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Introduction

La dénomination « lait » est réservée exclusivement aux produits de la sécrétion
mammaire normale, obtenus par une ou plusieurs traites, sans aucune addition ni soustraction et

n’ayant pas été soumis a un traitement thermique. (1)

L’ Algérie est le premier consommateur de lait au Maghreb, avec pres de trois milliards de
litres par an. Cet aliment occupe une place prépondérante dans la ration alimentaire des
algériens, il apporte la plus grande part des protéines d’origine animale. Acteur clé de 1’industrie

agroalimentaire, la filiere lait connait une croissance annuelle de 8 % en Algérie. (2)

Le lait est un aliment de haute valeur nutritionnelle trés riche en protéines, lipides,
glucides et surtout par un apport en oligo-¢léments tel que le calcium. Sa production doit étre
séverement controlée en raison des risques éventuels qu’il peut présenter pour la santé humaine.
En effet, des souches pathogénes pour I’Homme et I’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 ¢ventuelles. (3)

Le lait n’est pas seulement un aliment nutritif pour I’homme mais il est souvent un milieu
de culture idéale pour la croissance microbienne. Par conséquent il peut étre sujet a de
nombreuses altérations et contaminations lors de la traite ou la collecte par les microorganismes
dont certains sont potentiellement pathogenes de point de vue sanitaire. Le lait cru et les produits
laitiers contaminés ont été associés a des intoxications alimentaires causées par Salmonella,

Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus et Escherichia coli entérohémorragique.

Donc les consommateurs doivent étre attentifs aux qualités sanitaires des laits. Ces
qualités dépendent en grande partie de la composition physicochimique et microbiologique

depuis la matiére premiére jusqu’a la fabrication du produit fini.

Afin de surveiller I’innocuité¢ des aliments, il est impératif d’évaluer le degré de
contamination microbiologique du lait cru destiné a la consommation humaine, ce qui nous a
motivé pour le choix de ce théme, dont ’objectif principal a été la mise en évidence de la

qualité hygiénique et sanitaire du lait cru de vache dans la région de Khenchela (Algérie).

Le site choisi pour cette étude est une petite ferme traditionnelle, son propriétaire éléve

quelques vaches en plus de petites parcelles de terrains cultivés avec différentes cultures
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agricoles. Il utilise I'eau traitée a la sortie de la station d'épuration de la ville de khenchela pour

irriguer son champ et élever ses vaches.

Notre recherche concernera le dénombrement des germes témoins de défaut d’hygiéne :
flore mésophile aérobie totale, coliformes totaux, coliformes fécaux, Escherichia coli et
Entérocoques fécaux, ainsi que les germes pathogeénes : Salmonella spp., Staphylococcus aureus,

aussi que le dénombrement des moisissures et des levures comme microorganismes d’altération.
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Chapitre 1 Généralités sur le lait

I. Généralités sur le lait
I.1. Définition

Le lait est un liquide blanc, opaque secrété par les glandes mammaires de la femme et des
femelles des mammifgres, c'est un aliment trés riche en graisses émulsionnées, en protides, en
lactose, en vitamines, en sels minéraux et qui assure la nutrition des jeunes au début de leur vie.
“4)

Le Codex Alimentarius en 1999, le définit comme étant 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. (5)

La dénomination « lait » sans indiquer 1’espéce animale dont il provient renvoie
uniquement au lait de vache. (6)

Le lait cru est le lait qui sort directement du pis de la vache. N’ayant subi aucun
traitement thermique (au-dela de 40°C) ou non thermique afin de réduire la concertation en
microorganismes, celui-ci conserve toute la flore microbienne d’origine et doit donc étre
consommé dans les 48 heures suivant la traite et se conserver au frais (entre 2 et 4°C). (7)

La pasteurisation et la stérilisation a ultra haute température (UHT) sont des techniques
de conservation du lait par traitement thermique. La pasteurisation s’effectue a 71,5° pendant 15
secondes, puis le lait est rapidement refroidi a 4°C. Cette technique permet de conserver au
mieux les qualités gustatives du lait cru. Le lait pasteurisé doit étre conservé au réfrigérateur
(entre 7 et 15 jours selon la date indiquée sur I’emballage). La stérilisation UHT consiste a porter
le lait a plus de 135°C pendant 3 secondes seulement avant de le refroidir. La rapidité du
traitement permet de préserver les qualités nutritionnelles du lait. Le lait UHT se garde entre 90
et 150 jours a température ambiante. (8)

I.2. Qualité nutritionnelle du lait de vache par rapport aux autres espéces laitiéres

La vache assure de loin la plus grande part de la production mondiale de lait (90%),
méme en pays tropicaux (70%). (9) Ce lait est de tous le plus connu et les données qui le
caractérisent sont sans doute les plus exactes. Il est logiquement aussi le produit laitier le plus
consomm¢ et étudié en nutrition humaine.

Les laits sécrétés par les différentes espéces de mammiféres présentent des
caractéristiques communes et contiennent les mémes catégories de composants: eau, protéines,
lactose, maticres grasses (lipides) et minérales. Cependant, les proportions respectives de ces
composants varient largement d'une espéce a l'autre (Tableau I). Cette variabilité peut dépendre

de la nutrition, du stade de lactation, de 1'age, de 1'époque de I'année et du débit lacté.
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Tableau I : Composition chimique moyenne du lait de différentes especes (g/L). (10)

Matiére || Matiére || Lipides Lactose Cendres || Calcium || Phosphore

séche protéique MG) (MM) (Ca) @P)
| vache | 132 || 35 | 38 | s0 || 72 | 125 || 095 |
[ Chevre | 115 || 34 | 35 | 45 | 8 | 135 | 1 |
| Brebis | 185 | 60 || 70 | 45 | 87 | 19 | 15 |
| Buffle | 174 | 38 | 77 | 4 | 718 | 18 | 18 |
[ Jument || 105 | 25 || 16 | e | 45 | 1 | o6 |
[ Femme | 120 | 13 || 30 | 70 | 2 | o3 [ 015 |

Chez toutes les especes, le lait apparait comme un aliment riche en calcium et en
phosphore (a I’exception du lait de femme), en lactose, en mati¢res grasses et en protéines. Parmi
ces laits, le lait de vache est un lait relativement pauvre en matiére grasse, moyennement riche en
lactose et en protéines et assez riche en calcium et en phosphore. Le lait de brebis est
particulierement riche en lipides et en protéines, ce qui explique son utilisation majoritairement
dans la fabrication fromagere, alors que la composition du lait de cheévre s’apparente plus celle
du lait de vache. (10)

Le lait de vache est un liquide trés aqueux mais dont la composition pondérale en
glucides, lipides et protides est remarquablement équilibrée, avec en plus un choix intéressent en
sels, en vitamines et en enzymes. (11)

D’un point de vue physico-chimique, le lait est complexe en raison de son organisation,
des interactions existant entre ses divers constituants et de la variabilit¢ de sa composition qui
dépend de I’espece, de la race, du régime alimentaire et de la période de lactation. (12)

1.2.1. Eau

L'eau est quantitativement le constituant principal du lait : 900 a 905 g par litre. C'est une
propriété a ne pas négliger car il contribue ainsi a hydrater I'organisme. (13)

L’eau de lait se trouve sous deux formes : I’eau libre (96% de la totalité) et 1’eau li¢e
(4%) liée a 1a matiere seche. (14)

1.2.2. Matiere grasse

La maticre grasse est présente dans le lait sous forme d’une émulsion de globules gras. La
teneur en maticre grasse du lait est appelée taux butyreux (TB). (15)

Le lait contient en moyenne 40 g de matieres grasses par Kg. Celles-ci se composent de
97% de triglycérides (trois acides gras attachés a une molécule de glycérol) et de 1% de
phospholipides. Le reste étant constitué de stérols et des vitamines liposolubles, qui ont un role

nutritionnel et organoleptique déterminant. (16)
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Tableau II : Composition lipidique moyenne du lait de vache. (12)

| Classes de lipides || Pourcentage des lipides |
| Triacylglycérols " 97.5 |
| Diacylglycérols I 0.36 |
| Monoacylglycérols || 0.027 |
| Acides gras libres || 0.027 |
| Cholestérols " 0.31 |
| Hydrocarbures I Traces |
| Caroténoides || 0.008 |
| Phospholipides | 0.6 |

L’origine des acides gras du lait est double : soit synthétisés au niveau de la mamelle a
partir de précurseurs sanguins : l'acétate et le butyrate d'origine ruminale. Ces acides gras sont
nettement plus abondants dans le lait des ruminants que dans le lait des monogastriques. Soit
directement prélevés dans le plasma sanguin. Ils proviennent de l'alimentation, des réserves
adipeuses ou d'une syntheése dans d'autres tissus que la mamelle. (12)

1.2.3. Glucides

Le sucre principal du lait est le lactose ; c’est aussi le composé prépondérant de la maticre
séche totale. Sa teneur s’¢léve en moyenne a 50g par litre. C’est un disaccharide constitué par de
I’a ou B glucose uni a du B galactose, ce qui est a 1’origine de la présence de 2 lactoses. (17)

o Glu+ B Gal — a Lac hydraté : Cj, H », Oy; + H,O
B Glu+ a Gal — > [ Lac anhydre : Ci; H 5, Oy

Le lactose est le seule glucide libre dans le lait, synthétisé¢ par la glande mammaire a
partir du glucose prélevé dans le sang. Il joue un rdle nutritionnel particulier et intervient
¢galement comme élément de fermentescibilité. Il peut étre hydrolysé par les acides forts, mais
surtout par la lactase. La saveur sucrée du lactose est faible; lorsqu'on impute au saccharose une
valeur arbitraire de 100%, celle du lactose atteint environ le tiers (de 27 a 39%),). (15)

1.2.4. Matiere azotée

La matiére azotée de lait englobe deux groupes, les protéines et les matiéres non
protéiques qui représentent respectivement 95% et 5% de [’azote minérale du lait. Les protéines
se répartissent en 2 phases : une phase micellaire représente la cas€ine totale (environ 78% des
protéines du lait) du lait. Elle est formée par quatre protéines individuelles : (17)

v' Alpha-caséine : caséine o (36%) et caséine o (10%).

v' Beta-caséine : caséine B (34%).

v Kappa-caséine : caséine k (13%).
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v' Gamma-caséine : caséine y (7%) qui est un produit de la protéolyse de la B-caséine.

Une propriété importante des micelles est de pouvoir étre déstabilisée par voie acide ou
par voie enzymatique et de permettre la coagulation. Elle constitue le fondement de la
transformation du lait en fromage et en laits fermentés. (14)

La deuxiéme phase ou la phase soluble, englobe les protéines du lactosérum (j-
lactoglobuline et a-lactalbumine, sérumalbumine et immunoglobuline plus les protéoses
peptones) qui représentent 17% de la matiere azotée.

Les protéines du lactosérum sont des protéines d’excellente valeur nutritionnelle, riche en
acides aminés soufrés, en lysine et tryptophane. Elles ont de remarquables propriétés

fonctionnelles mais sont sensibles a la dénaturation thermique. (18)

Compositions azotés du lait 100%

95% de Protéines 5% d'azote non protéigue
v N
& By
S0%de caséines 20%0de protéines -Acides amineés libres;
a, B, x sous forme de Solubles: -Nucléotides;
micelles de caséines -p lactoglobulines: Urée;
(Phosphocaséines de -g lactalbumines -Acide urigue.
Calcium) fixent -Autres protéines:
le Ca -Enzyvmes;
-Sérumalbumine;
-Immunoglobulines;

-Protéase peptone.
Figure 01 : Répartition des fractions azotées du lait (19)
1.2.5. Matiere minérale

Le lait contient tous les €léments minéraux indispensables a I’organisme. La matiére
minérale et saline du lait constitue environ 9 g/l. Les matiéres minérales ne se sont pas
exclusivement sous la forme de sels solubles (molécules et ions). Une partie importante se trouve
dans la phase colloidale insoluble (micelles de caséines). (20)

Le lait et les produits laitiers sont les principales sources alimentaires du calcium,
phosphore, potassium, magnésium, chlore, citrate et sodium, pour lesquels ils couvrent plus de la
moitié¢ de nos besoins journaliers. Se sont des ¢léments plastiques intervenant dans 1’ossification,
et leurs apport est crucial pour les sujets jeunes et agés. (21)

Le lait contient également les oligo-¢léments indispensables pour 1’organisme humain
tels que le zinc, le fer, le cuivre, le fluor, I’iode, le sélénium, I’aluminium, le manganése et le

molybdene. (22)
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H Calcium

H Magnésium
® Phosphore
M Citrate

M Sodium

M Potassium

Chlore

Oligo-éléments

Figure 02 : Composition minérale moyenne d’un litre du lait cru
1.2.6. Vitamines
Les vitamines sont nécessaires au fonctionnement normal des processus vitaux et les

aliments doivent en apporter en quantité suffisante. Le lait est une source non négligeable de ces
substances. On classe généralement les vitamines en deux catégories :

v' Les vitamines hydrosolubles (vitamines du groupe B - proviennent principalement de
la biosynthese des bactéries du rumen- vitamine C) qui se retrouvent dans la phase aqueuse.

v’ Les vitamines liposolubles (vitamines A, D, E, K — leur taux dépend énormément de
facteurs exogenes-) qui sont associées a la matiere grasse. (23)

Tableau III : Composition vitaminique moyenne du lait cru (18)

| Vitamines liposolubles || Teneur moyenne |
[ Vitamine A (+caroténes) [ 40ug/100ml |
[ Vitamine D [ 2.4pg/100ml |
[ Vitamine E I 100pg/100ml |
[ Vitamine K [ 5ug/100ml |
| Vitamines hydrosolubles |
[ Vitamine C (acide ascorbique) [ 2mg/100ml |
| Vitamine B1 (thiamine) " 45png/100ml |
[ Vitamine B2 (riboflavine) [ 175ug/100ml |
[ Vitamine B6 (pyridoxine) [{ 50pg/100ml |
[ Vitamine B12 (cyanocobalamine) [ 0.45ug/100ml |
| Niacine et niacinamide " 90ug/100ml |
[ Acide pantothénique [ 350ug/100ml |
[ Acide folique [f 5.5pg/100ml |
[ Vitamine H (biotine) [ 3.5ug/100ml |
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1.2.7. Hormones

Ce n’est que tout récemment que des études approfondies ont €té entreprises sur la
présence des hormones dans le lait.

Les hormones que 1’on peut retrouver dans le lait appartiennent aux protéohormones et
hormones peptidiques et aux hormones stéroides. La principale hormone est la prolactine qui
régit la production du lait de la meére. (23)

Personne ne pense qu’avec un verre de lait, il avale un cocktail d’au moins 20 différentes
hormones dont le role est d’aider I’organisme du jeune veau, & démarrer de fagcon optimale. Ce
sont les hormones de croissances qui sont au méme temps impliquées dans les cancers.

Le méme verre de lait donne une dose d’hormones sexuelles, cestrogene et progestérone
qui interviennent dans des problémes de stérilité et de puberté précoce chez les femmes et surtout
dans le cancer du sein. (24)

1.2.8. Enzymes

Ce sont des substances organiques de nature protidique, agissant comme catalyseurs dans
les réactions biochimiques. Plus de 60 enzymes principales ont pu étre isolées du lait ou dont
I’activité a été¢ déterminée. La moitié d’entre elles sont des hydrolases.

Ces enzymes sont soit originelles du lait ou bien produites par des bactéries, dont leurs
role est trés important en fonction de leurs propriétés :

v’ Lyses des constituants originels du lait : ayant des conséquences importantes sur le plan
technologique et sur les qualités organoleptiques du lait (lipases, protéases).

v" Role antibactérien, elles apportent une protection au lait : bactéricide (lactoperoxydase
et lysozyme). (17)

Tableau IV : Caractéristiques des principaux enzymes du lait. (18)

|Gr0upe d’enzyme " Classes d’enzymes " pH " T° (°C) " Substrats
Estérases
Lipases 8.5 37 Triglycérides
Phosphatase alcaline || 9-10 37 Esters phosphoriques
Hydrolases Phosphatase acide 4.0-5.2 37 Esters phosphoriques
Protéases
Lysozyme 7.5 37 Parois cellulaire microbienne
Plasmine 8 37 Caséines
Déshydrogénases || Sulthydrile oxydase 7 37 Protéines, peptides
ou oxydases Xanthine oxydase 8.3 37 Bases puriques
. Lactoperoxydase 6.8 20 Composés réducteurs+H,O,
Oxygénases Catalase 7 20 H,0,

10
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1.2.9. Cellules somatiques

Le lait contient toujours une certaine quantité de cellules, en plus de ses différents
composants (eau, lactose, gras, protéines, minéraux et vitamines). Les deux grands types de
cellules somatiques rencontrés sont les cellules épithéliales et les leucocytes. Les cellules
épithéliales sont des cellules qui tapissent normalement 1’ intérieur du pis et qui se sont détachées
des alvéoles, alors que les leucocytes (des lymphocytes (B ou T) : 17 a 27 %, des leucocytes
polynucléaires neutrophiles : 0 a 11 %) sont des cellules du systeme immunitaire. (25) Méme en
I’absence d’infection intra-mammaire, plus de 85% des cellules somatiques du lait sont des
leucocytes, alors que cette proportion passe a plus de 99% si le quartier doit combattre une
infection (cas de mammite). (26)

Le nombre de cellules par ml de lait varie normalement entre 5000 et 10 millions environ,
pour un échantillon composite du lait des 4 quartiers d’une vache. (27)
1.2.10. gaz dissous

Le lait contient des gaz dissous, essentiellement du dioxyde de carbone (CO,), du diazote

(N,) et du dioxygene (O,).

I.3. Facteurs de variation de la qualité et de la production du lait

La composition chimique du lait et ses caractéristiques varient sous ’effet d’un grand
nombre de facteurs. Ces principaux facteurs de variation sont bien connus, ils sont soit
intrinseéques liés a ’animal (facteurs génétiques, stade de lactation, age, état sanitaire ...) soit
extrinseques liés au milieu et a la conduite d’élevage (conditions de traite, climat, alimentation).

Les facteurs génétiques et alimentaires restent donc les principaux leviers d’action. Mais
si la sélection génétique a un effet moyen et a long terme, 1’alimentation, elle peut agir
rapidement. (20)
I.3.1. Facteurs intrinséques
L.3.1.1. Facteurs génétiques

La génétique a une forte influence sur le niveau de production et plus encore sur les taux,
notamment de mati¢re grasse (qui décide du rendement en beurre) et de protéines (qui commandent
fortement le rendement en fromage). (28)

Il existe de grands écarts dans la composition chimique du lait d’une race a I’autre,
surtout pour la teneur en matiére grasse. En effet, les races Jersey et Guernesey sont connues par
des laits tres riches en mati¢re grasse, alors que les races Holstein et Ayrshire se distinguent par

des laits relativement plus dilués.

11
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Pour le taux protéique, il a été montré que les races Jersey, Guernesey et Montbéliarde se
distinguent par des laits trés riches en protéines, par rapport aux laits produits par les races

Holstein et Ayrshire. (29)

Otds Fetohen

Figure 03 : les différentes races des vaches laitieres (Jersiaise, Montbéliarde, Holstein, Ayrchire)

1.3.1.2. Stade de lactation

Le stade de lactation a eu un effet sur la quantité de lait produite, corrélée avec la qualité
physico-chimique du lait.

