Etude de la croissance de Staphylococcus aureus dans le lait et les
fromages de chevre au lait cru
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RESUME - La croissance de S.aureus dans du lait UHT est significative a 32 et 22°C, par contre a 18 et 12°C le temps de latence
est long et la croissance trés lente. L’acidification du lait cru en début de process semble €tre un facteur inhibiteur de la crois-
sance de S.aureus. Dans le caillé lactique (pH démoulage 4,4) une température de caillage de 18°C associée a une acidification
rapide en début de process et un refroidissement du lait permettent de ralentir la croissance de S.aureus. Les types de technolo-
gies, lactique et présure, se différencient par la cinétique et le niveau final de S.aureus.
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SUMMARY - The growth of Staphylococcus aureus in ultra high treatment milk is significant at 32°C and 22°C, on the other
hand at 18°C and 12 °C, the latent period and the growth are very long. The effect of the raw milk’s acidification at the begin-
ning of the process is an inhibitory factor for the growth of S.aureus. In the lactic curds (pH turning out 4,4) at 18°C temperature,
when the milk is curdled, associate with a quick acidification at the beginning of the process and a milk cooling allow to slow
down the growth of S.aureus. The types of lactic and rennet technologies differ as for the growth kinetic of S.aureus.
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INTRODUCTION

La réglementation concernant la qualité microbiologique des
fromages au lait cru oblige 2 rechercher 4 germes dont Sta-
phylococcus aureus (considéré comme indicateur d’hygi¢ne).
Dans les fromages de chévre au lait cru cette bactérie est fré-
quemment mise en évidence lors des contr6les microbiolo-
giques. La réglementation fixe des seuils & ne pas dépasser sur
I’ échantilion de fromages analys€. Le producteur pourra cher-
cher 2 se situer dans la plage de tolérance des seuils si un plan
de maitrise des risques est mis en ceuvie. La maitrise de la
contamination par S.aureus dans ces fromages suppose que
tout au long de la chaine de production, de I’animal jusqu’a
I’affinage, les facteurs susceptibles de favoriser la croissance
soient connus.

La contamination initiale du lait est fortement influencée par
les animaux excréteurs (mammites subcliniques). La contami-
nation est de ce fait trés précoce, c’est donc en début de pro-
cess qu’il faudra tenter d’agir.

Au dela de la contamination des fromages, c’est la présence
d’enterotoxines qui pose probléme en matiere de santé
publique, cela suppose un niveau de contamination élevé , la
présence d’'une souche entérotoxinogéne et des conditions
favorables 2 la toxinogénése.

1. MATERIEL ET METHODES

Cette communication fait état de quatre expériences réalisées
en 1998. Les trois premiéres concernant la technologie de type
lactique ont été réalisées a la station expérimentale du Pradel
en Ardéche. La quatrime expérience concerne la technologie
de type présure («caillé doux ») réalisée au Centre Fromager
de Carmejane dans les Alpes de Haute Provence. Par souci de
clarté nous avons choisi de présenter brievement le protocole
dans la partie résultats de chaque expérience.

L’objectif de ces travaux était de connaitre les facteurs favori-
sant la croissance de S. aureus dans les fromages et par 1a de
proposer des moyens de maitrise.

2. RESULTATS

2.1 INFLUENCE DE LA TEMPERATURE SUR LA CROISSANCE DE
S.AUREUS DANS LE LAIT {(expérience 1)

Du lait de vache UHT a été contaminé avec une souche endo-
géne de S.aureus (provenant d’une chévre infectée) selon
3 niveaux (10, 10% 10° UFC / ml) et incubé a quatre tempéra-
tures (12, 18, 22 et 32°C). L’ objectif était d’étudier I’influence
de la température sur la croissance de S.aureus dans du lait en
s’affranchissant de la flore de contamination.

