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Glossaire

Barattage : transformation de la creme du lait en beurre dans la baratte, par séparation de

la matiére grasse et du babeurre.
Colostrum :

C’est un liquide épais, crémeux et jaunatre que produit le sein maternel avant la montée du
lait et qui continue généralement jusqu’a trois jours apres I’accouchement. Tres riche du
point de vue nutritionnel, et précieux pour augmenter les défenses immunitaires du
nouveau-né, le colostrum est totalement suffisant comme premier aliment, dans 1’attente du

"vrai lait".
Incinération : action de réduire en cendre, de détruire par le feu.

Meésophile : Organisme dont la croissance est optimale sous une température comprise
entre 20 a 45 °C.

Mouillage : Opération frauduleuse qui consiste a ajouter de I'eau au lait ou au vin.

Rhéologique : la rhéologie est I’étude de 1’écoulement de liquides ou des matériaux

visqueux.
Standardisation lipidique :

La standardisation est une opération physique permettant d’amener le lait a une
concentration donnée en matiere grasse ou en protéine. Ces ajustements permettent de
pallier les variations de composition naturelles inhérentes a la race des vaches ou liées a

leur alimentation ou aux saisons.






INRODUCTION

L'Algérie est un pays de tradition laitiere, le lait et les produits laitiers occupent une place
prépondeérante dans la ration alimentaire des algeériens, ils apportent la plus grosse part de
protéines d’origine animale. En regard de son contenu en énergie métabolisable. Le lait
présente une forte concentration en nutriments, mais il n’a pas seulement un intérét
alimentaire, il occupe une place centrale dans 1’imaginaire des algériens. Ce n’est d’ailleurs
pas par hasard qu’il est offert comme signe de bienvenue, traduisant, ainsi par ’acte notre

tradition d’hospitalité.

Le lait cru est un produit hautement nutritif. Sa production doit étre severement contrdlée
en raison des risques éventuels qu’il peut présenter pour la santé humaine. Tres vite,
I’homme a compris que le lait peut constituer une partie importante de son alimentation
mais lorsqu’il a voulu le conserver il s’est heurté a sa fragilité. En effet, de part sa richesse
en nutriments, il constitue un milieu propice et favorable pour le développement de
nombreux microorganismes qui peuvent I’altérer et le déstabiliser. Le développement
microbien dans le lait change son aspect pour se transformer en gel possédant des
caractéristiques organoleptiques diverses avec des taux élevés en lactose, lipides et en

protéines faisant de lui un aliment nutritif, riche en énergie. [1]

La qualité du lait produit traditionnellement est souvent moyenne du fait des conditions de
traite peu hygiéniques, de récipients sales ou encore de I'eau utilisée souvent non traitée. Le
mangue de connaissance sur la manipulation des produits laitiers, I'inexistence de réseaux
électriques et de systemes de réfrigération peuvent étre également des facteurs influant sur
la qualité des produits. Mais, certains micro-organismes sont importants car ils sont en
partie responsables de la saveur et de la texture des produits laitiers. D'autres peuvent étre
pathogenes et produire des toxines contaminant les produits laitiers. Ceux-ci deviennent
alors vecteurs de maladies pour I'homme et I'animal. 1ls peuvent étre également
responsables du mauvais godt et du mauvais aspect des produits laitiers ; Les agents
pathogenes pour I'hnomme sont habituellement classes en deux catégories: ceux causant une
infection alimentaire (I'aliment sert de vecteur de microbes vers les étres humains) et ceux
causant une intoxication alimentaire (ce sont soit des toxines secrétées par les
microorganismes dans les aliments, soit des toxines contaminant les aliments par d'autres
voies). [2]



INRODUCTION

En juillet 2021 selon la presse : « Plus de 100 personnes, dont 90% sont des enfants, ont
été exposées a une intoxication alimentaire suite a la consommation de petit lait acheté
chez les commercants bien connus situés dans la cité AADL de la commune d’ouled yaich

dans la ville de Blida... »

Afin d’¢élucider les causes de ce genre de toxi-infection alimentaire, et dans une optique de
contréle de la qualité des produits laitiers artisanaux vendus dans la région de Blida, nous
avons réalisé ce travail, dont 1’objectif principal était la mise en évidence de la qualité
hygiénique et la recherche et 1’identification des germes pathogénes responsables de toxi-
infections alimentaires dans les produits laitiers artisanaux commercialisés au niveau de

différentes communes de la wilaya de Blida.









Chapitre | Genéralité sur les produits laitiers

1.1. Définition du lait :

Le lait est un liquide blanc, opaque, de saveur légérement sucrée, constituant un aliment
complet et equilibré, sécrété par les glandes mammaires de la femme et par celles des
mammiféres femelles pour la nutrition des jeunes. Le lait cru est un lait qui n’a subi aucun
traitement de conservation sauf la réfrigération a la ferme. La date limite de vente
correspond au lendemain du jour de la traite. Le lait cru doit étre porté a 1’ébullition avant
consommation (car il contient des germes pathogenes) .11 doit étre conservé au

réfrigérateur et consommé dans les 24h. [3]

Le lait doit étre en outre collecté dans de bonnes conditions hygiéniques et présenter toutes
les garanties sanitaires. Il peut étre commercialisé en 1’état mais le plus souvent apres avoir

subi des traitements de standardisation lipidique longue conservation. [4]

1.1.1. Définition légale francaise :

C’est le produit intégral de la traite totale et ininterrompue d’une femelle laitiere ou vache
laitiére bien portante, bien nourrie et non surmenée. Il doit étre recueilli proprement et ne
doit pas contenir de colostrum.

NB : Elle ne doit pas étre surmenée car 1’hormone principale qui régule la lactation est la
prolactine qui dépend de I’humeur : une vache de bonne humeur donne un lait de bonne
qualité. [5]

1.1.2. Définition de la FIL:

« La dénomination lait est réservée exclusivement aux produits de la sécrétion mammaire

normale obtenue par une ou plusieurs traites sans aucune addition ni soustraction » [6]
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1.2. Composition du lait :

Le lait contient des nutriments essentiels et est une source importante d'énergie alimentaire,
de protéines de haute qualité et de matiéres grasses. Le lait peut apporter une contribution
significative aux besoins nutritionnels recommandés en calcium, magnésium, sélénium,
riboflavine, vitamine B12 et acide pantothénique. Le lait et les produits laitiers sont des
aliments nutritifs et leur consommation permet de diversifier les régimes a base de plantes.
Le lait d’origine animal peut jouer un role important dans I'alimentation des enfants dans
les populations ne bénéficiant que d’un tres faible apport en lipides et ayant un acces limité

aux autres aliments d'origine animale. [7]

Selon COULON, la composition chimique du lait et ses caractéristiques organoleptiques
varient sous l'effet d'un grand nombre de facteurs. Ces principaux facteurs de variation sont
bien connus, ils sont liés soit a I'animal (facteurs génétiques, stade de lactation, état
sanitaire ...) soit au milieu et a la conduite d'élevage (saison, climat, alimentation).
Cependant, si les effets propres de ces facteurs ont été largement étudiés, leurs

répercussions pratiques sont parfois plus difficiles a interpréter. [8]
Le lait est un milieu hétérogene dans lequel trois phases distinctes coexistent :

* La phase aqueuse, qui contient 1’eau (87% du lait) et les produits solubles pouvant donner
naissance au lactosérum (lactose, sels, protéines solubles, composés azotés non protéiques,

vitamines hydrosolubles et enzymes).

» La suspension colloidale micellaire (2.6%), qui peut donner naissance au caillé obtenu

par la coagulation des caséines suite a 1’action de microorganismes ou d’enzymes.

* L’émulsion (4.2%), qui peut donner naissance a la creme, une couche de globules gras

rassemblés a la surface du lait par effet de gravité. [9]

1.2.1. L’eau:

L’eau est le consistant le plus important du lait, en proportion. Elle représente environ 80%
du lait [10]. Son caractere lui permet de former une solution vraie avec les glucides, les

minéraux et une solution colloidale avec les protéines. [11]
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1.2.2. La matiére grasse :

La matiére grasse est dispersee en émulsion, sous forme de microgouttelettes de
triglycérides entourées d’une membrane complexe, dans la phase dispersante qu’est le lait
écrémé [12]. La matiere grasse ou taux butyreux représente 25 a 45 g par litre .Elle est
constituée par 98,5% de glycérides (esters d’acide gras et de glycérol), 1% de
phospholipides polaires et 0,5% de substances liposolubles cholestérol, hydrocarbures et
vitamines A, D, E, et K. [13]

1.2.3. Protéines :

Les protéines sont des éléments essentiels au bon fonctionnement des cellules vivantes et

elles constituent une part importante du lait et des produits laitiers. [14]

1.2.4. Les glucides :

Les glucides représentent 38% de la matiere seche du lait. Quantitativement, ils sont les
constituants les plus importants aprés 1’eau [15]. Le sucre principal du lait est le lactose.
C’est le constituant majeur de la matiére séche du lait [16]. C’est un sucre extrémement
rare présent a une dose de 47 a 52 g.kg™, c’est le constituant le plus rapidement attaqué par
action microbienne mais il joue un réle important, lié notamment a sa fermentescibilité qui

intervient lors de 1’élaboration de divers produits laitiers. [17]

1.2.5. Les vitamines :

Selon VIGNOLA, les vitamines sont des substances biologiquement indispensables a la vie
puisqu’elles participent comme cofacteurs dans les réactions enzymatiques et dans les
¢changes a 1’échelle des membranes cellulaires. L’organisme humain n’est pas capable de

les synthétiser. [18]

On distingue d’une part les vitamines hydrosolubles (vitamine du groupe B et vitamine C
uniquement dans le lait de chamelle) en quantité constantes, et d’autre part les vitamines

liposolubles (A, D, E et K). [4]
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Tableau 1 : Composition vitaminique moyenne du lait. [14]

Vitamines Teneur moyenne de 100ml
Vitamine A (+caroténes) 40 ug
Vitamine D 2.4 g
Vitamine E 100 pg
Vitamine K Sug
Vitamine C (acide ascorbique) 2mg
Vitamine B1 (thiamine) 45 ng
Vitamine B2 (riboflavine) 175ug
Vitamine B6 (pyridoxine) 50ug
Vitamine B12 (cyanocobalamine) 0.45ug
Niacine et niacinamide 90ug
Acide pantothénique 350ug
Acide folique 5.5ug
Vitamine H (biotine) 3.5ng

1.2.6. Les minéraux :

La quantité des minéraux contenus dans le lait aprés incinération varie de 0,60 a 0,90%. Ils
prennent plusieurs formes ; ce sont le plus souvent des sels, des bases, des acides. A cette
liste s’ajoutent certains ¢léments comme le soufre dans les protéines et les oligo-éléments
suivants, qui sont présents a de faible concentration ou a 1’état de trace : manganése, bore,
fluor, silicium, molybdene, cobalt, baryum, titane, lithium, et probablement certains autres.
[14]
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Le lait de chevre semble étre plus riche en Calcium, Phosphore, Magnésium, Potassium et

Chlore que le lait de vache mais moins riche en Sodium. [19]

1.2.7. Lesenzymes :

Les enzymes sont des substances organiques de nature protéique, produites par des cellules
ou des organismes vivants, ils jouent le role de catalyseurs dans les réactions biochimiques.
Environ 60 enzymes principales ont été répertoriées dans le lait dont 20 sont des
constituants natifs. Une grande partie se retrouve dans la membrane des globules gras mais
le lait contient de nombreuses cellules (leucocytes, bactéries) qui élaborent des enzymes :

la distinction entre éléments natifs et éléments extérieurs n’est donc pas facile. [20]

1.3. Caracteres organoleptiques du lait :

1.3.1. Lacouleur :

Le lait est de couleur blanc mat, qui est due en grande partie a la matiere grasse, aux

pigments de caroténe qui provient de B-caroténe. [21]

REUMONT, Explique que dans le lait, deux composants essentiels, les lipides sous forme
de globules de matiéere grasse et les protéines sous forme de micelles de caséines
diffractent la lumiere. Ces agrégats dispersent les rayons lumineux sans les absorber et le
rayonnement qu’ils renvoient, est identique en composition au rayonnement solaire, a

savoir la lumiére blanche. [22]

L’opacité du lait est due a sa teneur en particules suspendues de matiéres grasses, de

coloration (teneur en caroténe) de la matiére grasse. [23]

1.3.2. L’odeur :

Selon VIERLING, I’odeur est caractéristique du lait du fait de la matiére grasse qu’il
contient qui fixe des odeurs animales. Elles sont liées a ’ambiance de la traite, de

I’alimentation (les fourrages a base d’ensilage favorisent la flore butyrique, le lait prend
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alors une forte odeur), ou a la conservation (I’acidification du lait a I’aide de 1’acide

lactique lui donne une odeur aigrelette). [24]

1.3.3. Lasaveur :

La saveur du lait normal frais est agréable, celle du lait acidifié est fraiche et un peu
piquante. Les laits chauffés (pasteurisés, bouillis ou stérilisés) ont un godt 1égérement
différent de celui du lait cru. Les laits de rétention et de mammites ont une saveur salée
plus ou moins accentuée. Il en est en parfois de méme du colostrum. L’alimentation des
vaches laitiéres a 1’aide de certaines plantes de fourrages ensilés peut transmettre au lait
des saveurs anormales en particulier un godt amer. La saveur amere peut aussi apparaitre

dans le lait par suite de la pullulation de certains germes d’origine extra-mammaire. [25]

1.3.4. La viscosité :

RHEOTEST a montré que la viscosité du lait est une propriété complexe qui est
particulierement affectée par les particules colloides émulsifiées et dissoutes. La teneur en

graisse et en caséine possede l'influence la plus importante sur la viscosité du lait. [26]

La viscosité est une caractéristique importante de la qualité du lait, étant donné qu'une
relation intime existe entre les propriétés rhéologiques et la perception de la qualité par le

consommateur. [21]

1.4. Caracteres physico-chimiques du lait :

1.4.1. La masse volumique :

La masse volumique d’un liquide est définie par le quotient de la masse d’une certaine
quantité de ce liquide divisée par son volume. Elle est habituellement notée p et s’exprime
en Kg/m=3dans le systéme métrique. Comme la masse volumique dépend étroitement de la
température, il est nécessaire de préciser a quelle température (T) elle est déterminée. La

masse volumique du lait entier a 20 °C est en moyenne de 1030 Kg/m3. [27]



Chapitre | Genéralité sur les produits laitiers

Les valeurs moyennes concernant le lait de vache se situent entre 1.028 et 1.032 g.ml.
[28]

1.4.2. Ladensité :

La densité d’un liquide est une grandeur sans dimension qui désigne le rapport entre la

masse d’un volume donné du liquide considéré et la masse du méme volume d’eau

Elle oscille entre 1,028 et 1,034. Elle doit étre supérieure ou égale a 1,028 a 20°C. La
densité des laits de grand mélange des laiteries est de 1,032 a 20°C. La densité des laits

écrémes est supérieure a 1,035. [29]

Elle varie en fonction de la saison, du stade physiologique et de la race. La densité est sous
la dépendance de deux facteurs principaux : la teneur en matiere séche et celle de la
matiére grasse, elle diminue avec l'augmentation du taux butyreux. L'addition d'eau

diminue la densité. [18]

1.4.3. Le point d’ébullition :

D’aprés AMIOT et all, on définit le point d’ébullition comme la température atteinte
lorsque la pression de vapeur de la substance ou de la solution est égale a la pression
appliquée. Ainsi comme pour le point de congélation, le point d’ébullition subit I’influence
de la présence des solides solubilisés. Il est [égerement supérieur au point d’ébullition de

I’eau, soit 100.5°C. [14]

1.4.4. Le point de congélation :

Le point de congélation du lait est Iégerement inférieur a celui de I'eau pure puisque la

présence de solides solubilisés abaisse le point de congélation. [30]

Sa mesure est utilisée pour déceler le mouillage, si le point de congélation est supérieur a -

0.53°C on suspectera une addition d’eau. [31]
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1.4.5. L’acidité du lait :

L'acidité titrable indique le taux d'acide lactique forme a partir du lactose. Un lait frais a
une acidité de titration de 16 a 18°Dornic (°D). Conserveé a la température ambiante, il

s’acidifie spontanément et progressivement. [32]

C’est la raison pour laquelle on distingue ’acidité naturelle, celle qui caractérise le lait
frais, d’une acidité développée issue de la transformation du lactose en acide lactique par

divers microorganismes.

