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Introduction

Introduction

Le lait, matiére premiere d'une industrie ou la notion de qualité est primordiale, doit
pouvoir étre produit, conservé et transporté jusqu'a son lieu de transformation dans des

conditions optimales (Alais C, 1975).

La premicre qualité¢ du lait est avant tout sa qualité sanitaire, c'est a dire sa capacité a
étre consommé sans danger pour I'homme. Les autres qualités du lait sont plus directement
liées a sa composition. En effet, les protéines, les matieres grasses, les minéraux et les
vitamines peuvent varier quantitativement et qualitativement en fonction des conditions de
production, de conservation et de transformation. Au-dela, la qualité¢ technologique est

économiquement importante pour la filiere (Le Roux, 1994).

L'industrie laitiére porte une importance particulicre a la préservation de la qualité
microbiologique du lait. Le lait est un excellent milieu de croissance pour les
microorganismes et leur nombre peut augmenter rapidement dans le lait si les conditions
d'entreposage ne sont pas bien controlées. La qualité microbiologique du lait cru a été
nettement améliorée par la réfrigération a la ferme et dans les usines de transformation.
Cependant, I'entreposage a basse température du lait cru a créé des conditions sélectives pour
la croissance des bactéries psychrotrophes. Agents de toxi-infections alimentaires ou
d'altération de la qualit¢ marchande des denrées, elles constituent un facteur limitant la

conservation des produits réfrigérés ( Bornert, 2000)

Ce sont les microorganismes qui ont la facult¢ de se développer a une température
égale ou inférieure a 7 °C, indépendamment de leur température optimale de croissance et qui
sécrétent des protéases extracellulaires thermorésistantes, responsables d'une protéolyse des

laits lors de leur conservation (Andriamahery Rasolofo, 2010).

Dans le lait refroidi, cette flore peut devenir la flore dominante, notamment quand le
lait n’est pas récolté 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.



Introduction

Pseudomonas est I'une des plus importantes bactéries psychrotrophes responsables
des saveurs désagréables des produits laitiers en raison de sa métalloprotéase caséinolytique

extracellulaire résistantes a la chaleur (Mankai M et al., 2003).

C’est dans ce contexte que s’inscrit la présente étude. Elle se donne comme objectif
principal connaitre 1'Occurrence et le profil d'antibiorésistance des Pseudomonas isolés du

lait de vache cru.

Pour atteindre cet objectif nous avons réalisé une analyse bactériologique d'un lait de

vache cru collecté a partir d'une petite ferme aux alentours de la wilaya de khenchela qui a
consisteé a :

- Isoler et identifier des souches de Pseudomonas dans le lait de vache cru collecté a
partir d'une ferme de la wilaya de khenchela.

- Etudier la résistance des souches identifiées vis-a-vis de certaines familles
d’antibiotiques.

- Déterminer le pourcentage de résistance aux antibiotiques et mettre en évidence le
caractére multirésistant des souches selon leur profil de sensibilit¢ aux familles

d’antibiotiques.
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Chapitre 1 Généralités sur le lait

I. Généralités sur le lait
I.1. Définitions du lait

Le lait a été défini en 1908, au cours du Congres International de la Répression des
Fraudes a Genéve comme étant : « Le produit intégral de la traite totale et ininterrompue d’une
femelle laitiere bien portante, bien nourrie et non surmenée. Le lait doit étre recueilli proprement
et ne doit pas contenir de colostrum» (Alais, 1975).

Le Codex Alimentarius en 1999, le définit comme étant la sécrétion mammaire normale
d’animaux de traite obtenue a partir d’une ou plusieurs traites, sans rien y ajouter ou en
soustraire, destinée a la consommation comme lait liquide ou & un traitement ultérieur.

Selon Deforges et al., en 1999, le lait cru est un lait non chauffé au-dela de 40°C ni soumis a un
traitement non thermique d’effet équivalent notamment du point de vue de la réduction de la
concentration en micro-organismes

La dénomination « lait » sans indiquer I’espéce animale dont il provient renvoie

uniquement au lait de vache. (Benzakour et al ., 2009).

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

La vache assure de loin la plus grande part de la production mondiale de lait (90%),
méme en pays tropicaux (70%). ( FAO ,1998). 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 consommeé et étudié¢ en nutrition humaine.

Les laits sécrétés par les différentes especes de mammiferes présentent des
caractéristiques communes et contiennent les mémes catégories de composants: eau, protéines,
lactose, matiéres grasses (lipides) et minérales. La composition des différents laits d'animaux
varie considérablement d'une espece a I'autre, mais aussi a l'intérieur d'une méme espece, voire a
lI'intérieur des types ou des races d'espéces identiques. Cette variabilité peut dépendre de la
nutrition, du stade de lactation, de 1'dge, de 1'époque de 'année et du débit lacté. (Tableau I).

Tableau I : Composition chimique du lait de différentes especes (g/L) (Alves d’Oliveira, 2007).

Matiére || Matiere || Lipides Lactose Cendres || Calcium | Phosphore
seche protéique (MG) (MM) (Ca) (P)
Vache 132 35 38 50 72 1,25 0,95
[ Chevee | 115 | 34 | 35 | 45 || 8 | 135 | 1
Brebis || 185 60 70 45 8,7 1,9 1,5
Buffle 174 38 77 48 7.8 1,8 1,8
[ Jument || 105 || 25 || 16 | e | 45 | 1 || o6
Femme | 120 13 39 70 2 0,3 0,15
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I.3. Composition du lait

Le lait de vache est un lait caséineux. Sa composition en générale varient en fonction
d’une multiplicité de facteurs : race animale, alimentation et état de santé de I’animal, période de
lactation, ainsi qu’au cours de la traite. (Roudaut et Lefrancq., 2005).

I.3.1. L’eau

L’eau est I’élément quantitativement le plus important : 900 a 910 g par litre. En elle est
dispersés tous les autres constituants du lait, tous ceux de la mati¢re seche (Mathieu, 1998).
1.3.2. Matiere grasse

La matiére grasse ou taux butyreux représente 25 a 45 g par litre (Luquet, 1985). Elle est
constituée par 98,5% de glycérides, 1% de phospholipides polaires et 0,5% de substances
liposolubles cholestérol, hydrocarbures et vitamines A, D, E, et K (Goursaud, 1985).

La matieére grasse est dispersée en émulsion, sous forme de micro gouttelettes de
triglycérides entourées d’une membrane complexe, dans la phase dispersante qu’est le lait
écrémé (Boutonnier, 2008).

Cet état globulaire est fragile ; toute altération de la membrane par voie chimique,
physique et microbienne conduit a la déstabilisation de 1'émulsion. Cette évolution peut étre
accidentelle, elle se traduit alors le plus souvent par une séparation de la phase grasse sous forme
d'huile ou d'agrégats et/ou par l'apparition de flaveurs indésirables; lorsqu'elle est dirigée, elle
permet la concentration de la phase grasse sous forme de beurre apres barattage, ou sous forme
d'huile de beurre et de matiere grasse laitiere anhydre apres chauffage et centrifugation (Madji,
2009).

1.3.3. Les glucides
Le sucre principal du lait est le lactose ; c’est aussi le composé prépondérant de la
matiere seéche 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 I’origine de la présence de 2
lactoses (Luquet, 1985).
o Glu+p Gal ———» aLac hydraté : Ci; H », Oy; + HO

B Glu+ a Gal — B Lac anhydre : Cj;; H 2, Oy,

Le lactose est fermentescible par de nombreux micro-organismes et il est a l'origine de
plusieurs types de fermentations pouvant intervenir dans la fabrication de produits laitiers
(Morrissey, 1995).

- Fermentation lactique : due aux bactéries lactiques naturelles ou ajoutées (ferments

lactiques) qui utilise le lactose en le transformant en acide lactique.
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- Fermentation propionique : due aux bactéries propioniques qui transforment le lactose en
acide propionique et en acide acétique responsables de la flaveur des fromages a pate cuite et en
gaz carbonique induisant I'ouverture de ces fromages (Luquet, 1985).

- Fermentation butyrique : par des bactéries du genre Clostridium qui utilisent l'acide lactique
déja produit en le transformant en acide butyrique.

- Fermentation alcoolique : due a des levures qui hydrolysent le lactose en glucose et
galactose et qui transforment ensuite le glucose en alcool éthylique.

1.3.4. Matiére azotée

La mati¢re azotée du lait englobe deux groupes, les protéines et les matiéres non
protéiques qui représentent respectivement 95% et 5% de 1’azote minéral du lait (Goursaud,
1985). Les protéines se répartissent en deux phases : une phase micellaire et une phase soluble.
La phase micellaire représente la caséine totale (80% des protéines du lait) du lait. Elle est
formée par quatre protéines individuelles :

- Alpha caséines ou caséines as; 36 % et as; 10 %,

Béta-caséine ou caséine 3 34 %,

- Kappa- caséine ou caséine x 13 %

- Gamma-caséines ou caséine vy 7 % (produits de la protéolyse de la - caséine) (Goy et
al., 2005).

Une micelle de caséine contient environ 92 a 93% de protéines, les caséines, et 8% de
minéraux. La partie minérale de la micelle comporte 90% de phosphate de calcium et 10%
d’ions citrate et de magnésium (Cayot et Lorient., 1998). La présence de phosphate de calcium
li¢ a la caséine est 'une des forces responsables de la stabilité de la structure des micelles de
cas¢ine (Marchin, 2007).

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 (Ramet, 1985). L’ autre fraction protéique
(environ 17%) du lait est présente dans le lactosérum. Les deux principales protéines sériques
sont la B lactoglobuline et I’a lactalbumine (Cayot et Lorient, 1998).

1.3.5. Les enzymes

Ce sont des substances organiques de nature protidique, produites par des cellules ou des
organismes vivants, 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 (Blanc, 1982; Pougheon, 2001).

- Role antibactérien, elles apportent une protection au lait (lactoperoxydase et lysozyme).
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- Indicateurs de qualité hygiénique (certaines enzymes sont produites par des bactéries et des
leucocytes), de traitement thermique (phosphatase alcaline, peroxydase, acétylesterase, sont des
enzymes thermosensibles) et d’especes (test de la xanthine-oxydase pour détecter le lait de vache
dans le lait de chévre) (Pougheon, 2001).

