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Résumé

Afin d’éviter les risques liés a la santé publique et les risques d’ordre technologique, le
lait cru collecté doit subit un contr6le immédiat concernant la recherche de certains germes
pathogénes pour la sécurité du consommateur.

Pour une bonne maitrise de la qualité hygiénique de ce lait, nous avons réalisé
I’analyse bactériologique de cing échantillons de lait cru. Il s’agit de la recherche et du
dénombrement par les méthodes bactériologiques classiques de la flore totale aérobie
mésophile, des coliformes totaux, des coliformes fécaux, des Staphylococcus aureus, des
Salmonella et des Clostridium sulfito-réducteurs.

Les résultats obtenus sont comparés aux critéres rapportés par le JO algérien du 27
Mai 1998. La présence de bactéries mésophiles avec une moyenne de 3,4x 103 UFC/ml, la
présence de coliformes totaux avec une moyenne de 4,3x 10t UFC/ml en milieu solide et 3,4x
10t UFC/ml en milieu liquide. Comparés successivement aux critéres concernant la FTAM
(3x10* UFC/ml) et les coliformes totaux (10' UFC/mI) ils témoignent d’une qualité
satisfaisante. Nous avons également noté

L’absence de coliformes fécaux, de Staphylococcus, de Salmonella et de Clostridium
sulfito-reducteurs.

Ainsi, I’ensemble des résultats obtenus sont satisfaisants ce qui refléte une bonne

qualité hygiénique du lait cru de I’exploitation.

Mots clés : lait cru, analyse bactériologique, la qualité hygiénique, la santé publique.
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Introduction

INTRODUCTION

Le lait est un aliment biologique d’une richesse exceptionnelle, il est a la fois produit
d’élevage, produit de transformation et produit de consommation offerte sous des aspects
extrémement diversifiés. Il peut a lui seul couvrir tous les besoins de 1’organisme durant les
premiers mois de la vie, il contient principalement tous les éléments nécessaires a la
croissance et au développement harmonicux de I’organisme humain, en particulier les

glucides, les lipides, les protéines, les vitamines et le calcium. (Ould mustapha, 2012).

Une bonne qualité bactériologique d’un lait n’implique pas uniquement I’absence de
germes pathogeénes, mais aussi 1’absence de toute substance inhibitrice telle que les résidus

d’antibiotiques susceptibles de poser des problémes trés généraux.

Ceux-ci peuvent donner au lait une couleur et un godt anormaux et surtout détruire les
bactéries responsables des fermentations lactiques, ce qui empéche la transformation du lait

en produits laitiers ; il s’agit d’un probléme technologique majeur. (Moller, 2000).

Ce travail a pour but, de donner un apercu sur la qualité microbiologique du lait cru.

Ce travail s’articule sur deux parties :

e Premiére partie est composée de synthése bibliographique comportant de généralité

sur le lait,

e La deuxieme partie est dédi¢ entierement a 1’analyses microbiologique du lait cru de
vache qui consiste en la recherche et le dénombrement de la flore totale aérobie mésophile,
des coliformes totaux, des coliformes fécaux, des Staphylococcus aureus, des Salmonelles et
des Clostridium sulfito-réducteurs par les méthodes bactériologiques de recherche et de

dénombrement classiques.
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1.1 Définition :

Le lait peut étre défini de différentes manieres :

Le lait est un aliment complet du point de vu nutritionnel. Il est nécessaire a tous les
ages de la vie, non seulement pour sa richesse incontournable en calcium mais également pour
sa contribution a la couverture des besoins en protéines de haute valeur biologique, en
vitamines, en oligoéléments et en eau (Debry, 2006).

Le lait est un liquide blanc, opaque, de saveur légérement sucrée, constituant un aliment
complet et équilibré, sécrété par les glandes mammaires de la femme et par celles des
mammiferes femelles pour la nutrition des jeunes (Figure 1). Le lait cru est un lait qui n’a
subi aucun traitement de conservation sauf la réfrigération a la ferme. La date limite de vente
correspond au lendemain du jour de la traite. Le lait cru doit étre porté a 1’ébullition avant
consommation (car il contient des germes pathogénes). 1l doit étre conservé au réfrigérateur et
consommeé dans les 24h (Fredot, 2006).

Le lait est la sécrétion mammaire normale d’animaux de traite obtenue a partir d’une ou

de plusieurs traites, sans rien y ajouter ou en soustraire, destiné a la consommation comme
lait liquide ou a un traitement ultérieur (codex alimentarius,1999).
Le lait proposé a la consommation est toujours un mélange, obtenu de la traite de plusieurs
animaux. Cette pratique tend a réduire fortement I'importance des variations individuelles,
mais des fluctuations notables subsistent qui sont sous la dépendance de facteurs d'ordre
génétique (race), physiologique (nombre de vélages, époque de lactation, moment de la
traite), et zootechnique (mode de traite, fourrage) (FAO ,1995).

-~

Figure 1 : Le lait Cru (BOUBEKEUR,2010)
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1.2 Composition du lait de vache :

Le lait de vache est un lait caséineux. Sa composition générale est représentée au
tableau n°1. Les données sont des approximations quantitatives, qui varient en fonction d’une
multiplicité de facteurs : race animale, alimentation et état de santé de I’animal, période de
lactation, ainsi qu’au cours de la traite. Il reste que la composition exacte d’un échantillonde

lait ne peut s’obtenir que par analyse (Roudaut et Lefrancq, 2005).

Tableau N°1 : Composition moyenne du lait de vache (Alais et al., 2008).

. Etat physique des
Composition (g/L)
composants
Eau libre (solvant) plus eau
Eau 905 5
liée (3,7%)
Lipides
Matiére grasse proprement a5
dite _
o o 34 Emulsion des globules gras (3
Lécithine (phospholipides)
. ) 0,5 a5 um)
Insaponifiable (stérols, 05
carotenes, ’
tocophérol)
Protides ] ] ]
B Suspension micellaire
Caséine ) )
. 34 phosphocaséinate de calcium
Protéines solubles .
_ 27 (0,08 a
(globulines,
_ 2,5 0,12 pm)
albumines) )
) 1,5 Solution (colloidale)
Substances azotées non _ )
. Solution (vraie)
protéiques
Sels
De I’acide citrique (en acide) | 9
De I’acide phosphorique 2 ]
Solution ou état colloidale
(P203) 26
Du chlorure de sodium 1,7
(NaCl)
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Constituants divers

(vitamines, enzymes, gaz Traces

dissous)

Glucides (lactose) 49 Solution
Extrait sec total 127

Extrait sec non gras 92

1.2.1 Les Lipides :

Rapportent que la matiere grasse est présente dans le lait sous forme de globules

gras de diameétre de 0.1 a 10pum et est essentiellement constitué de triglycérides (98%).