On exprime couramment 1’acidité d’un lait en degrés Dornic ; ce dernier étant le nombre
du dixieme de millilitre de soude utilisée pour titrer 10 millilitres de lait en présence de

phénolphtaléine.

Deux laits peuvent avoir le méme pH et des acidités titrables différentes et inversement.
C'est a dire qu'il n'y a pas de relation d'équivalence réelle entre le pH et I'acidité de
titration. [33]

1.46. PH:

Le pH renseigne précisément sur 1’état de fraicheur du lait, les différents laits ont une
réaction ionique voisine de la neutralité. Le pH est compris entre 6.4 et 6,8. C’est la
conséquence de la présence de la caséine et des anions phosphorique et citrique. Le pH
n’est pas une valeur constante, il peut varier au cours du cycle de lactation et sous
I’influence de I’alimentation. Cependant, I’amplitude des variations est faible dans une

méme espece. Le colostrum a un pH plus bas, du fait de la teneur élevée en protéines. [34]

Le pH du lait change d’une espece a ’autre, étant donnée les différences de la composition

chimique, notamment en caséines et en phosphates.
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Tableau 2 : Caractéristiques physico-chimiques du lait

Caractere physico-chimique Normes dans le lait
Densité a 20 °C 1,028 — 1,033
Densité de matiere grasse 0,94 - 0,96
Acidité Dornic °D 15°D - 17°D
Point de congélation -0,52 °C -0,55 °C
Point d’ébullition 100,15 °C - 100,17 °C
pHa20°C 6,6 — 6,8
1.5. Les produits laitiers artisanaux :
1.5.1. Leben :

Le lait fermenté écrémé « lben » est traditionnellement fabriqué a partir de lait cru de
vache par fermentation spontanée. Le lait cru est laissé acidifier spontanément a
température ambiante jusqu'a ce qu'il coagule. Le barattage du lait fermenté donne du lait
fermenté écrémé « Iben » et du beurre cru appeler « zebda beldia ». La durée de
conservation de 'Iben’ est d'environ trois jours & 4°C. A la campagne, il n'y a parfois pas
d'électricité et le « Iben » est conservé a température ambiante, atteignant des niveaux

d'acidité élevés apres 2 a 3 jours. [35]

Les streptocoques lactiques et les leuconostocs sont les principaux agents responsables de

I'acidification et de la conversion du lait en Lben. [36]

1.5.2. Raib :

C’est un lait fermenté, obtenu par acidification naturelle d’un lait cru a une température

ambiante. La coagulation est obtenue ou résulte de la flore microbienne originelle et de
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contamination, avec ou sans additions des acides organiques (citron, vinaigre), pendant une

durée variée selon la saison entre 24 heures a 72 heures. [37]

I est principalement acidifié et aromatisé par des souches de lactocoques et de

leuconostocs. [38]

1.5.3. Jben :

Le Jben est un fromage traditionnel frais, sa préparation repose sur la coagulation de lait
cru (coagulation enzymatique), tout d’abord le lait de chévre ou de vache ou un mélange
entre les deux est laissé a fermenter spontanément a température ambiante jusqu’a la

coagulation, le lait coagulé est égoutté pour obtenir le caillé qui est le Jben. [35]

1.5.4. Beurre :

Le beurre est un aliment préparé, conformément aux bonnes pratiques industrielles, a partir
du lait ou des produits du lait et doit contenir au moins 80% de matiére grasse du lait. Il
peut également contenir des solides du lait, des cultures bactériennes, du sel et un colorant
alimentaire. Conformément au Codex Alimentarius, le beurre est un produit gras dérivé
exclusivement du lait ou de produits obtenus a partir du lait, principalement, sous forme

d’une émulsion du type eau dans I'huile. [18]

Il contient de 80 a 81% de matiere grasse laitiere, 17% d'humidité, 1% de glucides et de

protéines, et 1,2 a 1,5% de chlorure de sodium. [39]
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L’importance et la nature des bactéries contaminant le lait, dépendent de I’état sanitaire de
I’animal, de la nature des fourrages [40], mais aussi des conditions hygiéniques lors de la
traite, de la collecte, de la manutention et de la température de conservation du lait.
[41]

Un lait est considéré comme peu contaminé s’il renferme quelques centaines a quelques
milliers de germes par unité de volume, un lait fortement contaminé peut en contenir

plusieurs centaines de milliers a plusieurs millions par ml. [42]

Dans cette microflore contaminante, les bactéries conditionnent le plus directement la
qualité hygiénique ainsi que 1’aptitude a la conservation et a la transformation de la matiére

premiére. [43]

On repartit les microorganismes du lait, selon leur importance, en deux grandes classes : la
flore originelle et la flore contamination. Cette derniére est subdivisée en trois sous classe :
la flore d’altération, la flore pathogene et la flore psyhrotrophe.

Micro-organismes du lait

Flore originelle ou lactique

! Flore d’altération

Flore de contamination Flore pathogéne

Flore psychrotrophe

Organigramme des micro-organismes du lait
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I1.1. Flore lactique ou originelle :

Lorsqu’il est prélevé dans de bonnes conditions, le lait contient essentiellement des
mésophiles. Il s’agit de microcoques, mais aussi de streptocoques lactiques et de

lactobacilles.

Ces micro-organismes, plus ou moins abondants, sont en relation étroite avec
I’alimentation et n’ont aucun effet significatif sur la qualité du lait et sur sa production.
[44]

Les bactéries lactiques sont définies comme des cellules vivantes, procaryotes,
hétérotrophes et chimio-organotrophes. Elles présentent un groupe hétérogéne de micro-
organismes produisant de 1’acide lactique comme produit principal du métabolisme, on les
trouve dans différentes niches écologiques comme le lait, qui, par sa composition riche en
substances nutritionnelles et en facteurs de croissance constitue un excellent milieu de
culture pour les bactéries lactiques aptes a assimiler ses constituants par différentes voies

microbiennes. [45]

Tableau 3 : Flore originelle du lait cru de vache. [18]

Microorganismes Pourcentages (%)
Micrococcus sp 30-90
Lactobacillus sp 10-30

Streptococcus sp Ou Lactococcus sp <10

Gram négatif <10

12
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I11.2. Flore de contamination :

La flore de contamination est I’ensemble des microorganismes contaminant le lait, de la
collecte 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 pathogeéne dangereuse du point de vue sanitaire. [18]

Selon FAO en 1995, Le niveau de contamination est étroitement dépendant des conditions
d’hygiéne dans lesquelles sont effectuées ces manipulations, a savoir 1’état de propreté de
I’animal et particuliérement celui des mamelles, du milieu environnant (étable, local de

traite), du trayon, du matériel de récolte du lait (seaux a traire, machines a traire) et, enfin,

du matériel de conservation et de transport du lait (bidons, cuves, tanks).
11.2.1. Flore d’altération :

Genres identifies comme flore d’altération : les coliformes, et certains levures et

moisissures.

Cette flore causera des défauts sensoriels de gott, d’ardbme et d’apparence. Elle réduira la

durée de conservation des produits laitiers. [18]
-Les coliformes fécaux :

Appelant aussi des entérobactéries fermentant le lactose avec production de gaz a 30 °C.
Cependant, lorsqu’ils sont en nombre tres élevé, les coliformes peuvent provoquer des
intoxications alimentaires. Le dénombrement des coliformes a longtemps été considéré
comme un indice de contamination fécale. Comme les entérobactéries totales, ils

constituent un bon indicateur de qualité hygiénique. [48]
-levure et moisissures :

Les levures et moisissures sont des cellules eucaryotes rattachées au régne végetal par leur
structure cellulaire, elles peuvent étre retrouvées aussi bien dans le lait et les produits
laitiers. [49]

Les moisissures sont des champignons microscopiques, se developpent en surface ou dans
les parties internes aérées. Les aliments sont des substrats trés favorables a leur
développement, ces germes peuvent y causer des dégradations par défaut d’apparence,

mauvais godt, ou plus gravement production de mycotoxines. [50]
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Bien que souvent présentes dans le lait, elles s’y manifestent rarement. Peu d’entre elles
sont capables de fermenter le lactose. Le genre Torulopsis, productrices de gaz a partir du
lactose, supportent des pressions osmotiques élevées et sont capables de faire gonfler des
boites de lait concentré sucré. [51]

11.2.2. Flore pathogéne :
a. Flore pathogéne microbienne :
[1.2.2.1. Escherichia coli :

Les Escherichia coli forment un groupe de bacilles mobiles ou immobiles, a Gram négatif,
de la famille des Enterobacteriaceae. Ils peuvent se multiplier a des températures
comprises entre 4°C et 46°C, avec un optimum de croissance a 37°C et a un pH compris
entre 4,6 et 9,5. Les E. coli qui provoquent la diarrhée, la gastrite aigue ou la colite de
I’homme sont désignés sous le nom d’E. Coli pathogéne. Des critéres de différenciation
basés sur leur sérotype, leur virulence et leurs conséquences cliniques ont permis de classer
ces souches pathogeénes en quatre groupes. On distingue les E. coli entéropathogéne
(EPEC), les E. coli entérotoxinogenes (ETEC), les E.coli entéroinvasifs (EIEC) et les E.
coli entérohemorragiques (EHEC). [52]

Escherichia coli est un commensal naturel de I’intestin de ’homme et des animaux. Il
représente 80% de la flore intestinale aérobie. On le retrouve en trés grande nombre dans
les matieres fécales. De 13, il se répand dans la nature : sol, eaux. Sa présence dans
I’environnement signe toujours une contamination fécale. Une bactérie commensale, quelle
que soit son espéce, peut acquérir certains facteurs de pathogénicité grace a I’apport d’un
nouveau support génétique (plasmide, bactériophages, transposons) ou pas 1’expression de

genes précédemment silencieux, et devenir ainsi pathogéne. [53]

Parmi les bactéries pathogenes qui peuvent se retrouver dans le lait cru, certaines y sont
habituellement a un trés faible niveau et ont peu de chance de s’y développer. D’autre sont
a des niveaux appréciables et peuvent se multiplier. C’est le cas, entre autres, d E. coli qui

provient généralement de la peau des mamelles.
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Une pasteurisation a 72°C durant 15 secondes est suffisante pour éliminer E. coli. [52]

Figure 1 : Escherichia coli x1000 en coloration de Gram [54]

11.2.2.2. Salmonella.spp :

Les Salmonelles sont des bactéries a Gram négatif de type aérobie-anaérobie facultatif
appartenant a la famille des Enterobacteriaceae en forme de batonnet et pourvues de
flagelles péritriches, elles sont généralement mobiles mais certains serovars sont
immobile. Le genre Salmonella comprend deux espéces génétiquement individualisées

: Salmonella enterica et Salmonella bongori. [55]

Les Salmonelles peuvent se multiplier a des températures comprises entre 5 °C et 45
°C avec un optimum a 35 °C 37 °C (mésophile) et a des PH de 4,5 a 9 avec un
optimum compris entre 6,4 et 7,5(neutrophile). Certains sérotypes sont responsables de
la fiévre typhoide ou paratyphoide, la gravité des infections salmonelliques a nécessité
le recours a des traitements anti-infectieux, si bien que la résistance aux antibiotiques

des souches d'origine bovine a également augmentée. [56]
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Le lait pasteurisé est habituellement exempt de toutes salmonelles car celles-ci sont

éliminées lors de la pasteurisation.

Les bactéries lactiques thermophiles comme certains Streptococcus ou Lactobacillus

qui produisent des acides entrainent I'élimination des salmonelles. [52]

1 pm

Figure 2 : Salmonella.spp sur microscope électronique
11.2.2.3. Staphylococcus aureus :

Ces bactéries sont des cocci a Gram positif, non sporulés, immobiles, anaérobies
facultatifs et possédant une catalase. Le critére de base de leur classification est la

production de coagulase.

On distingue trois espéces a coagulase positive : Staphylococcus aureus,
S.intermedius, S.hyicus, et trente espéces a coagulase négative. La présence des
staphylocoques dans les aliments représente un risque pour la santé humaine, parce
que les souches qui appartiennent a 1’espece S.aureus produisent des entérotoxines et
provoque une toxi-infection alimentaire a staphylocoques mais ne sont pas toutes

toxinogene. [57]

Staphylococcus aureus cultive a des températures comprises entre 6 °C et 46 °C
(température optimale : 37 °C), a un pH compris entre 4 et 9,8 (pH optimum : 6 a 7).
Le lait pasteurisé est plus favorable a la croissance de S. aureus que le lait cru, car ce

micro-organisme est un mauvais compétiteur en presence d'autres flores bactériennes.
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Le lait et les produits laitiers deviennent toxiques s'ils sont contaminés par des souches
productrices d'entérotoxines et si des conditions sont favorables a une multiplication
bactérienne importante. Staphylococcus aureus fait partie de la flore de la peau et des
mugqueuses de I'nomme et de I'animal. Parasite habituellement inoffensif, mais il peut
provoquer des infections (abces cutanés, mammites). La contamination du lait peut
survenir par l'intermédiaire de porteurs sains ou infectés, ou par I’environnement, le
vecteur principal de contamination est I'homme a cause des manipulations intervenant

tout au long de la chaine alimentaire. [58]

Figure 3 : Staphylococcus aureus sous microscope électronique. [59]

[1.2.2.4. Listeria monocytogenes :

Les bactéries du genre Listeria se présentent sous la forme de petits bacilles arrondis
aux extrémités et ne formant ni capsule ni spore. Les cellules sont a Gram positif,

pouvant apparaitre a la coloration de Gram. [60]

Leur croissance est possible entre 0 °C et 45 °C (température optimale : 30 °C-37 °C),
pour des pH compris entre 4,5 et 9,6. Entre 20 °C et 25 °C, elles sont mobiles grace a

des flagelles dont I'implantation est péritriche. [61]

Listeria monocytogenes peut étre considérée comme un agent pathogene alimentaire
« parfait » car elle est ubiquiste, trés résistante aux conditions difficiles et surtout elle
est capable de se développer aux températures de réfrigération des aliments. La
virulence des souches pourrait d'ailleurs étre exaltée par leur développement a basse

température et n'altére pas le goQt des aliments.
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Trois grands réservoirs a Listeria sont de ce fait recensés. Tout d'abord un réservoir
« humain » et un réservoir « animal », puisqu'une grande fréquence de porteurs sains
est généralement observeée. Enfin, un réservoir «environnement », a savoir le sol, la
vegétation, les eaux de surface, les eaux usées, les ensilages ou encore les aliments a
partir desquels I'hnomme peut se contaminer. A la laiterie, L.monocytogenes est

normalement détruite par une pasteurisation efficace. [52]

Les contaminations résultent généralement soit d'un probleme technologique

(pasteurisation insuffisante), soit d'une contamination secondaire (aprés

pasteurisation). [62]

Figure 4 : Listeria Monocytogenes sous microscope électronique. [63]

11.2.2.5. Brucella:

Les bactéries du genre Brucella sont des coccobacilles, aérobies et a pouvoir
glucidolytique faible. Les Brucelles sont immobiles et ne forment pas de spores. Elles
ne possedent ni flagelles, ni pili, ni capsule. Ce sont des Bactéries a Gram négatif .Les
Brucelles sont des bactéries pathogenes responsables de la brucellose, maladie connue
également sous les noms de « fievre de Malte », « fievre méditerranéenne », « fievre
ondulante » ou « mélitococcie ». Les brucelloses humaines et animales sont

d'importance et de répartition mondiale.