1.3.6. Vitamines

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

On classe les vitamines en deux grandes catégories :

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

- Les vitamines liposolubles (vitamines A, D, E, et K) associées a la matiére grasse, certaines
sont au centre du globule gras et d’autres a sa périphérie (Debry, 2001).

1.3.7. Sels minéraux

Les minéraux sont présents, soit en solution dans la fraction soluble, soit sous forme li¢e
dans la fraction insoluble Certains minéraux se trouvent exclusivement a I'état dissous sous
forme d'ions (sodium, potassium et chlore) et sont particuli¢rement biodisponibles. Les ions
calcium, phosphore, magnésium et soufre existent dans les deux fractions (Mathieu, 1998).

Le lait apporte également des oligo-éléments a 1'état de traces : Zinc (3,5 .10 g/) ; Tode
2 2 10.10” g/l cuivre. Par contre, il est carencé en fer (0.3 .10 g/l) ; il contient peu de sodium

(0.5g/1) (Brulé et al., 2008).

I.4. Les caractéristiques physico-chimiques du lait
1.4.1. Le pH

Le pH renseigne précisément sur 1’état de fraicheur du lait. Un lait de vache frais a un pH
de I’ordre de 6,7. S’il y a une action des bactéries lactiques, une partie du lactose du lait sera
dégradée en acide lactique, ce qui entraine une augmentation de la concentration du lait en ions
hydronium (H30") et donc une diminution du pH, car : pH = log 1/ [H;0']. A la différence avec
I’acidité titrable qui elle mesure tous les ions H+ disponibles dans le milieu, dissociés ou non
(acidité naturelle + acidité développée), reflétant ainsi les composés acides du lait (CIPC lait,
2011).
1.4.2. La densité

Elle oscille entre 1,028 et 1,034. Elle doit étre supérieure ou égale a 1,028 a 20°C. La

densité des laits de grand mélange des laiteries est de 1,032 a 20°C. La densité des laits écrémés
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est supérieure a 1,035. Un lait a la fois écrémé et mouillé peut avoir une densité normale

(Vierling, 2008).

1.4.3. L'acidité de titration ou acidité Dornic

L'acidité de titration indique le taux d'acide lactique formé a partir du lactose. Un lait frais
a une acidité de titration de 16 a 18°Dornic (°D). (1g d'acide lactique par litre de lait=10°D).
Conservé a la température ambiante s’acidifie spontanément et progressivement (Mathieu,
1998). C’est la raison pour laquelle on distingue ’acidité naturelle, celle qui caractérise le lait
frais, d’une acidité développée issue de la transformation du lactose en acide lactique par divers

microorganismes (CIPC lait, 2011).

1.4.4. Le point de congélation

Le point de congélation du lait est 'une de ses caractéristiques physiques les plus
constantes. Sa valeur moyenne, si I’on considére des productions individuelles de vache, se situe
entre -0,54 °C et - 0,55°C (Mathieu, 1998). La mesure de ce paramétre permet 1’appréciation de
la quantité d’eau éventuellement ajoutée au lait. Un mouillage de 1% entraine une augmentation

du point de congélation d’environ 0,0055°C (Goursaud, 1985)

L.5. Les caractéristiques organoleptiques du lait
I.5.1. Couleur

Le lait est un liquide blanc mat, opaque a cause des micelles de caséinates, ou parfois
bleuté ou jaunatres du fait du B caroténe ou de la lactoflavine contenue dans la matieére grasse
(Jacques, 1998) .
1.5.2. Odeur

Elle est toujours faible et variable en fonction de 1’alimentation de la femelle productrice.
Le lait n’as pas d’odeur propre, il s’en charge facilement au contact de récipients mal odorants,
mal lavés. C’est surtout la matiere grasse qui réalise fortement ces fixations. Lors de
I’acidification du lait. L’odeur devient aigrelette sous 1’influence de la formation d’acide lactique
(Chetoune, 1982).
1.5.3. Saveur

La saveur normale d’un bon lait est agréable et légérement sucré, ce qui est
principalement due a la présence de matiere grasse, la saveur du lait se compose de son gout et
de son odeur (Horola, 2002).

1.5.4. Viscosité
Elle est en fonction de ’espéce, on distingue :
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Un lait visqueux chez les monogastriques (jument, anesse, carnivores et femme). On
parle de lait albumineux.
Un lait moins visqueux chez les herbivores (lait de brebis plus visqueux que celui de la

vache). Le lait est dit caséineux (Alais, 1984).

I1.6. Microbiologie du lait cru
1.6.1. Origine de la diversité microbienne du lait cru

Un litre de lait cru contient plusieurs milliards d’étres microscopiques. Cette
caractéristique différencie le lait cru des laits traites 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 sante humaine.

Le lait cru contient une flore microbienne diversifiée. Pourtant, chez un animal sain, le
lait ne contient pas de micro-organismes lorsqu’il est produit dans le pis (en sortie directe des
cellules sécrétrices des glandes mammaires). La colonisation par la flore microbienne commence
donc apres la sécrétion du lait dans le pis (a partir des trayons).

Au moment de la traite, trois sources possibles de contamination du lait cru peuvent étre
distinguées : a 'intérieur du pis, a ’extérieur du pis et via le matériel qui entre en contact avec le
lait.

Le nombre de microorganismes et le type de microorganismes qui contamineront le lait
seront influences par (Figure 01) :

* La sante et la propreté de ’animal ;
* L’environnement dans lequel I’animal est maintenu et I’environnement de traite ;
* Les procédures de nettoyage et désinfection de I’équipement de traite et de stockage ;

» La température et le temps de stockage
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Figure 01: Flux microbien dans les étables de production laitiere (Renard, 2014).
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Dong, la flore du lait provient de I’environnement de traite et de I’animal lui-méme. La
composition de la flore est susceptible de varier a chaque traite et a chaque lieu de traite.
1.6.2. Flore microbienne du lait

Les microorganismes, principalement, présents dans le lait sont les bactéries. Mais, on
peut aussi trouver des levures et des moisissures, voire des virus. De trés nombreuses espéces
bactériennes sont susceptibles de se développer dans le lait qui constitue, pour elles, un excellent
substrat nutritif. Au cours de leur multiplication dans le lait, elles libérent des gaz, des substances
aromatiques, de 1’acide lactique, diverses substances protéiques, voire des toxines pouvant étre
responsables de pathologie chez ’homme (Anonyme, 2009).

L'importance et la nature des bactéries contaminants le lait, dépendent, de 1'état sanitaire
de l'animal, de la nature des fourrages (Agabriel ef al, 1995), mais aussi des conditions
hygiéniques observées lors de la traite, de la collecte, de la manutention et de la température de
conservation du lait (Robinson, 2002).

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
pathogéne (Larousse, 2005).
1.6.2.1. Flore originelle

Le lait contient peu de microorganismes lorsqu’il est prélevé dans de bonnes conditions a
partir d’un animal sain (moins de 10°> germes/ml). A sa sortie du pis, il est pratiquement stérile et
est protégé par des substances inhibitrices appelées lacténines a activité limitée dans le temps
(une heure environ apres la traite) (Cuq, 2007).

La flore originelle des produits laitiers se définit comme I’ensemble des microorganismes
retrouvés dans le lait a la sortie du pis, les genres dominants sont essentiellement des mésophiles
(Vignola, 2002). Il s’agit de microcoques, mais aussi streptocoques lactiques et lactobacilles.
Ces microorganismes, plus ou moins abondants, sont en relation étroite avec 1’alimentation
(Guiraud, 2003), et n’ont aucun effet significatif sur la qualité¢ du lait et sur sa production

(Varnam et Sutherland, 2001).

1.6.2.2. Flore de contamination

Cette flore est I’ensemble des microorganismes contaminant le lait, de la récolte jusqu’a
la consommation. Elle peut se composer d’une flore d’altération, qui causera des défauts
sensoriels ou qui réduira la durée de conservation des produits, et d’une flore pathogene

dangereuse du point de vue sanitaire (Vignola, 2002).
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Ces contaminations par divers microorganismes peuvent provenir de I’environnement :
Entérobactéries, Pseudomonas, Flavobacterium, Microcoques, Corynébactéries, Bacillus, etc.,
par I’intermédiaire du matériel de traite et de stockage du lait, par le sol, I’herbe ou la litiere Des
contaminations d’origine fécale peuvent entrainer la présence de Clostridium, d’entérobactéries
Coliformes et, éventuellement, d’Entérobactéries pathogenes : Salmonella, Yersinia. Ceci
explique I’importance d’un contrdle rigoureux du lait (Leyral et Vierling, 2007).

D’autres microorganismes peuvent se trouver dans le lait, lorsqu’il est issu d’un animal
malade. Il peut s’agir d’agents de mammites, c'est-a-dire d’infections du pis : Streptococcus
pvogenes, Corynebactérium pyogenes, Staphylocoques .... etc. Il peut s’agir aussi de germes
d’infection générale qui peuvent passer dans le lait en I’absence d’anomalies du pis : Sa/monella
; Brucella, agent de la fievre de Malte, et exceptionnellement Listeria monocytogenes, agent de
la listériose; Mycobacterium bovis et Mycobacterium Tuberculosis, agents de la tuberculose ; et
quelques virus.

Hormis les maladies de la mamelle, le niveau de contamination est étroitement dépendant
des conditions d’hygiéne dans lesquelles sont effectuées ces manipulations, a savoir 1’état de
propreté de I’animal et particulierement celui des mamelles, du milieu environnant (étable, local
de traite), du trayon, du matériel de récolte du lait (seaux a traire, machines a traire) et, enfin, du

matériel de conservation et de transport du lait (bidons, cuves, tanks) (FAO, 1995).
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Chapitre 11 La flore d'altération psychrotrophe du lait cru

I. La flore d’altération du lait cru

La flore d’altération cause des défauts sensoriels de gotit, d’ardme, d’apparence ou de
texture et réduit la vie des produits laitiers. Certains microorganismes nuisibles peuvent aussi
étre pathogeénes. 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 (Baira., Cheraa. 2013).

