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Résumé

En vue d’apprécier les risques microbiologiques liés a la consommation du lait cru,
nous avons conduit, de janvier a avril 2018, une étude dans trois zones dans la Wilaya
d’El oued. La qualité sanitaire du lait cru de vache commercialisé a été appréciée sur
12 échantillons aléatoires provenant des vendeurs de ces régions d’étude. Les
échantillons ont été analysés pour le dénombrement de la flore aérobie mésophile, des
coliformes totaux (CT), des coliformes fécaux (CF), les levures et moisissures ainsi
que de la prévalence des entérocoques et les pathogenes tels que E.coli,
Staphylococcus aureus et le Clostriduim sulfito- réducteurs. La charge moyenne de la
flore aérobie mésophile était de 1,4 x 10"ufc / ml. Les échantillons de la commune de
Hassi Khalifa était plus contaminée que les deux autres régions notamment en ce qui
concerne la charge en FAMT (p<0.05), les coliformes totaux, les coliformes fécaux et
les levures et moisissures étaient également élevés avec des moyennes respectives de
7,1 x 105, 1,5 x 106, 7,9 x 10° et 2,2 X 10 ufc / ml. D’une autre coté, la plus parts des
échantillons ont été contaminé par les streptocoques D et FE. coli. Néanmoins,
Staphylococcus aureus a été détecté dans un seul échantillon avec une absence totale
des Anaérobies Sulfito- Réducteurs dans tous les échantillons de lait analysés et ce
pour toutes les régions étudiées. Ces résultats témoignent la mauvaise qualité du lait
cru commercialisé dans les différentes zones de la wilaya d’El oued et reflete bien le
non respect des regles de bonnes pratiques d’hygiéne au niveau de la traite, de la

conservation, du transport et de la vente du lait.

Mots clés : Lait cru, El oued,analyses microbiologiques, FAMT, CT, CF, S aureus,
ASR.



Abstrat

In order to assess the microbiological risks related to the consumption of raw milk,
we conducted, from January to April 2018, a study in three zones in the Wilaya of El
Oued. The sanitary quality of raw cow's milk marketed was assessed on 12 samples
of raw milk were collected from vendors in these study areas. The samples were
analysed for the enumeration of total Aerobic Mesophilic Flora (FAMT), total
coliforms (TC), faecal coliforms (FC), yeasts and molds, and the prevalence of
enterococci and pathogens such as E. coli, Staphylococcus aureus and the sulphite
reducing clostridia (SRCs). The average load of total Aerobic Mesophilic Flora was
1.4 x 107 cfu / ml. Samples from the commune of Hassi Khalifa were more
contaminated than the other two regions, particularly with regard to the load in
FAMT (p <0.05), total coliforms, faecal coliforms and yeasts and molds were also
high with respective averages of 7.1 x 10°, 1.5 x 10° 7.9 x 10° and 2.2 x 102 cfu /
ml. On the other hand, most of the samples were contaminated with Streptococci D
and E. coli. Nevertheless, Staphylococcus aureus was detected in a single sample
with a complete absence of sulphite-reducing anaerobes in all the milk samples
analyzed for all the regions studied. These results reflect the poor quality of the raw
milk marketed in the different areas of El Oued and reflects well the non respect of
the rules of good hygienic practices at the level of the milking, the conservation, the

transport and the sale of the milk.
Key words: Raw milk, El oued, microbiological analyzes, FAMT, CT, CF,

S aureus, SRA.
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Introduction

Introduction

L’ Algérie est le premier consommateur du lait au Maghreb avec prés de 120
L/an /habitant (Kacimi El Hassani, 2013). Cet aliment occupe une place
prépondérante dans la ration alimentaire des algériens. Il apporte la plus grande partie
des protéines d’origine animale (Senoussi, 2008). Le lait cru est un produit hautement
nutritif sur le plan de la nutrition (Labioui et al., 2009). Par sa richesse en glucides,

protéines, lipides, vitamines et sels minéraux (Aggad et al., 2009).

Le lait est extrémement périssable, car la plupart des évolutions microbiennes et
biochimiques qui altérent la qualité des aliments se déroulent en milieu aqueux
(Balde, 2017), sa production doit étre séverement controlée en raison des risques
éventuels qu’il peut présenter pour la santé humaine. En effet, des souches pathogenes
pour Homme et Animal, pouvant avoir acquis des résistances multiples aux
antibiotiques peuvent y proliférer. Une évaluation de la qualité hygiénique du lait
permet de rechercher la microflore naturelle et des microorganismes témoins de

contaminations extra-mammaires éventuelles (Labioui et al., 2009).

Dans ce cadre 1’évaluation de la qualit¢ microbiologique du lait s’avere
nécessaire et essentielle pour déterminer les points de défaillance lors de la production
de la matieére premiere, afin de protéger le consommateur, maitriser la qualité du
produit fini et améliorer son aspect hygiénique. Cependant aucune étude concernant la
qualité hygiénique du lait produit dans notre région n’a été entreprise auparavant.
C’est dans ce contexte que se situe notre travail. L’objectif principal est d’effectuer un
ensemble d’analyses microbiologiques sur le lait de vache cru commercialiser dans
quelques points de vente appartenant aux trois régions (El-oued, El bayada et Hassi

Khalifa) dans la wilaya d’El Oued.

Dans ce travail nous évoquerons tout d’abords des rappels bibliographiques
concernant le lait, (Généralité sur le lait et sa qualit¢ microbiologique).dans la
deuxiéme partie, nous avons réalisez une étude expérimentale ou nous étudierons les
résultats des analyses microbiologiques du lait cru commercialisé dans notre wilaya

afin d’identifier les principaux risques sanitaires liés a la consommation de ce produit.
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PREMIERE PARTIE : SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

CHAPITRE I : GENERALITES SUR LE LAIT

I.1. Definition

Le lait est un liquide alimentaire, opaque blanc mat, légerement bleuté ou plus ou
moins jaunatre, a I'odeur peu marquée et au gout douceatre, sécrété, apres parturition par la
glande mammaire des animaux mammiféres femelles, pour nourrir leur(s) nouveau

né(s). (Mazyoyer., 2007).

D’un point de vue agro-alimentaire, le lait est défini comme devant étre le produit
intégral de la traite totale et ininterrompue d’une femelle laitiere bien portante, bien nourrie et
non surmenée ; il doit €tre recueilli proprement et ne pas contenir de colostrum (Perreau,

2014).

Le lait cru est le nom donné au lait d'origine animal qui n'a subi aucune modification
majeure telle que la stérilisation ou la pasteurisation. Il peut étre légerement chauffé.
Cependant, pour conserver toutes ses qualités nutritionnelles, la température ne doit pas €tre
supérieure a 40°C soit celle de 1’animal. Mais en raison qu’il peut contenir des germes
pathogenes, il doit étre porté a I’ébullition avant consommation (Fredot, 2005). 11 est le
premier aliment pour les mammifeéres et, en tant que tel, fournit toute l'énergie et les
nutriments nécessaires pour assurer une croissance et un développement adéquats pendant la
période postnatale. La consommation de lait s'arréte généralement apres la fin de la période de
sevrage, sauf chez 'homme, car elle est ingérée méme a 1'age adulte. Les aliments laitiers sont
généralement considérés comme des aliments équilibrés et nutritifs, souvent inclus comme

éléments importants d'une alimentation saine (Pereira, 2014).

I .2. Caractéristiques organoleptique du lait

I.2.1. Couleur

Le lait se présente comme un liquide blanc opaque, parfois un peu jaunatre selon sa

concentration en B-caroténes (Alves De Oliveira, 2007).
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Riomont (2009) explique que dans le lait, deux éléments, gras et gras, forment des

protéines sous forme de mésosides dysposoridés par la caséine. Ces agrégats dispersent les

rayons lumineux sans absorption et les rayons sont renvoyés, semblable a la composition du

rayonnement solaire, une lumiere blanche.

I.2.2. Saveur

Il est difficile de définir cette caractéristique du lait normal car elle provient de
diversement appréciés. En effet, on distingue la saveur douce du lactose, la saveur salée du

NaCl, la saveur particuli¢re de lécithines qui s protéines (Martin, 2000).

I.2.3. Odeur

SelonVierling (2003), I’odeur est caractéristique le lait du fait de la matiére grasse qu’il
contient fixe des odeurs animales. Elles sont liées a ’ambiance de la traite, a 1’alimentation
(les fourrages a base d’ensilage favorisent la flore butyrique, le lait prend alors une forte
odeur), a la conservation (I’acidification du lait a I’aide de I’acide lactique lui donne une

odeur aigrelette).

I .3. Caractéristiques physico-chimiques du lait

I .3.1. Densité et masse volumique

Densité et masse volumique du lait La densité est le rapport de la masse d’un volume de
lait donné sur la masse du méme volume d’eau a 20°C. Elle varie donc en fonction de la
température. La densité moyenne du lait de mélange est comprise entre 1030 et 1033 a 20°C.
Pour un lait individuel, cette valeur est comprise entre 1020 a 1038. (Cyrille, 2007). La
densité du lait est également liée a sa richesse en matiere seche, un lait pauvre en matiere
seche aura une densité faible (Goursoud, 1985).Plus un lait contient un pourcentage élevé en

matiere grasse, plus sa densité sera basse (Amiot et al., 2002).

I .3.2.Acidité titrable

L’acidité du lait résulte de 1’acidité naturelle, elle est de 15 a17 D°, dans les conditions
normales (Belhadi, 2010). Elle est principalement due a la présence de protéines, surtout les
caséines et la lactalbumine, de substance minérales tels que les phosphates, CO,, et acides

organiques et (Amiot et al., 2002 ; Ghaoues, 2011).
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1.3.3. pH
Le lait a un pH proche de la neutralité¢ (6,6 a 6,8) (Perreau, 2014). Ce pH tend a

décroitre quelque peu au cours d’une lactation en raison de 1’augmentation du taux de
caséines et de phosphates qu’il renferme. Mais hormis ces variations mineures, qui restent
dans les limites précitées, le pH du lait ne change théoriquement pas et constitue un indice de
son état de fraicheur. En effet, lors d’'un manque de fraicheur, les bactéries lactiques
transforment le lactose en acide lactique qui diminue le pH du lait (par augmentation de la
concentration d’ions hydronium HO selon 1’équation pH=logl/[HO]). De méme, comme le
colostrum est acide, un lait au pH trop faible peut aussi étre le révélateur de la présence de
colostrum c’est a dire d’une traite trop précoce apres le part (Alves De Oliveira, 2007). Un

lait a pH alcalin est un lait pathologique (mammite) (Mahaut et al., 2000).

1.3.4. Point de congélation

Elle varie entre - 0,51 et — 0,55°C, selon les conditions zootechniques. Si elle tend vers
0°C, cela peut permettre de détecter une adjonction d’eau, ou mouillage, qui constitue une

fraude (Wattiaux, 1997; Henno et al., 2008).

Les points de congélation du lait sont affectés par I'environnement, la race et la structure
chimique et ses propriétés peuvent affecter le point de congélation du lait et la présence de

toute substance pouvant l'affecter (Henno et al., 2008).

1.3.5. Point d'ébullition

Le point d'ébullition du lait est également un peu plus élevé que celui de 1'eau pure en

raison des solides dissous. le point d'ébullition est d’environ 100,5C° (Fredoit, 2006).

I.4. Composition chimique du lait
1.4.1. Eau

L’eau est I’élément majoritaire avec une teneur de 90%. Les autres éléments constituent
la maticre séche du lait qui est composée : 1) d’une solution vraie avec un sucre, des protéines
solubles, des minéraux et vitamines hydrosolubles ; 2) d’une solution colloidale comprenant
les protéines (en particulier les caséines) ; 3) d’une émulsion de maticres grasses (Ennuyer et

Laumonnier, 2013 ; Perreau, 2014).
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1.4.2. Matieére seche

1.4.2.1. Glucides

Les glucides sont les constituants les plus importants quantitativement apres ’eau et
représentent dans le lait environ 38% de la matiere séche (Perreau, 2014). L'hydrate de
carbone caractéristique du lait est le lactose (C;2H20)(4-O-B-D-galactopyranosyl-
Dglucopyranose). Il est couramment appelé sucre de lait. Le lait de mammiferes est la seule
source de lactose.ll représente plus de la moiti¢ de 1’extrait sec. Le lactose se forme dans les
glandes mammaires a partir du glucose et du galactose (Gaiani, 2006). Il se retrouve sous
deux formes isomeres en équilibre dans le lait : le lactose hydraté ou -lactose et le lactose
anhydride ou -lactose. Ces deux formes différent par la configuration stérique de 1’atome
d’hydrogene et du groupe hydroxyle OH u niveau du carbone C1 du glucose (Gaiani, 2006;
Karam, 2013). Le lactose est spécifique du lait, réputé pour avoir une concentration tres
stable, entre 48 a 50 g/L, soit environ 5% du lait (Ennuyer et Laumonnier,2013 ; Perreau,

2014 ; Roca-Fernandez ,2014).