La contamination s'effectue par contact direct ou indirect avec les animaux ou leurs

produits (voie cutanéo-muqueuse) soit par ingestion d'aliments contaminés (produits
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laitiers frais, viande mal cuite...) mais principalement par voie respiratoire
(inhalation). La brucellose humaine survient surtout dans les professions exposées :
vétérinaires, éleveurs, employés d'abattoir, personnel de laboratoire, etc. L'homme est
sensible a B. abortus (bovins), B. melitensis (ovins et caprins), B. suis (porcins), et B.

canis (canides).

Brucella résistent en général mieux que la plupart des autres bactéries pathogénes non
sporulantes a l'inactivation dans le milieu naturel. Elles résistent bien a la dessiccation
(milieux riches en protéines, poussiéres, sol), et survivent aux basses températures et

notamment a la congélation.

La survie des brucelles dans le lait et les produits laitiers est liée a de nombreux
facteurs, dont le type de produit, la teneur en eau, la température, les modifications du
pH, I'action biologique des autres bactéries présentes, et la durée et les conditions de

conservation du produit. [52]

Figure 5 : Brucella abortus sous microscope électronique (A x1500 Bx4000). [64]

11.2.2.6. Les mycobactéries :

Les bactéries du genre Mycobacterium appartiennent a la famille des Mycobacteriaceae
qui se présente habituellement sous la forme de petits bacilles, immobiles, ayant
parfois des éléments renflés, cunéiformes ou ramifiés. Ils sont dits acido-alcoolo-
résistants car ils sont caractérisés par leur aptitude a conserver la coloration malgré
I'action combinée de I'alcool et des acides dilués. La température optimale des
mycobactéries s'étend approximativement de 28 °C a 45 °C. Les bactéries appartenant
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au complexe tuberculosis sont des pathogenes obligatoires. La prévention de la
transmission de la tuberculose des bovins vers I'hnomme fait essentiellement appel a
deux méthodes : La destruction thermique de M. bovis par la pasteurisation
systématique du lait ou I'éradication de la tuberculose bovine. Les feces des animaux

malades ou infectés latents constituent la source essentielle de contamination. [52]

11.2.2.7.  Autres germes pathogenes :

D'autres micro-organismes pathogénes peuvent étre rencontrés dans le lait et les
produits laitiers, parmi lesquels Yersinia enterocolitica, Campylobacter jejuni,
Coxiella burnetii, Streptococcus agalactiae, Clostridium botulinum, Bacillus cereus,
les moisissures productrices de toxines et les virus. La présence et la persistance de ces
germes dans les laits et les produits laitiers dépendent de leur résistance aux
traitements que peut subir le lait cru (pasteurisation, acidification, chauffage du caillé,

conditions d'affinage) et du niveau initial de contamination dans le lait cru. [65]

Les Campylobacter, germes tres fragiles, ne sont retrouvés que dans les laits crus et les

laits insuffisamment pasteurisés. [66]

Les Y. enterocolitica sont également trés sensibles aux traitements thermiques. La
présence éventuelle de Y. enterocolitica dans un lait pasteurisé est généralement reliée

a une contamination importante du lait cru. [67]

Les Coxiella burnetii ne résistent pas non plus au traitement de la pasteurisation mais
résistent toutefois aux procédés de dessiccation. Cela explique que la maladie atteigne,
en plus des personnes travaillant au contact des animaux (fermiers, vétérinaires,

personnel des abattoirs), le personnel des ateliers de fabrication de lait sec. [68]

Au contraire, Bacillus cereus qui possédent de spores résistent a la pasteurisation donc
peut étre retrouve dans le lait pasteurisé. Les toxi-infections a B. cereus sont relativement
rares, En technologie laitiére, une acidification normale et rapide permet de limiter la

croissance de ces germes pathogeénes. [69]

Le virus de la fiévre aphteuse est également sensible a une baisse de pH. Il est inactivé en
17sapH6,7a72°Ceten55sapH 7,6a72°C.[70]
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Enfin, en ce qui concerne les risques liés aux moisissures productrices de toxines, les
quantités de toxines produites (Penicillium camemberti, P. roqueforti, Aspergilus flavus, A.

parasiticus) sont trop faibles pour provoquer des intoxications. [69]

b. Flore pathogéne virale :

Les sources possibles a partir desquelles les virus peuvent pénétrer dans le lait ou les
produits laitiers sont une source primaire qui est ’animal d’élevage a partir duquel le lait
est obtenu. Les virus peuvent étre transmis directement a partir d’animaux infectés et sont
excretes dans le lait ou par les vésicules cutanées ou des matiéres fécales. Les
contaminants secondaires contiennent des virus entéropathogénes humain qui peuvent étre
excretes dans les produits laitiers par les additifs alimentaires, les résidus d’eau de ringage
ou a partir de I’environnement (la poussiere d’ensilage et fourrage). Les employés de la
production (ferme, laiterie, fromagerie) et de la vente (emballage, ventes) peuvent aussi

contaminer les produits avec une hygiéne inadéquate via les mains et I’équipement.

Toutefois, I’eau potable traitée comporte €également un certain risque, car tous les virus
ne sont pas inactivés par le traitement habituel (chlore, ozone, rayonnement UV)
comme pour les Rota virus et Norwalk par exemple, la chloration n’est pas efficace.
La plupart des virus sont inactivés a des niveaux de pH de 5 a 6. Mais rota virus et de

nombreux picornavirus survivent méme aux conditions acides de 1’estomac.

Les combinaisons température-temps couramment utilisées pour la pasteurisation sont
suffisantes pour inactiver la plupart des virus natifs des produits laitiers. Les processus

UHT (ultra haute température) sont sdrs de tuer les virus. [52]

11.2.3. Flore psychrotrophe :

On désigne par psychrotrophe des micro-organismes qui ont la faculté de se développer a
une température égale ou inférieure a 7°C, indépendamment de leur température
optimale de croissance (en général, dans le lait, ¢’est le genre du Pseudomonas qui

domine).
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Ceux sont des germes de pollution, véhiculés par I’homme, I’animal, les fourrages et I’eau.

[46]

Dans des laits refroidis, cette flore peut devenir la flore dominante, notamment quand
ceux-ci ne sont pas récolté dans d’excellente conditions hygiéniques et qu’ils sont
maintenus plus de 24 a 48 heures dans les conditions habituelles de réfrigération (+3 &
+4°C).Ces germes peuvent produire des enzymes comme la lipase et la protéase
thermorésistantes ayant pour conséquence 1’apparition de gouts tres désagréables dans les

produits laitiers : go(t amer, rance ; putride, etc. [47]
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laitiers

I11.1. Sources de contamination des produits laitiers :

Le lait recueilli apres la traite contient toujours des microorganismes dont le nombre et les
especes auxquels ils appartiennent sont trés variables. La présence inévitable de ces germes
est due a des contaminations d’origine intra-mammaire (endogene) et extra-mammaire

(exogéne). [71]
111.1.1. Contamination intra-mammaire :

A la sortie de la mamelle, le lait, méme qu’il provienne d’un animal sain et que la traite
soit effectuée dans les conditions rigoureuses d’hygiéne, contient habituellement une
centaine a quelques milliers de bactéries par millilitre. Il s’agit de germes banaux
appartenant le plus souvent aux genres Corynebacterium et Micrococcus et parfois de
germes pathogenes. Ils proviennent du milieu extérieur d’ou ils pénétrent dans la mamelle

par le canal du trayon. lls sont entrainés avec le lait au moment de la mulsion. [71]

111.1.2. Contamination extra-mammaire :

La contamination extra-mammaire est constituée par des germes pathogenes infectant
I’animal. Ils parviennent dans la mamelle par la circulation sanguine. C’est, par exemple,
le cas pour les agents de la brucellose et de la tuberculose. Au cours des opérations de
traite, le lait regoit un second apport de microorganismes d’espéces vari¢es dont le nombre

est habituellement trés supérieur a celui da a la contamination d’origine intra-mammaire.

Les sources de contamination du lait peuvent étre de nature diverse. Le nombre et les types
de microorganismes trouvés dans le lait reflétent ainsi les conditions hygiéniques de la
traite et de 1’étable. Les ustensiles en contact avec le lait et la machine a traire mal nettoyée
sont notamment a 1’origine de la trés forte charge microbienne des laits. L’homme
contamine le lait pendant la traite, la manipulation, la collecte, le traitement, le transport et

I’entreposage du lait. [71]

La majorité des microorganismes dans le lait proviennent des surfaces, des aliments, de
I’air, de I’eau, du sol, des ustensiles et des équipements utilisés pour la traite (seaux a

traire, machines a traire) et I’entreposage (bidons, cuves, tanks). L’augmentation du
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nombre de bactéries, pendant le transport du lait, est surtout due a la contamination par des
véhicules insuffisamment nettoyés et désinfectes. [72]

I11.2. Types d’infections :
111.2.1.  Infections bactériennes :

111.2.1.1. Intoxication par Escherichia coli :

Escherichia coli est considéré comme un commensal banal du tube digestif de ’homme et
des animaux. Cependant certaines souches ayant acquis des facteurs de pathogénicite sont

capables de provoquer des troubles digestifs.

Les premiers symptomes (diarrhée douleurs abdominales) apparaissent entre 1 et 5 jours

apres ingestion de 1’aliment contaminé.

Six classes impliquées dans les syndromes diarrhéiques ont été décrites sur la base des
signes cliniques engendrés d’une part, et des facteurs de pathogénicité exprimés par ces
souches d’autre part. Il s’agit des E. coli entérotoxinogénes (ECET), entéropathogénes
(ECEP) entérohémorragiques (ECEH), entéro-invasifs (ECEI), entéroagrégatifs (ECEAQ),
et & adhésion diffuse (ECAD).

Par définition, Les EHEC constituent 1’un des six pathovars définis de I’espéce E. coli
caractérisés par leur capacité a produire des cytotoxines de la famille des Shiga-toxines et
font partie d’un groupe plus important que 1’on appelle les Shiga toxin-producing E. coli
(STEC). Les EHEC sont responsables chez I’homme de troubles variés allant d’une simple
diarrhée aqueuse bénigne a une colite hémorragique pouvant évoluer vers des formes
graves telles que le syndrome hémolytique et urémique (SHU) chez les jeunes enfants et le
purpura thrombocytopénique thrombotique chez 1’adulte.

Le traitement est principalement symptomatique; la nutrition parentérale qui permet, a la
fois, de compenser les pertes hydriques dues a la diarrhée et de soutenir la fonction rénale.
Les antibiotiques étant trés controversés car ils favoriseraient la production et la libération

des toxines bactérienne, une transfusion plaquettaire est indiquée en cas d’hémorragie. [73]
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111.2.1.2. Intoxication a Staphylococcus aureus :

Staphylococcus aureus est 1I’espéce a 1’origine de toxi-infections alimentaires le plus
souvent & guérison rapide mais qui peut aussi mener au déces des consommateurs. Les
toxi-infections alimentaires a S. aureus sont en réalité des intoxications dues a I’ingestion
d’aliments dans lesquels une souche de S. aureus s’est multipliée et a produit une ou

plusieurs entérotoxines.

S. aureus peut étre responsable, dans certaines conditions, de pathologie prenant des

formes cliniques tres diverses et plus ou moins graves chez ses hotes. [74]

L'intoxication alimentaire par la toxine de Staphylococcus aureus est d'action rapide, la
plupart des gens tombent malades dans les 30 minutes a 6 heures apres l'ingestion de
I'aliment contenant la toxine. Une dose de toxine inférieure a 1,0 microgramme dans les

aliments contaminés peut produire des symptomes d'intoxication staphylococcique.

Les symptomes comprennent généralement des vomissements, des nausées, des crampes
d'estomac, et rarement la diarrhée, qui durent au maximum la journée. Cette maladie n'est

pas contagieuse, et les cas graves sont rares.

Les aliments qui sont souvent incriminés dans I'intoxication staphylococcique comprennent
les produits a base de viande, les produits de volaille et d'ceuf; des salades contenant des
ceufs, du thon, du poulet, des pommes de terre et macaronis; et les produits de boulangerie
tels que des patisseries fourrées a la créeme, les tartes a la creme et les éclairs au chocolat;

et le lait et les produits laitiers. [75]

111.2.1.3. Toxi-infection alimentaire a Salmonella :

La salmonellose est une infection bactérienne causée par le genre Salmonella. Les
symptomes apparaissent 12 a 72 heures apres l'infection chez la plupart des personnes
infectées. La maladie dure généralement de 4 a 7 jours, et la plupart des personnes se

rétablissent sans traitement. [76]
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Salmonella enterica est un pathogene intracellulaire facultatif de Gram négatif ; selon la
structure flagellaire, glucidiques et lipopolysaccharidiques on distingue plusieurs sérotypes
retrouvés chez I’animal notamment les bovins tel que S. dublin abortive; Elle se transmet
par I’ingestion d’aliments ou par contact direct avec les animaux infectés. [77]

La gravité des infections a Salmonella chez les humains varie selon le sérotype en cause et

I’état de santé de 1’hote humain :

-Les gastro-entérites a salmonelles ce sont des salmonelloses non typhiques responsables
des salmonelloses dites mineures [78].les symptémes sont une diarrhée avec des douleurs
abdominales, de la fievre et des nausées, des myalgies, des vomissements et des maux de
téte. [79]

111.2.1.4. Listériose :

La listériose est ’'une des infections d’origine alimentaire les plus graves avec une
mortalité élevée (30%) [80], elle se manifeste généralement par une forme non
invasive par des symptomes diarrhéiques, de la fiévre, des douleurs musculaires, des
maux de téte, des crampes abdominales et des vomissements [81], mais pour ce qui
concerne les feetus ou les nouveau-nés, on observe des septicémies, une naissance
prématurée ou une mortalité. [80]

Chez I’homme, Listeria monocytogenes peut étre transmise par I’ingestion d’aliments
contaminés. Il existe aussi un risque de transmission de la meére a I’enfant lors de la
grossesse. Le passage trans-placentaire se fait en cas de bactériémie chez la mére, la
contamination peut aussi se faire lors de ’accouchement. La meére aura le plus souvent
été elle-méme contaminée par voie alimentaire. [82]

L'infection maternelle est rare mais encore sévére, souvent asymptomatique ou se
manifeste par une fievre isolée, tandis que l'infection feetale et néonatale est grave et de
mauvais pronostic, avec jusqu'a 25 a 35 % de mortalité feetale/néonatale.

L'amoxicilline est la clé du traitement et doit étre prescrite a toute femme enceinte fébrile
sans agent causal identifié, en cas de consommation d'aliments a risque (produits laitiers,
viande mal cuite).

La prévention repose sur l'éviction des aliments a risque : a base de lait non pasteurisé,

charcuteries artisanales et préparations « traiteur » non recuits principalement
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La listériose est une infection a déclaration obligatoire. [83]

I11.2.2.  Infections parasitaires :

Les parasites peuvent contaminer les aliments. Ils peuvent causer des problemes

diarrhéiques beaucoup plus graves chez les personnes Immunodéprimées. [84]
Parmi les agents parasitaires responsables de TIA :

Entamoeba histolytica : (agent pathogene de la dysenterie amibienne) : L’ingestion de

1000 kystes suffit a provoquer la maladie. L’ingestion d’aliment ou d’eau (Formation des
kystes) contaminée par des matiéres fécales est la cause de cette maladie. Des symptdmes
apparaissent entre 2 a 4 semaines apres la consommation, allant de 1’évolution
asymptomatique a des maladies chroniques tres graves (diarrhée sanglante, fievre, colite

aigué, abceés hépatique, etc.) [85]

111.2.3.  Champignons pathogénes :

Les champignons microscopiques jouent un role essentiel dans la maturation des fromages,
mais 1’industrie laitiére connait également une flore fongique néfaste [86]. Entre 36 et 72
Heures aprés la consommation apparaissent des symptdmes de nature gastro-intestinale ;

des douleurs abdominales, diarrhées et vomissements. [87]
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Chapitre IV Techniques d’analyse en microbiologic alimentaire

IV.1. Fiche de renseignement :

Chaque prélévement doit étre accompagné d’une fiche de renseignement, avec les

informations suivantes :

Identification précise du produit.