I.1. La flore d'altération psychrotrophe

Les bactéries psychrotrophes sont des microorganismes aérobies pouvant croitre en sept
a dix jours a des températures avoisinant les 7 °C. On peut inclure plusieurs genres de bactéries a
Gram négatif tel le genre Pseudomonas, qui est le plus abondant et connu pour son role
protéolytique et lipolytique dans la dégradation du lait pendant sa conservation. On peut aussi
trouver les genres Aeromonas, Serratia, Acinetobacter, Alcaligenes, Achromobacter,
Enterobacter et Flavobacterium. Les genres microbiens a Gram positif les plus fréquemment
isolés du lait sont Lactobacillus, Bacillus, Clostridium, Corynebacterium, Microbacterium,
Micrococcus, Streptococcus et Staphylococcus. On peut aussi retrouver certains pathogenes dans
le groupe des psychrophiles tels Listeria monocytogenes et Yersinia enterocolitica (Weber,

1985).

Les sources de contamination du lait aux bactéries psychrotrophes sont l'air (entrant dans
I'enceinte par les fenétres et les portes), le sol (équipements déposés au sol, mal lavés) ou 1'eau.
Un bris de la chaine de froid ou une conservation prolongée peut favoriser la multiplication de
ces microorganismes. Les bactéries constituant ce large groupe peuvent atteindre des
concentrations jusqu'a 10°UFC/ml dans le lait cru. Il s'agit dune communauté de
microorganismes qui a son importance non seulement parce qu'elle constitue la population
dominante lorsque le lait cru est entreposé, mais aussi parce son activité enzymatique est
directement reliée a l'altération du lait (Bornert, 2000).

Un lait de bonne qualité consiste en une bonne apparence (couleur et texture) et une
bonne odeur (agréable et légerement sucrée), ce qui devrait lui conférer un bon goit. Pour se
faire, la flore totale du lait devrait contenir moins d'un dixieme de bactéries psychrotrophes, mais
peut monter a plus du trois quarts pour des échantillons de mauvaise qualité. Un lait riche en
bactéries psychrotrophes peut aussi signifier des baisses de rendements fromagers dues a
I'hydrolyse des protéines par les enzymes protéolytiques, en plus d'une altération de gott du

produit fini (Lavoie, 2011).
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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 (Mansel, 2008).

I.1.1. Définition de la flore psychrotrophe

Il est possible de classer les bactéries en différents groupes, selon la valeur de la
température optimale de croissance. On distingue ainsi les bactéries thermophiles, mésophiles et
psychrophiles. Cette classification fait cependant I'objet de controverses et les valeurs présentées

au tableau II différent selon les auteurs (Leclerc et Mossel , 1989).

Tableau II : Classification des micro-organismes selon leur température optimale de croissance.

Thermophiles Mésophiles Psychrotrophes

Valeurs entre
lesquellf:s se situe +40°C et +55°C
la température

optimale de +20°C et +40°C
croissance du
micro-organisme +5°C et +20°C
considérés

On rassemble sous le nom «psychrotrophe » des microorganismes capables de se
développer a une température €gale ou inférieur a 7° C, quelle que soit leur température optimum
de croissance.

Autrement dit, ils se caractérisent par leur aptitude a se développer dans un intervalle de
température tres large.

Selon cette définition, les bactéries psychrophiles appartiennent aussi au groupe des
psychrotrophes, mais en pratique les principales bactéries psychrotrophes d’intérét alimentaire
sont mésophiles.

Il faut noter que le monde des micro-organismes psychrotrophes ne se limite pas aux
seules bactéries. On rencontre aussi un nombre trés important d’especes de micromycetes,
agents de I’altération au froid des denrées alimentaires ( Bornert, 2000).

I.1.2. Caractéristiques des bactéries psychrotrophe

A des températures proches de 0°C, les micro-organismes subissent des désordres
métaboliques et des Iésions cellulaires pouvant étre importants. Cet état physiologique de "stress
froid (Druesne, 1996) est principalement la conséquence d'une fragilisation des liaisons
hydrophobes, induite par la réfrigération. Il en résulte une perte de fonctionnalité des protéines
enzymatiques, par modification de leur conformation dans I’espace. La structure quaternaire est
profondément modifiée, avec une dissociation des complexes polymériques. L’assemblage des
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ribosomes est inhibé, ce qui provoque une diminution des synthéses protéiques. La fluidité des
membranes est réduite et I’ensemble des fonctions membranaires telles que le transport des ions
ou des nutriments s’en trouve affecté (Gounot ,1991).

Les bactéries psychrotrophes possedent une relative capacité de résistance au «stress
froid», mettant en jeu des mécanismes dont les principaux sont la synthése d’enzymes adaptées a
fonctionner a basse température, 1’adaptation de la composition des membranes en acides gras

insaturés et la synthése de protéines «de choc thermique» (Gounot, 1991).

I.2. Principales bactéries psychrotrophes
Il est possible de classer les bactéries psychrotrophes en deux groupes, en fonction de

leurs effets : les agents de toxi infections alimentaires et les agents d’altérations des aliments.
I.2.1. Agents de toxi-infections alimentaires

En se basant sur les statistiques actuellement disponibles concernant la fréquence de la
contamination des produits alimentaires et compte-tenu de 1'actualité récente, il faut retenir la
place prépondérante de Listeria monocytogenes en tant que bactérie psychrotrophe pathogene
pour I’homme. Les espéces Yersinia enterocolitica, Bacillus cereus et Clostridium botulinum de
type E sont impliquées dans des accidents d’origine alimentaire. D’autres bactéries présentent
un intérét pratique mineur, en particulier Aeromonas hydrophila et Plesiomonas shigelloides.

Enfin, il faut noter que certaines souches de Salmonella et de Escherichia coli sont
susceptibles de se développer entre +5°C et +7°C, mais que ces souches restent atypiques de
sorte que ces micro-organismes ne sont pas considérés parmi les psychrotrophes.
1.2.2. Agents d’altérations des aliments

Les bactéries psychrotrophes agents d’altérations des aliments sont beaucoup plus
nombreuses et variées, mais la famille des Pseudomonadaceae est souvent la plus représentée.
Elle regroupe des bacilles a Gram négatif, droits ou incurvés, mobiles par ciliature polaire et
aérobies stricts. Le genre Pseudomonas possede la meilleure capacité de développement au froid
et présente une activité significative jusqu’a une température de +2°C. Les genres Shewanella,
Alcaligenes, Acinetobacter, Alteromonas et Flavobacterium sont aussi fréquemment rencontrés

dans les denrées alimentaires (Bornert, 2000).

I.3. Présentation du genre Pseudomonas
I.3.1. Caracteres généraux

Les Pseudomonas et genres apparentés appartiennent au phylum des Proteobacteria,
classe des Gammaproteobacteria, ordre des Pseudomonales. Ce sont des bacilles a Gram

négatif, droits et fins, aux extrémités arrondies, d’une taille moyenne de 2 sur 0,5 um
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(Palleroni, 1984). Ces bactéries sont mobiles grace a une ciliature polaire monotriche,
lophotriche ou multitriche et certaines espéces possedent des flagelles a gaines (Tortora et al.,
2003). Elles se cultivent sur des milieux usuels non enrichis et sont capables d’utiliser de
nombreux substrats hydrocarbonés comme sources de carbone et d’énergie.

C'est un genre bactérien comportant un nombre important d'espéces, pour la plupart
présentes a 1'état naturel sur toute la surface du globe, dans le sol, les eaux et les plantes
1.3.2. Classification

Dans la deuxiéme édition du "Bergey's Manual of Systematic Bacteriology", 'ordre des
Pseudomonadales est défini sur la base des séquences des ADNr 16S et il est constitué de la
famille des Pseudomonadaceae et de la famille des Moraxellaceae .En 1895, Migula inclut
dans le genre Pseudomonas des bactéries possédant une ciliature monotriche ou lophotriche dont
I'espece "Pseudomonas pyocyaneae" (aujourd'hui Pseudomonas aeruginosa).

Par la suite, le genre Pseudomonas a accueilli un trés grand nombre d'espéces constituées
de bacilles a Gram négatif, mobiles (ciliature polaire) ou immobiles et a métabolisme oxydatif.
1.3.3. Caractéristiques nutritionnelles du genre Pseudomonas

Les Pseudomonas constituent un groupe avec une grande diversité et adaptabilité dans
leurs voies métaboliques et sont résistants a des nombreux facteurs (milieux pauvres en
nutriments, traitement thermique, antibiotiques...etc.) ils ont la possibilité d'échanger ou
d’acquérir facilement du matériel génétique (mutations ou acquisitions d’éléments génétiques
exogenes) pour s’adapter a différentes conditions de milieu (Leriche et Fayolle, 2004 ; Anses,
2010).

Tous catalase positif les Pseudomonas vivent dans les conditions aérobies (métabolisme
oxydatif avec I'oxygeéne comme accéptateur final d’électrons). La plupart des espéces sont
chimio-organotrophes (utilisent des composés organiques) (Leriche et Fayolle, 2004).

Les Pseudomonas n’utilisent pas le lactose cependant, ils peuvent utiliser I’acide lactique
produit par les bactéries lactiques lorsqu’il y a un manque d’¢léments carbonés dans le milieu.
Cette compensation peut ralentir la décroissance de I’acidité, en transformation fromagere (Kive
et al., 2005).

Les Pseudomonas sont incapables de fermenter les glucoses, ce qui est un des critéres de

leur identification (Leriche et Fayolle, 2004).

1.3.4. Caracteres culturaux du genre Pseudomonas
Les Pseudomonas sont des germes psychrotrophe, ils se développent a des températures

minimales autour de 0° C avec un optimum de croissance a 30°C ( Rajmohan et al., 2002).
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La culture des Pseudomonas peut €tre obtenue sur les milieux peptonés. Toutes les
souches ne cultivent pas a 37 °C (I’incubation a 30 °C est donc conseillée). La capacité a croitre
a des températures extrémes (4 °C ou 41 °C), permet de caractériser certaines especes. La plupart
des especes sont prototrophes.

Leur développement est inhibé en dessous de pH 4 et est ralentie entre pH 4 et pH 5. Ils
sont exigeants en eau libre car leur développement est favorisé lorsque ’activité de I’eau est
supérieure a 0.98 (Bornet ,2000).

