005 2 6 2
15 1 lait tank P1(2004) 1 2 6 1 4 2
11-12 2 lais tank P1(2004) 1 2 9 1 4 2
302 1 fromage P3(2004) 1 2 9 1 4 2
128 1 lait tank P2(2004) 1 4 9 1 5 2
404-405-406 3 nez apprenti 2005 1 5 3 1 2 1
407 1 nez apprenti 2005 2 1 2 1 4 1
409-408-410-411 4 nez mme 2005 2 1 2 1 4 1
325-326 2 fosses nasales 2004 2 1 2 2 4 1
401 1 chiffonnette 2005 2 2 5 3 4 2
301 1 fromage P3(2004) 3 4 9 1 1 2
502-504 2 lais tank 2005 4 1 6 1 2 1
490-491-492-493-494-503-500 7 lait tank 2005 4 1 6 1 4 1
495-496-497-498-499-501 6 lait tank 2005 5 4 4 3 3 1
505-506-507 3 lait tank 2005 5 4 4 1 3 1
Producteur 21 :

L’analyse des 45 souches isolées de laits de mélange a révélé 6 profils MLVA différents qui dénotent
des contaminations d'origine diverse. Trois contaminations ont pu étre identifiées. Deux profils sont
identiques a ceux de 2 souches différentes isolées des laits de chévres excrétrices. Un de ces deux
profils est similaire a ceux des écouvillons de nez (15 souches sur les 45 analysées). Un profil est
identique a celui d'une souche isolée de chiffonnettes (6 souches sur 45). 17 souches de lait de
mélange correspondent a 3 profils distincts, également différents de ceux des souches isolées et
testées dans les prélévements conduits sur I'exploitation ce qui témoigne de I'existence d’autres
sources de contamination.

Des souches isolées de chiffonnettes ou de laits de chévres excrétrices ne sont pas retrouvées dans
les laits de mélange.

Sur I'échantillon de souches isolées, les souches présentes sur la peau des animaux différent de celles
incriminées dans les infections. La présence de souches identiques dans les fosses nasales et dans le
lait de chévres excrétrices traduit la possibilité d’'une contamination entre 'nomme et I'animal et
inversement, laquelle peut participer a la contamination du lait de tank.
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Dans cette exploitation, moins de la moitié des souches isolées dans le lait de tank semblent provenir
de I'animal malade mais, en incluant la contamination par la peau des trayons, la majorité (28 sur 45)
ont une origine animale avérée.

N° souches Total Origine sav.coa fnb clfA cIfB sak

415-418 2 2 laits chevre 4 1 6 1 2 1

475-476-482-472-478-481-477 7 lait tank 4 1 6 1 2 1

373 1 chiffonnette 4 1 6 1 3 1

459-462-486-473-480-471 6 lait tank 4 1 6 1 3 1

414-416-417 3 3 laits chevre 4 1 6 1 4 1

364-368-371-375-379-381-380-378-374- 24

363-360-372-376-377-357-358-359-361-

369-362-366-367-365-370 chiffonnette 4 1 6 3 4 1

350-352-354-351-355-353-356 7 lait tank 4 1 6 3 2 1
8 écouvillons

385-384-388-386-382-383-387-389 nez 5 4 4 3 3 1

412-413 2 2 laits chévre 5 4 4 3 3 1

451-454-455-457-460-461-479-483-484- 15

485-487-466-469-456-474 lait tank 5 4 4 3 3 1

463-452-453-464-468-470-450-458-465- 9 lait tank 5 4 4 3 4 1

467 1 lait tank 5 4 4 3 1

Producteur 22 :

En 2004, les 4 souches isolées des chévres excrétrices ont été identifiées et typées. Leur analyse
montre I'existence de 2 profils de souches différents négatifs pour le géne codant la staphylokinase.
Ces profils difféerent également de celui de la chévre infectée dépistée en 2005 ce qui suggére, pour
cette exploitation, une différence des souches ayant occasionné des infections mammaires d’une
campagne a l'autre.

N° souches Origine sav  coa fnb cIfA clfB sak
287 1 lait chévre 1 4 9 3 5 2
284-285-286 3 lait chévre 3 1 6 3 4 2

En 2005, 'analyse des 5 souches isolées de laits de mélange a révélé 2 profils MLVA différents d'ou
deux sources de contamination différentes. Ces profils sont différents de ceux obtenus pour les
souches isolées des laits de chévre individuels et des chiffonnettes. L'origine de ces deux
contaminations n'a pas pu étre mise en évidence sur la base des souches étudiées mais les
contaminations sont dues a des souches staphylokinase positives ce qui laisse supposer une
contamination d’origine humaine ou animale. A l'inverse de ce qui avait été observé dans I'élevage
précédent, la souche isolée du lait de la chévre excrétrice dépistée dans le troupeau est identique a
celles isolées sur les chiffonnettes.

N° souches total | origine sav | coa | fnb | clfA clfB sak
488-489 2 lait tank 2005 4 1 6 2 4 1
438 1 lait chevre 2005 4 1 6 3 4 1
346-347-348-349 4 Chiffonnettes 2005 4 1 6 3 4 1
343-344-345 3 laits tank 2005 4 1 6 1 4 1
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Annexe 2

Evaluation de 'ELISA en vue du dépistage spécifique des chevres infectées
par S. aureus
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Annexe 2.1 : Evaluation de la concordance entre les résultats obtenus par analyse bactériologique et par ELISA selon la préparation antigénique employée et
les seuils de densité optique retenus : détermination des effectifs pour chacune des 8 exploitations suivies

Codes des élevages suivis

1 2 6 7 12 14 17 18 total
Antigene Laits SC+ ggz SC+ g‘g'l SC+ g‘g'l SC+ g‘g'l SC+ g‘g'l SC+ g‘g'l SC+ g‘g'l SC+ 2'82 SC+  NonSC+
2 28 2 42 1 63 2 10 4 36 3 7 3 68 1 8 18 262
Elisa ¢+ E- E+ E- E+ E- E+ E- E+ E- E+ E- E+ E- E+ E- E+ E-
Bact b+ b- b+ b- b+ b- b+ b- b+ b- b+ b- b+ b- b+ b- b+ b-
Ag2 11 M 2 19 2 0 44 2 6 3 2 2 6 0 46 1 6 12 180
M+Sd 2 25 1 39 0 54 1 9 2 3 1 7 0 59 1 6 8 230
-3ch M 2 13 0 41 2 6 4 22 3 4 0 1 4
M+Sd 2 2 2 33 0 50 2 6 3 2 2 4 0 56 1 5 12 196
1/10 M 2 17 2 28 0 47 1 7 4 26 2 5 0 50 1 6 12 186
M+Sd 1 24 2 40 0 56 0 9 3 33 2 7 0 66 0 7 8 242
-3ch M 2 16 2 20 0 38 2 6 3 4 1 39 1 3
M+Sd 2 19 2 33 0 54 2 7 4 3 2 5 0 54 1 4 13 207
Ag3 11 M 1 18 2 30 1 36 1 5 4 23 3 7 340 1 4 16 163
M+Sd 1 24 1 36 1 56 1 9 3 34 2 7 2 56 0 4 11 226
-3ch M 1 16 2 1 30 2 4 4 22 3 4 3 36 1 3 17 142
M+Sd 1 21 2 3 1 50 1 6 4 27 3 6 2 53 1 4 15 202
1/10 M 1 21 2 29 1 38 2 7 4 27 3 7 3 42 1 5 17 176
M+Sd 1 26 1 38 1 53 1 10 4 34 3 7 2 60 0 7 13 235
-3ch M 1 17 2 2 1 38 2 5 4 26 3 5 3 43 1 4 17 164
M+Sd 1 21 2 34 1 50 2 7 4 32 3 5 3 56 1 5 17 210
Agd 11 M 1 18 2 2 1 40 2 6 4 23 2 37 1 3 13 149
M+Sd 1 26 1 38 1 54 1 9 4 33 2 57 1 8 11 225
-3ch M 1 11 2 25 1 33 2 5 4 19 2 34 1 6 13 133
M+Sd 1 23 2 3 1 56 2 8 4 32 2 56 1 7 13 213