Conditionnement et contenance (masse ou volume).
Quantités de 1’échantillon.

Conditions de stockage et de transport.

les dates de fabrication et de prélévement.

Identification du préleveur.

V V V V V V V

Motif de la demande (analyse de routine ou autre).

République algérienne démocratique et populaire
WILAYA DE BLIDA
PRELEVEMENT DES PRODUITS ATTMENTAIRE PUOR ANALYSE

Fiche techmque
v' Nom et prénom de déposé -
v" Nom et prénom du producteur :
+ Numéro d’échantillon -
v Adresse du lieu de prélévement
¥ Date de fabrication :
+" Date et heure de prélévement :
v" Nombre d’échantillons prélevé -
v" Type du produit
v Contenances du produit (gr ou ml) :
v Température du transport -

v Température du stockage :

Figure 6 : La fiche de renseignement

IV.2. Prélevement : [88]
» Conditions genérales :
e L’asepsie rigoureuse
e [’homogénéité et la représentativité

e Eviter toute contamination extérieure
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o L’intégrité du prélévement depuis sa réalisation jusqu’a I’analyse
e Dans la mesure du possible, les échantillons du produit a analyser doivent étre

amenés au laboratoire dans leur conditionnement d’origine.

» Techniques de prélévement :

-Produits alimentaires (solides ou liquides) conditionnés en portions unitaires : collecter 5

unités (par lot).

-Produits liquides : s’assurer de la parfaite homogénéisation du liquide (agitateurs) puis

prélever de 5 endroits différents et a différentes profondeurs.

-Produits solides : Réaliser des prélévements a divers niveaux de I’aliment (surface,

profondeur).

IV.3. Transport et conservation : [88]
-Transporter les échantillons dans une glaciere avec blocs réfrigérants.
-Les prélevements doivent étre acheminés au laboratoire dans les plus brefs délais.

-Arrivés au laboratoire et dans 1’attente d’analyses, les échantillons sont conservés au

réfrigérateur selon les indications précisées dans chaque méthode d’analyse.

- Les échantillons sont conservés au réfrigérateur jusqu’au rendu des résultats.

IV.4.  Technique de numération en microbiologie :

1vV.4.1. Ensemencement en surface :

Une quantité déterminée de I'échantillon pour essai, pour les produits liquides ou une
quantité déterminée de la suspension mere dans le cas d'autres produits, est ensemencée a

la surface d'un milieu de culture gélosé solide contenu dans des boites de Pétri. [89]

- Ensemencement en stries paralléles :
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L’inoculum, prélevé a partir d’un bouillon de culture, est déposé sur un point périphérique
de la plaque gélosée. La gouttelette de culture est disséminée sur toute la gélose en
décrivant des stries paralléles.

L'échantillon est placé sur une
(boite de gélose avec ose (anse
de 10ou 10 pL

@ Cross-streaks 2 Cross-streaks

- Ensemencement par la méthode de quadrants :

L’inoculum, prélevé a partir d’un bouillon de culture, est déposé a la périphérie de la
gélose. 1l est ensuite disséminé par des stries paralléles sur une moitié de la boite, faire
tourner la boite d’un quart de tour et ensemencer par des stries perpendiculaires aux
premiéres stries ; apres un autre quart de tour de la boite, ensemencer le dernier quadrant.

Les boites de pétri sont toujours incubées et renversées. [90]

L'échantillon est déposé ( pipette ou
écouvillon) prés du bord de la boite de
_gélose au centre du premier quadrant
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Figure 8 : Technique d’ensemencement par la méthode de quadrants

IV.4.2.  Incorporation a la gélose :

Les milieux gélosés sont préalablement liquéfiés au bain-marie bouillant, puis refroidis a
45 +1°C.

Avec une pipette graduée et stérile, 1 ml de I’inoculum (SM ou dilutions) est réparti en

gouttes sur le fond d’une boite de pétri vide dans la zone de protection du bec Bunsen.
Couler environ 15ml du milieu gélosé préalablement liquéfié et refroidi.

Faire des mouvements circulaire et vas et vient et en forme de « 8 » pour bien

homogénéisé le milieu et I’inoculum.

Laisser refroidir jusqu’a solidification et incuber couvercle en bas a la température

spécifique pour chague germe. Les colonies vont pousser dans la masse de la gélose. [91]

Figure 9 : Technique d’ensemencement en profondeur

IV.5. Recherche et dénombrement des germes : (Annexe 1)
1V.5.1. Recherche des coliformes totaux, coliformes thermo-tolérants et

Escherichia coli :

Le terme coliforme correspond a des micro-organismes en batonnets, non sporogénes, a

coloration Gram négative, oxydase négative, aérobies ou aérobies facultatifs et capables de
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fermenter le lactose en moins de 48 heures a 35°C pour les coliformes totaux, alors que les
coliformes fécaux tolérent une température de 44°C a laquelle ils fermentent le sucre en 24
heures. [92]

La rechercher les coliformes totaux nécessite le bouillon lactose bilié au vert brillant
(VRBL). Les tubes sont incubés a 37 °C pendant 24 a 48h, les colonies sont rouges avec

reflet métallique. [93]

Coliformes fécaux nécessitent une confirmation c’est-a-dire, qu’a partir des cultures
positives de VRBL, repiquer 5 colonies chacune dans un tube de VBL muni d’une cloche
de durham, et 3 colonies dans trois tubes d’eau peptonnée exempte d’indole et ensemencer.
Si les deux milieux ensemencés sont positifs (dégagement du gaz dans la cloche de durham
et I’apparition d’anneau rouge par 1’ajout de réactif de Kovac’s) on confirme la présence

d’E. Coli a 44°C.

Les coliformes constituent des germes indicateurs de contamination fécale en bactériologie
alimentaire et des eaux. lls appartiennent aux genres Escherichia, Citrobacter,

Enterobacter, Klebseilla, Salmonnella, Shigella, Yersinia, si ces derniéres sont absorbés en
quantité massive (1 million a 1 milliard de germes) peuvent déclencher des troubles gastro-

intestinaux (nausées, vomissements et diarrhée), habituellement de courte durée. [94]

IV.5.2. Recherche des Staphylocoques aureus a coagulase positive :

Les staphylocoques sont des cocci Gram positif, catalase (+), immobiles, isolés ou groupés
en diplocoques ou, en amas (du grec staphylo, grappe de raisin), aéro-anaérobie facultatif

et cultive facilement sur milieu usuel. Sa température de croissance optimale est de 37°C.

Les staphylocoques a coagulase positive (SCP) sont généralement considérés comme

pathogeénes.

Et le plus souvent incriminé dans des cas de toxi-infections alimentaires collectives (TIAC)
par le lait et les produits laitiers. Elle déclenche des nausées, vomissements, diarrhées,
douleurs abdominales et maux de téte voire des conséquences plus graves chez les jeunes

enfants, les femmes enceintes et les personnes immunodéprimées.
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La réglementation concernant la qualité microbiologique des produits laitiers oblige a
chercher la présence de Staphylococcus aureus dans les produits laitiers. Cette bactérie est
fréquemment mise en évidence lors des contrdles microbiologiques parce que certaines
souches appartenant a 1’espéce Staphylococcus aureus produisant des entérotoxines dont

I’ingestion provoque une Toxi-infection Alimentaire. [95]

Leur dénombrement est effectué en surface sur milieu Baird Parker additionné de jaune

d’ceuf préparé a I’avance, puis incubée a 37 °C pendant 24 h a 48h. [96]

1IV.5.3. Recherche des Salmonelles :

Les salmonelles sont des batonnets a gram négatif, catalase (+), oxydase (+), motiles, elles
sont aérobies anaérobies facultatives, qui typiquement ne fermentent pas le lactose et ne

forment pas de spores et sont pathogénes pour I’homme et les animaux par voie orale. [97]

Elles sont naturellement présentes dans l'intestin des animaux (en particulier chez les
volailles et les porcs), des oiseaux, des reptiles, de certains animaux de compagnie. Elle est
également présente dans I'environnement et peut contaminer le lait a la production. Les
personnes qui consomment du lait contaminé par salmonella sont susceptibles de
contracter la salmonellose. Les symptomes de la salmonellose ressemblent a ceux de la
grippe. [98]

Leur dénombrement est réalisé en 2 étapes : un pré-enrichissement dans 1’eau peptonée
tamponné puis un enrichissement dans le bouillon au SFB et cultivées sur milieu Hektoen.

L’incubation des trois milieux se fait a 37 pendant 24h.

IV.5.4. Recherche de Listeria monocytogenes :

Le genre Listeria, notamment I'espece Listeria monocytogenes, est un petit bacille a gram
positif (+), non capsulé, non sporulé, mobile & 20°C «en pirouette », aéro-anaérobie
facultatif qui se développe facilement sur les milieux usuels. Elle fait partie des bactéries
psychrotrophes pathogenes. Listeria monocytogenes est couramment retrouvée dans le lait
cru. [99]

Les Listeria sont des bactéries ubiquitaires, telluriques, tres répandues dans
I’environnement (sol, végétaux, eaux douces et salées). Elles sont tres résistantes au milieu

extérieur (plusieurs années a 4°C). Ce sont aussi des hotes des étres vivants. [100]
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Listeria monocytogenes est recherche sur gélose Palcam apres un enrichissement primaire
dans le bouillon Fraser-demi et un enrichissement secondaire dans le milieu Fraser pendant
24h & 37°C.
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Partie pratique

1. Présentation de I’étude :

1.1. Objectifs :
-principal :

L'objectif de notre étude consiste a évaluer la qualité sanitaire et hygiénique du lait

fermenté.
-secondaires :

e [l s'agit de déterminer sa contamination et d’identifier les germes impliqués, visant
a protéger la santé humaine.

e Le contrble de la qualité du lait fermenté a été effectué par I'évaluation de sa
qualité bactériologique au niveau de quelque points de vente de la wilaya de Blida
(communes de : Blida, Ouled yaich, Beni mered).

e Larecherche des coliformes totaux et fécaux, staphylococcus aureus et salmonella
par des techniques de dénombrement selon le Journal Officiel de la République
Algérienne. (Annexe I)

1.2. Lieux de stage :

Le stage a été effectué dans deux laboratoires différents :
o Laboratoire d’hygiéne EPSP Blida :

Adresse : Rue Ramoul Abdelaziz Zaabana -Blida-

Creation : 1996

Activité : Contr6le qualité alimentaire et hydrique

Nom du responsable : Teffahi Djamel

Section composant le laboratoire : Microbiologie Alimentaire

Copro-Parasitologie
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o Laboratoire du contrdle de la qualité et la répression des fraudes Blida :
Adresse : Diar el Bahri beni mered -Blida-

Création (Activité physique du laboratoire) : Novembre 2018 Tutelle Ministere du
Commerce (CACQE)

Activité : Contréle de la Qualité et de la Répression des Fraudes (Annexe V)

Nom du responsable : Mme Halouane Isma

Section composant le laboratoire : Département microbiologie

Département physico-chimie

2. Matériels et méthodes :
2.1. Prélévement :

Chaque prélévement a été effectué selon les conditions d’asepsie requise par la

réglementation algérienne (JORA 2005).

Pour une meilleure représentativité de 1’échantillonnage nous avons pris I’initiative de faire
un tirage au sort de trois points de vente en détail des produits laitiers et dérivés de la
wilaya de Blida (Tableau 4).

Les prélevements ont été effectués le matin séparément dans chaque site. Pour chaque
prélevement nous avons pris 1L de lait fermenté écrémé réparti en 05 unités de 200 ml

chacune.

Les trois échantillons ont été préleves de la cuve et réecupéres dans des sacs steriles de 500

ml.

Une fois les prélévements effectués, ils sont immédiatement acheminés dans une glaciére a
+4°C vers le laboratoire, les premiéres étapes de la partie expérimentale au laboratoire sont

entamees le jour méme.
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] .. Date de Nombre de
Echantillons Région = 1a
prélévement prélévement
Echantillon 1 et 4 Ouled yaich Mai et juin 5
Echantillon 2 et 5 Benimared Mai et juin 5
Blida centre Mai et juin 5

Echantillon 3 et 6

Tableau 4 : Plan d’échantillonnage

2.2. Transport et conservation :

Les prélevements ont été acheminés au laboratoire dans le plus bref délai, transportés dans
une glaciere avec des blocs réfrigérants et sont conservés jusqu’au moment de 1’analyse a

une température positive n’excédant pas +6 °C.

Arrivés au laboratoire et dans I’atteinte d’analyses, les échantillons sont conservés au

réfrigérateur selon les indications précisées dans chaque méthode d’analyse.

Les échantillons étant liquides ont été conservés a une température comprise entre 2°C et

6°C a partir du moment de 1’échantillonnage jusqu’au commencement du mode opératoire.

2.3. Matériels :

Tous ces milieux et réactifs ont été fournis par le laboratoire d’hygiéne de Tipaza,
laboratoire d’hygiene de Blida, et laboratoire de contrdle de la qualité et la répression des

fraudes Blida.
o Matériels non biologique :

Refrigération pour conserver les milieux de culture et les réactifs. Réfrigérateur, pouvant

fonctionner a5 °C + 3 °C.

Autoclave pour stériliser des equipements en verrerie ainsi que les milieux de culture.

37



Partie pratique

Bain marie pour liquéfier les milieux de cultures a une température entre 44 °C et 47 °C.
Appareillage de comptage de colonies

Balance de précision de 0,1 g.

Etuve réglée a 30, 37, et a 44 °C pour incube les boite pétrie ensemencée.

Appareil pour la stérilisation en chaleur séche (four) et en chaleur humide (autoclave)
Bec bunsen

Agitateur

Béchers, Etaleur, Boites pétri, Flacons, Spatule, Tubes a essai, Pipettes graduées, Pipettes

Pasteur, Micropipettes, Tubes a vis.
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Agitateur Bain marie

Appareil de comptage de Bec bunsen Agitateur électrique
colonies

Les tubes Boites pétri
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o Matériels biologique : (Annexe II)

Afin de rechercher et d’identifier les germes pathogenes présents dans les produits laitiers

artisanaux, nous avons utilisé plusieurs milieux de culture et réactifs :
-Bouillon Tryptone Sel Eau (TSE)
-Bouillon sélénite cystéine (SFB)
-Bouillon Giolitti Cantonni (GC)

-Eau peptonnée Exempte d'Indole (EPEI)
-Eau peptonnée tamponnée (EPT)
-Gélose de Baird Parker

-Gélose VRBL

-Bouillon VBL

-Gélose Plate Count Agar (PCA)

-Gélose Héktoén

-Gélose Chapman

-L’alcool

2.4. Méthodes d’analyses :

v' Préparation de la solution mére et dilution décimale : [101]
Méthode de préparation des échantillons, de la suspension mere et des dilutions décimales

en vue de I’examen microbiologique des laits et des produits laitiers.

e Suspension meére (premiére dilution) :

Suspension, solution ou émulsion obtenue en mélangeant une quantité du produit a
analyser (ou de I'échantillon pour essai préparé a partir de ce produit) avec une quantité de

diluant égale a neuf (9) fois cette quantité de produit.
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Pour obtenir une répartition aussi uniforme que possible des micro-organismes contenus

dans I'échantillon pour essai.

Les diluants utilisés pour cette étude sont le TSE, EPT (pré-enrichissement pour

salmonella), et le KzHPO4 (hydrogénophosphate de potassium).
Pour les produits liquides la suspension mére correspond a la premiére dilution 102,

e Dilutions décimales :

Suspensions ou solutions obtenues en mélangeant un volume mesuré de la suspension mére
avec un volume de diluant égal a neuf (9) fois le volume prélevé de la suspension mere et
en répétant cette opération sur chaque dilution préparée jusqu'a obtention d'une série de

dilutions décimales, appropriée pour I'ensemencement des milieux de culture. (Figure 10)

Le but de la préparation des dilutions décimales est de réduire le nombre de micro-
organismes par unité de volume pour permettre, aprés incubation, d'observer leur éventuel

développement.

