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Résumé

Produit vivant et fragile, Le lait est un produit a forte consommation qui doit répondre a des
normes strictes pour assurer le plus haut niveau de qualité microbiologique et toxique. Le lait
destiné a la consommation humaine doit étre exempt de tout type de contamination.
Malheureusement, ['utilisation intensive d’antibiotiques entraine souvent la présence de
résidus chimiques indésirables dans le lait de vache, qui peuvent étre dangereux pour la santé
du consommateur, tels que les allergies, les intoxications et les pertes subies par I'industrie
laitiere.

C'est pourquoi nous avons concentré notre étude sur les méthodes et techniques utilisées dans
les filieres laitiéres et dans les laboratoires d'analyse du lait frais a Bejaia.

e Analyse de résidus d'antibiotiques
e analyse physico-chimique
e Analyse microbiologique

Mots-clés: lait frais, résidus d'antibiotiques, physico-chimique, microbiologique



Summary

Living and fragile product, Milk is a high-consumption product that must meet strict standards
to ensure the highest level of microbiological and toxic quality. Milk intended for human
consumption must be free of all types of contamination. Unfortunately, the intensive use of
antibiotics often results in the presence of undesirable chemical residues in cow's milk, which
can be dangerous to the consumer's health, such as allergies, intoxications and losses suffered
by the dairy industry.

This is why we have concentrated our study on the methods and techniques used in the dairy
sector and in the fresh milk analysis laboratories in Béjaia.

e Analysis of antibiotic residues
® Physico-chemical analysis

* Microbiological analysis

Keywords: fresh milk, antibiotic residues, physico-chemical, microbiological
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INTODUCTION

Le lait est un produit naturel, pur, blanc, il assure chez tous les mammiféres la couverture de
tous les besoins alimentaires des nouveau —nés .ll représente la premiere matiére de base pour
les industriels de la filiere laitiers .il est le produit de base de |'alimentation humaine et une
des voies d’élimination des médicaments et principalement aprés les traitements intra-
mammaires largement pour lutter contre les mammites (Cauty ,l,et pereau ,J,M,2005)

Les normes qualitatives et législatives des produits laitiers sont trés exigeantes et ceci pour
garantir aux consommateurs une innocuité totale (Cauty,| ,et pereau ,I,M, 2005 )

Les résidus d’antibiotiques dans le lait doivent étre une source de préoccupation des pouvoirs
publics, surtout lorsqu’on connait leurs effets néfastes sur la santé humaine (antibiorésistance,
problemes allergiques, etc.) sur la technologie laitiere (pertes économiques Cauty ,l,et pereau
,1,M,2005 )

En outre, un lait contenant des antibiotiques ou des résidus d’antibiotiques n’est pas apte a la
transformation en lait caillé, yaourt ou fromage, qui nécessite le développement de certaines
bactéries (par exemple les lactobacilles dans le cas du yaourt) .Alors il devient un milieu hostile
aux germes, lors de I'ensemencement .les bactéries meurent ou s’affaiblissent occasionnant
ainsi les défauts de fermentation (LAMONTAGNE et al,2002)

La mammite est une maladie qui affecte un grand nombre de vaches laitieres partout dans le
monde. Un sondage réalisé dans |I'ensemble des principaux pays producteurs de lait indique
gue la mammite de type clinique touche chaque année 15 a 20% des vaches (Phelps, 1989). On
parle trop souvent de La mammite alors qu'on devrait plutot parler Des mammites. C'est un
atout pour le producteur laitier que de savoir distinguer les différents types de mammites et de
connaitre les conditions propices au développement des microorganismes qui en sont
responsables car cela va déterminer les actions a prendre autant au niveau de la prévention
gue des traitements. (Carole et Christian Buchmann 2006)

Aujourd’hui, il est généralement reconnu qu’il ne faut tolérer aucune trace d’antibiotiques,
aussi légere soit-elle dans le lait destiné a la consommation humaine (Carole et Christan
Buchmann 2006 )

La réglementation nationale stipule I'absence de résidus d’antibiotiques dans le lait (le journal
officiel delarépublique Algérienne N°35du 27 mai 1998)

En effet, I’Algérie ne produit a la moyenne qu’un tiers de la consommation annuelle de la
population en lait. Enrevanche est le plus important consommateur du laitau Maghreb, avec
une consommation moyenne de 110 litres par habitant et par an, estimée a 115 litres en 2010
(FAO, 2007).

La production national de lait cru et ses d dérivés n’arrivent toujours pas a répondre aux
besoins de la population estimée a 5 milliards de litres de lait annuellement .La capacité de
production des éleveurs de ce produit a tres large consommation demeure insuffisante
(Ministére de I’agriculteur 2012).



Pour toutes ces raisons, il importe que les denrées d’origine animales, et notamment le lait et
les produits laitiers soient exempts de toute trace d’antibiotiques lors de leurs mises sur le
marché (Ministere de I'agriculture 2012)

Pour cela, L'industrie laitiére doit disposer de tests simples, rapides et fiables pour déceler la
présence des résidus d’antibiotiques et ainsi pour noter la charge macrobiennes et déférentes
mesures physico-chimiques dans le lait (Ministere de I’agriculture 2012)

Dans ce contexte, nous avons réalisé ce travail qui comporte deux parties :

e Une partie bibliographique, traitant le lait, les mammites, les antibiotiques et leur usage
ainsi que leurs résidus dans le lait et leurs risques.

e Une partie expérimentale réservée a la présentation, al’interprétation de différentes
méthodes utilisées en analyses d’antibiotiques, physico —chimiques, et
microbiologiques dans le lait cru et la discussion des résultats correspondent a la
recherche dans la willaya de Bejaia



CHAPITRE1 : Le lait

1.1. Définition

Le lait est un aimant de premier ordre .Chez tous les mammiferes il assure a eux seul la

couverture de tous les besoins alimentaires des nouveau —nés (Lederer J, (1977)

En 1983, La fédération internationale de laiterie proposé la définition suivante pour le
lait :*produit de la sécrétion mammaire, obtenue par une ou plusieurs traites
sans aucune addition ou soustraction *(Hanzen CH 1999) .La vache assure de tres loin la plus
grande part de la production mondiale (90%)(FAO 1990), (Alais ,C.H.Linden ,G.et Miclo ,L .2003)
Ce lait est le produit laitier le plus consommé et le plus étudié en nutrition humaine (Fao 1990)

1.2. Caractere physico-chimique du lait de vache

Le lait est un liquide opaque de couleur blanche, plus ou moins jaunatre selon la teneur en
caroténe de sa matiere grasse .Sa saveur est douce et son odeur faible, mais identifiable .Le ph
est légerement acide sort de la mamelle lors de la traite avec 6.55 et une température de 36.99

o

C.

Le lait est un milieu hétérogeéne dans lequel trois phases distinctes coexistent (Debry, G, (2001)

e La phase aqueuse, qui contient I’'eau (87% du lait) et les produits solubles pouvant
donner naissance au lactosérum (lactose, sels, protéinessolubles, composés azotés
non protéiques, biocatalyseurstels que vitamines hydrosolubles ou enzymes)

e La suspension colloidale micellaire (2,6%), qui peut donner naissance au caillé
obtenu par la coagulation des caséines suite a I’action de micro-organisme ou
d’enzymes.

e L|’émulsion (4.2%), qui peut donner naissance a la creme, une couche de globules
gras rassemblés a la surface du lait par effets de gravité

1.3. Composition chimique du lait

Le lait est constitué essentiellement d’eau, de glucides (lactose), deprotéines, de lipides
et de sels dont les proportions différentes selon les espéces et des races (Tableau n°®1)



Tableau 1 : La composition moyenne de lait de vache (Anonyme 2000)

Les constituants biochimiques Quantités
Eau 900 a 910g/I
Glucides (lactose) 47 a 50g/I
Lipides 35 a 45g/I
glycérides 34 3 44g/
phospholipides(lécithine) 0,5g/I
Protides 30a36g/l
Caséine 27 a30g/!|
protéines solubles (albumines globulines) 5,6 g/l
Substances azotées non protéiques 1,5g/I

Sels 8a10g/l
Phosphate 30g/l
Chlorure 15g /I
Citrates 2g/l
vitamines Tres variant
Vitamine A 1500UlI
Vitamine D 20Ul1
Vitamine E 0,8
Vitamine K Traces
VitamineB1 (thiamine) 0,45mg
VitamineB2(riboflavine) 1,5 mg
VitamineB9(pyroxene) 0,4mg
VitamineB12 0,003mg
Vitamine PP(niacine) 0,9mg
Vitamine acide pantothénique 3,5mg
Vitamine C (acideascorbique) 20mg
Enzymes Traces
Pigments (caroténe, xanthophylle) Traces

Gaz dissous (anhydride carbonique, azoté, oxygéene) Traces
Valeurs caloriques 700-730g/I

Chacun des constituants du lait posséde une structure spécifique et des propriétés physico
chimiques qui les distinguent des autres.

1.4. Composition biologique de lait

Le lait méme recueilli aseptiquement et provenant d’un animal parfaitement sain, contient
toujours des cellules parmi lesquelles on distingue (Veisseyre, R, 1975)

e Des cellules issues dusang et du gland mammaire de I’animal.

e Des micro-organismes divers tapissent normalement le canal du trayon.



1.4.1. Les cellules de lasécrétion lactée (cellules somatiques)

Comme tout liquide biologique, le lait, méme normal contient des cellules somatiques
elles sont de nature hétérogeéne .Outre les cellules d’origine sanguines (PMN, macrophages, le
lait contient également les cellules épithéliales qui proviennent de la desquamation de
I’épithélium glandulaires ou des canaux lactiferes, ces derniéres ne jouent aucun role
physiologique particulier (Rupp, R, 2002)

La détermination de seuil est trés variable mais le seuil d 200 000 cellules /ml semble le plus
utilisé a travers le monde (Bradley, A, J, et Green M, J,2004 )

La présence des cellules somatiques ne présente, elle-méme, aucun pouvoir pathogéne ou
toxique mais elle est le signe révélateur d’existence de germes ou de produits indésirable
(Badinand, F.1994)

1.4.2. Les Micro-organismes

Le lait contient peu de micro —organismes lorsqu’il est prélevé dans de bonnes conditions, a
partir d’'un animal sain, il s’agit essentiellement de germes saprophytes du pis et des canaux
galactophores(Jay ,J,M,1986)(Robinson ,R,K, 1981)).Par contre chez I’'animal malade d’autre
micro-organismes peuvent se trouver dans le lait et sont généralement pathogéne et
dangereux du point de vue sanitaires (Larpent ,J,P1996)

Les bactéries généralement majoritaires de la flore totale peuvent étre classées en deux grands
groupes, flore non pathogéne et flore pathogéne (Monosallier, A, 1994)

1.4.2.1. Flore non pathogéne
En général ,93% des laits contiennent (Sommelier, L, et Heuchel, V, 1999)

e Moins de 50 000 germes totaux/ml, ou la flore psychotrope reste généralement
dominantes (3 000 bactéries /ml)

e Les flores lactiques et thermorésistantes sont présentes a des niveaux moyens
de I'ordre de 1 000 bactéries /ml.

e Les teneurs moyennes en flores coliformes sont inférieurs a 500 bactéries /ml

Cette flore constitue la flore de transit sans grande conséquence pour les conservations ou les
conservations ou les transformations ultérieures du lait (Monosallier, A, 1994)



1.4.2.2. Laflore pathogene

Nombreux sont les germes pathogénes, qui peuvent contaminer le lait. Habituellement sont
ceux responsables de mammites ; ils sont formés de deux groupes au sein des quels ,on
distingue les pathogénes majeurs et mineurs

e Germes contagieux (Streptococcusagalactiae, Streptococcus aureus)
e Germes denvironnements (Escherichia coli,Streptococcusuberis
Streptococcus dysgalactiae)

D’autres germes, responsables de maladies infectieuses contagieuses, induisent également de
temps a I'autre des troubles mammaires (Hanzen, CH.2004).