Ag : antigene; laits 1/1 : laits purs : laits 1/10 : laits dilués au dixiéme ; -3 ch : exclusion des 3 chévres présentant les valeurs de DO les plus fortes ;
M: moyenne; Sd : écart type ; E+ : animaux considérés comme infectés par S. aureus par la technique ELISA ; E- animaux considérés comme non infectés par S. aureus par la technique ELISA
b+ : animaux considérés comme infectés par S. aureus aprés analyse bactériologique de leur lait; b - : animaux considérés comme non infectés par S. aureus apres analyse bactériologique de leur lait
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Annexe 2.2 : Box plots (médiane et quartiles) de la densité optique pour chaque chévre suivie
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Annexe 3.1 Laits de mélange collectés et analysés en 2005

Dynamique des écosystemes

Annexe 3

Les laits correspondant aux numéros des cases grisées du tableau 1 ont été analysés a la fois en
microbiologie conventionnelle et en analyse SSCP. Les laits 45, 46, 47, 49, 53, 54, 55 n'ont été
analysés qu’en microbiologie conventionnelle.

Identification des laits de mélange collectés et analysés au cours de la campagne 2005.

Semaine lundi mardi mercredi jeudi vendredi samedi dimanche
0 1 2
1 3 4 5 6 7 8 9
2 10 11 12 13 14 15 16
3 17 18 19 20 21 22 23
4 24 25 26 27 28 29 30
5 31 32 33 34 35 36 37
6 38 39 40 41 42 43 44
7 45 46 47 48 49 50 51
8 52 53 54 55 56 57 58
9 59 60 61 62 63 64 65
10 66 67 68 69 70 71 72
11 73 74 75 76 77 78 79
12 80 81 82 83 84 85 86
13 87 88 89 90 91 92 93
14 94 95 96 97 98 99 100
15 101 102 103 104 105 106 107
16 108 109 110 111 112 113 114
17 115 116 117 118 119 120 121
18 122 123 124 125 126 127 128
19 129 130 131 132 133 134 135
20 136 137 138 139 140 141 142
21 143 144 145 146 147 148 149
22 150 151 152 153 154 155 156
23 157 158 159 160 161 162 163
24 164 165 166 167 168 169 170
25 171 172 173 174 175 176 177
26 178 179 180 181 182 183 184
27 185 186 187 188 189 190 191
28 192 193 194 195 196 197 198
29 199 200 201 202 203 204 205
30 206 207 208 209 210 211 212
31 213 214 215 216 217 218 219
32 220 221 222 223 224 225 226
33 227 228 229 230 231 232 233
34 234 235 236 237 238 239 240
35 241 242 243 244 245 246 247
36 248 249 250 251 252 253 254
37 255 256 257 258 259 260 261
38 262 263 264 265 266 267 268
39 269 270 271 272 273 274 275
40 276 277 278 279 280 281 282
41 283 284 285 286 287 288 289
42 290 291 292 293 294 295 296
43 297 298 299 300 301 302 303
44 304 305 306 307 308 309 310
45 311 312 313 314 315 316 317
46 318 319 320 321 322 323 324
47 325 326 327 328 329 330 331
48 332 333 334 335 336 337 338
49 339 340 341 342 343 344 345
50 346 347 348 349 350 351 352
51 353 354 355 356 357 358 359
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Annexe 3.2 Analyse microbiologique des laits
Les flores microbiennes ont été dénombrées sur 12 milieux différents

Conditions d'incubation et flore dénombrée sur différents milieux de dénombrement.

Milieux Références Incubation
Temps Température  Flore présumée
(jours) (°Q)

Milieu 17 (M17) Terzaghi et al., 1975 3 30 Microorganismes mésophiles

Milieu 17 (M17) Terzaghi et al., 1975 2 42 Microorganismes thermophiles

Rabbit Plasma Fibrinogen (RPF) De Buyser et al., 2003 1 37 Staphylocoques coagulase +

Slanetz Bartley (SB) Slanetz et al., 1957 2 42 Entérocoques

Oxytetracycline Glucose Agar (OGA) FIL-IDF 94B, 1991 3a4 25 Levures et moisissures

Cephalosporin Fucidine Cetrimide (CFC)) NFV 04-504, 1988 243 30 gf:r';df’monas Spp- et bactéries

Facultative Heterofermentative agar (FH) Isolini et al., 1990 3 30 Lfflc'tobacﬂles m.eSOph”eS .
hétérofermentaires facultatives

Turner + acide nalidixique (T+a.n.) Turner et al., 1963 3 30 Lactocoques

PCA+L+ inhibiteur Gram+ (PCAI) FIL-IDF 100B, 1991 3 30 Bactéries a Gram -

Mayeux Sandine Eliker (MSE) Mayeux et al., 1962 3 30 Leuconostocs dextranes positifs

%Sg?/le) Ripening Bacteria Medium Denis et al., 2001 5et10 25 Bactéries d'affinage

Violet red Bile Glucose (VRBG) agar NFV 08-021, 1985 1 42 Entérobactérie

Annexe 3.3 Description des communautés microbiennes
1. Identification des isolats
Bactéries

L'identification des isolats d’origine bactérienne a nécessité d’avoir recours a une méthode de génétique
moléculaire, la Polymerase Chain Reaction (PCR) dont la mise en ceuvre a reposé sur les étapes
suivantes :

Extraction ADN total :

L’ADN total des bactéries a été extrait a partir de 5 ml de culture de 24 h par utilisation du Kit Easy DNA
Kit (Invitrogen, Cergy Pontoise, France) selon le protocole indiqué par le fabricant. Le culot a été re-
suspendu dans 50 L de tampon Tris-EDTA (TE).

Amplification des fragments d’ADNr 16S:

Les 450 paires de bases de I'extrémité 5’ de L’ADNr 16S ont été amplifiées avec les amorces
universelles W02 et W18. Pour ce faire, 'ADN génomique contenu dans 2 ul d’échantillon a été amplifié
dans le mélange réactionnel suivant : 0,25 um de chacune des amorces (WO2 : 5'-
GNTACCTTGTTACGACTT-3 ; W18 : 5-GAGTTTGATCMTGGCTCAG-3'), 200 um de chaque dNTP et
une unité de Taqg DNA polymérase en tampon 1X Taq avec MgCl, dans un volume final de 50 pl.

Le programme d’amplification a été le suivant : la dénaturation initiale a été réalisée a 94 °C pendant 3
min ; elle a été suivie de 30 cycles d’amplification de 30s a 94 °C, de 30s & 50 °C et de 1,3 min a
72 °C, puis d’une étape d’élongation de 10 min a 72 °C. Les produits d’amplification ont été vérifiés par
électrophorése sur gel d’agarose a 0,8% en tampon TBE 0,5X et BET (Bromure d’éthidium).

216



Criblage des ADNr 16S par analyse RFLP:

Tous les ADNr 16S ont été analysés par la méthode de Restriction Fragment Length Polymorphism
(RFLP) a l'aide de deux enzymes de restriction EcoR1 et Haelll selon le protocole suivant : 5 zL de
produit d’amplification PCR 16S ont été ajoutés a 0,5 sl d’enzymes EcoR1 et Hae Il (MP Biochemical,
Vannes, France), 1,5 xL de tampon (100 mM de KCI, 10 mM de tris-HCI, 0,1 mM d’EDTA, 10 mM de 2-
mercaptoethanol, 500 xg/mL de BSA, 50% de glycérol) et 7,5 xL d’eau, dans un volume final de 15 ..
Les réactions ont été réalisées dans un thermocycleur, programmé 1 h a 37°C. Les produits de
digestion ont ensuite été déposés avec des standards de migration (DNA step ladder 50 pb) sur un gel
d’agarose a 2% dans du TBE 0,5X avec une migration de 2h & 120V.