La matiére grasse du lait de vache est constituée de 65% d’acides gras saturés et de 35%

d’acizdes gras insaturé (Tableau 2) (Jeantet et al., 2008).

Tableau N°2. Composition en lipides de lait de vache, CHILLIARD, 1996).

Composition (%) Lait de vache
Triglycérides 98
Glycérides partielles 0.5
Cholesterol 0.3
Phospholipides 0.9
Acides gras libres 0.4

1.2.2 Lactose :

Le lait bovin contient lactose environ de 4.8 %. Le lactose est le glucide principal
dans le lait de tous les mammiferes ; le lait contient seulement des quantités tres petites, y
compris glucose, fructose, glucosamine, galactosamine, acide neuraminique et oligo-

saccharides neutre et acide (Fox et McSwweeney, 1998).

4
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1.2.3 Les protéine :

Le lait normal contient de protéine environ de 3.5 %. La concentration change
significativement pendant la lactation, particulierement pendant le premier postpartum (apres

la naissance) de jours ; le plus grand changement arrive dans la fraction de protéine de petit-lait.

Les protéines du lait réparties en deux fractions distinctes (Figure 02) :

e Les caséines, représentent 807. des protéines totales ;

e Les protéines sériques, représentent 207 des protéines totales (Jeantet et al. 2007).

[ %) — )
SAB(0.04%)\  C1f(0,02%)
y Ig (0,04-0,10 %) -\ \
proteines
dusérum] @Llb(0,10-015%)~_ 2
B-Lg10,2-0,4 %)~ R
caséine ag, = 10% caséines (2,5-2,7 %)
caséine g = 090%
casene x = 032%
caséine ag = 025%
caséines y = 008%

Figure 02 : Pourcentage des différentes protéines du lait (Cayor et Lorient, 1998
cités par Vignola, 2002).
1.2.4 Sels :

Le lait contient des quantités importantes de différents minéraux (Tableau 02). Les
principaux minéraux sont calcium, magnésium, sodium et potassium pour les cations et
phosphate, chlorure et citrate pour les anions (Gaucheron, 2004).

Environ 20 autres éléments sont trouvés dans le lait dans des quantités traces, y compris le

cuivre, fer, silicium, le zinc et I'iode (Fox et McSweeney, 1998).
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Tableau 03 : Concentration des principaux ions dans lait bovin (Gerrit, 2003).

Type de sel Concentration (mg/L)
Sodium 500
Potassium 1450
Chloride 1200
Sulfate 100
Phosphate 750
Citrate 1750
Calcium 1200
Magneésium 130

1.2.5 Les vitamins :

Ce sont des molécules complexes de taille plus faible que les protéines, de structure trés
variées ayant un rapport étroit avec les enzymes, car elles jouent un réle de coenzyme
associée a une apoenzyme protéique.

On classe les vitamines en deux grandes catégories Tableau 04) :

- Les vitamines hydrosolubles (vitamines du groupe B et vitamine C) de la phase aqueuse du
lait .

- Les vitamines liposolubles (vitamines A, D, E, et K) associées a la matiére grasse, certaines

sont au centre du globule gras et d’autres a sa périphérie (Debry, 2006)

Tableau N°4 : Composition vitaminique moyenne du lait cru (AMIOT et al., 2002)

Vitamines Teneur moyenne

Vitamines liposolubles

Vitamine A (+caroténes) 40ug/100ml
Vitamine D 2.4p1g/100ml
Vitamine E 100pg/100ml
Vitamine K 5ug/100ml
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Vitamines hydrosolubles

Vitamine C (acide ascorbique) 2mg/100ml
Vitamine B1 (thiamine) 45ug/100ml
Vitamine B2 (riboflavine) 175pg/100ml
Vitamine B6 (pyridoxine) 50ug/100ml
Vitamine B12cyanocobalamine) 0.45ug/100ml
Niacine et niacinamide 90ug/100ml
Acide pantothénique 350ug/100ml
Acide folique 5.5ug/100ml
Vitamine H (biotine) 3.5ug/100ml

1.2.6 Les enzymes :

Les enzymes présentes dans le lait sont les lipases, galactase, phosphate réductase,

catalase et peroxydase (Pougheon, 2001).

1.3 Caractéristiques organoleptiques et physico-chimiques du lait :

1.3.1 Caractéristiques organoleptiques :

VIERLING (2003), rapporte que 1’aspect, 1’odeur, la saveur, la texture ne peuvent étre

précisés qu’en comparaison avec un lait frais.

1.3.1.1 La Couleur :

Le lait est de couleur blanc mat, qui est due en grande partie a la matiére grasse, aux
pigments de caroténe (la vache transforme le B-caroténe en vitamine A qui passe directement
dans le lait (FREDOT, 2006).

1.3.1.2 L’odeur :

Selon VIERLING (2008), I’odeur caractéristique du lait est due a la matiére grasse
qu’il contient et qui fixe des odeurs animales. Elles sont liées a I’ambiance de la traite, a
I’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 1’acide lactique lui donne

une odeur aigrelette).
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1.3.1.3 La saveur :

La saveur du lait normale frais est agréable. Celle du lait acide est fraiche et un peu
piquante. Les laits chauffés (pasteurisées, bouillis ou stérilisés) ont un godt légérement
difféerent de celui du lait cru. Les laits de rétention et de mammites ont une saveur salée plus
ou moins accentuée. L’alimentation des vaches laitiéres a 1’aide de certaines plantes de
fourrages ensilés peut transmettre au lait des saveurs anormales en particulier un godt amer.
La saveur ameére peut aussi apparaitre dans le lait par suite de la pullulation de certains germes
d’origine extra-mammaire (THIEULIN et al., 1967).

