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Introduction

Introduction :

Le lait est un aliment biologique qui présente un intérét nutritionnel évident, il
constitue pour I’homme [’aliment de base. Sa production organisée remonte & plus de dix
mille ans. De puis le 19°™ siécle, la production ne cesse d’augmenter en raison de la
sélection de race performante, des progres réalisés médecine vétérinaire et zootechnie, Alais
et Perez, (1996).

En Algérie, le secteur de I’industrie laitiére occupe de plus en plus une place jugée
appréciable dans I’industrie alimentaire, du fait de I’importance de ces produits dans
1’équilibre nutritionnel de la population.

La composition du lait et ses propriétés physicochimiques en font un milieu trés
favorable a la multiplication des micro-organismes, qui le colonise lors des différents stades,
de la traite, lors de sa collecte et méme lors de sa commercialisation Pineiro et al, (2002).

La filiére lait peut étre définie & travers deux principaux segments : La production, le
circuit de distribution et commercialisation. Alais et Perez, (1996).

Dans le but de contribuer a I’étude de la qualité du lait produit et commercialisé dans
la wilaya de Jijel nous nous somme proposé a faire ce travail, et qui se divise en deux : Une
partie bibliographique et une partie expérimental qui sera consacrait & la détermination de la
qualité physicochimique et microbiologique du lait cru prélevé chez les éleveurs
producteurs et chez les commergants, afin de déterminer les niveaux et le degré de
contamination chez les producteurs et les commergants, de plus les germes isolés
intentionnellement subirent un test de sensibilit€ aux antibiotiques & fin d’estimer le degrés

d’utilisation de ces molécules dans les élevages bovin.






Chapitre I : La production du lait

I-1. Définition:
La vache laitiére est définie comme étant une femelle reproductrice de 'espéce bovin,
vache laitiére ou vache a lait, élevée pour le lait qu'elle produit. Larousse, (2006)

I-2. Les besoins alimentaires de la vache laiti¢re:
La gestion de l'alimentation du troupeau est déterminante dans la réussite de

I'élevage. Son objectif est non seulement d'alimenter les animaux de fagon a satisfaire leur
besoins en énergie, azote, minéraux, vitamines et en eux de boisson, mais aussi de les
maintenir dans un bon état de santé, a fin que puissent se reproduire, produire et résiste aux
agressions qui constituer les maladies. Maurée et Allard, (1998).

I-2-1. Les besoins en fibre effective :

Dans des conditions normales, les fourrages de bonne qualité couvrent les dépenses
de maintien et la production d'environ dix litres de¢ lait de vache. Fernandez et Ruiz Matas,
(2003).

I-2-2. Les besoins énergiques:

Une vache adulte de 600 kg doit recevoir 7.54UFL a la fin de gestation, 22.54UFL
quand elle en produit 20L; entre 65% et80% des besoins énergétique sont destinés au
maintien de la production de lait, alors que les 20% a 35% restants sont consacrés aux
dépense de maintien Charron, (1986).

I-2-3. Les besoins protéiques :
Les ruminants ont deux types de besoins protéiques:
¢ Resoins en protéines dégradables pour maintenir 'activité de la flore ruminale.
¢ Besoins en protéines biodisponibles pour maintenir l'activité organique et la
production du lait. Fernandez et Ruiz Matas, (2003).
I-2-4. Les besoins en calcium:

Les besoins journaliers en calcium pour le maintien des vaches sont de 35g. En outre
chaque litre de lait contient environ 102g de calcium. Fernandez et Ruiz Matas, (2003).
1-2-5. Les besoins en autres nutriments:

Les besoins journaliers en phosphore sont de 25 g pour le maintien, le lait de vache
contient presque lg de phosphore par litre. Les aliments habituels n'apportent pas le sodium
suffisant aux femelles laitier (chaque litre de lait contient environ 0.5g de sodium). Et les

besoins en eau sont d'environ 2 a3 litres par kilo de matiére séche ingérée. Charron, (1986).

t<



Chapitre I : La production du lait

1-3. Les aliments modulant la production laiti¢re:

Pour obtenir une bonne rentabilité en méme temps que les meilleurs résultats
techniques et sanitaires, il importe en premier lieu de disposer d'excellents fourrages qui
assurent avec un compliment une couverture déja large des besoins de production. Wolter,
(1997).

1-3-1. Le fourrage:

Le terme fourrage désigne la partie aérienne d'une plante qui rentre dans la ration de
base d'une animale herbivore. Comprenant obligatoirement des tiges et des feuille, mais
éventuellement des grains, il s'agit d'une alimentation grossier caractérise par un certain taux
de fibres longues présents dans les tiges et pétioles des feuilles. Cauty et Perreau, (2003).

Ils sont classés par ordre de teneur en maticres séche croissante:
1-3-1-1. Les fourrages verts:

Le groupe des fourrages annuels est essentiellement constitue par des céréales
consommées sous forme de plante entiére (avoine, blé, mis, orge, seigle, triticale). Ainsi que
de sorgho fourrager et ils sont systématiquement utilisés dans les systémes fourrager, ou
cultivés exceptionnellement pour pallier des déficits. Barret, (2005).

I-3-1-2. L’ensilages:

Forme de conservation de fourrage encore humide, haché plus ou moins finement et
acidifi€ grice a l'action des bactéries lactiques. Cauty et Perreau, (2003).

La valeur nutritive et l'ingestibilité du produit obtenu dépend essentiellement de celle
du fourrage au moment de la récolte, du traitement physique qu'il subit (broyage,
déshumidification, tassement, degré d‘anaérobiose), de [l'utilisation éventuelle de
conservateurs. Barret, (2005).
1-3-1-3. Les foins:

Le foin c'est le mode de conservation par déshydratation du fourrage a l'air libre, est
applicable aussi bien aux graminées qu'a certaines légumineuses comme la luzerne ou le
tréfle violet. La réalisation d'un foin de qualité nécessite deux a trois jours de beau temps
successifs, ainsi qu'une plante a un stade optimal.

Lorsque les rations des vaches en lactation sont basées sur le foin qui dpit alors étre

de trés bonne qualité. Cauty et Perreau, (2003).
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1-3-2. Racines, tubercules et leurs sous-produits:

Le manioc, plante cultivée en zone tropicale, présente des caractéristiques
nutritionnelles assez voisines de celles des graines de céréales.

Pour les plantes poussant sous les climats tempérés, les difficultés liées a la maitrise
de leur culture, de leur récolte et de leur conservation, sont responsable de leurs désintéréts
relatifs malgré leurs grandes qualités nutritives. Betterave, navets, racines d'endives sont
les plus utilisées. Barret, (2005).

I-4. La mamelle :
I-4-1. Définition:

La mamelle est une glande présente chez toutes les femelles mammiféres, et sa
fonction est de produire le lait, une secrétions né€cessaire a l'alimentation et a I'élevage du
jeun. Chez la vache laiticre, ce role a été détouré de son utilité premiere, et consiste a
présent a produire d'importantes quantités de lait qui seront lors de la traite et affectées & la
consommation humaine. Cauty et Perreau, (2003).

I-4-2. Structure de la mamelle :

La mamelle de vache, est une glande constituée de quatre quartiers indépendant,
chaque quartier est constitué d’un tissu sécrétoire, ou tissu glandulaire, composé de
nombreuses unités sphériques (les acine). Ce sont eux qui sont chargés de fabriquer le lait, &
partir des éléments apportés par le sang, les acines débouchent dans des canaux
galactophores, entourés des cellules myoépithéliales se contractant au moment de la traite,
et qui ont une double rdle de stockage du lait entre les traites ou les tétées, et d’éjection du
lait vers le sinus, galactophore et le canal du trayon, qui débouche sur I’extérieur. Un
sphincter maintien ce dernier, la mamelle est enveloppée par un tissu conjonctif riche
surtout en graisse et dont I’importance variera au cours des différents périodes de la vie de

la vache. Wolter, (1997).
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Figure 1 : coupe longitudinale de la mamelle. Cauty et Perreau, (2003).

I-4-3. La physiologie de lactation :

a- Le développement de la mamelle :
. La période feetale :

La différentiation entre sexes se fait a huit~- neuf semaines de gestation chez
’embryon femelle, on assiste au développement des bourgeons primaires. Les trayons, sinus
et canaux sont visible a partir de seize semaines, peu de changement jus qu’a la naissance.
Charon, (1986)

J La période de naissance a la puberté :

La mamelle se développe, elle prend sa forme définitive aux approches de la puberté,
soit entre six et douze mois, cette augmentation résulte du développement des tissus
conjonctifs et adipeux. Charron, (1986)

) La période de gestation :

C’est & partir de la premiére fécondation qu’interviennent les plus grands
changements. Jusqu’au quatrieme mois : développement réduit portant surtout sur les tissus
conjonctifs et vasculaire, 4 partir de cinquieme mois. Le tissu sécrétoire commence a
fonctionner. Le volume de la mamelle augmente progressivement jus qu’au vélage.
Charron, (1986).

. La période de lactation :

La mamelle continue & se développer pendant les deux premiéres mois de lactation,

puis elle va involuté plus au moins rapidement selon les individus et les races. Charron,

(1986).
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b- Le déclenchement de la secrétions lactée :

Le déclenchement de secrétions lacté est une phénoméne complexe. Cette
phénomeéne est due a une hormone hypophysaire (prolactine), la quelle est sécrétée en
quantité variable durant la gestation, il semble que les taux élevés d’cestrogénes et de
progestérone empéche la sécrétion de prolactine, d’ou une inhibition de la sécrétion lactée.
La chute brutale du taux de ces hormones apres le vélage permet la sécrétion de prolactine

et donc le déclenchement de lactation. Charron, (1986).

C- L’entretien de la sécrétion lactée :

La sécrétion lactée est sous la dépendance de deux catégories des facteurs :
o Facteurs généraux: tels que la géni tique, l’environnement et les agents
pharmacodynamiques éventuels
° Facteurs liées & la mamelle : ces facteurs conditionnent la sécrétion de prolactine,
hypophysaire. Cette sécrétion est due & un réflexe neuro-hormonal dont le point de départ

est mamelonnaire (stimulation par la traite ou succion du veau). Charron, (1986).

d- Le tarissement :
Au cours de la lactation et chez la vache gestante, [’effet stimulant de la prolactine est
contrecarré par ’augmentation des doses d’cestrogenes et de progestérone. Cette action

devient trés marquée a partir de quatriéme mois de gestation. Charron, (1986).

I-4-4. La régulation de la sécrétion lactée :

Le processus par le quelle lait est éjecté est évidemment trés compliqué. Il commence
avec la stimulation des terminaisons nerveuses & I’intérieure du trayon et a la surface de la
mamelle. La stimulation de ces nerfs donne lieu & des impulsions qui sont transmises par la
colonne vertébrale a une partie du cerveau : ’hypothalamus qui retransmet les impulsions
vers une petite glande a la base du cerveau, I"hypophyse cette glande sécréte alors une petite
dose d’une substance trés active. L’hormone d’éjection du lait (ocytocine) qui passe dans le
flot sangu'in et aprés 20 secondes environ, atteint la mamelle ou elle agit sur les fibre, celles-
ci se contracte violemment sous l’influence de I’hormone expulsent le lait. Whitlestone,

(1975).

-6 -
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I-4-5. Mécanisme de I’élaboration du lait dans la mamelle :

En réalité, il s’agit d’un processus chimique continuel a I’intérieur des cellules qui forment
les alvéoles. Ces cellules rassemblant les constituant du lait & partir du sang, il est
transforme par action chimique en lait. Whitlestone, (1975).

La mamelle richement irriguée prélevée dans le sang un certain nombres des

constituants. Cauty et Perreau, (2003).

Les glucides : le glucose prélevé a de multiples roles. 11 est utilis€ comme source d’énergie
pour la synthése de la caséine et des triglycérides. Il sert aussi de substrat pour la synthése
du lactose : ce sucre est constitué d’une molécule de glucose associée a une molécule de
galactose, elle méme fabriquée a partir de glucose, la synthése du lactose est déterminante
pour la production du lait : en effet 50grammes de lactose entraine a leur suite 900grames
d’eau. La quantité de lait produite est donc proportionnelle a la quantité de lactose fabriqué.

Cauty et Perreau, (2003).

Les lipides : les globules gras contienne essentiellement des triglycérides, synthétisé au
niveau de la mamelle & partir de glycérol et d’acides gras prélevés dans le sang, dont
I’origine peut étre , soit I’alimentation, soit la mobilisation des réserves graisseuses. Cauty

et Perreau, (2003).

Les protides : les protéines les plus importantes pour la fromage sont les caséines. Elles
sont fabriquées par la mamelle & partir des acides aminés prélevés dans le sang, lors d’une
synthése qui demande un apport d’énergies important sous forme de glucose. Ainsi, tout
déficit en énergie de la ration de la vache aura retombées sur le taux protéique du lait. CAU

Cauty et Perreau, (2003).
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D’aprés Fauconneau, (1969)

I-5. La traite :
La traite est I’opération qui consiste a extraire le lait contenu dans la mamelle.

Pour une bonne traite, il faut :

e Premiérement, quant les trayons sont salés, les laver a la douchette avant de recueillir
les jets. La pratique de la récolte des premiers jets réduit les chances d’une
contamination par le lait infecté.

¢ Deuxiémement; laver a fond la mamelle a I’eau courante, tout en massant
vigoureusement les trayons et les parties basses pour exciter la vache et chasser les

impuretés macroscopiques.

Troisiémement ; finir d’essuyer la mamelle en massant vigoureusement trayons et parties
basses. Whitlestone, (1975).
La traite se fait & la main (traite manuelle) qui se fait dans des troupeaux peu
nombreux ou avec une machine a traite (traite mécanique). Fernandez et Ruiz Matas, (2003).
Elle est généralement effectuée deux fois par jour (quelques étables font trois traites
par jour). Elle exige main d’ceuvre de qualité. Dans des mouvais conditions elle peut

entrainer des diminutions de production et des accidents sanitaire. Charron, (1984).
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I-6. La collecte et transport :

La qualit¢ du lait concerne sa faculté de conservation et son aptitude a étre
transformé avec un bon rendement en dérivés €galement sains savoureux, de haute valeur
nutritionnelle. Wolter, (1997).

Comme on a pu le voir, on obtient un lait inévitablement contaminé, il importe alors
de stopper le développement des microorganismes et d’éviter ainsi toutes altération du lait
jusqu’a son utilisation.

Le refroidissement du lait permet un ramassage tous les deux ou trois jours. La
chaine de froid est ininterrompue. II doit étre rapide (immédiatement aprés récupération du
lait), rigoureux (4°C : température d’inhibition des microorganismes).les camions-citernes
étant réfrigérés, et le lait n’est jamais en contact de ’air ambiant, chargement et
déchargement s’effectuant par tuyaux. Par contre ce mode de transport implique le mélange
des laits avec des risques de contamination, méme par des petites quantités de laits
« souillés ». C’est au cours de cette collecte que sont prélevés les €chantillons nécessaires
aux contrdles de la qualité bactériologique et de teneur en matiére grasse et matiére utile.

De plus, au cours du voyage, le lait aura subit une agitation qui peut porter atteinte a
ses propriétés physico-chimiques (lipolyse). Dans la plupart des cas, le lait arrivera a la
laiterie & 6°C, 13, il est préférable qu’il soit transformé de suite. S’il doit étre conservé
pendant 12h il sera refroidi a une température de 1°C , au-dela de 18h, il devra étre thermisé

ou pasteurisé. Charron, (1984).