Les Pseudomonas se multiplient sur des milieux trés simples et présentent également
une extréme tolérance aux conditions du milieu :
- Tolérance a la température : T°opt = 30-35°C, mais la plupart peuvent se développer entre 4°C
et 42°C.
- Résistance a de nombreux inhibiteurs
- Se développent sur les milieux sélectifs des Entérobactéries,
- Se développent en présence de certains antiseptiques (ex: gélose au cétrimide = milieu sélectif
des Pseudomonas, dont le caractere sélectif peut étre renforcé pour Ps. aeruginosa en ajoutant de
l'acide nalidixique et en incubant a 42°C)
- Résistent a de nombreux antibiotiques.
1.3.5. L’activite enzymatique des Pseudomonas

Les Pseudomonas sont impliques dans les accidents de fromagerie du fait de leur
production d'enzymes extracellulaires protéolytiques et lipolytiques thermorésistantes qui
dégradent les fromages (Arslan et al., 2011 ; Costa et al., 2001).

L’activité enzymatique libére dans le milieu les éléments nutritionnels azotés et carbonés
nécessaires aux Pseudomonas pour se développer (Kives et al., 2005). Ces enzymes sont alors
responsables du gout d’amertume si elles sont présentes en grandes quantité. Les enzymes
lipolytiques catalysent la dégradation des triglycérides en acides gras libres qui provoquent
d’autres défauts de gout (Arslan et al., 2011).

Le refroidissement du lait peut donc induire une forte protéolyse en aval de la
transformation par la production de protéase en grande quantité pendant le refroidissement pour
le stockage du lait a basse température, dés lors que la population de Pseudomonas est
suffisamment grande (Leriche et Fayolle, 2004 ; Wang et Jarayao, 2001 ; Costa ef al., 2001).
1.3.6. Habitat et distribution environnementale

Les Pseudomonas vivent principalement dans I'eau et les sols humides. Elles contaminent

notamment les siphons d'éviers, les réservoirs d'eau ...
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Elles se rencontrent également sur les plantes, pour lesquelles certaines espéces sont
pathogenes (Pseudomonas solanacearum, Pseudomonas Syringae ...).

Seules quelques especes se trouvent chez I'homme ou I'animal, en tant que commensales
ou pathogenes, seules Pseudomonas mallei et Pseudomonas pseudo-mallei sont des pathogénes

stricts pour les animaux (morve des chevaux).

1.3.7. Métabolisme et caractéres physiologiques

La caractéristique physiologique la plus importante des Pseudomonas est la production de
pigments hydrosolubles diffusant dans les milieux de culture. Deux types de pigments peuvent
étre synthétisés : des pigments fluorescents (pyoverdines), des pigments phénaziniques bleus non
fluorescents (Jerome et al., 2004).

Il existe de rares souches produisant d'autres pigments (noir pyomelanine ou rouge brun
pyorubine) et des souches apigmentées (moins de 5% des souches sauvages ne produisent aucun
pigment et sont fréquemment isolées chez des patients sous antibiotiques) (Venier, 2011).

La présence ou l'absence d’un pigment fluorescent (pyoverdine) permet de séparer les
especes du genre en deux groupes, les Pseudomonas « fluorescents » (Pseudomonas aeruginosa,
Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas putida) et les Pseudomonas non-fluorescents
(Pseudomonas stutzeri). La pyoverdine est un pigment de couleur jaune-verte, soluble dans I'eau.
Sa synthése dépend de la concentration en ions Fe’™ et dans les milieux carencés en fer sa
production est abondante. Le milieu de King B et la gélose cétrimide (milieu sélectif des
Pseudomonas) favorisent la production de pyoverdine.

Pseudomonas aeruginosa produit un pigment de couleur bleue soluble dans le
chloroforme, spécifique a cette espeéce et appelé la pyocyanine. La pyocyanine est un accepteur
d'¢lectrons permettant & P. aeruginosa de croitre en anaérobiose. Elle posséde une activité
bactériostatique, notamment vis-a-vis des bactéries a Gram positif. Le milieu de King A favorise
la production de pyocyanine.

Les Pseudomonas constituent le modele des bactéries oxydantes ou dites oxybiontiques.
Elles présentent un type respiratoire aérobie strict et un type métabolique chimio-organotrophe
oxydatif, certaines especes sont capables d’utiliser I’ion nitrate au lieu de dioxygéne comme
accepteur final des électrons. Ce processus est appelé respiration anaérobie et fournit presque

autant d’énergie que la respiration aérobie (Tortora et al., 2003).

1.3.8. Especes appartenant au genre Pseudomonas
Le genre Pseudomonas regroupe plus de 140 especes dont les principales sont :

Pseudomonas aeruginosa (espece type)
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Pseudomonas putida Pseudomonas solanacearum
Pseudomonas fluorescens Comamonas acidovorans
Pseudomonas stutzeri Pseudomonas diminuta
Pseudomonas mendocina Pseudomonas vesicularis
Pseudomonas pseudoalcaligenes Pseudomonas paucimobilis
Pseudomonas cepacia Pseudomonas fragi
Pseudomonas pseudomallei Pseudomonas mesophilica

Les especes les plus communs dans les produits laitiers sont : Les espéces Pseudomonas

aeruginosa- Pseudomonas fluorescens et Pseudomonas putida

Pseudomonas aeruginosa : également connu sous le nom de bacille pyocyanique, est une
bactérie que l'on trouve partout dans la nature, et en particulier dans les milieux humides et
chauds. Habituellement, cette bactérie est peu agressive envers 'homme, mais elle peut devenir
pathogene (responsable d'une maladie) dans certaines circonstances. Trés résistante face aux
traitements antibiotiques, elle est notamment en cause dans une part croissante des maladies

nosocomiales, les maladies contractées lors d'un séjour dans une structure de soins.
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Figure 02 : Pseudomonas aeruginosa (a) colonies sur gélose ordinaire, (b) coloration de Gram

(x1000) (Salton et Kim, 1996)

Ce germe qui atteint en priorité les patients immunodéprimés, c'est-a-dire dont les
défenses immunitaires sont diminuées, peut étre responsable de multiples infections notamment
urinaires, pulmonaires ou post-opératoires essentiellement chez des patients fragilisés. Le

traitement repose sur des antibiotiques.

Pseudomonas fluorescens : c'est une bactérie a Gram négatif, aérobie strict qui se
présente sous forme de batonnet. Elle évolue a un pH neutre et sa température optimale de
croissance est de 25 a 30 °C (Palleroni, 1984). mais elle peut aussi se développer a une
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température aussi basse que 4 °C. La bactérie Pseudomonas fluorescens ne forme pas de spores
ou d'autres structures de survie et ne peut pas se développer dans des conditions acides (inférieur
a pH 4,5) (Holt, 1994). Comme sa demande nutritionnelle est modeste, elle peut survivre et se
multiplier pendant plusieurs mois dans des environnements humides. La plupart des souches sont
des chimio-organotrophes strictement aérobies nécessitant a la fois de l'oxygene et du carbone

organique pour leur croissance (Holt, 1994).

Pseudomonas putida : c'est un aérobie strict, 8 Gram négatif, en forme de batonnet, qui
ne forme pas de spore et qui doit sa mobilité a un ou a plusieurs flagelles polaires; il mesure de
0,52 1,0 x 1,5 a 5,0um. Cette souche représente la souche type de I’espece. Pseudomonas putida
se distingue de Pseudomonas aeruginosa par son incapacité a liquéfier la gélatine, a produire des
pigments de phénazine, a dénitrifier ou a dégrader le jaune d’ceuf, et a croitre a 41 °C. En effet,
la température optimale de croissance de Pseudomonas putida se situe entre 25 et 30 °C, alors
que pour Pseudomonas aeruginosa, elle est de 37 °C (Palleroni, 2005; Stanier et al., 1966).
Pseudomonas putida se distingue de Pseudomonas fluorescens (Bossis et al., 2000; Chapalain
et al.,, 2007; Palleroni, 2005; Stanier et al., 1966). par son incapacité a liquéfier la gélatine, a

métaboliser le L-arabinose et a dénitrifier ou a dégrader le jaune d’ceuf..

I.4. Principales activités microbiennes dans le lait

Les altérations du lait sont associées a la multiplication de levures, moisissures et
bactéries. Cependant et compte tenu de leurs caractéres écologiques, les contaminations
bactériennes sont les plus fréquentes et les plus importantes et leurs potentialités de
développement les plus a craindre.

Ces processus de dégradation sont possibles, lorsque les conditions du milieu environnant
sont favorables a la prolifération microbienne et a I’activité¢ enzymatique. De graves défauts de
golit et d’odeur peuvent apparaitre par accumulation des produits issus, soit du métabolisme
cellulaire, soit de I’action de systémes enzymatiques complexes sur les constituants du lait. Le
plus fréquemment, il s’agit de lait acide, amer, fruité, rance, malté, a gout étranger (Kim et al.,
1982).

L.5. Principales activités enzymatiques des Pseudomonas dans le lait cru

Lors de développement des Pseudomonas dans le lait et les produits laitiers, les bactéries
psychrotrophe (genre Pseudomonas, principalement mais également Bacillus) peuvent produire
des enzymes (les lipases et les protéases extracellulaires, généralement thermostable. Ces
enzymes peuvent provoquer des défauts de gotit dans les fromages (gott de rance, amertume) ou

étre responsable (protéase) de la déstabilisation des laits ( Hermier ef al., 1992).
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I.5.1. La lipolyse

Résulte de I’action d’enzymes, appelées lipases, qui décomposent les globules gras de la
mati¢re grasse du lait et libérent des acides gras libres (AGL) qui en s’oxydant, provoquent
I’apparition de défauts de golt des produits laitiers (golit de rance, amertume...). Le niveau de
lipolyse mesuré dans le lait traduit les effets additifs de trois formes de lipolyse : la lipolyse
spontanée causée par des lipases naturelles, la lipolyse induite par des chocs thermiques ou
mécaniques et enfin, la lipolyse microbienne.par principalement les pseudomonas qui produisent
ces enzymes (les lipases).

L’indice de lipolyse est I’'un des critéres de la qualité¢ du lait, il renseigne sur le degré
d’altération de la matiere grasse. Il est utilisé pour le paiement du lait a la qualité dans certaines
régions. Les causes de variation de la lipolyse sont multiples et cumulatives. Chaque facteur pris
séparément n’a pas forcément un impact important mais, le cumul de plusieurs facteurs peut
entrainer une augmentation de la lipolyse (Chilliaro., Lamberet, 1984).