Le goQt sucré (doux) du lactose est équilibré par le golt salé des chlorures et tous les
deux sont modérés par des protéines. (KEBCHAOQUI, 2013).
1.3.1.4 La viscosité :

La viscosité du lait est une propriété complexe qui est particulierement affectée par les
particules colloides émulsifiées et dissoutes (RHEOTEST, 2010). La teneur en graisse et en
caséine possede I’influence la plus importante sur la viscosité du lait. La viscosité dépend

également de parametres technologiques.

1.3.2 Caractéristiques physico-chimiques :
1.3.2.1PH:

Le pH du lait normal de vache est de ’ordre de 6.7, le milieu aqueux contient plus
d’ions (H30+) que des ions de (OH-). Cette valeur est due en grande partie au groupement
basique ionisable et acide dissociable des protéines (Jaque, 1998).

1.3.2.2 Densité :
La densité du lait a 15 °C varie de 1.028 & 1.035 pour une moyenne de 1.032. Chacun

des constituants agit sur la densité du lait, étant donné que la matiére grasse est le seul
constituant qui possede une densité inférieure de 1 (Vignola, 2002).
1.3.2.3 Acidite titrable :

L’acidité titrable du lait correspond a la titration par I’hydroxyde de sodium en présence
de phénol phtaléine comme indicateur colorée. La présence de ce dernier indiquera la limite
de neutralisation par changement de couleur qui devient rose pale (Fanni et Novak, 1987).
1.3.2.4 Le point de congélation :

Selon Aboutayeb (2011), Le point de congelation est la température de passage de I'état
liquide a I'état solide. Nevilie et al. (1995), ont pu montrer que le point de congélation du lait

est Iégérement inférieur a celui de I'eau pure puisque la présence de solides solubilisés abaisse
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le point de congélation. Cette propriété physique est mesurée pour déterminer s'il y a addition
d'eau au lait. Sa valeur moyenne se situe entre - 0.54 et - 0.55°C, celle-ci est également la
température de congélation du sérum sanguin. On constate de légéres fluctuations dues aux
saisons, a la race de la vache, a la région de production. D’une maniére générale tous les
traitements du lait ou les modifications de sa Composition qui font varier leurs quantités
entrainent un changement du point de congélation (MATHIEU, 1999).

1.3.2.5 Point d’ébullition :

Le point d’ébullition comme la température atteinte lorsque la pression de la substance
ou la solution est égale a la pression appliquée. Le point d’ébullition et 1égérement supérieur
au point d’ébullition d’eau, soit 100,5°C (Vignola, 2002) .

1.4 Valeur nutritionnelle du lait :

Le lait possede une valeur énergétique de 700kcal/litre. La haute qualité
nutritionnelle des protéines du lait repose sur leur forte digestibilité et leurs compositions
particulierement bien équilibrée en acides aminés indispensables. Pour les nouveaux nés, les
protéines du lait constituent une source protéique adaptée aux besoins de croissance durant la
période néonatale (Deby, 2001).

Le lait et les produits laitiers constituent un des quatre grands groupes reconnus d’une
alimentation saine. Ces recommandations reposent surtout sur le fait que le lait et les produits
laitiers constituent une bonne et excellente source de certains nutriments pour la santé, autant
en ce qui concerne la croissance normale des enfants que le maintien en santéet la prévention
des maladies a tout &ge de la vie. Par ailleurs, les concentrations ou I’intégrité de ces mémes
nutriments peuvent subir des modifications a la suite des différents traitements industriels
appliqués au lait (Amiot et al., 2002).

1.5 Variabilité :

La composition du lait est variable elle dépend bien entendu du génotype de la femelle
laitiére (race, espece) mais I’age, la saison, le stade de lactation, I’alimentationsont des
facteurs qui peuvent avoir des effets importants sur la composition du lait (Pougheon et
Goursaud 2001).

Les principaux facteurs responsables de variation naturelle dans le lait sont les suivants :
> Facteurs Génétiques : Race et individu ;
» Stade de lactation : Ceci peut avoir un effet significatif. Particulierement le lait obtenu
dans 2 ou 3 jours aprés mise bas a avoir une composition tres différente ; il est appelé

le colostrum .
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» Maladie de la vache : mammites Particulierement sévere (I'inflammation du pis) peut
avoir relativement grand effet .

» Alimentation : le montant et la qualité de l'alimentation donnée fortement affectentle
rendement de lait. Cependant, I'effet du régime de la vache sur la composition de lait
est assez petit (Walstra et al., 2006).

La variation est petite dans le lait traité a la laiterie, parce que ceci consiste en melanges
de lait d'un grand nombre de vaches de beaucoup de fermes.

D'autres Causes, aussitot que le lait laisse le pis, il devient contaming, par exemple,
avec l'oxygéne et des bactéries (le lait dans le pis d'une vache saine a tendance a étre
stérile).

La contamination avec d'autres substances peut arriver. La température du lait diminue
géneralement. Ces facteurs peuvent mener aux changements dans des propriétés de lait. Les
beaucoup plus grands changements arrivent pendant le long stockage et dans le

traitement de lait (Walstra et al. 2006).

1.6 Les caractéristiques microbiologiques :

Du fait de sa composition physico-chimique, le lait est un excellent substrat pour la
croissance microbienne. De ce fait le lait contient deux flores microbiennes : une originale et
I’autre de contamination.

1.6.1 Flore originelle :

I1 s’agit essentiellement de germes saprophytes de la mamelle et des canaux galactophores :
Microcoques, Lactobacilles et Streptocoques lactiques.

D’autre micro-organisme peuvent se trouver dans le lait lorsqu’il est issu d’un animal
malade, ils sont généralement pathogéne du point de vue sanitaire. Il s’agit d’agents de
mammites c’est a dire d’infection du pis : Streptococcus pyogenes, Corynébacterium
pyogenes, Staphylococcus aureus. (Guiraud (1998))

Le tableau regroupe les principaux microorganismes originels du lait avec leurs proportions

relatives.

@
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Tableau05 : Flore originelle du lait cru (Vignola ,2002).