A TD’état sec, le lactose se présente sous différentes formes : amorphe s’il est séché
suffisamment vite ou cristallis€ sous des formes anhydres (et) ou encore monohydraté .Le
lactose -monohydraté (L-HO) est la forme naturelle stable du lactose a température ambiante,
mais il peut se présenter aussi en cristaux sous de nombreuses formes. Le lactose est
directement responsable de la réaction de Maillard (« brunissement non enzymatique »)
connue dans les poudres, réaction se faisant entre les protéines et les sucres réducteurs. Cette
réaction conduit a une altération de la qualité nutritionnelle (pertes en acides aminés comme
la lysine et le tryptophane, diminution de la digestibilit¢ du lactose et des protéines) et
organoleptique des poudres (jaunissement des poudres et défaut de golit) ainsi que des
propriétés fonctionnelles, notamment I’altération des propriétés de réhydratation qui est un

paramétre technologique d’une grande importance (Gaiani, 2006; Karam, 2013).

Le reste des glucides du lait est représenté par des oligosides libres ou combinés avec Ce
sont des les protéines, a raison de 1 a 1,6 g/L dans le lait (contre 3 g/L dans le
colostrum).polyosides neutres azotés (N-acétylglucosamine et N-acétylgalactosamine,
composés de 8 atomes de carbone) a raison de 1 g/L dans le lait (5 a 6 g/L dans le colostrum)
et des polyosides acides (acide N-acétylneuraminique ou acide sialique, composé a 11 atomes
de carbone) a moins de 0,5 g/L. dans le lait (5 a 6 g/L. dans le colostrum). Les glucides non
combinés se trouvent pour partie a 1’état moléculaire en solution vraie comme le lactose, le
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reste étant sous forme de glycoprotéines dans la membrane des globules de gras et dans

certaines protéines (Luquet, 1985).

1.4.2.2. Protéines

La matiere protéique du lait est définie par le taux protéique (TP), qui est une
caractéristique essentielle de la grille de paiement du lait (Ennuyer et Laumonnier, 2013).
Le lait de bovin contient en général 30 a 35 g/L. de protéines, qui sont classiquement divisées
en deux classes en fonction de leur solubilité a un pH de 4,6 : les caséines insolubles (80%
des protéines totales) et les protéines solubles (environ 20%). (Huppertz et Kelly., 2009).
Les protéines du lait représentent 95% des maticres azotées totales. Les 5% restants de
matiére non protéique sont constitués d’acides aminés libres, de petits peptides et d’azote non
protéique (Ennuyer et Laumonnier, 2013). 90% de la matiére azotée est formée des

protéines suivantes : -lactalbumine, -lactoglobuline, casé€ines (Roca-Fernandez, 2014).

1.4.2.2.1. Caséines

Elles forment pres de 80% de toutes les protéines présentes dans le lait (Amiot et al .,
2002). La majorité des caséines de bovins n’existe pas en solution mais s’organise sous forme
de micelles, structures supramoléculaires hydratées (2 a 4 grammes d’eau par gramme de
protéines) sphérique d’environ 180 nm de diamétre constituée de submicelles de 8 a 20 nm de
diameétre. Les micelles sont associées a des minéraux dans ’espace intersubmicellaire,
majoritairement des sels de phosphate et de calcium et secondairement du magnésium et du

citrate (Huppertz et Kelly, 2009 ; Ennuyer et Laumonnier, 2013).

1.4.2.2.2. Protéines du lactosérum

Les protéines solubles, appelées protéines de lactosérum, représentent 20% de la
fraction protéique du lait, du lait de vache et 17 % des matieres azotées. Elles demeurent en
solution dans le « sérum isoélectrique », leur teneur est élevée en lysine, tryptophane, cystéine

(Poughon et Goursoud, 2001).

Les deux sont classés comme des protéines de haute qualité en tenant compte des besoins
en acides aminés humains, de la digestibilité et de la biodisponibilité. En fait, les protéines du
lait sont souvent considérées comme la meilleure source de protéines pour tenir compte des

acides aminés essentiels (Pereira, 2014).
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1.4.2.3. Matiere grasse

La matiere grasse du lait est produite principalement a partir des acides gras volatils
(acides acétique et butyrique). Le premier est formé principalement a partir des glucides
pariétaux des fourrages (cellulose) et le second a partir des glucides rapidement
fermentescibles (sucre de betterave). Une partie de la matiere grasse du lait provient de la
mobilisation des réserves lipidiques de la vache (jusqu'a 60kg). Sous certaines conditions, des
graisses alimentaires peuvent également contribuer a la formation de la matiere grasse du lait

(Stoll, 2003).

La maticre grasse est contenue dans des globules gras ou gouttelettes lipidiques
enrobées d’une enveloppe protectrice (Danthine et al., 2000). Les dimensions des globules
de matieres grasses dépendent de la race de I’animal (les globules sont plus petits chez la race
Holstein que chez les Ayrshire et les Jersey) et de la période de lactation (la dimension des
globules diminue vers la fin de la lactation). Le diameétre de globules gras étant de 3 a 4 pum,
on estime qu’il ya environ de 3 a 4 milliards de globules de gras par millilitre de lait entier

(Grappin et Pochet, 1999).

Les matieres grasses sont présentes dans le lait sous forme d'une émulsion de globules
gras. La teneur en matieres grasses du lait est appelée taux butyreux (TB). Les termes
«matieres grasses» et «lipides» ne sont pas synonymes. En effet, la matiére grasse obtenue par
des moyens mécaniques (produit de 1'écrémage obtenu par centrifugation) représente le
contenu du globule gras. De ce fait, elle ne contient pas les lipides polaires ou complexes
(phospholipides, etc.), mais contient par contre des composés liposolubles qui ne sont pas des
lipides au sens strict et que 1'on nomme «substance lipoide». Il s'agit essentiellement d' «
hydrocarbures » (dont le caroténe), d'alcools (dont le cholestérol et la vitamine E) et de
vitamines liposolubles (A, D, K). Cette fraction encore appelée insaponifiable regroupe donc
des composés variés et nombreux qui, en raison de leur importance et de leur role, seront
étudiés séparément, méme s'ils représentent moins de 1% de la matiere grasse totale du lait.
Les lipides (fraction saponifiable) constituent donc l'essentiel de la maticre grasse (FAO,

1999).

Sur le plan quantitatif, parmi tous les constituants du lait, les lipides sont les plus
variables. Avec une moyenne dans 1’ordre de 35g/L selon la littérature, les lipides du lait sont
constitués a 96-98 % de triglycérides, a 0,2-1,5 % de di glycérides, de traces de mono

glycérides 0, 1 % a 0,2-1% de phospholipides polaires (Courtet-Leymarios, 2010) et enfin a




Généralités sur le lait

0,5% de substances liposolubles telles que le cholestérol (0,31 %) et les vitamines
liposolubles comme les vitamines A et D (Snappe et al., 2010). D’un point de vue structural,

les acides gras constituant les triglycérides sont tres variés. On distingue ainsi :

- Les acides gras saturés, a dominance de nombre pair de carbone, qui représentent a eux
seuls pres de la moitié des acides gras totaux du lait; Les acides gras mono-insaturés, parmi
lesquels, ’acide oléique est considéré comme le plus abondant avec 25 a 30 % de la totalité

des acides gras. L'acide linoléique (C18:2), quant a lui, n’est retrouvé qu'a raison de 2 %.

Les acides gras polyinsaturés existent dans le lait en faible pourcentage
comparativement aux autres constituants de la matiere grasse (< 8 %). Il en découle que les
acides gras essentiels sont peu représentés dans le lait de vache (de I’ordre de 3 %) (Courtet-

Leymarios, 2010).

La composition moyenne du lait de vache est présentée dans le tableau O1.
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Tableau 01. Composition moyenne du lait de vache (Huppertz et Kelly , 2009; Ennuyer et

Laumonnier, 2013 ; Perreau, 2014)

Composants Teneur dans le lait Composants partiels
Eau 900 a 910 g/
Matiere seche 125-135g/L Matiere grasse Glycérides 35 a 40 g/L.

(MS)

lipidique
(38a44 g/L)

Phospholipides 0,1 a 0,3

g/L

Stérides 0,1 2 0,2 g/L

Lactose 47 a 52 g/LL
(38% MS)

/

Matieres protéiques

(95% Matiére azotée

Matiere azotée totale totale)
(29 238 g/L) (28236 ¢/L)
Matieres azotées non
protidiques (5% Matiere
azotée totale)
(1a2g/lL)
Matiére 0,036 mg
minérale
(7a8g/L)
Vitamines Sug

1.4.2.4. Enzymes

Environ 60 enzymes principales ont été répertoriées dans le lait, pouvant jouer un rdle

trés important soit par la

lyse des constituants originaux du lait soit assurant un rdle

antibactérien (protection au lait), soit des indicateurs de qualité hygiénique, de Les deux

principaux facteurs pH et la température (Amiot et al., 2002).
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1.4.2.6. Minéraux et vitamines

Le lait de vache et les produits laitiers sont des sources précieuses de minéraux
essentiels (en moyenne 10 a 20% de I'apport alimentaire quotidien) (Zamberlin et al., 2012),
les minéraux représentent une petite portion de lait (environ 8-9 g / L) et se présentent sous
différentes formes chimiques: ions et sels inorganiques ou en tant que parties de protéines,
d'acides nucléiques, de graisses et de glucides (Gaucheron, 2005 ; Gao et al.,2009 ;
Summer et al., 2009). impliqué dans le diagnostic de maladies spécifiques telles que la

mammite chez les vaches laitieres (Hamannet Kromker,1997 ; Summer et al.,2009).

Les minéraux sont présents sous forme de sels minéraux dans le lait (phosphates,
chlorures, sulfates, carbonates et bicarbonates de sodium, potassium, calcium et magnésium).
Certains sels existent pour partie sous forme soluble et pour partie sous forme colloidale en
association avec les micelles de caséine. Bien que le calcium et le phosphate prédominent
dans les structures colloidales, du magnésium ou du citrate peuvent aussi étre présents. Ces
éléments jouent un rdle important dans la structure et la stabilité des micelles de caséines

(Hupperts et Kelly, 2009).

La composition en sels minéraux est influencée par de nombreux facteurs : I’espéce et la

race, le stade de lactation, I’alimentation (Hupperts et Kelly, 2009).

Le lait de vache contient des vitamines liposolubles (A, D, E et K) et des vitamines
hydrosolubles du groupe B. La teneur en vitamine C est faible. Les teneurs vitaminiques
dépendent beaucoup de I’alimentation. Les concentrations en vitamines du groupe B sont plus
stables car synthétisées par les bactéries du rumen (Perreau, 2014 ; Ennuyer et

Laumonnier., 2013)

Les concentrations des différents minéraux et vitamines cités ci-dessus sont présentées

dans le tableau 02.
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Tableau 02. Teneurs en minéraux et vitamines du lait de vache (Ennuyer et Laumonnier.,

2013).
Minéraux Teneur dans le Vitamines Teneur dans
lait
le lait (pour
100 g de lait)
Caleium 1,15- 1,25 g/kg antot ;ltillcéz . (B5) 0.373mg
Phosphore 0,75-1,08 g/kg Riboflavine (B2) 0,169 mg
Potassium 1,15-1,50 g/kg Niacine (B3) 0,089 mg
Magnésium 0,08-0,12 g/kg Thiamine (B1) 0,046 mg
Chlorure 1,06-1,15 g/kg Vitamine B6 0,036 mg
Soufre 300 mg/kg Folate (B9) Sug
Fer 0,3 mg/kg Vitamine B12 0,45 png
Zinc 3,6 mg/kg Vitamine A total 0,046 mg
Sélénium 36 ug/kg -caroténe (partie de 7ug
vitamine A)
Sodium 420-460 mg/kg Phylloquinone K1 0,3 ug
Vitamine D 2UI
Alpha-tocophérol 0,07 mg
(E)

L.5. Production laitiére

I. 5.1. Au niveau mondial

Le lait de bovin représente plus de 80% de la production laitiere mondiale. Le cheptel

bovin laitier francais a connu des évolutions marquantes ces 25 dernieres années, que ce soit

au niveau des effectifs globaux d’animaux ou du nombre d’exploitations : passage de 7,19

millions de bovins laitiers en 1983 a 3,64 millions en 2012 et de 427000 exploitations laitieéres

avec 17 vaches laitiéres par exploitation en moyenne en 1983 a 72 000 exploitations et 50,6

bovins en moyenne en 2011. La sélection et les techniques d’élevage plus performantes ont
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permis I’augmentation continue du niveau de production jusqu’a atteindre en 2012 une
moyenne de 9411 kg de lait par lactation brute pour les vaches de la race Prim’Holstein
(Perreau, 2014).

La production mondiale de lait a été de 818 milliards de litres en 2015, Selon une étude
de ’OCDE et de la FAO, la production mondiale de lait devrait augmenter de 178 millions de
tonnes entre 2017 et 2026, soit une augmentation de + 22 % : la part de la production des pays
développés passerait de 44 % en 20142016 a 49 % en 2026. 77 % de la hausse de la
production mondiale de lait seraient réalisés par les pays en développement : 1’Inde et le
Pakistan devrait représenter 29 % de la production mondiale en 2026 contre 24 % en 2016
(Anonyme., 2018).

La production mondiale de lait est illustrée dans la figure O1.