I.5.2. Protéolyse

Le lait contient une grande variété de micro-organismes capables de synthétiser des
protéases. La réfrigération du lait dans la ferme et son stockage pendant un temps plus ou moins
long sélectionne des bactéries psychrotrophes qui peuvent devenir alors la flore dominante.
Parmi 'ces bactéries le genre Pseudomonas est le plus fréquent. Bien que ces bactéries soient
détruites par la pasteurisation, elles peuvent avoir sécrété auparavant des protéases exocellulaires
et thermorésistantes, capables de dégrader les constituants du lait et d'occasionner des défauts en
cours de stockage.

Il existe, a I'heure actuelle, peu de travaux .permettant d'établir une corrélation valable
entre le nombre des bactéries psychrotrophes et la production de protéases.

La synthése de protéases exocellulaires par les bactéries psychrotrophes s'effectue
pendant la phase exponentielle de la courbe de croissance et le maximum de production a lieu en
fin de phase exponentielle et au début de la phase stationnaire. L'addition de poudre de lait, de
caséines ou d'acides aminés libres a des milieux synthétiques ou complexes entraine une forte
augmentation de la production de protéases. A l'inverse, la présence d'agents chélateurs semble
inhiber la formation de protéases dans le milieu. La plupart des souches de Pseudomnas.
fluorescens semblent étre plus protéolytiques lorsqu'elles se développent a des températures
comprises entre 20 et 25° C et moins protéolytiques a des températures comprises entre 5 et 8°
C, certaines souches de Pseudomnas Fluorescens seraient susceptibles de produire une plus forte
quantité de protéases a basse température. L'aération du milieu de culture peut également avoir

une influence sur la production de protéases (Miranda et Gripon, 1986).
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I. Caractéristiques générales du site d'étude
Le site choisi pour cette étude est une petite ferme aux alentours de la ville de Khenchela.
Son propriétaire ¢léve quelques vaches en plus de petites parcelles de terrains cultivés avec

différentes cultures agricoles.

Photographie 01 : Les vaches traitées et parcelles de terrain de notre site d'étude

II. Procédure d’échantillonnage

Les échantillons a analyser sont du lait de vache cru entier obtenu aprés une traite
manuelle des quatre vaches présentes au niveau de notre site d'étude. La collecte a eu lieu en
mois de Mars 2017 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 I’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 D’alcool dilué¢ afin d’éviter la
contamination de la mamelle par les nombreux microorganismes présents sur le pis et des
trayons de la vache. Le canal du trayon est toujours contaminé, méme chez un animal sain ; de
ce fait, les premiers jets de lait obtenus lors de la traite doivent étre éliminés. L’échantillon est
transporté a température ambiante a I’obscurité jusqu’au laboratoire ou il a été stocké au
réfrigérateur a 4°C pendant 4 jours (ce qui permet la prolifération notable des bactéries

psychrotrophe). L’analyse a lieu aprées cette durée.

I11. Les paramétres microbiologiques

Ce travail a été réalisé au sein des laboratoires pédagogiques de Biologie de 1’Université
Abbés Laghrour Khenchela. Il a consisté :

v’ a effectuer une recherche des germes indicateurs d’altération du genre Pseudomonas
sur des milieux appropriés au moyen des méthodes normalisées actuellement en vigueur. 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.
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v a identifier les souches correspondantes, au moyen de tests complémentaires et
biochimiques spécifiques, (galerie API).

v’ a évaluer la résistance de cette souche vis a vis de différents antibiotiques utilisés en
thérapeutique clinique.

III.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.

Toutes les manipulations ont été effectuées avec un maximum de précision et d’une
manieére aseptique selon la norme NF EN ISO 6887-1 relative a la suspension mére et dilutions
décimales; régles générales. Et la norme NF V08-057-2 microbiologie alimentaire directives
générales pour la préparation des dilutions en vue de I’examen microbiologique.

v" On a d’abord bien homogénéisé 1’échantillon en agitant vigoureusement le flacon
afin de permettre une répartition homogeéne des microorganismes. Le lait étant un produit liquide
constituant d’emblée une solution mére égale 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 deuxié¢me 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.

I11.2. Isolement des Pseudomonas

0.1 ml de la solution mére et de chaque dilution sont déposés a la surface du milieu
gélosé au cétrimide coulé en boite de pétri. L’inoculum a été étalé soigneusement sur toute la
surface gélosée grace a un rateau étaleur. (Fayolle et Leriche., 2011).

La technique requiert certaines précautions : on a séché au préalable, a I’étuve a 37°C,
les milieux gélosés afin de faire évaporer 1’eau de cristallisation, la surface de la gélose doit étre

complétement seche sinon on obtient une « pate de colonies » sur la boite de pétri
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Photographie 02 : Ensemencement en surface de la gélose cétrimide

Les boites de Pétri (10 boites) sont ensuite mises dans I’étuve couvercle en bas pour
une incubation. Cing boites (5) de pétri incubées a 41°C pendant 48 heures pour la recherche
de Pseudomonas aeruginosa et cinq (5) autres boites de pétri a 37°C pendant 24 heures pour la
recherche des autres especes du genre Pseudomonas.

Apres incubation, on considére comme colonie caractéristique, toute colonie beige ou
vertes, lisses, bombées, arrondies, a contour régulier et parfois irrégulier de taille moyenne 1 a 2
mm de diamétre. (Fayolle et Leriche., 2011).

Vingt cinq (25) colonies caractéristiques ont été reprises de maniére aléatoire pour
purification par repiquage successif sur gélose nutritive. Apres purification chaque colonie a été
conservée par culture pure sur bouillon nutritif.

Les souches microbiennes purifiées sont identifiées en se basant sur leurs caractéres

microscopiques, physiologiques et biochimiques.

I11.3. Identification physiologique
II1.3.1. Mise en évidence de la production des pigments

Les milieux King A et King B permettent de différencier les espéces du genre
Pseudomonas par la mise en évidence de leurs pigmentations spécifiques.

Les 25 souches microbiennes purifiées sont ensemencées sur milieu King A et King B
(tubes inclinés) en réalisant des stries médianes a la a la surface de la pente, les capsules des
tubes sont ensuite replacées et revissées. L’incubation se fait a 37 °C pendant 24 heures.

v’ Le milieu King A est utilisé pour mettre en évidence la pyocyanine, pigment
caractéristique de Pseudomonas aeruginosa. Les cultures typiques sont colorées en bleu-vert.

v’ Le milieu King B est utilisé pour mettre en évidence la pyoverdine pigment vert
fluorescent produit par Pseudomonas aeruginosa et d’autres Pseudomonas du groupe
fluorescent. (Rejsek, 2002).
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On considére comme colonie caractéristique toute colonie présentant une fluorescence

allant du bleu-vert au vert en périphérie sous rayonnement ultraviolet (254 nm).

Photographie 03 : Chambre noire a ultra violet (UV).

I11.4. Identification microscopique
I11.4.1. Coloration de Gram
La coloration de Gram est une coloration différentielle qui permet la distinction des
bactéries a Gram (+) et a 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 :
e Réaliser sur une lame propre un frottis puis le fixer.
e Recouvrir la lame de violet de gentiane phéniqué pendant 1 minute puis rincer.
e Recouvrir la lame d’une solution de Lugol durant 1 minute.
e Laver la lame a I’éthanol jusqu'a ce que la derniére goutte soit transparente.
e Laver rapidement a I’eau et recouvrir la lame de Fuschine phéniquée pendant 1 minute
puis rincer a 1’eau distillée, ensuite, sécher la lame a I’aide d’un papier buvard.
e [’observation s’effectue a immersion (objectif x 100) aprés avoir déposer une goutte
d’huile de cedre sur la lame (observation a immersion).
Les bactéries Gram positif sont colorées en violet alors que celles colorées en rose sont

Gram négatif.
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Figure 03 : L aspect des bactéries apres la coloration de Gram

Une fois séchées, les lames sont examinées sous microscope optique a I’aide de I’objectif
a immersion (x 100). Les bactéries Gram négatif apparaissent colorées en rose tandis que les
bactéries Gram positif sont colorées en violet. (Prescott et al., 2003)

Des microphotographies sont réalisées a 1’aide d'un microscope trinoculaire doté d’un

appareil photographique numérique

Photographie 04 : Un microscope équipé d’un appareil photographique numérique
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I1L.5. Identification biochimique
II1.5.1. Test d’oxydase

C’est un test trés important pour 1’orientation des bacilles a Gram négatif, les Gram
positif ne possédant pas cette enzyme en général (le cytochrome oxydase). Il est basé sur
I’étalement d’une quantité de la culture bactérienne a tester sur le disque d’oxydase imprégné du
réactif. Un résultat positif est obtenu par la formation d’une tache violette sur le disque (Joffin

et Leyral, 2006).

II1.5.2. Identification biochimique par galerie API 20 NE

Les souches bactériennes purifiées ont fait l'objet d'une étude des caractéres
biochimiques. L’identification a été réalisée par les galeries d’identification biochimiques. Le
systtme API Bio Mérieux 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 (Bio-Mérieux, 2006).

API 20 NE est un systéme standardisé pour 1’identification des bacilles a Gram négatif
non fermentaires combinant 8 tests conventionnels, 12 tests d’assimilation et une base de
données. La liste complete des bactéries qu’il est possible d’identifier avec ce systéme est
présente dans le tableau d’identification. (Voir annexe 04)

La galerie API 20 NE comporte 20 microtubes contenant chacune un substrat spécifique
déshydraté. Les testes conventionnels sont inoculés avec une suspension bactérienne saline qui
reconstitue les milieux. Les réactions produites pendant la période d’incubation se traduisent par
des virages colorés spontanés ou révélés par 1’addition de réactifs.

Les testes d’assimilation sont inoculés avec un milieu minimum et les bactéries cultivent
seulement si elles sont capables d’utiliser le substrat correspondant. La lecture de ces réactions se
fait a l’aide du tableau de lecture et I’identification est obtenue a I’aide d’un logiciel

d’identification.

Photographie 05 : La galerie API 20 NE
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e Préparation de la galerie

Le fond et le couvercle d’une boite d’incubation sont réunis, puis environ 5 ml d’eau
distillée stérile sont répartis dans les alvéoles pour créer une atmosphére humide. La référence de
la souche est inscrite sur la languette latérale de la boite. Sortir la galerie de son emballage
individuel et placer la galerie dans la boite d’incubation.

e Préparation de ’inoculum

A partir d’une culture jeune (18-24 heures), une a quatre colonies d’aspect
morphologique identique sont prélevées par touches successives puis mises en suspension dans 9
ml d'eau physiologique stérile.

e Inoculation de la galerie

Les tubes des tests NO3 a PNG sont remplis en utilisant la pipette ayant servi au
prélévement. Pour éviter la formation des bulles au fond des tubes, qui empécheraient le contact
entre les bactéries a identifier et le réactif ou substrat a tester, la pointe de la pipette est posée sur
le coté de la cupule tout en inclinant légérement la boite d’inoculation vers I’avant. Les tubes et
cupules des tests |GLU| a |PAC| sont remplis en veillant a créer un niveau horizontal ou
légérement convexe.