Les teneurs du lait en matiéres grasses et protéiques évoluent de fagon inverse a la
quantit¢ de lait produite. Elles sont ¢levées en début de lactation, elles chutent jusqu'a un
minimum au deuxiéme mois de lactation apres un palier de 15 a 140 jours. Les taux croissent

plus rapidement dans les trois dernier mois de lactation. (30)
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Tableau V : Niveau de production et composition moyenne de la traite matinale du lait de vache

selon les stades de lactation. (31)

Stade de lactation | Densité Ng[?;isésl‘;:s plz'ﬁ:’eiizl::s Lactose xﬁtéif:; ss col:l(:giélsllta?ifm
ctauante® | @O | k) | @k | #O | @k | O
b 1030 | 398 324 42.1 6.47 -0.49
e 1031 38.7 329 433 6.64 -0.50
. 1031 41.9 34.2 44.7 6.86 0.52

1.3.1.3. Etat sanitaire

En cas d’infection, I’altération de la capacité de filtration de la mamelle conduit a une

mobilisation accrue des éléments d’origine sanguine, ce qui provoque l’augmentation de la

teneur du lait en protéines solubles et en minéraux. (29)

La numération des cellules somatiques du lait est un bon indicateur de 1’état sanitaire

mammaire de la vache. (26)

1.3.1.4. Age et nombre de vélage

La quantit¢ de lait augmente généralement du 1% vélage au 5

sensiblement et assez vite a partir du 7°"° vélage.

eme

, puis diminue

Le vieillissement des vaches provoque un appauvrissement de leur lait, ainsi la richesse

du lait en maticre seche tend a diminuer. Ces variations dans la composition sont attribuées a la

dégradation de 1’état sanitaire de la mamelle ; en fonction de 1’age, le nombre de mammites croit

et la proportion de protéines solubles augmente en particulier celles provenant du sang. (17)

1.3.2. Facteurs extrinseques

1.3.2.1. Conditions de traite

La production d’un lait de bonne qualité¢ nutritionnelle et hygiénique n’exige pas des

installations coliteuses dans la ferme, mais surtout un suivi rigoureux et permanent des bonnes

pratiques d’hygiene tout le long du circuit de sa production notamment a la traite (hygiene de

trayeur et de la vache méme).

Trayeur

v" Bon état de santé : pour éviter la pollution du lait et la contagion de certaines maladies

(tuberculose) a la vache.

v" Propreté : le vacher, avant de commencer a traire, doit se laver soigneusement les mains

et les essuyer avec un linge propre. (17)

13




Chapitre 1 Généralités sur le lait

v’ Lorsque la machine a traire est mal installée, mal réglée ou mal utilisée, elle favorise
I’apparition ou la dissémination de mammites. Elle peut agir en étant de vecteur de microbes.

Pour comprendre son influence sur la santé¢ des mamelles, il est nécessaire de bien connaitre son

fonctionnement. (32)

Figure 04 : Techniques de traite (manuelle et mécanique). (33)
Vache

v’ Propreté de la mamelle : elle sera acquise par le passage sur le pis d’un linge propre
trempé de solution 1égérement antiseptique tiede.

v Santé : on détectera précocement et systématiquement les maladies particuliérement
dangereuses : tuberculose, mammites. (34)

v" Ejection des 4 premiers jets de chaque mamelon (pour éliminer le lait qui a séjourné
longtemps dans le canal de trayon, ce lait est généralement plein de bactéries). (35)
1.3.2.2. Facteurs climatiques et saisonnieres

La saison a une influence importante qui se rajoute aux autres facteurs (alimentation,
stade de lactation, age ....) de fagon immuable, le TB passe par un minimum en juin — juillet et
par un maximum a la fin de I’automne. La teneur en protéines passe par deux minimums : un a la
fin de ’hiver et ’autre au milieu de 1’été et par deux maximums a la mise a I’herbe et a la fin de
la période de paturage. (36)

Les variations dans la concentration des paramétres nutritionnels du lait selon la saison
s’expliquent surtout par la disponibilité alimentaire. La saison chaude, se caractérise par un
appauvrissement du paturage et a un épuisement des stocks alimentaires. (37)
1.3.2.3. Alimentation

L’alimentation joue un rdle important ; elle permet d’agir a court terme et de maniere
différente sur les taux de matiere grasse et de protéines. En effet, le taux protéique varie dans le
méme sens que les apports énergétiques, il peut aussi étre amélioré par des apports spécifiques

en acides aminés (lysine et méthionine). Quant au taux butyreux, il dépend a la fois de la part
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d’aliment concentré¢ dans la ration, de son mode de présentation et de distribution (finesse de

hachage, nombre de repas, mélange des aliments). (38)

1.4. Propriétés physico-chimiques du lait
L.4.1. Conductivité électrique

Elle est utilisée pour évaluer la teneur ionique totale du lait et est définie comme la
mesure de la résistance électrique de la solution en ohms réciproques (ohms). Les éléments qui
contribuent le plus a la conductivité sont le sodium, le potassium et les ions de chlorure. Comme
les quantités de sodium et de chlorure augmentent en cas de mammite, des mesures de la
conductivité du lait sont employées pour détecter des cas cliniques de la maladie. (39)
1.4.2. pH

Le pH du lait normal est de I’ordre de 6.7, cela est due en grande partie aux groupements
basiques ionisables et acides dissociables des protéines, aux groupements esters phosphoriques
de caséines et aux acides phosphoriques et lactique. Les valeurs du pH représentent 1’état de
fraicheur du lait, plus particuliérement en ce qui concerne sa stabilité, du fait que c’est le pH qui
influence la solubilité des protéines. (40)
1.4.3. Acidité

L’acidité titrable du lait exprimée en degrés DORNIC correspond a une quantité d’acide
lactique que l’on neutraliserait avec de la soude en présence de phénolphtaléine comme
indicateur coloré, de telle sorte qu’1°D équivaudrait a 0,1 g d’acide lactique par litre de lait. (41)

L’acidité naturelle du lait est principalement due a la présence de protéines, surtout les
cas¢éines et la lactalbumine, de substances minérales telles que les phosphates, CO,, et acides
organiques le plus souvent 1’acide citrique. L’acidité du lait est de 14 a 17° D. (42)

Sous I’effet des bactéries lactiques, la teneur en acide lactique augmente et donne une
nouvelle acidité nommée acidité développée. (43)
1.4.4. Densité

La densité du lait d’une espéce donnée n’est pas une valeur constante. A 15°C elle varie
de 1.028 a 1.035 pour une moyenne de 1.032. (40) Deux facteurs de variation opposés la
déterminent :

v La concentration des éléments dissous et en suspension (solides non gras). La densité
varie proportionnellement a cette concentration.
v' La proportion de matiére grasse. Celle-ci ayant une densité inférieure a 1. La densité

globale du lait varie de fagon inverse a la teneur en graisse. (20)
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1.4.5. Point de congélation

La mesure du point de congélation du lait de troupeau est couramment utilisée pour
controler I'absence de mouillage lors de la traite, de la conservation ou de la collecte. Le cas
échéant, la quantité d'eau additionnée est évaluée en comparant cette mesure au point de
congélation authentique du lait, qui est normalement compris entre - 0,525 et- 0,530° C. (44)
1.4.6. Point d’ébullition

En raison des composants dissous, le point d’ébullition du lait est plus élevé que celui de

I’eau pure et se situe entre 100,07 et 100,15°C. (39)

L.5. Qualité organoleptique du lait
L.5.1. Saveur

Il est difficile de définir cette caractéristique du lait normal car elle provient de
I’association d’¢léments diversement appréciés selon I’observateur. En effet, on distingue la
saveur douce du lactose, la saveur salée du NaCl, la saveur particuliere de lécithines qui
s’équilibre et qui est atténuée par la masse des protéines. (43)
L.5.2. Odeur

L’odeur est caractéristique du lait du fait de la matiére grasse qu’il contient et qui fixe des
odeurs animales. Elles sont liées a ’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
(Pacidification du lait a I’aide de 1’acide lactique lui donne une odeur aigrelette). (45)
L.5.3. Couleur

Le lait est un liquide blanc mat, cette couleur est due en grande partie a la maticre grasse.
(46) La couleur varie du blanc au jaune en fonction de la coloration (teneur en caroténe) de la

maticre grasse). (40)

16



Chapitre 02



Chapitre 2 Microbiologie du lait

I.1. Microbiologie du lait

Un litre de lait cru contient plusieurs milliards d’étres microscopiques. Cette
caractéristique différencie le lait cru des laits traités thermiquement ou microfiltrés. Ce monde
microbien appelé flore microbienne a des implications a plusieurs niveaux. La diversité
microbienne est utile pour la transformation des produits laitiers mais peut aussi impliquer la
présence de bactéries potentiellement dangereuses pour la santé humaine, (47) avec pour
résultante I’altération du produit ou les infections/intoxications chez les consommateurs. (27)

Le lait, méme provenant d’une traite effectuée dans des conditions de propreté et
d’hygiéne normale renferme de nombreux germes dont le développement rapide est assuré par sa
température a la sortie de la mamelle (37°C) ainsi que par sa richesse en eau et en glucides. (43)

Les microorganismes du lait sont quatre groupes : Virus, bactéries, levures, moisissures ;
répartis selon leur importance en deux grandes classes : la flore indigéne ou originale et la flore
de contamination, cette derniére est subdivisée en deux classes : la flore d’altération et la flore
pathogene. (48)

I.2. Source de contamination du lait
Le lait d'un animal parfaitement sain trait aseptiquement, est normalement dépourvu de

micro-organismes, les sources de contamination probables du lait sont schématisées sur la

Figure 05.
L' Air p=———————
/ des étables et du beu de traite
Lait stérile
(parve supénew e Aliments des animaux
de la mameiie)
|
Litiéres et féces ______,
des animaux b
Lait ensemencé
parles fiores du canal ot
de la peau du trayon
ii Lait cru réfrigénré
Machine a traire
E] Tank
Réesorvoirs Le Matériel de traite -

En italique : ongines

Figure 05 : Différentes sources de contamination du lait cru. (49)
A la sortie de la mamelle, le lait est a la température de 1'animal (37°C). Malgré cette
condition favorable a la multiplication de nombreux germes, ceux-ci sont inexistants pendant les

quelques heures qui suivent la traite, en raison du pouvoir bactériostatique du lait frais (09). Dans
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le lait, il existe des inhibiteurs naturels qui peuvent agir sur le développement des micro-
organismes. Parmi eux, on distingue les systémes liés a la composition physicochimique du lait
(systeme lactoperoxydase-thiocyanateperoxyde d’hydrogene, lactoferrine, acides gras libres), et
ceux liés a I’état immunitaire de ’animal (production d’anticorps, de cellules). Cependant la
traite n’est jamais réalisée dans des conditions aseptiques. Ainsi le lait recueilli se contamine trés
rapidement en traversant le conduit papillaire puis au contact du matériel de traite. Le nombre de
germes est trés faible, généralement inférieur a 5000 UFC/mL. Ils proviennent de I'extérieur et
pénétrent dans la mamelle par le canal du trayon.

Ainsi, hormis les maladies de la mamelle, la contamination du lait se fait pour l'essentiel
au cours des diverses manipulations dont il est l'objet a partir de la traite. Le niveau de
contamination est étroitement dépendant des conditions d'hygiéne dans lesquelles sont effectuées
ces manipulations, a savoir 1'état de propreté du trayeur, de 1'animal et particuliérement celui des
mamelles, du milieu environnant (étable, local de traite), du trayon, du matériel de récolte du lait
(eau de traite, seaux a traire, machines a traire) et, enfin, du matériel de conservation et de
transport du lait (bidons, cuves, tanks). (50)

I.3. Flore originelle ou lactique

La flore originelle des produits laitiers se définit comme 1’ensemble des microorganismes
retrouvés dans le lait a la sortie du pis. Ces microorganismes, plus ou moins abondants, sont en
relation étroite avec 1’alimentation, la race et d’autres facteurs. (35)

Les bactéries lactiques sont dépourvues de pouvoir pathogene, elles peuvent avoir un
intérét technologique hygiénique ou étre indifférentes. (42)

Les genres dominants de la flore indigéne sont principalement des microorganismes
mésophiles tel que - Lactococcus, Enterococcus, Lactobacillus, Leuconostoc.

Les bactéries lactiques par leurs propriétés acidifiantes, aromatisantes et texturantes sont
largement utilisées dans les produits dérivés du lait et leurs propriétés pro-biotiques sont tres
utiles a la santé, en effet, elles améliorent les fonctions digestives. (51)

Tableau VI : Principales caractéristiques des bactéries lactiques (52)

aractere Forme de la Mode de .
Gram fermentation | catalase

genre cellule regroupement

Streptococcus +) Cocci Paire, chaine Homo (-)
Lactobacillus ) Batonnet / Isolée, chaine | Homo ou Hétéro -)

Coccobacilles

Lactococcus (+) Cocci chaine Homo (-)
Entérococcus (+) Cocci chaine Homo )
Leuconostoc (+) Cocci Paire, chaine Hétero )
Bifidobacterieum ) Coccoide Chaine étoile | Hétero )
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Les bactéries lactiques sont des bactéries Gram positif produisant de I’acide lactique par
fermentation des glucides simples tels que le glucose et le galactose. Elles se développent
généralement dans des conditions anaérobies, voire anaérobies facultatives, et jouent un role
majeur dans 1’acidification du lait et du caillé. (53) Elles sont hétérotrophes et chimio
organotrophes. Le plus souvent immobiles, asporulées, catalase négative, oxydase négative. (54)

Selon le type de fermentation préférentiellement utilisé, les bactéries lactiques sont
dites :

v" Homo-fermentaires : I’acide lactique est le seule produit de la fermentation du glucose ;
v Hétéro-fermentaires : la fermentation du glucose aboutit a la formation d’acide lactique et
d’autres composés : éthanol, CO,, et autres acides organiques. (55)
1.4. Flore de contamination

La flore contaminante est I’ensemble des microorganismes ajoutés au lait de la récolte
jusqu’a la consommation, elle peut se composer d’une flore d’altération et/ou d’une flore
pathogene. (56)

L'importance et la nature des bactéries contaminants le lait, dépendent, de 1'état sanitaire
de l'animal, de la nature des fourrages, mais aussi des conditions hygiéniques observées lors de
la traite, de la collecte, de la manutention et de la température de conservation du lait. (34)

1.4.1. Flore d’altération

La flore d’altération cause des défauts sensoriels de gott, d’arome, d’apparence ou de
texture et réduit la vie des produits laitiers. Certains microorganismes nuisibles peuvent aussi
étre pathogenes. La présence de I'un n’exclut pas celle de I’autre. Les principaux genres
identifiés comme flore d’altération sont Pseudomonas sp, les coliformes, soit principalement le
genre Escherichia et Enterobacter, les bactéries Gram positif sporulées telle que Bacillus sp,
Clostridium sp, ainsi que certaines levures et moisissures. (40)
1.4.1.1. Bactéries
1.4.1.1.1. La flore psychrotrophe

La détérioration microbienne, une des principales causes de la perte des aliments dans le
monde entier, peut affecter des produits traités thermiquement, y compris ceux qui sont stockés
sous réfrigération (57). L'extension de la réfrigération a certes amélioré la qualité et la durée de
vie microbiologique du lait. Toutefois, ce type de conservation est responsable de la sélection de
la flore psychrotrophe. Ce sont les microorganismes qui ont la faculté¢ de se développer a une
température égale ou inférieure a 7 °C, indépendamment de leur température optimale de
croissance (58). En général, dans le lait, c'est le genre Pseudomonas qui domine. Dans le lait

refroidi, cette flore peut devenir la flore dominante, notamment quand le lait n’est pas récolté
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dans d'excellentes conditions hygiéniques et qu’il est maintenu plus de 24 a 48 heures dans les
conditions habituelles de réfrigération (+3 a +4 °C). La plupart des bactéries psychrotrophes sont
facilement détruites au cours de la pasteurisation et de la stérilisation UHT; cependant, leurs
enzymes extracellulaires résistent a la chaleur et causent la détérioration et la pourriture des
produits laitiers pendant le stockage a froid.

Pseudomonas fluorescens est l'une des plus importantes bactéries psychrotrophes
responsables des saveurs désagréables des produits laitiers en raison de sa métalloprotéase
caséinolytique extracellulaire résistantes a la chaleur. (59)

Les genres Bacillus et Paenibacillus ont été identifiés comme dominants des genres des
bactéries a Gram-positif sporulées dans les environnements des fermes laiticres, les installations
de traitement et des laits pasteurisés. Les Bacillus spp. sont détectés principalement au début de
la conservation du lait pasteurisé et ont des activités enzymatiques pouvant étre responsables de
l'acidification, la coagulation ou la protéolyse des laits par contre les Paenibacillus sont
prédominantes a la fin de la conservation (60).
1.4.1.1.2. Flore thermorésistante

Un certain nombre de bactéries sont capables de résister aux traitements thermiques
usuels utilisés dans le but d'assainir ou de conserver le lait. Elles sont dites thermorésistantes.
Leur développement ultérieur peut provoquer la protéolyse et le caillage non acide du lait
pasteurisé et parfois, étre dangereux pour la santé.

L'ensilage est consideré comme la principale source de contamination du lait par les
spores de Clostridium tyrobutyricum, une bactérie causant des défauts des fromages (61).
1.4.1.1.3. Indicateurs de contamination fécale

Les coliformes totaux sont utilisés depuis trés longtemps comme indicateurs de la qualité
microbienne parce qu’ils peuvent étre indirectement associés a une pollution d’origine fécale.
Ils peuvent aussi démontrer un mauvais nettoyage et une mauvaise désinfection d’appareils. (62)

Ils ¢élaborent diverses substances qui provoquent le gonflement précoce des produits
laitiers dont le fromage. (63)

Les coliformes totaux sont définis comme étant des bactéries en forme de batonnet,
aérobies ou anaérobies facultatives, possédant I’enzyme [-galactosidase permettant 1’hydrolyse
du lactose a 37°C. Les principaux genres inclus dans le groupe sont : Citrobacter, Enterobacter,
Escherichia, Klebsiella et Serratia. Des coliformes banals absorbés en quantité massive (1
million & 1 milliard de germes) peuvent déclencher des troubles gastro-intestinaux (nausées,

vomissements et diarrhée), habituellement de courte durée. Mais la presque totalité¢ des especes
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sont non pathogeénes et ne représentent pas de risque direct pour la santé, a I’exception de
certaines souches d'Escherichia coli ainsi que de rares bactéries pathogenes opportunistes. (27)
1.4.1.2. Levures et moisissures

Pour les levures et moisissures, elles se manifestent dans le fromage et peu dans le lait.
Ainsi, Mucor est responsable de I’accident dit " poil de chat " principalement en fromage a pate
molle (Camembert), se caractérisant par un défaut d’aspect des fromages, et par 1’apparition de
mauvais golts. On rencontre aussi des levures nuisibles responsables de certaines dégradations
détectées par des odeurs d’alcool, par un gonflement des emballages et du fromage di a la
production de gaz et par le limonage. Ces dégradations entraineront une perte de rendement. (48)

Les moisissures rendent le lait moisi et d’une couleur et texture atypique plus un mauvais
golt ; donc ils touchent la salubrité du lait.
1.4.2. Les microorganismes potentiellement pathogénes

L'origine des contaminations par les (bactéries, virus, champignons) pathogénes varie en
fonction de la nature du produit et de son mode de production et de transformation. La
contamination du lait et des produits laitiers par les germes pathogénes peut étre d'origine
endogéne, et elle fait alors suite a une excrétion mammaire de 1'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). (64)
1.4.2.1. La flore bactérienne

Les germes pathogenes associés aux produits laitiers auxquels on accorde une importance
particuliére, en raison de la gravité ou de la fréquence des risques qu'ils présentent sont :
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Salmonella sp, Echerichia coli, Clostridium
boutilinum et Clostridium perfringens, Bacillus cereus, Yersinia enterocolitica, Campylobacter
Jjejuni, Shigella sonei, Citrobacter. (22)
1.4.2.1.1. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus est le micro-organisme pathogéne le plus souvent incriminé dans
des cas de toxi-infections alimentaires collectives (TIAC) par le lait et les produits laitiers.
L'intoxication résulte de l'ingestion d'entérotoxines staphylococciques (SE) produites dans les
aliments par des souches de Staphylococcus aureus productrices de SE. Elle déclenche des
nausées, vomissements, diarrhées, douleurs abdominales et maux de téte voire des conséquences
plus graves chez les jeunes enfants, les femmes enceintes et les personnes immunodéprimées.
(33)

La contamination du lait cru a la production est due a la flore présente dans la mamelle en

cas d’infection (mammites), de la flore de contamination apportée par le milieu extérieur au
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cours des différentes manipulations. Si le lait cru reste la principale source de contamination des
produits laitiers en staphylocoques, il faut préciser que la pasteurisation détruits facilement ces
bactéries mais pas I’enterotoxine produite dans le lait.