Les profils RFLP générés ont été analysés avec le logiciel BioNumerics puis comparés entre eux par la
méthode UGPMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Average) en calculant l'indice de
Dice. Un dendrogramme a ainsi été généré a partir des matrices de similarité. Les ADN ayant un profil
RFLP identique @ 90% de similarité et plus ont été groupés et les ADNr 16S d'un ou plusieurs
représentants de chaque groupe ont été séquenceés.

Les différents profils obtenus ont été comparés aux profils d’'une banque de référence RFLP constituée
de souches de référence et de souches isolées a la suite de divers projets de recherche et appartenant
aux principales especes identifiées dans des laits et fromages.

Amplifications spécifiques de genres et d’especes :

Les ADN des isolats Gram positif et catalase négatif ont été amplifiés avec des amorces spécifiques
des genres Enterococcus, Lactobacillus et Lactococcus et des amorces spécifiques des espéces
Enterococcus faecalis, Lactococcus lactis lactis/cremoris, Leuconostoc mesenteroides, Lactobacillus
casei/paracasei et Lactococcus garvieae. Les différentes amorces utilisées sont décrites dans le
tableau 3. Les PCR spécifiques ont été réalisées selon les protocoles décrits par Callon et al. (2004).

Liste des amorces pour amplifications spécifiques de genre et d’espéces.

Genre-espéces Amorces Séquences Références
Lactococcus lactis Lhis5F 5-CTTCGTTATGATTTTACA-3' Beimfohr et al 1997
lactis/ cremoris Lhis6R 5-AATACCGCGGCTGCTGGC-3' eimfonr et al,
Lactococcus garviae pLG-1 5-CATAACAATGAGAATCGC-3 Zlotkin et al, 1998
9 pLG-2 5-GCACCCTCGCGGGTTG- '
Enterococcus E1 STCAACCGGGGAGCCT-3 Deasy et al, 2000
E2 5-ATTACTAGCGATTCCGG-3 yetal
) ddIE+ 5-ATCAAGTACAGTTAGTCT-3
E.faecalis ddIE, 5. ACGATTCAAAGCTAACTG-3' Dutka-Malen et al 1995
. Lnm1 5-TGTCGCATGACACAAAAGTTA-3 "
Ln mesenteroides Lnm?2 5 ATCATTTCCTATTCTAGCTG-3 Cibik et al, 2000
) LbLMA1 5-CTCAAAACTAAACAAAGTTTC-3
Lactobacillus R16-1 5 CTTGTACACACCGCCCGTCAS' Dubernet et al, 2002
Lb casei Paracasei 16S 5-CACCGAGATTCAACATGG-3 Berthier ef al. 2001
16reverse 5-GAAAGGAGGTGATCCAGC-3’ '
Séquencage de 'ADNr 16S:

50 uL d’ADNr 16S ont été purifiés sur colonne et séquencés avec 'amorce W34 par la société
GeneCust (Evry, France). Les 450 paires de base de I'extrémité 5 de 'ADNr 16S obtenues ont été
comparées par des blasts avec les séquences d’ADNr 16S disponibles dans la database GeneBank.
Les séquences ayant un pourcentage de similarité supérieur a 97% ont été considérées appartenant a
la méme espéce.
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Levures
Tests phénotypiques :

Les levures ont été identifices par l'analyse des tests morphologiques (aspect des colonies),
biochimiques (assimilation des composés carbonés par méthode APl ID32C, assimilation des
composés azotés par méthode auxanographique, fermentation des sucres) et physiologiques (cultures
a différentes températures, résistance aux antibiotiques) de Kurtzman et Fell, 1998. Les isolats ont été
assignés a une espéce grace a I'utilisation des clés dichotomiques de Barnett et al, 1990.

Identification moléculaire :

Le domaine D1/D2 de 'ADNr 26S de chaque isolat a été amplifié en utilisant les amorces NL1-NL4
selon le protocole suivant : 'ADN extrait contenu dans 2 pl d’échantillon a été placé dans un mélange
réactionnel ~ comportant 0,5 um de  chacune des  amorces  (NL1:  5-
GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3' ; NL4 : 5-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3'), 250 um mélange
dNTP, et une unité de Tag DNA polymérase en tampon 1X Taq avec MgCl,, dans un volume final de 50
ul. Le programme d’amplification a comporté une dénaturation initiale réalisée a 94 °C pendant 3 min,
suivie de 30 cycles d’amplification de 30s a 94 °C, de 30s a 50 °C et de 1,3 min a 72 °C puis d’une
étape d’élongation de 10 min a 72 °C. Les produits d’amplification ont été verifiés par électrophorése
sur gel d’agarose a 0,8% en tampon TBE 0,5X et BET (Bromure d’éthidium). Les ADNr 26S obtenus ont
été séquencés par la société GeneCust avec I'amorce NL4 et chaque séquence partielle d’ADNr 26S a
ensuite été comparée par des blasts avec les séquences 26S déposées dans la database GenBank.

2. ldentification des clones
Clonage de 'ADNr 16S :

Des banques de clones d’ADNr 16S ont été réalisées a partir de différents échantillons de lait (laits de
tank 116, 188, 95, 103 et 90 et 151). L’ADN total du lait a été extrait par méthode phénol/chloroforme a
partir de 10 ml de lait. Le protocole adopté a comporté les étapes suivantes :

- réalisation d'une PCR 16S avec les amorces WO2 et W18 (procédure identique a celle adoptée

pour les isolats) ;

- vérification des produits de I'amplification sur gel d’agarose 1,5% en tampon TBE 0,5X + BET ;

- insertion des produits de I'amplification dans le vecteur PCR®-Bluntll-TOPO® (Invitrogen).
Aprés transformation de cellules One Shot®, les clones ont été sélectionnés sur un milieu LB gélosé
contenant 50ug/ml d’ampicilline. 340 clones ont ainsi été obtenus.

Analyses des inserts clonés par RFLP :

Une PCR 16S des inserts clonés a été effectuée avec les amorces M13F et M13R selon le protocole
suivant : 2 ul ADN extrait ont été mis en mélange avec 0.25 uM de chacune des amorces (M13F : 5'-
GTAAAACGACGGCCAG-3'; M13F : 5-GTAAAACGACGGCCAG-3'), 200 um mélange dNTP et une
unité de Taq DNA polymérase en tampon 1X Taq avec MgCly, dans un volume final de 25 pl. Le
programme d’amplification a comporté une phase de dénaturation de 3 min a 94 °C, suivie de 30 cycles
d” amplification de 30s a 94 °C, de 30s a 50 °C et de 1,3 min a 72 °C, puis d’une étape d’élongation de
10 min & 72 °C. Une deuxieme PCR 16S a été effectuée avec les amorces WO2 et W18 pour analyser
les séquences 16S par RFLP. Le tri des clones par RFLP a été effectué d’une maniere identique a celle
décrite pour les isolats.

Séquencage des ADNr 16S :

Les ADNr 16S de 86 clones ont été séquenceés selon le protocole décrit pour l'identification des isolats
et les séquences obtenues ont été comparées a celles présentes dans les bases de données.

218



Annexe 3.4 Description des équilibres microbiens

1. Extraction et purification de I’ADN des laits

Les laits ont été décongelés au bain-marie a 25°C. Dix ml de lait ont été incubés a 37°C pendant 2h30
avec 150ul de pronase a 10mg/ml. Un millilitre de SDS 20% a été rajouté, et lincubation a été
poursuivie 1 ha 37°C. Le tout a été centrifugé 20 min a 8500g a 4°C.

La matiére grasse figée a été retirée, I'échantillon a ensuite été incubé 10 min a 30°C afin de re-
solubiliser le SDS précipité. L’échantillon a de nouveau été centrifugé 10 min a 8500g a température
ambiante.