I-7. La commercialisation :

La vente du lait a une laiterie ou une coopérative laitiére et parfois vente directe ou
éventuellement transformation en fromage a la ferme. Le lait livré est payé a la quantité
mais aussi en fonction de sa composition (taux protéique et butyreux), de sa qualité
bactériologique (teneur en germes) et de sa teneur en cellules. Ces deux derniers critéres,
souhaités les plus bas possibles, prennent d’ailleurs de plus en plus d’importance dans la
rémunération. Cauty et Perreau, (2003)

En ce qui concerne le systéme de commercialisation deux situations se distinguent :

» La premiére caractérise les systémes ou trés peu de lait est commercialisé par défaut
de systéme de collecte et I’éloignement des centres de commercialisation urbains.

» La deuxiéme situation caractérise les systémes en zones agricoles proches des

centres de commercialisation ou existe une infrastructure de collecte de lait.
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Le lait est en principe livré deux fois par jour, mais en hiver certains éleveurs gardent

la traite du soir jusqu’au matin. Eddrbrah. (1987)

I-8. L’hygiéne de lait a la production :

Le lait est un excellent milieu pour le développement des microorganismes. Il doit
tout d’abord provenir d’exploitation enregistré et contrdlé.

Les animaux doivent donc étre en bonne santé, ainsi, ils ne doivent présenter aucun
. symptdme de maladies contagieuses transmissible a I’homme, et ne doivent pas avoir été
traités avec des substances dangereuses pour la santé de I’homme.

Le lait ne doit pas non plus contenir des résidus de substance telles que les
antibiotiques, sulfamides, mycotoxines, métaux lourd, radio élément artificiel, a des taux qui
dépassent le niveau de tolérance admis; de plus I’hygi¢ne de traite, de la collecte, du
transport, de la standardisation, des traitement éventuelle et du personnel doit aussi étre

contr6lée grace a des norme microbiologiques qui doivent étre respectés. Fredot, (2005)

I-9. Les actes frauduleuses du lait :
De maniére générale I’analyse du lait vise & détecter les défauts suivants : impuretés,
adultérations (mélange), composition modifiée. (eau, matiére grasse ou protéine), aditifs ou

résidu de substances étrangéres non autorisées. Berger et al, (2004).

I-9-1. Le mouillage du lait :

Le lait écrémé a une masse volumique supérieur a 1.035g/1, un lait mouillé c- &- dire
dont le quel I’eau a été ajoutée, a une masse volumique plus faible et qui tend vers 1g/1
quant on ajoute de plus en plus d’eau. Un lait & la fois mouillé et écrémé peut avoir une

masse volumique normale. Berger et al, (2004).

1-9-2. Autres adultérations :

L’adjonction d’un succédané du lait destinée a la [’alimentation des veaux se
répercute sur la répartition des acides gras. L’adjonction de lait écrémé reconstitué se traduit
par une diminution de la teneur en matiére grasse. En outre, pratiquement tous les
succédanés du lait (lactoremplaceurs) contient des agent chimio thérapeutiques en dose
nutritive, de sorte que la présence de telles agents dans le lait constitu¢ également un indice

pertinent permettant de conclure & ce genre de falsification. Berger et al, (2004).
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II-1. Définition :
Le lait destiné & I’alimentation humain a ¢ét€¢ définie en 1909 par le congrés

internationale de la répression des fraudes : « le lait est le produit intégrale de la traite total et
ininterrompue d’une femelle laitiére bien portante, bien nourrit et non surmenée. II doit étre
recueillie proprement et ne pas contenir le colostrum ». Le lait sans indication de I’espéce
animal de provenance de lait de vache. Larpent, (1997).

La définition réglementaire du lait cru est donnée par Particle 2- de la directive CEE
92/46 il s’agit d’un lait non chauffé au de la de 40°c et n’ayant subi aucun traitement d’effet
¢quivalent Montel et o/, (2005).

1I-2. La composition du lait :

La composition moyenne de lait de vache est de 88% d’eau, 5% de lactose, 3.5% de
graisse et 3.5% de protéine. La valeur énergétique moyenne d’un litre de lait est de 3.1 pl. le
contenu minérale de lait reste relativement constant. Les vitamines liposolubles se trouvent
surtout dans le lait riche en matiére grasse. Fernandez et Ruiz Matas, (2003)

Tableau N°2 : composition de lait de vache. ALais et linden, (1997)

Composition g/l Etat physique des
composants
Eau 905 Eau libre (solvant) plus
cau lie
Glucides : lactose 49 solution
Lipides : 35 Emulsion du globules gras
-Matiére grasse proprement dite | 34 (345 microns)
-lécithine  (phospholipide)
-partie  insaponifiable  (stérol,
caroténes) 0.5
0.5
Protides : 34 Suspension micellaire
- Caséine Phosphocaséinate de
- Protéine soluble | 27 calcium
(globulines, albumine) ' Solution colloidale
- Substance azoté non| 5.5
protéique
Solution (vraie)
1.5

- 11 -
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Sels 9 Solution ou état colloidale
- L’acide citrique 2
- L’acide phosphorique
- L’acide chlorhydrique 2.6

1.7

Constituants divers (vitamine, | Traces
enzyme, gaz dissous)

Extrait sec total 127
-extrait sec non gras 92

H-2-1. L’eau :

L’eau est I’é1ément quantitativement le plus important, il a une proportion qui varie
beaucoup suivant la nourriture donnée aux vaches et le temps qui s’écoule depuis la parturition.
Cette proportion varié de 80% a 90%. Veysseyre, (1976).

I1-2-2. Les glucides :

Dans le lait de vache, les glucides sont représentés essentiellement par le lactose, ou
galactosido 1-4 glucose,qu’est synthétisé dans la glande mammaire. C’est un disaccharide a
saveur relativement peu sucrée, peu soluble qui possede un groupement réducteur. Desnuelle,
(1976).

II-2-3. Les lipides :

Les matiéres grasses du lait ont la forme de petits globules sphériques qui sont invisibles
a 1’oeil nu, la dimension des globules de matiére grasse est d’environ 0.1 a 20pm. Les matiéres
grasses de lait se composent principalement de triglycérides, de phospholipides et d’une
fraction insaponifiable constituée en grande partie de cholestérol et de - caroténe. Vignola,
(2002).

11-2-4. Les protides :

Le lait contient en moyenne 3.5%de protéines. Cette teneur varié selon I’alimentation de
I’animal, les saisons et le cycle de lactation. Les protéines de lait de vache sont d’une
excellente qualité : le coefficient d’utilisation digestive est remarquable : proche de 100% pour
les protéines totales et de I’ordre de 98% pour les caséines. Particuliérement riches en lysine.

Fredot, (2006)
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I1-2-5. Les sels :

Les minéraux du lait ne forment qu’une faible partie des substances séches que nous
étudions ci-aprés ; mais ils sont intéressants par leur contenu en calcium (1,25 g/L) et en
phosphore (1g/L). Lait est une des plus importantes sources de calcium dans la nutrition
humaine. Le lait de vache contient de potassium (1,5g/L) et trois fois moins de sodium

(0,5¢/L). ALais et linden, (1997)

II-2-6. Les vitamines et les enzymes:
¢ Vitamines :

Le lait est une bonne source de plusieurs vitamines hydrosolubles, dont la plupart des
vitamines du groupe B (riboflavine, niacine, pantothénique, biotine, thiamine), qui
interviennent entre autres dans 1’utilisation des glucides. Trémoliéres, (1981).

e Enzymes:

Ce sont des substances organiques de nature protidique, produit par des cellules ou des
organismes, agissant comme catalyseur dans les réactions biochimiques. Environ 60 enzymes
principales ont été répertoriées dans le lait dont 20 sont des constituant natifs. Une grande
partie se trouve dans la membrane des globules gras. Ces enzymes peuvent jouer un réle trés
important en fonction de leurs propriétés. Debry, (2001).

I1-2-7. Autres nutriments : |

Le lait contient aussi des anticorps, des hormones méme certaines cellules macrophages,

il contient inévitablement des microorganismes, et par fois accidentellement des antibiotiques

et antiparasitaires. Cheftel, (1976).

I1-3. Les facteurs influencant la composition du lait :
Plusieurs facteurs interviennent dans la détermination de la composition chimique du
lait, ces facteurs sont soit liés a I’animal (facteurs génitiques, stade physiologique, état

sanitaire) soit au milieu (alimentation, saison, traite). Araba, (2006).

I1-3-1. Les facteurs liés a Panimal :
a. Facteurs géni tiques :
Les changements génétiques ont des conséquences non seulement de taux protéique,

mais aussi de fréquence de variation génétique des protéines.
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Dans le lait les §- lactoglobulines étaient du type AA coagulait plus vite et en donnant
un coagulum plus ferme que le lait dont les P-lactoglobuline de type AB ou BB. Ferrand,
(1987).

b. La stade de lactation:
Au cours de lactation entiere, on constate I'évaluation suivante:
*Baisse des teneurs en lactose de 50 a 45g/kg.
*Une baisse de taux butyreux de 40 a 35g/kg.
sbaisse de la teneur en matiére azotée de 33 a 28g/kg au cours des 6-7 premiéres semaines, puis
remonte jusqu'a 36g/kg.

A partir, du troisieme mois de lactation, les teneurs du lait en matiére grasse et matiére

azotée, aprés un palier minimum plus au moins long selon la saison, augmentent alors que la

teneur en lactose diminue. Decaen, (1969).

c. L’age et nombre de vélage:

La quantité de lait augmente généralement du premiére veau au cinquiéme ou sixiéme
puis diminue sensiblement et assez vite a partir du septiéme. Les modifications de la
composition ne sont pas nettes. Veisseyre, (1979)

Le vieillissement des vaches provoque un appauvrissement de leur lait cette tendance est
due & la diminution de la richesse du lait et de la production des caséines dans les protéines
serait due a un effet spécifique de I'age et a la dégradation de I'état de la mamelle provoquée par
la fréquence croissance de vache atteintes de mammites. Whittletone, (1987).

d. L’etat sanitaire :

Les affections de la mamelle sont fréquentes dans les élevages laitiers et constituent un
des principaux soucis des éleveurs. Elles entrainent diverse modification des caractéristiques
physico-chimiques et biologiques du lait, et notamment une forte augmentation de la
concentration des cellules, a cause du passage natif des globules blanc du sang a la mamelle.

D’une facon générale, la dégradation sanitaire de la mamelle entraine une diminution de
la concentration des constituants qu’elle synthétise; la concentration des protéines est

généralement peu affectée, mais la composition de leur mélange est modifiée. Ferrand, (1987).
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II-3-2. Les facteurs liée au milieu :

a. L’alimentation :

L’alimentation du vache laitiére joue aussi un grand rble pour la qualité du lait,
notamment la saveur et la teneur en protéines, d’autres caractéres peuvent dépendre de
’alimentation.

L’alimentation peut aussi apporter au lait des résidus antiparasitaires et d’élément
radioactifs Sr’° notamment, une éventuelle contamination par des antibiotiques et par des
hormones de croissance découle des traitements vétérinaires. Cheftel, (1976)

b. La traite :

Habituellement on croit que la production de lait est supérieure lorsque la vache est
traitée trois fois par jour au lieu de deux fois. Whittletone, (1987).

Les intervalles entre les traite ont un effet non seulement sur la production, mais aussi sur
la composi?lon du lait ; I’intervalle de 12 heurs donne les meilleurs résultats. Decaen, (1969).

¢. La variation saisonniére :

Tous les transformateur constatent une variation annuelle de la composition du lait.
Alinsi, le taux protéique diminue de Janvier a la fin de la période de stabulation, remonte de
facon fugace (1a 2 mois) a partir de la mise a [’herbe puis diminué jus qu’au milieu de I'été
(Juillet- Aof(it) ol il atteint son minimum ; il remonte ensuite pendant la fin de la période de

stabulation d’automne. Ferrand, (1987).

II-4. La qualité du lait :
La qualité du lait frais représente un capital de départ qu’il faut préserver au cours des

opérations de stockage, de transformation et de vente. Dudez, (2002).
II-4-1. La qualité organoleptique :

I1-4-1-1. La couleur :
Le lait est de couleur blanc mat, qui est due en grande partie a la matiére grasse, aux
pigments de caroténe (la vache transforme le - caroténe en vitamine A, qui passe directement

dans le lait). A la caséines et 4 la vitamine B2. Fredot, (2006).
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11-4-1-2. L’odeur:

Elle est caractéristique. En effet, le lait grace qu’il contient, fixe des odeurs animales.
Elles sont liées a ’ambiance de la traite, a I’alimentation de 1’animal et a4 la conservation du
lait, Larpent, (1997).

11-4-1-3. La saveur :

Elle varie en fonction de la température de dégustation et de I’alimentation de I’animal.
Fredot, (2006).
I1-4-1-4. La consistance :

Elle correspond a la résistance d’un liquide a I’écoulement. Elle est due a la présence des
protéines et des matiéres grasses dans le lait. Elle limite la montée des matiéres grasses a la
surface du lait, diminue lorsque la température augmentée et augmente lorsque le pH est

inférieur de 6. Fredot, (2006).

II-4-2. La qualité chimique :

Le lait peut étre pollue par différents produit chimiques (antibiotique, désinfectant,
métaux, radio éléments, pesticides), cette pollution qui & tendance & augmenter de puis
quelques années, peut se révéler toxique pour la consommation humaine, elle peut aussi étre a

’origine de difficultés technologiques pour les industries laitiéres. Trémoliére et al, (1984).

11I-4-3. La qualité bactériologique :

Le lait est un excellent milieu de croissance pour de nombreux germes et bactéries. Pour
étre propre a la consommation, le lait doit €tre exempt de microorganismes et toxines
dangereux pour la santé. La qualité bactériologique est déterminée en nombre de germe par ml
de lait.

Le lait ne doit pas contenir plus de 50000 germes par ml apres la traite a I’entrée dans le

refroidissement a la ferme. Larpent, (1997).

II-5. La microbiologie du lait :
Le lait est, par sa composition, un aliment de choix ; il contient des graisses, du lactose,
des protéines, des sels minéraux, des vitamines et d’eau, son pH est de 6,7..11 va étre un

substrat trés favorable au développement du microorganisme. Guiraud, (1998).
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11-5-1. La flore originale :

Le lait contient peu de microorganismes lorsqu’il est prélevé dans des bonnes
conditions. A partir d’un animal sain (moins de 5000 germes par ml) et moins de coliforme par
ml. Il s’agit essentiellement de germes saprophytes du pis et des canaux galactophores ;
microcoques, streptocoques lactiques et lactobacilles.

D’autre microorganismes peuvent se trouver dans le lait lorsque il issu d’un animal
malade ; ils sont généralement pathogeénes et dangereux du point du vu sanitaire. Bourgeois,

(1996).

I1-5-2. La flore contaminante :

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, qui causera des
défauts sensoriels ou qui réduira la durée de conservation des produits,et d’une flore pathogéne
capable de provoquer des maladies chez les personnes qui consomment ces produits laitiers. On
considére comme flore contaminante d’altération et pathogéne du lait, ’ensemble des

microorganismes contaminent d’une maniére accidentelle le lait extrait du pis de la vache.

Vignola, (2002).

HI-5-3. Action de la flore du lait :
II-5-3-1. L’aspect sanitaire :

Des germes pathogénes peuvent étre présents dans le lait : certains sont capables de se
multiplier, d’autres sont simplement transmis. La plupart des maladies graves citées ici ne sont
toute fois transmises qu’exceptionnellement par le lait.