B de 20 a 150 millions de tonnes
de 10 & 20 milkions de tonnes
de 5 & 10 millions de tonnes
d'1 4 5 millions de tonnes

W moins ¢'1 miion de tonnes »

Figure 01. Production de lait dans le monde (CNIEL, 2017)

I.5.2. Au niveau national et local
La production laitiere constitue un secteur stratégique de la politique agricole

algérienne, notamment pour son réle de fournisseur de protéines animales face a une de
richesses (Ouakli et Yakhlef, 2003). En amont de la filiére, la production laitiere est assurée
en grande partie pour environ 80% par le cheptel bovin (Kacimi El Hassani, 2013).

La production laitiére collectée durant I’année 2012, était de 756 millions de litres, dont

pres de 160 millions de litre par les 14 filieres du secteur laitier public. Pres de 80% du lait

E
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collecté est valorisé sur les circuits de transformations du secteur privé au nombre de 139
unités, conventionnés avec I’ONIL dont une dizaine exploitant intégralement du lait cru et

bénéficiant de la prime d’intégration de 6 DA/l ITLEV, 2013).

En 2015 la production du lait cru est estimée 03.6 milliards de litres, dont 02,7 milliards
de litres est essentiellement bovine. Cette production globale est fournie a 73% par un cheptel
bovin et seulement 1/3 de cette production est valorisé sur le circuit industriel (Kaouche-
Adjlane, 2015). Ainsi plus de 60% de la production nationale est autoconsommée en zone
rurale, elle concerne la totalité des productions caprines, ovines et camelines, et 2/3 de celle
des vaches. Cette production est actuellement difficilement collectable par les laiteries

industrielles des zones urbaines (Soukehal, 2013).

En 2017, la vallée d'Oued Souf a récolté 355%10° litres de lait frais produits i partir de
24415 bovins (trois types: cheévres, vaches, chameaux) 1430 y compris les vaches laitieres
(409:BLM/1021:BLL+BLA) .Ces dernieres représentant 10% du total des litres produits dans
la willaya. Les communes d’El Bayada, El Robbah et Ogla occupent respectivement 54%,

45% et 31% le premier matelas dans la production de lait frais pour les vaches (DSA, 2017).

La répartition géographique des laiteries en Algérie de lait est montrée dans la figure 02.

Nombres de laiteries

B ~Nord-ouest 22.38%
P Nord centre  38.67%

B ~ord-est 13.22%

lHauts plataux ouest3.6 %
lHauts plataux centre 3.5%

.Haut plataux est 14.24 24

B sua 7.12%

Figure 02. Répartition géographique des entreprises du secteur lait et produits laitiers

(ONIL, 2017)
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I.5.3. Contraintes de la production laitiere

La filiere laitiere algérienne reste toujours soumise a de fortes contraintes qui limitent sa

performance globale (Makhlouf, 2015).

La faible productivité zootechnique des élevages bovins laitiers est le résultat de la
conjugaison de plusieurs facteurs en relation avec la faiblesse de 1’alimentation, la conduite de
I'élevage et la maitrise technique médiocre (Ghazi et Niar, 2011 ;Djermoun et Chehat,

2012).

Le probléeme majeur est I’insuffisance dans les ressources fourrageéres qui constitue un
obstacle au développement de I’élevage bovin en Algérie ce qui conduit a2 des insuffisances
dans les productions animales. Ce qui oblige I’état a recourir a I’importation de grandes
quantités d’aliment, surtout des concentrés (mais, orge..etc.) pour palier a ce déficit (Chehma
et al., 2002). En outre, d’autre problémes affectant le développement de la production
laitiere concernant le mode de conduite d’¢élevage dans la majorité des fermes, est dominante
extensive, qui est peu productif, a I’exception de quelque exploitations d’état qui pratique un
élevage semi-intensif (Amellal, 1995). Aussi, les conditions du milieu physique et humain
qui, d’emblée, semblent contraignantes pour leur développement a savoir une aridité du
climat, une superficie agricole utile qui a tendance a se rétrécir par rapport a la population
(Djebbara, 2008).De méme, le manque de technicité demain d’ouvre qui est a ’origine de la
mauvaise conduite technique des élevages (Senoussi, 2008). Ces mauvaises techniques sont
traduites par un faible rendement (Djebbara, 2008). En plus a ces problémes d’autres

contraintes s’ajoutent a limiter considérablement son essor.

1.6.Types des bovins exploités en Algérie

Le cheptel laitier n’était pas constitué de races a aptitude laiticres a proprement dit. Les
populations bovines locales, qui constituaient 1’essentiel des ressources génériques bovines
(ITELYV, 2013). Suite a 'importation de vaches a fort rendement ainsi qu’aux quelque
croisement effectués avec ces derniers, notre cheptel s’est caractérisé par la présence de trois

types de bovins distincts dont deux sont orientés principalement vers la production laitiere.
1.6.1. Bovin laitier local (BLL)

Il représente 34% de D’effectif total des vaches laiti¢res, soit environ 300 000 tétes

(Makhlouf, 2015). Ces cheptels sont conduit en extensif et ce type de bovin est constitué
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essentiellement par la brune de 1’Atlas et ses rameaux (la Guelmoise, Sétifienne, la

Chélifienne) (Kali et al., 2011).

1.6.2. Bovin laitier amélioré (BLA)

Il est localisé dans les zones montagneuses et forestieres (Makhlouf, 2015). Ce cheptel
recouvre les divers peuplements bovins issus de croisements entre la race locale Brune d’
Atlas et ses variantes d’une part et diverses races importées d’Europe: Pie Rouge, Tarentaise,

Brune des Alpes et Frisonne Pie Noire (Yakhlef, 1989).

1.6.3. Bovin laitier importé dit moderne (BLM)

Il comprend essentiellement les races Montbéliarde, Frisonne et Holstein. Ce type de
bovin est conduit en intensif et localis€é dans les zones généralement a fort potentiel

d’irrigation autour des agglomérations urbaines (Kali et al., 2011).

I.7. Consommation de lait en Algérie

La consommation de lait a connu une augmentation rapide. Elle est passée
successivement de 54 L/hab/an en 1970 a 112 L/hab/an en 1990, pour atteindre les 120L de
nos jours. En effet, L’ Algérien est le premier consommateur de lait au Maghreb (Kacimi El
Hassani, 2013).La consommation moyenne, en lait, est estimée de 110 a 115 L/AN/Hab.
Cette demande, sans cesse grandissante, ne peut, se justifiée uniquement, par la forte
démographie, ’'urbanisation et I’amélioration du pouvoir d’achat de la population. A ce titre,
I’ Algérie importe 60% de sa consommation en lait et est classé deuxiéme pays importateur du
lait apres la chine. Les importations sont passées del4.758, 08 tonnes en 2014 a 17.076,42
tonnes en 2015, soit 15,71% d’augmentation. La production locale en lait cru, ne couvre
qu’environ 40% de la demande, ayant atteint le seuil de 03,6 milliards de litre en 2015, soit un
accroissement de 84% par rapport a ’année 2000 qui coincide avec le lancement du plan

national de développement agricole (P.N.D.A) (Meribai et al ., 2016)
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PREMIERE PARTIE : SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

CHAPITRE II : Flore de contamination et qualité microbiologique.

I1.1. Les bactéries

Un grand nombre d’especes bactériennes a été répertorié¢ dans le lait. Ces bactéries
peuvent étre divisées en deux groupes : La flore indigene ou originelle (les bactéries
lactiques) et la flore de contamination (Vignola, 2002 ; Joseph-Pierre, 2003). Cette dernicre

est subdivisée en deux sous classe : la flore d’altération et la flore pathogéne (Vignola, 2002).

I1.1.1. Flore originelle ou indigéne

La flore originelle des produits laitiers se définit comme 1’ensemble des
microorganismes retrouvés dans le lait a la sortie du pis, les genres dominants sont
essentiellement des mésophiles (Vignola, 2002). Le lait contient relativement peu de
microorganismes quand il est sécrété¢ partir de la mamelle d’un animal en bonne santé. Il
devrait contenir moins de S000UFC (unités formant colonies). La flore naturelle du lait cru est
un facteur essentiel particulierement a ces propriétés organoleptiques (Fotou et al., 2011). Le

Lait cru est protégé contre les bactéries par des substances inhibitrices appelées« lacténines»

mais leur action est de trés courte duré environ 1 heure (Guiraud, .2003).

I1.1.1.1. Bactéries lactiques

Les bactéries lactiques sont les bactéries qui transforment les sucres en donnant une
proportion ¢élevée d’acide lactique et qui ne sont que faiblement protéolytiques (Joseph-

Pierre, 2003).

Les Dbactéries lactiques appartiennent aux genres suivants: Cornobacterium,
Enterococcus, Lactococcus, Lactosphaera, Leuconostoc, Melssococcus, Oenococcus,
Pediococcus, Streptococcus, Vagococcus et Weissella (Stiles et Holzapfel, 1997 ; Axelson,

2004).

D’autre bactéries gram positive non sporulé et productrice d’acide lactique appartenant a
la famille des actinobacteriacée et au genre, Aerococcus, Microbacterium et
Propionibacterium (Sneath et Holt, 2001) ainsi que le genre Bifidobacterium (Holzapfel et

al., 2001) sont aussi impliquées dans 1’industrie agro alimentaire.
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Les bactéries lactiques sont des producteurs d’acide lactique (Marteau et Ramond,
1993) et bacteriocine (Berasconi et al., 2002) ayant un intérét technologiques . Dans ce
groupe figurent Streptococcus thermophilus qui provoque une acidification modérée de 0,5 a
1% et Lactobacillus delbruecki bulgaricus responsable d’une acidification moins rapide

mais plus intense supérieure a 1% (Joseph-Pierre, 2003).

Ces microorganismes, plus ou moins abondants, n’ont aucun effet significatif sur la

qualité du lait et sur sa production (Varnam et Sutherland, 2001).

Les principales bactéries lactiques sont illustrées dans la figure 03.

(A): Lactobacillus helveticus. (B): Lactobacillus delbrueckii. (C): Lactococcus lactic.
Figure 03. Bactéries lactiques (Prescott et al., 2010).

I1.1.1.2.Flore de contamination

La flore de contamination est I’ensemble des micro-organismes ajoutés au lait, de la
récolte jusqu’a la consommation. Elle peut se composé d’une flore d’altération, qui causera
des défauts sensoriels ou qui réduira la durée de conservation des produits, et d’une flore
pathogeéne capable de provoquer des malaises chez les personnes qui consomment ces

produits laitiers (Vignola, 2002 ; Guiraud, 2004).

L’ensemble des micro-organismes qui s’ajoute au lait extrait du pis de vache, sont
considéré comme une flore de contamination d’altération et pathogene, les principaux micro-
organismes de contamination sont Clostridium sp, Staphilococcus aureus...etc. (Guiraud,

2004).
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I1.1.1.2.1. Flores d’altérations

Elles sont des especes bactériennes du lait cru capables de dégrader le lactose, les

protéines ou les lipides de cette mati¢re premicre (Richard, 1987).

Seules quelques unes des espéces présentes seront responsables de 1’altération du produit.
Elles sont d’abord sélectionnées en fonction des conditions physico-chimiques mises en jeu
(nature de produit, pH, pression partielle en oxygene, température de stockage, etc )

(Bennefoy et al., 2002).

Les principaux genres identifiés comme flore d’altération sont Pseudomonas sp, Proteus
sp, les Coliformes, soit principalement, Escherichia et Enterobacter, les Bacillus sp, et
Clostridium, certains levures et moisissures, ils causeront des défauts sensoriels de gout,

d’aromes, d’apparence ou de texture (lamontagne, 2002).

I1.1.1.2.1.1. Flore aérobie mésophile

La flore aérobie mésophile regroupe des microorganismes formant des colonies
dénombrables apres leur multiplication dans des conditions de laboratoire définies (Bonnefoy
et al., 2002). Il s’agit des germes aérobies pouvant se multiplier dans des conditions
ambiantes a 30 C° et ne constituant pas une famille bactérienne particuliere. Cette flore
regroupe des enterobacteriaceae, de Bacillus, de staphylocoques, de Pseudomonas, des

bactéries lactiques ou d’autres agents éventuellement pathogenes (Ghafir et Daube, 2007).

On considere que en général il y a risque pour la santé du consommateur que si la flore
aérobie mésophile totale supérieure ou égale 2 10° micro organismes / g, et peut aussi étre
considéré comme flore d’altération, car la présence de FAMT revivifiable abondante indique
un processus de dégradation en cours. Il n’y a cependant pas une relation étroite entre le
nombre totale des microorganismes et le temps d’apparition de 1’altération perceptible des
caractéristiques organoleptique de 1’aliment (Bonnefoy et al., 2002). Leur présence au-dela
des limites définies peut signifier un défaut d’hygiéne des procédés de fabrication (Ghafir et

Daube, 2007).