Le culot contenant les micro-organismes a alors été repris dans 150 pl de thiocyanate de guanidium
4M-Tris-Cl pH7.5 0,1M, N-Lauroyl sarcosine 1%. 200 pl de tampon phosphate pH 7,5 0,1M, 200 ul
d’'une solution d’acétate de sodium -EDTA 3M, 200 pl de phénol-chloroforme-ialcool isoamylique
(25/24/1) pH 8,0 et 200 mg de billes de zirconium ont été rajoutés.

Deux cycles de broyage (2 min au vibro-broyeur, fréquence maximale, 2 min @ 80 °C) ont été réalisés.
Aprés une centrifugation de 20 min, 13000g a 4°C, la phase aqueuse a été récupérée. Une extraction
au phénol-chloroforme-alcool isoamylique (25/24/1) pH 8,0 et une extraction au chloroforme-alcool
isoamylique (24/1) ont été réalisées. L'’ADN a ensuite été précipité par addition de 50ul d’acétate de
sodium 3M et 1ml d’éthanol absolu. Apres centrifugation 20 min, 13000g a 4°C et lavage a I'éthanol
70%, 'ADN a été repris dans 40 pl d’eau.

2. Amplification de la région variable V3 (bactéries)

Les ADN totaux de 118 laits ont été analysés en SSCP. La région V3 de 'ADNr 16S a été amplifice
avec les amorces W34 et W49 (Duthoit et al, 2003). Le mélange réactionnel contenait : du Tampon Pfu
1X, 0,2mM de dNTP, 0,3uM de chaque amorce W34 et W49, 0,5U de polymérase Pfu, 1ul ’ADN extrait
des laits et de 'eau de maniere a parvenir a un volume total de 25ul. Apres une étape de dénaturation
d’'une durée de 3 min a 96°C, 25 cycles de 30 sec a 96°C, 30 sec a 61°C, 30 sec a 72°C, suivis d’'une
étape d’élongation de 10 min & 72°C ont été appliqués. La taille des produits d’amplification a été
vérifiée sur gel d’agarose 1,5%.

Les produits d’amplification V3 ont été analysés par SSCP sur séquenceur ABIPRISM 310 selon le
protocole décrit par Duthoit et al, 2003.

Les régions V3 des ADNr 16S clonés et des ADNr 16S des isolats ont été amplifiées selon le méme
protocole et leur migration a été comparée aux profils SSCP des laits. Les pics ont été assignés a des
clones ou des isolats. Ainsi, les pics des profils SSCP V3 des laits ont pu étre assignés a des
séquences de bactéries.

3. Amplification de la région variable V4 (levures)

Les ADN totaux de 49 laits (1 ou 2 par semaine de suivi) ont été analysés en SSCP. La région V4 de
I'’ADNr 18S a été amplifiée avec les amorces Lev1 et Lev2 (Callon et al, 2006). Le mélange réactionnel
contenait : du Tampon Pfu 1X, 0,2mM de dNTP, 0,5uM de chaque amorce Lev1 (5-AGT TGT TGC
AGT TAA AAA G-3) et Lev2 (5-CCT ATT AAT CAT TAC GA-3), 0,5 unité de polymérase Pfu, 1pl
d’ADN extrait des laits, et de 'eau de maniére a parvenir a un volume total de 25pl. Aprés une étape de
dénaturation d’'une durée de 3 min a 95°C, 30 cycles de 30 sec a 95°C, 30 sec a 47°C, 1 min a 72°C,
suivis d’'une étape d’élongation de 10 min a 72°C ont été appliqués. La taille des produits d’amplification
a été vérifiée sur gel d’agarose 1,5%. La migration de la région V4 des ADNr des isolats a été
comparée aux profils SSCP V4 des laits, et les pics ont été assignés a des isolats. Ainsi, les pics des
profils SSCP V4 des laits ont pu étre assignés a des séquences de levures.
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Annexe 3.5 Diversité bactérienne des laits de chévre : dendrogramme des profils RFLP des différentes
especes

Dice (Tol 2.3%-2.3%) (H>0.0% $>0.0%) [0.0%-100.0%]
RFLP

Gl Chryseobacterium indologenes. 7 isolats
G2A Exiguobacterium 7 isolats
G25 Arthrobacter 1isolat
G44 Hahella chejuensis 1isolat
G19 Klebsiella oxytoca 1 clone
Ln. mesenteroides référence
G30 Ln. mesenteroides 4 isolats
G49 Enterococcus saccharominimus 1 clone.
G45 Bacillus thuringiensis-cereus lisolat 6 clones.
G26 Lactococcus.garveiae 1 isolat
G26 Lactococcus lactis lactis 4 isolats 39 clones
Lactococcus lactis référence
G7 E.Faecalis 95 isolats 54 clones
Enterococcus faecalis référence
G3 Staphylococcus caprae lisolat 3 clones
G27 Streptococcus mitis 1 isolat
G22 Lactobacillus casei 19 isolats
Lb casei référence
G Staphylococcus equorum 1 clone
G9. Salinicoccus 1isolat
G42 Micrococcineae bacterium 1 clone
G48 Micrococcus luteus 2 isolats 1 clone
G32 Corynebacterium variabilis 2 isolats
G2 Pantoea agglomerans 3isolats 127 clones
G10 Acinetobacter baumanii 24 isolats 6 clones
Acinetobacter baumanii référence
G29 Stenotrophomonas maltophilia 14 isolats.
G15 Brevibacterium stationis 2 isolats
G28 Corynebacterium stationis 1 isolat
G35 Brachybacterium paraconglomerans 1 isolat
G40 Ornithinicoccus 1 clone
G50 Enterobacter absuriae 1 clone
G8 Kocuria rhyzophila-kristinae 2lisolats 3 clones
Gl4 Pseudomonas putida 16 isolats 50 clones
Pseudomonas putida référence
G46 Citrobacter freundii 2isolats 2 clones
Gh Jeotgalicoccus psychrophylus 2 isolats
G31 Microbacterium oxydans 12 isolats
G4 Staphylococcus simulans 3isolats
G51 Firmicutes sp 1 clone
G43 Pseudomonas aeruginosa 4isolats 4 clones
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Annexe 3.6. Affiliations phylogéniques des 281 isolats isolés de 2 laits (151 et 49): screening des ADNr
16S par méthode RFLP suivi du séquengage des ADNr 16S différents.

SIF:(IJ_UFF,) ?S g’(i)sn:)?;fs gi%egustlgg gzae* Accession Séquence 168 la plus proche *
Gram + catalase +

G6 28 25 5 EF627518 a EF627522 Staphylococcus epidermidis

a8 21 3 10 EF611783aEFei1792  Kocuriarhizophila —kristinae-
carniphila

G31 12 21 3 EF611797 4 EF611799 Microbacterium oxydans

EF588266 ) .