1.4.2.1.2. Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes est un petit bacille saprophyte a Gram positif, ubiquiste et
largement répandue dans la nature, isolé ou en chainettes, mobile a 20-25 °C, non sporulé. Aéro-
anaérobie facultatif, catalase positive, hydrolysant 1’esculine, oxydase négative. Les souches de
Listeria monocytogenes sont généralement P-hémolytiques. Cette bactérie responsable
d'infections sporadiques sévéres chez I'homme et les animaux est invasive, capable de traverser
le placenta et de pénétrer le systeme nerveux central (méningoencéphalites). (65)

La listériose est une infection alimentaire due a Listeria monocytogenes. Chez 1'adulte,
elle se manifeste principalement par une septicémie ou une infection du systéme nerveux central
(méningite ou méningo-encéphalite). Chez la femme enceinte, elle peut provoquer un
avortement, un accouchement prématuré ou une infection néonatale. Les formes non-invasives
semblent rares et regroupent des gastro-entérites aigués fébriles, des formes cutanées isolées ou
d’exceptionnelles formes oculaires. (66)

Les produits laitiers les plus fréquemment contaminés par Listeria monocytogenes sont
les fromages a pate molle et au lait cru.
1.4.2.1.3. Salmonella

Salmonella est une bactérie mésophile de forme allongée, flagellée, Gram-négatif
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 I'environnement et peut contaminer le lait a la production a la ferme.
Les personnes qui consomment du lait contaminé par Salmonella sont susceptibles de contracter
la salmonellose. (67)

Comme dans le cas d'autres toxi-infections alimentaires, les symptomes de la
salmonellose ressemblent a ceux de la grippe. Ils se manifestent habituellement de 12 a 72
heures apreés l'ingestion d'aliments contaminés et durent généralement jusqu'a sept jours. La
plupart des gens s'en remettent sans traitement. Les jeunes enfants, les personnes agées et les
personnes dont le syst¢tme immunitaire est affaibli sont les plus a risque de développer des
complications graves comme la septicémie et une déshydratation avec insuffisance rénale. (47)

Des épidémies de fievre typhoide et paratyphoide ont pour origine la consommation de
lait, creme, beurre, créme glacée, etc., n'ayant pas subi de traitement d'assainissement ou qui ont

été recontamingés. (68)
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1.4.2.1.4. Escherichia coli

Escherichia coli est une bactérie bacillaire, Gram-négatif, elle fait partie du groupe des
coliformes totaux et constitue le seul membre de ce groupe que 1’on trouve exclusivement dans
les matiéres fécales des humains et des animaux. Sa présence dans le lait indique non seulement
une contamination récente par des maticres fécales, mais aussi la présence possible de bactéries,
virus et protozoaires pathogenes. (69) Les Escherichia coli, dont certaines (Escherichia coli
O157H?7), peuvent étre responsables de graves toxi-infections et d’une insuffisante rénale, voire
la mort suite a la consommation d’aliments contaminés par les matiéres fécales, comme de la
viande hachée crue ou mal cuite, du lait cru, et les 1égumes. (70)

La pathogenicité¢ des souches entéropathogeénes est due a la production de toxines
dénommeées toxines Stx (pour « Shiga-like toxin »), et elle est aussi appelé vérotoxines en raison
de leur toxicité sur les cellules Véro, cellules épithéliales rénales du singe vert d’Afrique. (70)
1.4.2.2. Moisissures

Les moisissures sont disséminées par I’émission de spores qui peuvent étre véhiculées par
I’environnement (air, eau) et se retrouver dans le lait. Aussi elles sont présentes
considérablement dans la paille et le foin. (71)

Les moisissures pathogenes sont pour la plupart toxigenes, c'est-a-dire qu’elles
produisent des mycotoxines dans les aliments. (48)

Comme exemple des moisissures pathogenes on cite Aspergillus qui secréte des
Aflatoxines et/ou des Ochratoxines A.

De trés nombreuses données épidémiologiques ont montré des associations fréquentes
entre la consommation de certains aliments et I’incidence de certains cancers; par exemple, le
cancer du foie et la contamination en aflatoxine B1 Actuellement, la question de I’implication
d’une autre mycotoxine, I’ochratoxine A, dans les cancers des voies urinaires sont posée. (72)

Le contact avec les mycotoxines peut €tre a 1’origine de toxicités aigu€s et chroniques
allant de la mort a des effets déléteres sur le systéme nerveux central, I’appareil cardiovasculaire
et I’appareil respiratoire, ainsi que sur I’appareil digestif. Le pouvoir qu’ont certaines d’altérer
les réactions immunitaires et, ainsi, de réduire la résistance aux infections. (73)
1.4.2.3. Virus

Le lait cru peut renfermer divers virus (ex : Enterovirus, Flavivirus) potentiellement
pathogenes pour I’homme. Le virus le plus rencontré dans le lait cru est le virus de 1’encéphalite
a tique.

L’encéphalite a tiques est une encéphalite ou une méningo-encéphalite aigué€, due a un

flavivirus : le virus TBE (Tick Born Encephalitis Virus). Elle est directement liée a la
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multiplication du virus dans le cerveau. L’incubation dure une a deux semaines. Le début est
brutal, marqué par de la fievre, des céphalées, des frissons. (74)

La transmission du virus est effectuée essentiellement par les tiques, a 1’occasion d’un
repas sanguin. Les ruminants domestiques excrétent le virus dans le lait (non pasteurisé). (75)

D’ou le risque de contamination par I’ingestion de lait cru d’animal infecté, mais ce mode
de transmission est secondaire. (74)

I1. Resistance bactérienne aux antibiotiques

La résistance bactérienne aux antibiotiques ou antibiorésistance est un phénomeéne de
portée universelle, il n’a cessé d’augmenter de maniére progressive au cours de ces derniéres
années. Ce probléme de santé publique touche a la fois la santé animale et la santé humaine. (76)
La diffusion d’un grand nombre de bactéries pathogénes résistantes a plusieurs antimicrobiens a
été reconnue par 1’Organisation mondiale de la santé animale (OIE), I’Organisation des Nations
Unies pour 1’alimentation et 1’agriculture (FAO) et 1’Organisation mondiale de la santé (OMS)
comme un probléme sérieux en raison de la fréquence avec laquelle de nouveaux phénotypes de
résistance apparaissent parmi les agents pathogénes et méme chez les microorganismes
commensaux. (77)

La quantité d'antibiotiques consommeée dans le monde a augmenté de fagon considérable
ces dernicres années et leur utilisation s'est complétement banalisée. Aujourd'hui, ils sont utilisés
de maniére anarchique. Ainsi, outre la médecine humaine et vétérinaire, on utilise les
antibiotiques comme facteurs de croissance dans les é€levages, en biotechnologie dans les
organismes génétiquement modifiés et dans plusieurs autres secteurs. Cette surconsommation,
tous secteurs confondus, favorise le développement rapide d'un phénoméne global, celui de la
résistance bactérienne aux antibiotiques, associé a la transmission de résidus d’antibiotiques et de
genes bactériens résistants a ’homme par la chaine alimentaire. Le risque di a la présence de
résidus d’antibiotiques dans 1’alimentation existe, le transfert de bactéries pathogenes résistantes
a I'nomme est possible mais il est difficile de les mettre en évidence, de les quantifier et d'en
mesurer les conséquences. La résistance bactérienne reste aujourd'hui trés préoccupante du fait
de son ampleur et des conséquences qu'elle peut avoir sur le traitement des infections chez
I'Homme et les animaux. (78)

Des travaux scientifiques récents démontrent la présence de bactéries porteuses de
résistance dans certains produits laitiers, et suggerent que les antibiotiques utilisés dans

I’alimentation animale ou lors de traitements vétérinaires pourraient en étre la cause.
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I1.1. Définition de I'antibiorésistance bactérienne

Apres la découverte de la pénicilline en 1928, on croyait que le probléme des infections
bactériennes était résolu. Cependant, avec l'utilisation croissante et parfois injustifiée de ces
molécules, les bactéries ont appris a se défendre et a s'adapter et certaines sont devenues
résistantes aux antibiotiques.

La « résistance a un antibiotique » est une propriété d’une bactérie qui lui confeére une
capacité pour inactiver ou exclure ’antibiotique, ou un mécanisme qui bloque les effets
bactéricides ou bactériostatiques des antibiotiques. En d’autre terme, c’est un caractére
phénotypique et/ou génotypique caractérisant la capacité d’une bactérie a survivre (et a se
multiplier), en présence de cet antibiotique, a une concentration qui est habituellement
bactéricide ou bactériostatique. (79)

I1.2. Types de résistance

Selon leur origine, on distingue deux types de résistance bactérienne aux antibiotiques :
I1.2.1. Résistance naturelle

La résistance naturelle ou intrinséque constitue un critere d’identification bactérienne,
(80) c'est un caracteére d’espece qui touche toutes les bactéries de 1’espéce considérée. Elle est
stable, transmise a la descendance (elle a pour support génétique le chromosome bactérien) mais
elle n'est pas ou peu transmissible sur un mode horizontal (d’une bactérie a 1’autre au sein d’une
méme espece ou entre especes différentes). (81)

I1.2.2. Résistance acquise

En opposé a la résistance naturelle, propriété d'espece ou de genre, la résistance acquise
qui est une propriét¢ de souche. Cette derniere correspond a la capacité de supporter une
concentration d'antibiotique beaucoup plus élevée que celle supportée par les autres souches de
la méme espece. (82)

La résistance peut étre acquise de maniere endogene par mutation ou de mani€re exogene
par transfert génétique.

Les mutations qui résultent d’une modification spontanée, ponctuelle et rare d’un locus
du chromosome bactérien (qui contrdle la sensibilit¢ a un antibiotique donné) ont comme
principale caractéristique, en termes de désamination, d’étre héritées de facon stable par la
descendance. (83)

Les bactéries peuvent aussi échanger de I’ADN grace a trois mécanismes génétiques
propres aux bactéries : la transformation, la conjugaison et la transduction. La dissémination de
la résistance aux antibiotiques dans les conditions naturelles est fréquemment due a une

combinaison de mécanismes de transfert de genes.
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La transformation est le résultat d’un réarrangement de séquences d’ADN échangées
entre 2 bactéries. On peut alors obtenir de nouveaux genes de résistance. Ce processus se fait
généralement entre bactéries de genre proche car il doit y avoir une forte analogie entre les
séquences nucléotidiques pour permettre la recombinaison. (84)

La Conjugaison c’est un processus au cours du quel de I’ADN est transférer d’une
bactérie donneuse a une bactérie receveuse par un mécanisme nécessitant le contact entre les
deux bactéries. C’est le phénomene le plus répondu des trois. (79)

La transduction est un mécanisme de transfert de I’ADN par I’intermédiaire d’un virus
bactérien ou bactériophage. Ce mécanisme est jusqu’a présent le moins étudié dans le transfert
horizontal des genes de résistance mais il semblerait qu’il joue un réle non négligeable dans
I’échange de matériel génétique entre bactéries. (83)

11.2.3. Mécanismes d’antibiorésistance

Indépendamment des supports génétiques, plusieurs mécanismes biochimiques sont
impliqués dans 1’expression de la résistance. Ainsi, quatre types de mécanismes biochimiques de
résistance bactérienne aux antibiotiques sont décrits : (85)

v' La non-fixation de ’antibiotique suite a la modification de sa cible;

v' La synthése d’enzymes bactériennes modifiant ou inactivant ’antibiotique;

v La diminution de la perméabilité de la bactérie a I’antibiotique;

v' L’utilisation d’une nouvelle voie métabolique remplagant la voie inhibée par

I’antibiotique.
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Figure 06 : Les différents mécanismes d’antibiorésistance (86)
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I1.3. La multirésistance

Les bactéries sont dites multirésistantes aux antibiotiques lorsque, du fait de
I’accumulation des résistances naturelles et acquises, elles ne sont plus sensibles qu’a un petit
nombre d’antibiotiques habituellement actifs en thérapeutique. La multirésistance tend

généralement vers la totorésistance (résistance a tous les antibiotiques). (87)

I11. Evaluation de I’antibiorésistance

Considérant que la résistance des bactéries aux antibiotiques est tres variable et semble en
augmentation, l'isolement et 1'identification ne suffisent souvent plus pour mettre en ceuvre une
antibiothérapie efficace. (88) Alors faire appel aux laboratoires de bactériologie pour réaliser des
tests de sensibilité semble étre nécessaire.

Les méthodes de diffusion ou antibiogrammes standards sont les plus utilisées par les
laboratoires de diagnostic. Elles consistent a déposer a la surface d'une gélose Muller Hinton
préalablement ensemencé avec une culture pure de la souche a étudier, des disques de papier
imprégnés d’un antibiotique donné. Il se forme alors un gradient de concentrations en
antibiotique autour du disque de papier et la croissance bactérienne est bloquée jusqu’au
diameétre ou les concentrations du gradient sont égales ou supérieures a la CMI. Avec la mesure
du diameétre de la zone d'inhibition et grace a des abaques, on pourra classer la bactérie en

sensible (S), intermédiaire (I) ou résistante (R). (89)
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I. Caractéristiques générales du site d'étude

Le site choisi pour cette étude est une petite ferme située a proximité de la station
d’épuration des eaux usées (ONA). Son propriétaire ¢léve quelques vaches en plus de petites
parcelles de terrains cultivés avec différentes cultures agricoles. Il utilise I'eau traitée a la sortie

de la station d'épuration pour irriguer son champ et élever ses vaches.

/‘l
15;19 d'étude (ferme)

C 3
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Photographie 01 : Vue générale de la station d’épuration de la ville de Khenchela et le site de
notre étude.
II. Procédure d’échantillonnage.

Les échantillons & analyser sont du lait de vache cru entier obtenu aprés une traite
manuelle des quatre vaches femelles présentes au niveau de notre site d'étude. La collecte a eu
lieu en mois de Mars (3 fois) 2016 a 8h du matin.

Le lait a été prélevé dans des flacons en verre lavés puis rincés, ensuite, ils ont été séchés
a ’abri de D’air et enfin stérilisés par la chaleur au four Pasteur a 180 °C pendant 30 min. Avant
la traite manuelle, on a désinfect¢ les trayons avec de 1’alcool dilué afin d’éviter la
contamination de la mamelle par les nombreux microorganismes présents sur le pis et des
trayons de la vache. L’échantillon est transporté a température ambiante a 1’obscurité jusqu’au

laboratoire. Les analyses ont lieu & 8h30 du matin, 30 minutes apres le prélevement. (90)
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Photographie 02 : Les vaches traitées et parcelles de terrain de notre site d'étude

I11. Les parametres microbiologiques

Ce travail a été réalisé au sein des laboratoires pédagogiques de Biologie de I’Université
Abbés Laghrour Khenchela. Il a consisteé :

v' A effectuer un dénombrement des germes indicateurs de contamination fécale a
savoir : Les coliformes totaux, les coliformes fécaux et les Entérocoques fécaux sur des milieux
appropriés au moyen des méthodes normalisées actuellement en vigueur. Les méthodes
d’analyse se basent sur des procédures normalisées : Les milieux de culture et réactifs
proviennent de I’Institut Pasteur d’ Algérie.

v’ a effectuer une recherche des germes pathogénes a savoir : Les Staphylocoques, les
Salmonelles et les champignons sur des milieux sélectifs appropriés au moyen des méthodes
normalisées actuellement en vigueur. Les méthodes d’analyse se basent sur des procédures
normalisées : Les milieux de culture et réactifs proviennent de 1’Institut Pasteur d’ Algérie.

v aprélever les différentes colonies caractéristiques et procéder a leur purification ceci
a partir de repiquage sur les cultures de 1’étape précédente.

v' a identifier les souches correspondantes, au moyen de tests complémentaires et
biochimiques spécifiques, (galerie API).

v a évaluer la résistance de ces souches vis a vis de différents antibiotiques utilisés en
thérapeutique clinique.

IIL.1. Les dilutions décimales en série

Les dilutions sont nécessaires car on doit prélever de trés faibles volumes a cause de la
charge bactérienne souvent tres élevée, et permettent d’obtenir seulement les microorganismes
dominants dans les dilutions les plus ¢élevées. On dilue successivement 1’échantillon de lait a
analyser a l'aide de 1'eau physiologique.
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Toutes les manipulations ont été effectuées avec un maximum de précision et d’une
manicre aseptique selon la norme NF EN ISO 6887-1 relative a la suspension mere et dilutions
décimales; regles générales. Et la norme NF V08-057-2 microbiologie alimentaire directives
générales pour la préparation des dilutions en vue de I’examen microbiologique. (1)

v" On a d’abord bien homogénéisé 1’échantillon en agitant vigoureusement le flacon
afin de permettre une répartition homogeéne des microorganismes, puis a 1’aide d’une pipette
graduée stérile on a prélevé 1 ml. On préleve 25 ml de lait cru, qui serviront a 1’analyse
bactériologique classique. Le lait étant un produit liquide constituant d’emblée une solution mere
¢gale a 1.

v A partir de la solution mére, 1 ml est introduit stérilement dans un tube contenant 9
ml d’eau physiologique. On obtient ainsi une dilution au 1/10, le tube est ensuite agité
manuellement,

v' Puis on préléve 1 ml de la dilution 1/10 et on I’introduit dans un deuxiéme tube
contenant 9 ml d’eau physiologique, on obtient ainsi une dilution 1/100.

v' Puis on préléve 1 ml de la dilution 1/100 et on I’introduit dans un troisiéme tube
contenant 9 ml d’eau physiologique, on obtient ainsi une dilution 1/1000.

v" Une homogénéisation par au moins 10 secondes d’agitation est nécessaire avant
chaque dilution.

II1.2. Recherche et dénombrement des germes aérobies mésophiles totaux.

La recherche de la FTAM a été effectuée suivant une méthode normalisée actuellement
en vigueur. La Norme NF V 08-051 relative au dénombrement des micro-organismes, méthode
par comptage des colonies obtenues a 30 °C et la norme XP V 08-102 relative aux regles
générales pour le comptage des colonies et 1I’expression des résultats. (1)

Le principe consiste a étaler en surface 0.1 ml de la solution mere et des dilutions
décimales allant de 10" a 107 sur gélose PCA préalablement coulée dans des boites de Pétri et
déja numérotées. L'incubation des boites couvercle en bas se fait a 30°C pendant 72 heures avec:

- Premiére lecture apres 24 heures d'incubation,

- Deuxieme lecture aprés 48 heures, et

- Troisieme lecture apres 72 heures.

Pour le dénombrement : on compte toutes les colonies apparues a la surface de la PCA
seules les boites contenant entre 15 et 300 colonies seront prises en considération.

On calculera le nombre N, de microorganismes dénombrés a 37°C par ml de lait cru en
tant que moyenne pondérée, a I’aide de I’équation suivante : N=X ¢/ 1,1 xd

ou : X ¢ : est la somme des colonies comptées sur les deux boites retenues.
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d : est le taux de dilution correspondant a la premicre dilution.

II1.3. Recherche et dénombrements des indicateurs de contamination fécale.