CHAPITRE 2 : Les antibiotiques.

2.1. Généralitéssur les antibiotiques.

Le mot méme *antibiotique*fut créé en 1889 par Paul VUILLEMIN, qui proposa
également le terme *antibiote*pour le microorganisme qui provoquant I'antibiose.
Un antibiotique est un dérivé produit par le métabolisme de micro-organisme possédant une

activité antibactérienne a faible concentration et n’ayant pas de toxicité pour I'hoGte .cette
notion a été étendue aux molécules obtenues par hémi synthése.

Cependant l'usage fait que I'on nomme antibiotique, toute substance d’origine naturelle ou
synthétique possedent une activité antibactérienne et qui n’est pas toxique pour I’héte
humaine ou animale (BRYSKIER ,1999)

Les antibiotiques sont des agents dont la toxicité sélective résulte d'un mode d'action
spécifique. lls agissent a faible dose pour inhiber la croissance des micro-organismes ou pour
les détruire. lls peuvent étre produits de maniére naturelle par des champignons et des
bactéries ou obtenus par synthése et hémisyntheése. Nous avons recours a leur utilisation de 2
maniéres selon leur spectre d'activité, c'est pour cela que l'on oppose les traitements
documentés aux traitements dits probabilistes :

e Les traitements probabilistes : sont administrés sans avoir une connaissance précise de
la bactérie impliquée, ni méme de sa sensibilité aux antibiotiques. On utilisera alors les
antibiotiques dits a "large spectre", le choix de la molécule est basé sur les
microorganismes infectants les plus probables avec un risque minimum d'allergie ou de
toxicité.

e Les traitements documentés sont administrés apres avoir déterminé la sensibilité des
bactéries a |'antibiotique, ce qui sous-entend d'avoir préalablement isolé la bactérie en
cause. Ce traitement peut étre de premiere intention ou faire suite au traitement
probabiliste une fois les données nécessaires connues (Demoré B, Grare M, Duval R.
Elsevier Masson; 2012)

Les dates de recouvertes de quelques molécules sont rappelé dans le tableau N°1

Tableau N°1: date de découvertes de quelques molécules d’antibiotiques
(MAILLARD 2002°



Micro —organisme Famille Molécule Date de découverte

Penicillium Pénicillines Pénicilline 1929
Streptomyces Aminosides Streptomycine 1944
. . 1949
Néomycine
1957
Kanamycine
1967
Tobramycine
o 1975
Amikacine
Tétracycline Chlorotétracycline 1948
Oxytétracycline 1949
Quinolones Acide nalidixique 1962
Cephalosporum Phénicolés Chloramphénicol 1946
Macrolides Erythromycine 1952
Céphalosporine Céphalotine 1954

2.2. Classification et mode d’action des antibiotiques
Selon BOURIN et al (1994), les antibiotiques sont définis par leur :

e Activités antibactérienne (spectre d’activités)

e Toxicité sélective (mode d’action)
e Activité enmilieu organique (pharmacocinétique)
e Bonneabsorption et diffusion dans|’organisme

Sont classé dans les familles et parfois des groupes dans lesquels les représentants possedent
des caractéres voisins ou identiques : la nature chimique et I'origine, le spectre d’action, le
mécanisme d’action, les mécanismes de résistances, les effets secondaires (LARPENTet
SANGLIER ,1989)

Les principales familles actuellement utilisés en thérapeutique sont :

e Lesbetalactamines (pénicilline et céphalosporine).




e Les aminosides (streptomycine, neomycine,gentamycine).
e Les antibiotiques polypeptidiques (colistine,bacitracine).
e Les tétracyclines (oxytétracycline, tétracycline).

e Les macrolides(tylosines, érythromycine).

Ainsi que les principaux antibactériens de syntheése qui sont :

e Les sulfamides (sulfaguanidine)
e Les quinolones (flumiquine)

2.2.1Lesbétalactamines:

Selon PUYT 520002°, les bétalactamines représentent les antibiotiques les plus actifs et les
moins toxiques, en fonction de leurs origines et de leurs structure, deux groupe d'importance
inégale a distingué :

_ Les pénicillines produites par des moisissures du genre pénicillium.

_les céphalosporines, d'importance moindre en médecine vétérinaire de genre céphalosporuim
.Le noyau de base est le cycle betalactame, les antibiotiques de cette famille bactéricides, ils se
répartissent en trois groupes :

e Groupe |: il comporte le cycle betalactame est un cycle thiazoline(ex :spectre
etroitpeni M et peni V)

e Groupe Il : il comporte le cycle lactame est un cycle dihydroyhiazine (ex ; spectre
larges péni A)

e Groupe Il : il comporte un noyau limité au cycle betalactame (chephalosporine)

+* Mécanisme d’action:

Les bétalactamines agissent au niveau de la paroi bactérienne on inhibant la derniere étape de la
synthese de peptidoglycane entrainantune e lyse bactérienne (BOURIN et al,,1994)

2.2.2 Les tétracyclines :

Les tétracyclines sont bactériostatiques .elle pénetrent bien dans les cellules, ces molécules
présente une grande homogénéité.

Selon BOURIN et al (1994), ilya les cyclines naturelles et les cyclines semi naturelles.



> Cycline naturelles:
Chlorotétracycline (Auréomycine)

Tétracycline base (Tétracycline)
> Cycline semi-synthétique:
e oxytetracycline(Terramycine)

Doxycycline(Vibramycine)

s Spectre d’activité:
C’estavec la tétracycline qu’est apparu le terme * a tres large spectre *.

Les tétracyclines sont indiqués pour les traitements de la pasteurellose, brucellose,
Chamydiosecoxielose mycoplasmes leptospera et borrelia

Ils ont une grande activité pour la majorité des bacilles a gram positif aérobies et anaérobies
sporulés cependant la sensibilité in vitro doit étre vérifiée

Elles sont actives sur plasmoduimfalciparum avec un effet synergique avec la quinine (Bryskier,
1999)

+* Mécanisme d’action:

Le mécanisme d’action des tétracyclines réside dans l'inhibition des synthéses protéiques de
nombreuse épreuves expérimentales notamment en systéme acellulaire ont était obtenues un
mécanisme intense de cette action parait étre linhibition de la fixation de complexe
aminoacide —ARNT synthétase sur les complexes ribosomes messager (DUVAL et SOUSSY,
1985, BERGOGNE et DELLAMONICA ,1995)

2.2.3 Les aminosides :

Selon BRYSKIER (1999) se sont des hétérosides naturels formé par un ou plusieurs glycosides
liés a un aminocyclitol .il existe plusieurs centaines de molécules naturelles et hémi-
synthétiques .Elles sont classés par UMEZAWA en 1939 puis par BRYSKIEUR en 1995 en
fonction de la structure chimique centrale en trois classes :Streptamine 2 désoxystreptamines
et streptedine .

+* Mécanisme d’action:

Il perturbe la synthése des protéines au niveau de la fraction 30S du ribosome entrainant Ia
destruction bactérienne .il sont bactéricide.
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< Spectre d’action:

Le spectre d’action des aminosides est large. Agissent sur les bacilles gram négatif aérobies
notamment les entérobactéries et sur les bacilles a gram positif (Listeria).l’action est
inconstante sur lescocci en général .ils sont actif sur les staphylococcus aureus sécréteurs de
pénicillinase sur les cocci a gram négatif, Neisseriameningeridis et Neisseria, GONORRHOEAE,
Ces antibiotiques sont inactifs sur les streptocoques pneumocoques les entérocoques et les
anaérobies.

2.2.4: Les macrolides :

Selon BOURIN et al (1994) les macrolides sont des antibiotiques fréquemment utilisés en
pratique de ville a cause de leurs facilités d’emploi; ils ont un spectre étroit, et sont
parfaitement actifs surles germes intracellulaires, ils ont une excellente pénétration tissulaires

+» Spectre d’activité:
Ces substances ont un spectre relativement étroit limité aux germes suivants :

e Cocci a Gram positif (streptocoques, staphylocogues mini S)
e Cocciagram négatif (Neisseriamaroxielaclorrhalis )

e Bacile a gram négatif (Bredetellacampylobacterl’Hilicobacter )
e Bacilles a gram positif corynebacterie ,Boccilusanthracis )

e Germes anaérobies (Propionibacteruimaureus, Eubacteruim)
e Germes intracellulaires (Mycoplasmapneumonea )

+* Mécanisme d’action:

Les macrolides agissent on inhibant la synthéseprotéiquebactérienne, il se fixe sur I'unité 50 8
de ribosomes et bloquent ainsi la réunion de dernier de dernier stade de la synthése ils sont
bactériostatique.

2.2.5.Les quinolones:

Selon BRYSKIER (1999), les quinolones ont une structures générale dérivant de I'acide dlydro
1,4 oxo 4 quinoléine carboxylique, la premiére molécule de quinolones est ne gramme (acide
nalidixique), Depuis, plusieurs molécules ont été synthétisées pour exalter le pouvoir
antimicrobien et améliorer les caractéristiques pharmacocinétiques.

Schématiquement les quinolones sont classées sur la base de I’étendue de spectre
antibactérien et la nature florée ou non de squelette en deux groupes :

e Les quinolones de premiere génération

e Les quinolones de deuxiéme génération
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+* Mécanisme d’action:

Les quinolones inhibent la synthese de ’ADN de la bactérie on se fixant sur le complexe * ADN-
ADNgyrase *en empéchant la réplication et transcription de I’ADN bactérien se sont des
antibiotiques bactéricides.

*» Spectre d’activité:

Les quinolones de 1'¢™ génération ont a peu le méme spectre d’activités dirige essentiellement
contre les bactéries a gram négatif excepté pseudomonasspp

2.2.6. Les sulfamides :

Selon DUVAL ET SOUSSY (1985), ils se constituent d’ (un noyau poraminobenzene sulfamide
avec un radical R déterminant leurs pharmacocinétique et leurs classification pratique selon
leurs durée d’action et /ou leurs cite d’action.