Leur forte charge dans I’aliment peut également étre due a une conservation a des
températures trop élevées, sauf lorsqu’il s’agit de bactéries psychrotrophes (par exemple les

bactéries lactiques, Pseudomonas, Listeria, Yersinia) (Ghafir et Daube, 2007).
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I1.1.1.2.1.2. Bactéries de type coliforme

Les coliformes sont des bactéries Gram (-) non sporulées, aérobies ou anaérobies
facultatives (Billon et Sauve, 2009). Sont des entérobactéries, qui habituellement fermentent
le lactose, avec production d'acide et souvent de gaz et comprennent des especes des genres
Citrobacter, Enterobacter, Escherichia et Klebsiella. Cependant, certains médecins
microbiologistes incluent les especes des genres Edwardsiella, Hafnia et Serratia, en dépit de
leur incapacité habituelle a fermenter le lactose. Certaines souches psychrotrophes, poussent

bien a des températures froides, mais montrant une faible inhibition a 37 °C (Mead, 2007).

Les coliformes totaux sont utilisés depuis trés longtemps comme indicateurs de la
qualité. Les coliformes totaux sont définis comme étant des bactéries en forme de batonnet,
aérobies -lactose a 35C° afin de produire des colonies rouges avec les coliformes fécaux, ou
coliformes thermo-tolérants, sont un sous-groupe des plus fréquemment associée a ce groupe
bactérien est 1'Escherichia coli (E. coli) et, dans une moindre mesure, certaines especes des

genres Citrobacter, Enterobacter et Klebsiella (Elmund et al., 1999; Edberg et al., 2000).

Dans les élevages les déjections des bovins constituent le principal réservoir de ces
bactéries. Les principaux vecteurs sont la peau des trayons souillés par les feces et le matériels
de traite mal concu et de se fait mal nettoyé, ou les bactéries coliformes peuvent coloniser

entre les traites (Heuchel et Meffe, 2000).

I1.1.1.2.1.3. Streptocoques D (fécaux)
Les Streptocoques sont des cocci a Gram positif, se présentant sous forme de cellules

ovoides ou sphériques de moins de 2um de diametre. Ils sont dépourvus de catalase et de
cytochrome oxydase. Ils produisent de ’acide lactique par fermentation du glucose et sont
anaérobies-aérotolérants. Il en existe de nombreux espéces que plusieurs critéres permettent

de classer en groupe A a H et T selon la classification de Lancfield (Garmier et Denis, 2011).

Les streptocoques du groupe « D » sont caractérisés par la présence de l'antigéne D,
constitué par l'acide teichoique de la paroi. Cet antigéne D est également présent chez les
entérocoques mais des études génétiques ont conduit a séparer le genre Enterococcus et
streptococcus. S. bovis est l'espece la plus fréquemment isolée chez I'homme, elle est
responsable d'infections localisées, de septicémies et d’endocardites. Les streptocoques du
groupe D peuvent étre responsables d'infections urinaires (Schlegel et al., 2004).1ls sont

commensaux de l'intestin de I'nomme et de certains animaux. Isolés de produits laitiers ou
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d'autres produits agro-alimentaires (Manachini et al., 2002).

Ces bactéries sont constamment rencontrés dans les matiéres fécales et ont naturellement
été choisi comme témoin de contamination fécale dans certains aliments crus (Bonnyfoy et

al., 2002).

11.1.1.2.1.4. Levures et moisissures

Les levures et les moisissures sont des champignons hétérotrophes, organismes Les
levures sont des champignons unicellulaires qui constituent un groupe morphologique
relativement homogene (Bourgeois, 1996), sont souvent rondes a ovales, la division se fait
par bourgeonnement, plus rarement par scissiparité. A cité que des levures d’altération sont

associées au domaine laitier (Hermier et al., 1992).

Tandis que Les moisissures sont des champignons filamenteux uni ou multicellulaires
(Bourgeois, 1996). dix fois plus grosse que les levures, il existe plusieurs genres de

moisissures notamment les genres Aspergillus, Penicillium et Fusarium (Meyer et al., 2004).

Quelques especes de moisissures sont montrées dans la figure 04.

(A): Alternaria alternata (B): Penicillium pupurogenum (C): Clodosporium hebarum (D):

Penicillium pupurogenum.

Figure 04. Différentes genres de moisissures de gauche a droite (Labrie, 2012).

E



Flore de contamination et qualité microbiologique du lait

I1.1.1.2.1. Flores pathogénes

La contamination du lait et des produits laitiers par les germes pathogénes peut étre
d'origine endogene, et elle fait, alors, suite a une excrétion mammaire de 'animal malade ; elle
peut aussi étre d'origine exogene, il s'agit alors d'un contact direct avec des troupeaux infectés

ou d'un apport de I'environnement (eaux, personnel) (Brisabois et al, 1997).

Les germes pathogeénes auxquels on accorde une importance particuliere, en raison de la
gravité ou de la fréquence des risques qu'ils présentent sont cités ci-dessous : Les principales
bactéries infectieuses sont Simonella sp, Escherichia coli, Listeria monocytogenes,
Clostridium perfringens et Campylobacter sp. Les principales bactéries toxinogeénes sont

Staphylococcus sp ,Clostridium botulinum (Vignola, 2002).

I1.1.1.2.1.1. Staphylococcus aureus

Les Staphylococcus aureus (figure 05) appartiennent a la famille de Micrococcaceae. Ce
sont des cocci a Gram positif, non sporulés, aéroanaérobies facultatifs, immobiles, halophiles,
coagulase, protéase et catalase positives (Bourgeois, 1996), se divisant selon plusieurs plans
dans I’espace de fagon a former des amas irrégulier qui pousse en amas. Cette bactéries non
productrice de spores mais résistante, peut survivre longtemps sur des objets inanimés et secs,
elle résiste aussi relativement bien a la chaleur, Flore résidente de la peau de I’homme et des

animaux (Grosjean et al., 2011).

S.aureus est un germe mésophile dont la température optimale de croissance est
comprise entre 30 et 37C°, il est capable de se multiplier a des valeurs de pH comprises entre
4,2 et 9,3 avec un pH optimal de croissance de 7,0 a 7,5. Comme beaucoup d’especes de
staphylocoques, S.aureus est un germe halotolérant, qui peut se multiplier en présence de

concentrations ¢élevées de chlorure de sodium (en général jusqu’a 10%) (Cugq, 2007).

Le pouvoir pathogeéne de certaines especes de staphylocoques est dii a la production
d’une enterotoxine, elle n’est détruite ni par la pasteurisation du lait, ni au cours de 1’affinage
des fromages. L’entérotoxine staphylococcique étant un métabolite secondaire, sa production
nécessite une température minimale de 8-10°C, elle est synthétisée en fin de phase

exponentielle et au cours de la phase stationnaire de croissance (El Atyqy, 2008).
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Chez I’animal et plus particulierement chez la vache, il est présent sur la peau de la
mamelle et des trayons et a, donc, toute la possibilité de coloniser des blessures de trayons et
I’intérieur de la mamelle. On qualifie les staphylocoques de germes pathogeénes aréservoir
mammaire puisque les quartiers infectés, les plaies, les gercures sont les principaux réservoirs

et les germes sont transférés dans les trayons sains a I’occasion de la traite (Fatet, 2004).

Figure 05. Staphylococcus aureus observée en microscopie électronique (Grosjean et al.,

2011).

I1.1.1.2.1.2. Salmonelles

Salmonella (figure 06) appartient a la famille des Enterobacteriaceae. Ces bactéries sont
des bacilles droits gram négatifs, non sporulés, d’une taille de 0.7 a 1.5 um de large et de 2.0 a
5 pum de long, anaérobies facultatifs. Ces bacilles sont généralement mobiles grice a des
flagelles péritriches. Ils produisent généralement des acides et du gaz a partir de glucose et
utilisent le citrate comme seule source de carbone. Ces germes croissent a des températures

situées entre 8°C et45°C, mais sont sensibles a la chaleur (ICMSF., 1996).

Salmonella est une bactérie naturellement présente dans l'intestin des animaux (en
particulier chez les volailles et les porcs), des oiseaux, des reptiles, de certains animaux de
compagnie et de certaines personnes. Elle est également présente dans 1'environnement et peut
contaminer le lait a la production a la ferme (Van Kessel et al., 2004).Ces entérobactéries
lactose -, HS + ne font pas partie de la flore commensale du tube digestif de leurs hotes, mais

le portage asymptomatique reste fréquent et représente la plus grande voie de dissémination
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des bactéries dans I’environnement et dans les aliments. Dans le genre Salmonella, plus de

2000 sérotypes ont été décrites, tous présumé pathogene pour I’homme (Guy, 2006).

Les vaches laiticres demeurent trés sujettes aux salmonelloses essentiellement dues aux
sérovars ubiquistes provoquant ainsi une diarrhée profuse, une anorexie et une chute
importante de la quantité du lait (Brisabois et al, 1997). Les salmonelloses causées aux
consommateurs par le lait et les produits dérivés sont évaluées a environ 15% (Cuq, 2007).
La principale source de contamination serait I’excrétion fécale de salmonelles, dissémination
de la bactérie dans ’environnement, puis contamination de la peau des mamelles et du

matériel de traite et enfin passage dans le lait (Guy, 2006).

Figure 06. Selmonella sp observée en microscopie €lectronique (Prescott et al., 2010).

11.1.1.2.1.3. Escherichia coli

Les Escherichia coli (figure 07) font partie de la famille des Enterobacteriaceae. Il
batonnets mobiles au moyen de flagelles péritriches, Gram Négatifs, anaérobies facultatifs,
non sporulés. Ils sont capables de fermenter Plusieurs sucres, mais leur fermentation du
lactose avec production de gaz est caractéristique. -glucuronidase sont également
caractéristiques. Les E. coli sont sérotypées en se basant sur leurs 173 antigénes somatiques
(O), 56 antigenes flagellaires (H) et 80 antigeénes capsulaires (K) (Feng, 2001 ; Eslava et al.,
2003).

Les germes E. coli sont normalement présents parmi la microflore digestive de ’homme

et de nombreux animaux a sang chaud, comme par exemple les bovins. La plupart des E. coli
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sont sans danger pour ’homme et I’animal. Cependant certaines souches sont pathogénes
pour ’homme, al’exemple de Escherichia coli entéro-hémorragiques ou EHEC (Entero-
Hemorrhagic E. coli), dont la plus connue est E. coli O157:H7 et ayant un lien

épidémiologique assez étroit avec le beeuf (Bailly et al., 2012).

La principale maladie qu’elles provoquent chez ’homme est la colite hémorragique.
Outre la colite hémorragique, les EHEC peuvent causer de la diarrhée, le syndrome
hémolytique et urémique (SHU) principalement chez le jeune enfant ou le micro-angiopathie

thrombotique (MAT) chez I’adulte (Feng, 2001 ; Ray, 2001).

Figure 07. Escherichia coli observée en microscopie électronique (Prescott et al., 2010).

I1.1.1.2.1.4. Spores des Anaérobies Sulfito Réducteurs

Les Anaérobies Sulfito Réducteurs sont des bactéries anaérobies strictes, de forme
bacille a gram positif, catalase négative, mobiles, sporulés, appartenant a la famille des
Bacillacea, spores ont une résistance considérablement dans les milieux naturels, ils ont un
pouvoir de détruire le sulfite de sodium (Bourgoie, 1996). Sa spore permet de résister a des
conditions défavorables, en particulier la cuisson. Son caractére anaérobie strict limite sa
croissance dans certains aliments mais la favorise pour d’autres : conserve, aliments cuits (a la
cuisson réduit le taux d’oxygene). Cependant, contrairement a d’autres Clostridium, elle
tolere la présence de petites quantité d’oxygene. C. perfringens (figure 08) ou les germes
anaérobies sulfito-réducteurs sont tolérés dans les aliments en nombre relativement faible

(entre 1 et 100 par g ou ml) (Guiraud et Rosec., 2004).
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La contamination du lait par ses spores provient principalement d'un transfert de matiéres
solides, des poussiéres contenant du fumier et du sol (Scheldeman et al., 2005; Vissers et al.,

20006).

Les Clostridium sont responsables des mammites, maladies de systeéme digestif,
locomoteur, nerveux, reproducteur et respiratoire. Les principales sources de contamination

par les Clostridium butyriques sont la litiere et les aliments (Vissers et al., 2006).

De facon générale, le lait est un environnement qui semble défavorable a la croissance
des clostridies, les populations recensées y sont faibles en comparaison de celles des autres

environnements (Julien ,2008).

Figure 08. Clostridium perfringens observée en microscopie électronique (Kunkel, 2008).
I1.2. Sources d'infection et de contamination
I1.2.1. Infection a la ferme

Au cours de la manipulation a la ferme, le lait est susceptible d'étre infecté par divers
micro-organismes, principalement des bactéries. Le degré d'infection et la composition de la
population bactérienne dépend de la propreté de 1'environnement de la vache et des surfaces
avec lesquelles la vache entrent en contact, par exemple, le seau ou la trayeuse, le filtre, le
bidon a lait, la cuve et l'agitateur. Les surfaces mouillées par le lait représentent généralement
une plus grande source d'infection que le pis. Avec la traite manuelle, le trayeur, la vache, la

litiere, 1'air ambiant peuvent étre des sources d'infection. L'importance de l'infection dépend
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largement de 1'habileté et de la sensibilisation du trayeur aux questions d'hygiéne, et de la
facon dont la vache est entretenue. La plupart de ces sources d'infection sont supprimées par
la traite mécanique qui, elle-méme, représente une nouvelle source d'infection. Un trés Grand
nombre de bactéries peuvent infecter le lait de cette fagon si 1'on ne nettoie pas 1'équipement

de traite correctement (Bourgeois et al., 2000).