La tuberculose due aux Mycobactérium du lait est rare; les brucelloses sont plus
fréquentes. Des fievres typhoides ou paratyphoides peuvent étre causées par les salmonelles,
des toxi-infections ou intoxications par les staphylocoques. Les cas de dysenterie par Shigella,
d’intoxication par Escherichia Coli Enteropathogénes et d’angines ou scarlatine par des
Streptocoques pyogénes sont rares. La transmission du charbon, de la listériose, de la fievre Q
ou maladies virales est exceptionnelle, des mycotoxines peuvent aussi étre présentes dans les

produits laitiers. Guiraud, (1998).
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11-5-3-2. L’aspect qualitatif :

De nombreux microorganismes peuvent se développer abondamment dans le lait, en
entrainant par leur action des modifications de texture et de golt. Ces altérations vont dépondre
des conditions de stockage du lait (aération, température) et des traitements qu’ils subis.

"e Surissement et acidification avec coagulation :

La plupart des microorganismes sont capables de fermenter le lactose en produisant une
acidification qui entraine la coagulation de la caséine, elle est facilite par le chauffage du lait
acidifié, le germe le plus fréquemment impliqué est lactococcus lactis avec plus rarement
association avec des Coliformes,}ntérocoque, ¥ icrocoque eti’actobacz’lle. Au dessus de 37°¢
les germes en cause sont ; streptococcus faecalis ou lactobocillus bulgaricus.

e Protéolyse :

Elle est favorisée par un long stockage a4 basse température. La protéolyse peut se
manifester directement par ’odeur et par une légere alcalinisation du lait, les germes
incriminés sont ; 4icrococcus, Alcaligenes, ,/.fz eromonas, B)acz'llus:, C.lostridum, P‘Sedomons et les
germes de la flore banale Gram négatif. Guiraud, (1998).

e FKilage:

Il peut étre du a des agents non bactériens, exemple : excés de créme, a une action
microbienne indirecte, ex ; passage de leucocyte et le fibrine dans le lait ou & une action
microbienne directe.

e Autres dégradations :

Les pseudomnaceae et les bactéries sporulées peuvent dénaturer la matiére grasse par
oxydation des acides gras insaturés, hydrolyse ou les deux. D’autres germes ; f’seudomonas
fluorescens ouflcalinigenes feacalis peuvent provoquer une alcalinisation importante avec une
formation d’urée, d’ammoniac et de carbonate. Lactococcus lactis peut donne au lait un goiit
caramel. En fin des microorganismes pigmentés peuvent entrainer des colorations parasitaires.

Guiraud, (1998).
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11-6. Les propriétés physicochimiques :

I1-6- 1. La masse volumique du lait (densité) :

Elle est de 1.032 & 20° pour les laits de grand mélange en laiterie. Le lait a donc un
volume et un poids quasi égaux car sa densité est proche de 1.

La densité est mesurée avec un thermo lactodensitométre qui permet aussi de
déterminer rapidement la teneur en mati¢re grasse du lait.

Un lait écrémé a une densité des matieres grasses €tant de 0.9 en revanche, en cas de

mouillage, la densité diminue. Fredot, (2006).

1-6-2. Le point d’ébullition :

On définit le point d’ébullition comme la température atteinte lorsque la pression de
vapeur substance ou de la solution est égale a la pression appliquée. Le point d’ébullition subit
I’influence de la présence des solides solubilisés.

Il est 1égérement supérieur au point d’ébullition de I’eau, soit 100.5°¢ cette propriété physique

diminue avec la pression Vignola, (2002).

I1-6-3. L’acidité :

La mesure de ’acidité du lait est un indicateur de I’activité des bactéries lactiques. Ce
test a ’avantage d’étre trés facile & mettre en ceuvre, peu cofliteux et de donner un résultat
immédiat.

A la soriie de la mamelle, le lait sain a une acidité naturelle comprise entre 15 et 21°D. II

existe des variations entre troupeaux. Veisseyre, (1979)

I1-7. La valeur nutritionnelle :

Le lait est un aliment liquide, mais sa teneur en matiére séche (10% a 13%) est proche
de celle de nombreux aliments solides. Sa valeur énergétique est de 700 k cal par litre. Ses
protéines possédent une valeur nutritionnelle élevée, le lait est une excellente source de
calcium, de phosphore, de riboflavine, et il aussi relativement riche en thiamine, cobalamine et
vitamine.A. Il contient en contraire peu de fer et de cuivre, peu d’acide ascorbique, de niacine,

relativement peu de vitamine D. Cheftel, (1976)
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III-1. Les zoonoses transmises par le lait :
III-1-1. La brucellose :
La brucellose (appelée aussi fievre de malte, fievre méditerranéenne ou mélitococcie),
est une maladie infectieuse touchant surtout le bétail et & un degré moindre I’homme.
De plus la brucellose considéré par ’'OMS comme une MRLC (Maladie Répété
Légalement Contagieuse) et une MDO (Maladie & Déclaration Obligatoire). Khiati, (2006)
¢ Etiologie : |
La brucellose est une zoonose dont le germe responsable des maladies humaines et
animales. C’est une bactérie de la famille des Pavobatériaceae, d’une forme coccobacille, trés
petite, immobile, a Gram négative aérobie ; et on distingue 03 espéces :
) Brucella. mélitensis.
) Brucella. absortus bovis.
Brucella. absortus. Agence frangaise de sécurité sanitaire, (2001).

¢ Mode de transmission:

La brucellose est une maladie professionnelle qui touche les berges, vaches, vétérinaires,
employés d’abattoirs et de laboratoire. La contamination se fait soit directement par inoculation
cutanée a la suite d’une excoriation par voie conjonctivale ; soit indirectement par 1’ingestion
de laitages, de viande peu cuite ou salaisons contaminées. Khiati, (2006)

I1I-1-2. La tuberculose :

La tuberculose est une maladie infectieuse et contagieuse commune a 1’homme et aux
animaux, elle atteint particuliérement les vaches affaiblies par la lactation. Les animaux élevés
dans des étables mal éclairées et mal aérées sont plus fréquemment atteints. Boussboua, (2002).

e [Etiologie:

La maladie est causée par Mycobactéruim tuberculosis qu’est un bacille aérobie a
croissance plus au moins lente ; son temps de division est de 12 a 18 heures. On ’appelle
parfois bacille de koch (ou bacille de s’implante) ; sa multiplication dans le tissus pulmonaire

entraine la formation de modules appelés tubercules, d’ou le nom de la maladie. Benet, (2005)
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e Mode de transmission :

Elle se fait en régle par voie aérienne. La maladie bacillifére transmet I’infection 4 son
entourage en émettant des aérosols contaminés. Le premier contact de 1’organisme avec le
bacille de koch provoque une primo-infection, parfois 1’infection évolue vers la formation de
1ésions pulmonaire ; s’étend & d’autres organes ou se généralise. Benet, (2005)

III-1-3. La listériose :

La listériose est une maladie peu fréquente, mais grave ; survenant le plus souvent sous
forme de cas sporadique parfois sous forme d’épidémies, dont I’origine alimentaire est plus
facile a démontrer. La plupart des cas sont dues a un petit nombre de sérotypes (qui paraissent
plus pathogeénes). Nauciel et Vilde, (2005).

e Etiologie :

La listériose est une zoonose dont le germe responsable est de genre Listéria ; ce sont
des petits batonnets a bouts arrondis de 2 millimétres de long, il y en a 07 espéces, six sont
inoffensives mais la septieme, Listéria monocytogéne, peut étre dangereuse pour ’homme et
pour le bétail. Nauciel et Vilde, (2005).

Mode de transmission :

Elle transmise & I’homme par I’ingestion d’aliments contaminées; les animaux se
contaminent par I’herbe, les fourrages ou ’eau; les brebis sont plus sensibles que les chevres,

elles méme plus sensibles que les vaches. Alpes, (2000)
III-2. Les mammites :

II1-2-1. Définition :

Les mammites sont des infections de la mamelle ; dues a la présence d’un grand nombre
de germes et/ou & la présence de nombreuses cellules (globules blanc dans le lait) ; parmi ces
cellules, certaines sont vivantes : les globules blancs, d’autres sont mortes. Elles proviennent du
fonctionnement normal de la mamelle. La présence de globules blancs dans le lait est

caractéristique d’une initiation ou d’une infection. Duouet, (2004)
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III-2-2. Les différentes types de mammites :

On trouve trois types de mammites :
III-2-2-1. Les mammites latentes :

Elles se caractérisent par la présence de germes pathogeénes, mais il n’y a pas de signes
extérieurs, ni de modification de la composition du lait. C'est les plus dangereux car elles

peuvent contaminer le troupeau sans que 1’éleveur ne s’en apergoive.

III-2-2-2. Les mammites subcliniques :

Sont des évolutions des mammites latentes, il y a présence de germe pathogénes, le
nombre de leucocytes est plus élevé. On enregistre une diminution de la production laitiére, on
peut observer une légére modification de la composition du lait mais il n’y a pas de signes

extérieurs. Duouet, (2004)

IT1-2-2-3. Les mammites cliniques ou chroniques :

Elles sont visibles, les quartiers sont congestionnées, rouges, sensibles, il y a présence
d’un grand nombre de germes et de cellules. On peut constater une modification importante du
lait dénaturation ainsi qu’une baisse importante de la production laitiére, qui peut dans les cas

extrémes, aller jusqu’a I’arrét de celle-ci. Duouet, (2004)
III-2-3. Les causes des mammites :

II-2-3-1. Les causes déterminantes :
e Pathogénicité des microorganismes :

La mammite a une origine bactérienne, soit des agents pathogénes majeurs
(Staphylocoques dorés, Streptocoques, coliformes) qui entrainent souvent une mammite
clinique. Soit des agents pathogénes mineurs (microcoques) qui, sans manifestations cliniques,
entrainent des baisses & la production laitiére, le canal du trayon est pratiquement toujours la

voie d’acceés des microbes. Charron, (1986).
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II'I;2-3—2. Les causes favorisantes des mammites :

La mamelle est infectée lorsque les germes y pénétrent sous l’'influence de facteurs
favorisants et ce a I’occasion de :
a. La traite:

La mammite est la conséquence d’une stress ou des traumatismes, une anomalie de la
conformation de la mamelle ou des trayons, le surtraité, le mauvais réglage de la machine 4
traite et le défaut d’égouttage apres la traite. Badi, (2002)

b. ’état sanitaire :

Les animaux & haut potentiel, les femelles dans leur premiére lactation sont plus
sensibles aux mammites pendant le tarissement ; ’accumulation dans la mamelle d’un lait, ou
proliférent des bactéries et qui devient contaminant pour les autres tissus. Badi, (2002)

c. prédisposition génétique :
L hérédité et ’age sont aussi des facteurs prédisposant
d. Phygiéne :

En élevage laitier, une bonne hygiéne est nécessaire, elle permet d’avoir et de conserver
les animaux en bonne santé et d’obtenir un bon rendement laitier. L’hygi¢ne de traite est
primordiale dans la lutte contre les mammites, il est indispensable de nettoyer soigneusement
les trayons avant la pose des manchons trayeurs avec des lavettes individuelles, voire jetables,

pour éviter la transmission des germes d’une vache a I’autre. Cauty et Perreau, (2003).
III-3. Les antibiotiques:

I11-3-1. Définition des antibiotiques:

Les antibiotiques antimicrobiens sont des molécules qui inhibent sélectivement certaines
voies métaboliques des bactéries, sans exercer habituellement d'effets toxiques pour les
organismes supérieurs. Cette propriété les distingue des antibiotiques.

Les antibiotiques, au sens strict, sont des produits élaborés par des microorganismes,
mais on inclut généralement parmi eux les dérivés semi synthétiques et les produits entiérement

synthétiques.
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II1-3-2. classification des antibiotiques

Tableau N°=1 : classification des antibiotiques

Les
familles

Représentation schématique

Les groupes

Site d’action

Mode
d’action

Antifolates

So2NH2

-sulfamide

-triméthoprime

Matériel
nucléique

Phénicoles

CH3

CH3

-chloramphénicol
-thianphénicol

Fraction
508

Macrolides

NH-CO-CH-Cl,
R@CHOH—CH-CHTO-RZ

-Erythrimycine
-Linkomicine
-spiramicine
-pristunamycine
-virginiamicine

Fraction 50S

Cycline

OH OH OH CO-NH2

OH

R1 RZ R3 R4 N(CH3)2

-Tétracycline

ARN/riboso
mes

Bactério
statiques

Beta
lactamine

CH3
H2N

//TN OH

B- lactame

* pénicilline
-ampicilline

- amoxiciline

- oxaciline

- ticarciline

* céphalosporine
- céfaloridine
--céfalotine
-céfazoline
~céfotaxine

Paroi

Bactéricide
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Aminoside -streptomycine
-Gentamicine
-Tobramicine
-Anikacine Fraction
-kanamicine 30S
Bactéricide
Rifampicine Rifampcine Matériel
nucléique
Polypeptide Membrane
S
-Acide
Quinolone nalidixige ADN
- Pefloxacine
Divers Nitroxoline
Fosfomycine
Novobiocine Matériel
nucléique
-Vancomycine Paroi
- Furane

HI-3-3. Définition de Pantibiogramme :

L’antibiogramme consiste a évalué ’antibiotique vis- a- vis des traitements possibles
chez un patient, d’ou son intérét en milieu médicale.

L’antibiogramnie apparaissant comme un parameétre trop artificiel, il praticiens ont par
fois recours a des évaluations plus proche du patient.

La plus courante consiste a rechercher le pouvoir bactériostatique ou bactéricide du
sérum, ou plus rarement d’un autre liquide céphalo-rachidien par exemple. Cet €xamen permet
de vérifier que le sérum du malade recevant des antibiotiques a bien un pouvoir sur le germe

infectieux 1solé Bensliman , (2001).
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11. Matériel et méthodes :

II-1. Matériel :

II-1-1. L’origine des échantillons :

Les échantillons récoltés sont constitués par le lait cru de vache, produit et

commercialisé traditionnellement.
I1-1-2. Milieux de culture :
I1-1-2-1. Milieux solides :

Le milieu « PCA » ; pour le dénombrement de la flore totale aérobie mésophile
(FTAM).

La gélose « VRBG » ; pour le dénombrement des coliformes totaux (CT).

La gélose au désoxycholate 0,1%; pour le dénombrement des coliformes
thermotolérants (CTT).

Le milieu « OGA » ; pour le dénombrement des levures et moisissures.

Le milieu « Chapman » ; pour la recherche et dénombrement de Staphylococcus
aureus.

Le milieu « Hektoén » ; pour I’isolement de salmonella.

La gélose nutritive « GN » ; pour I’isolement et la purification de Streptocoque
fécaux.

Le milieu « Mueller-Hinton » ; pour la réalisation d’antibiogramme.

Milieu TSI, Citrate de Simmons ; pour I’identification d’E- Coli

Milieu gélose au sang ; pour réaliser le test d’hémolyse.

I1-1-2-2. Milieux liquides :

Milieu « Rothe » et « Eva-litsky » ; pour la recherche et dénombrement des
Streptocoques fécaux.

Milieu « SFB » pour P’enrichissement de Salmonella

Milieu « Giolitti-Contoni » pour I’enrichissement de Staphylococcus aureus.
Milieux : LDC, ODC, ADH, Urée Indole, milieu nitrate pour le test d’identification

Des Entérobactéries

11-1-3. Produits chimiques et réactifs :

e Violet de gentiane, fuschine, lugol, alcool ; pour la coloration de Gram.