Le premier objectif des études qualitatives et quantitatives sur la flore microbiologique
des laits crus est de dénombrer les marqueurs de contamination fécale : les coliformes totaux,
les coliformes fécaux et les entérocoques fécaux.

II1.3.1. Recherche et dénombrement des coliformes totaux et fécaux.

Norme NF ISO 4813 relative au dénombrement des coliformes, technique du nombre le
plus probable apres incubation a 37°C. Norme NF V 08-017 relative au dénombrement des
coliformes fécaux et d'Escherichia coli (NF V 08-015 et NF V 08-016). (1)

Par cette méthode, les Coliformes Totaux, Coliformes Thermo-Tolérants et Escherichia
coli sont dénombrés en milieu liquide a 1’aide du bouillon VBL (bouillon lactosé bili¢ au vert
brillant) réparti a raison de 10 ml par tubes munis d’une cloche de Durham.par la technique du
NPP (nombre le plus probable). La technique en milieu liquide fait appel a deux tests consécutifs
a savoir :

v Le test de présomption : réservé a la recherche des Coliformes totaux.

v" Le test de confirmation : appelé encore test de Mac Kenzie et réservé a la recherche
de Coliformes fécaux a partir des tubes positifs du test de présomption.

II1.3.1.1. Test de présomption

On Prépare dans un portoir une série de tubes contenant le milieu sélectif (VBL) a raison
de trois tubes par dilution. A partir des dilutions décimales 10> & 10™", on porte aseptiquement 1
ml dans chacun des trois tubes correspondant a une dilution donnée. On Chasse le gaz présent
¢ventuellement dans les cloches de Durham et on mélange bien le milieu et I’inoculum. Puis on
incube les tubes a 37°C pendant 24 a 48 heures.

Apres I’incubation on considére comme positifs les tubes présentant a la fois :
e Un dégagement gazeux (au niveau de la cloche),
e Un trouble microbien accompagné d’un virage du milieu au jaune (ce qui constitue le
témoin de la fermentation du lactose présent dans le milieu).
La lecture finale se fait selon les prescriptions de la table de Mac Grady qui se trouve en
(Annexe 08).
I11.3.1.2. Test de confirmation ou test de Mac Kenzie.

Les tubes de VBL trouvés positifs lors du dénombrement des Coliformes totaux feront
I’objet d’un repiquage a I’aide d’une a deux gouttes dans respectivement :

- Un tube de VBL muni d’une cloche et sur,

- Un tube d’eau peptonée exempte d’indole.
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On Chasse le gaz présent éventuellement dans les Cloches de Durham et on mélange bien
le milieu et I’inoculum. On incube les tubes cette fois-ci a 44°C pendant 24 heures.

Apres I’incubation on considére comme positifs, les tubes présentant a la fois :

e Un dégagement gazeux dans les tubes de VBL,

e Un anneau rouge en surface, t¢émoin de la production d’indole par Escherichia Coli apres
adjonction de 2 a 3 gouttes du réactif de Kowacs dans le tube d’eau peptonée exempte d’indole.
o1)

La lecture finale s’effectue également selon les prescriptions de la table de Mac Grady en
tenant compte du fait qu’Escherichia Coli est a la fois producteur de gaz et d’indole a 44°C.
I11.3.1.3. Repiquage sur milieux sélectifs solides

Les tubes de VBL et d’eau peptonée exempte d’indole trouvés positifs lors du
dénombrement des Coliformes totaux feront 1’objet d’un repiquage sur gélose Hektoen, par
¢talement de 0.1 ml dans des boites pétris déja coulées et numérotées. On incube les boites
couvercle en bas a 37°C pendant 24h.

I11.3.1.4. Revivification et purification

Aprées incubation 12 colonies isolées ont été reprises de manicre aléatoire et déposées
séparément dans des tubes de bouillon glucosé tamponné (BGT) pour assurer leur revivification
et leur enrichissement en les incubant a 37°C pendant 30 minutes.

Puis et a I’aide d’une anse bouclé on préléve une goutte de chaque suspension séparément
et on I’ensemence par stries en quadrant a la surface d'une gélose Hektoen. Les boites sont
ensuite incubées a 37°C pendant 24h.

I11.3.1.5. Tests complémentaires
I11.3.1.5.1. Coloration de GRAM

La coloration de Gram est une coloration différentielle qui permet la distinction des
bactéries Gram (+) et Gram (-) sur la base de différence de composition chimique et d’ultra
structure des parois cellulaires. C'et une technique qui se déroule comme suit :

v Réaliser sur une lame propre un frottis puis le fixer.

v" Recouvrir la lame de violet de gentiane phénique pendant 1 minute puis rincer.

v" Recouvrir la lame d’une solution de Lugol durant 1 minute.

v Laver la lame a I’éthanol jusqu'a ce que la derniére goutte soit transparente.

v" Laver rapidement a 1’eau et recouvrir la lame de Fuschine phénique pendant 1 minute
puis rincer a I’eau distillée, ensuite, sécher la lame a 1’aide d’un papier buvard.

v' L’observation s’effectue a immersion (objectif x 100) aprés avoir déposer une goutte

d’huile de cedre sur la lame (observation a immersion).
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Les bactéries Gram positif sont colorées en violet alors que celles colorées en rose sont

Gram négatif. (92)
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Figure 07 : L’aspect des bactéries apres la coloration de GRAM

I11.3.1.5.2. Identification biochimique par galerie API 20 E

Les souches bactériennes purifiées ont fait I'objet d'une étude des caractéres biochimiques.
L’identification biochimique est 1’étape qui précéde toujours I’antibiogramme et elle est prise a
partir des cultures pures représentées par des colonies que I’on peut différencier par leur aspect.

L’identification a été réalisée par les galeries d’identification biochimiques. Le systéme
API Bio Meérieux est une version miniaturisée et standardisée des techniques biochimiques
conventionnelles pour I’identification des bactéries.

Une galerie API (Appareil et Procédés d'Identification) est un ensemble de petits puits et
cupules préts a I’emploi permettant l'identification de micro-organismes par la réalisation rapide

et facile de tests biochimiques. (85)
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identification  substrat  code du substrat puits
o6 o cupule
galerie API

Figure 08 : La galerie APL.
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La galerie API 20 E est destinée a I’identification des entérobactéries et autres bacilles
Gram négatif, elle se présente sous la forme d’une bandelette comportant 20 micro-tubes
contenant des substrats déshydratés (urée, L-arginine, gélatine, inositol, etc.). Au-dessous de
chaque tube, un sigle indique la nature du test. (93)

Les tubes sont ensemencés avec une suspension bactérienne pure effectuée en eau
physiologique. Les différents tests réalisés sont :

- ONPG (recherche de béta-galactosidase).

- L’arginine-dihydrolase.

- Lysine-décarboxylase.

- L’ornithine-décarboxylase.

- Utilisation du citrate.

- Production du H,S.

- Uréase.

- Tryptophane désaminase.

- Production d’indole.

- Laréaction de Voges-Proskauer (production d’acétoine).

- Gélatinase.

- Fermentation / oxydation de Glucose, Mannitol, Inositol, Sorbitol, Rhamanose,
Saccharose, Melibiose, Amygdaline et 1’ Arabinose.

La préparation de la galerie se déroule selon les étapes suivantes :

v' Préparation de I’inoculum : on préléve a I’aide d’une pipette ou une anse une seule
colonie bien isolée sur milieu gélosé¢ puis on la met dans un 9 ml d’eau physiologique pour
obtenir une suspension bactérienne en homogénéisant soigneusement les bactéries dans le
milieu. La suspension est étuvée pendant 30 min. (85)

v" Inoculation de la galerie : pour les tests : CIT, VP et GEL on rempli tubes et
cupules avec la suspension bactérienne en utilisant la pipette ayant servi au prélévement. Pour les
autres tests on rempli uniquement les tubes et non les cupules. Dans les tests ; ADH, LDC, ODC,
URE, H,S on rempli les cupules avec I’huile de paraffine pour créer une anaérobiose.

Apres la préparation de la galerie il faut répartir environ 5 ml d’eau physiologiques dans
les alvéoles afin de créer une atmosphére humide puis réunir le fond et couvercle. Un fond et un
couvercle complétent la galerie et permettent de constituer une boite d'incubation.

Un délai de 18 a 24h est nécessaire pour pouvoir observer les réactions entre bactéries et
substrats. La lecture des résultats se fait soit de maniére directe, lorsque la réaction enzyme

bactérienne-substrat est révélée par un changement de couleur du milieu du puits (en raison d'un
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changement de pH), soit de mani¢re indirecte, auquel cas il faut rajouter certains révélateurs dans
les puits concernés. (93) La lecture de ces réactions est réalisée a 1’aide du tableau de lecture
(Annexe 02) et I’identification obtenue a 1’aide du Logiciel d’identification API Excel
(Annexe 04).

Apres purification et identification des colonies reprises précédemment, le profil de
résistance aux antibiotiques pour chaque espece est déterminé par la méthode de diffusion sur
milieu Mueller Hinton.

I11.3.1.6. Antibiogramme

C’est le test destiné a montrer la sensibilit¢ d’une souche bactérienne a divers
antibiotiques, la souche est déclarée sensible, intermédiaire ou résistante. En vue de sélectionner
I’antibiotique le plus efficace pour lutter contre ce germe. (94)

L’antibiogramme consiste & mettre en contact la bactérie isolée avec des disques imbibés
d’antibiotiques : I’antibiotique diffuse dans le milieu de culture (gélose) avec une concentration
décroissante a partir du disque. Le diameétre d’inhibition de la culture (cercles transparents)
permet de définir la concentration minimale inhibitrice dans la boite. (95)

v’ Principe

L'Antibiogramme standard consiste a disposer des disques de papier buvard imprégnés de
concentration déterminée d’antibiotiques a la surface d’un milieu gélosé. Dés 1’application des
disques, ’antibiotique diffuse a partir du disque de mani¢re uniforme dans la gélose. Apres
incubation, les disques s'entourent de zones d'inhibition circulaires correspondant a une absence
de culture. (96)

Le but de la réalisation d’un antibiogramme est de prédire la sensibilité d’un germe a un ou
plusieurs antibiotiques. Les antibiotiques testés sont représentés dans le Tableau VII. Le mode
opératoire est pratiqué selon la standardisation de I’antibiogramme en médecine humaine a
I’échelle nationale selon les recommandations de I’OMS.

v' Mode opératoire
- Milieu : La gélose Mueller-Hinton fondue au bain-marie a été coulée en boite Pétri en
respectant une épaisseur d’environ 4 mm.

- Inoculum : On prépare la suspension a partir d’une souche bactérienne de 18 heures. On
préleve des colonies de la bactérie étudié a I’aide d’un écouvillon ou d’une anse de platine qu’on
introduit dans un tube contenant 5 & 10 ml d’eau physiologique stérile.

- Ensemencement : 4 1’aide d’un écouvillon trempé dans la suspension, on ensemence par stries
serrées toute la surface du milieu en 3 reprises en changeant d’angle a chaque fois (30°), enfin on

¢couvillonne partout autour du bord de la surface de la gélose.
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- Application des disques d’antibiotiques : on a déposé les disques a ’aide d’une pince
bactériologique stérile. Il y a des précautions a respecter lors de 1’application, les disques
d’antibiotiques doivent étre espacés de 24 mm, centre a centre. Une fois appliqué le disque ne
doit pas étre déplacé et finalement presser chaque disque d’antibiotique a ’aide de la pince pour
s’assurer de son application. Les disques d’antibiotiques utilisés sont résumés dans le Tableau
VIL

En ce qui concerne les B-lactamines, et les autres disques d’ATB la disposition des

disques se fait par I’ordre suivant :

Les betalactamines Autres Antibiotiques

Figure 09 : Disposition des disques d'antibiotiques sur les boites d’antibiogramme (97)

Tableau VII : Liste des antibiotiques testés, charge et classification des disques.

h
Antibiotique Abréviation C 2'lrge Classe
du disque

Ampicilline AMP 10 pg p-lactames (famille des pénicillines)

Amoxicilline + acide B-lactames (famille des pénicillines

AMC 30
He et des clavames)

clavulanique

30 B-lactames (famille des
s céphalosporines 1°° génération)

0S pg Fluoroquinolones
300 pg m

200pg Acides phosphoniques

50 pg Polypéptides

30 png Aminoside

Céftazidime KAZ

Ofloxacine OFX

Furanes

a
z

Gentamicine

)
S|

Fosfomycine

@
-

Colistine

Amikacine
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- Incubation : les boites sont par la suite incubées a 37°C pendant 24 heurs, couvercle en bas.
- Lecture : Aprés avoir retiré les boites de pétri de 1’étuve, la zone entourant le disque ou
aucune croissance bactérienne n’est visible détermine la zone d’inhibition. Son diamétre est
mesur¢ a I’aide d’un pied a coulisse métallique et comparé aux diametres critiques figurant dans
les tables de lecture (Annexes 07). La souche est ainsi classée sensible (S), intermédiaire (I) ou
résistante (R) a ’antibiotique, les souches I étant ensuite incluses dans la catégorie R.

Des souches de référence, Escherichia coli ATCC 25922, ont servi pour le contrdle de la

qualité de I’antibiogramme.

I11.3.2. Recherche des Entérocoques fécaux en milieu liquide.

Dans les laits et produits laitiers, les Entérocoques fécaux sont recherchés par la méthode
classique par le nombre le plus probable en milieu liquide a 37°C (milieu de Rothe puis milieu
de Litsky). La technique fait appel a deux tests consécutifs a savoir :

v le test de présomption : Réservé a la recherche des Entérocoques fécaux sur milieu
de Rothe,

v" le test de confirmation : Réservé a la confirmation sur milieu EVA Lytski, des tubes
trouvés positifs dans des tests de présomption.

I11.3.2.1. Test de présomption.

On prépare dans un portoir une série de 9 tubes contenant le milieu sélectif de Rothe a
raison de trois tubes par dilution.

A partir des dilutions décimales 10~ a4 10™", on porte aseptiquement 1 ml dans chacun des
trois tubes correspondant a une dilution donnée. On mélange bien le milieu et I’inoculum. On
incube les tubes a 37°C pendant 24 a 48 heures.

Aprés l’incubation sont considérés comme positifs les tubes présentant un trouble
microbien. Ces derniers feront systématiquement I’objet d’un test de confirmation, sans qu’il y ai
de dénombrement a ce niveau. (91)

I11.3.2.2. Test de confirmation ou test de Mac Kenzie.

Ce dernier consiste a repérer et a numéroter les tubes positifs sur milieu de Rothe qui
feront I’objet d’un repiquage (2 a 3 gouttes) sur milieux Eva Lytski, ces derniers seront, incubés
a 37°C pendant 24 heures,

Apres incubation seront considérés comme positifs, les tubes présentant a la fois :

e Un trouble microbien,

e Une pastille blanchatre ou violette au fond du tube.

La lecture finale s’effectue également selon les prescriptions de la table de Mac Grady en

tenant compte uniquement des tubes Eva Lytski positifs ou négatifs.
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Etant donné le caractere sélectif du milieu Eva Lytski; ne pousseront théoriquement dans
ce bouillon que les Entérocoques fécaux. Un autre test de confirmation a quand méme été
pratiqué, il consiste a prélever aseptiquement quelques gouttes du milieu Eva Lytski positif puis
les étaler par stries en cadrans sur gélose Bile esculine azide (BEA) en boite de pétri, le milieu
est incubé a 37°C, pendant 24 heures; les colonies des Entérocoques fécaux apparaitront alors
sous forme de petites colonies 1égerement bombées et lisses, esculine positive. On a ensuite
effectué une coloration de Gram sur quelques colonies caractéristiques. (98)

I11.4. Recherche des germes pathogénes
II1.4.1. Recherche des Salmonella (99)
I11.4.1.1. Pré-enrichissement

On préléve 25 ml du lait cru qu'on introduit dans un flacon contenant 225 ml d’eau
peptonée tamponnée. Le flacon est ensuite incubé a 37°C pendant 18 heures.
I11.4.1.2. Enrichissement

Apres incubation 10 ml de la solution du pré-enrichissement est introduite dans un flacon
Sélénite Cystéiné. Cette opération est répétée deux fois, l'incubation se fait de la manicre
suivante

Le premier flacon de Sélénite sera incubé a 37°C pendant 24 h.

Le deuxiéme flacon de Sélénite sera incubé a 42°C pendant 24 h.

I11.4.1.3. Ensemencement sur milieux sélectifs

Apres incubation chaque flacon de Sélénite fera I’objet d’un isolement par étalement en
surface sur deux milieux gélosés sélectifs différents a savoir :

- Le milieu gélosé¢ Hektoen

- Le milieu gélosé Salmonella-Shigella (SS).

Apres incubation a 37°C pendant 24 h, les Salmonella se présenteront de la fagon
suivante :

e Colonies roses ou incolores apparaitront avec ou sans un centre noir sur milieu
Salmonella-Shigella (SS)..

e Colonies le plus souvent gris bleu a centre noir apparaitront sur gélose Hektoen.
I11.4.1.4. Purification et Identification.

Apres incubation quelques colonies isolées suspectes ont été reprises de manicre
aléatoire et introduites séparément dans le milieu liquide bouillon glucosé¢ tamponné (BGT) pour
la revivification des bactéries, on étuve les tubes a 37°C pendant 30 minutes.

Apres 30 minutes d’incubation, on préléve une goute de chaque tube qu'on étale par stries

sur le méme milieu d’origine (SS). Les boites seront incubées a 37°C pendant 24 heures.
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L’identification des souches suspectes de Salmonella a été réalisée par la galerie API20E
selon le protocole cité précédemment.

Apres purification et identification des colonies reprises précédemment, On a effectué
une coloration de Gram puis une étude de la sensibilité de ces germes aux antibiotiques par la
technique d'antibiogramme sur Muller Hinton.

111.4.2. Recherche des Staphylococcus aureus.

A partir de la solution mére et des dilutions décimales (10~ 4 10™"), on porte aseptiquement
0.1 ml dans une boite de pétri contenant de la gélose Chapman, qu'on étale par rateau. Les boites
sont ensuite incubées a 37°C pendant 24h a 84h.

Les staphylocoques pathogénes forment des colonies luxuriantes, pigmentées, entourées
d’une auréole jaune due a la fermentation du mannitol. Les staphylocoques non pathogénes
forment en général de petites colonies rouges qui ne modifient pas la teinte du milieu. (100)

Apres une étape de revivification et repiquage de quelques colonies suspectes sur le
méme milieu d’origine (Chapman). On incube les boites a 37°C pendant 24h a 48h.

Apres D’incubation, les colonies caractéristiques pures feront l'objet de trois tests
complémentaires a savoir : une coloration de GRAM, une recherche de I'enzyme catalase et une
Staphylocoaagulase.

I11.4.2.1. Test catalase

On dépose sur une lame propre et seche une goutte d’eau oxygénée H,O, (peroxyde
d’hydrogene), a I’aide d’une pipette Pasteur on préleve une colonie et on la dissocie dans la
goutte d’eau oxygeénée.

Si la bactérie possede la catalase, elle dégrade le peroxyde d’hydrogéne en eau et

dioxygene visible par la formation de bulles. (101)

Eau
axygénée ﬂ g
{H:03)

S o S A

3 C = &= 5

Figure 10 : Test de Catalase.

I11.4.2.2. Test Coagulase
Ce test permet la recherche de la coagulase, exoenzyme capable in vitro de coaguler le
plasma oxalat¢ de lapin. Parmi les Cocci Gram +, catalase +, seules les souches de

Staphylococcus aureus provoquent la coagulation du plasma oxalaté de lapin. (102)
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Au laboratoire, la détection de la coagulase a été effectuée en mettant 0.5 ml de plasma
humain hépariné avec 0.5 ml de la suspension bactérienne a étudier dans un tube a hémolyse.
On mélange bien le plasma avec I’inoculum puis on incube les tubes a 37°C; la prise en masse
du mélange est réalisée en 3 a 6 ou parfois en 24 heures ; la coagulation peut étre suivie d'une

dissolution du caillot par suite de l'action de la Staphylokinase.