L’analyse des résultats montre qu’a 12 et 18°C il n’y a pas de
croissance significative, respectivement en 16 et 10 h d’incu-
bation et ceci quelque soit le niveau de contamination initial.
En revanche, a 22°C et 32°C, un développement significatif de
S.aureus est observé pour les trois niveaux (figure 1). Le
temps de latence varie avec la température. Plus celle-ci est
proche de I’optimum de croissance (37°C) plus le temps de
latence est court : 2h 2 32°C, 4 h 4 22°C, 10 h a 18°C et supé-
rieur 2 16 h a 12°C.
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Les trois niveaux de contamination initiaux restent significati-
vement différents au cours du temps quelque soit la tempéra-
ture d’incubation (figure 2).

Bien que conduisant a des niveaux de populations microbiennes
finales moins élevées que le niveau de contamination initial fort,
les niveaux de contamination moyen et faible ont, une fois le
temps de latence écoulé, des rythmes de croissance plus €levés.

Figure 2
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2.2, INFLUENCE DU TYPE ET DE LA DOSE DE LEVAINS
LACTIQUES SUR LA CROISSANCE DE S.AUREUS DANS LE LAIT
ACIDIFIE (expérience 2)

Du lait cru de chévre (trait stérilement - flore totale inférieure
4 100 UFC/ml) est ensemencé avec deux levains lactiques (un
levain commercial SMADL77 et un levain naturel du lactosé-
rum de fabrication de type lactique). Trois doses de levain ont
été utilisées : 0,5%, 1 % et 2 %. 1l a ét€ vérifié que la concen-
tration en bactéries lactiques était proportionnelle au pourcen-
tage de ferments ajoutés au lait (entre 2.10° et 15.10° UFC/ml
de lait). Le lait a été contamin€ avec une souche endogéne de
S.aureus selon 2 niveaux (10?2, 10° UFC / ml) et incubé a 30°C.
Chaque essai était répété trois fois.

Le dénombrement des staphylocoques dans le lait a été fait
quand I’acidité développée était comprise entre 4 et 6°Dornic.
L’ objectif €tait d’évaluer la croissance de S.aureus dans du lait
acidifié en s’affranchissant de la flore endogéne du lait cru.
Les résultats montrent que la croissance de S.aureus est inhi-
bée par la production d’acide lactique obtenue en 3 a 4 heures
d’incubation, ceci pour les deux niveaux de contamination ini-
tiale. Lorsque un_gain d’acidité de 4°D est atteint, les staphy-
locoques ne se développent pas de fagon significative quelque
soit la dose et le type de ferments. Il en est de méme lorsque
P'acidité atteint + 6 °D. Cependant, il semble qu’une faible
dose de ferments aurait tendance a faciliter la croissance des
ferments ait tendance & faciliter la croissance des staphylo-
coques par rapport aux fortes doses (figure 3).
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L’inhibition des staphylocoques est la méme quelque soit le
niveau de contamination initiale du lait avant traitement.

2.3, INFLUENCE DES FACTEURS TECHNOLOGIQUES SUR LA
CROISSANCE DE S.AUREUS DANS LE CAILLE LACTIQUE (expé-
rience 3)

Dans cet essai, le plan d’expérience était organisé comme suit :
— contamination du lait par une souche endogéne de S.aureus
selon 3 niveaux (10, 102, 10° UFC/ml),

— préparation du lait selon deux modalités : d’une part le lait
est incubé 1 h & 30°C aussitdt aprés la traite, et, d’autre part
incubé 2 h a 30 °C apres la traite,

— acidification du caill€ selon deux modalités : d’une part une
acidification rapide (10 h aprés I’emprésurage pH< 4 5) et
d’autre part une acidification lente (10 h apres emprésurage
pH>5),

Ces deux modalités permettent d’atteindre dans le caillé un pH
final de 4,3 en 24 h de coagulation ( c’est le profil de la courbe
qui les différencie : profil lent et rapide).

— température de caillage selon 2 niveaux : 18°C et 22°C.

Le lait cru de chévre était trait stérilement.

L’ objectif était d’évaluer la croissance de S.aureus dans du
caillé en s’affranchissant de la flore endogéne du lait cru.
Chaque essai a €té€ répété 3 fois.

Les résultats montrent que dans le caillé au bout de 48 h, le
nombre de staphylocoques dépend : du niveau de contamina-
tion initial, du mode de préparation du lait, de la température
de caillage et du profil d’acidification.