G36 7 21 5 EF611800 & EF611803 Exiguobacterium

G4 3 28 3 EF611804 a EF611806 Staphylococcus simulans

G32 2 5 1 EF611796 Corynebacterium variabilis

G15 2 5 1 EF611760 Brevibacterium stationis

G35 2 1 1 EF588264 Brachybacterium paraconglomerans

G9 2 23 1 EF588265 Salinicoccus sp

G5 2 31 1 EF588263 Jeotgalicoccus psychrophilus

G48 2 2 2 EF621471- EF621472 Micrococcus luteus

G28 1 5 1 EF611758 Corynebacterium stationis

G3 1 23 1 EF633693 Staphylococcus caprae

G25 1 1 1 EF611751 Arthrobacter sp

G45 1 nd 1 EF627518 a EF627522 Bacillus cereus- thuringiensis

Amplifications spécifiques d'espece 3
pa Inm ddE Lhis Lg Gram + catalase -

G7 92 nd nd + - nd 23 8 EF621444 a EF621451 Enterococcus faecalis

G22 19 + nd nd nd nd 29 5 EF611813 a EF611817 Lactobacillus casei

G26 4 nd nd - + - 33 1 EF611761 Lactococcus lactis lactis

G30 4 nd + nd nd nd 33 4 EF611809 a EF611812 Leuconostoc mesenteroides

G26 1 nd nd - - + 35 1 EF611807 Lactococcus garvieae

G27 1 nd - - - 33 1 EF611808 Streptococcus mitis
Gram -

G10 24 32 5 EF621423 a EF621427 Acinetobacter baumanii

G14 16 28 1 EF621473 Pseudomonas putida

G29 14 25 8 EF588267 . Stenotrophomonas maltophilia

EF621429 a EF621435

G1 7 19 4 E'Eg?%gg SEF611795 Chryseobacterium indologenes

G43 4 31 1 EF621439 Pseudomonas aeruginosa

G2 3 18-14 1 EF588271 Pantoea agglomerans

G33 2 25 1 EF588269 Delftia acidovorans

G46 2 nd 1 EF621469 Citrobacter freundii

TOTAL 281

Nbre seq : nombre séquencés
T Les profils RFLP ont été analysés avec le logiciel BioNumerics par analyse UPGMA. Les isolats présentant un profil
similaire ont été groupés et quelques représentant de chaque groupe ont été séquences.
2| a région V3 de I'’ADNr 16S a été analysée par la méthode SSCP et les pics obtenus ont été comparés a ceux des profils
V3 SSCP des laits.
Nd= non déterminé
4 Les especes en gras sont communes aux isolats et aux clones.
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Annexe 3.7. Affiliations phylogéniques des 340 OTUs des laits (banque d’ADNr 16S de 6 laits:

screening des ADNr 16S par méthode RFLP suivi du séquengage de quelques représentant de chaque

groupe).

Groupes Nombre Coelution 2 Nombre Assignation

RFLP'  De clones Pics SSCP séquencés Affiliation phylogénétique aprés sequencage 3
Gram+ catalase+

G45 8 24 4 EF611752 a EF611755 Bacillus cereus- thuringiensis

G6 6 25 3 EF621464 a EF621466 Staphylococcus epidermidis

G3 4 23 EF611757 Staphylococcus caprae

G8 3 3 3 EF611780 & EF611782 Kocuria rhizophila —kristinae-carniphila

G9 1 25 1 EF621462 Staphylococcus equorum

G42 1 1 1 EF621461 Micrococcineae bacterium

G16 1 24 1 EF611756 Macrococcus caseolyticus

G15 1 5 1 EF611759 Brevibacterium stationis

G40 1 3 1 EF588270 Ornithinicoccus

G19 1 4 1 EF588274 Dietza maris

G48 1 2 1 EF621470 Micrococcus luteus

G12 1 3 1 EF621467 Rothia sp

G13 1 nd 1 EF621463 Clostridium

G51 1 nd 1 EF621443 Firmicutes sp
Gram + catalase -

G7 54 23 9 EF621452 a EF621460 Enterococcus faecalis

G26 48 33 20 EF611762 a EF611779 Lactococcus lactis lactis

G49 1 35 1 EF627486 Enterococcus saccharominimus
Gram-

G2 134 18- 14 10 EF611741 a EF611750 Pantoea agglomerans

G14 51 28 10 EF627478 a EF627485 Pseudomonas putida

G10 7 32 2 EF6588272- EF621428 Acinetobacter baumanii

G44 1 25 1 EF588273 Hahella chejuinsis

G43 5 31 3 EF621436 a EF621438 Pseudomonas aeruginosa

G19 3 20 2 EF613318- EF613319 Klebsiella milletis- oxytoca

G46 2 nd 1 EF621468 Citrobacter freundii

G 2 nd 2 EF621440- EF621441 Pseudomonas fulgida

G50 1 23 1 EF621442 Enterobacter absuria

TOTAL 340

T Les profils RFLP ont été analysés avec le logiciel BioNumerics par analyse UPGMA. Les clones présentant un profil
similaire ont été groupés et quelques représentant de chaque groupe ont été séquences.
2| a région V3 de I'’ADNr 16S a été analysée par la méthode SSCP et les pics obtenus ont été comparés a ceux des profils

V3 SSCP des laits.

3 Les especes en gras sont communes aux isolats et aux clones.
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Annexe 3.8 Diversité des levures des laits de chevre : identification des levures isolées de 6 laits
différents (72, 81, 168, 181, 209 et 280): identification phénotypique et affiliation phylogénétique par
séquengage ADNr 268S.

(’;‘,Oi;notl):s lidentification phénotypique Séquence d’ADNr 26S la plus proche ;cézlgtlsogpaygg f:s
laits

10 Rhodotorula glutinis Rhodotorula glutinis S
7 Trichosporon beigelii Trichosporon sp r
6 Debaryomyces hansenii Debaryomyces hansenii S
5 Cryptococcus ater/Cr. magnus Cryptococcus magnus m
5 Cryptococcus curvatus Cryptococcus curvatus m
4 Rhodotorula minuta Rhodotorula minuta f
4 Candida intermedia Candida intermedia b
2 Candida pararugosa Candida pararugosa t
1 Candida inconspicua Candida inconspicua c
1 Kluyveromyces lactis Kluyveromyces lactis k
Total 46

2| a région V4 des ADNr 18S des isolats a été analysée par SSCP et les pics ont été comparés avec ceux des profils V4
SSCP des laits.
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Annexe 4 : Recherche et robustesse des écosystémes des laits de chevre
Annexe 4.1: Schéma technologique de type présure (Péte molle type caillé doux)

J-1 Dénombrement S. aureus  Lait cru— 1 a 2 traites — 30 litres / producteur
Report du lait éi"Cjusqu’au lendemain matin
Réchauffage 34°C
7

J Dénombrement S. aureus Inoculation S. aureus 102 UFC/ml

Ensemencement en ferments lactiques mésophiles
CHN 14 - conceitrés congelés —10g /100 L

Emprésurage : 30 ml/ 100 kg
pH : 6,4% 6,35-0:35°C TP : 10 min; Temps de coagulation total : 50 min

Décaillage 2x2 x 2 cm
Vv
Repos s/s sérum : 15 min
Soutirage de 10% (volume) de sérum

Repos s/s sérum : 15 min
Brassage léger 41‘ min (remise en suspension)

Moulage manuel (Moules de type st Marcellin)
pH: 6,1% 6,00-0:34°C

Repos s/s sérum : 15 min
Brassage léger ¢1 min (remise en suspension)

Moulage manuel (Moules de type st Marcellin)
pH: 6,1% 6,00-0:34°C

Egouttage 20h - Objectif : HFD : 76%
- 1¢r retournement : 45' ap. moulage ~ pH: 5,90/ 5,85
- 2¢me retournement : 5h ap. moulage ~ pH 5,15/ 5,10
0~25°C
v

Démoulage
pH:4.85/4.80-6:20°C
Poids : 130g —HFD: 76%

J+1 Dénombrement S. aureus
Salage en saumure
Temps :imin -pH:5,00 6:10°C -4 kg sel/ 10 kg H20

Ressuyage apres salage : 4h
6:16°CJI113°C-HR:90%
J#2-J+3  Dénombrement S. aureus Vv
Pulvérisation de flore de surface - Ressuyage: 20h
0: 16°C£[ 13°C - HR : 90%

Affinage 7j
0: 13°Cg11°C -HR : 97-98% avec 1 retournement 4j ap. entrée affinage

Ressuyage avant emballage : 12h
6:10°C-HR:90%
v
Emballage
J+9ou J+ 15 Dénombrement S. aureus
Conservation a +4°C

Fromage affiné %2 DLUO (J+30)
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Annexe 4.2 : Schéma technologique de type lactique