Coagulase libre -

:

| Pas de fibrine

24a37h

Plasma (0,5 ml)+ bactérie (0,5 ml)

Lecture: Toutes les 30 minutes pendant 24 h

Figure 11 : Principe du test Coagulase.

IIL.5. Recherche et dénombrement des levures et moisissures.

L'TSO 21527-1:2008 spécifie une méthode horizontale pour le dénombrement des levures
et des moisissures viables présentes dans les produits destinés a la consommation par 'homme
ou a l'alimentation des animaux, dont 'activité d'eau est supérieure a 0,95 (ceufs, viande, produits
laitiers (excepté le lait en poudre), fruits, Iégumes, pates fraiches, etc.), au moyen de la technique
par comptage des colonies a 22 -25°C. (1)

A partir de la solution mere et des dilutions décimales, 10° a 10", on porte
aseptiquement 4 gouttes dans une boite de pétri contenant de la gélose OGA ou Sabouraud au
Chloramphénicol.

On ¢étale les gouttes a 1’aide d’un rateau stérile, puis on incube a 22°C pendant 5 jours.

Dans le souci de ne pas se trouver en face de boites envahies soit par les Levures soit par
les Moisissures, on doit effectuer des lectures et des dénombrements tous les jours, Levures a
part et les Moisissures a part.

Lecture :

e Etant donné d’une part, qu’on a pris 4 gouttes des dilutions décimales,
e Etant donné d’autre part, qu’on considére que dans 1 ml, il y a 20 gouttes,

e Pour revenir a 1 ml, il faut multiplier le nombre trouvé par 5.
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e Par ailleurs, étant donné qu’on a travaillé avec des dilutions décimales, on doit
multiplier le nombre trouvé par I’inverse de la dilution correspondante, faire ensuite la moyenne

arithmétique, puis exprimé le résultat final en ml ou en gr de produit a analyser.

IV. Control de qualité par Spectroscopie Infrarouge a Transformée de Fourier.

Les données acquises par les spectrophotométres constituent des spectres. Il s’agit
d’ensemble d’un grand nombre de variables exploitables en analyse chimique quantitative
moyennant [’établissement de modeles de calibrage par des méthodes chimiométriques.
L’avantage de cette méthode d’analyse instrumentale est utilis¢ dans I’industrie alimentaire et
pharmaceutique pour I’identification des substances de base (analyse qualitative) et le contrdle
de qualité des produits finis (analyse quantitative).

La spectroscopie moyen infrarouge (IR) a été longtemps utilisée uniquement pour
I’¢lucidation de structure des molécules. Depuis prés de vingt ans grace a 1’avénement des
spectrophotometres a transformée de Fourier (TF) 1’utilisation de la spectroscopie IR s’est
généralisée aussi en analyse quantitative. Le dosage des constituants du lait tel qu’il s’est
développé dans les laboratoires de contrdle laitier est un exemple révélateur des capacités de la
technique dans 1’analyse rapide et le contréle de qualit¢ systématique des produits
agroalimentaires.

La Spectroscopie Infrarouge a Transformée de Fourier (ou FTIR : Fourier Transformed
InfraRed spectroscopy) est basée sur l'absorption d'un rayonnement infrarouge par le matériau
analysé. Elle permet via la détection des vibrations caractéristiques des liaisons chimiques,

d'effectuer l'analyse des fonctions chimiques présentes dans le matériau.

IV.1. Principe de la spectroscopie

Exposer I'échantillon a une gamme de rayonnements électromagnétiques de 'R moyen.
Certains d'entre-eux provoquent des modifications de I'état énergétique vibrationnel de la
molécule étudiée. Traiter le signal obtenu pour faire apparaitre les bandes (ou pics) d'absorption
qui correspondent aux radiations absorbées, celles dont 1'énergie a été convertie en énergie vibro-
rotationnelle. Essayer ensuite sur le spectre d'absorption ainsi obtenu d'identifier des bandes qui
caractérisent les modes normaux de vibrations de groupes d'atomes et de groupements

fonctionnels remarquables, présents dans la molécule.
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Photographie 03 : Spectrophotometre IR a transformée de Fourier (FTIR ou IRTF).
IV.2. Protocole d’une spectroscopie FTIR.
IV.2.1. Préparation de 1'échantillon en pastille de KBr

L’échantillon (LAIT CRU) est incorporé a un support qui n'absorbe pas dans I'IR moyen,
ici le bromure de potassium. Un mélange homogene a environ 1% de poudre lait cru/poudre
KBr est préparé puis finement broyé. Il est déposé dans un moule (Photographie 04) puis
soumis a une tres forte pression dans une presse hydraulique (Photographie 05). Il est ensuite
extrait du moule sous la forme d'une pastille (Photographie 06).
IV.2.2. Acquisition des spectres d’absorption FTIT.

Le porte-échantillon contenant la pastille KBr/lait cru est placé dans le compartiment de
mesure du spectro sur le trajet du faisceau incident (Photographie 03). La qualité de la pastille

conditionne celle du spectre.

Photographie 04 : Préparation de I'échantillon en pastille de KBr.
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Photographie 05 : Presse hydraulique.

Photographie 06 : Pastille finale du lait cru.
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Résultats et discussions

I. Dénombrement des germes aérobies mésophiles totaux.

La photographie 07 montre les résultats d'isolement sur le milieu gélos¢ PCA apres
incubation a 30°C pendant 72 h. On remarque ’apparition de colonies a la surface des milieux de
culture, On compte toutes les colonies ayant poussé sur les boites.

On calcule le nombre N, de microorganismes dénombrés a 30°C par ml de lait cru en tant

que moyenne pondérée, a I’aide de 1’équation suivante :

_2C
T 1.1xd

ou : X ¢ : est la somme des colonies comptées sur les boites retenues.

d : est le taux de dilution correspondant a la premiere dilution.

Le dénombrement se fait par comptage de colonies formées sur le milieu solide (il
s’exprime alors en unités formant colonies : UFC). Seules les boites contenant entre 15 et 300

UFC ont été prises en considération.

Le résultat du dénombrement est le suivant : 3x10° UFC/ml

Photographie 07 : Résultats d'isolement sur gélose PCA.

II. Dénombrements des indicateurs de contamination fécale.
I1.1 Dénombrement des coliformes totaux et fécaux.

Les photographies 08 A et 08 B montrent les résultats de dénombrement des indicateurs
de contamination fécale (coliformes totaux et coliformes thermotolérants) sur les milieux
liquides VBL (test préemptif, incubation a 37°C) et I’eau peptonée exempte d’indole (test

confirmatif, incubation a 44°C). Les résultats sont résumés dans le Tableau VIII
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Photographie 08 : Résultat du dénombrement des coliformes totaux et fécaux. A : Test

présomptif, B : Test Confirmatif

Tableau VIII : Dénombrement des coliformes totaux et thermorésistants.

Test de Nombre Test de confirmation Notmbre
Inoculum préemption A . R .
VBL. 37°C | caracteristique VBL.44°C EPEL44°C | caractéristique
+ T n
SM + 3 + + 2
+ - -
+
10-1 - 1 + + 1
10 - 0 0
[ngc?g;r CT : 4.5x10=45 CTT : 1.5x10=15

I1.2 Dénombrement des Entérocoques fécaux.
Les photographies 09 A et 09 B montrent les résultats de dénombrement des
Entérocoques fécaux sur les milieux liquides Roth (test présomptif, incubation a 37°C) et EVA

Litsky (test confirmatif, incubation a 37°C). Les résultats sont résumés dans le Tableau IX
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Photographie 09 : Résultat du dénombrement des Entérocoques fécaux A : Test présomptif, B :

Test Confirmatif

Tableau IX: Dénombrement des Entérocoques fécaux.

Dilutions Test de présomption | Test de confirmation Nm}ll.)ref
Caractéristique
+ +
SM + + 3
+ +
+ -
10-' + - 0
+ -
10-2 - 0
UFC/ml Streptocoques fécaux : 2.5x10 = 25

Quelques gouttes du milieu Eva Litsky positif ont fait I’objet d’un test de confirmation
sur gélose Bile esculine azide; La photographie 10 montre I’aspect des colonies apparues a la
surface du milieu de culture apres incubation sur le milieu Bile esculine azide (BEA) aprées une

incubation a 37°C. Une coloration de Gram a été pratiquée sur des colonies prises au hasard.

Photographie 10 : Aspect des colonies des Entérocoques fécaux sur BEA.
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La gélose a la bile, a I’esculine et a I’azide de sodium (BEA) est un milieu sélectif utilisé
pour ’isolement et dénombrement des bactéries du genre Streptococcus appartenant au groupe
D et les bactéries du genre Enterococcus dans les produits alimentaires. Son utilisation est basée
sur les principes suivants :

v' L' azide de sodium provoque I’inhibition des bactéries contaminantes a Gram négatif.

v" La bile de beeuf empéche la croissance des bactéries a Gram positif.

v' Les entérocoques hydrolysent l'esculine en glucose et en esculétine. Ce dernier
composé forme un complexe noir en présence des ions ferriques apportés par le citrate de fer
(agent révélateur : apport de fer III).

Les résultats de 1’étude des différents caractéres macroscopiques et microscopiques des

colonies sont représentés dans le Tableau X.

Tableau X : Résultats de 1’étude macro et microscopique des Streptocoques fécaux.

Milieu de Aspect macroscopique Aspect microscopique
culture P P1q P p1q
=T T T ¢
== = §
. . , N = = = : S, = i
- Petites colonies légerement || = = m- -_
Gélose bombées et lisses, translucides ""_" = SIS 3
BEA entourées d’un halo noir = n
Esculine + e “ﬁ
m4 RSO
Diplocoques ou courtes chainettes, a
Gram positif.

Les résultats du dénombrement des indicateurs de contamination fécale sont interprétés
selon les critéres microbiologiques de 1’arrété interministériel du 24-01-1998 du JO N°: 35/98 de
la République Algérienne, présentés dans le tableau II. Cette norme fixe un plan a trois classes
de contamination :

- Celle inférieure ou égale a « m » : tous les résultats égaux ou inférieurs a ce critére sont
considérés de qualité satisfaisante ;

- Celle comprise entre « m » et le seuil « M », dans ce cas les résultats sont acceptables ;

- Celle supérieure au seuil limite « M », au dela duquel les résultats ne sont plus satisfaisants sans
pour autant que le produit soit toxique. « m » et « M » expriment le nombre de germes présents dans
un millilitre de lait.

M = 10 m, lors de dénombrement en milieu solide.

M =30 m, lors de dénombrement en milieu liquide.

n : Nombre d’unité composant I’échantillon (égale a 1 pour le lait cru)
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Plan a deux classes de contamination Les résultats de 1’examen permettent de déterminer deux
classes de contamination, correspondant aux expressions : «Absence dans » : les résultats sont
considérés comme satisfaisants; « Présence dans » : les résultats sont considérés comme non

satisfaisants (Arrété interministériel du 24-01-1998 du JO de la République Algérienne]

Tableau XI : Critéres microbiologiques du lait cru (Arrété interministériel du 24-01-1998 du JO de
la République Algérienne) (1).

Lait cru n m M Notre résultat
Flore aérobie totale mésophile | 1 10° mo mlI™ 10° mo ml™ 3.10° UFC/ml.
Coliformes fécaux 1 10 mo mlI™ 3.10* mo ml ! 1,5.10=15
Entérocoques fécaux 1 | Absence/ 0.1 ml - 2,5.10=25

Concernant la qualit¢ globale de notre échantillon d'é¢tude  (Tableau XI), les
streptocoques fécaux sont la premicre cause de non conformité : 100% des échantillons non
satisfaisants, La flore aérobie mésophile totale et les coliformes fécaux, ne dépassant pas la
limite d’acceptabilité selon la norme Algérienne (Arrété interministériel du 24-01-1998 du JO de
la République Algérienne).

I1.3. Repiquage et purification des coliformes thermotolérants

La photographie 11 montre 1’aspect des colonies aprés repiquage et purification sur
gélose Hektoen. Une coloration de Gram a été pratiquée sur quelques colonies prises au hasard.
Les résultats de I’étude des différents caractéres macroscopiques et microscopiques des colonies

sont représentés dans le Tableau XII.

Photographie 11 : Aspects macroscopique des souches des coliformes thermotolérants apres

purification.
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Tableau XII : Résultats de 1’étude macrocopique et microscopique des souches des coliformes

thermotolérants.
Milieu de Aspect macroscopique Aspect microscopique
culture P Plq P piq
-y ,,’P =% n"!.'.\‘ "\ 7 ; f; >
. . . O o - o -
- Colonies saumon, lisses, o T T i
bombées, arrondies, a [ ;h e e - f\,%: ’%{_ !
4 . . = e i \'rf . 5 i_,.a\,',r‘ -
. contour régulier et parfois - IR SRR - :
Gélose irrégulier, de consistance ¥ *3“ : g
- X 3 - > N C 5 -
Hektoen ) g ’ . P ERC T 6 N, AR
crémeuse, de 1 2 2mm de N 2 SRR Dy .
diameétre. O S e _ T
o AT ﬁ L2 3 R Y YL
' s 2 &’é « aslp " -,"4 #1’
Bacilles isolées ou en courtes chainettes, a
Gram négatif.

La gélose Hektoen est un milieu sélectif permettant I’isolement et la différenciation des
entérobactéries a partir de différents prélevements. Son utilisation est basée sur les principes
suivants :

v" L’inhibition de la flore a Gram positif est due a la présence des sels biliaires qui
peuvent également inhiber légerement la croissance de quelques souches de microorganismes a
Gram négatif.

v' Le milieu contient trois glucides : lactose, saccharose et salicine. La forte
concentration en lactose favorise la visualisation des entérobactéries en évitant le probléme des
fermentations tardives. Les autres glucides ont été introduits afin d’assurer une différenciation
plus performante et de réduire la toxicité engendrée par les indicateurs colorés.

v' En présence de thiosulfate de sodium, les microorganismes producteurs de sulfure
d'hydrogéne réduisent le citrate ferrique ammoniacal et se manifestent par un noircissement di a
I’apparition de sulfure de fer au centre des colonies.

v' Le systéme d’indicateurs colorés, composé de bleu de bromothymol et de fuchsine
acide permet de colorer en saumon les entérobactéries lactose-positif et en bleu vert les lactose
négatif

Le principe de lecture est fondé sur la fermentation éventuelle des 3 glucides présents
dans le milieu (lactose, saccharose, salicine).

L’observation microscopique des lames colorées par la technique de Gram, montre des
bacilles isolées ou en courtes chainettes colorés en rose. Les colonies apparues a la surface de la
gélose sont donc issues de bacilles a Gram négatif, ceci concorde avec le caractére de la gélose

Hektoen qui est un milieu sélectif pour les bacilles Gram négatif.
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I1.4. Identification biochimique des isolats.

Les colonies lactose positif purifiées par repiquage sur gélose Hektoen ont subit un test
d'identification biochimique sur galerie API20E.

La lecture des galeries biochimiques est réalisée a 1’aide du tableau de lecture (Annexe
02) et du logiciel API Excel (Annexe 05), la lecture des résultats se fait soit de maniére directe,
par un changement de couleur du milieu du puits (en raison d'un changement de pH), soit de
maniere indirecte, dans ce cas il faut rajouter certains révélateurs dans les puits concernés

(réactif TDA, Kovacs, VP1 et VP 2). Les résultats obtenus sont résumés dans le Tableau XIII

Kluyvera spp

Photographie 12 : Les espéces bactériennes identifiées et I'aspect de leurs galeries biochimique.

Au total 12 souches ont été identifiées a partir du lait cru. Le nombre de bactéries de

chaque espece est présenté dans la figure

Souches identifiées

B Kluyvera spp

W Escherichia coli

Figure 12 : Pourcentage d’especes bactériennes identifiées
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Tableau XIII : Résultats d’identification des coliformes thermorésistants par la galerie API 20 E.

Tests
Slelz e =S (2 |3 Qe Sslle |22 |22 |2 :

Bactériesﬁgggaggggéggé%%g%g%g Espéces
Lerm i+ - e i+ -0 gl Jl- e - - L i+ - L+ i+ [+ L+ ][ - [ + || Escherichiacoli |
Lerr2 Jl+ - i+ -l -+ - -l i+ - Jl+ L+ [+ [+ L+ ||+ [[Kluyvera spp |
LCrr3 |+ - L+ i+ -l - -l - -l i+ - L+l + [+ [+ | - || + || Escherichiacoli |
Lerrd |+ -l -l - -l - - L+ - L+ L+ [+ [+ || - || + || Escherichiacoli |
LCrrs || - -l -l - -l - - L+ - L+l + [+ [+ || - || + || Escherichiacoli |
LCrre || + | - L+ i+ -l - -l - -l - L+ [+ [+ [+ | - || + || Escherichiacoli |
Lerrr i+ - i l- - - Q- T+ - - i+ i+ - JL+ L+ L+ [+ L - || + || Escherichia coli |
Lerrs |+ - L+ -l - -l - -l i+ - L+l + [+ L+ | - || + |[ Escherichiacoli |
Loy i+l -l el - gl - e - -+ P+ L= [+ i+ [+ [+ |0 - || + |[ Escherichiacoli |
Lerr1o | + L - L+ i+ -l - -l - - L+ i+ - L+ [+ [+ [+ | - || + || Escherichiacoli |
Lermut i+ - i+l fl- - - Q- T+ - - i+ i+ -+ [+ [+ [+ L - || + || Escherichia coli |
CTT12 || + ||+ ||+ ||+ | - -1 -1-!IFUW-1-1FNFWN-1FF*+I T+ - t | Escherichia coli

(+) : Résultat positif, (-) : Résultat négatif; (ONPG) :B-galactosidase ; (ADH) : Arginine-dihydrolase ; (LDC) : Lysine-décarboxylase ;
(ODC) : Ornithine-décarboxylase ; (CIT) : Citrate ; (H,S) : Production du sulfure d’hydrogéne ; (URE) : Uréase ; (TDA) :
Tryptophane-désaminase ; (IND) : Indole ; (VP) : Réaction de Voges-Proskauer ; (GEL) : Gélatine ; (GLU) : D-glucose ; (MAN) : D-
mannitol ; (INO) : Inositol; (SOR) : D-sorbitol ; (RHA) : L-rhamnose ; (SAC) : D-saccharose ; (AMY) : Amygdaline ; (MEL) : D-
melibiose; (ARA) : L- arabinose.
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Les résultats obtenus montrent une prédominance d’Escherichia coli avec 11 souches
soit 92% suivie de Kluyvera spp avec une seule souche (08%).
L’espece Escherichia coli est le principal indicateur d’une contamination fécale récente.
La contamination du lait par Escherichia coli peut étre due a I'excrétion mammaire ou a une
contamination de I'eau utilisée pour les différentes opérations de nettoyage. Ils peuvent entrainer
des toxi-infections alimentaires. La présence de ces bactéries indique 1’origine humaine de la
contamination. (103)
Kluyvera spp est une entérobactérie largement répandue dans 1’environnement humide
(eaux de boisson, eaux usées, sol, aliments, évier d’hopital. . .). C’est un commensal du tube
digestif, des voies respiratoires et du tractus urinaire de I’homme. Elle est d’origine clinique et
elle a été incriminée comme responsable de différents types d’infections, parfois séveres, voire
mortelles malgré un traitement antibiotique adapté. (104)
III. Antibiorésistance des espéces identifiées
La résistance aux antibiotiques a été testée pour chacune des bactéries identifiées vis-a-vis
de 09 antibiotiques. Les résistances naturelles des souches isolées n’ont pas été prises en
considération.
La photographie 13 montre les résultats des antibiogrammes obtenus, les valeurs des
diamétres d’inhibitions sont comparées aux valeurs du tableau de lecture (Annexe 07). Les
valeurs obtenues nous ont permis de classer les bactéries en sensible (S), intermédiaire (I) ou

résistante (R) a chaque antibiotique. Tableau XIV

Photographie 13 : Photographies des antibiogrammes des especes de CTT identifiés.
Les taux de résistance pour chaque antibiotique sont calculés, les espéces Intermédiaires
étant ensuite incluses dans la catégorie R. les résultats obtenus sont regroupés dans le Tableau

XV.
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Tableau XIV: La classe de résistance aux antibiotiques des coliformes thermotolérants

ATB
AMP | AMC | CAZ |OFX | F CN | FF CT | AK

Bactéries
Escherichia coli R R S S R S S R I
Kluyvera spp S S S S S S S S S
Escherichia coli R R | S S S S R |
Escherichia coli S S S S S S S R S
Escherichia coli S S S S I S S R S
Escherichia coli S R I S S S S R I
Escherichia coli S S S S S S S S S
Escherichia coli S S S S S S S R I
Escherichia coli R R R S S S S R I
Escherichia coli R R R S S S S R S
Escherichia coli S S S S S S S R I
Escherichia coli S S S S S S S R S

S : Sensible I : Intermédiaire R : Résistante

Tableau XV : Les taux de résistance aux antibiotiques des coliformes thermotolérants.

bactéries bactéries des bactéries
o
¥

100%
83.33% 16.67% 0%
0%

On observe que les taux de résistance varient nettement d’un antibiotique a 1’autre.