2 F
4

TIONAAAA/

SM ‘ —
250ml

Oml 9m

‘ ] | Y. |

Figure 10 : Préparation des dilutions décimales d’apreés la solution mére.

v" Recherche et dénombrement des coliformes : [102], [103]

Les coliformes sont des bactéries qui, a la température spécifiée, forment des colonies
caractéristiques en gélose lactosée biliée au cristal violet et au rouge neutre et fermentent le
lactose avec production de gaz lors de I'essai de confirmation, et ce, lorsque I'essai est

effectué dans les conditions spécifiées dans la présente méthode.
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e Ensemencement : (Figure 12)
-Prendre deux boites de Pétri stériles pour chaque dilution choisie.

-Prélever aseptiquement 1 ml de la suspension mére a I’aide d’une pipette graduée stérile
de 1 ml; transférer le 1 ml prélevé dans le 1¥ tube (102), la pipette ne devrait pas pénétrer
dans les 9 ml du diluant qui est le KzHPO4 ou TSE.

-Transférer & l'aide d'une pipette stérile 1 ml des dilutions appropriées 10,102, 102 au

centre de chaque boite.
-Utiliser une nouvelle pipette stérile pour inoculer chaque dilution dans les boites.

-Verser environ 15 ml du milieu VRBL (gélose a la bile, au rouge neutre, au cristal violet

et au lactose) a une température de 44 °C a 47 °C dans chaque boite de Pétri.

-Le temps qui s'écoule entre la fin de la préparation de la suspension mére (ou de la
dilution 10! dans le cas d'un produit liquide) et le moment ot le milieu est versé dans les
boites ne doit pas dépasser 15 mn.

-Mélanger soigneusement I'inoculum au milieu de culture et laisser le mélange se solidifier

en posant les boites de Pétri sur une surface froide et horizontale.

-Préparer également une bofite témoin avec environ 15 ml du milieu pour contréler sa

stérilité.
e Incubation :

-Apres solidification complete, couler a la surface du milieu ensemencé environ 4 ml du
milieu VRBL a une température de 44 °C a 47 °C.

-Laisser solidifier et retourner les boites ainsi préparées et les incuber dans I'étuve réglée a
30 °C pour la recherche des coliformes totaux, et a 44 °C pour les coliformes thermo-

tolérants pendant 24 h + 2.
e Dénombrement :

Apres la période d'incubation sélectionner les boites de Pétri ayant, un nombre compris
entre 10 et 150 colonies, dénombrer :

-coliformes totaux :
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Les colonies typiques : colonies rouge-violacées ayant un diameétre minimal de 0,5 mm
(parfois entourées d'une zone rougeatre due a la précipitation de la bile). Ne nécessitent pas

de confirmation.

Les colonies atypiques (par exemple celles de taille plus petite) et toutes les colonies
dérivées des produits laitiers contenant des sucres autres que le lactose immédiatement
apres la période d'incubation, La conversion des sucres autres que le lactose peut entrainer
la formation de colonies, ayant une apparence similaire aux colonies typiques de

coliformes. Nécessitent une confirmation.
-coliformes thermo-tolérants :

Les colonies typiques : colonies rouge-violacées ayant un diamétre minimal de 0,5 mm

(parfois entourées d'une zone rougeatre due a la précipitation de la bile).

e Confirmation :

Si nécessaire, inoculer cing (5) colonies atypiques dans des tubes de bouillon lactosé bilié
au vert brillant VBL.

Mettre les tubes a incuber dans I'étuve réglée a 30 °C pendant 24 h £ 2 h. Considérer les
colonies présentant une formation de gaz dans les cloches de Durham comme des

coliformes et tenir compte de ces résultats dans le calcul (figure 11).
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Figure 11 : Bouillon VBL pour le dénombrement des coliformes (Test de présomption).

43



Partie pratique

e Expression des résultats :

Lorsque la méthode utilisée nécessite une confirmation, un nombre déterminé A (en
géneral 5) de colonies caracteristiques présumées est confirmé a partir de chacune des

boites retenues pour le comptage des colonies.

Utiliser la formule suivante :

Ou:

a: est le nombre de tubes de VBL utilisé pour la confirmation.

b : est le nombre de tubes positifs.

C : est le nombre total de colonie non caractéristique denombrer sur chaque boite.

Calculer le nombre N de coliformes thermo-tolérants par millilitre ou par gramme de

produit, en tant que moyenne pondérée, a I'aide de I'équation suivante :

N xC
T Vx1llxd

Ou:
>'C : la somme des colonies caractéristiques comptées sur les deux boites retenues

v : le volume de I'inoculum appliqué a chaque boite, en millilitres ;

d : le taux de dilution correspondant a la premiere dilution comptée. Arrondir les résultats

calculés a deux chiffres significatifs.
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Noter comme résultat, le nombre de coliformes thermo-tolérants par millilitre ou par
gramme de produit, exprimé par un nombre compris entre 1 et 9,9 multiplié par 10%, ou x

est la puissance appropriée de 10.

1ml
n
Q)
lJ
(@)

1ml Tml
f Milieu VRBL

¥

oo
O ¢

Ensemencer 2 boites pour
chaque dilution

1% série de boites

-

o] [ o

2%¢ série de boites

@ Incuber a I’étuve 24-48h a 30°C

1% série de boites

©©© Incuber a I’étuve 24-48h a 44°C

2@ série de boites

Recherche des coliformes thermo-

tolérants

Figure 12 : Recherche et dénombrement des coliformes totaux et fécaux.

Recherche et dénombrement d’Escherichia coli : [104]

L’Escherichia coli appartient au groupe des coliformes thermo-tolérants pour cela
la recherche et le dénombrement de ce microorganisme se fait a partir des boites

de 44°C.

Technique de recherche :

-ldentifier au moins 3 colonies caractéristiques des coliformes thermo-tolérants sur

chaque boite retenue.

-Aspirer la colonie a I’aide d’une pipette pasteur munie d’une poire.
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-Repiquer séparément chaque colonie et I’ensemencer dans le milieu

urée indole et incuber ce milieu 18-24h a 37°C.
Principe de la réaction de 1’urée :
Cette réaction permet la mise en évidence simultanée de:

» la production d'indole par I'hydrolyse du tryptophane par la tryptophanase. L'indole
produit est mis en évidence par le réactif de Kovac's (le diméthylamino-4-

benzaldehyde) qui réagit avec l'indole avec formation d'un composé rouge.

e Lecture:
-Lecture de I'urée : le milieu est considéré négatif s’il garde sa couleur initiale.

-Lecture de I’indole : rajouter 1 a 2 gouttes de milieu Kovac’s et voir I’apparition

d’un anneau rouge (figure 13).

| )

Coliforme thermo-tolérant Milieu Urée Indole

Incuber le milieu Urée Indole ensemencé 24 h a 37°C
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Figure 13 : Recherche d’Escherichia coli sur milieu urée indole.
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v" Recherche et dénombrement des Staphylocoques a coagulase positive

(Staphylococcus aureus) : [105]

e Ensemencement : (Figure 14)
- Transférer, a I'aide d'une pipette stérile, 0,1 ml de I'échantillon pour essali, a la surface de
chacune des deux boites de milieu gélosé Baird Parker.
Répéter I'opération avec la dilution 1072 et les dilutions suivantes si nécessaire.
- Etaler soigneusement I'inoculum le plus rapidement possible a la surface du milieu gélosé
en évitant de toucher les bords de la boite avec 1’étaleur.
-Laisser sécher les boites, avec leur couvercle en place, pendant, environ, 15 min a la
température ambiante.

e Incubation :
-Retourner les boites préparées, les incuber pendant 24 h + 2 h, puis les ré-incuber pendant
24 h £ 2 h supplémentaires dans I'étuve a 37° C.
- Aprés 24 h £ 2 h d'incubation, marquer sur le fond des boites les positions:
Des colonies caractéristiques : noires ou grises, brillantes et convexes (1 mm a 1,5 mm de
diamétre apres 24 h d'incubation et 1,5 mm a 2,5 mm de diameétre aprés 48 h d'incubation)
et sont entourées d'une auréole claire qui peut étre partiellement opaque. : Aprés, au moins,
24 h d'incubation, un anneau opalescent peut apparaitre dans cette zone claire
immédiatement au contact des colonies. (Figure 15)
-Incuber a nouveau toutes les boites a 35° C ou a 37° C (la température est indiquée dans le
bulletin d'analyse) durant 24 h + 2 h supplémentaires, et marquer les nouvelles colonies
caractéristiques.
Marquer également : les colonies non caractéristiques ont la méme taille que les colonies
caractéristiques et peuvent présenter I'une des morphologies suivantes :
- colonies noires et brillantes avec ou sans bord blanc étroit ; la zone claire et I'anneau
opalescent sont absents ou a peine visibles ;
- colonies grises dépourvues de zone claire. Les colonies non caractéristiques sont surtout
formées de souches de staphylocoques a coagulase positive contaminant, par exemple, les
produits laitiers, les crevettes et les abats. Ce sont moins souvent des souches de

staphylocoques a coagulase positive qui contaminent les autres produits.
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Inoculer les boites a l'aide des différentes dilutions

107": pour les produits solides

<
1 1
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Figure 14 : Recherche et dénombrement de staphylocoque a coagulase positive.

Figure 15 : Aspect de colonies de staphylocoque a coagulase positive sur milieu complet.

e Test de confirmati

e Test de la catalase :

on:

Principe : Lors de la déshydrogénation (oxydation du substrat), I’O2 moléculaire est réduit

selon la formule :

SH,+0; ———» S

i: H.O + ¥ O,

H20-»
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L’eau oxygénée qui se forme est trés toxique pour les bactéries, et les bactéries aérobies
possedent des déshydrogénases oxytrophes qui détruisent 1’H>O3, soit par catalases ou par
peroxydases selon la réaction : H.O, — H20 + % Oa.

Technique :

Prélever une moitié de la colonie et la déposer sur une lame propre, puis déposer sur cette

demi-colonie une goutte d’H202. (Figure 16)

Lecture : - Dégagement des bulles gaz - La bactérie est Catalase +

Reéaction de la catalase

Pipette Pasteur

Déposer 1 goutte
d'H202 20V

< Apparition de bulles d'air >

Figure 16 : Test de confirmation par la réaction de la catalase.

e Test de la coagulase :
La coagulase libre est une enzyme qui permet de catalyser la transformation du fibrinogene
(soluble) en fibrine (insoluble). La formation d’un coagulum attestera de la présence d’une

coagulase libre. Il suffit pour cela d’utiliser du plasma de lapin.

La moitié de chaque colonie ayant la catalase positive est repiquée dans un bouillon cceur-
cervelle (BHIB). Les tubes sont incubés 18h a 37°C.

Mélanger 0.1 ml du bouillon BHIB avec 0,3 ml avec du plasma dans un tube stérile et
incuber les tubes a 37°C pendant 24h. Faire des lectures durant les 1éres heures

d’incubation et laisser 24h si le résultat est négatif.
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Lecture de la coagulase : Observer la formation d’un caillot visible résultant de I'activation
des facteurs de coagulation du plasma. La coagulation donc se traduit par la prise en masse
du contenu du tube. (Figure 17)

Recherche de Ila coagulase libre

ensemencer un boulllon camur cervelle.
0.1 mi

=

coagulation|
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— J 0.3 mi |
- . memction +
[\j Incuber 24h & 37°C

Incuber 20-24h & 37°C lére locture aprés 6h d'

: Plasma de lapin ‘ |
= l J/ aprés 24h ‘\
s .

—at )

Figure 17 : Test de confirmation par la recherche de la coagulase.

e Expression des résultats :
Ne retenir pour le dénombrement que les boites renfermant au maximum 300 colonies dont
150 colonies caractéristiques et/ou non caractéristiques au niveau de deux dilutions

successives, et calculer le nombre N a I'aide de I'équation suivante :

N = 2o
~ V(nl+0,1n2)d

Ou:

Yo : Somme des colonies de staphylocoques a coagulase positive identifiées sur I'ensemble
des boites retenues ;

V: Volume de l'inoculum appliqué a chaque boite, en millilitres ;

nl: Nombre de boites retenues a la premiere dilution ;

n2 : Nombre de boites retenues a la seconde dilution ;

d : Taux de dilution correspondant a la premiere dilution retenue (la suspension mere est
une dilution). Arrondir & deux chiffres significatifs les resultats obtenus.

Noter le résultat comme étant le nombre de staphylocoques a coagulase positive par
millilitre (produit liquide) ou par gramme (autre produit), exprimé par un nombre compris

entre 1 et 9,9 multiplié par 10%, ou X est la puissance appropriée de 10.
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v" Une autre méthode ancienne est utilisée pour le dénombrement de
staphylococcus aureus (1SO) :

e Enrichissement :

-A partir des dilutions décimales allant de 10 & 103, transférer aseptiquement & 1’aide

d’une pipette stérile 1 ml de chaque dilution dans des tubes a vis stériles numérotées.
-Ajouter dans chaque tube 0,1 ml d’une solution stérile de téllurite de potassium a 1 %.
-Ajouter 15 ml du bouillon G.C dans chaque tube, et bien homogénéiser.

-Incuber les tubes, a 37 °C pendant 24 a 48 heures.

e Lecture:

Les tubes ayant virés au noir sont considérés comme positifs.

e Isolement:

-Avec une anse de platine ensemencer dans des boites de pétri stériles et numerotées, les
tubes considérés comme positifs sur milieu Chapman préalablement fondu au bain marie
et refroidi a 42°C.

-Incuber les boites, couvercles en bas, a 37°C pendant 24 a 48 heures.
-Procéder aux tests de confirmation : coagulase et catalase

e Lecture et interprétation :

Dénombrer les colonies lisses brillantes, bombées, de taille moyenne et de couleur jaune
dorée due a la fermentation du mannitol, et qui sont comprises entre 15 et 150 (Figure 18).

Les résultats sont exprimés en UFC/g du produit analysé.
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=

rolomies des sephrdevana tena

Figure 18 : Ensemencement des streptocoques fécaux dans le milieu chapman.
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A partir des dilutions décimales
()

K
E

1 ml
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Eg €l
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®

-
1

Ajouter dans chaque tute 0,1 ml d'une solution stérile de tellurite de potassinm a 1%

Enrichissement :

Ajouter 15 ml du bouilllon GC dans chaque tibe et bien mélanger

s l

g §

Incubera 37°C pendant 24h

U

-+ - -

Isolement :

Repiquer les tubes présentant un poircissement ou un precipité noir sur mihen
Chapman préalablement fondu et refroidia 42 °C

Incuber a 37°C pendant 24h

Comptes les colomes dorees brillantes

Figure 19 : Recherche et dénombrement de Staphylococcus aureus.
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v" Recherche des Salmonelles : [106]

Les salmonelles sont des micro-organismes formant des colonies typiques ou moins
typiques sur des milieux sélectifs solides et possédant les caractéristiques biochimiques et
sérologiques décrites lorsque I'essai est exécuté selon la présente méthode.

La recherche de Salmonella nécessite quatre (4) phases successives :

e Pré-enrichissement :

Ensemencement de la prise d’essai dans de l'eau peptonée tamponnée a la température

ambiante, puis incubation a 37 °C £ 1 °C pendant 18 h £ 2 h.

e Enrichissement :

-Transférer 0,1 ml de la suspension mére dans un tube contenant 10 ml de bouillon RVS

(Rappaport-Vassiliadis avec Soja).

-Transférer 1 ml de la suspension mere dans un tube contenant 10 ml de bouillon MKTTn

(Muller-Kauffmann au Tétrathionate-novobiocine).

-Incuber le bouillon RVS ensemencé a 41,5 °C + 1 °C pendant 24 h £ 3 h, et le bouillon
MKTTna37°C+1°Cpendant24 h+3h.