Microorganismes Pourcentages (%0)
Micrococcus sp 30-90
Lactobacillus 10-30
Streptococcus ou lactococcus <10
Gram negatif <10

1.6.2 Flore de Contamination :
Le lait se contamine par des apports microbiens d’origine divers :

- Féces et téguments de 1’animal : Coliforme, Entérocoques, Clostridium, éventuellement
Entérobactéries pathogénes de type Salmonella ou Shigella.

- Sol : Streptomyces, Listeria, bactérie sporulée et spores fongique.

- Litiére et aliments : flore banale variées, en particulier Lactobacilles, Clostridium butyrique
(ensilage). - Air et eau : flore diverse dont Pseudomonas, bactéries sporulees.

- Equipement de traite, de stockage et de transport : Microcoques, levures et flore lactique
avec Lactobacilles, Streptocoques lactiques.

- Manipulateurs : Staphylocoque dans le cas de la traite manuelle, aussi des germes
provenant de contamination fécale.

- Vecteur divers, insectes en particulier : flore de contamination fécale (Guiraud, 1998).

1.7 Production de lait :

1.7.1 Dans le monde :

La production laitiere mondiale a augmenté de 2,9 %, soit une croissance supérieure a la
moyenne annuelle de la période 2000-2013 qui s’éléve a 2,2 %. 23 milliards de litres de lait
supplémentaires ont été produits en 2014, soit nettement plus que les 10 milliards produits en
2013. En 14 ans, la production laitiere a augmenté de pas moins de 222 milliards de litres, soit
de 38 % (ANONYME 1, 2015) (tableau 6).

3
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Tableau 6: Production laitiere mondiale par type d'animal (En millions de tonnes). (BCZ,
CBL) (ANONYME 1, 2015).

1992 2000 2011 2012 2013 2014
Lait de vache 461 492 624 640 646 -
Lait de buffle 46 67 97 100 103 -
Lait de chévre 10 14 18 18 19 -
Lait de mouton | 8 8 10 10 10 -
Autre 1 2 3 4 4 -
TOTAL LAIT | 525 583 752 772 782 805

- . non disponible
BCZ : Confédération belge de I’industrie laitiére.

CBL: Begische confederatie van de zuivlindustrie.
1.7.2 En Algeérie :

En Algérie, le secteur laitier présente une dynamique tres forte, liée aux conditions
générales de 1’évolution de la demande.
La production laitiére a évolué durant ces campagnes successives (2012-2013) d’environ 8 %.
Cette évolution n’est pas considérée comme importante en raison des fluctuations de la
production qui atteint son maximum uniquement pendant les 2emes trimestres des 2 années
successives (679819 et 733757 millions de litres). Ce qui coincide avec les périodes
d’abondance en fourrages verts (printemps). Or, cette production est minimale au 4éme
trimestre des deux années correspondant aux périodes automnales ou la fourniture du fourrage
vert est faible et I’alimentation est principalement composée de fourrages secs. La saisonnalité
de la production est le résultat de I’effet conjugué des disponibilités alimentaires, des
conditions climatiques et de la conduite de la reproduction (ANONYME 2, 2014).
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L’analyse bactériologique du lait est une étape importante qui vise d’une part a
controler les caractéres organoleptiques et sensoriels du lait, donc d’allonger sa durée de vie
et d’autre part, a prévenir les cas d’empoisonnement alimentaire liés a leur transmission au
consommateur.

Sur le plan microbiologique, nous avons effectué le dénombrement et la recherche des
microorganismes susceptibles d’évoluer dans le lait et qui sont cités dans 1’Arrété
Interministériel (Ministére de I'Economie, Ministére de I'Agriculture et Ministére de la
Santé et de la Population) du 27 mai 1998 du Journal Officiel Algérien relatif aux
spécifications de certaines denrées alimentaires.

Les germes dont la recherche est exigée par le Journal Officiel Algérien sont :

e |a flore totale aérobie mésophile (FTAM).

o les coliformes totaux.

o les coliformes fécaux.

o les Staphylococcus aureus.
J les Salmonella sp.

Le contr6le microbiologique est effectué sur des milieux solides ou liquides, les
dénombrements bactériens sont réalisés sur une gamme de plusieurs dilutions successives
pour un échantillon donné. Les cultures comprenant entre 30 et 300 colonies sont alors
retenues pour 1’expression finale des résultats.

11.1 L’Echantillonnage :
Les prélevements ont été effectués A Masra Wilaya de Mostaganem dans une
exploitation. Le lait cru a été prélevé de fagcon aseptique.
Les échantillons de lait ont été achemines au laboratoire a une tempeérature variant entre
4 et 8°C, dans une glaciere munie de carboglaces congelés. Le temps entre le prelevement et

les premieres analyses ne dépasse guére 48 heures.

11.2 Préparation des échantillons :

Cing échantillons (E;, Ey, Es, E4, Es) du lait provenant de I’exploitation de ont été
analysés. Ces échantillons ont été prélevés les 17,18, 19, 24 et 25 Avril 2022.
11.3 Technique des dilutions :

Les dilutions décimales sont réalisées pour les milieux qui sont tres riches en

microorganismes. Pour faciliter le dénombrement, on utilise un diluant : I’eau peptonée
comme suit (BONNEFOY et al., 2002) :




Chapitre 2 Matériels et Méthodes

- les dilutions 107 : 1072 : 1072 et 10 *sont réalisées dans un volume de 9 ml de diluant

en tubes a essais.

-1 ml de la suspension mére est transféré aseptiquement dans le premier tube 107, la

pipette ne devant pas pénétrer dans le diluant.

- & I’aide d’une deuxiéme pipette stérile de 1 ml, & partir du tube & la dilution 107 est

prélevé puis transféré 1 ml dans un tube contenant 9 ml de diluant.

-il est procédé de la méme facon pour les deux derniers tubes, en utilisant a chaque

prélevement une pipette nouvelle.

11.4 Les milieux de culture :
Les milieux de culture utilisés sont ceux de I’Institut Pasteur d’ Algérie.
11.4.1 Les milieux géloseés :

-Milieu plate count agar (PCA) : est utilisé pour la recherche et le dénombrement de la
floretotale aérobie mésophile.

-Milieu gélosé au désoxycholate-lactose (DCL) : est utilisé pour la recherche et le

dénombrement des coliformes.