J-1

J+1

J+2

J+3

J+13

Dénombrement S. aureus

Dénombrement S. aureus

Dénombrement S. aureus

Dénombrement S. aureus

Dénombrement S. aureus

Dénombrement S. aureus

Lait cru - 1 a 2 traites — 30 litres / producteur
Réchauffage a 2¢2 -23°C

Inoculation S. aureus 102 UFC/ml

Ensemencement en ferments lactiques mésophiles
CHN 14 - conceitrés congelés — 10g /100 L

Emprésurage : 5 ml/ 100 | - présure a 520 mg/L
pH: 6,45¢/ 6,40-6:22-23°C

Maturation : 20 —¢24h /22-23°C

Moulage a la louche (moules de type blchette)
pH : 4,5% 445-0:22-23°C
Egouttage ~ 24 a 36h /22 - 23°C
- 1¢"retournement  : M + 30min
- 2¢me retournement : M + 6h

Démoulage - Objectif : HFD : 78%
Poids : 2&09 -pH 4,35/4,30

Salage en saumure
Temps : 7 min
pH : 4,50¢: 0:10°C -4 kg sel / 10 kg H20

Ressuyage aprés salage :4h
0:16°C-HR: 85%
v

Pulvérisation de flore de surface - Ressuyage: 20h
0: 16°Ci1 13°C - HR: 90%

Affinage 10j
0: 12°C¢HR :92/95%

Ressuyage avant emballage
12h-0 :iO°C- HR: 80%

Emballage
Conservation a +4°C

Fromage affiné %2 DLUO (J+30)
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Annexe 4.3 : Historique des laits inhibiteurs (1) et non inhibiteurs (NI) en 2004

2003 2004 2005 Observation
9 Moy Geométrique 10 9 12 Idem malgré 1 accident
Nb > 200 0 0 1
Nb> 500 0 0 1 (a 1500)
15 Moy Geométrique 52 68 ?
Nb > 200 0 0
Nb> 500 0 0
17 Moy Geométrique " 14 ?
Nb > 200 0 0
Nb> 500 0 0
20 Moy Geométrique 9 1 10 Idem
Nb >200 0 0 0
Nb> 500 0 0 0
21 Moy Geométrique 16 30 82 Augmentation
Nb >200 1 0 3
Nb> 500 0 0 2 (max a 1600)
35 Moy Geométrique 59 41 26 Diminution progressive
Nb > 200 1 0 0
Nb> 500 (610) 0 0
38 Moy Geométrique 20 19 16 Idem malgré 1 accident
Nb > 200 0 0 1
Nb> 500 0 0 1(1600)
45 Moy Geométrique 9 10 181 Forte augmentation en 2005
Nb > 200 0 0 6
Nb> 500 0 0 3 (max a 1600)
49 Moy Geométrique 14 9 9 stable
Nb > 200 0 0 0
Nb> 500 0 0 0
52 Moy Geométrique 30 13 9 stable
Nb > 200 0 0 0
Nb> 500 0 0 0
53 Moy Geométrique 23 25 21 « accidents » survenus
Nb > 200 0 0 2 a l'automne
Nb> 500 0 0 2
27 Moy Geométrique 58 82 119 Augmentation
Nb >200 0 3 5
Nb> 500 0 0 1 (4 1600)
28 Moy Geométrique 56 64 78 Aussi mauvais
Nb > 200 3 4 2
Nb> 500 0 0 1 (a2 1600)
32 Moy Geométrique 18 80 101 Aussi mauvais
Nb > 200 0 2 3 (que 3 valeurs en 2003)
Nb> 500 0 1(630) 0
33 Moy Geométrique 18 16 1 Stable
Nb > 200 0 0 0
Nb> 500 0 0 0
46 Moy Geométrique 27 9 1 Stable
Nb > 200 0 0 0
Nb> 500 0 0 0
48 Moy Geométrique 37 10 12 Stable voire amélioration
Nb > 200 1 0 0
Nb> 500 0 0 0
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Suivis des pH en fabrication type présure

Evolution du pH en fabrication présure
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Annexe4.4: Evolution du pH en transformation présure pour les laits testés a Carmejane (a) et I''TPLC
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Suivis des pH en schéma lactique
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Annexe 4.5 : Evolution du pH en transformation lactique pour les laits testés a Carmejane (a) et I'I'TPLC
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Annexe 4.6 : Composition microbiologique des laits mis en ceuvre a I'lTPLC
Dénombrements des flores lactiques des laits non inoculés
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Annexe 4.7 : Composition microbiologique des laits mis en ceuvre a Carmejane
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Annexe 4.8 : Composition biochimique des produits au cours des transformations fromagéres

ITPLC Carmejane
Fromages lactiques 32 33 3 38 45 46 49 52
NI I I I I NI I I
Matiere Grasse Fromage démoulé (g/100g) 185 165 18 14 14 19,5 103 143
Extrait Sec fromage démoulé (g/1009) 353 336 30,5 334 31,2 315 335 295
HFD Fromage démoulé (%) 79 8 8 77 80 84 735 815
Chlorures fromage démoulé salé (g/100g) 144 160 118 124 2 083 044 0,63
Fromage de type présure 32 33 3 38 45 46 49 52
Matiere Grasse fromage démoulé (g/1009) 24 23 235 18 195 235 238 22
Extrait Sec fromage démoulé (g/1009) 454 493 433 401 419 49 44 45
HFD fromage démoulé (%) 72 66 74 73 72 66,5 735 70
Chlorures fromage démoulé salé (g/100g) 09 09 098 1,11 1,20 0,83 0,69 1

NI : non inhibiteur ; | : Inhibiteur
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croissance de la souche inoculée a tf
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Annexe 4.9 : Dose inoculée a ty (log1o) vs croissance de la souche inoculée a Trinal (Alog1o) avec
ajustement d’une courbe non parameétrique

croissance de la souche inoculée a tf
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Annexe 4.10 : Dose inoculée a to (log1o) vs croissance de la souche inoculée a Trinar (Alog1o) avec
ajustement d’une courbe non paramétrique (plage restreinte a 1,8-2,2 log pour l'inoculum)

230



Annexe 4.11 : Caractéristiques des laits caractérisés par 'INRA d’Aurillac

Comportement Provenance Exploitation Année Code Aurillac
Inhibiteurs ITPLC 9 2004 17
15 2004 112
17 2004 120
20 2004 121
21 2004 111
33 2005 14
35 2004 11
2005 19
38 2004 12
2005 15
41 2004 113
45 2004 122
2005 117
Carmejane 47 2004 C1
48 2004 C5
2005 C7
49 2004 C10
2005 C11
52 2004 C12
2005 C3
53 2004 C9
Non Inhibiteurs ITPLC 9 2005 110
15 2005 127
17 2005 118
20 2005 128
21 2005 6
22 2004 125
27 2004 18
2005 129
28 2004 114
2005 119
30 2004 124
32 2004 123
2005 130
33 2004 13
42 2004 115
43 2004 116
44 2004 126
Carmejane 46 2004 C2
2005 C4
53 2005 C8
55 2004 C6
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Annexe 4.12 : Dénombrements (Log ufc/ml) des laits sur différents milieux de culture.

