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RESUME - Les toxi-infections alimentaires (TIA) B staphylocoques sont dues en general, B une contamination d'origine 
humaine. Parmi les dix entkrotoxines staphylococciques (SE) connues (A, B, Cl ,  C2, C3, D, E, G, H, I), SEA represente plus de 
75% des TIA. La dose toxique de 100 ng de toxine pour une ingestion a Bte estim6e B partir d'une TIA B lait chocolate, aux USA 
(Evenson et al. 1988). 
Les produits laitiers sont consideres comme particulibrement il risques, en raison de la presence de staphylocoques B coagulase 
positive (SCP) dans le lait. Les biotypes animaux sont majoritaires, mais des biotypes humains peuvent aussi Ctre prhsents. 60% 
B 80% des souches caprines et ovines produisant essentiellement SECs sont entkrotoxinoghnes ; 5% B 30% des souches bovines 
produisant plutbt SEA sont enterotoxinog6nes, selon les enquCtes. Par ailleurs, plus de 50% des souches humaines sont toxino- 
g&nes et produisent majoritairement SEA, mais aussi SED, SEB et SEC. Differentes Ctudes effectuees en collaboration avec 1'AF- 
SSA Paris montrent que la toxinogenbse est possible dans des conditions de fabrications fromag2res. M. Sesques (1994) a mon- 
tn5 que la  toxinogBnkse de SED et de SEB est possible en lait cru et en conditions thermiques de fabrication de St Nectaire. C. 
Vemozy et A. Meyrand (1998) ont montre la production de SEA en conditions de fabrication de fromages de chtvre B caillC lac- 
tique ou prksure. Les conditions technologiques de fabrication des fromages Btant favorables B une multiplication des SCP, les 48 
premikres heures les plus B risques doivent etre bien maitrisees pour ne pas d6passer les niveaux >I06 ufc de SCP, necessaires B 
la toxinogentse. En effet, bien que le nombre de TIA confirmkes B entdrotoxines dans les produits laitiers soit relativement faible 
en France (4%)' S.aureus reste l'agent bactCrien le plus frequemrnent mis en cause dans les TIA B produits laitiers. Par ailleurs, 
les contrbles rkalisks il I'AFSSA Paris en 1998 et 1999 montrent une proportion importante de produits au lait cru et au lait ther- 
mist? de qualit6 microbiologique peu satisfaisante, mais la faible pr6sence d'entkrotoxines (4,6% de fromages et 33% de laits posi- 
tifs en entkrotoxines; les fromages de chbvre et de brebis semblant plus B risques que les fromages de vache). 
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SUMMARY - Staphylococcal food poisoning are generally due to a contamination of human origin. From the ten known ente- 
rotoxins (A, B, C1, C2, C3, D, E, G, H,) SEA is the most important (75% of staphylococcal outbreaks). The estimation of human 
dose is lOOng of enterotoxin per ingestion (Evenson et al. 1988). 
Dairy products are frequently implicated in such outbreaks, because presence of coagulase-positive staphylococci (CPS). Diffe- 
rent CPS biotypes are present in milk, but, animal biotypes are most important than human biotypes. 60% to 80% of goat and 
ewe strains are toxinogenic and SEC is more frequently produced ; 5% to 30% of bovine strains producing SEA are toxinogenic. 
Furthermore, more than 50% of human strains are toxinogenic and produce SEA but also SED, SEB and SEC. Different studies 
were performed in order to desmontrate the possibility of enterotoxin production in manufacturing conditions of cheeses. 
M. Sesques (1994) showed SED and SEB production in manufacturing conditions of St Nectaire cheese. C. Vemozy and A. Mey- 
rand (1998) showed SEA production in the manufacturing procedures of goat Camembert-type cheese and of goat lactic cheeses. 
Cheese manufacturing procedures promote the growth of CPS and production of enterotoxins. Nevertheless, the level of dairy 
product staphylococcal outbreaks is less than 5% in France from bacterial food poisoning, but, S.aureus is the most implicated 
bacteria in dairy product outbreaks. Nevertheless, examination of dairy product quality during 1998 et 1999 in our laboratory, 
showed an important number of dairy products with a high level of CPS, but, few of these cheeses were contaminated with sta- 
phylococcal enterotoxins (4,6% of and 33% of milk were toxin positives ; goat and ewe cheeses were more hazardous than the 
cow cheeses). 
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INTRODUCTION 
Les toxi-infections alimentaires (TIA) B staphylocoques ani- 
vent au 2bme rang en France des intoxications d'origine bacte- 
rienne. Ce sont exclusivement des intoxinations B enterotoxines 
staphylococciques (SE) produites in-situ dans les aliments 
contarnines par des staphylocoques 1 coagulase positive (SCP) 
principalement d'origine humaine. SEA est l'ent6rotoxine la 
plus frdquemment impliquk dans les TIA B staphylocoques 
(>75% des cas). La dose emttique est de 100 ng d'entdrotoxine 
pour une ingestion selon Evenson et al. 1988. Les produits lai- 
tiers sont souvent mis en cause dans les intoxinations B entkro- 
toxines en raison de leur contamination frauente par des SCP 
majoritairement enterotoxinogbnes et des conditions de fabri- 
cation des fromages normalement favorables, B la croissance 
des SCP et B la production des toxines. Les Ctudes de toxino- 
g6nBse decrites dans cette communication, dans le lait et en 
conditions technologiques de fabrication de fromages de St 
Nectaire et de fromages de chi?we h cailli lactique et presure 
ont 6t6 rkalisees en collaboration avec diffdrentes tquipes : 
LIAL d' Aurillac. Ecole Nationale VBtdrinaire de Lyon, Institut 
Technique des Produits Laitiers Caprins, AFSSA Niort et I'AF- 
SSA Paris, pour la quantification du niveau d'entkrotoxines. 
Par ailleurs, des Ctudes r6alisks B I'AFSSA Paris sont dkcrites. 
Elles concernent des resultats preliminaires sur le devenir des 
entdrotoxines dans les produits laitiers et font le point sur la 
qualit6 microbiologique des produits laitiers (S.aureuslent6ro- 
toxines staphylococciques) et sur les aliments rqus  B I'AFSSA 
Paris dans le cadre de confirmations de TL4 1 staphylocoques, 
de janvier 1998 B juillet 1999. 