-Milieu de Baird Parker : milieu sélectif utilisé pour la recherche et le dénombrement

des Staphylococcus aureus.

-Milieu viande-foie (VF) : utilisé pour le dénombrement des Clostridium sulfito-
réducteurs.

-Gélose SS (Salmonella-Shigella) : utilisée pour le dénombrement des Salmonelles.
11.4.2 Les milieux liquides :

e L’cau peptonée : est utilisée comme diluant.
e Le bouillon de Gioliti et Cantoni.
e Le bouillon au sélénite de sodium SFB.

e Le bouillon lactosé bilié au vert brillant (BLBVB) : est utilisé pour la recherche et

ledénombrement des coliformes.
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1.5 Recherche et dénombrement de la flore totale aérobie mésophile
(FTAM) :
GUIRAUD en 1998 a montré que cette flore appelée aussi FTAM (flore totale aérobie
mésophile générale revivifiable) est un bon indicateur de la qualité générale et de la stabilité
des produits. Ainsi le nombre des germes totaux pourra donner une indication de I’état de

fraicheur ou de la qualité sanitaire du produit.

La flore totale aérobie mésophile est constituée d’un ensemble de microorganismes
variés correspondant aux germes banals de contamination (GUIRAUD et ROSEC., 2004),
capables de se multiplier en présence d’oxygeéne a une température située entre 25 et 40°C

(BONNEFOY et al., 2002).

Les microorganismes aérobies-anaérobies facultatifs se développent dans un milieu
nutritif gélosé défini non sélectif incubé a 30°C pendant 72h, ils apparaissent sous forme de
colonies de tailles et de formes différentes (PETRANSXIENE et LAPIED, 1981).

- Le milieu de culture PCA est préparé en le mettant dans un bain-marie, ensuite il est
refroidi a 45°C devant un bec Bunsen et sur une paillasse bien stérile.

-1 ml de la dilution choisie (1072, 107%) est ajouté dans une bofte de Pétri vide stérile,
ensuite 12 - 15 ml du milieu gélosé (PCA) est coulé et mélangé soigneusement en
faisant des mouvements de huit pour réaliser un ensemencement homogene.

- Les deux boites de Pétri sont ensemencées par dilution et laissées se solidifier.

- Les boites sont incubées & 30°C pendant 24 a72h.
Apres I’incubation, toutes les colonies sont dénombrées sur les boites qui contiennent de

30 a 300 colonies et les résultats par dilution dénombrée sont reportés.

La formule suivante permet le calcul des microorganismes par ml (BONNEFOY et
al.,2002) :
Y. c=nombre total de colonies dénombreées arrondi a 2 chiffres significatifs.

n;= nombre de boites utiliseées a la premiére dilution retenue.
n,= nombre de boites utilisées a la deuxiéme dilution retenue.

d = dilution a partir de laquelle les premiers comptages ont été réalisés (dilution laplus
faible).

V' = volume ensemencé en ml.
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11.6 Recherche et dénombrement des coliformes totaux :

Selon la norme 1SO 4831 de juillet 1991, le terme coliforme correspond a « des
organismes en batonnets, non sporogenes, a coloration de Gram négative, aérobies ou
facultativement anaérobies, capables de croitre en présence de sels biliaires ou d’autre agents
de surface possédant des activités inhibitrices de croissance similaire et capables de fermenter
le lactose avec production d’acide et de gaz en 48 heures, a des températures de 30 a 37 °C
(GUIRAUD,1998).

Les bactéries coliformes appartiennent a la famille des Enterobacteriacea et indiquent
le plus souvent une pollution d’origine fécale (PETRANSXIENE et LAPIED, 1981).

On appelle coliformes thermotolérants et parfois coliformes fécaux, les bactéries
produisant du gaz a partir de lactose a 44°C (GUIRAUD ,1998).

Les dénombrements des coliformes totaux et fecaux sont réalisés en milieu solide et

également en milieu liquide.

a) En milieu solide :

La gélose au désoxycholate lactose est un milieu sélectif qui permet de dénombrer les
bactéries coliformes. Ces espéces en fermentant le lactose apparaissent sous forme de colonies
rouges foncé d’un diamétre d’au moins 0,5 millimetre (PETRANSXIENE et LAPIED,
1981).

v" 1 ml de chaque dilution (107}, 107%) est ajouté & ’aide d’une pipette stérile graduée
dans deux boites de Pétri.
v' Une quantité suffisante du milieu DCL est coulée, mélangée soigneusement puis
laissée se solidifier.
v Une deuxiéme couche fine de gélose DCL est coulée. Elle est laissée se solidifier a
nouveau, les boites sont incubées a 30°C pendant 24h.
Apres I’incubation, les colonies caractéristiques des coliformes sont d’un rouge foncé,

de 0,5mm de diametre pour les boites contenant entre 15 et 150 colonies.

Le nombre de bactéries coliformes par ml est donné par la formule suivante
(BONNEFOQOY et al., 2002) :

=

|

1
ol =
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b) En milieu liguide :

o Dénombrement des coliformes totaux (bouillon lactosé bilié au vert
brillantBLBVB) :

Un ml de la solution mére et les différentes dilutions est inoculé dans chacun des
deux tubes de bouillon lactosé bilié au vert brillant contenant des cloches a gaz de Durham
(vérifierque les cloches de Durham ne contiennent pas de bulles d’air) (PETRANSXIENE et
LAPIED, 1981). Les tubes sont incubés a 30°C pendant 24 a 48h. Le caractere positif se
traduit par un dégagement de gaz (GUIRAUD, 1998). La moyenne arithmétique est calculée a
partir de la table du NPP (Nombre le Plus Probable) ou table de Mac Grady.

o Dénombrement des E. coli et/ou coliformes fécaux (test de Mackenzie) :
Il consiste a ensemencer a partir d’un tube positif de BLBVB du test présomptif un tube
de milieu neuf de BLBVB avec cloche de Durham et un tube d’eau peptonée exempte
d’indole.

Aprés incubation pendant 24h a 44°C, un dégagement gazeux dans les tubes deBLBVB
et la production d’indole a partir du tube d’eau peptonée traduisent la présence d’Escherichia

coli.