+* Mécanisme d’action:

Ils ont une activitt bactériostatique, Ils rentrent en compétition avec I'acide
paraminebenzoique (PAB) bloquant ainsil’action de la synthétase

+» Spectre d’activité:
Il est théoriquement large :

e Lamajorité des bactéries a Gram positif ou négatif.
e Mais nombreuses sont actuellement les souches bactériennes résistantes ; la résistance
s’étends a tous les sulfamides.
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CHAPITRE 3 : les mammites

3.1. La définition

La mammite est une inflammation d’un ou plusieurs quartiers de la mamelle quelle
gu’en soit I'origine traumatique, chimique, physique, ou biologique et le degré de la gravité
clinique ou sub-clinique, I’évolution chronique, aigue ou la terminaison c'est-a-dire la guérison
apparente réelle ou la mort de I'animal (Hanzen, CH.2004)

3.1.1. Mammite clinique

Se caractérise en plupart des symptémes cliniques directement perceptibles que ce
soit dans le lait (grumeaux, odeur, conscience .....) ou au niveau de quartiers atteint (chaleur,
douleur, rougeur ....... )et des perturbations de la sécrétion lactés.

Dans les cas aigus, des signes généraux peuvent surajouter au tableau clinique (fievre,
abattement, troubles nerveux par exemple)(Seriey ,F,1995)

3.1.2 Définition d’'une mammite subclinique

Ce sont des infections mammaires asymptomatiques .Aucune modification
macroscopique du lait, Les germes responsables sont essentiellement le gram positif, on peut
aussi trouvée des entérobactéries .ces mammites sont identifiées par des examens
complémentaires et surtout par les résultats de CCS marquant |’inflammation de parenchyme

mammaire ou des analyses bactériologique de lait mettant en évidence l'infection (Seriey, F,
1995)

3.1.3 Mammite non spécifiques

Ce type de mammite se présente lorsqu’aucun germe pathogéne n’est isolé et identifié
(WeisenJ, P, 1974)

3.2. Etiologie des mammites

L'infection de la glande mammaire est due a la pénétration de micro-organismes
pathogéne par le canal du trayon, plus de 2000 espéces du germes ont été identifié, qui sont
d’une importance inégale basée sur la combinaison de la fréquence, de la persistance et de la
sévérité des infections qui varient selon I’espéce en cause.(Le Roux,Y,1999)

3.3Espécesbactériennes responsables

On distingue les agents pathogenes majeurs et les agents pathogénes mineurs (Bouchard, E,
2003))
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1) Les agents pathogénes majeurs :
a)Les agents pathogénes majeurs contagieux comprennent :

e Staphycocus aureus (coagulase +)

e Streptococusagalactiae

b) Les agents pathogenes majeurs d’environnement comprennent :

e Escherichia coli, Klebsiella ;
e Streptococcus uberis ;

e Streptococcus dysgalactiae
e Arcanobacterium pyogénes

2) Les agents pathogénes mineurs:

Sont des bactéries bien adaptés a la glande mammaire et qui ne causent pas de dommage
importants se sont surtant les staphylocoques coagulasenégative,corynébacteriumspp et les
microcoques, d’autre agents mineurs comme enterobacterspp ,Serratiaspp ,pseudomonasspp
,proteusspp,enterococcusspp,citrobacterspp sont de moindre importance et proviennent
majoritairement de I’environnement .

3.4 .Pathogénie

Le processus infectieux passe partrois phrases :

3.4.1. Phase d’invasion

Le stade d’invasion est celui ou les germes passent de I'extérieur du canal du
trayon et finissent par s’établir dans la partie inferieur de la cavité de trayon, hormis le cas des
mammites d’origine hématogene (mammite brucellique tuberculeuse)(Noireterre Ph
2006))(Flache Hugues 2002))(Weisen J,P,1974)

Phase d’infection

Les germes se multiplient rapidement et envahissent le tissu glandulaire, une
population bactérienne s’installe alors dans le canal du trayon, puis la multiplication et
I’extension au tissu mammaire peut se produire fréque mment ou épisodiquement selon la
sensibilité de ce tissu (Cullen .G.1996)

3.4.2. Phase d’inflammation

Dans ce cas la mammite clinique se manifeste et /ou la numération leucocytaire du
lait est élevée (Cullen .G.A, 1996), En général, la préséance d’un germe constitue un obstacle au
développement des autres germes .c’est la raison pour laquelle dans une exploitation, la flore
se limite habituellement a une, voire deux espéces pathogéenes.(Hanzen CH 1999)
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4.1 Diagnostic des mammites

Apres avoir réalisé I’examen général de I'animal, on effectue un examen minutieux de la
mamelle, cette examen comprends une inspection a distances de la mamelle, une population
superficielle puis profonde, avec notamment une palpation des nosuds lymphatiques retro
mammairede la glande et des trayons on réalise également un examen du lait en trayant les
premiers jets dans un bol a fond noir ( Matthews .J.199)(David ,V,et de Cremoux
,R,2002)(Winkelmann ,J,2005))

4.1.1 Diagnostic des mammites cliniques

Ce diagnostic repose sur la mise en évidence des symptomes caractéristiques de
I'inflammation de la mamelle, les signes généraux sont présents lors de mammites aigue et
surtout suraiglies, lorsque I'inflammation est modérée les signes généraux sont absents et seuls
sont présents les signes fonctionnels, ces modifications concernent I’aspect, la coloration et
I’'homogénéité u lait.(Kelly ,W,R,1971)

4.1.2. Diagnostic des mammites succiniques

Le diagnostic des mammites succiniques est basé sur: (Radostits, O,M,Blood ,DCet Gay
,C,C.1997)

e Ledénombrement des cellules somatiques dans le lait ;
e Larecherche des modifications physico-chimiques du lait;
e L’analyse bactériologique

4.2. Traitement des mammites

La stratégie curative repose essentiellement sur I’antibiothérapie. Cependant .cette derniére
doit répondre a certains critéres bactériologiques, pharmaceutiques, cliniques et enfin
économiques.(Charron ,F,1989)(Hanzen ,CH.2002)

Traiter correctement les mammites cliniques en lactation donc également prévenir une
infection mammaire au sein d’un troupeau, I'objectif de ce traitement n’est pas uniquement a
la rémission des symptomes cliniques, mais c’est également I’élimination de l'infection, ceci
nécessite un traitement correctement réalisé.(Rainard,P,1979)

4.2.1. Traitement parentéral

Préconiser lorsque I’animal présente des signes généraux et /ou lorsque la mamelle est trés
enflée (diffusion d’antibiotiques par voie intra mammaire est impossible).utilisé surtout lors de
mammite suraiglie ou aigue afin de prévenir 'apparition d’une septicémie ou d’'une
bactériémie (Ziv, G, 1980)(Lacombre ,J,F,1993))
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4.2.2. Traitement intra mammaire

C’est le mode de traitement le plus utilisé, la diffusion de produit injecté dépend de trois

facteurs :I’état inflammatoire de la glande , la vacuité des canaux lactifére et la nature de
I’excipient .Le choix de la molécule se fera en fonction de germe causal (Rouxel, T, 2001))

4.2.2.1. Les bétalactamines

La plus part diffusent largement et rapidement mais leurs concentrations intra cellulaire
est toujours trés faible .La pénicilline est trés efficace contre les streptocoques surtout
streptocoque agalactie .Les céphalosporines contre les staphylocoques et les germes résistants
a la pénicilline.

4.2.2.2. Les tétracyclines

Les corynébactéries ainsi que les mycoplasmes y sont trés sensibles agissent en synergie
en association avec les macrolides et les chloramphénicols

4.2.2.3.Les aminosides

Ont une bonne action sur les coliformes, corynébactérie et streptocoque, et staphylocoque
anaérobies et présentent une bonne association avec les bétalactamines.

4.2.2.4.Les macrolides

Ont le méme spectre que les pénicillines et ce sont les plus indiqués car leur diffusion intra
cellulaire estexcellente ainsi que leur persistance (Berg, C, 2001)

4.2.3. Traitement des mammites succiniques

Pour des raisons économiques et épidémiologiques, le traitement des mammites
sub-cliniques n’a pas lieu d’étre préconisé en cours de lactation, il doit étre mis en place lors de
tarissement, par I'administration d’une suspension antibiotique intra-mammaire (Dedert, A,
2001))

4.2.4. Traitement au tarissement

L’objectif est différent selon I’état infectieux de la vache au moment du tarissement, Si la
mamelle de la vache est saine au moment du tarissement, le seul objectif sera de prévenir des
nouvelles infections souvent dues a des germes d’environnement, en fin de période séche.
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Par contre si la vache présente une mammite sub—clinique au tarissement, on aura un objectif
supplémentaire curatif : la guérir bactériologique ment de cette infection.(Bradley ,A,Jet Green
,M,J,2004))

4.3.1. Stratégies thérapeutiques

4.3.1.1. Traitement antibiotiques

Il est le traitement majeur des vaches infectées au tarissement .il s’effectue par voie
diathésique grace a l'utilisation de seringues intra mammaires et un role a la fois curatif et
préventif.

e L’action curative : dirigée vers les germes & Gram + .le traitement au
tarissement pourra étre plus efficace qu’un traitement au cours de la lactation
car on pourra utiliser une dose plus importante d’antibiotiques sans crainte de
résidus dans le lait et le contact sera étroit et prolongé avec le germe du fait de
I'involution mammaire et de I’absence d’effets chasse- lait.(Lepoutre ,D0.1992))

e L’action préventive: dirigée contre les germes d’environnement

particulierement a Gram — comme E. coli (Serieys ,F,1995))

Le traitement antibiotique offre également une protection non négligeable aux quartiers non
infectés des vaches infectées.(Browning ,J ,W,Mein .G.A,Barton ,M,Nicholls ,T.J.et Brightling
,P,1990)

4.3.1.2. Traitement sélectif

Il consiste a ne traiter au tarissement que les vaches considérées comme infectées .Ce
systtme a un intérét économique (Browning ,J,W.,Mein ,G,A,Brightling ,P,Nicholls ,T,Jet
Barton ,M,1994) .Mais a aussi une importance au niveau de la santé publique avec la demande
croissante d’une baisse de l'utilisation des antibiotiques pour les animaux destinés a la
consommation humaine, afin de limité les résidus dans les denrées d’origine animale.(Browning
,J,W.,Mein .G.A.,Barrton ,M.,Nicholls ,T.).et Brightling ,P,1994)

4.3.1.3. Traitement avec obturateur interne

Il s’agit d’'une substance non antibiotique inerte placée dans le canal du trayon, apres
administration, il obture le trayon afin d’empécher les bactéries de pénétrer, il a pour fonction
de mimer le bouchon de kératine du trayon (Bradley, A, J,et GREEN ,m ,j ,2002)

17



Il administre dans les trayons apres la derniére traite et s’enléve juste avant le vélage, Ce
traitement ne peut s’effectuer que sur des vaches saines car il n’a aucune fonction curative,
son grand intérét est son role préventif (Berry E,A.et Hillerton ,J,E,2002)

4.4. Autres techniques

La vaccination a pu étre envisagée mais il en résulte une augmentation des
immunoglobulines du lait sans diminuer les infections.(Smith K,L,Todhunter ,D,Aet
Schoenberger ,P,S,1985)
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Chapitre 4 : Les risques liés a la préséance des résidus d’antibiotiques dans le

lait

1. Introduction :

Dés les années 60.Ces résidus d’antibiotiques dans le lait ont été recherchés car ils posaient
des blémes et des obstacles dans les processus de transformation du lait trés rapidement .la
détection des inhibiteurs a été incluse dans la définition de la qualité du lait et le risque de sa
qualité ainsi le risque associé a ces résidus qui a été pris en compte dans le cadre de protection
de la santé des consommateurs (SACHOT et PUYT, 2001).