Tous traitements confondus, la hiérarchie des trois niveaux de
contamination du lait (faible, moyen, fort) est conservée dans
le caillé 48 h aprés I’emprésurage soit respectivement : 935,
13 570 et 90 253 UFC/gramme, ces valeurs sont significative-
ment différentes.

La modalité de préparation du lait 2 h & 30°C est plus favorable
a la croissance de S.aureus que celle réalisée 1 h aprés la traite
a 30 °C, respectivement : 12 023 UFC/g contre 5623 UFC/g
pour 1 h 2a30°C.

La température de caillage agit sur la contamination 2 48 h. Un
caillage a 18°C permet de limiter la croissance des staphylo-
coques par rapport a un caillage a 22°C. Ainsi la contamina-
tion obtenue dans le caillé a 48 h est deux fois plus importante
a 22°C par rapport 2 18°C. Le profil d’acidification influence
la croissance dans un rapport de 1 a 2 entre le profil lent et le
profil rapide.

Une interaction est observée entre la température de caillage et
le mode de préparation du lait. Ainsi, la croissance est favori-
sée lorsque le lait est incubé pendant 2 h a 30°C puis empré-
suré a 22°C. La croissance minimale (3 981 UFC/g) est obte-
nue en combinant les facteurs suivants : lait refroidi, caillage a
18°C avec 2% de levain. La densité microbienne la plus élevée
(22 900 UFC/g) est obtenue en combinant les facteurs sui-
vants : lait non refroidi, caillage a 22°C avec 0,5% de levain.

2.4. CROISSANCE DE S.AUREUS DANS LE FROMAGE DE CHEVRE
DE TYPE CAILLE DOUX (expérience 4)

Des laits de chévre issus de 6 troupeaux différents et naturel-
lement contaminés par S.aureus, (de 10 a 500 UFC/ml), ont
permis de fabriquer des fromages de type caillé doux (tome de
Provence) en milieu contrlé. Deux schémas technologiques
ont été mis en ceuvre, I'un de type « présure » (lait cru empré-
suré a 32°C sans ajout de bactéries lactiques), I’autre de type «
mixte » (lait cru emprésuré a 32°C avec ajout d’une trés faible
quantité d’un levain lactique, 0,04 %). Les autres paramétres
technologiques étaient identiques pour les deux schémas.

Les résultats montrent que la technologie « mixte » induit des
pH significativement plus faibles que la technologie « pré-
sure » de J+1 a J+10, respectivement 4,6, 4,84 pour la techno-
logie « mixte », et 5,5, 5,61 pour la technologie « présure ». Par
contre & J+20 le pH n’est plus significativement différent ,
5,80 et 5,99.

Les dénombrements de staphylocoques ne sont pas différents
le premier et lc deuxieme jour de fabrication, a l'inverse ils
sont significativement différents a J+10 et J+ 20, respective-
ment pour « mixte» et « présure » : 4,30, 4,52, 3,38 2,62, et
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4,06, 4,65, 4,61 4,34 (logN). L’acidification plus rapide du
cailié «mixte» (écart de 0,7 unité pH) est un des facteurs
expliquant ces différences. L’écart moyen entre la technologie
«mixte » et « présure » est de 1,5 log.

Dans les deux schémas de fabrication nous observons une
forte croissance les deux premiers jours de la fabrication , ceci
dans un rapport de 1 4 100 entre le niveau de contamination du
lait et le dénombrement de S.aureus i J+2.

Avec ces laits crus naturellement contaminés, il n’a pas été
observé d’effet du niveau de contamination initiale..