Le bleu de méthyléne ; pour la mesure de activité réductase

. ')() -
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e Le phénol phtaléine, la soude Dornic (N/9) ; pour le dosage de ’acidité.

o Le réactif de KOVACS, le réactif nitrate I, nitrate II; pour I’identification de

E- coli.

II-1-4. Les antibiotiques : Ampicilline, Amoxicilline, Streptomycine, Tétracycline,

Erythrimycine, Clostine, Sulfonamides

II- 1-5. Autres materiel:

* Appareillage:

L’étuve réglable a 37°c (Memmert, INB500).

L’étuve réglable a 44°c et 120°c. (Memmert, INB500).
Four a moufle réglable & 500°c (Memmert, 100.800).
PH meter (HANNA, 493324).

Microscope optique (Motic, 30505637).

Bain Marie. (HEIDOLPH, 517.01002.00.2).

Balance analytique. (Sartoruis, GM.312).

Compteur colonies (FUNKE. GERBER ,8502.1819).

*Verrerie et autres :

Pipettes graduées.

®

Tubes a essai stériles.
e Pipettes pasteurs.

¢ Burettes.

e DBéchers.

e Boites de pétri stériles.

e Tubes a vis lavés et stériles.
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I1-2. Méthodes :
II-2-1. But du travail :

Le lait est un substrat riche en nutriments comme les protides, glucides, lipides, sels
minéraux et vitamines.

En Algérie, la filiere lait est considérée comme étant la plus importante ou la
consommation bondit de 950millions de litres en 19704 3700 millions de litres en 1988.
Bourbouz, (2001)

Cependant, par sa composition riche en nutriments, le lait constitué un excellent
milieu de culture pour les microorganismes. |

Dans le but de révéler les défaillances dans la chaine de production et
commercialisation du lait naturel. Nous sommes proposés a faire une étude pour estimer la
qualité microbiologique et physicochimiques du lait cru produit et commercialisé
localement de plus une estimation de la sensibilité des germes isolés aux antibiotiques

completra notre étude.

II-2-2. Zone d’étude :

L’étude a été menée dans la willaya de Jijel ou le lait cru est produit et commercialisé
en 1’état. La période de notre étude s’étale sur les deux mois : Avril, mai 2008. Dans la
wilaya de Jijel, quatre zones agro écologiques ont été ciblées: El Amir, Taher, Jijel,
Djimla ; & partir de chacune de ces zones les prélevements sont effectués chez le producteur

(éleveur) et le commergant de fagon périodique.

1I-2-3. Echantillonage :

Les échantillons prélevés chez les producteurs sont collectés dans des flacons stériles
de capacité 250ml, mais ceux prélevés chez les commergants sont collectés dans
I’emballage tels qu’ils sont commercialisés (bouteille, sachet). Lors de chaque
échantillonnage les échantillons sont identifi€s et transportés dans des glaciéres au

laboratoire de controle de qualité de la faculté de la science ot ils seront analysés.
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TableauN°04 : Résume le calandré des prélévements et leurs identifications

Région Echantillons | Date de Echantillons | Date de total
du lait prélévement | du lait prélevement
produit commercialisé

Jijel 1 08-04-2008 | 1¥ 08-04-2008
8me 13-04-2008 | 2°™ 13-042008
Ch 20-04-2008 | 3°™° 20-04-2008 | 08
4ome 28-04-2008 | 4°™° : 28-04-2008

Taher 1 12-04-2008 | 1 12-04-2008
2%me 21-04-2008 | 2°™ 21-04-2008
3eme 26-04-2008 | 3°™ 26-04-2008 | 08
4eme 03-05-2008 | 4™ 03-05-2008

El Amir | 17 09-04-2008 | 1 09-04-2008
28me 15-04-2008 | 2°™ 15-04-2008
3eme 22-04-2008 | 3°™ 22-04-2008
4eme 29-04-2008 | 4™ 29-04-2008 | 08

Djimla 1 14-04-2008 | 1% 14-04-2008
peme 23-04-2008 | 2™ 23-04-2008
3eme 27-04-2008 | 3°™ 27-04-2008 | 08
4ome 06-05-2008 | 4éme 06-05-2008

Total 16 16 32

I1-2-4. Préparation des échantillons :

Les échantillons sont retirés de la glaciére, quelque soit le type de conditionnement
(flacon, bouteille, sachet). Puis, les échantillons sont aliquotes en trois fractions, une pour
effectuer les analyses microbiologiques, 2°™ pour effectuer les analyses physicochimiques

et la derniére réservée en cas des défauts au cours de notre étude.
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11-2-5. Analyses physicochimiques :

I1-2-5-1. Caractéres physiques :
e But:
Les caractéres physiques sont étudiés afin de détecter et d’apprécier les éventuelles
anomalies d’odeur, saveur, couleur et consistance.
e Principe:
Il est basé sur les différents organes sensoriels de 1’organisme (langue, nez,
yeux), qui permettent de détecter certains critéres du lait cru. Porcher, (1967).
e Technique:
La technique est décrite selon Fredot, (2005) comme suit :
-Dans un bécher, transférer 30ml du lait cru.
-Sous la lumiére de jour, visualiser sa couleur et sa consistance.
-la saveur est estimée par dégustation.
-L’odeur est détectée par I’odorat
e Lecture:
Tableau N° 05 : Les caractéres physiques du lait ont été déterminés en se referant au

tableau suivant.Larpent, (1997)

Caractére normal Caractére anormal

Couleur Blanc mat 4 Gris jaunétre : lait de mammite.
Blanc jaunétre Bleu, jaune
Lait riche en graisse Lait coloré par des substances

chimiques ou des pigments
bactériens.
Odeur Odeur faible -Odeur de putréfaction, de moisi,

de rance.
Saveur caractéristique

Saveur ~Saveur salée : lait de mammite
-golit amere : laits trés pollué par
des bactéries

Consistance Consistance caractéristique | -Grumeleuse : mammite

-Visqueuse ou coagulée : pollution

bactérienne
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I1-2-5-2. Mesure de ’activité réductase :
e But:
Pour estimer la pollution des échantillons du lait par les microorganismes qui ont un
pouvoir réducteur par le billet de leur enzyme.
e Principe:
Basé sur le pouvoir réducteur des microorganismes présents dans le lait analysé
* Technique:

La technique est décrite selon Joffin et Joffin, (1999) comme suit :

10 ml du lait ont été transférés dans un tube stérile a l'aide d'une pipette graduée,
ajouter 1ml de bleu de méthyléne et réaliser en parallele un témoin avec du lait bouilli.
Meélanger puis incuber a 37°C et observer le résultat au bout de 15 min, 1 heure, puis 3
heurs.

e Lecture : La lecture est interprétée en fonction du tableau suivant :

Tableau N° 06 : Mesure de ’activité réductase

Temps au bout du quel il y a décoloration | Conclusion

Avant 15 minutes lait trés fortement contaminé.
Entre 15 min et 1h lait fortement contaminé.
Entre 1h et 3h lait légérement contaminé.

Plus de 3h lait de qualité satisfaisante.

II-2-5-3. Stabilité a 1'ébullition:
*But:
Elle est pour but d’estimer le degré de pollution par les microorganismes.ayant un
effet néfaste sur les protéines tels que les caséines.
sprincipe:
Basé sur la révélation de degré de dégradation des caséines.
*Technique : |

La technique est décrite selon Porcher, (1967) comme suit :
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5 ml du lait sont introduit par une pipette graduée stérile dans un tube a vis lavé et
stérilisé .Puis chauffer dans un bain marie & 100°C pendant 10 minutes. Refroidir le tube
sous un courant d'eau froide pendant 2 minutes.

*Lecture:

Une altération du lait se traduit par une coagulation de I'échantillon et vis versa.
Porcher, (1967)
11-2-5-4. Détermination du pH:

*But:

Pour déterminer I'état de fraicheur du lait, et de sa stabilité, au cours de la chaine de
production et la commercialisation. Mathieu, (1998).

*Principe:

Basé sur la détection des ions d'hydronium (H3o") dans le lait, due en grande partie
aux groupements d'acides déssociables. Guiraud, (2003).

*Technique:

Selon Vignola, (2002) la technique est décrite comme suit:

Dans un bécher de capacité 50 ml, déposer 10 ml du lait & I'aide d'une pipette graduée
stérile.

Plonger l'électrode du pH métre préalablement €talonné dans le bécher.
°Lectur.e :
Noter la valeur enregistrer sur I'écran.
11-2-5-5. Détermination de 1'acidité Dornic:
But:

La détermination de l'acidité d'un lait permet d'apprécier la quantité d'acide produit
par les bactéries lactiques ou d'éventuelles fraudes (alcalinisation).
*Principe:

Le principe est basé sur le taux d'acide lactique produit, quantité de NaOH ajoutée
et le pouvoir de phénol phtaléine de alcaliniser le lait et plus précisément entraine un
changement de couleur
°Technique:

Une prise d'essai: 10ml de lait est neutralisée par une solution d'hydroxyde de sodium
de concentration connue environ égale a1/9 mol/l. En présence de phénol phtaléine & 1%

jusqu'au virage au rose pale, dont Ia couleur doit persister pendent 10 secondes.
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I1 faut multiplier le volume de la soude versé€ par 10 pour avoir l'acidité en degrés Dornic.

Acidité (°D) =V weon <10

Avec:

V neon = volume de la soude utilisé pour titrer 10ml du lait
I1-2-5-6. Détermination de la densité:

*But:

La densité permet de soupgonner un mouillage ou un écrémage.
*Principe:

La masse volumique du lait est fonction de sa composition. On peut considérer pour
simplifier qu'elle varie avec le taux butyreux et la teneur en matiére séche dégraissée.
Mathieu, (1998).

*Technique:

Selon la méthode décrite par Joffin et Joffin, (1999), un échantillon de 10 ml est pesé
dans un bécher taré .la valeur obtenue est divisée sur le volume pour obtenir la masse
volumique .Elle s'exprime en g/ml.

I1-2-5-7. Détermination de la matiére séche:
*Principe:

Le principe est basé sur la dessiccation par évaporation d'un certain volume de lait et
pesée du résidu. On appelle, par convention,”métiére séche" le produit résultant de la
dessiccation du lait dans les conditions définies par le mode opératoire ci-dessous. Porcher,
(1967).

*Technique:

Selon la technique décrite par Adrian et al/, (1998) et modifiée selon les conditions du
travail ; Dans un creuset bien séche et préalablement taré, mettre 10ml de lait. En suite le
placer dans le four a 120°C pendant 3 heures, apres €vaporation ,peser le résidu, refaire cette
opération jusqu'a ce que la différence entre deux pesées successives est approxXimativement
nulle.

La détermination de la matiére seéche est donnée par la formule suivante:

MS (%) =X/Y.109
MS: matiére séche
X : poids de I'échantillon en gramme apreés étuvage (g)

Y: poids de I'échantillon en gramme avant étuvage (g)
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I1-2-5-8. Détermination de la matiére minérale:
*Principe:

Incinération de la matiére séche a température connue et dans un lent courant d'air. On
appelle, par convention, "Cendres du lait" le produit résultant de l'incinération de la matiere
séche. Porcher, (1967).

*Technique:

Elle est la méme méthode utilisée pour déterminer la matiére séche, sauf que le
creuset est placé dans le four & moufle a 500°c pendant 04 heures, les résultats sont donnés
par la formule suivante:

MM (%) = X/Y. 100
Avec:
MM: matiére minérale.
X: poids de I'échantillon aprés I'étuvage en gramme (g).
Y: poids de I'échantillon avant I'étuvage en gramme (g).
[1-2-5-9. Détermination de la matiére organique:

Elle est déterminée en se basant sur les résultats de la matiere séche et minérale, et en
appliquant la formule suivante:

MO (%)= MS (%) -MM (%)
Avec:
MO: matiére organique.
MS: matiére séche.

MM:matiére ménirale.
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11-2-6. Analyse microbiologiques:

II-2-6-1. Estimation préliminaire du type et abandence des germes présents dans le
lait:
*But:

IL consiste a estimer les types et I'abondance des microorganismes dans un frottis du
lait d'une maniére générale.
*Principe:

Il consiste & visualiser dans une goutte du lait, I'abondance et les types des
microorganismes par une coloration de Gram. Boussboua, (2002)
*Technique:

Selon la technique décrite par Martain (2003) ; sur une lame dégraissée, déposer une
goutte d'eau distillée stérile. Puis, étaler une goutte de lait cru.passer légérement le frottis
233 fois sur la flamme de bec bensen pour le fixer.

La coloration de Gram a été réalisée comme celle décrite dans le chapitre d'identification
des germes. Martain (2003)

»Lecture:

Les lames sont observées au microscope avec un objectif a immersion.

Tableau N° 07 : Flore bactérienne du lait au Gram.

Flore normal du lait Flore anormal du lait

Toujours bactéries Gram (+): Bactéries Gram (+) en grand nombre ne
-Coques G (+) en diplocoques | sont pas normaux

ou en chainettes -bacilles Gram (-) {[contamination
-Bacilles G (+) souvent externe]

- de longues chainettes de coques Gram
(+) [de 20 & 100 éléments mammite

streptococcique
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I11-2-6-2- Recherche et dénombrement des flores:

I1-2-6-2-1. Préparation des dilutions décimales:
"Toutes les manipulations ont été effectuées avec un maximum de précision et d'une
maniére aseptique"”

LA préparation des dilutions décimales est faite selon la méthode décrite par Joffin et
Joffin, (1999). A l'aide d'une pipette graduée de 10 ml, transférer 9 ml d'eau physiologie
stérile dans chacune des septes (07) tubes & vis stériles. 1 ml de la solution mere est prélevé
par une pipette stérile est introduit dans un tube a vis contenant 'eau physiologique stérile, il
représente la dilution 10 "%, Puis prélever 1 ml de la dilution 10 ! et l'introduire dans un 2°™
tube contenant 9 ml d'eau physiologique, on obtient la dilution 10 2.proceder la méme

maniére jusqu'au l'obtention de la dilution 10 7

II-2-6-2-2. Dénombrement de la flore totale mésophile:

La microflore totale est 'ensemble des microorganismes aptes a se multiplier a des
températures moyennes, plus précisément ceux dont la température optimale de croissance
est située entre 20-40°C. Cet ensemble englobe les microorganismes pathogénes d' une part,
divers microorganismes d'altération d'autre part.

Son dénombrement est effectué selon la méthode décrite par I’Art N° 12.97.73 relative
aux méthodes d'analyses émanant du ministere de commerce avec modification.
* But:

Le dénombrement de cette flore permet d'estimer le degré de contamination
microbienne et la qualité hygiénique du produit. J offin et Joffin, (1999)

. Principe:

Il consiste & mettre en culture en gélose, une préparation ou un échantillon, la
présence des bactéries mésophiles se traduit par I'apparition des colonies dans le milieu de
culture, et leur nombre représente le nombre des bactéries présent dans l'échantillon analysé.
Joffin et Joffin, (1999)

*Technique: |

Faire fondre la gélose PCA dans un bain marie 4 100°C puis le refroidie a 45°C. A
’aide d'une pipette stérile, prélever 1 ml de la dilution 10 7 et l'introduire dans la boite de
pétri sous forme des gouttelettes. Couler la gélose aseptiquement, homogénéiser les boites et
laisser la gélose prendre en masse.

L'incubation est effectuée a I'étuve de 37°C pendant 24 a 48 heures.
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*Lecture:
Chaque colonie individualisée est considérée comme bactérie dans 1'échantillon,
compter toutes les colonies lenticulaires de diameétre compris entre 1 et 3 mm, apparente

dans les boites contenant 30 a 300 colonies. Bourgeois, (1991).