Enfin, les cupules des trois tests soulignés (GLU, ADH, URE) sont remplies d’huile de
paraffine en formant un ménisque convexe. A la fin la boite d’incubation est fermée et incubée a
37 °C pendant 24 heures jusqu’a 48 heures

e Lecture et identification

Apres incubation, la lecture de ces réactions aprés 1’addition des réactifs nécessaire est

réalisée a 1’aide du tableau de lecture (Annexe 03) et I’identification obtenue a I’aide du

Logiciel d’identification API Excel (Annexe 04) (Bio-Mérieux, 2006).

IV. Détermination des profils de résistance aux antibiotiques

Le profil de résistance des souches bactériennes purifiées a été déterminé par la méthode
de diffusion sur milieu Mueller Hinton. Des antibiotiques communément utilisés en thérapie
humaine ont été retenus.

Pour réaliser I’antibiogramme par la méthode des disques, la culture bactérienne est
ensemencée a la surface d’une gélose spécialement étudiée, la gélose de Mueller-Hinton. Des
disques pré-imprégnés d’une dose connue d’antibiotique sont déposés a la surface de la gélose.

L’antibiotique diffuse a partir du disque en créant un gradient de concentration
décroissante. La détermination du diametre de la zone d’inhibition permet une estimation de la
concentration minimale inhibitrice. Les caracteres de sensibilité ou de résistance de la souche

bactérienne en seront déduits.
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Le mode opératoire est pratiqué selon la Standardisation de 1’antibiogramme en médecine
humaine a I’échelle nationale selon les recommandations de I’OMS.
* Milieu : c’est la gélose Mueller Hinton (MH), coulé en boite Pétri sur une épaisseur de 4 mm.
Les géloses sont séchées avant 1’emploi.
* Inoculum : a partir d’une culture pure de 18 heurs sur milieu d’isolement, on prépare une
suspension bactérienne en utilisant 5 a 10 ml d’eau physiologique stérile a 0,9 %.
* Ensemencement : a I’aide d’un écouvillon trempé dans la suspension, on ensemence par stries
serrées toute la surface du milieu en 3 reprises en changeant 1’angle a chaque fois (60°).
*Application des disques d’antibiotiques : on a dépos¢ les disques a 1’aide d’une pince
bactériologique stérile. Il y a des précautions a respecter lors de I’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.

Tableau III : Liste des antibiotiques testés, charge et classification des disques

Les Antibiotiques Abréviations Charge des disques (pg)
PENICILLINES
| Ticarcilline | TIC | 75

| Ticarcilline + Acide clavulanique | TCC I 75+10
| Pipéracilline I PRL I 100
CEPHALOSPORINES
| Ceftazidime | CAZ | 30
CARBAPENEMES
| Imipenéme I IMP I 10
AMINOSIDES
‘ Amikacine H AK H 30
‘ Gentamycine H CN H 10
| Tobramycine I TOB I 10
QUINOLONES / FLUOROQUINOLONES
‘ Ciprofloxacine H CIp H 05
| Lévofloxacine | LVX | 5
DIVERS
| Colistine I CT I 10
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*Lecture : Une fois la période d’incubation écoulée, la zone entourant le disque ou aucune
croissance bactérienne n’est visible détermine la zone d’inhibition. Son diameétre est mesuré et
comparé aux diametres critiques figurant dans les tables de lecture. La souche est ainsi classée
sensible (S), intermédiaire (I) ou résistante (R) a I’antibiotique, les souches I sont ensuite
incluses dans la catégorie R.

Des souches de référence Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 ont servi pour le
contrdle de la qualité de I’antibiogramme.

Le nombre d’antibiotiques actifs contre Pseudomomas est limité. Il s’agit surtout des
céphalosporines de troisieme génération, carbapénémes, fluoroquinolones, particulierement la
ciprofloxacine et les aminoglycosides. La liste d’antibiotiques testés est présentée dans le

Tableau IV.
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Résultats et discussions

I. Caractéristiques microbiologiques
I.1. Aspect macroscopique et microscopique des isolats

Une fois la période d’incubation écoulée, des colonies sont apparues a la surface de la
gélose au Cétrimide. Des colonies de taille moyenne beige, bombées, lisses ont été prises en

considération les résultats obtenus figurent sur la photographie 06.

Photographie 06 : Résultats d’isolement sur gélose Au Cétrimide

25 colonies caractéristiques ont €té reprises de maniere aléatoire et purifiées par
repiquage successif sur gélose nutritive puis inoculées en bouillon nutritif pour conservation.

Les vingt cinq colonies purifiées ont fait ’objet d’un test de confirmation sur gélose
nutritive et d’un test de mise en évidence des pigmentations spécifiques aux especes du genre
Pseudomonas sur gélose King A et King B. Apres la période d’incubation les milieux de
culture sont observés sous lampe ultraviolette (UV), les résultats obtenus sont représentés sur

la photographie 07.

Photographie 07 : Résultats d’isolement sur milieu King A et King B
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Toutes les colonies ont donné une réaction positive avec le King B, elles produisent
donc seulement de la pyoverdine. Une seule colonie a donné un résultat positif sur King A et
King B (fluorescence observée sous une lampe ultraviolette), elles produisent donc la
pyoverdine ainsi que la pyocyanine. De plus, une odeur de la fleur de seringa (jasmin) s'est
exhalée des cultures.

La sécrétion de ces deux pigments est caractéristique des bactéries du genre :
Pseudomonas. Ces observations ont fortement orienté le diagnostic et I’identification vers
I’espeéce Pseudomonas aeruginosa ; seule capable de produire ces deux pigments, les autres
Pseudomonas synthétisent seulement la pyoverdine (Dworkinet et al, 2006 ; Joffin et
Leyral, 2005).

Une coloration de Gram a été pratiquée sur quelques colonies, I’observation des
frottis colorés au microscope optique a 1’objectif a I’immersion (G x 100) ont révélé de petits

batonnets de coloration rose, ils appartiennent donc a la classe des Gram négatif
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Photographie 08 : Résultats de la coloration de gram

I.2. Identification biochimique
I.2.1. Test Oxydase

Pour le test oxydase un résultat positif est obtenu par la formation d’une tache violette
sur le disque (Joffin et Leyral, 2006). Des bacilles a Gram négatif, possédant une enzyme

en général (le cytochrome oxydase)

1.3. Identification biochimiques sur galerie API 20 NE
En utilisant le tableau de lecture (Annexe 05) et le logiciel d’identification (Annexe
06) des galeries API20NE, on a pu identifier trois espéces bactériennes différentes dont les

caractéristiques biochimiques sont représentées sur le Tableau IV.
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Grace aux tests biochimiques, il est possible de connaitre certaines caractéristiques du
métabolisme des bactéries analysées. Plusieurs résultats ont été¢ obtenus, ce qui nous renseigne
sur la voie d’attaque des glucides, la présence d’enzymes respiratoires, les voies fermentatives

et le métabolisme des acides aminés.

Tableau IV : Résultats des tests biochimiques des différentes espéces isolées.

&) =
mmDmHQAmDWUQHm—'QHU
JEEEEFEEEEEEEEEEEEEHE
1 |+ |- |+ |+ |+ |- |- |+ |+ |+ |+ |+ ]|+ |- |+ ]|+ ]-|+|+]- |+
2 I T I I I I N I I I o I I e e A N S
3 |+ |- |- |+ |- |+ |+ |- |+ |- |- |+ |F+]|- |+ |+ |+ |+ ]|+ |- |+

1.3.1. L’espece Pseudomonas 1

Pour I’identification biochimique de I’espéce Pseudomonas 1 sur galerie API 20 NE,
on a noté, qu’elle ne produit pas d’indole. Elle oxyde le Glucose, le mannitol, le N-
acétylglucosamine, le gluconate, le caprate, 1’adipate, le malate. Les tests d’assimilation
montrent qu’elle n’assimile pas 1’arabinose, le mannose, le maltose et le phenylacétate. La
présence d’une coloration rouge apres 1’addition du réactif nitrite 1 et nitrite 2 signifie que la
souche posseéde une nitrate réductase treés active. Une réponse positive est obtenue pour les
tests de 1’arginine dihydrolase, et I’hydrolyse de la gélatine. Par contre, une réaction négative
est obtenue pour le test de 1’esculinase, 1’uréase et la - galactosidase. Le profil numérique
obtenu permet I’identification de la souche comme étant Pseudomonas fluorescens.

La souche est selon le résultat du King A et King B une Pseudomonas fluorescens

pyocyanine - pyoverdine +.

Photographie 09 : Résultats de 1’identification sur galerie API 20 NE de Pseudomonas

fluorescens

1.3.2. Pespéce Pseudomonas 2

Pour I’identification biochimique de I’espece Pseudomonas 2 sur galerie AP120 NE,
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on a noté, qu’elle ne produit pas d’indole. Elle oxyde le Glucose et aussi le malate et elle
n’oxyde pas l’adipate. Une réponse positive est obtenue pour les tests de I’arginine
dihydrolase, une réaction positive est obtenue pour le test de 1’esculinase, I’uréase et la 3 -
galactosidase. . Les tests d’assimilation montrent qu’elle assimile le glucose et le potassium
gluconate, elle assimile 1’acide ceprique, elle assimile aussi le malate elle n’assimile pas le
mannitol, elle réduit le nitrate en nitrite grace a une nitrate réductase Le profil numérique
obtenu permet I’identification de la souche comme étant Pseudomonas putida.

La souche est selon le résultat du king B une pseudomonas puitda (production de

pyoverdine). La pyoverdine jaunit le milieu.