Selon ECCKMOTTE (1978), I'aspect hygiénique de lait en tant que denrée alimentaire d’origine
animale (D.A.0.A), en rapport avec l’antibiotique des mammites, releve ces résidus
d’antibiotiques dans le lait qui viennent des :

e Problémes sanitaires (santé de consommateur)
e Probléemes technologiques (procédés de transformation laitiére)

2. Lesrisques pour lasanté de consommateur ;

D’aprés LAURENTIE et SANDERS (2002), les réflexions sur les résidus et les soucis de protéger la
santé des consommateurs ont abouti au développement de deux concepts complémentaires ;

e Les limites maximales de résidus, ou LMR
e Letemps d’attente, ou TA

Ces deux concepts sont appliqués dans toute [|'union Européenne et reconnu
internationalement dans le cadre du codex alimentaires

2.1. Les limites maximales résiduelles :

La limite maximale de résidus est la concentration maximale en résidus, résultant de
I'utilisation d’'un médicament vétérinaire, que la communauté européenne considére sans
risque sanitaire pour le consommateur et que ne doit pas étre dépassée ou sur les denrées
alimentaires (LAURENTIE et SANDERS 2002)

2.2.Le temps d’attente :

Le temps d’attente TA est défini dans la directive 81 /851/CEE (1990),il correspond *au délai
entre la derniére administration de la spécialité a des animaux sous les conditions normales
d’emploi et la production de la spécialité a des animaux sous les conditions normales d’emploi
et la production de denrées alimentaires issues de ces animaux ,afin de garantir que ces
denrées ne contiennent pas de résidus de quantités supérieures aux LMR*.
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Le respect du temps d’attente doit permettre de commercialiser dans la majorité des cas des
denrées qui présentent des concentrations en résidus inferieures ou trés proche de la limite
maximale de résidus, garantissant ainsi la protection de la santé du consommateur .il est établi
en fonction de la posologie et de la voie d’administration de I'antibiotique. Toute modification
de la posologie ou de la voie d’administration modifiera le délai d’attente du produit
(LAMONTAGNE et al ,2002).

Les effets des résidus des antibiotiques dans le lait sur I'organisme humain dépendent de deux
facteurs (CHATAIGNER et STEVENS ,2002) :

e De la transformation in vivo de la molécule d’origine, conduisant a la formation d’'un
métabolite ayant perdu ses propriétés antibactériennes mais possédant un pouvoir
allergéne résiduel .La toxicité de ce résidu peut étre augmentée ou diminuée par
rapport a celle de la molécule d’origine.

e De la *toxico disponibilité *qui correspond a la forme sous laquelle le résidu se trouve
dans l'organisme .il peut étre libre ou lié a des molécules .il est alors plus ou moins
accessible a la réponse immune de I'organisme, plus ou moins prédisposé a s’accumuler
au niveau de certains organes ou bien a étre éliminé (DUCLUZEAU ,2000).

Selon leur origine, les substances inhibitrices se retrouvant dans le lait peuvent étre classées en
trois grandes catégories (ROUSSEL, et al, 2006)

o Lerisque toxicologique.

o Lerisque allergique.
o Lerisque bactériologique.

2.3. Le risque toxicologique:

La consommation de lait et de produits laitiers contenant des antibiotiques, tels que
pénicillines, tétracyclines, est un danger potentiel pour la santé des consommateurs (BERCHE,
LOUIS et SIMONET ,1991).

Les tétracyclines entrainent une modification de la flore intestinale humaine, les résidus de
pénicilline en particuliers forment de complexes avec certaines protéines (albumines)par
liaisons covalentes, ils sont alors masqués par la structure tertiaire de I'albumine et deviennent
inaccessible aux anticorps, il est donc peu probable que des dérivés significativement
immunogéne puissent étre formés (CHATAIGNER et STEVENS ,2002)

La consommation de produits contenant des résidus d’antibiotiques
(cycline,sulfamicine)diminuant I'immunité naturelle préétablie ,et peut entrainer une atteinte
du systéme nerveux ,des os ,des dents (coloration des dents en jaune),du foie et du sang
(BERCHE ,LOUIS et SIMONET ,1991)

Les risques toxiques dans ce cas résultent de I'absorption répétée de résidus d’antibiotiques
retrouvés dans les aliments et de leur accumulation dans I’'organisme humain, c’est pourquoi, la
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dose ingérée et la nature de l'antibiotique administré jouent un rdle trés important .les
manifestation de cette toxicité dépendent de la dose administré et de la voie d’administration
,Ce risque est inexistant en ce qui concerne les résidus d’antibiotiques dans le lait car les
quantités retrouvées dans le lait sont toujours trop faibles (LABIE,1981 ;GAUDIN ,1999)

Il faut cependant, faire une exception pour le chloramphénicol, car la littérateur médicale
comprend quelques rares observations d’accidentes (présenter un effet toxique mortel par
atteinte de la moelle osseuse aplasies médullaires irréversibles et I’érythroblastopénie, a la
suite de traitements médicaux par de faibles doses de cet antibiotique, pendant un temps bref.

C’est la raison de linterdiction du chloramphénicol chez les animaux de rentre dont les
productions sont destinées a la consommation humaine car les LMR n’ont pas pu étre fixées
(LABIE ; PUYT,2002).alors que les quinolones, a des fortes doses, présentant une possibilité de
I’érosion du cartilage (LABIE, 1981).

C’est pourquoi ,nous devons adopter une attitude prudente vis-a-vis de ce proble me et surtout
respecter les mesures inhérentes au bon usage des antibiotiques chez les animaux destinés ala
consommation humaine tel que le respects du délai d’attente avant [|'abattage
(BENDEDOUCHE ,1985 ;CHATAIGNER et STEVENS ,2002).

2.4.Lerisque allergique :

Les résidus d’antibiotiques présents dans le lait ne peuvent intervenir gu’en tant qu’éléments
déclenchants,compte tenu des faibles quantités incriminées et également du fait que la voie
digestive et nettement moins allergisante qu’un contacte cutané ou respiratoire(FORM ,2003).

Pour qu’une allergie se déclare, il faut que I'organisme ait été en contact au moins deux fois
avec l'allergéne, Un premier contact sensibilisant, généralement asymptomatique, permettant
a I'organisme de connaitre I’allergéne, et un deuxiéme contact déclenchant qui va provoquer la

crise allergique, et ce pour des doses d’allergene méme trés inférieures a celles ayant provoqué
la sensibilisation (GAUDIN ,1999 ; FORM, 2003).

Les allergies alimentaires provoquées par les antibiotiques sont en général peu graves et ne
permettent pas d’attribuer aux résidus un effet sensibilisant (BURGASE ,1981).

Les résidus antibiotiques utilisés en thérapeutique animale sont parfois incriminés en
allergologie humaine .Les plus souvent mis en cause sont les pénicillines ,suivie des sulfamides
et ,dans une bien moindre mesure ,d’autres familles comme les tétracyclines ou la spiromycine
.cette liste repose sur les molécules utilisées en médecine humaine impliquées dans la majorité
des cas d’allergie médicamenteuse ,En I"absence de données relative aux accidents allergiques
liés aux résidus de ces molécules dans les denrées alimentaires ,il parait vraisemblablement de
considérer que leurs implication dans les allergies suit une classification similaire (PRADALEIR et
al ,1980).

Par ailleurs les services de santé publique se sont inquiétés de la présence d’antibiotiques dans
le lait et les produits laitiers, En particuliers, I’observation de graves allergies chez I’'homme a Ia
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suite de I'administration de pénicilline a fait soupgonner que la présence de pénicilline dans les
approvisionnements laitiers pourrait intervenir dans la sensibilisation de la population humaine
et déclencher des symptomes de choc allergiques chez des sujets sensibilisés (JEPSON ,1950)

2.5 Le risque bactériologique :

Dans le tube digestif vivent en effet des milliards de bactéries saprophytes et commensales .En
colonisant ainsi le milieu, ces bactéries contribuent a la mise en place d'un systéme
immunitaire naturel par la production d’anticorps .Ce mécanisme empéche le développement
de nombreux pathogéne (BERCHE, LOUIS et SIMONET ,1991)

Des études in vivo sur des modeles animaux visant a évaluer les effets de doses thérapeutiques
et de résidus d’antibiotiques de tétracycline ,cycline ,sulfamicine sur la flore intestinale
humaine ont mis en évidence les modification engendrées sur la flore intestinale .il y a
effectivement eu une sélection de bactéries résistantes a la tétracycline ,ainsi qu’un effet sur
les populations fécales aérobies et anaérobies .sans compter les modifications de certains
parametres métaboliques de la microflore .par contre ,la barriere contre les salmonelles
exogenes a été maintenue (CHATAIGNER et STEVENS ,2002).

2.5.1.Sélection de souches bactériennes résistantes :

De nombreux travaux scientifiques ont alors démontrés que la préséance de résidus
d’antibiotiques dans les denrées alimentaires était a I'origine de I'émergence de résistances
bactériennes chez les humains ,ceci s’explique par le fait que la présence d’un antibiotique a
des taux supérieurs la concentration minimale inhibitrice entrainerait des modifications
génétiques au niveau bactérien conférant ainsi a la bactérie la possibilité de survivre en
présence de |'antibiotique en question (CHTAIGNER et STEVENS,2002)

2.5.2. Modification de la microflore intestinale :

La microflore intestinale est un écosysteme complexe ou cohabitent différentes especes
bactériennes selon un équilibre biologique, chez I’homme, cet équilibre est constitué par une
flore anaérobie stricte (clostridies, Entérobactérie) dite dominante .de par sa propre croissance
régule et limite et le développement du reste de la flore (lactobacilles, entérobactéries) dite
subdominante .La perturbation de cet équilibre entraine inévitablement des désordres plus ou
moins graves.
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La présence d’un antibiotique dans le milieu intestinal peut conduire a une modification de la
composition de la flore : un antibiotique particulierement actif contre les germes anaérobies et
les gram+ va détruire une partie importante de la flore digestive .Le vide ainsi crée pourra étre
rempli par d’autres micro-organismes peuvent étre soit des germes de la flore subdominante
(E.coli) soit des germes en transit (Candida albicans, Salmonellasp) (FORM, 2003).

D’aprés MARTEL et VANDAELLE (1999),il faut exclure la possibilité de la sélectionner des
résistances directement chez I’homme par la 0O.consommation de denrées animales qui
contiendraient des résidus d’antibiotiques en quantités inférieures ou égales aux limites
maximales de résidus LMR.