METHODES 
Prkparation des ichantillons de produits laitiers pour une 
recherche des ent6rotoxines 
La preparation des produits laitiers pour la recherche des entk- 
rotoxines a Bte rBalis6e selon la technique officielle ddcrite 

dans la note de service DGALISDHA IT 9718097, mise au 
point B I'AFSSA Paris et utilisee en routine au laboratoire, 
depuis plusieurs ann6es. Elle consiste dans un broyage de 25gr 
de produit laitier dans 50ml d'eau distillde, suivi d'une prhi-  
pitation des caseines et d'une centrifugation. La phase aqueuse 
r6cupkrh est ensuite neutralisde, centrifugke et concentrde par 
dialyse en presence d'une solution de poly tthylBne glycol it 
30%, B une temvbature de 5°C * 3°C. L'extrait concenui est 
ensuite mis en solution dans 5ml de tampon phosphate salin, 
pH 7,3. 
bitection et dosage des entirotoxines staphylococciques 
La detection et le dosage des entkrotoxines staphylococciques 
ont bte r6alisks sur les extraits concentrks, selon la mBthode de 
reference de I'AFFSA Paris, mise au point par Lapeyre et al. 
1987, modifike et adapt6e B la detection des principales ent6- 
rotoxines A, B, Cs, D et E. 
Elle consiste en une identification spkcifique des toxines, par 
un test immunoenzymatique indirect de type sandwich, utili- 
sant des anticorps monoclonaux et polyclonaux dkveloppk B 
I'AFSSA Paris. Le niveau d'entCrotoxines est d6terminB A par- 
tir de courbes d'ttalonnage effectuees en paralltle de l'analyse 
des Bchantillons. 
Etude d u  devenir des entirotoxines staphylococciques sous 
forme purifibe, au cours du stockage dans des produits lai- 
tiers artifkiellement contaminb 
Du lait pasteurid, un fromage B p5te pressee cuite (PPC) et un 
fromage B pate press& non cuite (PPNC) ont kt6 utilises 
cornrne supports matriciels de cette Ctude. Les fromages ont 
BtB broyBs dans de l'eau (vol. B vol.) avant la contamination 
par SEA ou SEC ; Le lait a kt6 directement artificiellement 
contarnink. Les diffkrents Cchantillons ont ensuite kt6 stockes 
B 4°C durant plusieurs jours, avant une recherche d'enttro- 
toxines. Le suivi des toxines a 6t6 effectue toutes les 24 heures, 
B partir de JO, par le test EIA de detection de I'AFSSA Paris. 