-1 convient de s’assurer que la température maximale d’incubation ne dépasse, a aucun

moment, 42,5 °C pour le bouillon RVS.

e |solement :

-A partir des cultures obtenues de milieu d’enrichissement ensemencer deux milieux

sélectifs solides : Gélose xylose lysine désoxycholate (gélose XLD) et sulfite de bismuth.
-Incubation des deux milieux a 37 °C £ 1 °C puis examen apres 24 h = 3 h.

-A partir de la culture obtenue dans le bouillon RVS aprés 24 h + 3 h d'incubation,
ensemencer avec une anse la surface d'une grande boite de Pétri contenant le milieu
d'isolement selectif [gélose XLD], de facon a permettre le développement de colonies bien

isolées.
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Procéder de la méme maniére avec le deuxieme milieu d'isolement sélectif [gélose au
sulfite de bismuth] en se servant d'une nouvelle anse et de boites de Pétri de dimensions

appropriées.

-A partir de la culture obtenue dans le bouillon MKTTn apres 24 h £ 3 h d'incubation,

répéter les opérations décrites en avec les deux milieux d'isolement sélectifs.
-Retourner les boites, les placer dans une étuve réglée a 37 °C.

-Apres 24 h £ 3 h d'incubation, examiner les boites incubées afin de rechercher la présence
de colonies typiques de Salmonella, ainsi que les colonies atypiques susceptibles d'étre des

Salmonella. Marquer leur position sur le dessous de la boite.

-Les colonies typiques de Salmonella cultivées sur la gélose XLD ont un centre noir et sont

entourées d’un halo clair transparent rouge dii a un changement de 1’indicateur du milieu.

Les Salmonella H2S négatif (par exemple Salmonella Paratyphi A) cultivées sur la gélose

XLD sont roses avec un centre rose foncé.
Les Salmonella lactose positif cultivées sur la gélose XLD sont jaunes sans noircissement.

-les colonies typique de salmonelle sur gélose au sulfite de bismuth sont noires entourées
d’un reflet métallique résultant de la production de sulfure d’hydrogene et de la réduction

du sulfite en sulfure ferrique noir, et elles deviennent uniformément noires apres 48 heures.
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pré-enrichissement

suspension
mere dituce | I

au 1/10 incuber 16-20h & 37°C

Bouillon Milieu
Rappaport MKttn
Vassiliadis -

Incuber 18- 24h a 42°C Incuber 18- 24h a 37°C

Solution pré enrichie

Milieu sulfite de bismuth Mlileu XD

Incuber 24h a 37°C

Figure 20 : Pré-enrichissement, enrichissement et isolement de salmonelle.

e Confirmation :

Repiquage des colonies présumees de Salmonella isolées, et confirmation au moyen des

essais biochimiques et sérologiques appropriés.

Pour la confirmation, prélever a partir de chaque boite de chacun des milieux sélectifs, au
moins, une colonie considérée comme caractéristique ou suspecte, puis quatre autres
colonies si la premiére s’est révélée négative. Ensemencer les colonies sélectionnées sur la

surface de boites de gélose nutritive préalablement séchées, de fagon a permettre le
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développement de colonies bien isolées. Incuber les boites ainsi ensemencées a 37 °C = 1
°Cdurant24 h+3h.

Utiliser des cultures pures pour les confirmations biochimiques et sérologiques.

» Confirmation biochimique :

A l'aide d'un fil a ensemencer, ensemencer les colonies retenues sur la gélose nutritive dans

les milieux suivants :

-Gélose TSI : Ensemencer la pente du milieu en stries et le culot par pigdre. Incuber a 37

°C £ 1 °C durant 24 h £ 3 h. Interpréter les phénomeénes qui se produisent, de la facon

suivante :
a) Culot:
SJAUNE....ciee e glucose positif (utilisation du glucose)
-rouge ou inchangg.............cccccoe...... glucose négatif (pas d’utilisation du glucose)
1] S formation de sulfure d’hydrogéne
-bulles ou FiSSUres..........cccoevercreennn. formation de gaz a partir du glucose

b) Pente de la gélose :
SJAUNE.......ovtiiiiieeiiesiee e eneeeneee.onc. JACtOSE €t/0U saccharose positifs (utilisation du
lactose et/ou du saccharose)
-rouge ou inchangé.........................Jactose et saccharose négatifs (pas d'utilisation

du lactose ni du saccharose)
Les cultures caractéristiques de Salmonella correspondent a :

Une pente alcaline (rouge), formation de gaz (bulles), un culot acide (jaune) et (dans
environ 90 % des cas) formation de sulfure d'hydrogéne (noircissement de la gélose).
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Salmonella lactose positif, la pente de la gélose TSI est jaune.

Ensemencement du milieu TSI

Stries

jaGre centrale
Isoler par des stries

Incuber 18 - 24h & 3721°C
Aspect de Salmonella sur TSI

+
s , Pente
Rouge

Rouge
— | Culot | !
Gaz + Noir ( J
Salmonella SPP S.Typhi S.Paratyphi A

Figure 21 : Confirmation biochimique de salmonelle sur milieu TSI.

-Gélose a l'urée : Ensemencer en stries la pente de la gélose. Incuber a 37 °C £ 1 °C durant

24 h £ 3 h et examiner de temps en temps. En cas de réaction positive, la décomposition de
I'urée produit un dégagement d'ammoniac, faisant virer le rouge de phénol au rose puis au

rouge foncé. La réaction est souvent visible au bout de 2 ha 4 h.

-Milieu de décarboxylation de la L-lysine : Ensemencer le milieu liquide juste au-dessous

de la surface. Incuber a 37 °C £ 1 °C durant 24 h £+ 3 h. L'apparition d'une turbidité et d'une
couleur violette apres incubation indique une réaction positive et I'apparition d'une couleur

jaune indique une réaction négative.

-Recherche de la béta-galactosidase : Mettre en suspension une anse de la colonie

suspecte dans un tube contenant 0,25 ml de la solution saline.

Ajouter une (1) goutte de toluene et agiter le tube. Placer ce dernier dans le bain d'eau réglé
a 37 °C et I'y laisser séjourner quelques minutes (environ 5 min). Ajouter 0,25 ml du
réactif pour la recherche de la béta-galactosidase et mélanger. Replacer le tube dans le bain

d'eau réglé a 37 °C, I'y laisser séjourner 24 h £ 3 h en I'examinant de temps a autre.

Une couleur jaune indique une réaction positive. La réaction est souvent visible au bout de

20 min.
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Partie pratique

-Milieu pour la réaction de Voges-Proskauer (VP) : Mettre en suspension une anse de la

colonie suspecte dans un tube stérile contenant 3 ml du milieu VP. Incuber a 37 °C + 1 °C
durant 24 h + 3 h. Aprés incubation, ajouter deux (2) gouttes de la solution de créatine,
trois (3) gouttes de la solution éthanolique de naphtol-1 et ensuite deux (2) gouttes de la

solution d’hydroxyde de potassium en agitant apres avoir ajouté chaque réactif.

La formation d'une coloration rose a rouge brillant dans un délai de 15 min indique une

réaction positive.

-Milieu pour la recherche de I'indole : Ensemencer un tube contenant 5 ml du milieu

tryptone/tryptophane avec la colonie suspecte et incuber a 37 °C + 1 °C durant 24 h £ 3 h.
Apreés incubation, ajouter 1 ml du réactif de Kovacs. La formation d'un anneau rouge

indique une réaction positive. Un anneau jaune-brun indigue une réaction négative.

» Confirmation sérologique et sérotypage :

La recherche de la présence des antigenes «O», «Vi», ou «H» des Salmonella est effectuée
par une agglutination sur lame avec les serums appropriés a partir de colonies pures pour

confirmation et apres élimination des souches auto-agglutinables.

-Elimination des souches auto-agglutinables : Déposer une (1) goutte de la solution saline
sur une lame de verre parfaitement propre. A l'aide d'une anse bouclée, disperser dans cette
goutte une fraction de la colonie a tester de maniére a obtenir une suspension homogéne et

trouble.

Observer le résultat sur un fond noir de préférence a l'aide d'une loupe. Si les bactéries se
sont rassemblées en masses plus ou moins distinctes, la souche est considérée comme auto-
agglutinable et ne doit pas étre soumise aux essais suivants et ainsi la mise en évidence des

antigenes devient impossible.

o Mise en évidence des antigénes «O» :

A partir d'une colonie pure reconnue non auto-agglutinable, répéter I’opération précédente
mais en utilisant une (1) goutte de I'antisérum «Ox au lieu de la solution saline. S'il y a
agglutination, la réaction est considérée comme positive. Utiliser les sérums polyvalents et

monovalents l'un apres l'autre.
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o Mise en évidence des antigenes «Vi» :

Opérer comme en précédemment, mais en utilisant une (1) goutte de I'antisérum «Vi» au

lieu de la solution saline. S'il y a agglutination, la réaction est considérée comme positive.

o Mise en évidence des antigenes «H»:

Ensemencer la gélose nutritive semi-solide avec une colonie pure non auto-agglutinable.
Incuber a 37 °C £ 1 °C durant 24 h £ 3 h. Utiliser cette culture pour I'examen des antigénes

«H», mais en utilisant une (1) goutte de I'antisérum «H» au lieu de la solution saline.
S'il y a agglutination, la réaction est considérée comme positive.

e Expression des résultats :

Selon les résultats de l'interprétation, indiquer la présence ou I'absence de Salmonella dans

une prise d'essai de x g ou x ml de produit.
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Pré-enrichissement

Prise d'essal + Eau peplonée
tamponée i température

ambiante

i

Incubation pendant 18 ht
2hal37*Cx1°C

/\

(.1 ml de culture +
10 ml de bouillon
RVS incubation
pendant 24 h =3 h
A41,5°C+1C

“— Enrichissement sélectif  <+—

[solement

-+

Confirmation

Iml de culture +
10 ml de bouillon
MKTTn
incubation pendant
244h=3ha3?"C
+] °C

\/

Milieu XLD et un second milieu
zélosé an choix incubation

pendant 24 h+£ 3ha37°C+ 1 °C

¥

Au moins une colonie caractéristique pour
chague milieu et guatre colonies si la
premiére est négative.

kA

L) {_"

Gélose nutntive, incubation
pendant 24 h £ 3ha 37 °C = |

/

Confirmation

biochimigue

‘—\—\_H—‘b

\

Confirmation

Expression des
resultats

sérologigue

—

Figure 22 : Organigramme résumant le mode opératoire de la recherche des salmonelles.
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v" Recherche des Salmonelles (1SO 6579) :

e Pré-enrichissement :

-Introduire aseptiquement 25 g ou ml de 1’échantillon a analyser dans un flacon stérile

contenant 225 ml du milieu EPT, afin de revivifier les cellules.
-Homogeéneéiser et incuber a 37°C pendant 24 heures.
e Enrichissement :

-Repiquer 1 ml du milieu de pré-enrichissement dans un flacon de 10 ml du milieu SFB
sélénite F brothe, et bien homogeéneiser.

-Répartir le milieu dans des tubes a vis stériles, contenant chacun 10 ml.
-Incuber les tubes a 37°C pendant 24 heures.

e Lecture:
Les tubes ayant virés au rouge brigue sont considérés comme positifs.

e Isolement:

-Repiquer dans des boites de pétri stériles et numérotées, les tubes considérés comme
positifs sur milieu Hektoen préalablement fondu au bain marie et refroidi a 42°C.

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

homogénéiser le milieu et I’inoculum.

-Laisser solidifier sur paillasse.

-Incuber les boites, couvercles en bas, a 37°C pendant 24 heures.
e Lecture et interprétation :

-Dénombrer les colonies lisses verdatres, de 2 & 4 mm de diamétre, avec ou sans un centre

noir (Figure 23).

-Les résultats sont exprimés par une présence ou absence de germes.

62



Partie pratique

Pré-enrichissement :

25g
% [:> Incuber i 37°C pendant 24h

Echantillon & 225 ml de TSE
analyser (25 g) l
Enrichissement : {
Repiquer 10 ml sur milicu SFB. :> Incuber a 37°C pendant 24h.

Apparition de couleur rcuge brique.

Isolement :

Repiquer sur milieu Hektoen préalablement fondu et refroidia 42 °C.

- [:> Incubera 37°C pendant 241
Compter les colonies verdatres lisses, avec ou sans centre noit -

Figure 23 : Technique de recherche des Salmonelles.
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v" Recherche de Listeria monocytogenes : [107]

Listeria monocytogenes est un petit bacille a Gram positif, mobile a 20°C, aéro-anaérobie

facultatif qui se développe facilement sur les milieux usuels.

e Enrichissement primaire :

-Introduire aseptiquement 25 g de 1’échantillon a analyser dans un flacon stérile contenant

225 ml du milieu Fraser-demi, afin de revivifier les cellules stressées.
-Homogeéneéiser et incuber a 30°C pendant 24 heures.
e Enrichissement secondaire :

-Repiquer 0,1 ml du milieu d’enrichissement primaire dans chaque tube contenant 10 ml

du bouillon Fraser, et bien homogénéisé.

-Incuber les tubes a 37°C pendant 24 heures.

Lecture : les tubes présentant un noircissement sont considérés comme positifs.
e Isolement:

-Repiquer dans des boites de pétri stériles et numérotées, les tubes considérés comme

positifs sur milieu Palcam préalablement fondu au bain marie et refroidi a 42°C.

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

homogénéiser le milieu et I’inoculum.

-Laisser solidifier sur paillasse.

-Incuber les boites, couvercles en bas, a 37°C pendant 24 heures.
e Lecture et interprétation :

Dénombrer les colonies gris-vertes (Figure 24).

Repérer les colonies suspectes et les soumettre aux tests biochimiques d’identification.
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Enrichissement primaire :

Boutlion :> Incuber a 30°C pendant 24h
E Fraser-denl

Echantillon &

analyser (25 g) 225 ml
Enrichissement secondaire: .
Repiquer 0.1 ml dans 10 ml ;
d‘:},):,?ll:;; l’"rl:ur oo :> Incuber a 37°C pendant 24h.

)

Noircissement

Isolement :
Repiquer sur milieu Palcam préalablement fondu et refroidia 42 °C.

— :> Incuber a 37°C pendant 24h
Compter les colonies gris-vertes -

Figure 24 : Recherche de Listeria monocytogenes sur milieu Palcam

65



Partie pratique

En général, la recherche de Listeria monocytogenes, nécessite au moins quatre étapes

successives, tel qu’illustré par la représentation schématique du mode opératoire suivant :

Enrichissement primaire : 25 ml dans 225 ml de milieu Fraser au 1/2
Incubation a 30° C pendant 18 a 24 h
Ensemencement secondaire : 0,1 ml sur Fraser en tubes de 10 ml
Isolement en stries sur gélose Oxford ou Palcam
Incubation a 37° C pendant 24 2 48 h
Sélection de trois a cing colonies caractéristiques
Isolement en stries sur une autre plaque de gélose Oxford ou Palcam
Incubation a 37° C pendant 24 a2 48 h

\ 4

Purification sur gélose TSYEA

\ 4

Incubation a 37° C pendant 24 h ou plus, si nécessaire

|

Examens complémentaires

Figure 25 : Représentation schématique du mode opératoire pour la recherche de Listeria.
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Ce chapitre, résume tous les résultats d’analyses microbiologiques du lait fermenté, et de la

recherche de sa qualité hygiénique.
Les résultats et leur discussion de chaque laboratoire sont faits séparément.

Calculer le nombre N de micro-organismes par millilitre ou par gramme de produit, en tant

que moyenne pondérée, a l'aide de I'équation suivante :

N xC
T Vx1llxd

Ou:
>'C : la somme des colonies caractéristiques comptées sur les deux boites retenues
v : le volume de l'inoculum appliqué a chaque boite, en millilitres ;

d : le taux de dilution correspondant a la premiére dilution comptée. Arrondir les résultats

calculés a deux chiffres significatifs.