Les concentration en antibiotiques ,tres faibles quand ils sont a I’état de résidus ,diminuent
encore par dilution dans le chyle digestif ce qui suggere gu’il faut modérer trés fortement le
risque théorique de toxicité indirecte d’éventuels résidus inhibiteurs dans les denrées
alimentaires d’origines animale méme s’il ne faut pas sous-estimer la fragilité de I’écosysteme
intestinal de certaines catégories d’individus (enfants ,personnes agées ,convalescents
,immunodéprimés) ( FORM,2003)

Ce type de risque ne serait important que pour les doses thérapeutiques et non pour des doses
résiduelles qui nous intéressent ici, il faut d’autres parts notés que le tube digestif de ’lhomme

lui—méme contribue a rendre ce risque plus au moins important pour différentes raison :

e Dilution des résidus par les autres infesta et surtout par I'ensemble des sécrétions
(environs huit litres par jour) gastriques salivaires intestinales.

e Au contraire, pour les antibiotiques non résorbés dans les parties initiales du tractus
digestif, c’est le phénomene de concentration qui prévaut dans les parties distales,
I'influence sur la flore digestive sera dans ce cas tres importante, et notamment lorsque
I’on sait que la flore digestive sera dans ce cas tres importante, et notamment lorsque
I’on sait que la flore digestive est surtout présente dans les parties terminales (caecum,
colon, rectum) (MILHAUD et PERSON, 1981).

3. Les risques technologiques :

Les micro-organismes utilisés pour la fabrication des produits laitiers sont plus ou moins
sensibles aux inhibiteurs suivant la nature de I’antibiotique et I'especes de ferment ,ils sont
pour la plupart sensibles a la majorités des antibiotiques utilisés en médecine vétérinaire
,susceptibles d’étre a I'origine de résidus ,en particuliers aux bétalactamines ,le germe le plus
sensible est Streptococcus thermophilus (MOUROT et LOUSSOUARN,1981).
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En ce qui concerne les produits laitier fermentés et les fromages, la présence de résidus
d’antibiotiques ralentit ou inhibe la croissance des ferments lactiques, ce qui aura un effet sur
I’acidification et le caillage du lait et résultera en de graves problémes de texture (LAMONTAGE
et al, 2002).

L'industrie laitiere se heurta a des difficultés techniques, surtout dans la fabrication des
fromages affinés a pate dure. Ces difficultés provenaient de I'action inhibitrice des
antibiotiques sur le développement normal des levains utilisés en fromageries, les bactéries
lactiques des levains (STREPTOCOCCUS cermoris,strdiacelactis et leuconostoccitrovorum )sont
inhibées par divers antibiotiques a faible concentration (ABDUSSALM et al ,1966)

Ainsi, toute les étapes de la transformation du lait en fromage peuvent étre perturbées :il y a
défaut de coagulation du lait et caillé ressort de mauvaise qualité, une insuffisance de
I’égouttage et le rendement de fabrication est diminué ;il y a une mauvaise maturation
anarchique des bactéries coliformes insensibles aux antibiotiques et dont la multiplication n’est
plus inhibée par les ferments lactiques (LABIE, 1981 ;GAUDIN ,1999,GUERRIN ,2003).

Pour le beurre ,I'inhibition de la fermentation lactique entraine une insuffisance d’acidification
de la créme il en résulte des difficultés de barattage ainsi que des pertes accrues de matiére
grasse dans le babeurre ,de plus, I'inhibition des ferments d’aréme ,particulierement sensibles
(Streptococcus diacetilatis, Leuconostoccitrovorum), a pour conséquence un défaut de flaveur
du beurre (BARATON ,2001).

Les yaourts sont particulierement sensibles aux antibiotiques, dont déja de faibles doses
peuvent retarder I’acidification .il en résulte des produits défectueux : Exsudation de sérum en
surface, gout de peptone).Par exemple, la coagulation du yaourt n’est pas correcte, le yaourt ne
*prend*pas, il reste liquide .Les poudres de lait contaminées ne peuvent étre utilisées dans la
préparation des levains, yaourts ou de fromages (WEISEN, 1974).

Donc du point de vue de la technologie laitiere, les fabrications les plus sensibles sont celles
dans lesquelles interviennent les ferments lactiques et les germes d’aromatisation (yaourt,
fromages a caillage acide présure, cremesacidifiées, beurres) facilement inhibés par des doses
faibles d’antibiotiques voir (tableau n"1.)
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Strarothermophilus

Var calidolactis

Germe Pénicilline Stre ptomycine | Chloramphenicol Chlor-oxy-
/I tétracycline g/ml
Ul /ml 8 g/ml Y 8
Str .Thermophilus [ 0.0017 0.5-5 0.05-0.1 0.001-0.01
A0.017
Str.Cremoris 0.05-0.1 - - -
Laci.bulgaricus 0.3-0.6 - 0,3-5,0 0,3-0.5
Levains beurrerie 0,017-0,17 0,1-0,2 0,1-0,2 0,01-0,1
Levains fromagerie 0,05-0,02 0,04 0,04 0,02-0,25
Bac. 0,001a0,008 |0,6-1 1 0,6-1

C’est la pénicilline qui s’avere le plus actif des antibiotiques sur les bactéries lactiques .Des

doses de pénicilline variant de 20 a 15 Ul par litre de lait sont suffisantes pour perturber une
fabrication .Il suffit qu’une vache sur 50 soit traitée pour que le lait de mélange soit impropre a

la fabrication de fromage (ALAIS ,1984).

Ainsi, les conséquences sont graves pour une marque et la filiere en générale que pourrait avoir

un probléme de contamination par des résidus potentiellement dangereux amplifiés par les

médias (FRISON ,1991).

De plus, la présence réelle ou douteuse de résidus de médicaments dans un produit pourrait

compromettre les marchés d’exportation (MARUJOULS et GOULARD ,1999).

FRISON D, 1991 .Les inhibiteurs dans le lait, importance au niveau de la coopérative ORLAC,
Rapport de stage ISARA de Lyon.
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PARTIE EXPREMENTAL



1. INTRODUCTION :

Le lait présente une nécessité premiére dans la ration alimentaire de la populationMondiale. En
effet, un aliment complet et ont indispensable pour les nourrissons,Est aussi vital pour les
autres tranches ages, grace a son apport intensif en nutrimentsDes bases (protides, lipides,
glucides) et sa richesse en éléments minéraux notamment leCalcium et en vitamines (Supplées

et al. 1927)

Le lait est le produit de sécrétion des glandes mammaire des mammiféeres, comme laVache, la
chamelle, destinée a I'alimentation du jeune animal naissant. Du point de vuePhysicochimique,

le lait est un produit tres complexe (Carole, 2002).

Comme il n’existe aucune réglementation a I’échelle nationale qui autorise la vente de lait cru
directement au consommateur, a I’exception de I'arrété conjoint de ministre de I'agriculture et
du développement rural du ministre de la santé et du ministre de I'industrie du commerce de
08 Avril 2004, comporte une spécification pour le contréle de « lait cru a son état » afin de
répondre aux besoins en termes de la gestion des risques et la protection du
consommateur.(Arrété conjoint de ministre de I’agriculture et du développement rural 08Auvril

2004.)

Dans ce contexte Sa production doit &tre sévérement contrélée en raison des risques Eventuels
gu’il peut présenter pour la santé humaine. En effet, des souches pathogenes pour ’lHomme et
I’Animal, pouvant avoir acquis des résistances multiples aux antibiotiques peuvent y proliférer.
Une évaluation de la qualité hygiénique du lait permet de rechercher la Microflore naturelle et
des microorganismes témoins de contaminations Extra-mammaires éventuelles(. Bull. Soc.

Pharm. 2009)

La wilaya de Bejaia possede un effectif bovin laitier de pres de 30 000 tétes réparti sur des
élevages de petite taille étant donné que 93,7 % des troupeaux ne dépassent pas six vaches
laitieres. La production laitiere de la wilaya, estimée a 23 870 140 litres pour la campagne
2007/2008, ne couvre que 32,62 %, soit un tiers des besoins de la wilaya estimés a 73 millions

de litres avec une moyenne de 73 litres par habitant. A cet effet, le recours a l'importation
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massive de poudre de lait pour combler le déficit s'avere une nécessité pour les huit laiteries

implantées dans la wilaya.(Djamel Alilat .El Watane 25.05.2009)

COMMUNES DE LA WILAYA DE BEJAIA (BGAYET)

Mer Méditerranée

BEIAIS (Bgayet)
TAQURIRT-IGHIL
Elmal _ TIZI-M-BERBER
TASKRIOUT SOUK-EL-THINE
S = -

BO
()
SOUK QUFELLA < TR
TIBANE ‘-ﬁﬁ' L
(EIEL-FLAVE N BARBACHA
@TINBDAR DJELLIL "r A KENDIRA

%SIDI-AK‘H
SIDI-AYAD
SEMACUNE

Wilaya de Tizi-Ouzou

Wilaya de Sétif

Wilaya de Borj Bou Arnerij

Wilaya de Bouira

Superfice ! 3 233,50 Km2
Fapulation : 1 million

[+] 25 K

FIGUREL : carte administratif de lawillaya de Bejaia

2. Objectif

Les méthodes d’analyses d’antibiotiques et microbiologiques et les analyses physico-chimiques

sont:

v Pour les analyses d’antibiotiques : S combo Beta STAR, Beta star ®) CHR HANSEN,

DELVO Test, PENZYM

v" Pour les analyses physico chimiques : PH, acidité, acide gras test d’amidon, densité

v" Pour les analyses microbiologiques :le dénombrement des bactéries ,FMT, coliformes

streptocoques et staphylocoques

3.1. Matériels et méthodes

Le stage est réalisé en deux laiterie différentes qui SOUMMAM et RAMDY
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3.1. A. La laiterie DJURDIJURA : a été créé en 01/01/1983, et se situe a AKBOU etdistante

de 60 km de Bejaiaet de 170 km de la capital Alger, Elle est spécialisé dans la production des

fromages fondus, des pates molle (camembert) et du lait pasteurisé.

La laiterie est équipée d'un laboratoire de contrble afin d’effectuer des analyses physico-
chimique, microbiologique et antibiotiques, un bloc administratif ainsi de trois grand magasin s
de stockage matiere premiere et emballage .de chambre de maturation pour le bracelet et

deux chambre froides
Les wilayas couverte par la laiterie est Setif .Béjaia.Alger .jijel et Tizi

Le lait est prévenu de 8184 vaches sur lequel sa fait la collecte et les analyses

3.1.B.Laiterie SOUMMAM:

La laiterie a été crée en 1983 et se situe a la zone industrielle TAHARCHT, AKBOU .Bejaia .dirigé
par le PDG Hamitouch Lounis ,elle est spéciale dans |la production de laits ,fromage ,yaourt,

produits de cacao et de chocolat ,boisson lactée

La laiterie est équipé par un service de collecte qu’est lieu a Oued Amizour ou se fait I'analyse
d’antibiotiques et un laboratoire de contrble aussi d’analyse d’antibiotiques analyse physico
chimique et microbiologiques et en tout est composée de trois siéges déférent ou un est fait
pour I'administration, un autre pour la production et le troisieme de Oued Amizour pour la
collecte de lait cru .La surface qu’elle comble et les 1000a 4999employés qui travaillent en
dessus permet également de couvrir 35 willaya de pays et cela selon les statistiques de

I'inspecteur vétérinaire de la willaya Bejaia

3.2Materiels

Dans les deux laiteries SOUMMAM et RAMDY nous avons utilisés pour effectuer nos taches un
stylo et un carnet pour noter les étapes de travail de chaque technique et méthode et

I’appareil photo pour la prise des photos de chaque analyses et appareil
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3.3. Méthodes:

Durant la période de notre stage nous avons accompagné personnels travaillant dans
laboratoire d’analyse attaché pour les deux laiteries et chaque étape de I’analyse nous
prenons des photos et nous enregistrons des donnés sur un carnet pour bien les organiser par

suite.