RESULTATS 
Production de I'entlirotoxine B (SEB) et de I'endrotoxine D (SED), en lait cru, en conditions thermiques de fabrication de 
fromage St  Nectaire M. Sesques, 1994 ; collaboration C. Lapeyre 

I 
Conditions thermiques de fabrication : Lait B 34"CnH - abaissement de la Tre B 18°C en 8H - maintien de la Tre B 18°C 

pendant 2 J 4 Flore mhphile initiale : 3,2 10' ufdml de lait) 

Les risultats montrent qu'avec des contaminations initiales de 5.104 ou de 8.105 selon la souche de SCP, la production de 
toxines est possible en conditions de fabrication de St Nectaire, en 48 H, avec une biomasse de 4 B 5 107. 

Production de 17ent6rotoxine A (SEA) en conditions de fabrication de fromages de chevre 
B cailli lactique et B cailli prisure (C. Vernozy, 1998 ; A. Meyrand, 1998 ; collaboration C. Lapeyre) 

(* Souche de SCP + en SEA (2 Ipg/ml) - ND : Nor1 de'tecte' ; NA : Non analyse') 
(Remarques : Les itiveaux de toxine sont corrigis d'un facteur 2, prenant en conzpte un recouvrement moyen ir 50%). 
Les risultats montrent qu'une contamination 2 104 avec une souche de SCP SEA+ peut Ctre suffisante pour une toxinogkdse en 
conditions de fabrications de fromages de chkvre 21 caill6 prisure ou lactique ; (Toutefois dans cette ktude, le facteur souche Ctait 
particulikrement dkterminant). 
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Le point sur  les aliments resus B I'AFSSA Paris de janvier 1998 a juillet 1999 (C. Lapeyre) 
(Cadre : Toxi-infections alimentaires prksumkes 6 staphylocoques) 

Les rksultats montrent la dominance des produits laitiers dans les TIA 2 staphylocoques ; Toutefois les niveaux de toxines sont 
plus faibles que ceux trouvts dans les autres aliments et par ailleurs, inftrieurs au seuil de toxicitt des toxines. 

Bilan des analyses rtialiiies B I'AFSSA Paris - Nombre en SCPI Entirotoxines (C. Lapeyre) 
Cadre : ContrGles ofliciels et auto contr6les 

Toxines identifib en ng/g/ml 

(I)+ SED 0,3 ng 
(2) + SEA (0,05 ng et 0,06ng) 
+ SEA 2ng 
(1) + SEA. SEB, SEC (3.2ng; 0,lng; 0,05ng) 
(2)+ SEA (2,2ng et 7ng) 

(2) + SEA ( 0.8ng et 0,5ng) 
S E k  89 96 SET I P. laitiers : 33% 

- - . .  . 

Les rksultats montrent un nombre important de produits laitiers non conformes en SCP. Parmi ceux-ci, 33% des laits Ctaient 
positifs en toxines pour 4,6% de fromages dont : 2,7% de PM chbvre et brebis et 1% FF cchvre pour 0,1% de PPNC et 0,1% de 
FF et PMCF de vache (les niveaux trouvds ttaient faibles, mais identiques aux niveaux retrouvis dans les fromages confirmts 
dans les TIACs 1 staphylocoques, 1 I'AFSSA Paris). 

Nbre d'aliments 
confirm& 

3 

1 
3 

0 
2 
9 

Aliments 

Lait et produits laitiers 

Pitisseries et ovoproduits 
Viandes 

Charcuteries 
Produits de la mer et vtgttaux 

Plats cuisids 
Total 

Devenir des enttirotoxines staphylococciques A et C purifikes, dans des produits laitiers 
(lait pasteurisi, PPC, PPNC) artificiellement contaminks (C. Lapeyre) 

Nbre 
d'aliments 

12 

10 
18 

22 
26 
88 

Les rCsultats montrent une diminution importante des niveaux de toxines en fonction des produits et la durCe dc stockage. 
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. 
Temperature de 

stockage 

4°C 
Tempirature de 

stockage 

4°C 

Tempkrature de 
stockage 

4°C 

%+ 
JO J1 52 55 - - - - - - - - - - - - - - - - - . - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - . - - - - - - - - . - - - - - - - - - - - - - - - - - . - - - - - - - - - - - > - - - - - - * - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  