DISCUSSION ET SYNTHESE

La température d’incubation de 32°C influence fortement la
croissance de S.aureus parce qu’elle se rapproche de 37°C,
température optimale pour la croissancede S.aureus. Or dans
de nombreux schémas technologiques la maturation courte et
le caillage se font 2 cette température. Dans ce cas la maitrise
sanitaire consisterait 4 diminuer le niveau initial de contami-
nation par un travail en amont sur les mammites subcliniques.
En effet Ia principale cause de contamination du fait cru dans
I’espece caprine, est I’excrétion de S.aureus par des mamelles
infectées (de Crémoux 1994),

Aux deux températures étudiées 18 et 22°C qui sont les bornes
des schémas technologiques nous observons un début de crois-
sance seulement pour le niveau 22°C. Cela donne aux fabri-
cants une possibilité de maitrise de la croissance de cette bac-
térie pathogéne par le choix de I’emprésurage a 18°C. Un autre
aspect de la maitrise pourra passer par un refroidissement le
plus rapide possible apres la traite, technique qui a montré son
efficacité dans I’expérience n° 3.

A la température de 12°C nous n’avons pas observé de crois-
sance dans du lait UHT 16 h aprés inoculation. Les données de
la littérature indique cependant une température de croissance
possible de S.aureus a 6°C. La différence entre nos observa-
tions et ces travaux porte sur le substrat. Nous avons utilisé du
lait UHT de vache contrairement aux études en laboratoires
qui portent le plus souvent sur des bouillons de culture.(Jean
1989)

Le rythme de développement plus rapide de S.aureus avec
cependant un temps de latence plus long pour un niveau faible
de contamination a été déja remarqué par d’autres auteurs en
technologie Camembert au lait de vache. (Jean 1989). Ceci
indique que méme avec un niveau de contamination faible en
staphylocoques, on observe une croissance de cette population
bactérienne.

L’inhibition de S.aureus due a I'acidification du caillé que
nous observons dans I’expérience n°2 a été montrée par
d’autres auteurs dans la technologie du Saint Nectaire en par-
ticulier (Sesqués 1994).

L’expérience n° 4 montre la méme tendance dans la tome de
Provence ou le contrdle des pH par les producteurs pourrait
étre un outil efficace de 1a prévention. La limite de I’inhibition
par une baisse de pH tient au fait que les caractéristiques du
produit originel risquent d’étre modifiées en particulier la tex-
ture et le goiit des fromages (en référence a 1’étude de la tome
de Provence). Pour d’autres fromages la limite de cette tech-
nique pourrait étre rapidement atteinte en raison de certains
cahiers des charges qui codifient I’emploi de levains lactiques.
La combinaison des différents facteurs inhibiteurs: contamina-
tion initiale la plus faible, refroidissement rapide du lait a
18°C, température de caillage de 18°C, gestion et profil d’aci-
dification rapide, permettrait de réduire la croissance de
S.aureus dans les caillés lactiques de cheévres.

Dans la technologie du caillé doux le pH et la température sont
deux facteurs favorables a la croissance de S.aureus pendant
les premiéres heures du process (pH variant de 6,6 a 5,8 entre
I'emprésurage et la 8™ heure et 32 °c pendant 3 h). Ces deux
conditions sont réunies dans de nombreux fromages ce qui
explique en partie la contamination des fromages malgré la
maitrise technologique du process. Dans les fromages de types
lactiques la croissance de S.aureus est également possible
pendant les premieres heures et ce n’est qu’aprés une baisse
significative du pH ( a 10h pH 5) que la croissance est ralen-
tie. Il est possible d’observer pour des faibles niveaux de
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contamination une disparition des bactéries dans la phase
finale d’affinage, probablement liée a4 une baisse de 1’activité
de l’ean et Pactivité enzymatique. (Vernozy 1998, Perezt
1994).

La méme tendance est observé dans des fromages de type pite
molle : croissance dans les premiéres heures du process puis
dans la phase consécutive au salage, décroissance lente voir
nulle (Vernozy et al 1998.)

La limitation du niveau de la population dans le jeune fromage
est importante pour gérer le risque de toxinogéngse car il a €€
démontré que deux facteurs étaient indispensables, la bio-
masse 10° UFC/gramme et une souche entérotoxinogeéne (Ver-
nozy 1998). Sur ce second facteur il est difficile d’ opérer, mais
sur le niveau de population il est possible d’agir par les élé-
ments mis en évidence dans nos expériences sans oublier la
maitrise de I’hygiéne en amont sur I’animal excréteur.
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