11.7 Recherche des Staphylococcus aureus :

Staphylococcus aureus est un microorganisme formant des colonies caractéristiques et/ou
non caractéristiques, en surface d’un milieu de culture sélectif et donnant une réaction

fortement positive a la coagulase (BONNEFOY et al., 2002).

Le milieu d’enrichissement liquide (Giolitti Cantoni) est ensemencé dans un tube a essais et
incubé a 37°C pendant 24h et aprés culture positive (c’est-a-dire noircissement), un autre

milieu d’isolement (le milieu de Baird Parker) est ensemencé et incubé a 37°C durant 244 48h.

1. Enrichissement :

e Un tube contenant 9 ml de bouillon GC est ensemencé avec 1 ml de 1’échantillon de lait
(solution mere).

e |l estincubé a 37°C pendant 24h.

Sont considérés comme positifs les tubes présentant un noircissement.
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2. Isolement ou confirmation :

e 0,1 ml du contenu du tube positif ayant noirci est ensemencé par stries en surface sur
des boites de Pétri contenant de la gélose de Baird Parker additionnée de jauned’ceuf et
de tellurite de potassium.

e Les boites sont incubées a 37°C pendant 24h.

Les colonies caractéristiques bien isolées les unes des autres sont de couleur noire ou
légérement grise bordée d’un liséré blanc, entourée d’un halo éclaircissant le milieu. On
compte les boites contenant moins de 150 colonies (PETRANSXIENE et LAPIED, 1981).

11.8 Recherche et dénombrement des Salmonelles :

Les salmonelles sont des bactéries a Gram négatif, de type aérobie-anaérobies facultatifs
appartenant a la famille des Enterobacteriaceae et possédant toutes leurs caractéristiques
biochimiques (PETRANSXIENE et LAPIED, 1981).

Bien que leur présence soit rare dans les produits laitiers alimentaires, leur recherche est
systématique vu leur implication dans de tres graves toxi-infections. Leur recherche est basée

sur le fait que ces dernieres ne fermentent pas le lactose et que leur nombre est faible.

a) Le pré-enrichissement (non sélectif) :
Est realisé par ensemencent de 0,1 ml de suspension mere dans un tube contenant9 ml

d’eau peptonée.
Il est incubé a 37°C pendant 24h.

b) L’enrichissement (sélectif) :
1 ml du mélange de pré-enrichissement est ensemencé dans un tube de bouillon au
sélénite (SFB).

il est incubé a 37°C pendant 24h.

c) L’isolement (sélectif) :
0,1 ml de la solution (SFB) noircie est ensemencé a la surface d’une boite de Pétri

contenant la gélose SS (Salmonella-Shigella).
La boite est incubée a 37°C pendant 24 a 48h.

Les Salmonelles se présentent sous forme de colonies translucides avec un centre noir sur

le milieu gélose SS.
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11.9 Recherche des Clostridium sulfito- réducteurs :

Les Clostridium sulfito-réducteurs correspondent a la famille des Clostridiaceae. Ce sont
des bacilles, Gram positif, catalase négative, anaérobies stricts, ils se multiplient facilement sur
les milieux ordinaires, ils sont capables de sporuler, la forme et la position dela spore ont une
importance taxonomique (GUIRAUD et ROSEC, 2004).

La recherche des Clostridium sulfito- réducteurs est effectuée sur des milieux contenant
du sulfite de sodium et de 1’alun de fer, les Clostridium peuvent réduire le sulfite desodium et

donner en présence de fer du sulfure d’ou une coloration noire des colonies.

Avant I’utilisation du milieu viande-foie (VF) 0,5 ml du sulfite de sodium et quelques
gouttes d’alun de fer sont ajoutés dans un flacon contenant la gélose de VF fondue et

homogénéisée par agitation :

. 1 ml de lait est ajouté dans un tube vide stérile. Il est mis dans un bain-marie
pendant 10 minutes afin d’assurer la destruction des formes végétatives.

. Il est refroidi rapidement.

. Environ 20 ml de gélose viande-foie sont versés dans le tube qui contient 1 ml de
laitpour créer I’anaérobiose.
" L’ensemble est homogénéisé par un mouvement rotatoire vertical, en évitant
touteintroduction d’air.
. Il est incubé a 37 ou 46°C pendant 24 h.
. Les Clostridium sulfito-réducteurs apparaissent sous forme de colonies noires.
11.10 Recherche des antibiotiques :
Les antibiotiques ou les substances inhibitrices se retrouvant dans le lait, inhibent la
croissance des bactéries lactiques utilisées comme ferments en retardant et en empéchant le

développement des ferments.

Par ailleurs, les antibiotiques peuvent dans les produits laitiers créer des problémes de santé tres
graves pour le consommateur de lait et de produits laitiers. C’est pourquoi, les industries

laitieres recherchent leur présence par différentes techniques.
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Résultats et Discussion

Les analyses microbiologiques du lait cru reposent sur le préléevement de cing
échantillons différents.

Les résultats des analyses bactériologiques du lait sont comparés avec les normes citées
par le Journal Officiel de République Algérienne n°35 du 27 Mai 1998. Ces résultats donnent
le dénombrement des flores qui existent dans le lait cru.

Tableau 7 : Criteres bactériologiques du lait cru

Parametre microbiologique Seuil d’acceptabilité dans le lait cru( ufc/ml)
Flore mésophile aérobie totale a 30 °C 3.10°/ 3.10°

Coliformes thermotolérants 5.10> / 5.10°
Staphylococcus a coagulase + 10° / 10°
Salmonella Absence dans 25 ml
Antibiotiques Absence dans 1 m
Listeria monocytogenes Absence dans 1 ml

Celui-ci permet de comparer les résultats des dénombrements effectués par
rapport a des criteres microbiologiques établis par le JO relatif aux denrées
alimentaires.

Le dénombrement est considéré comme satisfaisant lorsque le nombre de
microorganismes recherchés est inférieur au nombre m, le seuil au-dessous duquel le
produit est consideré comme satisfaisant et M le seuil limite d’acceptabilité au-dela
duquel les résultats ne sont plus considérés comme satisfaisants (sans pour autant que
le produit soit considéré comme toxique).

M =10 m lors du dénombrement effectué en milieu solide.
M =30 m lors du dénombrement effectué en milieu liquide.