L'Amoxicilline/Acide clavulanique (AMC)) est I’antibiotique qui présente le taux de résistance
le plus haut avec 41.66%, le taux de résistance pour I’Ampicilline AMP est 33.3 % méme taux
de résistance pour la ceftazidime, ces antibiotique sont treés utilisé sans limite d’usage puisqu’il
appartient a la famille d’antibiotiques la plus prescrite en pratique ambulatoire les betalactamine
Cette résistance est due a la production d’une cephalosporinase a bas niveau.

Un taux de résistance élevée est retrouvé aussi pour la colistine avec un taux de 83.33 %.

Les aminosides sont les antibiotiques les plus actifs puisque le taux de résistance est nul
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%41,66

%33,33

%16,66

Figure 13: Pourcentage d’isolats de coliformes thermotolérants résistants a divers antibiotiques.

III.1. Multirésistance des especes identifiées.

Notre travail a également permis d’étudier le phénoméne de multi résistance. Une souche

multirésistante est une souche qui présente une résistance a au moins deux antibiotiques. Les

pourcentages de souches résistantes a au moins un antibiotique, a au moins deux antibiotiques, a

au moins trois antibiotiques, a au moins quatre antibiotiques et a au moins cinq antibiotiques ont

été calculés et rapportés dans la figure.

ld Résistance a au moins un
antibiotique

i Résistance a au moins deux
antibiotiques

M Résistance a au moins trois
antibiotiques

4 Résistance a au moins quatre
antibiotiques

H Résistance a au moins cinq
antibiotiques

Figure 14 : Pourcentage d’isolats des coliformes résistants a au moins 1, 2, 3, 4, et 5

antibiotiques.
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Parmi la totalité des 12 espéces des coliformes thermotolérants identifiées 16.66% sont
sensibles et 83.34% résistent a au moins un antibiotique, 25% résistent a au moins deux
antibiotiques, 00% résistent a au moins trois antibiotiques, 16.66% résistent a au moins quatre
antibiotiques, et 25% de résistance a au moins cinq antibiotiques.

IV. Recherche des germes pathogeénes.
IV.1. Recherche des Salmonnella
La Photographie 14 monte le résultat de pré-enrichissement des bactéries dans 1’eau

péptonée tamponnée et I’enrichissement dans le bouillon au sélénite, incubé a 37°C pendant 24h.

Photographie 14 : Résultat de I’enrichissement sur bouillon au sélénite et eau peptonée

tamponnée.

La photographie 15 montre le résultat de 1’isolement des échantillons du lait cru enrichis
sur sélénite et eau peptonée tamponnée sur gélose Salmonella-Shigella (S.S.), on remarque
qu’apres incubation, plusieurs types de colonies a la surface du milieu sont apparu, ces colonies
sont incolores due a I’absence d'acidification du milieu donc sont des bactéries lactose -, avec ou
sans centre noir (production de sulfure de fer noir due a la réduction du thiosulfate en
H,S: souche H,S +/-).

La gélose Salmonella-Shigella est utilisée pour I’isolement des salmonelles et des
shigelles dans les produits alimentaires ainsi que dans les autres prélévements (d’origine
animale, par exemple) susceptibles d’en contenir, apres enrichissement préalable. Son utilisation
est basée sur les principes suivants :

- La gélose SS est un milieu modérément sélectif ou I’inhibition des microorganismes a
Gram positif est due a la présence de sels biliaires, de vert brillant et de citrate de sodium.

- Les concentrations élevées en citrate et thiosulfate de sodium limitent le développement
des coliformes et évitent 1’envahissement du milieu par les Proteus.
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- La fermentation du lactose en acide est révélée, en présence de rouge neutre, par la
formation de colonies rouges. Les microorganismes lactose-négatif présentent des colonies
incolores.

- En présence de thiosulfate et de citrate ferrique, les microorganismes producteurs de

sulfure d’hydrogéne donnent des colonies a centre noir.

N

Photographie 15 : Résultat de la culture sur la gélose Salmonella-Shigella (SS).

La photographie 16 montre le résultat du repiquage et la purification des colonies
obtenues dans la gélose SS sur la méme gélose, apres 1’incubation on remarque des colonies

incolores avec ou sans centre noir (cultures pures).

Photographie 16 : Aspect macroscopique des cultures pures sur gélose SS.

IV.1.1. Identification biochimique des isolats.
L’identification biochimique des souches a été réalisée par les galeries biochimiques API
20E, elles permettent de réaliser plusieurs tests des métabolismes glucidiques, protéiques et

enzymatiques visant a identifier la bactérie en basant sur la lecture de ces caracteres.
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Tableau XVI : Résultat de I’identification biochimique des bactéries par les galeries API 20E.

Tests
S =l = = ||l » 72

Bactéries§E§%%ggggéggéggggE%E Espéces

L - - - - -+ - 0+ - L+ - ][+ |[Satmonella arizonae ]
L 2 [+ + -+ [+ - -0 - L= T+ L+ - T+ [+ ][+ )+ [ + |[ + |[ Citrobacter braakii ]
L 3 )+ -+ -+ 0= -0 - -+ - T+ L+ - L+ | - [ + |[Salmonella arigonae |
L ¢4 [+ + -+ I+ 0= -0 - L - T+ - T+ [+ L+ )+ | - |[ + |[ Citrobacter freundii |
L o5 I+ -0 - I+ 0= -0 - 0= T+ JE+ - T+ L+ ][ - )+ | - I[ + ][ Citrobacter youngae |
L c6 J[+][+ [+ +J[++J0- -0 - T+ I+l T+ T+ 0+ L+ ]+ | e
o7 - - I - - - - - T+ T+ -+ I+ L+ L+ |- ][ + | Citrobacter freundii |
L8 I+l + -+ J+l+)0- -0 - -+ ][+ - T+ [+ ][+ 1+ ][ + [ + |[Citrobacter braakii |

(+) : Résultat positif, (-) : Résultat négatif; (ONPG) :B-galactosidase ; (ADH) : Arginine-dihydrolase ; (LDC) : Lysine-décarboxylase ;
(ODCQ) : Ornithine-décarboxylase ; (CIT) : Citrate ; (H,S) : Production du sulfure d’hydrogéne ; (URE) : Uréase ; (TDA) : Tryptophane-
désaminase ; (IND) : Indole ; (VP) : Réaction de Voges-Proskauer ; (GEL) : Gélatine ; (GLU) : D-glucose ; (MAN) : D-mannitol ; (INO)
: Inositol; (SOR) : D-sorbitol ; (RHA) : L-rhamnose ; (SAC) : D-saccharose ; (AMY) : Amygdaline ; (MEL) : D-melibiose; (ARA) : L-

arabinose.
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Les galeries biochimiques ont ¢été lues a I’aide du logiciel API Excel, La lecture des
résultats se fait soit de maniere directe, par un changement de couleur du milieu des puits (en
raison d'un changement de pH), soit de maniére indirecte, auquel cas il faut rajouter certains
révélateurs dans les puits concernés. Les résultats des différents caractéres biochimiques obtenus
sont regroupés dans le Tableau XVI

L'aspect des galeries obtenues aprés lecture est représenté sur la photographie 17 Au
total 08 colonies ont été identifiées, les résultats montrent que les genres retrouvés sont :
Salmonella arizonae, Citrobacter braakii, Citrobacter freundii, Citrobacter youngae, Serratia

fonticola.

Citrobacter braakii

Serratia fonticola

Photographie 17 : Aspect des galeries biochimique des espéces bactériennes apparues sur la

gélose Salmonnella —Shigella.
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Serratia fonticola m
Citrobacter youngae %12,50 |
Citrobacter freundii %25
Citrobacter braakii
Salmonella arizonae
%0 %5 %10 %15 %20 %25 %30

Figure 15 : Pourcentage d’especes bactériennes identifiées a partir de la gélose Salmonnella -
Shigella.

IV.1.2. Profil de résistance aux antibiotiques.

La résistance aux antibiotiques a été testée pour chacune des bactéries identifiées vis-a-vis
de 09 antibiotiques déja mentionnés dans la partie précédente. Les résistances naturelles des
souches isolées n’ont pas €té prises en considération.

La photographie 18 montre les antibiogrammes obtenus, les valeurs des diamétres
d’inhibitions sont comparées aux valeurs du tableau de lecture (Annexe 07).

Les valeurs obtenues nous ont permis de classer les bactéries en sensible (S) ou résistante
(R) a chaque antibiotique. Tableau XVII.

Les taux de résistance pour chaque antibiotique sont calculés, les espéces Intermédiaires
étant ensuite incluses dans la catégorie R. les résultats obtenus sont regroupés dans le Tableau

XVIII

Photographie 18 : Photographies des antibiogrammes des especes identifiées.
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Tableau XVII : La résistance aux antibiotiques des espéces identifiées.

ATB

Bactéries

AMP

AMC | CAZ

OFX | F

CN

r
S|
@
H

>
~

Salmonella arizonae

Citrobacter braakii

Salmonella arizonae

Citrobacter freundii

Citrobacter freundii

Citrobacter youngae

Citrobacter braakii

AlRIAR AR R R R

AR AR 2l R n| R R
| T | ||| wvn|n| n
nlnl nlvnlvn|m| vl v

|| W vl vn|lvn|ln| wn

N n L n Ll n| vnnl Y
NI i | vl ynulwn
n | Il rn| | n| wn

N Ln L vunl Ln| \Ln| »nn|l \»n

S : Sensible

R:

Résistant

Tableau XVIII : Les taux de résistance aux antibiotiques des especes identifiées.

e
O"ﬂ

-

% de résistance des
bactéries

87.5%
75%
25%

12.5%
25%

100%

12.5%

12.5%

00

% de sensibilité des
bactéries

87.5%

63



Résultats et discussions

Taux de résistance pour chaque antibiotique
_87T5%

%90 -

%80 %75,00
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%30 %25,00 %25,00

%20 %12,50 %12,50 %12,50

%10

%0 -+ T T T T
AMP AMC CAZ OFX F CN FF CcT AK
Figure 16 : Pourcentage des souches résistantes (taux de résistance).

On observe que les taux de résistance varient nettement d’un antibiotique a [’autre.
L’ Ampicilline (AMP) est I’antibiotique qui présente le taux de résistance le plus haut avec
87.5%. Cet antibiotique est trés utilisé sans limite d’usage puisqu’il appartient a la famille
d’antibiotiques la plus prescrite en pratique ambulatoire, ce qui peut expliquer la présence de
nombreuses souches résistantes a son égard. Cette résistance est due a la production d’une
pénicillinase a bas niveau.

Le taux de résistance a I’association Amoxicilline/Acide clavulanique (AMC) est plus bas
que celui de I’Ampicilline ce qui est cohérent avec ’effet de 1’acide clavulanique. Cet inhibiteur
de B-lactamases est utilisé en association avec les B-lactames telles 1’ Amoxicilline pour contrer
les résistances dus a la présence de B -lactamases. 25% des souche sint résistantes a la
Ceftazidime (CAZ).

Les aminosides sont les antibiotiques les plus actifs puisque le taux de resistance est nul
IV.1.3. Multirésistance.

Une souche multirésistante est une souche qui présente une résistance a au moins deux
antibiotiques.

La totalité des 08 especes des souches identifiées c'est-a-dire 100% résistent a au moins un
antibiotique, 37.5% résistent a au moins deux antibiotiques, 12.5% résistent a au moins trois
antibiotiques, 12.5% résistent a au moins quatre antibiotiques, et méme pourcentage 12.5% de
résistance a au moins cinq antibiotiques, et aucune résistance a au moins sept a huit

antibiotiques.
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Les pourcentages de souches multirésistantes ont été calculés et rapportés dans la Figure

17

%12,50 » . _
i Résistance a au moins un

antibiotique

%12,50
%12,50

i Résistance a au moins deux
antibiotiques

M Résistance a au moins trois
antibiotiques

i Résistance a au moins quatre
antibiotiques

H Résistance a au moins cinq
antibiotiques

Figure 17 : Pourcentage d’isolats des souches résistantes a au moins 1, 2, 3, 4, 5 antibiotiques.

IV.2. Recherches des Staphylococcus aureus.
IV.2.1. Aspect macroscopiques et microscopiques des isolats.

La présence des staphylocoques dans le lait cru représente un risque pour la santé
humaine, parce que certaines souches appartenant principalement a l'espece Staphylococcus
aureus produisent des entérotoxines dont l'ingestion provoque une toxiinfection alimentaire a
staphylocoques. (64)

Sur le milieu Chapman, les colonies de Staphylococcus apparaissent souvent pigmentées
et entourées d’une aréole jaune dans le cas ou le mannitol est fermenté dans le cas contraire, les
colonies sont non pigmentées, de couleur blanche. Ces colonies sont brillantes, crémeuses,
arrondies a bords réguliers de 1 mm de diamétre aprés 24 heures d’incubation a 37°C.

(Photographie 19),

Photographie 19 : Aspects des colonies sur gélose Chapman.
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La photographie 20 montre les résultats obtenus apres repiquage et purification sur la
méme gélose Chapman, Une coloration de Gram a ¢été pratiquée sur six colonies suspectes. Les
résultats de 1’étude des différents caractéres macroscopiques et microscopiques des colonies sont

représentés dans le Tableau XIX.

Photographie 20 : Aspect des colonies des souches identifiées aprés repiquage.

Tableau XIX : Résultats de 1’étude macroscopique et microscopique des souches identifiées.

Milieu de Aspect macroscopique Aspect microscopique
culture P Plq P P1q
- Colonies de petite taille
moyenne, lisse, brillantes,
pigmentes en jaune (due a
Gélose la fermentation du
Chapman
mannitol) ou non
pigmentées.
coques isolées ou sous forme de grappes,
a Gram positif.

La gélose de Chapman au mannitol permet I’isolement sélectif, la recherche et le
dénombrement des staphylocoques pathogenes dans le lait. Elle se caractérise par :

- La forte concentration en chlorure de sodium inhibe la croissance de la plupart des
bactéries autres que les staphylocoques.

- La fermentation du mannitol, mise en évidence par le virage au jaune de I’indicateur pH
(rouge de phénol), permet d’orienter le diagnostic.

- La mise en évidence des staphylocoques pathogenes devra étre confirmée par la

recherche de la coagulase et la catalase.
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Coagulase positive : Il y a formation d'un coagulum de fibrine. Le fibrinogeéne (soluble)
a donc était transformée en fibrine (insoluble) la bactérie posseéde donc une coagulase libre. Elle
est dite coagulase libre (+) ou encore coagulase (+).

Coagulase négative : Il n'y a pas de formation d'un coagulum de fibrine. Le fibrinogéne
(soluble) n'a donc pas était transformé en fibrine (insoluble) la bactérie ne posséde donc pas de

coagulase libre. Elle est dite coagulase libre (-) ou encore coagulase (-).

Photographie 21 : Test de coagulase, 01 Négatif et 02 Positif.
Un test catalase a été pratiqué sur quelques colonies, I’apparition d'un dégagement de

bulles met en évidence un test catalase positif.

Photographie 22 : Test de catalase.

A partir des résultats obtenus et résumés dans le Tableau XX, On peut conclure que 50%
des espeéces sont Staphylococcus epidermidis ,(non pathogene) et 50% des especes sont

Staphylococcus aureus.
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Tableau XX : Résultats d’identification des Staphylococcus isolées.

SOU.Ch,eS Test catalase Test coagulase Souches suspectes
purifiées
01 Positif Négatif Staphylocoque non pathogéne
02 Positif Positif Staphylococcus aureus
03 Positif Positif Staphylococcus aureus
04 Positif Positif Staphylococcus aureus
05 Positif Négatif Staphylocoque non pathogéne
06 Positif Négatif Staphylocoque non pathogéne

La norme concernant le Staphylococcus aureus est I’absence du germe dans le lait cru.
Les résultats obtenus présentent une présence de Staphylococcus aureus dans 50% de notre
¢échantillon. Cela veut dire que le lait est non conforme a la norme. Cette non conformité est

I’ceuvre d’une mauvaise hygiéne du personnel chargé a la traite. (1)

IV.3. Dénombrement et recherche des moisissures.

Les photographies 22, 23, 24 montrent 1’aspect des colonies des moisissures qui sont
apparues sur le milieu OGA dont la solution mére et les dilutions 107" et 107
Levures :

- Colonie de contour bien défini, de couleur beige rosé a bleu vert, colonie pouvant
apparaitre en relief, normalement sans centre de couleur intense.

Moisissures :

- Larges colonies aux contours diffus, couleur variable (moisissures pouvant produire leur
propre pigmentation), colonies apparaissant plates, le centre de la colonie présente normalement
une coloration intense.

La gélose glucosée a I’oxytétracycline est utilisée pour la recherche et le dénombrement
des levures et des moisissures dans les produits alimentaires et les produits cosmétiques. Son
utilisation est basée sur les principes suivants :

- La croissance des levures et des moisissures est favorisée en présence de glucose et
d’extrait de levure.

- L’addition extemporanée d’oxytétracycline permet d’inhiber les bactéries, y compris les
Lactobacilles

Selon la norme NF ISO 7218 : on prend en considération seules les boites contenant entre
15 et 150 colonies en considération. (105)

Dans notre cas les 2 boites d’OGA qui représente la dilution 10” ont été prises en

considération, dont le nombre est 1.36x% 10* UFC/ml.
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Les niveaux de levures et moisissures rencontrés dans les laits sont faibles, bien souvent
inférieurs a 100 ufc/ml, mais avec une grande variabilité en fonction des élevages. (53)

Leur présence est assez importants dans I’ensemble des prélévements, il est difficile
d’avoir une conclusion pratique particuliére, car ce sont des éléments permanents de

I’environnement.

Photographie 23 : Aspect des champignons sur milieu OGA (dilution 107?).

Photographie 25 : Aspect des champignons sur milieu OGA (Solution mére).
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V. Control de qualité par Spectroscopie Infrarouge a Transformée de Fourier.