II-2-6-2-3. Dénombrement des coliformes totaux (CT):

On appelle "coliformes " les bactéries en forme de batonnets, Gram négatives,
aérobies et facultativement anaérobies, non sporulées, qui fermente le lactose avec
formation de gaz et d'acide.

*But:

Le dénombrement des coliformes permet de révéler la présence ou l'absence d'une
contamination fécale. Guiraud. (1998).
Leur dénombrement est effectué selon la méthode décrite par I'Art N° 10.96.66 relative aux
méthodes d'analyse émanant du ministére de commerce avec modification.
°Principe:

11 est basé sur l'aptitude des coliformes & dégrader le lactose dans un milieu lactosé en
acidifiant le milieu. Guiraud. (1998). Ce milieu contient des agents sélectifs inhibfteurs des
bactéries & Gram positives et des indicateurs du pH.

*Technique:

La gélose VRBG est fondé puis refroidie a 45°C, ensemencer la boite par 1 ml de la
dilution 10 2 sous forme des gouttelettes. La gélose est coulé dans les boites contenant
I'inoculum et bien homogénéiser le tous. Aprés, la solidification de la gélose, les boites sont
incubées a I'étuve 37°C pendant 24 & 48 heures.

*Lecture:
Pour les boites contenant 15-150 colonies, on compte toutes les colonies rouges et

ayant au moins 0,5 mm de diameétre .Devuchelle, (1996).

11-2-6-2-4. Dénombrement des coliformes thermotolérants (CTT):

Les coliformes thermotolérants ou coliformes fécaux sont des coliformes qui
fermentent le lactose & 44°¢ avec production du gaz.
Leur dénombrement au méme but, principe et technique comme pour les coliformes totaux,

sauf que 'ensemencement d'inoculum est fait a partir de la dilution 10 et l'incubation est
q
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faite a 44°C pendant 24-48 h. II est effectué selon la méthode décrite par L'Art N° 12.97.73

relative aux méthodes d'analyse émanant du ministére de commerce avec modification.

II-2-6-2-5. Recherche et dénombrement de levures et moisissures:

Les levures et moisissures sont des microorganismes aérobies, trés répondues dans la
nature, elles sont en générale acidophiles et mésophiles. Leur dénombrement est effectud
selon la méthode décrite par I'Art N°12-97.73 relative aux méthodes d'analyse émanant du
ministére de commerce avec modification.

*But:

Le dénombrement des levures et moisissures refléte la qualité hygiénique des
produits ainsi que les conditions de conditionnement et de vente. Larpent, (1997).
°Principe:

Le principe est basé sur la germination des spores fongiques qui se trouve dans le
produit alimentaire. Larpent, (1997).

*Technique:

~Couler la gélose "OGA" déja fondue dans une boite de pétri et laisser prendre en masse.

-A l'aide d'une pipette stérile, prélever 0,1 ml de la dilution 10  puis le déposer sur la
surface de la gélose et étaler par un rateau.

-L'incubation se faite & 20-25°C pendant 3-5 jours.

*Lecture:

Les moisissures présentant un aspect cotonneux et filamenteux. Les levures se
présentant sous forme de colonies rondes plus au moins bombés ou plates et sont

pigmentées. Devuchelle, (1996).

I1-2-6-2-6. Recherche et dénombrement de Staphylococcus aureus.

Les staphylocoques sont des Gram', asporulés, catalase (+), ils sont des bactéries
commensales de la peau des animaux et de 'homme. Leur recherche et dénombrement sont
effectués selon la méthode décrite par I'Art N°12-97-73 relative aux méthodes d'analyses
émanant du ministére de commerce avec modification
*But:

La recherche et le dénombrement d'especes Staphylococcus aureus, les seuls a

produire éventuellement une enterotoxine protéique cause d'intoxication alimentaire,
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permettent donc de savoir si l'aliment présente des risques pour le consommateur. Joffin et

Joffin, (1999)

*Principe:

La recherche de Staphylococcus aureus est réalisée grace a des milieux sélectifs. Une
goutte de milieu d'enrichissement " Giolliti-cantoni" est isolée sur un milieu sélectif solide
(Chapman). Les colonies observées sur ce milieu sont identifiées. Joffin et Joffin, (1999)
*Technique:
sEnrichissement:

A partir de la solution mere, et a l'aide d'une pipette stérile, prélever 1 ml et 'introduire
dans un tube contenant 9 ml du milieu "Giolitti- cantoni" additionné & l'additif de " Giolitti
cantoni" puis incuber le tube a 'étuve de 37°C pendant 24-48h.

*Lecture:

Un résultat positif se traduit par un noircissement de tube. Bourgeois, (1991).
*Isolement:

Dans les boites pétri, couler la gélose Chapman déja fondue et laisser prendre en
masse. A partir des tubes positifs de I'enrichissement ; et & I'aide d'une anse de platine
prendre une gouttelette et déposer & la surface de milieu. L'isolement s'effectue par la
méthode d'épuisement.

-Laisser sécher et incuber a 37°C pendant 24 heurs.
*Lecture:
Staphylococcus aureus peut présenter différents colonies convexes, jaunes citron,

orange, ou blanches a contour régulier. Bourgeois, (1991).

I1.2-6-2-7. Recherche et dénombrement des selmonelles.

Les selmonelles sont des bacilles appartenémt a la famille des Entérobactériaceae,
aérobiesA facultatifs, habituellement immobiles, cultivant bien sur les milieux nutritifs
ordinaires.

Sa recherche est effectuée selon la méthode décrite par I'Art N° 12.97.73 relative aux

méthodes d'analyse émanant du ministére du commerce avec modification.
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But:

Les Selmonelles font partie des bactéries entéro pathogénes invasives provoquant
des gastro -entérites et des graves toxi-infection .leur recherche permet donc d'estimer le
danger qui peut représenter un aliment sur le consommateur Sutra, (1998).

Principe:

Le nombre de Selmonelles étant en générale faible dans le produit, il est nécessaire de
procéder & un enrichissement dans un milieu sélectif. Cette opération est suivie d'un
isolement sur le milieu gélosé sélectif (Hektoén). Sutra, (1998).
sEnrichissement:

A l'aide d'une pipette stérile, placer 1 ml de lait cru dans un tube contenant 10 ml de
bouillon SEFB. L'incubation est effectuée & 37°C pendant 24h.

Lecture:

Les tubes présentant un trouble microbien sont considérés comme positif. Bourgeois,
(1991).

eIsolement:

Aprés avoir fondre la gélose Hektoén au bain marie 100°C, (gélose additionnée a
l'additif de 1'Hektoén), couler le dans une boite de pétri et laisser prendre en masse. Flamber
l'anse de platine, laisser refroidir et faire un isolement par épuisement en surface. Bourgeois,
(1991).

*Lecture:

Les colonies de Selmonella sont vertes a centre noir.

I1-2-6-2-8. Recherche et dénombrement de Streptocoques fécaux:

Les streptocoques fécaux sont des Streptocoques des maticres fécales. Sont des
bactéries Gram™ catalase négative, appartiennent au genre Entérococcus. Leur recherche est
effectuée selon la méthode décrite par I'Art N° 12.97.73 relative aux méthodes d'analyse
émanant du ministére du commerce et modifiée.

*But:

Les Streptocoques fécaux sont considérés comme un indicateur d'une contamination

fécale du produit alimentaire. Leur recherche nous renseigne sur la qualité hygiénique de ce

produit. Devuchelle, (1996).
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* Le principe :

Le principe est basé sur l'aptitude des Streptocoques fécaux a se multiplier dans des
milieux sélectifs, contenant des agents sélectifs inhibiteurs des autres microorganismes:
L'azide de  N7; dans le milieu Rothe et l'azide plus I'éthyle violet dans EVA-Litsky.
Devuchelle, (1996).

Technique:
-Enrichissement: (test présomptif).
A l'aide d'une pipette stérile, introduire aseptiquement 1 ml de la solution mere dans
un tube contenant le milieu Rothe & double concentration.
L'incubation est effectuée & 37°C pendant 24h. Larpent, (1997).
*Lecture:

Si le milieu présent un trouble, il y a présomption de présence des Streptocoques
fécaux. Seuls les tubes présentant cette louche microbienne sera soumis au test confirmatif.
*Test confirmatif:

Tous les tubes présentant une louche microbienne sur le milieu Rothe se repiquant
par une anse bouclée sur des tubes de milieu EVA-Listky. L’incubation est effectuée a 37°C
pendant 24 heures. Larpent, (1997).

*Lecture:

Les tubes présentant un trouble et une pastille violette au fond sont contient au
moins un Streptocoque fécal.
*Isolement:

A partir des tubes de milieu EVA-Listky positif, faire un isolement par épuisement
sur la gélose nutritive. Les colonies suspectes de Streptocoques sont purifiées puis

conservées sur la gélose nutritive inclinée. Guiraud, (2003)

I1-2-7. Purification et identification des germes isolées:

Les souches isolées a partir des milieux, Hektoén, Chapman et gélose nutritive sont
soumises & un repiquage successif jusqu' au l'obtention d'une souche pure (colonies de
méme forme et de méme couleur).puis elle sera conservée dans des tubes & gélose nutritive
inclinée. .

L'identification d'une souche pure se fait nécessairement sur une culture pure. Cette
condition est indispensable pour éliminer la présence de toutes agents contaminant qui

fausscrait les résultats. Bousshoua, (2002).
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I1-2-7-1. Identification des microcoques isolés:

L'identification des genre Streptococcus et Staphylococcus repose sur les caractéres
suivantes:Coloration de Gram, test de catalase, ainsi un test d'hémolyse pour les
Streptocoques.

A .le genre Streptococcus.
*Coloration de Gram.

La coloration de Gram se fait selon la technique décrite par Marthin, (2003) avec
modification.
*Préparation de frottis :

Sur une lame dégrisée de verre, déposer une goutte d'eau distillée. Puis, ajouter une
anse de colonie isolée prélevée de la gélose nutritive inclinée et le laisser séchée.
*Coloration:

Recouvrir le frottis avec une solution de violet de gentiane pendant une minute, puis
laver a l'eau distillée.

Ajouter le lugol et laisser réagir pendant 5 minutes, laver & ['eau distillée.

Décolorer a l'alcool 95°, laver a 'eau dfstillée.

Recouvrir la lame par la fuschine, laver 4 'eau puis laisser sécher.

.’ observation microscopique se fait a l'immersion.

* Lecture:

Les Streptocoques sont des Cocci Gram ™

*Test de catalase:
* Principe.
La catalase est une enzyme qui permet de dégrader l'eau oxygénée issus de la voie

respiratoire oxydative directe en eau et en oxygéene libre qui se dégage sous forme gazeuse.

HzOz Catalase > Hzo + ]./2 Oz.

°Technique:

Sur une lame en verre, déposer une goutteb d' H,O,, puis ajouter une anse de colonie
suspecté et la déposer sur la goutte d' H,0,.
* Lecture:

Un dégagement de bulles d'oxygéne indique la présence d'une catalase. Boussboua,
(2002).

Les Streptocoques sont des catalases (-)
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*Test d'hémolyse:

L'étude de la pathogénicité des Streptocoques est basée sur la recherche de l'existence
de I'hémolyse, qu'il s'agit d'enzyme responsable de la lyse des hématies, les bactéries qui
possédent I'hémolysine dégradent donc I’hémoglobine. (Guiraud, 2002).

* Technique:
«Préparation du milieu:

Dans un flacon de gélose nutritive fondue et maintenue a 48-50°C, incorpore 5 ml de
sang de-cheval. Puis couler la gélose préparé dans les boites pétri et laisser prendre en
masse. Au moment de l'utilisation, placer les boites a I'étuve pour sécher durant 30min.
*Ensemencement :

A l'aide d'une anse de platine stérile, ensemencer sous forme des stries la gélose au
sang de cheval par une colonie distincte.

*Lecture:
Les colonies suspectes apparaissent incolores ou légérement incolores bleutées et entourées

d'un halo d'hémolyse. Joffin et Joffin, (1999)

B. Le genre Staphylococcus :
*Coloration de Gram:
*Technique:
Elle est effectuée par la méme méthode décrite pour les streptocoques
* Lecture:
Les Staphylocoques sont des Gram (+)
«Test de catalase:
La méthode décrite pour les Streptocoques est appliquée pour les Staphylocoques.
*Lecture:
Les Staphylocoques sont des catalases (+)
I1-2-7-2. Identification des Entérobactéries isolées:
L'identification des Entérobactéries repose sur les caractéres suivants:
Coloration de Gram, métabolisme glucidique, métobolisme azotés, l'utilisation de citrate et
la réduction du nitrate.
II- 2-7-2-1. Coloration de Gram:

Elle est effectuée par la méme méthode décrite pour les Streptocoques.
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I1-2-7-2-2. Etude du métabelisme glucidique :

«Fermentation des sucres en milieux TSI:
Principe:

C'est un milieu qui utilisé pour l'identification des bacilles Gram négatif, et
essentiellement pour différentier entre elles les Entérobactéries. Le test permet d'apprécier la
capacité des souches a fermenter quelques sucres, établie par la production dans le milieu
d'acide et de gaz.

Le milieu TSI permet la recherche de cinq caracteres:

- Glucose (rechercher au niveau du culot).

-Lactose (rechercher au niveau de la pente).

-Saccharose (rechercher au niveau de la pente)

-H,S

-Les gaz.

Technique:
Selon la méthode décrite par Boussboua, (2002). A 'aide d'une anse de platine, ensemencer
le culot par piqiire centrale et la pente par stries longitudinales.
Lecture:
-Le virage de la couleur vers le jaune indique la fermentation des sucres.
-La formation des bulles d'air et/ou découlement de la gélose indique la production du gaz.

-La production d'H,S se traduit par un noircissement du tube. Guireau, ( 2002).
11-2-7-2-3. Etude du métabolisme protéique:

I1-2-7-2-3-1. Recherche d'Uréase et la production d'indole:
»  Recherche d'Uréase:
Principe:
La présence d'Uréase chez certaines bactéries, permet d'hydrolyser l'urée avec

l'alcalinisation du milieu de culture par I'ammoniac sous forme NH,OH soluble dans I'eau.

Uréase

Urée » Dioxyde de carbone+ NH4,OH.
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Technique:

Selon la méthode décrite par Carbonelle et al. (1987). A partir milieux gélosées
(gélose nutritive inclinée) contenant les souches pures, ensemencer un 6se de culture dans le
milieu Urée-Indol et incuber a 37°C/24h.

Lecture:
Le virage de lindicateur de pH au rouge, l'alcalinisation du milieu témoigne la

présence d'une Uréase. Boussboua, (2002).

* Production d'indole:
Principe:

Le métabolite terminal de dégradation du tryptophane présente dans le milieu, seul
les bactéries indologénes permettent cette dégradation jusqu'a la formation d'indole.
Carbonelle et al. (1987)

Technique:

Aprés incubation du milieu Urée indole 4 37°C pendant 24h, ajouter 3 gouttes de
réactif de KOVACS ~Ehrlich, le long des parois du tube, homogénéiser et laisser reposé.
Lecture:

La présence d'indole se manifeste par 'apparition d'un anneau rouge en surface.
II-2-7-2-3-2. Recherche des décarboxylases:

sRecherche de I'ADH ou Arginine d'hydrolase:
Principéﬁ

Certaines bactéries décarboxylisent l'arginine et conduisent & la production de
l'agmatine ou la cadavérine avec libération de NH?; par désamination oxydative de
l'arginine.