Noter comme résultat, le nombre de germe par millilitre ou par gramme de produit,
exprimé par un nombre compris entre 1 et 9,9 multiplié par 10%, ou x est la puissance

appropriée de 10.

Le lait fermenté destiné a la consommation humaine doit répondre aux normes de la

Iégislation en vigueur (tableau 5).

Tableau 5 : Criteres microbiologiques relatifs au lait fermenté. [108]

Laits fermentés (Lben)

Plan Limite microbiologique
Micro-organisme d’échantillonnage (ufc/ml)
N C m M
Coliformes totaux 5 2 3.10% 3.10°
Collformes thermo 5 9 30 3102
tolérants
Staphylocoques a 5 2 3102 310°
coagulase +
Salmonella 5 0 Absence dans 25 g
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m : nombre de germes présents dans un millilitre du lait fermenté; c’est le seuil en dessous

duquel le lait fermenté (Iben) est considéré comme étant de qualité satisfaisante.

Dans le cas des salmonelles, « m » est le nombre des germes présents dans 25ml du lait

fermenté (Iben).

M : nombre de germes présents dans un gramme ou un millilitre de produit analyse, qui
correspond & la valeur au-dessus de laquelle la qualité du produit est considérée comme

inacceptable ;
n : nombre d’unité constituant I’échantillon ;

¢ : nombre maximal d’unités d’échantillonnage de produit analysé qui peut dépasser m tout

en étant inférieur a M sans que le lot ne soit rejeté.
Exemple de calcule du nombre N de coliformes totaux :

Nombre de colonies : de la deuxieme dilution est égale a 93 (caractéristique 33 et non

caractéristique 60).
De la troisieme dilution est égale a 13 (caractéristique 03 et non caracteristique 10).

xC 93 +13

_ _ _ 2
N =y iixd Txiixioz _ 2036x10

N=9,6.10° ufc/ml
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I. Laboratoire de contrdle qualité et de la répression des fraudes :

» Coliformes totaux et thermo-tolérants :

Un résultat positif est traduit par la présence des colonies rouge-violacées ayant un
diametre minimal de 0,5 mm sur milieu VRBL (figure 27) ; les coliformes totaux sont
confirmés sur milieu VBL par un dégagement de gaz (supérieur a 1/10 de la hauteur de la
cloche), ainsi qu’a I’apparition d’un trouble microbien accompagné ou non de virage du

milieu au jaune (figure 28).

Figure 26 : Aspect des colonies des coliformes totaux sur milieu VRBL.

Figure 27 : confirmation des coliformes totaux sur milieu VBL (test de présomption).
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Les résultats sont représentés dans les tableaux 6 et 7.

Coliformes totaux (ufc/ml)

Les unités
- 2 3 4 5 m M
Les échantillo
Echantillon 1 9,1.10° 11.10° 9,3.10° 15.10°  14,5.10°
Echantillon 2 9,6.10° 11.108 13.108 72108  7,7.10° 310  3.10°
Echantillon 3 52.10% 73.10° 8,210° 8,1.10® 509.10°

Tableau 6 : Résultats de dénombrement des coliformes totaux.

Nos résultats représentent des valeurs inférieures a la limite critique.

Coliformes thermo-tolérant (ufc/ml)

Les unités
_ 1 2 3 4 5 m M
Les échantillon

Echantillon 1 2510 3610 2810 3910 27.10
Echantillon 2 2710 2510 3110 4510 4310 35 3102
Echantillon 3 2910 310 310 2510 2210

Tableau 7 : Résultats de dénombrement des coliformes thermo-tolérants.

A partir de ce tableau nous constatons :
Les échantillons 1 et 3 ne dépassent pas la limite critique.

Les unités 3,4 et 5 de I’échantillon 2 dépassent le nombre ¢ (Annexe I11) avec les valeurs
de 3,1.10 UFC/ml, 4,5.10 UFC/ml 4,3.10 UFC/ml respectivement.
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» Staphylocoques a coagulase positive :

Apres I’encensement sur milieu Baird Parker ; un résultat positif est traduit par la présence

des colonies noires, brillantes et convexes avec | a 1,5 mm de diametre apres 24h

d’incubation (figure 29).

Figure 28 : Culture de staphylocoque a coagulase positive sur milieu BP.

Les résultats du dénombrement des staphylocoques a coagulase positive de 1’échantillon de

I’ben traditionnel sont représentés dans le tableau 8.

Staphylocoque a coagulase positive (ufc/ml)

Les unités

Les échantil ' ° ° ) > M M
Echantillon 1 6,1.10 8,3.10 7,5.10 6,5.10 5,5.10
Echantillon 2 8310 | 8110 @ 7.10 | 6110 | 8510 3102 | 3.10°
Echantillon 3 8,9.10 7,7.10 7,2.10 6,7.10 5,4.10

Tableau 8 : Résultats de dénombrement des staphylocoques a coagulase positive.

Nos résultats représentent des valeurs inférieures a la limite critique.
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» Salmonella sp :

Un résultat positif est traduit par la présence des colonies avec un centre noir et entourées
d’un halo clair transparent rouge sur milieu XLD, et des colonies noires entourées d’un

reflet métallique sur milieu sulfite de bismuth.

Salmonella.sp

Les milieux Sulfite de Limite
XLD

Les échantillons bismuth microbiologique
Echantillon 1 Abs Abs
Echantillon 2 Abs Abs Absence dans 25 g
Echantillon 3 Abs Abs

Tableau 9 : Résultats de la recherche de salmonella.sp.

Dans la présente étude, 1’analyse microbiologique de ce groupe microbien pathogéne n’a

pas montré de contamination.
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I1. Laboratoire d’hygié¢ne Blida :
» Coliformes totaux et thermo-tolérants :
Un résultat positif est traduit par la présence des colonies rouge-violacées ayant un
diametre minimal de 0,5 mm sur milieu VRBL (figure 29) ; les E. coli sont identifiés sur
milieu urée-indole par I’apparition d’un anneau rouge (indole+) et virage de la couleur

initiale (urée+) (figure 30).

Figure 29 : Colonie de coliforme sur milieu VRBL.

Figure 30 : Test de 1’urée indole.

Les résultats présentés dans les tableaux 10 et 11 sont obtenus a partir du mélange des 5

unités de chaque échantillon de lait fermenté.

Coliformes totaux (ufc/ml)

Lecture 1% lecture (aprés 2™ |ecture (aprés
m
Les echantillons 24h) 48h)

Echantillon 4 1.10° 1,1.10°
Echantillon 5 1,5.10° 1,8.10° 3.10*
Echantillon 6 7,2.10° 9.10°

Tableau 10 : Résultats de dénombrement des coliformes totaux.
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Les échantillons 4 et 5 dépassent la limite critique, alors que 1’échantillon 6 ne dépasse pas
cette limite.

Coliformes thermo-tolérants (ufc/ml)

Lecture Lecture apres Test de Limite
Test de ’urée

Les échantillo 24h I’indole microbiologique
Echantillon 4 Abs \\
Echantillon 5 2,5.10? Positif Positif 30
Echantillon 6 1,8.102 Positif Positif

Tableau 11 : Résultats de dénombrement des coliformes thermo-tolérants.
Selon le tableau 11 :
-absence de colonies pour I’échantillon 4.

-les échantillons 5 et 6 dépassent la limite critique avec les valeurs 2,5.102 ufc/ml et 1,8.102

ufc/ml respectivement ; et sont positif au test urée indole (figure 32).

» Staphylocoque a coagulase positive :

Un résultat positif est traduit par un noircissement sur milieu Giolitti Cantoni (figure 31) et

des colonies jaunes dorées.

Figure 31 : recherche de staphylocoque a coagulase positive sur milieu GC.
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Les résultats sont représentés dans le tableau 12.

Staphylocoque a coagulase positive (ufc/ml)

Lecture 1% lecture 2™ |ecture Limite
- \ . Chapman P
Les échantillo (aprés 24h) (aprés 48h) microbiologique

Echantillon 4 Abs Abs /
Echantillon 5 Abs Abs / 3.102
Echantillon 6 Abs Noircissement Négatif

Tableau 12 : Résultats de dénombrement des staphylocoques a coagulase positive.
-résultat négatif pour les échantillons 4 et 5 sur milieu GC aprés 48h.

-resultat positif pour I’échantillon 6 sur milieu GC et absence de colonies sur milieu

chapman (figure 32).

Figure 32 : Absence de colonies de staphylocoque a coagulase positive sur mileu chapamn.
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» Salmonella.sp :

Un résultat positif est traduit pas la présence de couleur rouge brique sur milieu SFB
(figure 33).
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Figure 33 : Absence de salmonelle sur milieu SFB.
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Les résultats sont exprimés dans le tableau ci-dessous :

Salmonella.sp (ufc/ml)

Lecture . Limite
Lecture aprés 24h (SFB)

microbiologique

Les échantillon

Echantillon 4

Négative
Echantillon 5 Négative Absence dans 25 g
Echantillon 6 Négative

Tableau 13: Résultats de la recherche de salmonella.sp.

L’absence totale de salmonella dans tous les échantillons analysés.
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Discussion

Des échantillons de lait fermenté (au nombre de 6) ont été préleveés de trois points de vente

dans les régions de Blida.

Dans les points de vente, le lait fermenté est conservé dans des cuves de stockage. La
qualité bactériologique du lait a été appreciée selon les critéres algériens relatifs aux

spécifications microbiologiques de lait fermente.

Les résultats obtenus au cours de ce travail indiquent que 4/6 échantillons de lait fermenté
prélevés sont de qualité microbiologique non satisfaisante, seulement 2/6 échantillons

répondent aux criteres applicables en Algérie.

Selon la réglementation en vigueur le nombre (n) d’unité constituant un échantillon
examiné pour les laits doit étre de 5 unités. (JORADP, 2017).

L’interprétation des résultats obtenue des cing unités prenne en considération le nombre
des unités d’échantillons (c) tolérés au-dela de la valeur seuil, nombre qui permet de juger

le lot comme étant de qualité satisfaisante, acceptable ou non satisfaisante.

Du fait que notre travail n’entre pas dans le cadre du controle officiel réalisé par les
instances compétentes, il nous a été difficile de prélever un échantillon constitué de 5
unités a la fois conformément a la réglementation en vigueur. C’est pourquoi, nous avons
procéder a 1’achat d’une seule unité¢ de commerce (sachet de 1L) qui représente un seul

échantillon.

Selon les résultats de notre étude, un échantillon est déclaré conforme vis a vis la
législation en vigueur, s’il représente une valeur inférieure au seuil critique « m » fixé par
I’ Arrété interministériel du 4 octobre 2016 fixant les criteres microbiologiques des denrées
alimentaires (JORADP., 2017).

I. Laboratoire de controle qualité et de la répression des fraudes :

Les résultats obtenus par les méthodes décrites dans le journal officiel n°72, n°14, n° 68 et
n° 44 pour la recherche et dénombrement des coliformes totaux, thermo-tolérant,
staphylocoque a coagulase positif et recherche de salmonelle respectivement montrent

que :
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Discussion

e Echantillon let 3 : les valeurs des coliformes et de staphylocoque a coagulase
positif sont inférieurs aux limites mentionnées dans le décret 4 octobre 2016 N°39/
2juillet 2017, Echantillons de qualité microbiologique satisfaisante.

e Echantillon 2 : les valeurs des coliformes thermo-tolérants ne répondent pas aux
limites mentionnées dans le décret 4 octobre 2016 N°39/ 2juillet 2017, Echantillon
de qualité microbiologique suspecte.

Il. Laboratoire d’hygiéne Blida :

Les résultats obtenus par les méthodes décrites dans le journal officiel n°72, n°14 pour le
dénombrement et la recherche des coliformes montrent que tous les échantillons analyses

sont de qualité microbiologique non satisfaisante.

En effet, les coliformes sont des indicateurs de contamination d’origine fécale, méme a des
niveaux faibles. Leur présence indique une faute hygiénique relevant soit d’'une mauvaise

qualité du lait utilise, soit de la malpropreté du matériel de fabrication. [18]

La présence de S.aureus dans le lait est due a plusieurs facteurs; comme I’insuffisance ou
I’absence de I’hygiéne du personnel, défaut ou insuffisance dans la stérilisation du matériel

et des locaux et a la défaillance des conditions de stockage et de conservation. [74]

Les résultats n’ayant tout de méme pas dépassé le seuil réglementaire : les échantillons 1 et
3 analysés au niveau du laboratoire de contréle qualité et de la répression des fraudes sont
donc dits satisfaisants ou de qualité satisfaisante et 1’échantillon 2 est dit suspect alors que
les trois échantillons analysés au niveau de laboratoire d’hygiéne sont dits non

satisfaisants.

NB : Nous n’avons pas pu rechercher la présence de Listeria monocytogenes dans les
produits laitiers par manque de réactifs malgré I’importance capitale de la recherche de et
de I’identification de ce germe responsable de maladies graves surtout chez la population

fragiles (femme enceinte, enfants et immunodéprimés).

A la lumiere de ces résultats nous avons pu rédiger une fiche de résultats type relative a
chaque échantillon, selon les modalités de chaque laboratoire et pouvant indiquer le
résultat de cette analyse microbiologique et exprimant ainsi la qualité hygiénique de

chaque échantillon (annexe IV).
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Conclusion

Le lait est une denrée qui procure tous les apports nécessaires pour 1’organisme. C’est un
aliment complet qui contient a la fois matiere grasse, protéines, les apports énergétiques en
vitamines et minéraux. Cependant tous ces nutriments font du lait un milieu de culture
favorable a plusieurs germes pathogeénes qui le rendent trés dangereux s’il n’est pas bien
conservé. Des infections fatales peuvent survenir et compromettent ainsi la santé du
consommateur, si ces germes pathogenes se multiplient et produisent leurs toxines dans le

lait.

Ce modeste travail a pour objectif la mise en évidence des germes pathogenes et 1’étude de

la qualité hygiénique du le lait fermenté (Iben) commercialisé dans la wilaya de Blida.

Les résultats obtenus montrent que seulement 2/6 échantillons de lait fermenté sont
conformes aux exigences fixées par la réglementation algérienne cependant ces résultats ne

pourront pas étre le support de généralisation sur la population étudiée.