I11.1. La flore totale aérobie mésophile (FTAM) :

On observe différents types de colonies, ces colonies sont de petite et de

grande taille de couleurs différentes : blanche ou jaune de forme circulaire et lisse.

j
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Figure 3 : Aspect des colonies des bactéries mésophiles sur le milieu PCA

La recherche et le dénombrement de la FTAM présentent un intérét particulier pour
I’évaluation de la qualité hygiénique des produits alimentaires d’origine animale. On
considere en général qu’il n’y a de risque pour la santé du consommateur que si cette flore est
supérieure ou égale a 10° microorganismes/ml. Si cette flore dépasse 10° a 10°
microorganismes/ml, elle provoque alors une détérioration visible du produit.

La charge microbienne d’un lait cru traité ou transformé indique son degré de
contamination (PETRANSXIENE et LAPIED, 1981).

Tableau 8 : Dénombrement de la flore totale dans les différents échantillons de lait
analysés (UFC/ml).

Echantillon Nombre N (UFC/ml)

Ex 3,4x10°

E, 2,5%x10°

Es 3,2x10°

Es 3,7x10°

Es 4.5x10°

Moyenne 3,4x10°

Normes de la FTAM a30°C (JO) m : < 3x10* (UFC/ml) Résultat satisfaisant
M : < 3x10° (UFC/ml) Résultat acceptable

Le lait cru examiné contient une charge variable de la FTAM, située entre
2,5%x10° et 4,5x10° (UFC/ml), avec une moyenne de 3,4x10° (UFC/ml), ce qui est
conforme aux normes précédemment citées (Tableau 4) du Journal Officiel.

Cela indique que les cing échantillons sont de qualité hygiénique satisfaisante.
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111.2. Les coliformes :

L’estimation des coliformes permet d’apprécier I’importance des contaminations
du lait cru; elle révele le risque d’une présence des germes pathogenes
(PETRANSXIENE et LAPIED, 1981).

111.2.1. Les coliformes totaux :

En milieu solide gélosé au désoxycholate (DCL).

Figure 4. Aspect des colonies des coliformes fécaux sur le milieu DCL.

Les colonies des coliformes fécaux sont de couleur rouge, bombées, circulaires etlisses.

Tableau 9. Dénombrement des coliformes totaux en milieu solide

Echantillon Nombre N (UFC/ml)

E: 5,3x10"

E, 4,4x10*

E; 3.6x10"

E, 4,5x10°"

Es 3,8x10*

Moyenne 4,3x10"

Normes (JO) : m :<10" (UFC/mI) Résultat satisfaisant
M :<10%(UFC/ml) Résultat acceptable

Pour les cing échantillons (Ei1, E,, Es, E4, Es) les résultats analytiques sont situés entre
3,6x10" et 5,3x10' (UFC/mI), avec une moyenne de 4,3x10* (UFC/ml), ils sont supérieurs &
la valeur « m » sans dépasser la valeur « M » : ce qui est conforme aux normes du Journal

Officiel. Cela indique que les cing échantillons sont de qualité hygiénique satisfaisante.
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Résultats et Discussion

- En milieu liquide bouillon lactosé bilié au vert brillant (BLBVB)

Figure 5. Tubes de BLBVB positifs.

Les coliformes ne sont généralement pas pathogenes. Les tubes présentant un

dégagement gazeux dans la cloche de Durham sont considérés comme positifs.

Tableau 10. Dénombrement des coliformes totaux en milieu liquide.

Echantillon Nombre N (UFC/ml)

E; 2,5x10"

E, 4,5x10°

Es 6,0x10"

E, 1,3x10"

Es 3)(101

Moyenne 3,4x10"

Normes (JO) : m : <10" (UFC/ml) Résultat satisfaisant
M : <10% (UFC/ml) Résultat acceptable

Les résultats obtenus sont de 3,4x10* UFC/ml, ils sont supérieurs & la valeur m
qui est 10" et ne dépassent pas M c'est-a-dire 10> UFC/ml donc ils sont en moyenne

satisfaisants.

111.2.2.Les coliformes fécaux :

Leur présence est un bon indice de mauvaises conditions hygiéniques pendant ou

apresla transformation de I’aliment.
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Résultats et Discussion

Les résultats montrent 1’absence des coliformes fécaux dans le milieu solide DCL et
dans le milieu liquide BLBVB, ce qui est conforme aux normes du Journal Officiel. Cela
indique que tous les échantillons sont acceptables.

111.3. Les Staphylococcus aureus :

L’intoxication staphylococcique est 1'une des causes majeures des toxi-infections

alimentaires d’origine bactérienne.

Staphylococcus aureus est absent dans tous les échantillons du lait analysés, montrant
ainsi leur conformité aux normes bactériologiques du Journal Officiel de 1998. Ces résultats

sont donc considérés comme satisfaisants.

111.4 .Les Salmonelles :

Les salmonelles sont la premiere cause des infections d’origine alimentaire, leur
présence dans les produits laitiers cru peut provoquer de tres graves toxi-infections.
Les Salmonelles sont absentes dans les cing échantillons. Ces résultats sont conformes

aux normes bactériologiques algériennes.

I11.5. Les Clostridium sulfito-réducteurs :

Est un hote des intestins de ’homme et de certains animaux, sa présence dans les
produits laitiers est a I’origine d’intoxications alimentaires. Les Clostridium sulfito-réducteurs
peuvent entrainer un gonflement tardif et 1’éclatement des fromages.

Aucun résultat positif de présence de Clostridium n’a été trouvé pour I’ensemble des
échantillons analysés.

En conclusion, 1’absence des Staphylocoques, Salmonelles et Clostridium dans lescing
échantillons de lait analysés est conforme aux normes Algériennes fixées dans le Journal
Officiel, ceci peut s’expliquer par le bon respect des normes d’hygieéne générale.

I11.6 .Recherche des antibiotiques :

La detection des antibiotiques dans le lait reste une préoccupation majeure de 1’industrie
laitiére. Lors de la détection d’un résultat positif en substances inhibitrices du lait d’une
exploitation, celui-ci ne peut plus étre collecté par 1’acheteur avant qu’il n’ait été controlé et

afin de montrer qu’il est désormais exempt de toute trace de substances inhibitrices.
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Résultats et Discussion

Pour cette raison, la 1égislation algérienne dans sa définition du lait, dans 1’article 6 de
I’arrété interministériel du 18 ao(t 1993 mentionne le fait qu’un lait propre a la
consommation humaine ne doit pas contenir de résidus d’antibiotiques mais ne précise pas

explicitement les limites maximales de résidus.