M17L M17L T 30°C

inhib/non inhib 2004 /2005 laits 42°C 30°C rouge T30°Crose SB PCAlI CRBM OGA FH
inhibiteur 2004 C1 3,36 3,42 3,46 3,05 0,31 2,55 3,94 3,08 1,60
inhibiteur 2004 c10 3,65 3,75 3,58 4,28 2,15 3,76 3,59 269 0,88
inhibiteur 2004 C12 3,65 3,88 2,88 2,63 2,01 3,63 3,87 3,04 2,47
inhibiteur 2004 C5 2,97 3,17 2,12 1,48 1,48 3,44 3,53 1,31 1,79
inhibiteur 2004 Cc9 3,54 3,60 3,50 2,51 3,46 2,97 3,16 2,12 1,98
Moy inhib 2004 Carmejane 3,43 3,56 311 2,79 1,88 3,27 3,62 245 174
inhibiteur 2005 cl1 3,26 3,54 2,89 3,04 2,37 2,05 3,27 239 0,74
inhibiteur 2005 C3 3,51 3,39 3,39 0,31 2,50 3,06 341 2,73 2,60
inhibiteur 2005 Cc7 2,97 3,05 2,62 1,71 2,53 2,76 3,06 2,01 110
Moy inhib 2005 Carmejane 3,25 3,33 2,97 1,68 2,46 2,62 3,25 2,38 148
Moy inhib Carmejane 3,34 3,45 3,04 2,24 2,17 2,95 3,43 241 161
non inhibiteur 2004 Cc2 3,30 3,65 3,20 171 1,48 2,68 3,76 131 2,27
non inhibiteur 2004 C6 2,79 3,25 2,26 0,31 2,53 3,25 3,17 1,79 1,04
Moy non inhib 2004 carmejane 3,04 3,45 2,73 1,01 2,00 2,96 3,46 155 1,66
non inhibiteur 2005 C4 3,40 3,50 2,99 131 2,21 2,97 3,26 2,72 0,88
non inhibiteur 2005 C8 2,84 3,17 1,85 2,09 2,44 2,98 3,03 1,05 2,04
Moy non inhib 2005 Carmejane 3,12 3,33 2,42 1,70 2,32 2,97 3,14 1,89 1,46
Moy non inhib Carmejane 3,08 3,39 2,58 1,35 2,16 2,97 3,30 1,72 1,56
inhibiteur 2004 11 3,46 3,59 3,44 2,33 1,31 3,12 3,47 261 2,29
inhibiteur 2004 111 2,93 2,89 1,05 0,31 1,05 2,60 3,23 0,31 0,00
inhibiteur 2004 112 2,48 3,33 191 1,48 0,31 2,66 3,61 2,05 1,75
inhibiteur 2004 113 3,38 3,34 2,15 2,42 0,31 2,58 3,46 1,85 251
inhibiteur 2004 120 3,44 3,44 1,85 1,91 0,31 2,99 3,44 2,01 197
inhibiteur 2004 121 3,46 3,29 2,31 2,54 1,05 2,50 3,37 2,18 2,28
inhibiteur 2004 122 3,63 3,90 2,42 1,48 1,05 2,05 3,74 2,63 1,86
inhibiteur 2004 17 3,89 4,22 3,73 3,23 1,03 2,88 3,21 2,85 0,98
Moy inhib 2004 ITPLC 3,33 3,50 2,36 1,96 0,80 2,67 3,44 2,06 1,71
inhibiteur 2005 117 3,28 4,70 2,86 3,04 2,09 2,05 3,58 339 145
inhibiteur 2005 14 3,12 3,09 2,37 1,71 1,71 2,7 2,71 131 2,24
inhibiteur 2005 15 3,37 3,62 3,46 2,59 311 3,98 3,72 3,6 2,37
Moy inhib 2005 ITPLC 3,26 3,80 2,90 2,45 2,30 2,91 3,34 2,77 2,02
Moy inhib ITPLC 3,30 3,65 2,63 2,20 1,55 2,79 3,39 241 186
non inhibiteur 2004 114 3,73 3,80 3,06 0,31 2,65 3,55 3,80 231 2,28
non inhibiteur 2004 115 3,08 3,44 2,29 1,85 2,54 3,62 3,52 1,31 1,69
non inhibiteur 2004 116 3,48 3,55 3,31 3,14 3,30 2,56 3,82 2,71 INC
non inhibiteur 2004 12 3,06 3,52 3,43 2,78 2,12 2,51 3,31 1,48 2,03
non inhibiteur 2004 123 3,52 3,35 2,39 1,79 2,09 3,05 3,76 148 211
non inhibiteur 2004 124 3,55 3,56 2,99 2,48 1,50 3,19 3,53 239 2,28
non inhibiteur 2004 125 3,68 3,52 2,21 2,01 0,31 2,75 3,66 1,05 1,74
non inhibiteur 2004 126 3,44 3,25 2,33 2,21 2,26 3,45 3,49 1,31 1,80
non inhibiteur 2004 13 3,13 3,08 2,93 1,31 1,71 2,45 3,36 1,96 2,05
non inhibiteur 2004 18 3,16 3,00 0,31 1,31 0,31 3,43 2,85 0,31 0,30
Moy non inhib 2004 ITPLC 3,38 3,41 2,52 1,92 1,88 3,06 3,51 163 181
non inhibiteur 2005 110 3,63 4,35 3,97 2,94 2,56 360 431 254
non inhibiteur 2005 118 2,91 4,59 5,05 2,05 5,02 3,39 397 2,10
non inhibiteur 2005 119 3,48 3,24 2,55 2,77 2,09 3,09 3,73 2,67 2,38
non inhibiteur 2005 127 3,18 4,66 2,80 2,55 2,92 3,16 317 242
non inhibiteur 2005 128 3,98 5,02 1,33 4,34 3,38 2,63
non inhibiteur 2005 129 3,42 3,37 2,51 171 1,71 2,93 3,42 235 153
non inhibiteur 2005 130 3,39 3,45 2,33 2,45 1,96 2,47 3,47 2,33 2,26
non inhibiteur 2005 16 3,43 3,71 3,14 3,26 2,05 4,1 3,15 3,65 1,08
non inhibiteur 2005 19 3,48 3,76 2,54 3,19 1,05 3,49 3,53 2,74 1,02
Moy non inhib 2005 ITPLC 3,43 4,01 3,11 2,70 1,97 3,63 3,43 315 2,00
Moy non inhib ITPLC 3,41 3,71 2,82 2,31 1,92 3,34 3,47 239 1,90
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Annexe 4.13: Mise au point de la méthode de PCR en temps réel pour la quantification des
lactocoques dans les produits laitiers : application a la quantification de Lactococcus garviae

1. Mise au point des amorces et de la méthode
Les résultats de cette partie ont été obtenus pour les 3 couples d’'amorces : Lactococcus garvieae,
Lactococcus lactis lactis et Lactococcus lactis cremoris mais ne sont présentés que dans le cas de

Lactococcus garvieae.

Amorces : les 3 couples d'amorces ont montré une bonne spécificité vis-a-vis des 3 espéces ciblées.
Aucune amplification des ADN des autres espéces de bactéries lactiques n’a été observée.

Courbes standards : la courbe standard obtenue par I'analyse en PCR quantitative des dilutions de
I'’ADN extrait d’une culture pure de Lactococcus garvieae est présentée Figure 1.
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Figure 1 : Courbe standard obtenue par I'analyse d’une série de dilutions au 1/10éme d’un ADN standard
extrait d’une culture pure de concentration connue en Lc. garvieae. Les ADN ont été dilués 10 fois pour
I'analyse.

Les résultats montrent une bonne linéarité entre le Ct (cycle seuil : nombre de cycles de PCR a partir
duquel la valeur de lintensité de fluorescence est significativement différente du bruit de fond) et le
nombre de cellules (Log C) dans I'échantillon d’ADN. Les résultats étaient reproductibles entre les deux
répétitions effectuées pour chaque dilution d’ADN.

La courbe étalon indique une bonne linéarité pour une concentration des ADN entre 102 et 107 ufc/ml.
Du fait que les ADN aient été dilués 10 fois pour 'analyse en PCR quantitative, un seuil de détection de
103 ufc/ml dans le lait peut étre défini.

La spécificité des amorces a été confirmée par I'analyse des amplicons en fin de PCR par chauffage a
60°C (température de fusion) puis refroidissement et mesure de la fluorescence qui permet la mise en
évidence d’amplification non spécifique. Un seul pic de dissociation (Figure 2) a été obtenu pour tous
les échantillons d’ADN analysés, traduisant la présence d’un seul type d’amplicon.
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Figure 2 : courbe de dissociation obtenue par chauffage a 60°C en fin de PCR des dilutions d’ADN de
Lc. garvieae.