4, Résultats

Nous avons réalisés des analyses physico chimique, microbiologiques ainsi des analyses pour
chercher les résidus d’antibiotiques et si les résultats sont positives donc le lait collectés est
contaminés par des résidus d’antibiotiques ou des bactéries ou présente un changement en
caractéres physico-chimique alors la citerne de lait va étre détruite et le collecteur avertit de ce

dommage pour bien transmettre le message aux éleveurs pour une bonne sensibilisation.

FIGURE2:la coIIectede lait

4.1. Analyses de résidus d’antibiotiques :
Le matériel utilisés afin d’accomplir cette étape est le suivant :

A. Matérielde collecte:

» Louche en métal pour le prélévement de lait

» Flacon en plastique avec bouchon stérile de 60ml
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> Etiquette adhésive de pourl’identification des flacons

» Pipette de 3ml

» Tube en plastique

FIGURE3 : le flacon de lait a laboratoire
B. Matériel et appareillage de laboratoire

B.1. L’appareil Beta Star *s*Combo: Le Beta Star combo*s* est un test rapide de
détection des antibiotiques Beta-Lactames et des Tétracyclines dans le lait de vache de chevre
et de brebis .contréler le temps d’incubation sont de 5 minutes .d’abord faut attendre a que

I'appareil affiche la T de 47.5¢° puis débuter le test :

e Unincubateur réglé a 47.5 degré
e Des pipettes
e Des bandelettes

e Des tubes

Figured : matériel et appareillage de laboratoire
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Les déférentes étapes effectuées au cours ‘ analyse de résidus d’antibiotiques

sont les suivantes :

e Prendre une pipette de 3 ml dans la boite correspondante de I’appareil

e Utiliser une pression avec le pouce et su le batonnet e et la faire rentrer .dans le flacon
gu’est remplit de lait.

e Faire extraire le produit (le lait).

e Remplir le tube en plastique avec le produit.

e Mettre une bandelette dans le tube et la mettre dans l'incubateur apres I'allumer a
47,5°.

e Lancer I'incubation pendant 5 minutes (presser le bouton pour lancer I'étape ).aprés 5
minutes un bip sonore est émis et « end »s’affiche .presser de nouveau pour arréter le
bip sonore .presser le bouton pour lancer la deuxieme étape qui est a temps Opresser a
nouveau pour arréter le bip sonore .

e Sortir la bandelette du tube et faire la lecture

Figure5 : remplir la pipette avec les 3ml de lait
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Figure 6 : le remplissage de tube en plastique avec le produit (le lait)

BetaStar &5
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Desfusyi-

Betas-iactam
ceftiofur

FIGURES la lecture selon la notice

32

£ 0quo) rgeng NN}

=1
l
—

-
FOSITIVE
FTetracycline




La lecture:
Pour le bon déroulement de lalecture on utilise en paralléle deux témoins :
+» Témoin négatif :

absence d’antibiotiques les barres dont Test, B-1,D-c,Ctrl apparait avec une coloration foncé

= R~
Ex Cctrt Ctrt Cct L. - g
. " ] Des-Cert 13 Des-Cert Des-Cert  p—
| BL | B BL j -

. Tot Tet .
F s ) LA e
| /] g

rordines - & S 7. 3
| R
Negative Negative

W

FIGURE9 : la lecture lorsque le test est négatif
¢ Témoin positif :

Présence d’antibiotiques apparaitra par I’élimination d’une barre ou plusieurs sur la

bandelette.

L’élimination de la barre est un signe de la préséance de cette famille d’antibiotiques dans
I’échantillon de lait donc ¢a peut étre les :Desfuryl —ceftiofurqui font partie de la famille des
Béta lactame la sous famille des céphalosporine la troisieme génération qu’est administré la
majorité de temps par voie générale c’est pour cela est rarement indiqué dans les échantillons
de lait .ou les Béta lactame ou bien les Tétracycline qu’on les trouve pas ensemble tellement

gue leurs effets est antagoniste donc n’est pas administrer par le vétérinaire simultanément
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FIGURE1O0 : la lecture lorsque le test est négatif la barre correspondant aux Béta lactame est

gommé (éliminé) doncprésence d’antibiotique Béta lactame dans I’échantillon de lait

B.2 Betastar ' CHR HANSEN

Beta star R) est un test rapide et fiable et éprouvé sur le marché pour le dépistage de lait
entrant a la recherche d’antibiotiques béta- lactamine et céphalosporine (par exemple :
pénicilline ,ampicilline ,céphalosporine ) le temps nécessaire pour I'incubation est de 20 minute
ou les 10 premier est pour réchauffer le tube contenant le réactif d’analyse et les 10 autres

pour la bonne lecture .cet appareil comprend également :

e Incubateurréglé a 47.5 degré
o Des pipettesde 3 mli
e Des tubes qui contiennent le réactif ou le produit d’analyse a effectuer

e Des bandelettes
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FIGURE 11 : Matériel et appareillage de laboratoire (appareil Beta Star (¥ CHR
HANSEN)

Les différentes étapes effectuer lors de notre analyse d’antibiotique avec

I’appareil Beta Star (¥ CHR HANSEN sont les suivante :

e Lancer I'incubateur qu’est régler automatiquement a 47.5 degré

e Mettre 3ml de lait cru on utilisant la pipette dans le tube contenant le réactif ou
le produit

e Attendre 10 minutes le temps nécessaire pour que le lait se réchauffe

e Aprés que I'appareil se sonne, on met la bandelette dans le tube

e On attend 10 minutes aussi pour que se sonne une autre fois

Aprés on fait notre lecture sur la bandelette
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FIGURE 13 :Laboite des bandelettes et I’échantillon de lait

FIGURE 14 : mettre labandelette dans le tube apreés avoir été réchauffé et le

régler pour 10 minutes d’incubation
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FIGURE 15 :lI'incubation de lait et I’analyse d’antibiotiques

La lecture : pour la bonne lecture des résultats on utilise en paralléle deux

témoins :
Témoin négatif :

Se résume par une coloration nette de la bandelette qu’est absence total d’antibiotiques

FIGURE 16 : La lecture quand le test est négatif
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Témoin positif :
Le résidu d’antibiotique est présent ou une des barre de bandelette est gommée ou éliminer

La barre qui n"apparait pas ou qu’elle est gommée de la bandelette représente également la

famille d’antibiotique correspondant a cette barre

L -
NON = + - - —+ =
VALID NEGATIVE POSITIVE POSITIVE POSITIVE

FIGURE 17 : La lecture des bandelettes apreés incubation (le résultat)

B.3.DELVO Test SP®

Test microbiologique prét a I'emploi a haut degré de sensibilité. DELVO test® T permet la
détection d'un large spectre de plus de 35 antibiotiques. Test unitaire en ampoule (livré avec

des pointes a usage unique). Mini incubateur en accessoire. Lecture visuelle.
Cet appareil contient :

e Unincubateurréglé a 64 degré
o Des pipettes

e Des ampoulesou tubes contenant un produit ou un réactif de couleur violet
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FIGURE 18 :I'appareil DELVO TestSP®)

Les déférentes étapes effectuées lors de nos analyses d’antibiotiques avec

I’appareil DELVO Test SP®):

Allumer I’appareil DELVO Test SP®R

Dés que la température se réglé a 64 degré

Prendre une nouvelle pipette de prélévement pour chaque échantillon.

Utiliser chaque pipette une seule fois. Ne pas toucher la pointe de la pipette, celle-ci
devant entrer en contact avec le lait

Remplissage de la pipette: presser une fois sur le petit ballonnet supérieur de la pipette
et maintenir la pression, tout en plongeant le bout de la pipette dans I’échantillon de
lait d’environ 1 cm. Relacher la pression sur le ballonnet. La pipette se remplit alors du
volume voulu (0,1ml) de lait.

Remplir I'ampoule avec le lait de la pipette, en appuyant doucement sur le ballon du
haut jusqu’a évacuation compléete.

Vérifier la température de I'incubateur (64 °C +/- 2 °C). Insérer les ampoules remplies de
lait dans l'incubateur. Utiliser un échantillon témoin, ou mesurer le temps avec le
compte-minutes (en réglant celui-ci surla bonne durée, 3 heures.

Une fois le temps écoulé, lire la couleur de |'agar-agar solide au fond de chaque

ampoule. Le temps a respecter avec la lecture est de 3h.
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FIGURE 21 : 3 64 ‘¢ mettre le tube dans DELVO Test pendant 3 h
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FIGURE 22 : apreés 3 h I’appareil sonne et s’affiche end sur I’écran

La lecture des résultats:

La lecture se fait sur deux témoins un positif et I'autre négatif et cela selon le changement de

couleur de I'agar- agar

——
5 o

3

.
-

FIGURE 23 : les résultats d’analyse de résidus d’antibiotiques
Le témoin négatif est:

Jaune : résultat négatif pour I’échantillon de lait, celui-ci ne contient pas d’antibiotiques ou

leur concentration reste au dessous du seuil de détection.
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FIGURE 24 : le témoin négatif
Le témoin positif est:

Violet:échantillon testé positif, il contient des antibiotiques a une concentration égale ou

supérieure au seuil de détection. - - - - + +++ La carte couleur DELVO Test

FIGURE25: témoin positif

B.4.PENZYM (appareil pour I’analyse de résidus d’antibiotiques)

Le PENZYM est un test qualitatif, facile d’emploi, trés rapide et spécifique des antibiotiques de

la famille des béta-lactames et se base sur une réaction enzymatique et colorimétrique
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FIGURE 26 : I'appareil d’analyse d’antibiotiques PENZYM

L’appareil contient :

» Des pipettes

> Unincubateur

.gl

TONINODOIE

FIGURE 27 : appareil de PENZYM
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Le principe de I’appareil PENZYM :

L’enzyme DD-carboxypeptidase est mélangé au lait par simple pipetage et mis a incuber a 47°C,
apres 5 min, un comprimé qui contient tous les réactifs nécessaires est ajouté, 15 min plus tard,
la coloration du tube est comparée a une carte de couleur. L’enzyme (DD-carboxypeptidase)
ajoutée dans le lait réagit lors de I'incubation avec les antibiotiques pour former un complexe
stable. L’exces d’enzyme libre toujours présent dans le lait hydrolyse un substrat de type R-D-
Ala-D-Ala. La D-Ala ainsi formée est oxydée en acide pyruvique par une D-amino acide oxydase
avec formation simultanée d’eau oxygénée. Cette derniére est utilisée pour oxyder, sous
I'action d’une peroxydase, un indicateur organique redox non coloré (l'o-dianisidine) qui

évoluera en un composé de couleur rose-orange qu’est négatif

La lecture des résultats :

- rose orange -->'échantillon est négatif

- orange -->[’échantillon est douteux

jaune -->1’échantillon est positif

4.2. Analyses physico-chimiques:

1. Test d’ébullition:

Un lait qui n'est pas frais présente une structure de caséines particulierement instables. Dés

lors, un simple traitement thermique suffit a les précipiter

1.1. Mode opératoire :

Dans un tube introduire 2 a 5ml de lait et porter a I’ébullition
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FIGURE 28 : le test d’ébullition

1.2. Expression des résultats

Si le lait est normal, le liquide reste homogéene apres quelques instants il se forme en surface
unepellicule blanche, plissée (formée principalement de calcium, de protides et de matiére

grasse), leslaits acidifiés (au 25°D) coagulent par ébullition

2. Mesure de PH:

Le pH par définition estla mesure de I'activité des ions H+ contenus dans une solution. La
Mesure du pH, renseigne sur l'acidité du lait. Ce dernier est considéré frais si son pH est

compris Entre [6,4 a 6,8].