.. ADH "
Arginine ——— 3 NH; + CO, + Cadavérine.

Technique:
Le milieu Moéller enrichi avec de l'arginine est ensemencé par une culture fraiche de
bactéries, puis il est incubé & 37°C pendant 24 heures.

Lecture:

L'apparition de la couleur violette témoigne de I'existence de l'arginine —~dihydrolases.
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*Recherche des décarboxylases pour la lysine (LDC):
Principe:
La lysine -décarboxylase catalyse la décarboxylation de la lysine et entraine la

formation de cadavérine avec la libération de CO, suivant la réaction:

. LDC , .
Lysine Cadavérine + CO,
—————.——’

Technique:

A l'aide de l'anse de platine stérile; prélever une colonie pure & partir de gélose
inclinée et ensemencer le milieu de Moeller enrichi de lysine puis incuber & 37°C pendant
24 heures.

Lecture: _
La présence de la lysine décarboxylase se traduit par la production de la cadavérine

qui réagit avec la ninhidrine en donnant une coloration violette. Guiraud, (2002).

*Recherche des décarboxylases pour I'Ornithine (ODC):
Principe:
L'Ornithine décarboxylase catalyse la décarboxylation de 1'Ornithine et entraine la

formation de putrexine avec la libération de CO,.

viq oDC .
Ornithine——~~__,  Putrescine

Technique:

Une colonie isolée et pure est prélevée a l'aide d'une anse de platine stérile et
ensemencer dans un milieu de Moeller enrichi par 1'Ornithine, puis incuber & 37°C pendant
24 heures.

Lecture:
La présence de 1'Ornithine se traduit par la production de putrescine qui donne par la

réaction avec la ninhidrine une coloration violette .Guiraud, (2002).

I1-2-7-2-4. L’utilisation des citrates:
Principe:

Certaines bactéries sont capables d'utiliser l'ion citrique comme unique source de
carbone, ces bactéries sont aptes a cultiver des milieux synthétiques dont la sgule source de
carbone est le citrate de sodium. Cette croissance peut s'accompagner d'une libération

d'ammoniac qui alcaliniser le milieu. Boussboua, (2002).
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Technique:

A l'aide d'une anse de platine, une colonie isolée est prélevée a partir de gélose
inclinée-et ensemencer par des stries de bas en haut de la pente.
Lecture:

L'utilisation du citrate, aboutit a une alcalinisation du milieu. Culture abondante avec

bleuissement du milieu. Guiraud, (2002).

I1-2-7-2-5. Recherche de Nitrate Réductase:
Principe:

Certaines bactéries peuvent réduire les nitrates NO3 en Nitrite NO2 grice a des
enzymes. La réaction colorée des nitrites apparaitra.
Technique:

Selon la méthode décrite par Carbonelle et al, (1987). A l'aide d'une anse de
platine,prélever une colonie & partir du gélose inclinée et l'introduire dans le bouillon
Nitrate, et incuber a 37°C /24h.

Apres l'incubation, ajouter une goutte de réactif Nitrate (solution Naphtol 46% dans
l'alcool a 60%) et une goutte de réactif Nitrate II (solution Naphtol & 16% en eau distillée).
Lecture:

Si le milieu devient rose ou rouge, la réaction est Nitrate Réductase (+).

I1.2.8. Test de sensibilité aux antibiotiques:

“ But:

L'antibiogramme est un test bactériologique qui permet de classer une souche
bactérienne en fonction du diamétre d'inhibition dans la catégorie S: sensibilité, R:
résistance ou I: intermédiaire .Benslimane et al, (2001).

s¢ Principe:

La technique utilisée est celle de diffusion sur gélose, cette technique consiste a
déposer les disques d'antibiotique sur un milieu gélosé ensemencer par le germe a étudier,
otl se produit une interaction entre la bactérie (la croissance des germes) et I'antibiotique (la
diffusion de l'antibiotique empéche la croissance des germes). Coulibaly et al, (2001).

¢ Technique:

La méthode utilisée est celle de la diffusion sur gélose décrite par Carbonelle et al,
(1987) et modifiée selon les conditions du travail dans le laboratoire.

Elle est effectuce sur 03 souches de Streptocoques et 03 souches de Staphylocoques.
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*Préparation du milieu gélosé.

Faire fondre la gélose Mueller-Hinton dans un bain marie & 100°C puis la couler dans
des boites de pétri & une épaisseur de 4mm et laisser prendre en masse.

*Préparation de l'inoculum.

A partir d'une culture bactérienne pure, prélever une colonie a l'aide de l'anse de
platine stérile; puis le mettre dans un tube contenant 5 ml d'eau physiologie.

*Ensemencement:

Dans une boite de pétri contenant la gélose Mueller-Hinton, verser la suspension
bactérienne de fagon a recouvrir entierement la surface gélosée, aspire le liquide en excés et
le rejeter & l'aide d'une pipette pasteur dans un bac contenant un désinfectant. Les
ensemencées sont séchées dans ['étuve.

eApplication des disques:

Apres séchage des boites, les disques choisis sont déposés a l'aide d'une pince stérile
sur la surface de la gélose.Une distance minimale de 15 mm doit séparer un disque
périphérique du bord de la boite.les disques doivent étre espaces de 24mm centre a centre de
sorte que les zones d'incubation ne se chevauchent pas.

L'incubation est effectuée a 37°C pendant 24 heures.

Tableau N° 08 : Liste des antibiotiques testés.

Famille Antibiotiques Code
antibiotique
B-lactamine Ampicilline AM
Amoxicilline AMX
Aminosides Streptomycine S
Tétracyclines Tétracycline TE
Macrolides Erythrimycine SSS
Polypeptides Clostine E
Sulfamides Sulfonamides CS
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% Lecture:
-Mesure avec précision le diamétre de la zone d'inhibition de chaque antibiotique.
-Comparer les résultats aux valeurs critiques figurant dans le tableau (annexe)

-Classer la bactérie dans l'une des catégories : sensible ou résistante. Carbonelle et al, (1987)
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II1, Résultats et discussion.
ITI-1. Résultats de Panalyse du lait produit.
III-1-1. Résultats de I'analyse physicochimique du lait cru produit:

III-1-1-1.Résultats des caractéres physiques:

Il ressort de ce tableau une stabilité des caractéres physiques du lait cru produit au cour
des différentes prélévements des échantillons ainsi les résultats obtenus sont résumés
comme Suit:

e Couleur:

L'ensemble des prélévements présentant une couleur blanche jaunitre, cette couleur
est dit probablement a la richesse du lait en matiére graisse. Fredot, (2005) a appuyé que
cette couleur peut €tre lie a l'alimentation, la période de lactation en premier lieu ainsi que
les facteurs race et age.

e L'odeur:

L'odeur des échantillons durant la période d'étude est caractéristique, cela est explique
par la bonne conservation du lait. Cependant un échantillon représente une odeur plus forte
notée dans la région El-amire. Cette odeur est due probablement a la mauvaise réfrigération,
ainsi que a la fraicheur des prélévements.

e Saveur et consistence :

L’ensemble des échantillons prélevés du lait présentant une consistance homogéne et

une saveur caractéristique.

Tableau N° 09 : Caractéres physique du lait cru produit.

caractéres | couleur Odeur | Saveur Consistance
Regions Echantillons
Jijel E, Blanc mat Faible | Caractéristique Caractéristique
E, Blanc mat Forte | Caractéristique Caractéristique
E; Blanc jaunitre | Faible | Caracténstique Caractéristique
E4 Blanc jaunitre | Faible | Caractéristique Caractéristique
El-amire | E; Blanc jaunitre | Faible | Caractéristique Caractéristique
E, Blanc mat Faible | Caractéristique Caractéristique
Es Blanc jaunitre | Faible | Caractéristique Caractéristique
E, Blanc jaundtre | Faible | Caractéristique Caractéristique
Taher | E, Blanc jaunitre | Faible | Caractéristique Caractéristique
E, Blanc jaunitre | Faible | Caractéristique Caractéristique
E, Blant mat Faible | Caractéristique Caractéristique
E, Blanc jaunitre | Faible | Caractéristique Caractéristique
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Djimla E, Blanc jaunitre | Faible | Caractéristique Caractéristique
E, Blanc jaundtre | Faible | Caractéristique Caractéristique
E; Blanc mat Faible | Caractéristique Caractéristique
E, Blanc mat Faible | Caractéristique Caractéristique

III-1-1-2. Résultats du test de la stabilité a ’ébullition et de I’activité réductase :

Le test de détermination de la stabilit¢ a I’ébullition révele que ’ensemble des
échantillons traités est stable a la température d’ébullition.

De méme le bleu de méthyléne ajouté aux différents échantillons est réduit aprés 3
heures d’incubation, ce qui indique que ces laits sont de qualité satisfaisante.

Cependant le bleu de méthyléne ajouté aux échantillons suivants : 1%, 2°™ 4™
issus de la région Djimla, aussi la 2°™ échantillon de la région Taher, est réduit entre 1h et
3h d’incubation, ce la indique que le lait est légérement contaminé. Par contre le 1%
échantillon de la région Jijel a une activité de réduction assez marquée observée entre 15min
etlh d’incubation.

En relation avec notre travail, Guiraud, (1998) a rapporté que activité réductase
des cellules microbienne dépend, non seulement de leur nombre, mais aussi des espéces
présent et de leur état physique (les Streptocoques des mammites ne décolorent pas le bleu

de méthyléne).
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Tableau N° 10 : Tests de la stabilité a I'¢bullition et d'activit¢ réductase du lait cru produit

Semaine lait cru produit
Tests J ijel El-amire Taher Djimla
Stabilité a Absance de précipitation | Absance de Absance de Absance de
S I'ébullition et coagulation précipitation et | précipitation et précipitation et
coagulation coagulation coagulation
Activité Décoloration entre Décoloration Décoloration Décoloration
réductase 15minetlh aprés 3h aprés 3h entre lh et 3h
Stabilité a Absance de précipitation | Absance de Absance de Absance de
S I'ébullition ¢t coagulation précipitation et | précipitation et précipitation et
coagulation coagulation coagulation
Activité Décoloration aprés 3h Décoloration Décoloration Décoloration
réductase ' aprés 3h entre 1h et 3h entre 1h et 3h
Stabilité a Absance de précipitation | Absance de Absance de Absance de
Ss | I'ébullition et coagulation précipitation et | précipitation et précipitation et
coagulation coagulation coagulation
Activité Décoloration apres 3h Décoloration Décoloration Décoloration
réductase apres 3h aprés 3h apres 3h
Stabilité a Absance de précipitation | Absance de Absance de Absance de
Sy I'ébullition et coagulation précipitation et | précipitation et précipitation et
coagulation coagulation coagulation
Activité Décoloration apres 3h Décoloration Décoloration Décoloration
réductase aprés 3h apres 3h entre 1h et 3h

I11.1.1.3.Résultats de 1a mesure du pH:

Les résultats de 1’évolution du pH du lait cru produit ont montrés que les valeurs du
pH varient entre 6,26 et 7,25.

Par comparaison de ces résultats a celle fixe par la norme AFNOR (1980) relative au
pH qui est de 6,5 4 6,7 ; on constate que les résultats obtenus sont conformes a la norme.
Sauf le 1%, 3™ et 4°™ &chantillon de la région Jijel, 2°™ échantillon de la région Taher ne
sont pas dans les normes.

L’analyse de variance montré que ces résultats varient d’une maniére non significatif
selon les régions (P>0,05) et au cours de temps. '

un échantillon présente un pH relativement acide 6,26 est noté€ au niveau de la
région Taher ;cette légére acidité est probablement due a la charge microbienne existe
dans le lait qui provoque une acidification au cours de temps et un échantillon représente
un pH relativement élevé 7,25 est noté au niveau de la région de Jijel. Selon Porcher, (1998)

cette alcalinité est liée a la présence des germes d’alcalinisation qui posséde les protéases en
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1HI-1-1-4. Résultats de la mesure de ’acidité Dornic :

La détermination de 1’acidité des différentes prélévements du lait cru produit nous a
permis dé constater que ces valeurs varient entre 16°D et 19°D.

Par comparaison avec la norme AFNOR, (1980) fixant, les valeurs d’acidité d’un lait
cru a 14°D jusqu’a 18°D nous remarquons que la plupart des résultats sont conformes a la
norme, sauf la 4™ échantillon de la région Jijel ainsi celle de la région EL- amire et la 2™
échantillon de la région Taher ainsi celle de Djimla, qui représentent une acidité 1égérement
supérieur a la norme.

L’analyse de variance a montré que les résultats varient d’une maniére non
sicificative selon les régions (P>0,05) et au cours du temps.

Vignola, (2002) a appuyé que ’acidité naturelle de lait est liée principalement 4 la
présence des protéines, surtout les caséines et les lactalbumines, de substances minérales
tels que les phosphates et le CO;, et d’acides organiques, le plus souvent I’acide citrique, et
secondairement a la présence d’une concentration trés faible d’acide lactique.

Selon Mathieun,(1998) ’augmentation de ’acidité est due principalement a la
transformation de lactose en acide lactique par divers types des microorganismes, 1’acidité
naturelle n’étant pas constante et varie avec la composition du lait.

Tableau N° 12: Evaluation de I'acidité Domic du lait cru produit (° D).

emaines S: S; | S S4 Moyenne | signification

Régione statistique

Jijel 16 17 18 19 17,5

El-amire 17 16 17,5 19 17,45 NS
Acidité | Taher 18 19 18 17 18,12

Djimla 18 19 19 18 18,62

Signification NS

statistique

NS: Non significative.
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différents types des microorganismes présents dans le lait, mais il est reste insuffisant pour
déterminer la qualité microbiologique du lait analysé.

ITI-1-2-2. Résultats de la recherche et dénombrement des flores :

III-1-2-2.1.Résultats du dénombrement de la flore totale mésophile :

Le dénombrement de la flore totale mésophile dans les différents prélévements du lait
cru produit révele la présence d’une charge plus importante.Cette charge est varie d’une
région & une autre et d’une semaine & une autre, elle varie entre 3,1.10° G/ml et 370.10’
G/ml. | |

La charge maximale est notée pour les échantillons prévenant de la région Taher ;
cependant la charge minimale est notée pour les échantillons issus de la région de Djimla.

Ces résultats ne sont pas conformes & la norme fixée par le Journal officiel de la
république algérienne N° 35 du 27 mai 1998 qui de 10° G/ml pour le lait cru de qualité
acceptable ; on peut considérer les €chantillons analysés comme étant de qualité hygiénique
insatisfaisante.

L’analyse de variance a montré que les échantillons sont variés d’une maniére non
significative en fonction des régions (P>0,05) et au cours des semaines.

La présence de cette flore dans le lait est liée beaucoup plus aux conditions d’hygiéne
lors de la traite, cette constations est appuy€ par Pimeiro et al, (2002) qu’a rapporté que la
contamination par les germes de I’environnement est causée lorsque le lait est laissé & 1’air

libre durant la traite, ou ’utilisation d’eau contaminée pour le nettoyage de matériel.

Tableau N°17:Evaluation de nombre de la flore totale mésophile du lait cru produit (G/ml).

emaines S, S, S;3 S4 Moyenne signification
Régions statistique
Jijel 15.107 | 140.107 | 146.10’ 15.10" [79.10’
El-amire 27.10" |370.107 ]2,9.10’ 29.10" | 107.107 NS
Taher 38.107 {200.10" [29.10’ 80.10" | 125.10’
Djimla 3.10" |4.10’ 3,3.10’ 3. 10’ 3,35. 10’
Signification NS
statistique

NS: Nonrsignifictive.