Les analyses du lait jouent un réle capital dans le secteur laitier : elles permettent
d’évaluer la qualité bactériologique et la composition du lait de chaque ferme, et donc sa valeur
marchande

La structure de la matrice laitiére, en particulier les structures des protéines et des lipides
et les interactions protéines-protéines et protéines-lipides d’un lait peut fournir des informations
utiles sur la qualit¢ du lait. Actuellement, Treés peu de techniques permettent d’étudier de
maniére non invasive la structure de la matrice laitiere. Récemment, la spectroscopie moyen
infrarouge (MIR) couplée a la chimiométrie a permis de caractériser la structure moléculaire du
lait de maniére exacte.

.Les spectres obtenus par cette technique ont été¢ comparés avec des études similaires et a
porté surtout sur la teneur en matiéres grasse, en protéines et en lactose.

La région 1240 -1560 cm-1 est caractéristique des protéines (Spectre a-b). Elle est
dominée par les bandes dites amide II vers 1240 cm-1 et amide III vers 1560 cm-1 liées aux
liaisons peptidiques.

La région 1740-2900 cm-1 est trés intéressante pour l’identification et le dosage des
acides gras. (Spectre a-b).

La région 1000 -12000 cm-1 est caractéristique des protéines (Spectre a-b) du lactose.
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-Comparaison de notre spectre avec celui de la référence citée ci-dessous. (106)
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Table 2
Quantitative analysis by curve-fitting of the major component bands of the FTIR spectra of unused, used and brushed wooden shelves and Reblochon rind for the following
spectral windows: 920-1180 cm—", 1180-1485 cm ', 1485-1780 cm *, and 2820-2990 cm ",

Unused wood Wood shelves before Wood shelves after cleaning and Reblochon Assignment®
shelves cleaning drying rind

Polysaccharides region 920-1180 em '

946 - - 3.9 - None

976 - 3.8 - - Could be attribure to mannans from Geotrichum
cell wall

989 156 - 272 - None

1030 329 49.3 313 333 Sugars or polysaccharides

1057 38.5 - 259 - Cellulose, hemicellulose

1078 - 321 - 59.5 Glycogen, nucleic acids

1108 10.2 10.5 10 OH association from COOH in wood

1155 2.7 432 1.6 7.1 Esters (lipids), cellulose, hémicellulose

Mixed region 1180-1485 cm™'

1206 1.7 - 6.4 4.3 None

1237 149 228 - 328 Nucleic acids, phospholipids

1266 244 - 152 - Lignin

1312 153 92 3.8 13 None

1338 6 - 015 - Cellulose

1373 17.4 13 16.5 158 Lignin, hemicellulose

1410 - 426 49.5 27 Proteins or carboxyl functons

1423 11.7 - - - Lignin

1459 8.7 12.4 8.3 4.4 Proteins, lipids, lignin

Proteins region 1485-1780 cn "'

1510 49 - 3.7 - Lignin

1516 - o6 - 1.1 Tyrosin

1544 3 18.8 3.6 17.8 Amide 1T {andparallel p-sheet)

1565 - - 4.7 - Amide 11

1586 132 - 13.4 - Lignin

1627 32.6 56.8 - 56.1 Amide 1

1643 16.4 142 68.1 133 Amide I (antiparallel p -sheet)

1673 14.2 9.5 22 8.6 Amide 1 (antdparallel g -sheet)

1692 6.4 - 42 - Amide 1

1725 9.2 - - - Lipids, polysaccharides

1742 - - 2 - None

Lipids region 2820-2990c

2851 17.7 13.3 22 6.7 ve CH> from lipids, cellulose

2879 - 9.7 7.6 4.5 v, CH5 from lipids

2896 43.6 - - - CH from methyl groups

2925 327 62.1 701 48.4 U, CH> from lipids

2944 - - - 272 none

2961 6 149 20.1 - s CH1 from lipids

2973 - - - 12 None

* Galichet et al. (2001), Legal, Manfait, and Theophanides (1991), Maquelin et al {2002), Naumann et al. (2005), Pandey {2005), Polovka et al. (2006), Sockalingum et al.
(1997).

Tableau de comparaison (108).






Conclusion

Conclusion et perspectives

Nous avons mené une étude microbiologique de lait de vache cru collecté a partir d'une
ferme traditionnelle de la wilaya de Khenchela pendant le mois de Mars en utilisant des
méthodes normalisées pour 1’isolement et I’identification des microorganismes. L’analyse
effectuée a portée principalement sur la quantification des bactéries indicatrices d’hygiéne a
savoir les coliformes totaux, les coliformes thermotolérants et les entérocoques fécaux, et des
bactéries potentiellement pathogenes (Staphylococcus aureus, Salmonella) aussi les moisissures

et levures comme indicateurs d’altération.

Concernant la qualité globale de notre échantillon d'étude, Entérocoques fécaux sont la
premiere cause de non conformité : 100% des échantillons non satisfaisants, La flore aérobie
mésophile totale et les coliformes fécaux, ne dépassant pas la limite d’acceptabilité selon la

norme Algérienne (Arrété interministériel du 24-01-1998 du JO de la République Algérienne).

Les résultats montrent aussi une contamination du lait par les Staphylocoques dont 50%
sont a coagulase positive il s'agit de l'espece Staphylocoques aureus. Les espéces identifiées lors
de la recherche des Salmonnelles sont Citobacter dans 62.5% des échantillons Salmonella
arizonae 25 % et Serratia 12.5 %. Les résultats obtenus montrent que la qualité bactériologique

du lait cru de vache étudié est non satisfaisante par rapport aux critéres retenus en Algérie.

Les résultats de 1’antibiogramme montrent que les bactéries présentent des profils
inquiétants de résistance surtout aux bétalactamines. Les bactéries testées montrent une
résistance majoritaire pour I’Ampiciline (87.5%) et I’ Amoxiciline + acide clavulanique (75%)
plus la Colistine avec 83.33% et I’Amikacine (50%), on a pu observer des bactéries

multirésistantes.

Dans cette étude on a également dénombré des champignons (moisissures et levures) qui

ont présenté une charge trés élevés : 1.36x10* UFC/ml et non conforme aux normes.

En générale le nombre et le type des microorganismes qui contamineront le lait seront
influencés par: la santé et la propreté de 1’animal ; I’environnement dans lequel 1’animal est
maintenu et l’environnement de traite ; les procédures de nettoyage et désinfection de

I’équipement de traite et de stockage ; la température et le temps de stockage.

Sur le plan nutritionnel, 1’accroissement des activités métaboliques microbiennes conduit
a un abaissement de la valeur nutritionnelle du lait et de ses dérivés, du fait de la dégradation de

ses constituants.
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Pour notre part, nous suggérons de suivre les perspectives suivantes :

v Approfondir cette étude par des analyses complémentaires et une caractérisation
microbiologique complete

v Instaurer une politique de qualité avec la vulgarisation des bonnes pratiques
d'¢levage et insister sur la propreté des animaux, de leur environnement immédiat et la salubrité
de la traite. De plus la diffusion d’un avis recommandant a la population de faire bouillir le lait
local avant toute consommation devrait étre faite.

v La prévention des toxi-infections d’origine alimentaire a staphylocoques passe par la
mise en place d’un programme d’action contre les mammites bovines, le maintien du lait a
température de réfrigération et le strict respect des régles d’hygiéne lors des manipulations a la
ferme et aux points de vente, afin de limiter le nombre de S. aureus présents dans le lait

v" Instauration d’une politique de tragabilité et de bonnes pratiques pour I’utilisation des
antibiotiques dans la filiére laitiére afin d’assurer la salubrité durant toute la chaine de production
du lait.

v’ instaurer des outils de rémunération universels, ce qui suppose de généraliser les
controles a tous les échantillons de lait livré, de pénaliser les fraudeurs et de faire bénéficier ceux
qui s'appliquent de primes conséquentes.

v' Améliorer ou changer la source d’abreuvage et d’alimentation des vaches.
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Annexes

Annexe 01. Composition des milieux de culture

Gélose glucosée a ’extrait de levure (PCA)

La gélose glucosée a I’extrait de levure, appelée par les Anglo-Saxons “Plate Count
Agar” ou PCA, est utilisée en bactériologie alimentaire pour le dénombrement des bactéries
aérobies psychrotrophes, mésophiles dans le lait, les viandes, les produits a base de viande, les
autres produits alimentaires, ainsi que pour ’analyse des produits pharmaceutiques, des produits
cosmétiques et de leurs maticres premieres.
Ingrédients en grammes par litre d'eau distillée ou déminéralisée. pH final a 25°C : 7,0 £ 0,2

STIYPLONE. ... S50¢g

- Extrait autolytique de levure...........cccceeeveeeivernirennennne. 25¢g

= GIUCOSE....uvieeieiieeieee e 1,0g

- Agar agar bactériologique..........cecoveeveeniirieenienieene 12,0 g
Milieu VBL,

Milieu de culture déshydraté, utilisé pour la recherche et le dénombrement des coliformes.
Ingrédients en grammes par litre d'eau distillée ou déminéralisée. pH=7.4

-Peptone de viande.......................... 10g
-Bile de boeuf desséchée.................... 20¢g
- LactosSe..c.iii i, 10g
-Vertbrillant..............c.oc 23ml

Dissoudre de 40g dans un litre d’eau distillée.

Eau peptonée exempte d’indole

L’eau peptonée exempte d’indole permet la culture des germes ne présentant pas
d’exigences particulieres. Ce milieu est surtout employé au cours du test de Mackenzie pour
I’identification d 'Escherichia coli par la production d’indole.

Ingrédients en grammes par litre d'eau distillée ou déminéralisée. pH final a 25°C : 7,2 £0,2

- Tryptone....coocvveeeiiieeiieeieeeeee e 10,0 g
- Chlorure de sodium..........ccccceevuvenvennnnnne 50¢g
Gélose Hektoen

La gélose Hektoen est un milieu sélectif différentiel des bactéries entéro-pathogénes,
particulierement de Salmonella et de Shigella. La composition du milieu permet Ia
différenciation des colonies fermentant rapidement un des 3 sucres (virage du bleu au rouge-
saumon) et/ou produisant de I’H,S (centre noir).

Ingrédients en grammes pour un litre d'eau distillée ou déminéralisée. Ph final 4 25°C : 7,5 £ 0,2

Peptone .......cceveveeecininieeiee e 12,00  Chlorure de sodium......................... 5,00
Extrait de levure...........ccoceeveerveneennnnne. 3,00 Thiosulfate de sodium..................... 5,00
Sels biliaires N° 3.......cccecvevvvervenennnne. 9,00 Citrate ferrique ammoniacal........... 1,50
LaCtOSE...coverveureeeeeeiireeieiiee e 12,00 Bleu de bromothymol..................... 0,065
Saccharose........ccccceeveeeeceeceeieieeenen 12,00 Fuchsine acide.........cccceeveerrenennnnne. 0,10

SaliCIne......cevvevererereereieenirecrenceenenes 2,00 AL 14,00
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Bouillon de ROTHE

Le bouillon de Rothe est utilis¢ pour effectuer le test présomptif de recherche et de
dénombrement des entérocoques dans les eaux d’alimentation, les produits surgelés et les autres
produits alimentaires par la méthode du nombre le plus probable.

Ingrédients en grammes par litre d'eau distillée ou déminéralisée. pH du milieu final a 25°C : 6,8
+0,2.

POLYPEPLONE .ottt 20,0 g

GIUCOSE ..ottt ettt ettt et e e e et eebeebeeeaseesaeenseens 50¢g

Chlorure de sOdiUML..........cccuiiiiiiiiieiieeieee e 50¢g

Phosphate monopotasSiquUE...........cecuveeeeuireiiieeeieeeecree e 2,7¢g

Phosphate dipotassiQUe.........ccueeevuieeriiieeriiieniieeriee e eveeeiee e ens 27¢g

AzZide de SOIUML......coiiiiiiiiiieiieeie ettt 02g
Milieu EVA LITSKY

Le Milieu de Litsky est utilisé pour la confirmation lors des recherches et dénombrements
des Streptocoques fécaux dans les eaux d'alimentation et résiduaires, les produits surgelés et les
autres denrées alimentaires par la méthode du nombre le plus probable. Aprés une culture
positive sur milieu de Rothe, la présence d'éthyl violet et d'azide de sodium du milieu de Litsky
inhibe la croissance des tous les micro-organismes autres que les Streptocoques fécaux.
Ingrédients en grammes par litre d'eau distillée ou déminéralisée. pH final a 25°C : 7,0 £ 0,2

- Peptone de viande ......................... 10,00 g
-Phosphate monopotassique...................... 2,70 g
-Peptone de caséine.........c..ccoeevuererennnne 10,00 g
-Chlorure de sodium ........................ 5,00 g
“GIUCOSE woveee e 5,00 g
-Azide de sodium.....................co.ee 0,30 g
-Phosphate dipotassique.............c........ 2,70 g
-Ethyl violet.................oool, 0,0005 g

Gélose Bile-Esculine-Azide (BEA)

La Gélose Bile-Esculine-Azide est un milieu sélectif pour l'isolement et la numération des
Entérocoques dans les produits pathologiques et les eaux. Les Entérocoques développent de
petites colonies translucides entourées d'un halo noir, t¢émoignant de I'hydrolyse de 1'esculine.
Ingrédients en grammes par litre d'eau distillée ou déminéralisée.

Peptone .........oooovviiiiinll. 3,00 g Azide de sodium...................... 0,15¢g
Esculine.................ceeiin. 1,00 g Bile de boeuf...............coiii 10,00 g
Peptone de caséine................ 17,00 g Chlorure de sodium ................... 5,00 g
Citrate ferrique ammoniacal ....... 0,5 g Agar...ooooieviieiieice i 15,00
Extrait de levure................... 5,00¢g

pH final a 25°C : 7,1 £ 0,2
Le milieu en tubes, flacons ou boites se conserve entre 15 et 25°C.
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Gélose Chapman

Le milieu de Chapman est utilis¢ pour I’isolement des Staphylocoques pathogénes qui
donnent des colonies jaunes par fermentation du mannitol et virage du rouge de phénol. Sa forte
teneur en chlorure de sodium inhibe la croissance de la plupart des autres espéces.

Ingrédients en grammes par litre d'eau distillée ou déminéralisée. pH final a 25°C : 7,4 + 0,2

-Peptones ..o 10,00 g
-Extrait de viande de boeuf.......................... 1,00 g
-D-mannitol ..., 10,00 g
-Chlorure de sodium.............ccooeviniiiinnnnn. 75,00 g
-Rouge de phénol .........ccoeevveviiicieni e 0,025 g
SAZAT. 15,00 g

Eau peptonée tamponnée

L’eau peptonée tamponnée est un diluant destiné a la préparation des suspensions meres
de laits en poudre et concentrés, de yaourts, de produits laitiers, de produits d’origine animale et
d’autres produits alimentaires.

Ce milieu est également utilis¢ pour le préenrichissement préalable aux phases
d’enrichissement sélectif et d’isolement des salmonelles en permettant notamment de revivifier
les microorganismes ayant subi des traitements sublétaux.

I1 est utilisé comme milieu de suspension et de revivification pour le dénombrement des
Listeria monocytogenes.

Ingrédients en grammes par litre d'eau distillée ou déminéralisée.

- Peptone......c.oooiiiiiiiiii 10,0 g
- Chlorure de sodium...........cccceecvveeeiveenreeennenn. 50¢g

- Phosphate disodique dodécahydraté............... 9,0 g
- Phosphate monopotassique ............cccuveeuennee. 15¢

pH final a 25°C : 7,0 £ 0,2

Bouillon Sélénite Cystine

Le bouillon S¢élénite Cystine est utilisé€ pour I’enrichissement sélectif de Sa/monella dans
les selles ou les denrées alimentaires. Il est recommandé par I’AOAC et la Pharmacopée
Américaine.

Ingrédients en grammes pour un litre d'eau distillée ou déminéralisée.

Tryptone.....cccceevveervieeniiienieeeen, 5,00 g
Lactose......ccovveeriuieeniieeeiieeeiee e 4,00 g
Sélénite acide de sodium............... 4,00 g
Phosphate disodique...................... 10,00 g
L-CyStine......coovevueeierienieieeieenene 0,01¢g

pH final a 25°C : 7,0 £ 0,2
Le milieu en flacons ou en tubes se conserve a I’obscurité entre 2 et 8°C jusqu'a la date
d’expiration indiquée sur I’emballage.
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Gélose Salmonella-Shigella (S.S.)

La gélose Salmonella-Shigella (S.S.) est utilisée pour I’isolement sélectif des Salmonella et
des Shigella dans les préleévements cliniques (selles) et les denrées alimentaires.
Ingrédients en grammes pour un litre d'eau distillée ou déminéralisée.

Protéose  peptone........cccccceeeveenennns 5,00 Sels biliaires N° 3.......ccccccvvevivennnn. 8,50
Citrate ferrique ammoniacal................... 1,00 Vert brillant...........cccccoooveiineeeennn... 0,00033
Extrait de viande de bceuf.............. 5,00 Citrate de sodium.............cccevvveennene. 8,50
Thiosulfate de sodium..............cceeeunnnns 8,50 AGAT..oiiiiiiiiieiieeeeee 13,50
LactoSe....cooovveiiiiiiiiiiiiiii 10,00

Rouge neutre.........ccoeuveeevieenciieenieeens 0,025

pH final a 25°C : 7,0 £ 0,2
Le milieu en flacons ou boites se conserve a I’obscurité entre 15 et 25°C jusqu'a la date
d’expiration indiquée sur I’emballage.

Gélose glucosée a I’oxytétracycline (OGA)

La gélose glucosée a I’oxytétracycline est utilisée pour la recherche et le dénombrement des
levures et des moisissures dans les produits alimentaires et les produits cosmétiques.
Ingrédients en grammes par litre d'eau distillée ou déminéralisée.

- Extrait autolytique de levure...........ccooceevieniiinienineenen. 50¢g
= GlUCOSE. ...ttt 200 ¢g
= OXYtraCyCliNe......ccvieuiieiiiieiieiie et 0,1g
- Agar agar bactériologique.........cceeevveriieieeiieniieeiieieans 15,0 g

pH du milieu prét a I’emploi a 25°C : 6,6 + 0,2.

Gélose Mueller Hinton

La gélose Mueller-Hinton est le milieu de référence pour les tests de sensibilité des germes
aux antibiotiques. Sa formulation est conforme aux recommandations du de '0.M.S.
Elle peut également étre additionnée de sang pour réaliser 1'antibiogramme des germes fragiles,
tels que Haemophilus influenzae, Neisseria, Enterococcus sp et Streptococcus pneumoniae.
Ingrédients en grammes par litre d'eau distillée ou déminéralisée.