100 90 76 SO 
% de recouvrement de SEA dans PPC 

JO J1 52 J5 
100 104 102 100 

% de recouvrement de SEA dans PPNC 

JO J1 52 J5 
100 85 76 65,s 

% de recouvrement de SEC dans le lait vasteurise 

JO J1 J2 55 
100 39,3 5,s 0 

% de recouvrement de SEC dans PPC 

JO J1 52 J5 
100 93.5 78,s 71 

% de recouvrement de SEC dans PPNC 

JO J1 52 $5 
100 66 4 1 22 



CONCLUSION - DISCUSSION 
I1 a ttb dtmontre que les conditions technologiques de fabri- 
cation de St Nectaire et de fromages de chevre ttaient favo- 
rable~ B la production des enttrotoxines de staphylocoques, 
avec des contaminations initiales en SCP toxinogenes parfois 
faibles (de lo3, 104 B 6 105) et une biomasse en SCP dans les 
fromages voisine ou >il 1061g. La presence d'entdrotoxines 
dans les fromages est bien sure dependante du nombre de SCP 
enttrotoxinogknes mais aussi, du facteur souche. En effet, la 
production de SED a it6 montrte en conditions de fabrications 
du St Nectaire avec un inoculum de 5 104 et une biomasse en 
SCP de 4 107 en 48 heures, alors qu'un inoculum de 8 105 etait 
ntcessaire pour la synthese de SEB, en 48 heures, avec une 
biomasse en SCP de 5 107. De plus, avec une souche au carac- 
tere toxinogene exceptionnel, C.Vernozy et A Meyrand ont 
monab la synthbe de SEA, en conditions de fabrication de 
fromages de chtvre il caille prdsure et il caillt lactique avec des 
contaminations trb faibles de 103 et 104 et des biomasses en 
SCP voisines ou >106. Ces rksu-ltats suivent les conditions de 
synthbse des entbrotoxines staphylococciques en milieu de 
culture : SEA et SED sont plus faciles B produire que SEB et 
SEC. Bien que des conditions tr2s favorables B une production 
de toxine ttaient rassemblbes dans les exptrimentations sur les 
fabrications de fromages de chtvre : souche contaminante pro- 
ductrice de SEA peu exigeante pour la synth2se de toxine et de 
plus trks toxinogene (rlpglml en conditions de culture au 
laboratoire), les rbsultats montrent bien que le nombre de SCP 
toxinogenes (>I@) dans les fromages n'soit pas le seul facteur 
P risques, mais que le facteur souche est lui aussi dbterminant. 
Le risque en entbrotoxines semble plus important avec des 
SCP producteurs de SEA ou SED qu'avec des SCP produc- 
teurs de SEB ou SEC. Toutefois, il faut veiller il bien maitriser 
les conditions de fabrication pour ne pas dtpasser les niveaux 
en SCP >lo6, favorables B la toxinog6ntse. En France, bien 
que le nombre de TIA confirmdes B entkrotoxines dans les pro- 
duits laitiers soit relativement faible (<5%), S.aureus reste 
l'agent bactkien le plus frtquemment mis en cause dans les 
TIA P produits laitiers, (Haeghebaert et al. 1998). 

Les contrBles realists il I'AFSSA Paris en 1998 et 1999 
montrent bien une proportion importante de produits laitiers 
de qualite microbiologique peu satisfaisante, avec toutefois, 
une faible contamination en enterotoxines (4,6% d e  fro- 
mages et 33% de laits positifs en toxines, avec des niveaux 
faibles mais voisins de ceux retrouvds dans les produits lai- 
tiers confirmBs dans des TIA h staphylocoques); les fro- 
mages de chBvre et de brebis semblant plus B risques que les 
fromages de vache. Par ailleurs, les niveaux d'endrotoxines 
trouvds dans des produits laitiers confirmds dans les TIA B 
staphylocoques apparaissent faibles par rapport B ceux trou- 
v6s dans les autres aliments et en g6nQal bien en dessous 
du seuil de toxicite. Cette diffbrence est due au faible ren- 
dement d'extraction des enttrotoxines dans les produits lai- 
tiers (f B SO%), mais est peut etre aussi like, il un compor- 
tement particulier des entkrotoxines dans les produits 
laitiers (les enterotoxines pourraient s'agrdger aux pro- 
ttines du lait et ne plus Stre alors totalement sirologique- 
ment dbtectables). 
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