Les courbes standard et les courbes de dissociations obtenues pour I'analyse en PCR quantitative des
ADN extraits de cultures de Lactococcus lactis lactis et Lactococcus lactis cremoris ont montré la méme
efficacité et spécificité et les mémes seuils de détection (103 ufc/ml) que celles obtenues avec les ADN
de Lactococcus garvieae.

2. Quantification de Lactococcus garviae

2.1 Quantification de laits ensemencés

Les résultats de quantification par PCR quantitative des ADN extraits de laits microfilirés ensemencés
a différentes concentrations de Lc. garvieae sont représentés dans la figure 3.

Log ufc/ml quantifié

Laits microfiltrés ensemencés

Figure 3 : Log ufc/ml quantifié par PCR quantitative dans les ADN extraits de laits microfiltrés
ensemencés en différentes concentrations de Lc. garvieae : G8= lait ensemencé a 108 ufc/ml G1= lait
ensemencé a 10" ufc/ml; ND : analyse des ADN non dilués; G/10: analyse des ADN dilués au
1/10eme

Une bonne corrélation entre les quantités théoriques de Lc. garvieae dans les laits microfiltrés
ensemencés et les quantités quantifiées par PCR quantitative a été observée pour les ADN dilués au
1/10éme et pour des concentrations comprises entre 102 a 108 ufc/ml. Ces résultats confirment le seuil
de détection de 103 ufc/ml dans des échantillons de lait.
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2.2 Quantification de Lactococcus garvieae en mélange

Les résultats de quantification de 'ADN de Lactococcus garvieae seul ou en mélange avec des ADN
d’autres espéces (Figure 4) montrent une amplification de ’ADNr 16S de Lactococcus garvieae similaire
quels que soient les équilibres avec les ADNr 16S des autres especes en mélange. Ces résultats
confirment l'efficacité de la méthode pour détecter spécifiquement et quantitativement 'ADN de
Lactococcus garvieae en présence de fortes quantités d’ADN d’autres espéces.

Log copies quantifié
7-

M=10° G=10° G=10° G=10° G=10° G=10" G=10" G=10° G=10°
M=10° M=10° M=10° M=10°
Nombre de copies théoriques des ADN seuls ou en mélange

Figure 4: Quantification par PCR quantitative de 'ADNr 16S de Lactococcus garvieae seul ou en
mélange avec des quantités variables d’ADNr 16S d’autres espéces.

M = mélange d’ADNr 16S de 7 espéces différentes (Lactobacillus casei, streptococcus thermophilus,
Staphylococcus equorum, Staphylococcus aureus, Arthrobacter nicotianae, Enterobacter amnigenus,
Chryseobacterium sp.)

G = ADNr 168 de Lactococcus garvieae seul
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Annexe 4.14 : Résultats de quantification (ufc/ml) de Lactococcus garvieae et Lactococcus lactis Lactis
dans les gels inhibiteurs et non inhibiteurs de Staphylococcus aureus (2 répétitions) et dénombrements
des lactocoques (ufc/ml) sur milieu de Turner de ces mémes gels.

Quantification Quantification Dénombrements
Lc garvieae Lc lactis lactis sur milieu de Turner
Provenance Exploitation gels inhibiteurs Répétition1 Répétition 2 Répétition 1  Répétition 2
ITPLC 9 17 nd nd 5,0.108 6,0.108 1,2.108
15 112 nd nd 1,0.108 2,6.108
17 120 nd nd 3,2.107 1,9.107 9,0.108
20 121 1,7.10¢  1,1.10¢4 2,3.10° 1,6.100
21 111 nd nd nd nd
33 14 nd nd 4,82.10° 45100
35 (2004) 11 nd nd nd nd
35 (2005) 19 nd nd nd nd
38 (2004) 12 nd nd nd nd
38 (2005) 15 nd nd 2,7.10° 4,1.105
41 113 nd nd 4,4.107 6,5.107 1,2.107
45 (2004) 122 nd nd 7,5.108 3,1.108 3,0.10°
45 (2005) 17 nd nd 2,0.100 1,9.10°
Carmejane 47 C1 nd nd 2,3.107 1,6.107
48 (2004) C5 nd nd 3,5.107 8,5.106
48 (2005) C7 1,3.108 nd 5,0.10° 3,9.10°
49 (2004) C10 nd nd 5,9.10° 8,1.10°
49 (2005) C11 nd nd nd nd
52 (2004) C12 1,6.105  1,8.10° 1,9.108 4,3.108
52 (2005) C9 nd nd nd nd
53 C3 1,1.104 nd 5.108 2,6.108
gels non inhibiteurs
ITPLC 9 110 nd nd nd nd
15 127 nd nd 8,2.107 5,5.107
17 118 nd nd 2,6.10° 1,4.100
21 16 nd nd nd nd
22 125 nd nd 6,5.108 8,0.108 1,7.108
27 (2004) 18 nd nd 5,8.107 nd
27 (2005) 129 nd nd 8,0.10° 1,5.10°
28 (2004) 114 nd nd 2,3.100 4,0.10° 1,0.100
28 (2005) 119 nd nd 45108 6,9.108
30 124 nd nd 4,4.100 3,1.108
32 (2004) 123 nd nd 9,4.10° 1,6.108 1,0.108
32 (2005) 130 nd nd 4,8.107 2,5.107
33 13 nd nd 1,1.105 nd
43 116 nd nd nd nd
44 126 nd nd nd nd
Carmejane 46 (2004) C2 nd nd 4,1.108 8,9.108
46 (2005) C4 nd nd 45105 5,6.105
53 C8 nd nd 2,3.10° nd

nd= non détecté
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Caractérisation et entérotoxigénicité des souches de S. aureus en filiére caprine, identification
des risques de contamination et étude d’outils de controle en vue de leur maitrise, de la
production a la transformation - Rapport final

La maitrise de la contamination des produits laitiers par Staphylococcus aureus, agent pathogéne incriminé dans les toxi-infections alimentaires, responsable
de défauts de conformité des fromages, constitue encore aujourd’hui un enjeu économique et sanitaire pour 'ensemble des filiéres au lait cru. Une étude a été
conduite afin de répondre aux préoccupations de la filiére caprine dans ce domaine. Le projet visait a objectiver les risques de contamination par S. aureus du
lait et des fromages, identifier les principales sources de contamination, et caractériser le potentiel entérotoxinogéne des souches de S. aureus isolées. Il
s’agissait en outre d’explorer de nouveaux outils de maitrise susceptibles d’étre employés au niveau de la production (amélioration du dépistage des animaux
excréteurs par le développement d’un ELISA spécifique) ou de la transformation (identification d’écosystémes microbiens inhibiteurs de la croissance de S.
aureus).

Le travail réalisé ouvre de nombreuses perspectives en matiére de maitrise de la contamination par S aureus. A l'échelle de I’élevage, le repérage des animaux
excréteurs peut étre optimisé en recourant a UELISA. Les différentes stratégies d’utilisation envisagées demandent néanmoins une validation préalable a grande
échelle. De facon complémentaire, l'identification des sources de contamination pourrait permettre a terme la construction d’'une démarche diagnostique visant
a définir, selon les exploitations, les axes prioritaires de maitrise des niveaux de contamination du lait ou des produits (hygiéne mammaire, entretien du
matériel de traite,...).

A l'échelle de la transformation, la présence de laits inhibiteurs a été mise en évidence. Cependant la variabilité de ’expression de leur potentiel et la dlfflculte
a définir les facteurs de variation |mpl|ques rendent nécessaires la poursuite de travaux de recherche pour identifier les flores ou composants a a
antimicrobienne et mieux appréhender les mécanismes présidant a Uinhibition.
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