Enfin, le lait fermenté artisanal est un produit de large consommation et son altérabilité
peut avoir des conséquences néfaste pour le consommateur, Afin d’éviter toute toxi-
infection, certaines recommandations ont été jugées utiles pour améliorer la qualité

microbiologique et hygiénique :

e Sensibilisation profonde des éleveurs et des vendeurs de produits laitiers
artisanaux a l'importance des conditions d’hygiéne.

e Evaluation continue et suivi de la qualité du lait fermenté, en vue d'apporter
continuellement les réajustements éventuels.

o L utilisation de savon pour nettoyer les récipients de collecte, de mélange et de
transport.

e Un nettoyage systématique des cuves réfrigérateur du lait fermenté artisanal
utilisées pour stocker et conserver celui-ci.

e Le rble des bureaux et laboratoires d’hygiéne de veiller au respect du reglement

sanitaire départemental.
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ANNEXE |

14 JOURNAL OFFICIEL DE LA REPFUBLIQUE ALGERIENNE N° 39 Bm gﬁ
1- Laits et produits laftiers (suite)
Catégorics des denndes alimentaines Mjul;:-ﬂ-.::gjlui:[iincs.f d'L'».:IJaul:]j:lmlmumgu U”:E'E;‘";i;ﬁ':‘jfﬁf:ﬁﬁ
it ¢ il M
Emnterobacteriaceae 5 2 10 12
Staphylocogues 3 coagulase + 3 z 1] 1#
Crbme pasteurisde Salmoneila 5 L1} Absence dans 25 g
Listoris monocyTogencs 5 LI 1 (b
Ciermies afrobies & 30 °C 5 2 10 108
Staphylocoques & coagulase + 5 2 o 104
Enterobacteriseeae 3 ? L0 0=
Crismes glacdes o1 dessens lactds congelés | Emerobacteriaceae 12} 5 2 50 5102
Salmoneila 5 LI} Absence dans 25 g
Listoris monocyTogencs 5 LI 1 (b
Escherichia coli 5 2 ] 107
Beutre e Staphylocogues 3 coagulase + 3 2 1% 0¥
Salmoncifa 5 L] Absence dans 25 g
Listeria monocylogencs 5 0 100
Enterobacterisceas 5 2 (] 102
Staphylocoques 3 coagulase + 5 2 ] 12
Beurre pastzurisé Salmoncifa 5 L] Absence dans 25 g
Listeria monocylogencs 5 0 100
Ciermes adrobies i 30 °C 5 2 5.107 5107
Beurre concentré Staphylocogues 3 coagulase + 5 0 Absence
Coliformes totaux 3 0 Abzence
Salmoneila 5 0 Absence dans 25 g
Coliformes totaux
L aits ferments {Lben, Raib...} Coliformes thermotoléranis
Staphylocogues & coagulase +
Salmoneifa
Listoris monocyTogencs
Yaouris ou yoghournis et desserts lactés e - - -.
Staphylocogues 3 coagulase + 3 z Loy 0=
Salmoneila 5 0 Absence dans 25 g
Listoris monocyTogencs 5 LI 1
R Germes aérobies 3 30 °C 5 2 3.104 3.107
Staphylocogues 3 coagulase + 3 0 Absence
Coliformes totaux 5 0 Absence dans 0.1 g
Salmoneila 5 0 Absence dans 25 g
(0¥ Uifie - wmité formand colomie.
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ANNEXES

ANNEXE |1
Milieux de culture :

v' Eau peptonée tamponnée EPT:

Pour la préparation des suspensions meres des produits laitiers, Egalement utilisé pour le
pré-enrichissement préalable aux phases d’enrichissement sélectif et d’isolement des
salmonelles en permettant notamment de revivifier les microorganismes ayant subi des

traitements sublétaux.

Dissoudre les composants dans I'eau en chauffant 1égérement, si nécessaire, sur une plaque
chauffante. Si nécessaire, ajuster le pH de sorte qu'apres stérilisation, il soit de 7 + 0,2 a 25
°C.

Composition (Grammes /litre)

Digestat enzymatique de tissus animaux 109

Chlorure de sodium (NaCl) 59
Hydrogénophosphate disodique 0 g+
dodécahydraté (Na2HPO4, 12H0)
Dihydrogénophosphate de potassium 159
Eau 1 000 ml

v" Tryptone sel eau TSE :

Composition (Grammes /litre)

Tryptone 1.0
Sel 8.5
pH7,0+0,2
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v" VRBL (lactosée biliée au cristal violet et au rouge neutre) :

Milieu sélectif utilisé pour la recherche et le dénombrement des coliformes dans I'eau, le

lait et les autres produits alimentaires.

Composition (Grammes/litre)
Peptone pepsique de viande 7,0
Extrait autolytique de levure 3,0
Lactose 10,0
Sels biliaires 1,5
Chlorure de sodium 5,0
Rouge neutre 0,03
Cristal violet 0,002
Agar agar 12,0
pH7,4+0,2

v VBL (Bouillon Lactosé Bilié au Vert Brillant) :

Pour la recherche et le dénombrement des coliformes totaux, coliformes thermo-tolérants
et d'Escherichia coli (test de Mackenzie) dans le lait, les produits laitiers et les autres
produits alimentaires, les eaux d’alimentation et les eaux résiduaires.

Composition (Grammes/litre)
Tryptone 10,0
Peptone 10,0
Bile de beeuf bactériologique 20,0
Oxaqall 20,0
Lactose 10,0
Vert brillant 0,0133

pH 7,240,2
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v" RVS (Rappaport Vassiliadis Soja) :

Bouillon d’enrichissement sélectif pour 1’isolement de Salmonella.

Composition (Grammes/litre)
Peptone de soja 4,5
Chlorure de sodium 7,2
Hydrogénophosphate de potassium 0,18
Dihydrogénophosphate de potassium 1,26
Chlorure de magnésium (anhydre) 13,58
Vert malachite 0,036
v Bouillon SFB (sélénite cystéine) :
Composition (Grammes/litre)
Peptone de cas€ine 5¢
L(-) cystine 0,01g
Phosphate de sodium 49
Lactose 49
Eau distillée 1000ml

pH=7
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v MKTTn (Miller-Kauffmann au Tétrathionate et Novobiocine) :

Milieu d’enrichissement sélectif pour les salmonelles dans les produits alimentaires.

Composition (Grammes/litre)
Tryptone 8,6
Extrait de viande 4,3
Sels biliaires 4,78
Chlorure de sodium 2,6
Carbonate de calcium 38,7
Thiosulfate de sodium anhydre 30,45
Vert brillant 0,0096

v Gélose XLD (Xylose-Lysine-Désoxycholate) :

Milieu sélectif pour 1’isolement des Salmonella et Shigella a partir d’échantillons cliniques

et de produits alimentaires.

Composition (Grammes/litre)
Extrait de levure 3,5
Chlorhydrate de L-Lysine 5,0
Xylose 3,75
Lactose 7,5
Saccharose 7,5
Désoxycholate de sodium 1,0
Chlorure de sodium 5,0
Thiosulfate de sodium 6,8
Citrate de fer ammoniacal 0,8
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Rouge de phénol 0,008
Agar 12,5
pH7,4+0,2

v Gélose Baird Parker (BP) :

Milieu sélectif pour la recherche et le dénombrement de Staphylococcus aureus dans les

prélevements biologiques, les produits pharmaceutiques, cosmétiques et alimentaires.

Composition (Grammes/litre)
Tryptone 10,0
Extrait de viande 5,0
Extrait autolytique de levure 1,0
Sodium pyruvate 10,0
Glycine 12,0
Lithium chlorure 5,0
Agar agar 15,0
Emulsion de jaune d’ceuf 47ml
Tellurite de potassium a 3,5% 3aml
pH 7,2+0,2
v" Gélose Chapman :
Composition (Grammes/litre)
Peptone 89
Extrait de levure 29
Lactalbumine 39
Chlorure de sodium 30g

Mannitol

109
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Rouge de phénol 0,0225¢
Chlorure de lithium 79
Glycine 19
Pyruvate de sodium 39
Agar 129
Eau distillée 1000ml
pH =7,4

v Milieu de Hektoen :

Composition (Grammes/litre)

Peptone pepsique de viande 12¢
Extrait de levure 39
Lactose 12g
Saccharose 12¢
Salicine 29
Sels biliaires 99
Chlorure de sodium 5¢
Thiosulfate de sodium 5¢
Citrate ferriqgue ammoniacal 1,59
Bleu de bromothymol 65mg
Fuchsine acide 40mg
Agar-agar 13,59
Eau distillée 1000ml

pH=7,6
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v Bouillon G.C (Giolitti Cantonni) :

Composition (Grammes/litre)
Tryptone 10g
Extrait de viande 59
Extrait de levure 5¢
Glycine 1,29
Mannitol 20g
Pyruvate de sodium 39
Chlorure de sodium 5¢
Chlorure de lithium 59
Tween 80 19
Eau distillée 1000ml
pH =6,9

v' sulfite de bismuth :

Composition (Grammes/litre)
Digestat enzymatique des tissus animaux 10,0
Extrait de viande 50
Dextrose 5,0
Hydrogénophosphate disodique Na2HPO4 | 4,0
Sulfate de fer 0,3
Sulfite de bismuth 8,0
Vert brillant 0,025
Agar agar 20,0

pHa25°C:7,7+0,2
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v" Bouillon Fraser :

Composition (Grammes/litre)
Polypeptone 10,0
Extrait de levure: 5,0
Extrait de viande 50
Esculine 1,0
Citrate de fer I1l ammoniacal 0,5
Chlorure de lithium 3,0
Acide nalidixique 0,02
Chlorhydrate d'acriflavine 0,025
Chlorure de sodium 20,0
Hydrogénophosphate de sodium 9,6
Dihydrogénophosphate de potassium 1,3
pH=7,2+0,2

v Milieu Palcam :

Composition (Grammes/litre)
Base de gélose au sang Columbia 39
Extrait de levure 3
Glucose 0.5
Esculine 0.8
Citrate ferrique d'ammonium 0,5
Mannitol 10
Rouge de phénol 0.08
Chlorure de lithium 15

7.2%0.2



https://fr.wikipedia.org/wiki/Extrait_de_viande
https://fr.wikipedia.org/wiki/Esculine
https://fr.wikipedia.org/wiki/Citrate
https://fr.wikipedia.org/wiki/Chlorure_de_lithium
https://fr.wikipedia.org/wiki/Acide_nalidixique
https://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Acriflavine&action=edit&redlink=1
https://fr.wikipedia.org/wiki/Chlorure_de_sodium
https://microbiologie-clinique.com/G%C3%A9lose-Columbia.html

ANNEXES

ANNEXE 11

Interprétation des résultats

1. Plan atrois classes :

2. Plan a deux classes :
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République Algérienne Démocratique et Populaire

Direction de la Santé et de la population de la wilaya de blida

Etablissement Public de Santé de Proximité d’Ouled Yaiche

Laboratoire d’Hygiéne de référence de la wilaya de Blida

Tel / Fax : 00.213.25.30.96.96

BLIDA Le 23 /05 /2022

RESULTAT D’ANALYSE MICROBIOLOGIQUE DES

DENREES ALIMENTAIRES

Denrée alimentaire a analyser : I’ben

N° d’ordre : 01

Date de réception : 17 /05 /2022
Lot:/
Date de fabrication/ 16 /05/2022

Date de péremption : /

propriétaire:/

Organisme demandeur : /

Adresse : Cité Jouajela Ouled Yaich

Limite microbiologique

MICRO-ORGANISMES RESULTAS (ufc / g ou ufc/ ml)
*Coliformes totaux 1,1.10° 3.10*
*Coliformes thermo-tolérants Absence 30
*Staphylocoques a coagulase + Absence 3.10?
*Salmonella Absence Absence dans 25 g
*Listeria monocytogenes 1l 100

CONCLUSION :

Quialité microbiologique

NON SATISFAISANTE

JOURNAL OFFICIEL DE LARADP N :39P 14

LES RESULTAS DES ANALYSES BACTERIOLOGIQUES SE FAIT CONFORMEMENT A L’ARRET INTERMINISTRIEL DU 02/07/2017 PAR LE

NB : LES RESULTATS SONT OBTENUS DANS LE CADRE DU LOT CONCERNE ET DANS LES LIMITES
AUTORISANTS UNE ANALYSE MICROBIOLOGIQUE ISOLEE




ANNEXES

République Algérienne Démocratique et Populaire

Direction de la Santé et de la population de la wilaya de blida

Etablissement Public de Santé de Proximité d’Ouled Yaiche

Laboratoire d’Hygiéne de référence de la wilaya de Blida

Tel / Fax : 00.213.25.30.96.96

BLIDA Le 24 /05 /2022

RESULTAT D’ANALYSE MICROBIOLOGIQUE DES
DENREES ALIMENTAIRES

Denrée alimentaire a analyser : I’ben

N° d’ordre : 02

Date de réception : 17 /05/ 2022

Lot:/

Date de fabrication : 17 /05/ 2022

Date de péremption : /

Organisme demandeur: /
propriétaire : Hassnaoui

Adresse : Beni Mared

MICRO-ORGANISMES RESULTAS Limite microbiologique
(ufc /g ou ufc/ ml)
*Coliformes totaux 1,8.10° 3.10*
*Coliformes thermo-tolérants 2,5.10° 30
*Staphylocoques a coagulase Absence 3.10?
*Salmonella Absence Absence dans 25 g
*Listeria monocytogenes 1l 100

CONCLUSION :

Quialité microbiologique

NON SATISFAISANTE

LES RESULTAS DES ANALYSES BACTERIOLOGIQUES SE FAIT CONFORMEMENT A L’ARRET INTERMINISTRIEL DU 02/07/2017 PAR LE
JOURNAL OFFICIEL DE LARADP N :39P 14

NB : LES RESULTATS SONT OBTENUS DANS LE CADRE DU LOT CONCERNE ET DANS LES LIMITES
AUTORISANTS UNE ANALYSE MICROBIOLOGIQUE ISOLEE
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République Algérienne Démocratique et Populaire

Direction de la Santé et de la population de la wilaya de blida

Etablissement Public de Santé de Proximité d’Ouled Yaiche

Laboratoire d’Hygiéne de référence de la wilaya de Blida

Tel / Fax : 00.213.25.30.96.96

BLIDA Le 24 /05 /2022

RESULTAT D’ANALYSE MICROBIOLOGIQUE DES
DENREES ALIMENTAIRES

Denrée alimentaire a analyser : I’ben

N° d’ordre : 03

Date de réception : 17 / 05 / 2022

Lot:/

Date de fabrication : 17 /05 /2022

Date de péremption : /

Organisme demandeur:/
propriétaire:/

Adresse : Blida centre

D - Io0;
MICRO-ORGANISMES RESULTAS Imite microbiologique

(ufc /g ou ufc / ml)
*Coliformes totaux 9.10° 3.10*
*Coliformes thermo-tolérants 1,8.10? 30
*Staphylocoques a coagulase Absence 3.10?
*Salmonella Absence Absence dans 25 g
*Listeria monocytogenes 1 100

CONCLUSION :

Quialité microbiologique

NON SATISFAISANTE

LES RESULTAS DES ANALYSES BACTERIOLOGIQUES SE FAIT CONFORMEMENT A L’ARRET INTERMINISTRIEL DU 02/07/2017 PAR LE
JOURNAL OFFICIEL DE LARADP N :39 P 14

NB : LES RESULTATS SONT OBTENUS DANS LE CADRE DU LOT CONCERNE ET DANS LES LIMITES
AUTORISANTS UNE ANALYSE MICROBIOLOGIQUE ISOLEE
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ANNEXE V
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N°: 1-2-042 Rév 01

ALGERAC, reconnu par le décret n"05-466 du 064

ORGANISME ALGERIEN

Date d'octrol de |'accréditation initiale : 13/07/2021




RESUME

Résumé :

Le contrdle microbiologique des produits alimentaires destinés a la consommation humaine, est indispensable pour éviter

tout risque de contamination, et veiller sur la santé du consommateur.

A Blida, la consommation de lait fermenté a causé une toxi-infection alimentaire collective ; Survenant principalement en

été ; les enfants de moins de 15 ans sont les plus touchés dans 90% des cas.

En vue d’apprécier les risques microbiologiques liés a la consommation des produits laitiers artisanaux, nous avons
conduit cette étude afin de rechercher les germes pathogénes pouvant étre présents et d’apprécier la qualité

bactériologique du lait fermenté artisanal commercialisé au niveau de quelques communes de la wilaya de Blida.

Les analyses microbiologiques ont révélé une qualité « acceptable » pour la plupart des échantillons selon la législation
nationale. Cependant il faut rester vigilant quant aux conditions de stockage et de collecte pour éviter tout risque sur la

santé du consommateur.
Mots-clés : Lait, lait fermenté, qualité hygiénique, analyses bactériologiques, microbiologie, Iben, produits laitiers.
Abstract :

The microbiological control of food products intended for human consumption is essential to avoid any risk of

contamination, and to ensure the health of the consumer.

In Blida, the consumption of fermented milk caused collective food poisoning occurred mainly in summer ;children
under 15 were affected in 90% of cases.

In order to appreciate the microbiological risks associated with the consumption of artisanal dairy products, we conducted
this study in order to seek out the pathogenic germs that may be present and to appreciate the bacteriological quality of

the artisanal fermented milk marketed at the level of some municipalities of the wilaya of Blida.

The microbiological analysis revealed an « acceptable » quality for most of the samples according to national legislation.
However, we must remain vigilant with regard to storage and collection conditions to avoid any risk to the health of the

consumer.
Keywords : Milk, fermented milk, hygienic quality, bacteriological analysis, microbiology, Iben, dairy products.
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