Neégatif Positif Positif + MNegatif Positif Positif +

. . i . . B/

r «— Référence

m —.—.—I\

B-lactames

H A
b
b
2
A

-—
-
r—
-
—
-
-

Tétracyclines

Resultats des Tetracyclnes Résultats des Beta-lactames

Figure 6. Lecture des résultats pour les B-lactames et les Tétracyclines.
Si la 1% et la 2°™ bande ont une intensité :

-supérieure a celle de la bande de référence : I’échantillon ne contient pas ou peu de
résidus de substances inhibitrices de la famille des p-lactames et/ ou Tétracyclines. Le résultat

est négatif.

-égale ou inférieure a celle de la bande référence : 1’échantillon contient des substances

inhibitrices de la famille des p-lactames et/ou Tétracyclines. Le résultat est positif.

-trés faible ou est absente : 1’échantillon contient des substances inhibitrices de la famille

des B -lactames et/ou Tétracyclines. Le résultat est positif.

1 0 ) S

o
Figure 7. Résultat négatif (absence des B-lactames et des Tétracyclines)
pour tous les échantillons analyses :
Dans le cas de nos échantillons E; E,, Es, E4 et Es I’intensité des bandes des B-
lactames et des Tétracyclines sont supérieures a celle de la bande référence, ce qui signifie
I’absence de résidus d’antibiotiques dans tous les échantillons analyses. Les résultats sont

donc considérés comme satisfaisants.
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Conclusion

Conclusion :

L’analyse bactériologique devient une étape importante dans 1’évaluation de la qualité
du lait ; pour mieux consommer le lait cru, il est important de veiller sur une qualité meilleure
depuis la traite jusqu’au stade du produit fini.

A cet effet, notre étude s'est voulue un contrdle bactériologique du lait cru.

Les indicateurs de la qualité hygiénique a savoir la flore totale aérobie mésophile
(FTAM) dont le dénombrement est en moyenne 3,4x103 UFC/ml et les coliformes totaux dont
le dénombrement indique 4,3x10* UFC/ml sur milieu solide et 3,4x10* UFC/ml sur milieu
liquide, sont présents successivement a des moyennes inférieures aux normes algériennes
c¢’est-a-dire : 3x10* UFC/ml pour la flore totale aérobie mésophile et 10° UFC/mI pour les
coliformes totaux. Parmi ces derniers, il y a absence totale de coliformes fécaux.

Ces echantillons sont donc considerés comme étant de qualité hygiénique acceptable
Par ailleurs, la recherche de microorganismes pathogénes indique 1’absence totale de
Staphylococcus, Clostridium et Salmonella dans tous les échantillons analysés ; ce qui
démontre un bon respect des conditions d’hygiéne.

Ainsi, les résultats de notre étude montrent que le lait cru de cette exploitation est
satisfait aux criteres donnés par le Journal Officiel du 27 Mai 1998 ce qui témoignerait des

bonnes conditions hygiéniques de sa traite.
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Annexe

«+ Eau physiologique

chlorure de sodium 859
peptone 0549
eau distillee 1000 ml
pH=7.autoclavage : 120°C pendant 20
minutes

% Gelose PCA

Tryptone 59
Extrait de levure 2,59
Glucose 19
Agar agar 159

pH = 7. Sterilisation a I’autoclave : 120C°
pendant 15 minutes
% Gélose nutritive

Extrait de viande 1g
Extrait de levure 290
Peptone 59
Chlorure de sodium 59
15
Agar g

pH=7.4.Autoclavage : 120°c pendant 20
minutes

% Gélose Viande Foie (VF)

Extrait viande-foie 10g
Peptone 209
Extrait de levure 10g
Glucose 5¢
agar 159

pH 7,5. Autoclaver 15 minutes a 120°C.

«» Bouillon Giolitti canttoni :

- Pepptone de caséine ...................... 10g
- Extrait de viande........................... Sg
- Extraisde levure ................ocoo S5g
- Chlorure de lithium........................ S5g
-Mannitol.............ooiiiii 20g
- Chlorure de sodium....................... 5¢g

-GlyCine ..o 12¢g



Annexe

- Puryvate de sodium ...................... S5¢g
- Eaudistilllée......................... 1000ml
- Ajout de Tellurite de potassium...0.025g

-pHfinal................ 7.4

% Solution et Réactifs :
- Additive Alun de fer.
- Additif Sulfite de sodium.
- Additif Tellurite de potassium.
- Alcool iso amyleique
- Sérum
- Violet de gentiane ;
- Lugol ;
- Alcool ;
% Milieu VRBL :
- Milieu de culture déshydraté.

- Milieu utilisé pour la recherche et le dénombrement des coliformes.

- Formule en g/In d’eau distillée :

e Peptone de viande........................... 10
¢ Bile de beeuf desséchée.................... 20
© LactoSe. ..ot 10
e Vertbrillant...................oviiiiinis 23ml
pH=7.4

- Dissoudre de 409 dans un litre d’eau distillée ;
- Autoclave 15a 121 °C ;
- Conserver dans un endroit fris et en absence d’humidité.

«+ Bouillon SFB

Peptone... 5,09
Mannitol .. 4,0g
Di-sodium hydrogen phosphate....... 9,59
Sodium di-hydrogen phosphate ~ ............ 10,0g
Sodium selenite (NaHSeO3) ............. 4,0g

Eau distilée ... 1000ml
pH=7,1+0,1.

% Gélose SS (Salmonella-Shigella).
Peptone... ... 10,09
Extraitde viande  ...................... 5,09
Lactose .. 10,09
Sels biliaires... oo 6,09
Citrate de sodium... ....................... 8,59
Citrate de fer ammoniacal............. 1,09
Thiosulfate de sodium...  .......... 8,5¢g

Rouge neutre ............ocvininnn. 25,0mg

Vert brillant... ... 0,33mg
GElOSE... 13,09

pH=7+0,1.