Infusion de boeuf...........cceevvvrennnen. 30,00 g
Peptone de caséine...........cccceeuvenenn. 17,50 g
AMidon......occeeeviiiiiieiecieeee e 1,50 ¢

AGAT.ciiiiiiiiiiiieeeeee e 17,00 g

Ph final 4 25°C : 7,3 £ 0,2
Le milieu en flacons ou boites se conserve entre 2 et 8°C.
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Annexe (2. Tableau de lecture de la galerie miniaturisée API 20 E

Résultat
Tests Substrat Caractére recherché
Négatif Positif
Ortho-nitro-phenyl-
ONPG ! . phaeny 3 galactosidase Incolore jaune
galactosidase
ADH Arginine Arginine dehydrolase Jaune Rouge /orangé
LDC Lysine Lysine décarboxylase Jaune Orangé
ODC Ornithine Ornithine décarboxylase Jaune Rouge /orangé
CIT Citrate de sodium Utilisation du citrate Ve.rt pale/ Bleu vert/
jaune bleu
Thiosulf: Incol épot noi
H2S lOSll. ate de Production d’H2S nc.vore/ Depo? n01’r/ﬁn
sodium grisatre lisere
UREE Urée Uréase Jaune Rouge/orangé
™ dic
TDA Tryptophane Tryptophane désaminase (DA Tmmedial -
Jaune Marron foncé
IND 2 min max
IND Tryptophane Production d’indole
Jaune Anneau rouge
. . o VP1 + VP2 10 min
VP Pyruvate de sodium Production d’acétoine
Incolore Rose/ rouge
Diffusion d
GEL Gélatine de Kohn Gélatinase Non diffusion ,l uston u
pigment noir
GLU D-Glucose Fermentation/oxydation | Bleu/bleu-vert Jaune
MAN D-Mannitol Fermentation/oxydation | Bleu/bleu-vert Jaune
INO Inositol Fermentation/oxydation | Bleu/bleu-vert Jaune
SOR D-Sorbitol Fermentation/oxydation | Bleu/bleu-vert Jaune
RHA L-Rhamanose Fermentation/oxydation | Bleu/bleu-vert Jaune
SAC D-Saccharose Fermentation/oxydation | Bleu/bleu-vert Jaune
MEL D-Melibiose Fermentation/oxydation | Bleu/bleu-vert Jaune
AMY Amygdaline Fermentation/oxydation | Bleu/bleu-vert Jaune
ARA L-Arabinose Fermentation/oxydation | Bleu/bleu-vert Jaune
Disques d’Ox / 5-10 min
OX Sur papier filtre Cytochrome oxydase Coloration

Incolore

violette
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Annexe 03. Composition des additifs
Kovacs
Le réactif de Kovacs est utilis€¢ pour la mise en évidence De la production d'indole par les
micro-organismes possédant une tryptophanase. Le tryptophane, acide Aminé notamment
présent dans les peptones trypsiques, est dégradé en indole qui réagit avec le PDiméthylamino-
benzaldéhyde du réactif. Une réaction positive, de la présence d’indole, est révélée par la
coloration au rouge du réactif de Kovacs.

Ingrédients en grammes pour un litre d'eau distillée ou déminéralisée

P-Diméthylaminobenzaldéhyde................................. 5,00 ¢
Alcool amylique..........cooeiiiiiii 75,00 ml
Acide chlorhydrique pur............c.ooviiiiiiiiiiiiii 25,00 ml

Conserver en flacon ambré entre 2 et 8°C.

Réactif de Voges — Proskauer 1 et 2

Solution réactionnelle pour la mise en évidence de la présence d’acétyl —méthyle carbinol
(acétoine dans) le milieu. Ce composé est un produit de dégradation de I’acide pyruvique par les
bactéries qui empruntent la voie de fermentation butanediolique caractéristique de certaines
Entérobactéries.
VP1 : Soude coustique (NaOH)
VP2 : Alpha naphtol.
Réactif TDA

Solution réactionnelle pour la mise en évidence de la présence, dans le milieu, de I’acide
indol-pyruvique formés par les bactéries possédant le tryptophane désaminase.
Composition

Chlorure de fer............ 80¢g/1
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Annexe 04. Composition des colorants de gram

Cristal violet ou violet de gentiane

Solution mére A Solution mére B
Cristal Violet ou Violet de Gentiane...25 g Oxalate d' Ammonium.................... S5¢
Fthanola 96 % .....cooveevveeeinii. ... 250 ml Eau Distillée.........ccoovveeei ... 500 ml

Conservation A : Quelques années en flacon brun Hermétiquement bouché.
Conservation B : 2 a 3 mois dans un flacon hermétiquement bouché.

M¢élanger 100 ml de solution A avec 400 ml de solution B. Conserver dans un flacon brun.

Fuchsine
Fuchsine mére saturée e Solution mére aqueuse de Phénol
Fuchsine Basique........ 25¢g as5% (viv):
Ethanol a 96 %......... 250 ml Phénol Cristallisé fondu......... S0ml
Conservation : Quelques années dans un Eau distillée....................... 950ml
flacon brun hermétiquement bouché. Conservation : Quelques mois dans un

flacon hermétiquement bouché.

Fuchsine (solution de travail)

Solution saturée de Fuchsine Basique, filtrée.......... 100ml
Solution aqueuse de Phénol a 5 %.......ccceeeuvenneene. 900ml
Conservation : Au moins 2 ans.

Lugol faible (pour coloration de Gram)

C'est a la fois un colorant et un liquide de mordangage (qu'on appelle mordant), qui permet
une coloration indirecte : cela signifie qu'il prépare 1'objet a colorer a recevoir un autre colorant.
Il provoque une combinaison chimique entre deux corps qui n'ont au départ aucune affinité
chimique 1'un pour l'autre. Il se forme entre le tissu a colorer, le mordant e t le colorant, une triple
combinaison colorée suffisamment stable pour résister aux agents de décoloration (acides,

alcools, ecau).

Iodure de Potassium (KI) .............. 2,34 ¢ Conservation : non filtré : 3 mois. Le Lugol
Iode en Cristaux ou Iode Sublimée...1,66 g doit avoir une coloration brun rouge.
Eau Distillée...............oooiie. 500 ml

Alcool Ethvlique Ou Ethanol

Alcool primaire, liquide incolore, d'odeur agréable, miscible a I'eau en toutes proportions,

miscible a de nombreux solvants organiques, 1'é¢thanol ou alcool éthylique, CH3—CH20H,
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Annexe 05 : Interface du logiciel d’identification API Excel.

,“ H e M- |5 API [Mode de compatibilite] - Microsoft Excel - 7 X
g Accueil | Insertion  Miseenpage  Formules  Données  Révision  Affichage @) -
T g | = .‘ = 3 2 & o f | gehsherr || X . &
B B Alsharine 9 AN = j fW‘ -‘"' D iy EI %d ;d  Supprimer + | g ‘%? lﬁ
* 5 PETIEEE] EAEE @ B e e g, | ot
Presse-papiers [ Folice F Alignement Fl Nombre Fl Style Cellules Edition
826 v(0 ki Owe v
| A [B[C/D[E F G[H[I[J[K[LM N oPlaRS[TIUV. W [ X [ Y [z [ s [ aog
- APL2E @gggﬁ plus ] probabilité /Jtlgstde lidentficaon en foncton de ]
/ = __\I indice de typicité.
, Escherichiacolil [ Excellente Id 0,998
AL .4 Rappel dela valeurde rappel de la probabilité du
4 GNEG + lindice de ypicit ] taion ] B
b | ADH| - R
b 1D¢|+
7 0DC| -
§ CIT| - | |Zonedintroduction des 0
g | ms| | |données
10 TRE -
11 _ TDA| -
12| IND| +
13| VP| -
14 GaL -
15 6L -
16 MAN| +
17| INO| -
18 SOR[+
19 RHA[+
20 SAC| -
21 MEL| +
% Ay -
23 ARA|+
24 0X] -
2%
M4 » M| Introduction | API20E 4.0/ API1053.0- / API10E / APRONEG  API20 Strepto6.0  ID-32 Staph 2.0/ APIStaph4.0 / Isteri RapIdZOE!
Prét e
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Annexe 06. Résistances naturelles aux f lactamines des espéces de bacilles non exigeants

(Cavallo et al., 2004).

Especes PEM XA AM AMC TIC TCC PP C1G FOX CTT MA CXM CTX CAZ 1PM
Entérobactéries

Excherichia coli R R

Proteus mirghilis R R

Shigella spp. R R

Salmonelia spp. E R

Kiebsiella spp. R R R R

Citrobacter koseri R R R R

Citrobacter freundn R R R R R f f

Enterobacter cerogenss. R R R R R R R

Enterobacter cloacoe R R R R R R R

Serratia marcescens R R R R R R R

Proteus vulgaris R R R R R

Morgznelia morganii R R R R R R

Providencia stuardi R R R R R

Yersinia enterolitica R R R R R R R R R

Bacilles a Gram négatif non fermentaires

Peeudomons geruginosa R R L R L f R R f E

Acinetobocter boumannii R R R R R R R R R

Stenotrophomonas malto- R R R L R R R R R R R R R
phifia

Burkholderfa cepacia R R R R R R R R R F R R
Alcaligenes denitrificans R R R R R f f R K R
Flowvobacterium R R R R f R f R F R R f R f R

Meningosepticum

(Cch rob ar trum gnthropi R R [ R R R fe [ R R f fe R R

R @ resistance naturelle ; PEN : penicilline & | OXA : oxacilline ; AM © aminopenicillines ; AMC @ amoxicilline + acide clavulanmigue ;
TIC : ticarcilline ; TCC : ticarcilline + adde clavulanigue | PIP: pipermacilline ; C1G : céphalosporines de premiéne génération | FOX @
cefonitine ; CTT : cefotetan ; MA : cefamandode | C¥M @ cefuroxime ; CTX @ cefotadme ; CAZ : ceftazidime ; IPM : imipéneme.
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Annexe 07. Valeurs critiques des diametres des zones d’inhibition et des CMI pour
Entérobactéries.
Conditions du test :

Milieu : Mueller Hinton. Control de qualité :

Inoculum : Colonies en suspension, 0.5 Escherichia coli ATCC 25922

Mc Farland .

Incubation : 37°C, atmosphere ordinaire,

18 a 24h

Co .o CMI critiques
Antibiotiques || Charge des Diametres critiques (mm) (ug/mi)
testés disques
Résistant || Intermédiaire || Sensible || Résistant || Sensible
Blactamines : < ) S S <
Ampicilline 10pg <13 14-16 >17 >32 <8
e T
Amoxicilline 20/10pg <13 14-17 >18 || >32116 || <8/4

_Ac. clavulanique || TR ff T oo T )y T SRR | I

,,,,,,, Céfazoline || 30pg || <14 || 1517 || =218 || 232 )| <8

_______ Céfoxitine  ff ~_30ug _ ff <14 15-17 o218 232 ff <8

,,,,,, Céfotaxime ||~ 30pg || <14 f 1522 ) 223 || =264 |} <8

______ Ceftriaxone )| 30pg || <13 § 1420 ) 221 fl 264 fl <8
Imipenéme 10pg <13 14-15 >16 >16 <4
Aminosides :

_ Amikacine [l e st e A7 =2 ste
Gentamicine 10pg <12 13-14 215 >8 <4
Quinolones :

__ Ofloxacine  fl e |l 2o B Saa R =
Ciprofloxacine Sug <15 16-20 >20 >4 <1

Autres :
< - > > <
Chloramphénicol 30ug ____‘1_? ______ 13-17 _______1_?___ =21 T? _____
Furanes 300pg <14 15-16 217 >128 <32
Fosfomycine 200pg <12 13-15 216 2256 <64
Triméthoprime/
Sulfaméthoxazole 1.25/23.75ug <10 11-15 >16 >8/152 <2/38

Tableau extrait a partir de standardisation de I’antibiogramme en médecine humaine a

I’échelle nationale selon les recommandations de ’OMS 4eme édition 2005
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Annexes 08. TABLE DE MAC - GRADY

Nombre Caractéristique

Nombre de Micro-organismes

000
001
010
011
020
100
101
102
110
111
120
121
130
200
201
202
210
211
212
220
221
222
223
230
231
232
300
301
302
310
311
312
313
320
321
322
323
330
331
332
333

0,0
0,3
0,3
0,6
0,6
0,4
0,7
1,1
0,7
1,1
1,1
1,5
1,6
0,9
1,4
2,0
1,5
2,0
3,0
2,0
3,0
3,5
4,0
3,0
3,5
4,0
2,5
4,0
6,5
4,5
7,5
11,5
16,0
9,5
15,0
20,0
30,0
25,0
45,0
110,0
140,0
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Annexes 09. Matériel et réactifs utilisés

Matériel et appareillages

- Bec bunsen.

- Portoir pour tubes a essai.

- Pipettes Pasteur stériles.

- des flacons de 1000ml.

- Bain marie.

- Boites de pétri.

Milieux de culture et additifs
- Eau physiologique stérile.

- Milieu VBL.

-Eau peptonée exempt d’indole.

-Milieu Rothe.
-Milieu EVA Litsky.

- Eau peptonée tamponnée.

- Milieu de Sélénite — Cysteiné.

- Gélose Chapman.

Colorants de Gram
- L’huile de cedre.

- Violet de Gentiane.
- Lugol.

- Alcool.

- Fuchsine.

- Marqueur.

- Des lames.

- Anse de platine.

- Etuve électrique.

- Microscope optique.

- Pince.

- Gélose SS.

- Gélose PCA.

- Gélose BEA.

- Gélose Hektoen.

- Gélose Mueller Hinton.

- Disques d’antibiotiques.

- Réactif Kovacs.

- Réactif TDA.

- Réactif de Voges — Proskauer let 2.






Bacteriological analysis and antimicrobial resistance of the contamination flora of the
milk collected from a farm in khenchela
Abstract

The production of cow's milk, is often hampered by the quality management problem
which penalizes both producers and processors, this is why many samples of raw cow’s milk
intended for human consumption of a traditional farm in the province of Khenchela, were
analyzed during the month of March.

We have conducted a microbiological study of raw cow’s milk collected from a
traditional farm in Khenchela during the month of March. In this stady, normalized methods
are used for the isolation and identification of microorganisms. The analysis has focused
mainly on the quantification of hygiene’s indicator bacteria namely : total coliforms,
thermotolerant coliforms, fecal enterococci and potentially pathogenic bacteria
(Staphylococcus aureus, Salmonella) also molds and yeasts as an alteration indicators.

The levels of contamination were interpreted on the basis of microbiological criteria
defined by the ministerial decree of 24 January 1998. The enumeration of the total aerobic
mesophilic flora, allows to emphasize the low contamination of analyzed samples with 3 x
103 CFU / ml. The milk samples are weakly contaminated by total and fecal coliforms and the
fecal enterococci. 92% of samples were positive for human fecal contamination by
Escherichia coli.

The results show also a milk contamination by staphylococci whereas 50% are
coagulase positive, it’s Staphylococcus aureus. The identified species while searching for
Salmonnelles are Citobacter in 62.5% of Samples, 25% Salmonella arizonae and 12.5%
Serratia. The enumeration result of molds and yeasts is 1.36 x 104 CFU / ml. The obtained
results show that the bacteriological quality of raw milk is not satisfying compared to the
criteria held in Algeria.

The results of the antibioitic susceptibility testing show that the bacteria have a
disturbing profiles of resistance especially to beta-lactams. The tested bacteria show a
majority resistance to ampicillin (87.5%) and amoxicillin + clavulanic acid (75%) also to

colistin 83.33% and amikacin (50%), As well, we could observe many Multiresistant bacteria.

Key words : Raw milk, microbiological analysis, total coliforms, fecal coliforms, Fecal

enterococci, Staphylococcus, Salmonella, molds and yeasts, antimicrobial resistance.



Résumés

Résumé

La production du lait de vache, se heurte souvent au probléme de gestion de la qualité
qui pénalise tant les producteurs que les transformateurs, pour cela des échantillons de lait cru
de vache, destinés a la consommation humaine d’une ferme traditionnelle dans la wilaya de
Khenchela, ont été analysés, pendant le mois de Mars.

Nous avons mené une ¢tude microbiologique de lait de vache cru collecté a partir
d'une ferme traditionnelle de la wilaya de Khenchela pendant le mois de Mars en utilisant des
méthodes normalisées pour I’isolement et ’identification des microorganismes. L’analyse
effectuée a portée principalement sur la quantification des bactéries indicatrices d’hygiéne a
savoir les coliformes totaux, les coliformes thermotolérants et les entérocoques fécaux, et des
bactéries potentiellement pathogénes (Staphylococcus aureus, Salmonella) aussi les
moisissures et levures comme indicateurs d’altération.

Les niveaux de contamination ont été interprétés sur la base des critéres
microbiologiques définis par 1’arrété interministériel du 24 janvier 1998. Le dénombrement de
la flore mésophile aérobie totale, permet de souligner la faible contamination des échantillons
analysés avec 3x10° UFC/ml. Les échantillons de laits sont faiblement contaminés par les
coliformes totaux et fécaux, les Entérocoques fécaux. 92 % des échantillons sont positif pour
une contamination fécale humaine par Escherichia coli.

Les résultats montrent aussi une contamination du lait par les Staphylocoques dont
50% sont a coagulase positive il s'agit de l'espéce Staphylocoques aureus. Les especes
dentifiées lors de la recherche des Salmonnelles sont Citobacter dans 62.5%  des
¢chantillons  Salmonella arizonae 25 % et Serratia 12.5 %. Le résultat du dénombrement
des moisissures et levures est 1.36x10* UFC/ml. Les résultats obtenus montrent que la
qualité bactériologique du lait cru de vache étudié est non satisfaisante par rapport aux criteéres
retenus en Algérie.

Les résultats de 1’antibiogramme montrent que les bactéries présentent des profils
inquiétants de résistance surtout aux bétalactamines. Les bactéries testées montrent une
résistance majoritaire pour I’Ampiciline (87.5%) et 1’Amoxiciline + acide clavulanique
(75%) plus la Colistine avec 83.33% ct I’Amikacine (50%), on a pu observer des bactéries
multirésistantes.

Mots clés : Lait cru, analyse microbiologique, Coliformes totaux, Coliformes fécaux,

Entérocoques fécaux, Staphylocoques, Salmonelles, moisissures et levures, antibiorésistance.
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Analyse bactériologique et antibiorésistance de la flore de contamination du

lait collecté a partir d’une ferme de la région de Khenchela

Mémoire présente en vue I’obtention du diplome de Master En Microbiologie général

Résumé

La production du lait de vache, se heurte souvent au probléme de gestion de la qualité qui pénalise
tant les producteurs que les transformateurs, pour cela des échantillons de lait cru de vache, destinés a la
consommation humaine d’une ferme traditionnelle dans la wilaya de Khenchela, ont été analysés, pendant
le mois de Mars.

Nous avons mené une étude microbiologique de lait de vache cru collecté a partir d'une ferme
traditionnelle de la wilaya de Khenchela pendant le mois de Mars en utilisant des méthodes normalisées
pour I’isolement et I’identification des microorganismes. L’analyse effectuée a portée principalement sur
la quantification des bactéries indicatrices d’hygiene a savoir les coliformes totaux, les coliformes
thermotolérants et les entérocoques fécaux, et des bactéries potentiellement pathogénes (Staphylococcus
aureus, Salmonella) aussi les moisissures et levures comme indicateurs d’altération.

Les niveaux de contamination ont ét¢ interprétés sur la base des critéres microbiologiques définis
par Parrété interministériel du 24 janvier 1998. Le dénombrement de la flore mésophile aérobie totale,
permet de souligner la faible contamination des échantillons analysés avec 3x10° UFC/ml. Les
échantillons de laits sont faiblement contaminés par les coliformes totaux et fécaux, les Entérocoques
fécaux. 92 % des échantillons sont positif pour une contamination fécale humaine par Escherichia coli.

Les résultats montrent aussi une contamination du lait par les Staphylocoques dont 50% sont a
coagulase positive il s'agit de l'espéce Staphylocoques aureus. Les especes identifiées lors de la recherche
des Salmonnelles sont Citobacter dans 62.5% des échantillons Salmonella arizonae 25 % et Serratia
12.5 %. Le résultat du dénombrement des moisissures et levures est 1.36x10* UFC/ml. Les résultats
obtenus montrent que la qualité bactériologique du lait cru de vache étudi¢ est non satisfaisante par
rapport aux criteres retenus en Algérie.

Les résultats de 1’antibiogramme montrent que les bactéries présentent des profils inquiétants de
résistance surtout aux bétalactamines. Les bactéries testées montrent une résistance majoritaire pour
I’ Ampiciline (87.5%) et I’Amoxiciline + acide clavulanique (75%) plus la Colistine avec 83.33% et
I’Amikacine (50%), on a pu observer des bactéries multirésistantes.

Mots clés : Lait cru, analyse microbiologique, Coliformes totaux, Coliformes fécaux, Entérocoques
fécaux, Staphylocoques, Salmonelles, moisissures et levures, antibiorésistance.

Laboratoire de recherche : laboratoires pédagogiques de ’université Abbes Laghrour Khenchela
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