I1.2.1.1. Contamination par I’animal

Le lait renferme, lorsque I'animal est sous médication, des résidus d'antibiotiques qui
sont a 1’origine de perturbations importantes des processus de fermentation et de maturation
des produits laitiers de large consommation tels que les yaourt, fromages et autres laits
fermentés (Ben Mahdi et Ouslimani, 2009). Ces laits anormaux doivent étre séparés du lait
sain et ne pas étre utilisés pour la transformation. Le canal du trayon est toujours contaminé,
méme chez un animal sain ; de ce fait, les premiers jets de lait obtenus lors de la traite doivent
étre éliminés. L'extérieur de la mamelle est toujours chargé en germes ; l'importance de la
charge, qui est liée aux conditions de propreté de la stabulation, représente une source de

contamination majeure du lait (FAO, 1998).

La propreté des vaches a un impact significatif sur la santé du pis et en particulier sur le
taux de mammites environnementales. L.e maintien de la propreté du pis et des membres des
vaches permet de diminuer la propagation d’agents pathogénes de 1’environnement vers le

canal du trayon (Levesque, 2004).

I1.2.1.2. Contamination au cours de la traite

C’est en surface des trayons que 1’on retrouve la plus grande diversité de groupes
microbiens : une douzaine de groupes microbiens parmi les flores utiles, flores d’altération et
pathogene sont systématiquement détectés. Les groupes microbiens utiles (bactéries
lactiques) sont fortement dominants, leurs niveaux Otant au moins 100 fois supérieures ceux
des groupes d’altération ou pathogenes (staphylocoques a coagulase positive) (Lemire, 2007 ;

Jakob et al., 2011).

I1.2.1.3.Contamination au cours du transport

Une altération de la qualité au cours du transport par une mauvaise réfrigération, peut
avoir un impact grave sur la qualité du lait et engendrer des pertes financieres importantes

(Jakob et al., 2011).

-



Flore de contamination et qualité microbiologique du lait

Les différentes sources de contamination du lait cru sont illustrées dans le tableau 03.

Tableau 03. Source de contamination du lait cru (Desveau, 2001 ; Faye et Loiseau, 2002 ;

Tourette et al., 2002).
Agent de Sources potentielles Danger
contamination
Animal, Vache atteinte de Staphylococcus sp, E.coli, dégradation
contamination mammite non détecte nutritionnelle, destruction des protéines, réduction
endogenes Vache porteuse saine de la durée de conservation
d’une maladie Mycobacterium sp,Brucella sp, Staphylococcus
Non respect du temps aureus, Sterptococcus sp, Listeria sp , E.coli
d’attente apres traitement | Résidus chimiques, antibiotiques, anti-parasitaires,
inhibition de la lactofermentation.

Animal, Pas de nettoyage de la E.coli, Salmonella sp, Clostridium sp, Coliformes et
contamination mamelle et des trayons, autres bactéries fécales, bactéries psychotropes,
exogenes pas de séchage bactéries lactiques.

Queue non attachée

Contamination par des particules de déjections, de
terre, coliformes et autres bactéries fécales,
Salmonella sp, bactéries psychotropes

Personnes a la traite

Pas de lavage des mains

Staphylococcus sp,Sterptococcus sp,
E.coli,Salmonella sp, Clostridium sp, bactéries

fécales.
Contenants Mauvais nettoyage Multiplication des bactéries se nourrissant des
Mauvais séchage résidus, contamination par 1’eau, E.coll,
Transfert brutal entre deux | Dégradation nutritionnelle, réduction de la durée de
contenants conservation, rancissement.
Absence de filtration, filtre | Contamination par des particules de déjections, de
mal nettoyé terre, des insectes, des plantes,.... entrainement des
souillures retenues dans le filtre
Environnement Liu de traite non nettoyé Contamination fécale, coliformes

Germes de I’environnement : Listeria sp,
Pseudomonas sp, bactéries psychotropes, levures et
moisissures
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DEUXIEME PARTIE : PARTIE EXPERIMENTALE

Chapitre I : Matériel et Méthode

I.1. Présentation de la zone d'étude
I.1.1. Description générale et localisation

Oued Souf est une région situé au Sud -Est Algérien aux confins septentrionaux du
grand Erg oriental entre 33° et 35°de latitude Nord et entre 5° et 8° de longitude Est. Elle a
une superficie de 44 586.80 Km?. Cette willaya est limitée au nord par la willaya de
Khenchela au nord- est par la willaya de Tébessa, au nord —ouest par la willaya de Biskra, a
’ouest par la willaya de Djelfa, au sud-ouest par la willaya d’Ouargla, et a I’est par la Tunisie

(figure 09), cette région saharienne se caractérise par un climat aride et sec (Bekakra, 2006).
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Figure 09. Localisation géographique d’El-Oued (DSA Oued Souf., 2017).
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I.2. Matériel

1.2.1. Instruments et réactifs utilisés (annexe 2)
-Etuve (incubateur)
-Bain marie
-Une glaciére pour le transport des prélévements.
-Réfrigérateur
- Anses de platine.

- Bec benzene.

- Pipettes pasteurs.

- Boites de pétri stériles.

- Flacons stériles pour les prélevements

- Verreries (béchers, fioles, pipettes)
2.2. Réactifs et milieux :

- Eau distillée.
- Gélose PCA (MA)

- Gélose TSC

- Gélose de Baird Parker (BP)
- Milieu de Bile Esculine Azide (BEA)
- Milieu de ROTHE
- Bouillon Lactosé Bilié au Vert Brillant (BLBVB)
- Giolliti Contoni
- Test de coagulase
- Gélose de Desoxychalate

- Gélose d’Oxytétracycline (OGA)
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- Peroxyde d’hydrogene (H,0,)

1.3. Méthode
1.3.1. Préléevements

Le point de vente du lait cru est la porte d'entrée de cette étude. Prés de 12 points de
vente ont été recensés. Au total, 12 échantillons de lait (60 ml) sont prélevés dans des flacons
stériles (figure 10) chez des vendeurs dans les régions de Hassi Khalifa, El Bayadha, El Oued.
Le temps entre le prélevement et les premicres analyses ne dépasse guere 24 heures et les

échantillons arrivent a une température comprise entre +4° et +6°C.

Figure 10. Echantillons du lait (Photo originale, 2018)
1.3.2. Analyse de qualité
Deux tests rapides ont ainsi été effectués sur les 12 échantillons :
-Le test a I’éthanol

C’est le mélange du lait a un volume équivalent d’éthanol 70 % (figure 11) provoque une

coagulation si le lait est anormalement contaminé (Loiseau., 2002).

E
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Figure 11. Test d'éthanol (Photo originale ., 2018)
- le test d’ébullition

Les laits anormaux (colostrum, lait mammiteux ou contaminés) coagulent au chauffage

(figure 12) (Loiseau., 2002).

Figurel2. Test d’ébullition (Photo originale ., 2018).
1.3.3. Analyses microbiologiques

Elles visent a rechercher et a dénombrer les germes néfastes suivant, susceptibles de
contaminer les laits de consommation étudi€s : les Flores Aérobies Mésophiles Totales
(FAMT), les coliformes totaux et fécaux, les streptocoques du groupe D, les levures et
moisissures, les Anaérobies sulfito-réducteurs(ASR) et les Staphylocoques présumés
pathogeénes. Les méthodes horizontales de dénombrement de la norme AFNOR ont été

utilisées.

E



1.3.3.1. Préparation des dilutions décimales

Différentes dilutions avec une solution de Tryptone Sel Eau ont été utilisées selon la

nature de 1’échantillon ; elles variaient entre 10" et 10°7.

-Pour ’obtention de La dilution de 1/10 nous avons mélangé¢ 1 ml d’inoculum a 9 ml du

diluant (TSE)

- Pour I’obtention de La dilution de 1/100 nous avons mélangé 1 ml de la premiere dilution a

9 ml d’eau physiologique (diluant).

- Pour ’obtention de La dilution de 1/1000 nous avons mélangé 1 ml de la deuxi¢me dilution

2 9 ml du diluant (figure 13) et ainsi de suite.

E.E
1ml 1ml 1ml 1ml
N N N N N
-1 2 3 -4 -5
9ml 9ml 9ml

N N N

Figure 13 .Méthode de dilution de la solution mere.
Nous avons adopté la méme méthode pour tous les échantillons.

On obtient ainsi une dilution mére de 10 a partir de laquelle on réalise des dilutions

décimales jusqu’a 107,
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1.3.3.2. Préparation des milieux de culture
La méthode de préparation de PCA est la suivante (figure 14) :
- Mettre en suspension 42 g de milieu dans un litre d'eau distillée.
-Bien mélanger et dissoudre en chauffant avec agitation fréquente.
- Bouillir pendant une minute jusqu'a dissolution complete.
-Distribuer dans des récipients appropriés et stériliser en autoclave a 121 C° pendant 15 Min.
-Refroidir a 44 - 47 C°.

La méme méthode a été utilisée pour préparation des autres milieux de cultures.la

préparation de ces derniers est illustrée dans I’annexe 1 .

Figure 14. Méthode de préparation de PCA (Photo originale ., 2018)

1.3.3.3. Recherche des germes de contamination

Pour Chaque échantillon, six groupes de microbes ont été recherchés : flore mésophile
aérobie totale, coliformes fécaux et totaux, streptocoques fécaux, Staphylococcus aureus et

levures et moisissures.

E
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1.3.3.3.1. Recherche et le dénombrement de la flore aérobie mésophile aérobie totale
(FMAT) (NF V 08-051)

4 Mode opératoire

A partir des dilutions décimales allant de 10™ a 107, porter aseptiquement 1 ml dans une
boite de Pétri vide préparée a cet usage et numérotée. Compléter ensuite avec environ 20 ml

de gélose M.A fondue puis refroidie a 45+1°C (figure 15).

Faire ensuite des mouvements circulaires et de va-et-vient en forme de « 8 » pour

permettre a ’inoculum de se mélanger a la gélose utilisée. Laisser solidifier sur paillasse.

a/Ensemensement en masse b/Incubation de FAMT a 30°pendant 72 heures
Figure 15. Méthode de recherche des FAMT (Photo originale ., 2018).
# Incubation
Les boites seront incubées couvercle en bas a 30°C pendant 72 h (figure 15) avec:
- premiere lecture a 24 heures,
- deuxiéme lecture a 48 heures,
- troisieme lecture a 72 heures.
%+ Lecture

Les colonies se présentent sous forme lenticulaire en masse.

E
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+ Expression des résultats

Le développement des bactéries se traduit par I’apparition de colonies blanchatres a la
surface de la TSC, le comptage des colonies se fait sur les boites qui ont un nombre compris

entre 15 et 300 colonies.

Le calcule du nombre de microorganismes par millilitre du lait se fait selon la formule pour

tous les autres microorganismes ont été recherché (Guiraud, 1998).

D

N =
[ ] (7, + 01 »+0012;) @V

Ou:

C: somme totale des colonies comptées.

V ml : volume de solution déposé

N : nombre totale des colonies dans toutes les boites.

nl : Nombre de boites comptées dans la premiere dilution.

n2 : Nombre de boites comptées dans la seconde dilution.

n3 : Nombre de boites comptées dans la troisieme dilution.

d : facteur de dilution a partir du quel les premiers comptages ont été obtenus.
1.3.3.3.2. Recherche et dénombrement des Coliformes (NF V 08-051)
1.3.3.3.2.1. Coliformes totaux

Les coliformes sont dénombrés sur la gélose de désoxtcholate. Pour chaque dilution
Iml est ensemencé dans la masse d’environ 15 ml de gélose en boite de pétri. L’incubation a

lieu pendant 24 heures a 30°C.
+ Mode opératoire

A partir des dilutions décimales de10™ a 107, dans une boite de pétri vide préparée a cet

usage et numérotée.
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- compléter ensuite avec 15ml la gélose de Désoxtcholate 1%, fondue (figure 16) puis
refroidiea45 °C £ 1.

- faire ensuite des mouvements circulaires et de va-et-vient en forme de (8).
- laisser solidifier les boites sur la paillasse.

- puis couler a nouveau environ 5 ml de la méme gélose; cette double couche a un role

protecteur contre les diverses contaminations.

a/ 1 er couche de la gélose de Désoxtcholate b/ Incubation de CT a 30°C 24 h
Figure 16. Méthode de recherche des CT (Photo originale ., 2018).
+ Incubation

Les boites de pétri seront donc incubées couvercle en bas pendant 24 a 30 °C (figure

16).
4+ Lecture

- Les colonies des coliformes totaux et fécaux apparaissent en masse sous forme de petites
colonies de couleur rouge foncé et de 0,5 mm de diametre (figure 17); la fluorescence de ces
colonies est mise en évidence lors de leur observation sous une petite lampe a UV dans une

chambre noire.