- 60 -




Résultats et discussion

N.107(G/mi)
400 B

350 ¢
300+ — ;
2501 : |00 Jijel
200+ El-amire
150+ |0 Taner
100 |aDjimla

50— | - :

O+ e e e 2 Semaines

S1 S3 S4

Figure 9:Evolution de nombre de la flore totale du lait
cru produit

ITI-1-2-2-2. Résultats du dénombrement des coliformes totaux.

Concernant les résultats du dénombrement des coliformes totaux, nous remarquons
que leur nombre varie entre 10° G/ml et 120.10° G/ml pour les différents prélévements du
lait cru produit.

Les échantillons les moins contaminés présentaient des valeurs minimales,10°G/ml et
7.10% sont notés au niveau de la région EL- amire, celle la plus sales avaient une valeur de
12.10°G/ml est observé au niveau de la région Jijel.

L’analyse de variance a montré que les résultats de dénombrement des coliformes
totaux varient d’une maniére significative en fonction des régions (P<0,05) et d’une maniére
non significatif au cours du temps.

Les résultats retrouvés par Bamaouh, (2006) montrent une variabilité a été observée
pour les coliformes totaux, lors de leur étude sur la qualité globale du lait cru de vache au
Maroc, une valeur moyenne de 4,1.10° UFC /ml ,par comparaison, on observe que nos
résultats sont hautement inférieur.

La présence de ces germes liés au concept d’hygiéne lors de la traite, y compris la
propreté de I’ambiance et tous 1’état globale du trayon ainsi Iéquipement mise en ceuvre.

Vignola a rapporté que le fumier est la source principale de contamination du lait par

les coliformes (cette flore provient des fessés et des tegument de I’animal).

-61 -






Résultats et discussion

Tableau N° 19: Evaluation du nombre des coliformes thermotolérants du lait cru produit

(G/ml).
h emaines Sq S; 1S3 S4 Moyenne | signification
Régions . statistique
Jijel 16.10 2.10° [18.10° [2,6.107|9,65. 107
CTT | El-amire 0 2.10° |0 9.10° [25.10° |NS
Taher 64.10°  |19.10°|23.10° [2.107 |27.10
Djimla 0 0 0 6.10° |1.5.10%
Signification NS
statistique
NS: Non Significative.
N.102 (G/ml)
60+
504 |01 Jijel
404 El-amire
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Figure 11:Evaluation du nombre des coliformes
fécaux

111-1-2-2-4. Résultats de la recherche et dénombrement des levures et moisissures :

Les résultats concernant le dénombrement des levures et moisissures, ont montrés la

présence d’une charge trés importante pour les différents prélevements du lait cru produit.

Le nombre de cette flore varie entre 0,3.106 et 177.10° UFC/ml.

L’analyse de variance a montré que les résultats du dénombrement des levures et

moisissures varient d’une maniére non significative selon les régions (P>0,05) et au cours

du temps.
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ITX-2. Résultats de ’analyse du lait cru commercialisé :
II-2-1. Résultats de ’analyse physicochimiques :
I11-2-1-1. Résultats des caractéres physiques :

% Couleur:

La couleur blanc mat est la plus abondahte, cependant la 17, 2°™¢ 3°™ &chantillon de
la région.Djimla, la 2° de la région El amire, la 3°™ de la région Jijel et la 4°™ de la région
Taher, ont une couleur blanc jaunétre due a la richesse du lait en matiére graisse.

Porcher, (1967) a montré que le lait normale est blanc : lorsqu’il est riche en matiére
grasse, il est 1égérement jaunatre. Laits écrémés ou fortement mouillés sont légérment
bleuets.

% L’odeur:

Touts les échantillons représentent une odeur caractéristique, indiquant les bonnes

conditions de conservation, réfrigération et de 1a mise en vente.
% Saveur et consistence:

2°™ &chantillon de la région

La saveur est généralement caractéristique sauf le cas de la
El-amire ol on remarque une saveur piquante due probablement & 1’augmentation de
I’acidité du lait ; liée a la mauvaise condition de conservation ainsi que 1’dge du lait. La
constation visuelle ainsi que 1’homogénéisation montre que les laits ont une consistance
homogene.

Tableau N° 24 : caracteres physiques du lait cru commercialisé.

aractéres Couleur Odeur Saveur Consistance
Régions Echantio
Jijel E4 Blanc mat Faible Caractéristique | Caractéristique
E, Blanc mat Forte Caractéristique | Caractéristique
E; Blanc jaunétre | Faible Caractéristique | Caractéristique
E4 Blanc mat Faible Caractéristique | Caractéristique
El- E; Blanc mat Faible Caractéristique | Caractéristique
amire | E, Blanc jaunatre | Faible Peu variable Caracté’ristique
Es Blanc mat Faible Caractéristique | Caractéristique
E4 Blanc mat Faible Caractéristique | Caractéristique
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Taher | E, Blanc mat Faible Caractéristique | Caractéristique
E, Blanc mat Faible Caractéristique | Caractéristique

E; Blanc jaunatre | Faible Caractéristique | Caractéristique

Eq4 Blanc jaunétre | Faible Caractéristique | Caractéristique

Djimla | E, Blanc jaunatre | Faible _ Caractéristique | Caractéristique
E, Blanc mat Faible Caractéristique | Caractéristique

Eg, Blanc jaunatre | Faible Caractéristique | Caractéristique

E4 Blanc mat Faible Caractéristique | Caractéristique

II1-2-1-2. Résultats du test de la stabilité a I’ébullition et de I’activité réductase :

Le test de détermination de la stabilité a 1’ébullition révéle que touts les échantillons
présentent une stabilité forte a la température de 1’ébullition. Cependant, un échantillon de
la région El-amire a une stabilité¢ faible & la chaleur, ce qui traduit par la formation de
coagulum et la présence de précipitation.

Selon Porcher, (1998) cette coagulation est due a une stabilité des protéines,
autrement dit, une dénaturation des protéines solubles, elle est aussi trés influencée par le
pH du lait ; un pH plus bas contribue aussi & la coagulation des protéines.

La réduction de bleu de méthyléne entre 1-3 heures est plus abondaate indiquant
que le lait est légérement contaminé ; cependant une réduction de bleu de méthyléne est
observée entre 15min et 1h noté pour la 2éme et 4éme échantillon de la région El-amire,
ainsi que la 2°™ échantillon de la région Taher, indiquant que le lait est fortement
contaminé.

Une réduction de bleu de méthyléne est observée aprés 3 heures d’incubation pour
les échantillons : 3°™ de la région Taher, 2™ de la région Jijel, ainsi la 3™ et la 4°™ de la
région Djimla.

Viénola, (2002) a rapporté que la rapidit¢ de la décoloration est directement
proportionnelle & la quantité de réductase bactérienne produite et de la charge microbienne

de I’échantillon testé.
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Tableau N° 25: Tests de la stabilité a l'ébullition et d'activité réductase du lait cru

commercialisé.
Semaine lait cru commercialisé
Tests J ijel El-amire Taher Djimla
Stabilité a | Absance de Absance de Absance de Absance de
1'ébullition précipitation et précipitation et précipitation et | précipitation et
S coagulation coagulation coagulation coagulation
Activité réductase | Décoloration entre 1h | Décoloration Décoloration Décoloration
et 3h entre lh et 3h apres 3h entre 1h et 3h
Stabilité a Absance de Absance de Absance de Absance de
I'ébullition précipitation et précipitation et précipitation et | précipitation et
S, coagulation coagulation coagulation coagulation
Activité réductase | Décoloration aprés 3h | Décoloration Décoloration Décoloration
entre 1h et 3h entre 15min et | entre 1h et 3h
lh
Stabilité a Absance de Absance de Absance de Absance de
I'ébullition précipitation et précipitation et précipitation et | précipitation et
Ss coagulation coagulation coagulation coagulation
Activité réductase | Décoloration entre 1h Décoloration Décoloration Décoloration
et 3h entre 1h et 3h entre lh et 3h aprés 3h
Stabilité a Absance de Absance de Absance de Absance de
I'ébullition précipitation et précipitation et précipitation et | précipitation et
S4 coagulation coagulation coagulation coagulation
Activité réductase | Décoloration entre Décoloration Décoloration Décoloration
15minet 1h entre 1h et 3h entre 1h et 3h aprés 3h

III-2-1-3.Résultats de la mesure du pH :

6,06 et 6,89. La plupart des échantillons sont dans les normes.

Les valeurs du pH des différents prélévements du lait cru commercialisé varient entre

Certains échantillons présentent un pH légérement supérieur & la norme AFNOR,

(1980) qui est entre 6,5 et 6,7, allant jusqu’a 6,89 avec un €cart de 0,19.En revanche un

échantillon de la région Taher représente un pH plus acide 6,06.

Selon Guiraud, (1998) cette acidité est liée a la charge microbienne existante dans le lait,

qui provoque une acidification au cours du temps.

L’analyse de variance a montré que les résultats varient d’une maniére non

significative en fonction des régions (P>0,05) et au cours du temps.

(2002) varient entre 6,6 et 6,8 pour un lait frais qu’est due a sa fraicheur.

-70 -

Les résultats qui nous avons obtenus sont en accord avec celles notés par Vignola,
















_Résultats et discussion

b. La mati¢re minérale , la matiére organique.

Les valeurs de la mati¢re minérale sont compri entre 6g/1 et 18,7g/1, celle de la
maticre organique varie entre 60,8g/l et 138g/l. Pour la matiére minérale il apparait que
Pensemble des laits est riche en matiére minérale avec un maximum enregistré pour les
échantillons de la région Djimla.

La valeur de la matiére organique du lait varie avec la variation de la matiére séche
ainsi la matiére minérale.

Par comparaison de ces résultats a celles des producteurs ; les valeurs de la matiére
séche sont plus élevées chez les commergants ; on peut attribuer cette augmentation aux
mélanges des différents laits collectés.

Pour la matiere minérale et organique le test d’analyse de variance montre que les
résultats varient d’une maniere non significative en fonction des régions (P>0,05) et au
cours du temps.

Tableau N°30 : Evaluation de la mati¢re minéral du lait cru commercialisé (g/1).

emaines St S 1S; S4 Moyenne | signification
Régions statistique
Jijel 18.7 9.9 177 114 |14.42
El-amire 15.5 10.8 15 7.1 12.19 NS
Matiére | Taher 12.9 13.9 15.8 |6.0 12.15
minérale | Djimla 6.0 119 [156 [139 [11.85
Signification NS
statistique

NS: Non significtive

O Jijel
El-amir
OTaher
ODjimla

Semaine

S1 ‘ 82

Figure17:Evaluation de la maitére
minérale du lait cru commercialisé
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Tableau N° 31: Evaluation de la matiére organique du lait cru commercialisé (g/1).

emaines S; S, Ss S4 Moyenne | Signification |
Régions statistique
Jijel 103.3 |60.8 119.3 | 118.6 | 100.5
Matiére El-amire 90 105.8 | 66.3 136 99,52 35
organique | Taher 127.2 | 100 123.9 {80.6 |107.92
Djimla 135 74.5 104.4 | 112.1 | 107.25
Signification NS
statistique
NS: Non Significtive.
MO (g/)
1407 gy e
1204 | .
10040
80- @ Jijel
804 EEl-amir
404 O Taher
20- DO Djimla
Q 1 o 82 B ”S4 Semaine
Figure18:Evaluation de |la.matiére organique du
fait cru commercialisé

I11-2-2. Résultats de I’analyse microbiologique :

I11-2-2-1. Résultats de I’estimation préliminaire :

Les résultats relatifs a4 1’examen de la coloration de Gram montrent [’existence des

différentes flores au sein de notre lait. Ces flores sont caractérisées par la présence des deux

formes, bitonnets et coques, et celles sont composées de Gram positif aussi bien que de

Gram négatif.

111-2-2-2. Résultats de la recherche et de dénombrement des flores :

I11-2-2-2-1. Résultats du dénombrement de la flore totale mésophile :

Le dénombrement de la flore totale mésophile dans les différentes prélevement du

lait cru commercialisé révele la présence d’une charge microbienne assez élevée, allant

jusqu’a 4.10°g/ml noté au niveau de la 2°™ échantillon commercant Taher, cette flore
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microbienne est variable d’une région a une autre, elle compris entre 0,3.10” G/ml et 4.10°
G/ml. Ces résultats sont pas conformes a la norme de Journal officiel N° 35du 27 mai
1998 qui est de 10° G/ml pour le lait cru de qualité satisfaisante et acceptable et la méme
constations est noté chez les producteurs.

L’analyse de variance a montré que les résultats de la dénombrement de la flore total
mésophile, varient d’'une maniére significative en fonction des régions (P<0,05), et non
significative au cours du temps.

Le nombre élevé de la flore totale mésophile est considéré donc comme un indice
d’une mauvaise hygiene lors de la traite et méme au cours de la collecte et la
commercialisation. On peut appuyer cette constatation par Abdelwaheb, (2001), qui a
rapporté que 1’augmentation de la charge microbienne est peut étre liée aux développement
de la flore originelle 4 raison du non respect des conditions de réfrigération et de stockage

ou a une contamination externe des équipements de traite, d’entreposage ou par

manipulation.
Tableau N° 32: Evaluation de nombre de la flore totale mésophile de lait cru commercilisé
(G/ml).
maines Sy S2 Ss S4 Moyenne | Signification

Régions statistique

Jijel 28.107 [30.107 |250.10" | 0,3.107 | 77.10

El-amire 20.10"7 |78.10"7 |1.10" [31.10" [32,5.107 NS
FTM | Taher 152.107 | 400.107 | 232.10" | 196.107 |245.10

Djimla 19.107 | 21,2107 120.10" ]21,6.107 | 69.107

Signification

statistique NS

NS: Non Significative.
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Figure19:Evaluation de nombre de la flore total
mésophyle de lait cru commercialisé

I11-2-2-2-2. Résultats du dénombrement des coliformes totaux :

Le dénombrement des coliformes totaux donne des résultats différents & I’égard des
différents échantillons du lait commercialisé, varieﬁt entre 9.10° G/ml et 230.10° G/ml.

L’analyse de variance des résultats du dénombrement des coliformes totaux varient
d’une maniére non significative en fonction des régions (P>0,05) et significative (p<0.05)
au cours du temps.

Le nombre élevé de cette flore microbienne indique une contamination fécale de
produit soit lors de production, manipulation et commercialisation. Par comparaison de ces
résultats a celles observés chez les producteurs on note que la charge maximale est notée
chez le commergant au niveau de la région El-amire par une valeur de 225.103G/ml.

Ces résultats sont confirmés par Guiraud,(1998) qui démontrait que le dénombrement
des coliformes totaux dans le lait permet la mise en évidence d’une pollution fécale et donc
la possibilité d’ une contamination par des Entérobactéries pathogénes.

Tableau N° 33: Evaluation de nombre des coliformes totaux (G/ml)

NS: Non Significative.
S: Significative

emaines Sy S, S3 S4 Moyenne | signification
Régions statistique
Jijel 19.10° [24.10° [26.10° [9.10° ]19.5.10° ,

CT | El-amire 230.10° | 75.10° | 15010° | 22.10° |225.10° NS

Taher 35.10° |64.10° [ 19.10° |83.10° [50,5.10°
Djimla 65.10° [39.10° {39.10° |17.10° |40.10°
Signification S
statistique
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Figure 20:Evaluation du nombre des coliformes
totaux du lait cru commercialisé

I11-2-2-2-3. Résultats du dénombrement des coliformes thermotolérants -

Le nombre des germes des coliformes fécaux retrouvés dans les différentes

échantillons du lait cru commercialisé, varie entre 0G/ml et 140102 G/ml pour I’ensemble

des prélevements.