2.1. Mode opératoire

- étalonner le pH metre avec deux solutions tampons de pH=4 et pH=7.
- rincer |’électrode avec I’eau distillée

-Plonger I’électrode dans un bécher contenant le laita analyser et lire la valeur de pH stabilisée

2.2. Expression des résultats :

- le résultat est afficher directement sur le pH métre
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FIGURE29 : Mesure de PH

3. Détermination de l’acidité

Elle est basée sur le titrage de I’acide lactique par la soude ((NaOH) 1/9N) en présence de la
Phénolphtaléine (1%), comme indicateur coloré, qui indique la limite de la neutralisation par

Changement de couleur (rose pale).

CH3-CHOH-COOH+NaOH->CH3-CHOH-COONa+H20

Cette acidité est exprimée en degré Dornic (°D) ou : 1 ° D représente 0,1 g d’acide lactique dans
Un litre de lait.

3.1. Mode opératoire :

- 10 ml de I’échantillon sont préparés dans un bécher de 100 ml.

- Ajouter a la solution 0,3 ml de la solution de phénolphtaléine a 1%.

- Titrer avec la soude (NaOH N/9) jusqu’au virage de couleur vers le rose de la solution
qui doit

-Persister pendant une dizaine de secondes.
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3.2. Expression des résultats

- L’acidité est exprimée en degré Dornic (°D) et donnée par la formule suivante

A=V.10

V : volume en ml de solution d’hydroxyde de sodium (soude Dornic).

FIGURE 30 : appareillage de laboratoire

FIGURE 31 : le titrage avec la soude NAOH.

4. D’détermination de lamatiére grasse par la centrifuge ou par méthode

butyrométrique :

Le principe de cette méthode est basé sur la dissolution de la matiére grasse a doser par I'acide
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Sulfurique. Sous l'influence d’une force centrifuge et grace a I’adjonction d’une faible quantité
D’alcool iso -amylique, la matiere grasse se sépare en couche claire dont les graduations du

Butyrometre révelent le taux.

4.1. Mode opératoire
- Introduire dans le butyrometre de GERBER ; 10 ml d’acide sulfurique (H2S04).
- Ajouter 11ml de I’échantillon a I’aide d’une pipette en I’écoulant a travers les parois pour
éviter leMélange prématuré du lait avec I’acide.
- Ajouter 1ml d’alcool iso amylique.
- Fermer le butyrometre a I’aide d’un bouchon.
- Mélanger jusqu’a la dissolution totale du mélange.

- Centrifuger pendant 5 minutes a 1200 tours / min.

FIGURE 32 : Butyromeétre et la centrifuge

4.2.Expression des résultats :

Le résultat est exprimé en g/l et la lecture se fait directement sur le butyromeétre (figure 02).

MG= (B - A)

A : est lalecture faite a I'extrémité inférieure de la colonne de matiére grasse

B : estla lecture faite a I’extrémité supérieure de la colonne de matiére grasse.

5. Détermination de la masse volumique ou la densité
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La densité du lait est une résultante intrinseque de ses constituants, elle dépend de leur degré
D’hydratation notamment en ce qui concerne les protéines. La densité du lait est lerapport des
masses d’'un méme volume de lait et d’eau a 20°C .On a déterminé la masse volumique par

deux méthodes différentes

5.1. Méthode du pycnometre

5.1.1. Mode opératoire
- Peser le pycnometre a vide.
- Remplir de laita 20°C et cela en évitant toute incorporation en bulles d’air.
- Le pycnomeétre est peser une 2éme fois.

5.1.2. Expression des résultats

Ona:

MV=[(M2-M1)/ V]

MV : la masse volumique
M1 : la masse du pycnometre vide
M2 : la masse du pycnometre remplis

V : volume du pycnometre.

5.2. Méthode de lactodensimétre

5.2.1. Mode opératoire
- Verser le lait dans |’éprouvette de 500 ml tenue inclinée afin d’éviter la formation de mousse
oude bulles d’air.
- l'introduction de lactodensimeétre dans I’éprouvette remplit de lait provoque un débordement
deliquide ce débordement est nécessaire, il débarrasse la surface du lait des traces de mousse
quigéneraient la lecture.
- Attendre trente secondes a une minute avant d’effectuer la lecture de la graduation, cette
lecture

Etant effectuée a la partie supérieure du ménisque, lire la température
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FIGURE 34 :I'introduction de lactodensimétre dans I’éprouve

5.2.2. Expression de résultats :

MV=MV;:-[(20-X).0,0002]

MV : Masse volumique finale.
MV1 : la masse volumique lue sur lactodensimetre
20°C: la température référence
X: la température lue sur lactodensimétre (C°)
0,0002 : constante.
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6. Mesure de I’extrait saque ou lateneur en matiére séche total

On entend par «matiere seche» du lait le produit résultant de la dessiccation du lait dans les

Conditions décrites par la norme et cela se fait par un dessiccateur

FIGURE 35 : le dessiccateur

6.1. Mode opératoire

> Sur une boite de pétrit on met de I’aluminium
» On prend 2g de laitavec une cuillere de métal et on I'introduit dans la boite

» Onlance la machine (dessiccateur)Eton la ferme

> Lorsque sa sonne on prend le chiffre qui apparait sur I’écran de dessiccateur

FIGURE 36 : le dessiccateur (appareil de mesure I’extrait seque)
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FIGURE3S8 :La lecture des résultats au final

7. Testd’amidon :

On met une goutte de Ligol dans le lait de vache qu’on veut tester

FIGURE 39 : test d’amidon
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4.3 Analyse microbiologiques:

L’analyse microbiologique du lait est une étape importante qui vise d’'une part a conserver les
Caractéristiques organoleptiques et sensorielles du lait, donc d’allonger sa durée de vie et
d’autre part a prévenir les cas de lintoxication alimentaire liée a la présence des
microorganismes Pathogenes avant la transmission au consommateur L’analyse
microbiologique du lait cru consiste en la recherche et /ou dénombrement d’un certain

Nombre de microorganismes susceptibles d’étre présents dans le lait. Les analyses effectuées
sont portées sur:

- la flore aérobie mésophile totale.

- les coliformes totaux et fécaux.

- les microorganismes pathogénes : les staphylococcus aureus

1 .Meéthode de dénombrement des microorganismes

1.1. Homogénéisation

Elle est facilement réalisable par agitation manuelle

1.2. Préparation des dilutions

Une série de dilutions est réalisée a partir de I’échantillon a I'aide d’'une pipette pasteur stérile,
1ml de I’échantillon a analyser est prélevé, ensuite l'introduire dans un tube contenant 9 ml
dediluant ; I’eau physiologique (dilution 101)

Répéter ces étapes jusqu’a la dilution 10”7

1.3. Le dénombrement des colonies

On retient les boites contentant de 15 a 300 colonies. Le dénombrement des colonies estréalisé
Selon la formule suivante : N=2¢/ (n1+0.1n2) d

Zc : somme des colonies de toutes les boites.

d: le facteur de dilution a partir duquel les premiers comptages ont été obtenusni : nombre de
nl : nombre de boites positives de la premiere dilution.

n2 :nombre de boites positives de la deuxieme dilution.
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2. Dénombrement de laflore totale FMAT (flore mésophile aérobies totale)

2.1. Principe

La technique est celle de numération en milieu solide en boite de Pétri avec I’ensemencement

En masse surle milieu PCA (Plate Count Agar)

Figure 40 : la stérilisation matérielle de laboratoire

2.2. Mode opératoire
- Préparer les boites de pétries stériles.

- Ensemencer les boites par 1 ml de chaque dilution (104,10 5et 1076)
.- Ajouter la gélose PCA maintenue en surfusion a (45°C).
- Le mélange est homogénéisé par des mouvements circulaires.

- Apres solidification, les boites sont retournées puis incubées a 30°C pendant 72 h, I'opération

est réalisée en double.

FIGURE 41 : préparation des boites de pétries
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FIGURE 42 : mettre de gélose dans boite de pétries

2.3. Lecture des résultats

La flore totale apparait sous forme de colonies blanchatres de tailles et de formes différentes.
3. Recherche et dénombrement des staphylococcus aureus

3.1. Principe

On peut utiliser soit le milieu Baird Parker solide ou bien le milieu Chapman mannité contient
Une forte teneur en NaCl (7,5%) et inhibe la croissance de nombreuses bactéries autres que les
Micrococcus et Staphylococcus.
On a utilisé le milieu Chapman, avec ensemencement en stries de 1ml de lait prélevé de la
Solution meére et I'incubation a 30°C pendant 24h
3.2Mode opératoire
- Préparer une boite de pétrie stérile.
- Ajouter la gélose Chapman mannité.
- Aprés la solidification, prélever une goutte du lait cru avec I’anse de platine.
- Ensemencer la goutte par des stries croisées et incuber a 30°C pendant 24 h.
- LadeStaphylococcus aureus est confirmée par le test de la catalase.

3.3Expression des résultats
Les staphylococcus apparaissent sous forme de colonies bombés jaunes dorées et entourées

d’un halo jaune résultant de la réduction de mannitol.
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3.4Test dela catalase

-Une goutte de H 20 2 (30%)/v Pas d’effervescence—eatalase~ —— absence de
(Eau oxygénée) est mise staphylococcus

Sur une colonie suspecte \ aureus

Effervescence _, catalase* _, Présence de staph

4. Recherche et dénombrement des coliformes totaux et fécaux

4.1. Principe
Le dénombrement des coliformes peut se faire soit sur milieu solide tel que le V.R.B.G (violet
Cristal rouge neutre bile glucosée) ; soit sur milieu liquide le bouillon lactose au vert brillant et a
labile (BLBVB).
On a utilisé le milieu VRBG avec un ensemencement en masse de 1 ml de chaque dilution, les
Boites sont incubées pendant 24 h, a 30°C pour les coliformes «totaux» et a 44°C pour les

Coliformes «fécaux»

4.2. Mode opératoire

- Préparer les boites de pétri stériles ;

- Introduire dans les boites 1ml de chaque dilution 10-4 pour les coliformes fécaux et 10-5 pour
lesColiformes totaux

- Ajouter la gélose VRBG;

- Homogénéiser avec des mouvements circulaires ;

- Aprées la solidification, recouvrir la surface avec une 2eme couche mince du méme milieu et
laisser

Gélifier a température ambiante ;

- L'incubation a lieu pendant 24 heures, a 30°C pour les coliformes «totaux» et a 44°C pour les

Coliformes «fécaux».