Photographie 10 : Résultats de 1’identification sur galerie API 20 NE de Pseudomonas
putida

1.3.3. L’espéce Pseudomonas 3

Pour I’identification biochimique de 1’espéce Pseudomonas 3 sur galerie API 20 NE,
on a noté, qu’elle ne produit pas d’indole. Elle oxyde le Glucose, le mannitol, le N-
acétylglucosamine, le gluconate, le caprate, 1’adipate, le malate et le citrate. Les tests
d’assimilation montrent qu’elle n’assimile pas 1’arabinose, le mannose, le maltose et le
phenylacétate. La présence d’une coloration rouge apreés 1’add ition du réactif nitrite 1 et
nitrite 2 signifie que la souche posséde une nitrate réductase tres active. Une réponse positive
est obtenue pour les tests de 1’arginine dihydrolase, et I’hydrolyse de la gélatine. Par contre,
une réaction négative est obtenue pour le test de I’esculinase, 1’uréase et la B - galactosidase.
Le profil numérique obtenu permet 1’identification de la souche comme étant Pseudomonas
aeruginosa.

La souche est selon le résultat du King A et King B une Pseudomonas aeruginosa

pyocyanine + pyoverdine +

36



Résultats et discussions

100" UweeEuUG !

> 4

Photographie 11 : Résultats de I’identification sur galerie API 20 NE de Pseudomonas

aeruginosa

Globalement le profil bactériologique des isolats est marqué par une prédominance de
Pseudomonas fluorescens68% (17 souches) par rapport a 28% (07 souches) de Pseudomonas

putida et 4% de Pseudomonas aeruginosa. (01 souche)

Pseudomonas
aeruginosa 4%___——\

Pseudomonas
putida 28%

Pseudomonas
flurescens 68%

Figure 04 : Pourcentage d’espéces bactériennes identifiées

1.4. Antibiorésistance des espéces identifiées

Le profil de résistance a été déterminé par la méthode de diffusion sur milieu Mueller
Hinton (9 ml d’eau physiologique + une colonie pure de pseudomonas). 11 antibiotiques
communément utilisés en thérapie humaine ont été retenus.

La photographie 15 montre les antibiogrammes obtenus, les valeurs des diameétres
d’inhibitions sont comparées aux valeurs du tableau de lecture (Annexe 05).

Les valeurs obtenues nous ont permis de classer les bactéries en sensible (S), ou

résistante (R) a chaque antibiotique Tableau V.
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Tableau V : Classes de résistance obtenues apres lecture de 1’antibiogramme
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Photographie 12 : Photographies des antibiogrammes de Pseudomonas

Les taux de résistance et de sensibilit¢ pour chaque antibiotique sont calculés, les

résultats obtenus sont regroupés dans le tableau

Tableau VI : Les taux de résistance et de sensibilité pour chaque antibiotique

Profil de résistance Pourcentage de Pourcentage de
résistance des bactéries | sensibilité des bactéries
TC 8% 92%
TIM 8% 92%
LEV 0% 100%
CT 12% 88%
PRL 8% 92%
CIP 8% 92%
TOB 4% 96%
CAZ 8% 92%
IPM 0% 100%
CN 12% 88%
AK 0% 100%

On observe que les taux de résistance varient nettement d’un antibiotique a 1’autre, le
taux de résistance le plus élevé est celui des Aminosides, principalement la résistance a la
gentamycine et la colistine (12 %) suivit de celles des P lactamines, la ticarcilline, la
ticarciline + l'acide clavulanique, piperacilline et céftazidim (8 %). Le méme taux de
résistance (8 %) pour la ciprofloxacine appartenant a la famille des Fluoroquinolones.

Le taux de résistance a I'Amikacine , I'Imipénéme et la Lévofloxacine est nul.
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B Pourcentage de résistance des bactéries

B Pourcentage de sensibilité des bactéries

100% 96% 100% 100%

92% 92% gy 92% 92% 92% 88%

TC TIM LEV CT PRL CIP TOB CAZ IPM CN AK

Figure 05 : Pourcentage d’isolats de genre Pseudomonas résistantes a divers antibiotiques.

CAZ : Ceftazidime; IMP : Imipenéme ; PRL : Piperacilline ; CN : Gentamicine; TOB: Tobramycine; CIP :
Ciprofloxacine; CT : Colistine

I. 5. Multirésistance de genre Pseudomonas

Notre travail a également permis d’étudier le phénoméne de multirésistance. Une
souche multirésistante est une souche qui présente une résistance a au moins deux
antibiotiques. Nos résultats montrent un cas de mutliresistance acquise a 4 antibiotiques

principalement aux [ lactamines et aux aminosides.
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Conclusion et perspectives

A travers cette étude, nous avons évalué le degré de contamination du lait de vache cru en
germe psychrotrophes appartenant au genre Pseudomonas, ce lait est collecté a partir d'une

ferme traditionnelle située aux alentours de la ville de Khenchela.

Nous avons mené cette étude microbiologique durant le mois de Mars en utilisant des
Meéthodes normalisées pour 1’isolement, I’identification et le profil de résistance des

microorganismes (psychrotrophe) aux antibiotiques.

Globalement le profil bactériologique des isolats est marqué par une prédominance de
Pseudomonas fluorescens suivit de Pseudomonas putida et finalement de Pseudomonas
aeruginosa. En effet, 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.

Les résultats de I’antibiogramme montrent que le taux de résistance le plus élevé est celui
des Aminosides, principalement la résistance a la gentamycine et la colistine suivit de celles des
B lactamines et des Fluoroquinolones. Le taux de résistance a l'Amikacine, 1'Imipénéme et la

Lévofloxacine est nul.

Sur le plan technologique, ces laits sont considérés comme fortement pollués et risquent

de compromettre le bon déroulement des opérations surtout en transformation fromagere

La portée de ces résultats, qui corroborent en grande partie ceux d’autres études doit
toutefois étre complété par d’autres échantillonnages prospectant le méme site et d’autres sites
judicieusement choisis. Ainsi dans nos perspectives d’avenir il nous semble intéressant de
compléter utilement cette approche par :

- La réalisation de nouveaux prélévements complémentaires sur ce site et d’autres sites
pour valider nos premiers résultats.
- Etudier une population plus importante, pendant une période plus longue;

- Recherche des geénes de résistance par séquengage.
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Annexes

Annexe 01 : Composition des colorants de gram

Cristal violet ou violet de gentiane (pour coloration de Gram)

e Solution mére A
Cristal Violet ou Violet de Gentiane................ 25¢g

Ethanol 296 %........c.ccevveveiiieiieeceeeieiee, 250 ml

La solution est vigoureusement agitée a trois reprises dans la méme journée. On laisse
déposer. La Solution est préte a I'emploi des le lendemain.
Conservation : Quelgues années en flacon brun Hermétiqguement bouché.

e Solution mére B
Oxalate dAmmonium (NH4)2C204.H20........ 59

Eau Distillée..........cccovvvveveiiieie e 500 ml
Conservation : 2 a 3 mois dans un flacon hermétiquement bouché.

Fuchsine
e Fuchsine mére saturée
Fuchsine Basique...........cccccvevvervvennenne. 25¢
Ethanol 296 %0........ovveeeeeiieeicieeeee 250 ml

Conservation : Quelques années dans un flacon brun hermétiqguement bouché.

e Solution mére aqueuse de Phénol a5 % (v/v) :
Phénol Cristallisé fondu .......................... 50 ml

Eaudistillée..............oooiiiiiiii 950 ml
conservation : Quelgues mois dans un flacon hermétiquement bouché.

Fuchsine (solution de travail)

Solution saturée de Fuchsine Basique, filtrée.......... 100 ml
Solution aqueuse de Phénol a5 %............ccccovevuennnn. 900 ml
Conservation : Au moins 2 ans.

Fuchsine diluée (pour coloration de Gram)

Fuchsine Phéniquée .................ccoiiiiiiniieenieeen. 01 ml
Eau Distillée..........ccovveieiiicecr e 09 ml
Conservation : 1 mois tout au plus, et Faire la dilution avant chaque coloration.

Lugol faible (pour coloration de Gram)

lodure de Potassium (K1.......cccooeivieiieiecicceeec, 2,34 ¢
lode en Cristaux ou lode Sublimée............cccccvevvenene 1,669
Eau Distillee.........cooveiieeceec e 500 ml

Conservation : non filtré : 3 mois. Le Lugol doit avoir une coloration brun rouge.
S'il est jaune, il ne fonctionnera plus et doit étre jete.

Alcool Ethyligue Ou Ethanol

Alcool primaire, liquide incolore, d'odeur agréable, miscible a I'eau en toutes proportions,
miscible a de nombreux solvants organiques, I'éthanol ou alcool éthylique, CHz—CH,OH
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Annexe 02 : Composition des milieux de culture.

Gélose Au Cetrimide

La gélose au cétrimide (CEtylTRImethylammonium broMIDE) est utilisee pour
I’isolement et I’identification présomptive de Pseudomonas aeruginosa. Le cétrimide est un
ammonium quaternaire qui inhibe la croissance de la plupart des autres espéces bactériennes.
Pseudomonas aeruginosa colore ce milieu en bleu-vert par production de pyocyanine.

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

Peptone 20,00
Chlorure de magnésium 1,40
Sulfate dipotassique 10,00

Cétrimide 0, 30
Glycérol 10 mi
Agar 13,60

pH finala 25°C: 7,2+ 0,2
Le milieu en tubes ou flacons se conserve entre 15 et 25°C, et entre 2 et 8°C pour les boites

Gélose King A

La gélose King A est utilisée pour la caractérisation des Pseudomonas par la mise en
évidence de la production de pyocyanine
Ingrédients en grammes par litre d'eau distillée ou déminéralisée.

Peptone 20,00

Sulfate de potassium 10,00

Chlorure de magnésium 1,40

Agar 15,00

pH final a 25°C : 7,2+ 0,2

Le milieu en tubes se conserve entre 15 et 25°C jusqu'a la date d’expiration.

Gélose King B

est utilisée pour la caractérisation des Pseudomonas par la mise en évidence de la
production de fluorescéine (pyoverdine).

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

Peptone de viande 10,00
Peptone de caséine 10,00
Phosphate dipotassique 1,50
Sulfate de magnésium 1,50
Agar 15,00

pH final 4 25°C : 7,2 £ 0,
Le milieu en tubes se conserve entre 15 et 25° jusqu'a la date d’expiration indiquée sur
I’emballage.
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Gélose Nutritive

La Gélose Nutritive est un milieu largement utilisé pour la culture des micro-organismes
peu exigeants. Elle est recommandée dans de nombreuses méthodes standardisées d’analyses des
aliments, des laitages, de 1’eau et d’autres produits.