Ces résultats sont conformes a la norme de Journal officiel de la république

algérienne N° 35 du 27mai 1998 qu’est de 10° G/ml ce qui indique que le lait est de qualité

acceptable.

L’analyse de variance a montré que les résultats du dénombrement des coliformes

thermotolérant varient d’une maniére non significative en fonction des régions et au cours

du temps.

Tableau N° 34: Evaluation de nombres des coliformes fécaux du lait cru commercialisé

(G/ml).

maines Sq S, S S4 Moyenne | Signification
Régions statistique
Jijel 4.10°  |1.10° 11.10°10 4.10°
El-amire 72.10* | 140.10* |56.10% | 5.10° | 48.10°
Taher 9.10> | 19.10? 3.10% | 42.10° | 18. 107 NS
Djimla 23.10° |19.107 0 0 10,5. 10
Signification
statistique NS

NS : Non Significative
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Figure21:Evaluation de nombre des coléformes fécaux
du lait cru commercialisé

II1-2-2-2-4. Reésultats de la recherche et déaombrement des levures et moisissures :

Pour les résultats trouvés concernant le dénombrement des levures et moisissures
nous remarquons, la présence d’une charge trés importante de cette flore dans les quatre
régions, ainsi I’échantillon le plus sale avait une valeur de 96.106 G/ml noté au niveau de la
région de Taher ; et celle de la région Jijel présente une valeur minimale de 42.10°G/ml.

L’analyse de la variance a montré que les résultats du dénombrement des levures et
moisissures varient d’une maniere non significative en fonction des régions (P>0,05) et au
cours du temps.

Le nombre élevé de cette flore dans le lait cru commercialisé peut étre due a une
contamination externe de ces laits, leur présence n’est pas souhaitable dans les aliments, ils
produisent par leur développement des altérations de la qualité marchande.

Tableau N° 35 : Evaluation du nombre des levures et moisissures. (UFC/ml)

emaines S S, Ss S4 Signification
Régions statistique
Jijel 8,510° ]12,610°[6,310° |4,2.10°
El-amire 9,6.10° 132.10° [6,910° |15,810°| NS
Taher 24.10° [35.10° [96.10° |28.10°
Djimla 18.10° [5.10° 126,8.10°|38.10°
Signification NS
statistique

NS: Non Significative.
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Discussion générale

Notre travail est s’inscrit dans le but de ’étude de la qualité physicochimique et
microbiologique du lait cru préleve chez les €leveurs producteurs et les commergants, ainsi
de déterminer le degré et les niveaux de contamination.

Le lait compté permis les produit les plus appréciable leur consommation est tres
importante en Algérie et particuliérement dans la Wilaya de Jijel. Le lait peut contenir des
germes pathogeénes provoquant des zoonoses, des antibiotiques. Le lait cru doit subir un
control continue et rigoureux pour assurer la qualité des produits vendus et produits.

En effet le controle de la qualité de lait cru collecté des éleveurs producteurs et celle
commercialisé de différentes régions Jijeliennes : Jijel, El-amire, Taher, Djimla révélé que
le pH de la plupart des échantillons du lait cru des producteurs sont conforme & la norme,
ainsi que le lait cru commercialisé, les valeurs de la densité sont généralement inférieur 4 la
norme pour le lait produit ainsi celle commercialisé, cette anomalie est probablement due au
mouillage accidentelle ou mouillage intentionn€ dans la plus part des cas, ainsi au mélange
du lait collecté par les commergant.

Les résultats de la matiére seéche du lait cru produit sont inférieur 4 la norme, ceux de
lait cru commercialisé sont dans les normes, & I’exception des deux régions ; Jijel et
El-amire dont la moyenne et 1égeérement inférieur a la norme.

Les analyses microbiologiques ont montré que le lait est fortement contaminé par une
flore totale mésophile le nombre est varie entre (3. 10°-370. 107 G/ml), ainsi par les levures
et les moisissures dont le nombre varie entre (0,3.10%-177.10° UFC), cette contamination est
plus remarquable chez les commergant. D*une flore de contamination fécale variable entre
les différents échantillons du lait cru produit et commercialisé.

Pour les germes pathogénes on note une absence du salmonelle et aprés identification
des souches isolées, on obtient deux souche de E. coli et quatre souches des Enterobacter
pour le lait cru produit, ainsi quatre E. coli pour celle commercialisé. La présence de huit
souches de staphylococcus sans confirmation de I’espeéces staphylococcus aureus dans le
lait cru produit, ainsi de méme pour le lait cru commercialisé. La recherche de streptocoques
fécaux ne permettra d’identifier cing souches de streptococcus non hémolytique pour le lait

cru produit ainsi quatre souches streptococcus non hémolytique pour celle commercialisé.
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Les résultas de test de sensibilités souches isolées aux antibiotique on révélé que les
souches de staphylococcus, sont trés sensible vis-a-vis de Ampiciline, Amxiline,
Erytrimycine et Streptomycine ; et résistant vis- a- vis de Tetrecycineet, Sulfonamide.

Les souches de streptococcus sont sensibles vis- a- vis de  Ampicilline, Amxiline,
Erytrimycine et Streptomycine, ainsi 66,66% et résistance vis- &- vis de sulfonamides,
Clostine et 33,33% a la Tetracycline.

La modification de la qualité du lait est I’'un des conséquences des fraudes soit lors de
la production ou de ia commercialisation, la suspension de mouillage est plus probable,
ainsi la qualité du lait est influencé par le mélange des différentes laits collectés par les
commergants. Pour préservé la santé du consommateur, un lait ne répand pas aux normes
doit exclue de la chaine de la production et de la vante.

Le controle quotidien du lait doit subi chez les producteurs et les commergants et
pour améliorer la qualité hygiénique du lait cru, les producteurs et les commergants doivent
préter plus d’attention aux aspects hygiénique de la traite, conservation, transport et
commercialisation et doivent étre rigoureusement respectées pour réduire la multiplication

microbienne dans le lait.
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Conclusion :

La qualité du lait frais représente un capitale de départ qu’il faut préserver. Nous
avgndessayés d’estimer la qualité microbiologique et physicochimique du lait cru, ainsi de
détecter les différentes sources de contamination au niveau des différentes stades de la
traite, collecte et commercialisation.

Les résultats aux quels nous avant abouti, nous ont permis de tirer les conclusions
suivantes :

Sur le plan organoleptique, les résultats montrent que les différents échantillons ont
des caractéristiques semblables et caractérisant le lait normale ; & I’exception d’un seul
échantillon du lait cru commercialisé au niveau de la région El-amire.

Les résultats de la plupart des parametres physicochimiques permettent de conclure,
selon les normes de la législation Algérienne -que : la qualité physicochimique du lait cru
des éleveurs producteurs était inacceptables. Pour le mélange du lait cru collecté et
commerc.ialisé, les résultats obtenus révélent que la plupart des paramétres
physicochimiques n’obé€issent pas aux normes.

D’autre part la qualité microbiologique du lait des éleveurs producteurs n’obéisse pas
au normes législatives. Par ailleurs les résultats révelent que la qualité microbiologique de
mélange du lait cru collecté et commercialis€ est non satisfaisante et impropre a la
consommation en I’état.

Les résultats de test de sensibilité¢ des souches isolées aux antibiotiques, révélent que
la réaction des souches de Staphylococcus et Streptococcus non hémolytique vis-a-vis des
antibiotiques est variable selon le type de 1’antibiotique testé. En effet nous avons noté une
résistance totale en vers la clostine et les sulfonamides et méme les tétracyclines.

Compte tenu les résultats obtenus dans cette étude, la qualité hygiénique du lait
présente I’un des préoccupation dans la filiére, dépend des manipulateurs, équipement mis
en ceuvre, de la qualité de ['air ambiant et des conditions de stockage, transport et
commercialisation. Pineiro, (2002).

Pour une meilleure maitrise de la qualité, il faut respecter les bonnes conditions
d’élevage, de traite (locaux et matériel compris), ’hygiéne des manipulateurs, ainsi que la
réfrigération immédiat du lait & 4 ¢® aprés la traite qu’est le premier mesure permettant la

préservation de la qualité du lait. Alais et perez, (1996).
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Annexe I :

1-Milieux De culture :

Eau physiologique stérile 2 9%

Na cl

Eau distillée

Milieu OGA :(Gélose Oxytetracycline-Glucose).

Extrait de levure
Glucose
Gélose

Oxyteracycline a 1mg/ml

Milieu de Chapman :

Peptone de viande
Extrait de viande
Sodium chlorure
D (-) mannitol
Rouge de phénol
pH final

Eau distillée

Agar —Agar

Stérilisation a4 120°C -15 min

Milieu de gélose nutritive :
pH

Peptone trypsique
NaclouKcl

Agar

Macerratin de viande

Stérilisation a 120°C/15min

9¢
1000ml

100ml

10.0g
1.0
75.0g
10.0g
100ml
12.0g
0.025¢
7.4+0.1



Milieu de VRBG: (gé¢lose biliée au cristal violet et au rouge neutre)

Peptone

Extrait de levure
Sel biliaire

Glucose

Chlorure de sodium
Rouge neutre
Cristal violet
Gélose

PH

Stérilisation

Bouillon de sélénite de sodium (SFB)

Peptone

Lactose

Phosphate disodique
Sélénite acide de sodium
pH =7

Milieu de Rothe

Peptone

Glucose

Chlorure de sodium
Phosphate mono potassique
Phosphate bi potassique
Acide de sodium

pH =7

~J

(1=}

10

(1=}

S5g

30mg
2mg
12¢g
7.4

Smin

10g
4g
4g



Giolitti-cantoni
Tryptone

Extrait de viande
Extrait de levure
Chlorure de lithium
Mannitol

Chlorure de sodium
Glycine

Pyruvate de sodium

pH =7

Bouillon EVA- litsky (bouillon & P’azide et a I’éthyle-violet)

Peptone

Glucose

Chlorure de sodium
Phosphate di potassique
Phosphate mon potassique
Azide de sodium

Ethyle- violet

pH=7

Gélose PCA
Peptone

Extrait de levure
Glucose
Gélose

pH=7

Gélose au désoxycholate 0.1%
Peptone

Lactose

Citrate de sodium

Citrate de fer III
Désoxycholate de sodium

Rouge neutre

LI
(0je]

20g

S5g

2.7g
2.7g
0.3g

-

0.5g

25mg



Extrait de viande
Gélose

pH=7.3

Hektoen
Protéose —peptone

Extrait de levure
Chlorure de sodium
Thiosulfate de sodium
Sels biliaires

Citrate de fer ammoniacal
Salicine

Lactose

Saccharose

Fuschine acide

Bleu de bromothymol
Gélose

pH=7.6

Mueller —Hinton
Extrait de viande

Hydrolysate acide de caséine

Amidon

gélose

TSI (triple sugar-iron agar)

Peptone

Extrait de viande
Extrait de levure
Chlorure de sodium
Glucose

Lactose

Saccharose

Citrate de fer

Hyposulfite de sodium

0.1g
65mg

13mg

17.5¢
1.5¢

o

10g

20g
3g
3g
5g

10g
10g
0.5g
0.5g



Rouge de phénol
Gélose
pH=7.4

oDC
Ornithine(L)

Extrait de levure
Chlorure de sodium
Glucose

Porpre de bromocrésol

pH=8.1

ADH
L’arginine

Extrait de levure
Chlorure de sodium
Glucose

Porpre de bromocrésol

pH=6.3

LDC
Lysine

Extrait de levure
Glucose

Pori)re de bromocrésol
pH=6.3

Urée —Inﬂole
Tryptophane

Phosphate mono potassique
Phosphate bi potassique
Chlorure de sodium

Urée

Alcool a 95°

Rouge de phénol

pH=6.7

i
Vje]

5]
uQ

l6mg

l6mg

10ml
25mg



2- Réactifs et colorant
KOVAX
Para diméthyle ~Amino-Benzanal

Alcool amylique

Acide chlorhydrique

Phénol phtaléine

Phénol

alcool

Fushine
Fushine basique

Alcool éthylique
Phénol

Eau distillée

Lugol

Tode

Iodure de potassium

Eau distillée

Violet de gentiane
Violet de gentiane

Ethanol 490%
Phénol

Eau distillée

15g
Sml

100g

lg
10ml
5g
100ml

300ml

th
10ml
2g
100ml



Annexe I :

Tableau de I’analyse de variance :

Z de CE S.C.E DDL

CM S résudunelle
Total (T.b)
F.E SCE & SCE

t-1

F.C b-1 SCE. g ANCM

b-1
Résiduelle (t-1).(b-1) SCE g

(t-1).(b-1)
Avec :

DDL :Dégré de liberté
S.C.E :La somme des carrés des écartes
F.E :Facteurs étudiés

F.C :Facteurs controlés




Annexelfl . Tablean des antibietiqnes :

G Pénicilline G . | . P 6 0.25-16 <8-| 828 | >29
~ Ampicilline. AM | 10 4-1 <t | 11-16 | >17
Amoxicilfing AMX 1 25 4-16 <t4.| 1420 | >21
| Amoxcillinet A ppt g0, 4-16 <14 | 14:20 | >21
aq : _clavulamiqué . . o
£ A Carbénacilline CB 100" 128 <13
Y | Ticarcilline TIC 75 128 <13
g Aziosilline AZ 75 16-128 <10
o Mézlocillie. | MZ 75 8:32. <16
. Pipéracilline PIP 100 16-128 <13
s Mecillinam . | MEC | 25 1-8 <17
£ ™ Méticilline DP 5 2 <20
E A ~ Oxacilline oX 5 2 <20
3 Cetalotine CF. | 30 8-32 <12 .
= e Cefaloridine.- | CD" 30 8-32 <12
Cefalexine . €N, - 30 8-32 <12
w Cefazoline CZ 30 832 <[2
IS ‘ Cefoxitine FOX. 30 8-32 - <15
& | W [ - Cefamandele | MA | 30 8-32 <13
z . Cefuroxime CXM 30 8-32 <15
R Cefotaxime | CTX 30 4-32. <15
S Ceftriaxone.. | CRO- 30 4-37. <15
© gy | Cefopérazone | CFP | 30 432 <14
Cefsulodineg . | :CF§ . 30 8-32 <14
Moxalactam | MOX-~ 30 432 <17
Ceftardimie. CAZ |. 30 4-32 <15
Streptomnycine | © S- | 10Ul 8-16 <13 | 13-
Gentamycine GM 10- 4-§ RERNEEER
" Tobramycine | NN 10 4-8 <14
3 __Sixomycine SIS 10 48 RICE TS
G Dibekamycine DKB 10 _4-8 <14
=1 . Amikacine - . AN 30 8-16 <15 |
5. Netilmyeine | NET | 30 | a8 <077
Kanamycine K 30 §-16 <15
Néomycine N 30 8-16 <15
Parorhomyeine | PAR 30 8-16 <}5°
Phé’n ceolés Chloramphenicol o) 30 8-16 <19
L Thitamphenicol | . TP 30 8-16 <19 -
o .- Tétrgeyclirie - TE | 30 4-8- <17"
e e | Oxytétracycline oT’ 30 - 4-8 <t7
Tétracycline Doxycycline D- 30 4-8 <17
Minocycline ML 30 4-8 <17
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