E
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Figure 17. Colonies des CT (Photo originale ., 2018).
1.3.3.3.2.2. Coliformes fécaux
4 Mode opératoire

Les coliformes fécaux sont plus thermotolérants (détectés a 44°C). L’ensemencement de
ces derniers se fait par la méme méthode sur la gélose de Désoxtcholatel%y, sauf

I’incubation a 24 heurs a 44°C (figure 18).

a/ Dépot de gélose (1%°couche) b/Dépot de 2™ couche aprés la solidification de 1°°.

¢/ Incubation de CF

Figurel8. Méthode de recherche des CF (Photo originale ., 2018).

E
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4+ Incubation

Les boites de pétri seront donc incubées couvercle en bas pendant 48 h a 44 °C (figure

18).
4+ Lecture

- Les colonies des fécaux comme les coliformes totaux apparaissent en masse sous forme de

petites colonies de couleur rouge foncé et de 0,5 mm de diamétre (figure 19).

Figure 19. Démembrement des colonies de CF (Photo originale ., 2018).
+ Expression des résultats pour les coliformes

Compter toute les colonies ayant poussées sur les booites en tenant compte les facteurs

suivants :

- Ne dénombrer que les boites contenant entre 15 et 300 colonies ;

- Multiplier toujours le nombre trouvé par I’iverse de sa dilution ;

- Faire ensuite la moyenne arithmétique des colonies entre les différentes dilutions.
1.3.3.3.2.3. Test de confirmation de la présence d’E.coli

Les boites trouvés positifs lors du denombrement des coliformes totaux feront 1’objet

d’un repiquage a 1’aide d’une ose bouclée dans a la fois :
- un tube de bouillon lactose bilié au vert brillant (BLBVB) (figure 20).

- un tube d’eau peptonée exempte d’indole,

E
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a/Repiquage des CT (10)dans un tube de BLBVB. b/ L’incubation des tubes de BLBVB

Figure 20. Test de confirmation de la présence d’E.coli en utilisant les tubes de BLBVB (Photo

originale ., 2018)..
+ incubation
L’incubation se fait a (44,0 £ 0,5) C° pendant 24 a 48 heures (figure 20).
+ Lecture
Considérés comme positifs, les tubes présentant a la fois :

-Culture positive avec un dégagement gazeux dans les tubes de BLBVB (figure 21),

Figure 21. Résultat positif de BLBVB (Photo originale ., 2018).

-Un anneau rouge en surface temoin de la production d’indole par Echerichia Coli apres
djonction de 2 a 3 gouttes de reactif de Kovacs dans le tube d’eau péptonée exempte d’indole

(figure 22).

E
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a/ Colonie de CF (10™%) au tube b/Résultat positif apres avoir ajouté d'eau

péptonée de Kocacs

Figure 22. Test de confirmation de la présence d’E.coli en utilisant le Kovacs (Photo

originale ., 2018).
1.3.3.3.4. Recherche et dénombrement des streptocoques du groupe D (NF 90-416)
#+ Mode opératoire

La recherche des streptocoques fécaux ou streptocoques du groupe « D » de la
classification de Lancfield, se fait en milieu liquide par la technique du nombre le plus

probable (N P P).Cette technique fait appel a deux tests consécutivement a savoir :
+ Test de présomption

Préparer dans un portoir une série de tubes contenant le milieu sélectif de Rothe S/C a

raison de trois tubes par dilution.

A partir des dilutions décimales 10" a 107, porter aseptiquement 1 ml dans chacun

correspondants a une dilution donnée. Bien mélanger 1’inoculum dans le milieu.
+ Incubation
L’incubation se fait 37°C pendant 24 a 48 heures.
+ Lecture

Les tubes présentant un trouble microbien (figure 23), seront considérés comme positifs,

Aucun dénombrement ne se fait a ce stade, les tubes positifs feront 1’objet d’un repiquage.

E
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Figure 23. Tubes présentant un trouble microbien (résultat positif de Rothe) (Photo originale

. 2018)
4+ Test de confirmation

Chaque tube de Rothe positif fera donc I’objet d’un repiquage 1’aide d’une anse
ensemencer I’inoculum a la surface du boite de pétri contenant la gélose a la bile, a I’esculine

et a I’azide de sodium (BEA) préalablement préparé (figure 24).

Figure 24. Test de confirmation (ensemencement de I’inoculum positif au milieu de
BEA) (Photo originale ., 2018).

+ Incubation
L’incubation se fait 37°C pendant 24 heures.
%+ Lecture

Les entérocoques (S. fécaux) se présentent sous forme de petites colonies translucides
entourées d’un halo noir (figure 26).

E
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a/-Présence des S. fécaux (résultat positif) b/- Absence des S. fécaux (résultat négatif)
Figure 25. Recherche de Streptocoques fécaux (Photo originale ., 2018).
1.3.3.3.5. Recherche et dénombrement des Staphylococcus aureus (NF V 08-057)

Deux techniques différentes sont recommandées pour la recherche de Staphylococcus

aureus a Savoir :
*Méthode d’enrichissement sur milieu Giolitti Cantoni
*Méthode d’isolement sur gélose de Baird Parker

#% Mode opératoire

v' Préparation de milieu d’enrichissement

Au moment d’emploi, ouvrir aseptiquement le flacon contenant le milieu Giolitti
Cantoni pour y ajouter 15 ml de la solution de Tellurit de potassium et mélanger

soigneusement.
v Enrichissement

A partir des dilutions décimales retenues, porter aseptiquement 1 ml par dilution dans un
tube a vis stérile. Ajouter par la suite environ 15 ml de milieu d’enrichissement et mélanger

soigneusement (figure 26).

E
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a/- Preparation des tubes d’enrichissement (G.C)  b/- L’incubation les tubes de G.C.
Figure 26. Méthode d’enrichissement sur milieu Giolitti Cantoni (Photo originale ., 2018).

+ Incubation
L’incubation se fait a 37 °C pendant 24 a 48 heures (figure 26).

4+ Lecture

Les tubes ayant virés au noir seront considérés comme positifs (figure 27).

- ad itsttzs

& 'i”"‘l'“ r‘ R Bk ’

E

Figure 27. Tubes de G.C ayant virés au noir (Résultat positif de la présence de

staphylocoques) (Photo originale ., 2018).

Pour confirmer le développement de Staphylococcus aureus, ces tubes feront 1’objet
d’un isolement en ensemengant en rateau 0.1 ml sur la gélose de Baird-Parker (figure 28),
pour favoriser le dénombrement des Staphylocoques. L’incubation est réalisée pendant 24

heures a 37°C.

Les Staphylococcus aureus forme des colonies bombées, luisantes et plus ou moins

pigmentées en jaune (figure 29)

E
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a/ Ensemencement en rateau sur b/ Colonies de S. aureus
la gélose BP
Figure 28. Recherche de Staphylococcus aureus (Photo originale ., 2018).

#+ Test biochimiques

> Test de catalase

La catalase est une oxydoréductase intervenant dans le mécanisme de résistance a la
bactéricide. Ce test permet de différencier les staphylocoques des streptocoques. A partir d'un
isolement, une petite quantité de culture bactérienne est prélevé a 1’aide d’une pipette Pasteur,
on fait réagir la colonie dans une goutte de peroxyde d’hydrogéne (H,O,) déposée sur une

lame.
» Test de la Coagulase
Pour s'assurer de la spécificité des colonies de staphylocoques, procéder comme suit:

-Soumettre au moins cinq colonies typiques par boite, en les transférant dans des tubes

contenant du bouillon spécial, a raison d'une colonie par tube.

- Faire incuber a I'étuve, a 37 £ 1 C°, pendant 24 h, introduire 0,5 ml de chaque culture ainsi

obtenue, dans un tube stérile distinct, contenant 0,5 ml de plasma de lapin, bien mélangé.

-Faire incuber a l'étuve, a 37 = 1C°, et examiner les tubes aprés 2 heures et 6 heures

d'incubation, en vue de déceler toute coagulation du plasma de lapin.

-Si au moins cinq colonies coagulent le plasma de lapin, conclure a la présence de

staphylocoques a coagulase positive dans la dilution correspondante de 1'échantillon.
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1.3.3.3.5. Recherche et dénombrement des Clostridium sulfito réducteurs (NF V 08-019)
% Mode opératoire

Les dilutionle'l, 10'2, 10'3,10'4 et 10° sont soumis d’abord & un chauffage a 80°C
pendant 10 minutes, puis a un refroidissement immédiat sous 1’eau de robinet, dans le but
d’¢éliminer les formes végétatives et de garder uniquement les formes sporulées. Introduire
dans des boites de Petri stériles, 1 ml de ces dilutions décimales. Ajouter dans les 15 minutes,
dans chaque boite, 15 ml de gélose TSC liquéfiée, mélanger soigneusement et laisser

solidifier.
#+ Incubation
L’incubation se fait en anaérobiose a 37 ou 46°C pendant 24 heures (figure 29).
%+ Lecture

Les colonies des Anaérobies Sulfito Réducteurs apparaissent de couleur noire regroupées en

masse et d’un diametre supérieur a 0 ,5 mm.

Dans le cas ou il n’y a pas de colonie caractéristique (figure 29) ré incuber les tubes et

effectuer une deuxiéme lecture au bout de 24 h voire 48 h.

a/ Incubation d’ASR b/ Absence d'ASR (résultat négatif)

Figure 29. Recherche d’ASR (Photo originale ., 2018).
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3.3.3.6. Recherche et dénombrement des levures et moisissures (NF V 08-059)
#% Mode opératoire

A partir des dilutions décimales retenues, transférer aseptiquement 4 gouttes de chaque
dilution aux boites de pétri contenant le milieu OGA préalablement fondu et solidifie puis

étaler sur toute la surface du milieu 1’aide d’un rateau stérile.

4+ Incubation

L’incubation se fait a 20 C° couvercle en bas pendant 5 jours (figure 30)

a/ Incubation de levures et moisissures b/Colonies des levures et moisissures

Figure 30. Recherche de levures et moisissures (Photo originale ., 2018).

+ Lecture
*Les levures et les moisissures se multiplient en surface.

*Les colonies des levures sont bouillantes, rondes et bondées, de couleurs différentes, de

formes convexes ou plates et souvent opaques (figure 30).

*Les colonies de moisissures sont €paisses, filamenteuses, pigmentées ou non, a aspect

velouté et sont plus grandes (figure 30).
+ Expression des résultats

Compter toutes les colonies ayant poussé sur les boites en tenant compte les facteurs

suivants:
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- Ne dénombrer que les boites contenant entre 15 et 150 colonies
- Multiplier le nombre trouvé par 5.

- Multiplier toujours le nombre trouvé par 1’inverse de sa dilution faire ensuite la moyenne

arithmétique des colonies entre les différentes dilutions.
1.3.4. Spécifications microbiologiques du lait cru

Les spécifications microbiologiques du lait cru selon le journal officiel de la république

algérienne sont montrées dans le tableau 04.

Tableau 04. Spécifications microbiologiques du lait cru (seuils d’acceptabilité) en vigueur en

Algérie au moment de 1’étude (annexe 3)

Paramétre microbiologique Limites microbiologiques
dans le lait cru (ufc (1) /g ou ufc/ml)
Min Max
Flore mésophile aérobie totale a 30 °C 3.10° ufc/ml 3.10°
Coliformes thermotolérants 5.10%ufc/ml 5.10°
Staphylococoques a coagulase + 102 103
Salmonella Absence dans 25 ml
Antibiotiques Absence dans 1 ml
Listeria monocytogynes 100

1.3.5. Analyses statistiques

Les analyses statistiques ont été effectuées a 1'aide de logiciel statistique SPSS (Version
16). Les données des analyses microbiologiques, des tests subjectifs et des analyses
bactériologiques ont été analysées en utilisant 'analyse de variance (test de Kruskal-Wallis).

Les différences étaient considérées significatives a p <0,05.
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Chapitre II : Résultats et Discussions

I1.1. Résultats

I1.1.1. Analyse globale de la qualité

Les analyses pratiqués sont celles généralement utilisées pour évaluer la qualité sanitaire
du lait, pour ce fait deux tests rapides sont effectués sur tous les échantillons du lait analysés

(le test d’¢ébullition et le test d’éthanol) (Tableau 05).

Tableau 05. Moyennes des tests rapides de salubrité pour évaluer la qualité sanitaire des

échantillons du lait analysés.

Régions Tests
Ebullition Ethanol

Hassi Khalifa 0 0

El Bayada 0 0
El oued 0,75 0,75
Moyen 0,25 0,25
Valeur p 0,083 0,083

Signifiance NS NS

Le tableau 05 montre que les deux tests rapides (éthanol et d’ébullition) sont négatifs
pour les échantillons appartenant aux régions de Hassi Khalifa et d’El Bayada respectivement,
tandis que, 0.75% des échantillons analysés appartenant a la région d’El oued sont positifs a

ces deux tests.

I1.1.2. Analyses microbiologiques globales

Le tableau 06 indique le taux de contamination des échantillons de lait cru par les
différentes flores selon les quatre points de vente dans les trois régions de Hassi Khalifa, El
Bayada et El oued. Ce tableau donne la concentration moyenne en bactéries des 12

prélevements du site considéré, exprimée en UFC/ml.