Ingrédients en grammes pour un litre d'eau distillée ou déminéralisée. pH final a4 25°C : 6,8 + 0,2

Peptone 5.00
Extrait de viande de boeuf 3.00
Agar 15

Le milieu en flacons et tubes se conserve entre 15 et 25°C jusqu'a la date d’expiration
indiquée sur I’emballage. Le milieu en boites se conserve entre 2 et 8°C jusqu'a la date
d’expiration indiquée sur I’emballage.

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 I'0.M.S. Elle
peut également étre additionnée de sang pour réaliser I'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 beeuf 30,00 g
Peptone de caséine 17,509
Amidon 1509

Agar 17,00 g

Ph final a25°C : 7,3 et 0,2
Le milieu en flacons ou boites se conserve entre 2 et 8°C.

Bouillon Nutritif

Le Bouillon Nutritif est un milieu largement utilisé pour la culture des microorganismes
peu exigeants. Il est recommandé dans de nombreuses méthodes standardisées d’analyses des
aliments, des laitages, de 1’eau et d’autres produits.

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

Peptone .....cccceevevvieceeeee 5,00 pH finala25°C:6,8+0,2
Extrait de viande de beeuf......... 3,00

Le milieu en flacons ou tubes se conserve entre 15 et 25°C jusqu'a la date d’expiration
indiquée sur I’emballage.
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Annexe 03 : Tableau de lecture de la galerie API1 20 NE

Reésultats
Tests | Composants actifs Eeactions/enzvines —— —
po ' Negatif || Positf |
Reduction des nirates en NIT,~NTT,/Smin
nerites Incolore Rose-rouge
NO; || Potaszium mfrate —
Féduction des nitrates en In finin
azote Fose incolore
James Immediat
IRP | L-ryptophane Formation d'indole {TRyptoPhane) Tocolore
i Fioze
vert palejmme
GLU | D-glucose || Fermentation (GLUcose) Bleu 3 vert jaume
ADH | L-arginine | Arzinne DiFiydrolase s
r OTanZe ToSE
URE | Lree || UREase Jaune rouse
ESC || Esculine citrate de fer || Hydrolyse (p-glucosidase) Jaune Gm':;a;n:'n
. de diffsi diffusion
CEL || Gélatme Hydrolyse (protease) (GELatine) PET dE. f'm:' du pigment
dn pigment oir
4-pitvopheny-FD- f-galactozidase (Para-MMitoPheny]
PNPG o [ctoovranoside | BD Galaciopyranosidase) Incolore Jaune
GLU || D-ghcose " Assimbation (GLUcose) Transparence Trouble
ARA || L-arsbinose | Assimilation (AR Abmose) Transparence || Trouble
ANE ([ D-mannose " Assimbtion (ManMosE) Transparence Trouble
MAN || D-mannitol | Assimilation (MANitel) Transparence || Trouble
NAG || N-acetylghicosamine | éi:fiﬁ; (H-Acetyl Transparence Troubls
MAL ([ D-malose " Aszmmbtion (MATLtose) Transparence Trouble
- - Aszmmbtion (potassmm )
GNT || Potassmm ghiconate aneadaTot Transparence Trouble
CAP || Acide caproue " Azzmmlation (acide CAPnique) || Transparence Trouble
ADI Aride admpaque " Azzmmlation (acide ADIpique) || Transparence Trouble
MLT | Acide malique | Assimikation (MaLaTe) Transparence || Trouble
CIT || Tnsodmm cirate H.-f!.::m.u_'atinu (reodmm ClTrate)|| Transparence Trouble
- : Assmmlation ;
PAC || Acide phenvlzcetuque ||I:a-:LdEP]:u='-_u1r']_-fLCe _— Transparence Trouble
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Annexe 04 : Interface du logiciel d’identification API Excel.
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Annexe 05 : Valeurs critiques des diamétres des zones d’inhibition et des CMI pour
Pseudomonas aeruginosa

Charge Diamétres critiques (mm) CMI critiques (pg/ml)
de
Antibiotiques testés — — - — -
disque Résistant || Intermédiaire || Sensible || Résistant || Sensible
B-Lactamines 75png <14 - >15 >128 <64
Ticarcilline
Ticarcilline + 75/10pg <14 - >15 >128/2 <64/2
Ac. Clavulanque
Piperacilline 100pg <17 - >18 >128 <64
Ceftazidime 30pug <14 15-17 >18 >32 <8
Aztreonam 10pg <15 16 -21 >22 >32 <8
Imipenem 10pug <13 14 -15 >16 >16 <4
Aminosides
- 30ug <14 15-16 >17 >32 <16
Amikacine
Gentamicine 10ug <12 13-14 >15 >8 <4
Tobramycine 10ug <12 13-14 >15 >8 <4
Quinolones
Sug <15 16 — 20 >21 >4 <1
Ciprofloxacine
Tétracyclines
Tétracycline 30pg <14 15-18 =19 =16 <4
Autres
30pg <12 13-17 >18 >32 <8
Chloramphénicol
Rifampicine 30ug <14 14 - 18 >19 >16 <4
Fosfomycine 30pg <14 - >14 >32 <32
Triméthoprime + ) .
methop ! 255/23 ! <10 11-15 >16 >8/152 <2138
ng
Sulfaméthoxazole

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

les recommandations de 'OMS 5eme édition 2008
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Annexes 06 : Matériel et réactifs utilisés

Matériel et appareillages

Pipettes graduees stériles de 1 ml
- Bec bunsen

- Portoir pour tubes a essai

- Pipettes Pasteur stériles.

- Bain marie

- Boites de pétri

- Marqueur

- Des lames

- Applicateur de disque

- Pied a coulisse

- Anse de platine

- Etuve électrique

- Microscope optique

- Chambre noire a Lampe ultraviolet

Milieux de culture

- Eau distillée stérile en tubes
- Gélose Au Cétrimide

- Gélose Mueller Hinton

- King A

- King B

- Disques d’antibiotiques

- Galeries APl 20 NE
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Résumés

Occurrence et profil d'antibiorésistance des Pseudomonas isolés du lait de
vache cru
Résumé

Le lait cru de vache est un aliment consommé sans aucun traitement dans la plupart
des pays africains. En vue d’apprécier les risques microbiologiques liés a la consommation de
cet aliment, nous avons mené une ¢tude sur la flore d'altération psychrophile du genre
Pseudomonas du lait de vache cru. Le site choisit pour cette étude est une petite ferme
traditionnelle de la wilaya de Khenchela.

Nous avons mené cette étude microbiologique durant le mois de Mars en utilisant des
M¢éthodes normalisées pour I’isolement, 1’identification et le profil de résistance des
microorganismes (psychrotrophe) aux antibiotiques.

Globalement le profil bactériologique des isolats est marqué par une prédominance de
Pseudomonas fluorescens 68% (17 souches) par rapport a 28% (07 souches) de
Pseudomonas putida et 4% de Pseudomonas aeruginosa. (01 souche)

Ces résultats témoignent d’une négligence des bonnes pratiques de production au
niveau de la traite, de la collecte et du transport du lait cru.

Les résultats de I’antibiogramme montrent que le taux de résistance le plus élevé est
celui des Aminosides, principalement la résistance a la gentamycine et la colistine (12 %)
suivit de celles des B lactamines, la ticarcilline, la ticarciline + l'acide clavulanique,
piperacilline et céftazidim (8 %). Le méme taux de résistance (8 %) pour la ciprofloxacine
appartenant a la famille des Fluoroquinolones. Le taux de résistance a 1'Amikacine,

I'Tmipénéme et la Lévofloxacine est nul.

Mots clés : Lait cru, analyse microbiologique, psychrotrophe, Altération, Pseudomonas,
multirésistantes



Résumés

Occurrence and antimicrobial resistance profile of Pseudomonas isolated from raw
cow's milk

Abstract

Raw cow milk is a food consumed without any treatment in most African countries. In
order to assess the microbiological risks associated with the consumption of this food, we
carried out a study on the Pseudomonas flora of pseudomonas of raw cow's milk. The site

chosen for this study is a small traditional farm of the wilaya of Khenchela.

We conducted this microbiological study during the month of March using
standardized methods for the isolation, identification and resistance profile of microorganisms

(psychrotrophe) to antibiotics.

Overall, the bacteriological profile of the isolates is marked by a predominance of 68%
Pseudomonas fluorescens (17 strains) compared to 28% (07 strains) of Pseudomonas putida

and 4% of Pseudomonas aeruginosa. (01 strain)

These results show neglect of good production practices in the trafficking, collection

and transport of raw milk.

The results of the antibiogram show that the highest resistance is that of Aminosides,
mainly resistance to gentamycin and colistin (12%) followed by those of B lactams, ticarcillin,
ticarciline + clavulanic acid , Piperacillin and ceftazidim (8%). The same resistance rate (8%)
for ciprofloxacin belonging to the family Fluoroquinolones. The resistance rate to Amikacin,

Imipenem and Levofloxacin is zero.

Key words: Raw milk, microbiological analysis, psychrotrophe, Alteration, Pseudomonas,

multirésistant
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Le lait cru de vache est un aliment consommé sans aucun traitement dans la plupart des pays
africains. En vue d’apprécier les risques microbiologiques liés a la consommation de cet aliment, nous
avons mené une ¢étude sur la flore d'altération psychrophile du genre Pseudomonas du lait de vache cru.
Le site choisit pour cette étude est une petite ferme traditionnelle de la wilaya de Khenchela.

Nous avons mené cette étude microbiologique durant le mois de Mars en utilisant des Méthodes
normalisées pour [I’isolement, 1’identification et le profil de résistance des microorganismes
(psychrotrophe) aux antibiotiques.

Globalement le profil bactériologique des isolats est marqué par une prédominance de
Pseudomonas fluorescens 68% (17 souches) par rapport a 28% (07 souches) de Pseudomonas putida et
4% de Pseudomonas aeruginosa. (01 souche)

Ces résultats témoignent d’une négligence des bonnes pratiques de production au niveau de la
traite, de la collecte et du transport du lait cru.

Les résultats de 1’antibiogramme montrent que le taux de résistance le plus élevé est celui des
Aminosides, principalement la résistance a la gentamycine et la colistine (12 %) suivit de celles des f3
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