&
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Tableau 06. Taux de contamination moyens des échantillons de lait cru analysés pour les

cinq indicateurs microbiens (UFC/ml)

Régions Flores
FAMT CT CF Lev Moi
Hassi Khalifa 3x 107 1,8x 10° 6,8 x 10° 6,6x10° | 1,7x10°
El Bayada 2,9 x 10° 1x10° 2,3 x 10° 23x10° | 1,9x 10
El oued 8,8 x 10° 9,5x 10° 2,3x 10° 1,7x 10° 3x10°
Moyen 1,4 x 10 7,1x 10° 1,5x 10° 79x10° | 22x10°
Valeur p 0,011 0,080 0,118 0,874 0,490
Signifiance DS NS NS NS NS

D’aprés le tableau ci-dessus la charge en microorganismes globale des échantillons du
lait analysés est trés variable d’une région a I’autre mais sans variation significative. Tandis
que, La charge en FAMT des échantillons analysés de la région de Hassi Khalifa est plus
élevée que celle enregistrée pour les deux autres régions (El Bayada et El oued). Les analyses
de variance montrent une variation significative (P <0,05) entre les régions d’étude pour la
FAMT.

I1.1.2.1. Dénombrement de la flore aérobie mésophile totale (FAMT)

Les échantillons prélevés présentent une charge en microorganismes de la flore totale
qui varie de 2.9.10° 2 3.10" UFC/ml, pour une moyenne de 1.4.10" ufc/ml (tableau 06 et figure

33). Ces résultats sont importants et variables.
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Figure 31. Effet de la région d’étude sur la charge en flore aérobie mésophile totale

La figure 31 montre que, la totalit¢ des échantillons ont été infectés par la flore
mésophile totale mais les échantillons provenant de la région de Hassi Khalifa présentent une

charge microbienne plus importante que les échantillons des autres sites d’étude.

11.1.2.2. Dénombrement de coliformes totaux

Les résultats de dénombrement de coliformes totaux selon les régions d’étude sont

présentés dans la figure 32.
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Figure 32. Effet de la région d’étude sur la charge en coliformes totaux
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Tous les échantillons ont montré une charge en CT supérieure aux normes, le nombre
moyen variant de 1,8 x 10° a1 x 10° UFC/ml selon les sites. La charge la plus importante de

CT a été enregistrés dans les échantillons du lait cru commercialisés dans la région d’El oued.

11.1.2.3. Dénombrement de coliformes fécaux

Les résultats de dénombrement de coliformes fécaux sont montrés dans la figure 33.
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Figure 33. Effet de la région d’étude sur la charge en coliformes fécaux

Les échantillons du lait cru analysés présentent une charge en CF variant de 6,8 x 10° a
2,3 x 10° UFC/ml selon les sites. Les échantillons du lait cru commercialisés dans la région
de Hassi Khalifa présente la charge de CF la plus basse par rapport aux échantillons des deux

autres régions d’étude.
I1.1.2.3. Dénombrement de levures

Les résultats de dénombrement de levure sont indiqués dans la figure 34.
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Figure 34. Effet de la région d’étude sur la charge en levures

N

Les taux moyens des levures dans les échantillons analysés oscillant entre 6,6 x 10* a
2,3 x 10° UFC/ml selon les régions. Le taux le plus élevé a été enregistré pour les échantillons
d’El Bayada.

11.1.2.3. Dénombrement de moisissures

Les résultats de dénombrement de moisissures des échantillons du lait cru analysés sont

illustrés dans la figure 35.
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Figure 35. Effet de la région d’étude sur la charge en moisissures
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La figure ci-dessus montre que les valeurs moyennes des moisissures des échantillons
étudiés de 1,7 x 1072 3 x 10" ufc/ml selon les régions d’étude. La valeur la plus élevée a été

marquée dans les échantillons provenant de la région de d’El oued.

I1.1.3. Analyses bactériologiques
Les résultats des analyses bactériologiques effectuées sur les échantillons du lait analysé
sont montrés dans le tableau 07.

Tableau 07. Analyses bactériologiques des échantillons analysés

Régions Flores (ufc/ml)
E.C Staph Clostri ENT
Hassi Khalifa 1 0,5 0 0,25
El Bayada. 0 0,75 0 0,75
El oued 1 0,75 0 1
Moyen 0,66 0,66 0 0,66
Valeur p 0,248 0,248 / 0,248
Signifiance NS NS / NS

D’apres le tableau 07, tous les échantillons analysés provenant de Hassi Khalifa et d’El
oued sont infecté par I’E. Coli. Tandis que, ceux provenant d’El Bayada sont dépourvus de ce
germe. Pour les staphylocoques, la plus part des échantillons sont infectés mais avec des
pourcentages variant de 0.5 a 0.75 % selon la région d’étude. Mais, il faut signaler qu’un seul
échantillon exclusivement a été contaminé par le S. aureus. De méme que, les entérocoques
sont présentes dans tous les échantillons mais avec des pourcentages variables selon les sites
d’étude. D’une autre coté, tous les échantillons analysés sont dépourvus de Closrtridium

sulfito-réducteurs.
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I1.2.Discussion
I1.2.1. Analyse globale de la qualité

Les résultats de cette étude montrent la variabilité de la qualité du lait cru d’une région a
a une autre. Les tests rapides réalisés montrent que la plus part des échantillons du lait
provenant de la région d’El oued sont anormaux. Ce résultat peut étre considéré comme un
indice de I’importance de la charge microbienne du lait cru prélevé des points de vente de
cette région qui est le résultat de contaminations et multiplications successives associées aux
mauvaises conditions hygiéniques lors de la traite a la ferme, au cours du transport et sur les
lieux de vente. Cependant, ces tests nécessitent I’application des autres analyses

microbiologiques pour étre confirmés.

I1.2.2. Analyses microbiologiques globales

I1.2.2.1. Flore Aérobie Mésophile Totale

La recherche des microorganismes de la FAMT permet de juger 1’état hygiénique d’un
produit alimentaire. La flore mésophile aérobie totale nous renseigne toujours sur la qualité
hygiénique du lait cru (Guinot-Thoms et al., 1995). C’est la flore la plus recherchée dans les
analyses microbiologiques. Pour 1’ensemble des échantillons collectés, la valeur moyenne de
FAMT est de 1,4 x 10’ cfu/ml, L’énumération de cette flore pour les échantillons collectés a
montré qu’il y a une contamination importante du lait cru dans toutes les régions d’étude.
Cette forte contamination est sans doute liée au manque d’hygiene lors de la traite ou des
équipements utilisés pour de la traite, a I’infection des mamelles de la vache (Yammani et al.,
1999). La valeur moyenne obtenue pour les échantillons de trois région d’étude est en accord
avec celle obtenue par Titouche et al., (2016) pour le lait cru vendu dans les marchés de Tizi
Ouzou en Algérie (7,2 = 1,05 1log10 CFU mL-1 ).De méme les charge microbienne moyennes
obtenu pour les régions d’El oued et d’El-Bayada sont comparables avec celle obtenue par
Adjlane-Kaouche et al.(2014) pour le lait collecté dans la région du centre-nord de 1'Algérie
(6,42 + 0,43 logl0). Des résultats similaires pour les FAMT ont été obtenus dans d'autres
études pour d’autres pays. Hadrya et al. (2012) ont rapporté des valeurs allant de 2,7 x 10’2
7.0x10° CFU / ml a la ville de Kenitra au Maroc et Chye et al. (2004) ont montré que le lait
cru collecté auprés des fermes en Malaisie présente une charge moyenne de 1.2x10’CFU / ml.
Cependant, Ces résultats sont supérieurs aux ceux rapporté par d’autres études en Algérie 8.3

*10° (Aggad et al., 2009).

Les analyses statistiques ont montré qu’il y a une différence significative pour les

FAMT entre les zones d’étude. Il faut noter que les échantillons de Hassi Khalifa se
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caractérisent par un niveau de FMAT plus élevé que les autres. Cette différence significative
est due probablement a 1'absence d'application de pratiques hygiéniques lors de la traite et du

stockage du lait.

D’apres les résultats obtenus tous les échantillons de lait seraient qualifiés de mauvaise
qualité si on se référait aux normes algériennes d’évaluation de la qualité du lait cru. Les
charges maximales tolérées par les cette réglementation est de 10° UCF/ml (JORA ,2017). En
effet, la charge de flore aérobie mésophile totale dans tous les échantillons analysés excede les
critéres microbiologiques applicables au lait. Cette forte contamination est sans doute liée au
manque d’hygiéne lors de la traite ou des équipements utilisés pour de la traite, & I’infection

des mamelles de la vache (Yammani et al., 1999).
11.2.2.2. Coliformes

Les résultats de notre étude montrent qu'il existe des légeres variations entres les
différentes zones d’¢tude en ce qui concerne la charge microbienne en CT. La charge
moyenne en CT est supérieur celle rapporté par Adjlane-Kaouche et al (2014) (4,6 +£ 0,41
log10) en Algérie. D’un autre part ce résultat est comparable avec les résultats indiqués par
d’autres études avec 3.8 10° et 1.65 x 10° UFC/mL respectivement ( Bouzaid et al.,2012 ;
Meshref et Meshref, 2013). L’ existence des coliformes totaux n’indique pas nécessairement
une contamination fécale directe du lait, mais elle est considérée comme un indicateur de
mauvaises pratiques d’hygiene et sanitaire durant la traite et post manipulation. La présence
de ces germes dans le lait peut étre aussi liée a une contamination par les déjections de vache,

le sol et I’eau utilisée (Chye et al., 2004).

La moyenne des dénombrements de coliformes thermo tolérants est de 1,5 x 10°
ufc/ml. Ces résultats sont Les présents résultats sont supérieurs a ceux rapportés par Aggad et
al (2009) et Ghazi et Niar (2011), dans la région de Tiaret avec une moyenne de 10° et 1,7.
10 ufc/ml respectivement, ils sont néanmoins similaires aux résultats rapportés par Quinine et
al (2004) au Maroc avec 2,0 10°ufc/ml et Meshref et Meshref (2013) en Egypte avec 2.07.
10%ufc/ml. Mais, sont inférieurs aux ceux obtenus par Hadrya et al. (2012) avec des valeurs
variant entre 8.1x10° et 1.1x10° CFU / ml. Les coliformes thermotolérants indiquent en
général une contamination fécale et leur nombre est généralement proportionnel au degré de
pollution produit par des matieres fécales (Aggad et al., 2010). D'autre part, la présence de
coliformes fécaux (CF) dans le lait est fortement associé avec le risque de contamination avec

d'autres germes pathogenes entériques et (Van Kessel et al., 2004 ; Kivaria et al., 2006).
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I1.2.2.3. Levures et moisissures

Le nombre de levures et moisissures des échantillons du lait provenant d’El Bayadah
est un peu plus élevé que celui provenant des autres zones d’étude analysés. Les valeurs
moyenne obtenues pour les de levures et moisissures sont comparables avec celles indiquées

par Adjlane-Kaouche et al. (2014) avec des valeurs de 4,58 + 0,29 et 3,23 + 0,33 log10.

La contamination importante du lait par les levures et moisissures tels que nous 1’avons
observé est surtout le résultat d’une forte contamination extérieure et d’une mauvaise hygi¢ne
des ustensiles utilisés pour la traite et la conservation du lait (Bonfoh et al.,2002, Prejit et al.,

2007).

II est a signaler que les ustensiles utilisés pour la collecte du lait a la ferme sont
généralement la plus grande source de contamination du lait (Millogo et Sjaunja, 2010).
Aussi, les levures et les moisissures croissent plus vite que les bactéries et peuvent causer la
détérioration de I’aliment avec une faible activité¢ d’eau. En plus, de la détérioration, le risque

de mycotoxines existe (Gokce et al., 2010).
I1.2.3. Analyses bactériologiques
11.2.3.1. Escherichia coli

Escherichia coli a été rencontrés dans tous les échantillons de lait analysés de deux
régions (El oued et Hassi khalifa) tandis que, elle est absente dans les échantillons d’El
Bayadah. Pareillement, Meshref et Meshref (2013) ont signalé la présence de ce germe avec
une charge moyenne de 2.83.10" et selon la Fédération internationale de laiterie (1993), les
déjections des bovins constituent le principal réservoir des coliformes thermotolérants en
particulier de ’espéce Escherichia coli qui se multiplie a des températures comprises entre

4 °C et 46 °C, avec un optimum de croissance a 37 °C.
11.2.3.2. Streptocoques D (entérocoques)

Les pourcentages en entérocoques sont treés variables d’une région a I’autre. Pareillement,
Ghazi et Niar (2011) ont rapporté la présence des streptocoques dans 80,64% des
échantillons de lait cru analysés dans la région de Tiaret. Ce groupe des bactéries représente
un bon indicateur de contamination fécale surtout dans le cas de la pollution des eaux (Afif et

al., 2008).
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I1.2.3.3. Saphylococcus aureus

Les résultats obtenus indiquent la présence du spathylococcus coagulase négative dans
la plus part des échantillons analysés. Cependant la présence de S. aureus a été révélée
seulement dans un seul échantillon. Similairement, plusieurs auteurs en Algérie ont signalé la
présence de S. aureus dans le lait cru mais avec des taux tres variables (Aggad et al., 2009 ;
Ghazi et Niar., 2011 ; Adjlane-Kaouche et al., 2014 ; Titouche et al ., 2016 ). La présence
de germes considérés comme pathogenes est probablement dii a la mauvaise qualité
hygiénique des récipients utilisés pour la traite (Godefay et Molla., 2000).S.aureus contamine
le lait soit par excrétion directe des mamelles d’animaux atteints de mammites ou par
I’environnement lors de la manipulation et de la transformation du lait cru (Afif et al., 2008).
Ils sont particulierement des indicateurs de la présence de la mammite subclinique chez les
bovins laitiers (Adesiyun et al., 1998). Ils sont dangereux en raison de leur capacité a

transmettre potentiellement des animaux aux humains et vice versa (Peton et Le Loir., 2014).

Bien que la présence de S.aureus dans nos échantillons est insoucieux en raison du
nombre des échantillons réduits, malgré cela, des dispositions adéquats doivent €tre prises
pour contre carrer cette contamination, car la présence de S aureus dans les aliments présente
un risque potentiel sur la santé¢ du consommateur du fait de la production d’entérotoxine (De

Buyser 2001 ; Cenci-Goga 2003).
11.2.3.4. Clostridium perfringens

Aucune contamination par Clostridium perfringens n’a été révélée. Ce résultat est
similaire a ceux annoncés par Afif et al. (2008) au Maroc qui ont rapporté un taux de
contamination autour de 0%. Néanmoins, d’autres études ont rapporté la présence de
Clostridium sulfito-réducteurs mais avec des pourcentage tres variable (Aggad et al., 2009 ;
Titouche et al ., 2016). L absence de ces germes est probablement liée a 1’absence d’une
contamination fécale durant la période d'échantillonnage. En effet, selon Joffin et Joffin
(2009), la présence des anaérobies traduit une contamination fécale ou par le sol, récente ou
ancienne. lls sont utilisés comme des indicateurs d'hygiéne dans les analyses
microbiologiques de certains nombre de produits alimentaires (Fernane et al., 2016).De
facon générale, le lait est un environnement qui semble défavorable a la croissance des

clostridies, les populations recensées y sont faibles en comparaison de celles des autres

environnements (Julien ,2008).
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Enfin, tous les échantillons de lait analysés provenant de différentes régions dans la
Wilaya d’El oued ne satisfait pas en général et peuvent étre qualifié de mauvaise qualité car
ils dépassent de loin les normes recommandées par le journal officiel (JORA, 2017). Les
contaminations résultent principalement du manque d’hygieéne a la ferme et sur les lieux de
vente, la présence de contamination croisée et 1'absence d'un systéme de réfrigération continu
dans la plupart des marchés locaux, les mauvaises pratiques (conservations a température
ambiante, notamment en été) et le mode de livraison associé a un systeme de collecte permet
le mélange de laits de différentes fermes laitieres, tous ces facteurs pourraient expliquer la

mauvaise qualité du lait cru commercialiser dans les différentes zones de notre Wilaya.
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Conclusion générale

Le lait présente sans aucun doute un intérét particulier pour les humains , car il est
parfaitement conforme aux exigences de 1’homme vu sa haute teneur en nutriments de base qui
sont importants pour les jeunes et les adultes (protéines, lipides, lactose, vitamines, enzymes et sels
minéraux), Cette richesse du lait cru fait de celui-ci un milieu favorable pour la multiplication des
germes. En effet, La contamination microbienne peut rendre le lait produit hautement périssable,
impropre a la consommation humaine suite a une altération organoleptique ou présenter un danger
pour la santé publique. La surveillance de la qualité hygiénique du lait reste indispensable pour

préserver la santé des consommateurs.

Les résultats des analyses microbiologique des 12 échantillons prélevés de différentes zone
d'étude dans notre wilaya, indique la présence de plusieurs types de germes : FAMT, coliformes
totaux, coliformes fécaux surtout E. coli et les entérocoques, Staphylocoques coagulase négative,

levures et moisissures.

En comparant la qualité du lait a travers les différentes régions d'étude (Hassi khalifa, El
Bayada et El oued). Nous avons constaté que le lait des trois zones ne répond pas du tout aux
normes et le probléme majeur reste le probleme d'hygiéne et le temps et les méthodes de

conservation de lait.

Concernant les germes totaux, coliformes totaux et fécaux, tous les échantillons analysés
contient une forte charge microbienne mais avec des taux variables d’une zone a ’autre et sont au
dessue des normes nationale et internationale cela peut étre expliqué par des conditions d’élevage

non conforme et le non respect des régles d’hygiene soit pour les éleveurs ou pour les vendeurs.

La contamination microbienne quelle soit fécale ou pathogene, n’est que le résultat logique
d’un mauvais encadrement de nos éleveurs par les vétérinaires, 1’absence des mesures d’hygiéne,
ainsi que le non-respect et la méconnaissance des conditions d’élevage, en particulier celles liées a
la propreté des animaux et leur environnement et bien sir les conditions de sécurité pour le stockage
et la livraison de lait a mettre entre les mains du consommateur un produit de meilleure valeur

nutritionnelle.



Conclusion

Les présents résultats posent donc les jalons d'une étude épidémiologique compléte prenant en
compte la qualité microbiologique, les zoonoses (brucellose, tuberculose) et la recherche des résidus
d'antibiotiques a 1'échelle nationale. Cela permettra de mieux cerner la filiecre en démontrant la

contribution de I'hygiene dans la production laitiere.

Enfin, Pour sortir du tunnel, nous proposons d’éviter la consommation du lait et produits
laitieres non pasteurisé, la mise en place de formations a destination des éleveurs, des convoyeurs et

méme des industriels, en vue d’améliorer I’hygiéne du lait.
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Annexes

Annexe 1 : Milieux descultures et leur préparation

e PCA (Milk Agar) (milieu solide)
- Préparation: Suspendre 24,5 grammes de milieu dans un litre d'eau distillée. Bien
mélanger et dissoudre en chauffant avec agitation fréquente. bouillir pendant une
minute jusqu'a dissolution complete. distribuer dans des récipients appropriés et
stériliser en autoclave a 121 C° pendant 15 minutes. refroidir a 50 C°. ( PH Final = 7
+£0.2 a 25C°)

Figure 1:Milieu de PCA. (Photo originale ., 2018)

e Désoxtcholate Agar (milieu solide)

- Préparation: mettre en suspension 46 g du milieu dans un litre d'eau .désactiver
pendant 10-15 min. bien mélanger et dissoudre en chauffant l'agitation fréquente.

( PH Final : 7.3£ 0.2 2 25 C°)

Porter a ébullition jusqu'a la dissolution compléte. Eviter la surchauffe.
Ne pas autoclaver .cool a 45-50 c et distribuer dans des boites de Pétri.

e Oxytracycline-Glucose Agar (OGA) (milieu solide)

-Préparation: mettre en suspension 15 g du milieu dans un litre d'eau distillée. bien
mélanger et dissoudre en chauffant avec une agitation fréquente .buller pendant une
minute jusqu'a dissolution compléte. stériliser en autoclave a 121 C° pendant 15 minutes
.cool a 45-50 C° et ajouter aseptiquement un flacon de supplément OGA sélectif,
préalablement reconstitué dans 5 ml d'eau distillée stérile.homogénéiser doucement et
distribuer dans des boites de Pétri. (PH Final : 6,6 £ 0,2 a 25 C°).
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olate Agar

Figure 2: le milieu d'OGA et Désoxycholate Agar (Photo originale ., 2018).

e BLBVB(milieu liquide)

- Préparation: Mettre en suspension 40g du milieu dans un litre d'eau distillée en agitant
souvent jusqu'a dissolution compléte. Distribuer des volumes de 10 ml dans des tubes a essai
avec des cloches de durham puis les inoculer en portions de 1ml du produit ou moins . pour
analyser des portions de 10 ml du produit. dissoudre 80 g du milieu dans l'eau distillée
répartir de la méme facons . stériliser en autoclave a 121 C° pendant 15 minutes dans les
deux cas.ne pas surchauffer .(PH Final:7,2 + 0,1 a 25C°)

e Braid Park (milieu solide)

-Préparation: mettre en suspension 5.6g .du milieu dans 90 ml d'eau distillée, bien
mélanger. chauffer en agitant fréquemment et faire bouillir pendant une minute. stériliser
a l'autoclave a 121 C° pendant 15 min .

Figure 3: milieu de BP et BLBVB. (Photo originale ., 2018)
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e Giolliti Contoni (milieu liquide)

- Préparation: mettre en suspension 54,2 g de la milieu dans un litre d'eau distillée. bien
mélanger et dissoudre en chauffant avec agitation fréquente .boil pendant une minute jusqu'a
complete dissolution .dispense 19 ml quantités dans des tubes a essai et stériliser en autoclave
a 121 c pendant 15 min .cool a 45-50 ° C, ajouter de facon aseptique 0,3 ml de tellurite de
potassium a 3,5% (cat-5208) ou 1 ml de tellurite de potassium a 1% dans chaque tube. ( PH
Final: 6,9 £ 0,2 a 25 C°).

¢ Rothe (milieu liquide)

- Préparation: mettre en suspension 34,7 g du milieu dans un litre d'eau distillée (69,4 g
si une double concentration est souhaitée). Bien mélanger et dissoudre en chauffant avec
une agitation fréquente jusqu'a ébullition .Ne pas surchauffer.

Distribuer dans des récipients appropriés et stériliser en autoclave a 118 C° pendant 15
min.( PH Final: 7.2 £ 0.2 2 25 C°).

Figure 4: milieu de Rothe (Photo originale ., 2018).
e Bile Esculine Azide Agar(milieu solide)

- Préparation: Suspendez 56,6 g de milieu dans un mitre d'eau distillée. Bien mélanger et
dissoudre en chauffant avec une agitation fréquente. Bouillir pendant une minute jusqu'a
complete dissolution .dispense dans des récipients appropriés et stériliser dans un
autoclave a 121C° pendant 15 min.(PH Final : 7.1 £ 0.1 4 25 C°)
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Annexe 2:

Figure 5: Bec benzéne. Figure 6: Balance électrique.

(Photo originale ., 2018) (Photo originale ., 2018)

Figure 7: incubateur Figure 8: Pipettes pasteurs

(Photo originale ., 2018) (Photo originale ., 2018)

Figure 9 : Anses de platine (Photo originale ., 2018).
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Figure 10: Loupe électrique. Figure 11: Bain marie.

(Photo originale, 2018) (Photo originale, 2018)

Figure 11:Réactif de KOVACS Figure 12: Peroxyde d’hydrogene (H,O5)

(Photo originale, 2018) (Photo originale, 2018)
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Annexe 3: JOURNAL OFFICIEL DE REPUBLIQUE ALGERIENNE N°39

S i 01T JOURNAL OFFICIEL DE LA REPUBLIQUE ALGERIENNE N° 39
ANNEXE I
Critéres microbiologiques applicables aux denrées alimentaires
1- Laits et produits laitiers
Catégories des denrées alimentaires Micro-organismes/ , Plan Limites microbiologiques
métabolites d'échantillonnage {ufc (1)g ou ufc/ml)
n c m M
Lait cru Germes aérobies 4 30 °C 5 2 3108 3.100
Staphylocoques & coagulase + 5 2 102 103
Coliformes thermotolérants 5 2 5.102 5.10%
Salmonella 5 0 Absence dans 25 ml
Antibiotiques 1 _ Absence dans 1 ml
Listeria monocytogenes 5 0 100
Germes aérobies i 30 °C 5 2 10 105
Lait pasteurisé et autres produits laitiers | Enterobacteriaceae 5 0 10
liquides pasteurisés
Salmonella 5 0 Absence dans 25 ml
Lait UHT et lait stérilisé Germes aérobies 4 30 °C 5 1] 10/0.1ml
Enterohacteriaceae 5 2 10 102
Lait en poudre et lactosérum Staphylocoques & coagulase + 5 2 10 102
en poudre
Salmonella 5 0 Absence dans 25 g
Escherichia coli 5 2 10 105
Staphylocoques & coagulase + 2 103 104
Fromages au lait cru Salmonella 0 Absence dans 25 g
Listeria monocytogenes 5 0 100
Fromages & base de lait avant subi un | Escherichia coli 2 102 103
traitement thermique moins fort que la
pasteurisation et fromages affinés & base | Staphylocoques i coagulase + 2 102 103
de lait ou de lactosérum pasteurisés ou
ayant subi un traitement thermique plus | Salmonella 5 0 Absence dans 25 g
fort que la pasteurisation
Listeria monocytogenes 5 0 100
Escherichia coli 5 2 102 103
Fromages & piite molle non affinés
(fromages frais) & base de lait ou de Staphylocoques i coagulase + 5 2 10 102
lactosérum pasteurisés ou ayant subi un
traitement thermique plus fort que la Salmonella 5 0 Absence dans 25 g
pasteurisation
Listeria monocytogenes 5 1] 100
Créme au lait cru Escherichia coli 5 2 102 103
Staphylocoques & coagulase + 5 2 103 104
Salmonella 5 1] Absence dans 25 g
Listeria monocytogenes 5 0 100