4.3. Expression des résultats

Les coliformes apparaissent sous forme de colonies de forme lenticulaires, violet avec un

anneaurosatre.
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5. Discussion:

Notre étude expérimentale portée sur |'exploitation des déférentes méthodes d’analyses
physico-chimiques, analyses microbiologique ainsi que les analyses de résidus d’antibiotiques et

cela dans le lait cru a la willaya de Bejaia

De nombreuses méthodes permettant de rechercher la préséance de résidus d’antibiotiques
dans le lait, Elles difféerent par leur sensibilité, leur colt, et matériels inhérentes a leur
réalisation, certaines permettent outre une identification précise de la molécule en cause, Une

quantification fine de celle —ci.

Le laboratoire se dispose d’un appareil combo Béta Star pour la détection des Béta —lactamines
des tétracyclines et des ceftiofurs, le temps d’incubation est faible seulement 5 minutes. Il
existe aussi un autre model d’appareil pour la détection des résidus d’antibiotique, le model
Beta Star "R*"CHR HANSEN, ce dernier demande un temps d’incubation plus long (20 minutes), et

il est utilisé pour la détection des béta-lactamines et des céphalosporines.

Nous avons utilisés aussi le DELVO Test ,S’agit d’un kit de détection de résidus d’antibiotiques
le plus largement utilisés, Ainsi existent (DELVO Test PR), DELVO Test SP (R}, DELVO Test RIBLF
Jmais elles reposent toutes sur les mémes principes d’inhibition de bacillusstrearthermophilus
,Ces tests existe sous forme de kits normalisés contenant un nombre standardisé de bactérie

dans le milieu gélosé (Sischo WM ;(1996) )

L’échantillon de lait est testé dans le milieu gélosé contenant des substances nutritives, un
indicateur de ph et du triméthoprime. Apres une incubation a 64 C° pendant 2h30pour le
DELVO Test PR) et de 3h pour le DELVO Test SPR)que nous avons utilisées a laboratoire , une
croissance du micro-organisme et la production d’acide qui résulte provoquent un virage de
couleur de l'indicateur de PH du pourpre au jaune .En présence de substances inhibitrices |la
couleur pourpre du milieu gélosé persiste apres la période d’'incubation prescrite
(SuhrenG,Beukers R,(1998)) cet appareil que nous avons utilisés DELVO Test SP
(Rlestmicrobiologique prét a I'’emploi a haute degré de sensibilité et permet la détection de
large spectre de plus de 35 antibiotiques . Unitaire en ampoule (livré avec des pointes a usage
unique) contrairement au DELVO Test BLF qu’est disponible au marché, basé sur I'utilisation
d’'un récepteur spécifigue des béta-lactamines qui est contenu dans l'ampoule et des

bandelettes .Parmi les intéréts de cette méthode est:
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- Pas de manipulation de souches bactériennes.
- Simplicité d’utilisation et nombre d’échantillons analysés par jour supérieur.

- Meilleure standardisation avec un test du commerce et en limitant les étapes sur lesquelles

les variations inter-laboratoires peuvent jouer (épaisseur de la gélose...).

- Délai avant les résultats : moins de 6 minutes au lieu de 3 heures environ. Depuis le traitement
de I"échantillon jusqu’au rendu des résultats. La sensibilité correspond a la concentration pour
laquelle 95 % des échantillons analysés donnent résultats positifs (Laboratoire de Fougére .janvier

2013)
Mais nécessite des précautions a suivre :

-Comme ce test est tres sensible aux résidus de béta-lactamines, toute contamination avec ces

substances doit étre évitée.
- Il est conseillé de se laver les mains et de les sécher correctement avant de démarrer un essai.
- Utiliser une paillasse propre.

- Manipuler le test avec précaution pour ne pas endommager les bandelettes. Cela peut aussi

altérer la qualité du test pendant la lecture des résultats. —

- Apres avoir prélevé des bandelettes dans le container, il faut le refermer aussitét et le stocker
a nouveau au réfrigérateur. En effet, I’"humidité sur les bandelettes raccourcit leur date de

validité.

En troisieme étape nous avons utilisés Test PENZYM qui repose sur linhibition par les
bétalactamines éventuellement présentes dans le lait testé ; la DD carboxypeptidase cette
inactivation traduit par I'apparition d’une coloration jaunatre au lieu de celle rosée ou orangé

habituellement observée en I’absence de résidus de béta-lactamines

Rapide prends (20min), est tres spécifigue des béta-lactamines (pénicillines et
céphalosporines). Et aussi largement trés spécifiqgue de cette famille d’antibiotiques utilisés
également en industrie laitiere comme utile de screening des laits de grand mélange .a
sensibilité de ce test est de I'ordre de 0.004 a 0.012 U/ml (Frere et J.M; Klein D et Ghuysen

J.M; 1980) .Et comparant Test PENZYM aux d’autres méthodes qui sont aussi immuno —
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enzymatique nous pouvons dire que cette derniere se caractérise par des limites de détection

inferieure aux LMR.

Le lait contient peu de microorganismes lorsqu'il est prélevé dans de bonnes conditions a partir
d'un animal sain (moins de 103 germes/ml). Il s’agit essentiellement de germes saprophytes du
pis et des canaux galactophores : microcoques mais aussi streptocoques lactiques (Lactococcus
et Lactobacilles). Le lait cru est protégé contre les bactéries par des substances inhibitrices
appelées "Lacténines" mais leur action est de trés courte durée (1 heure environ) (GUIRAUD,
1998). D’autres microorganismes peuvent se trouver dans le lait lorsqu'il est issu d'un animal

malade. lIs sont généralement pathogénes et dangereux au point de vue

Les coliformes totaux Selon LARPENT, (1990), la présence des coliformes totaux n’est pas
obligatoirement une indication directe de la contamination fécale. Certains coliformes sont, en
effet, présents dans les résidus humides rencontrés au niveau de I’équipement laitier. D’apres
MAGNUSSON et al. (2007), les litieres fortement souillées contiennent plus de coliformes et la
prévalence de mammites. D’autres sources de contaminations sont également a considérer tel
gue les mauvaises conditions de transport et le manque d’hygiéne

Pendant la traite. La présence des coliformes fécaux est considérée comme un indice de
contamination fécale, il s’agit donc plutét de marqueurs de mauvaise maitrise d’hygiene ainsi
gu’a la mauvaise manipulation (GUIRAUD et ROSEC., 2004).Selon DODD et BOOTH, (2000), le
Staphylococcus aureus est considéré comme une bactérie pathogéne majeure, causant des
infections mammaires, ces dernieres s’accompagnent d’une augmentation de la perméabilité
entre le compartiment sanguin et le lait qui a pour conséquence des modifications de la
composition du lait. Et les techniques de dénombrements que nous avons utilisés sont les plus
utilisés dans toutes les filieres laitieres (Christelle Lancher.11/2016)

Apres la dilution des échantillons de lait on les ajoutes des milieux de cultures et on les
incubes. Pour le dénombrement nous avons utilisés la méthode classique (a L’ ceil nue) mais la
méthode la plus utilisés aux labos réside sur : Toutes les colonies présentes sur le pétri sont
dénombrées a l'aide d'un stéréomicroscope et d'une source lumineuse a fibre optique. La technique
des comptes de surface permet de connaitre le nombre d'unités prélevées pouvant former une colonie
(UFC). Selon cette technique, chaque colonie formée a la surface de la gélose provient d'une bactérie
(moisissures) ou d'un agrégat de bactéries (moisissures). Cette méthode ne tient compte que des
microorganismes viables qui peuvent se développer dans les conditions de croissance utilisées. A "aide

d’'un crayon gras indélébile muni d’'un compteur électronique, marquer la colonie une fois
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qu'elle a été comptée. Si le nombre de colonies est trés élevé, compter seulement une fraction
de la surface et multiplié son résultat par l'inverse de cette fraction pour obtenir le compte
total.( I'Institut de recherche Robert-Sauvé 1980).

Le lait du point de vue physico-chimique est une émulsion (dispersion grossiere) de matiére
grasse dans une solution colloidale de protéine dont le liquide intermicellaire est une solution
vraie (Kodio, 2005). PH ou acidité actuelle— L’acidité actuelle s’apprécie par le pH et renseigne
sur I'état de fraicheur du lait. A la traite, le pH du lait est compris entre 6,6 et 6,8 et reste
longtemps a ce niveau. Toute valeur située en dehors de ces limites indique un cas anormal ;
d’'ou l'intérét de cette connaissance pour le diagnostic des mammites. Densité : poids
spécifiqgue ou masse volumique Pour une méme espéce, la densité n'est pas constante. Elle
dépend de la richesse du lait en éléments dissouts et en suspension ainsi que de la teneur en
matiere grasse. Elle est également variable en fonction de la température. A 20°C, la densité
des laits individuels peut prendre des valeurs entre 1,030 et 1,033 et de 1,020 a1, 038 pour les
laits de mélange. La densité du lait fraichement extrait de la mamelle est instable et tend a
augmenter avec le temps (Seydi, 2004). Point d’ébullition— L’ébullition propre du lait a lieu a
100°C ; cependant, lorsqu’on porte le lait sur le feu, a une température voisine de 80 a 90°C, il y
a une montée du lait, c'est-a-dire formation d’'une membrane protéinocalcaire ou peau du lait
(frangipane) qui géne |’ébullition du lait (Boivert, 1980). Pour bouillir le lait, il faut donc éliminer
cette peau de lait. Le test a I’ébullition permet d’anticiper le comportement du lait a la
stérilisation. Point de congélation ou point cryoscopique Il est de -0,5550°C avec des variations
normales entre 0,530 et - 0,5750°C en fonction du climat. Le mouillage rapproche le point de
congélation de 0°C, I'écrémage ne modifie pas le point de congélation. Cependant,
I'acidification lactique et I'addition de sels solubles I'abaissent (Aliais, 1984). Acidité titrable ou
acidité Dornic— L’acidité de titration globale mesure a la fois le pH initial du lait et I'acidité
développée apres la traite par la fermentation lactique qui diminue le pH jusqu’a 4 ou 5.
L’acidité de titration indique donc le taux d’acide lactique formé a partir du lactose. Le degré
Dornic est le nombre de dixieme de millilitre de soude utilisé pour titrer dix millilitres de lait en
présence de phénolphtaléine (Amarglio, 1986). 1°D = 1 millilitre d’acide lactique dans 10
millilitre de lait soit 0,1 gramme d’acide lactique par litre. Deux laits peuvent avoir le méme pH
et des acidités tritrables différentes et inversement. C'est-a-dire qu’il n'ya pas de relation

d’équivalence réelle entre le pH et I'acidité de titration (Ndiaye, 1991)

60



6. Conclusion:

S'il existe un domaine ou le contréle de la qualité est une nécessité fondamentale, c’est bien
celui des produits alimentaires en général, et du lait en particulier. La transformation laitiere,
gu’elle porte sur du lait cru ou la poudre de lait importée, requiert donc le respect d’une
hygieéne stricte tout au long de la chaine. Les produits laitiers contribuent a I'équilibre
nutritionnel de la famille, tant en milieu rural qu’en milieu urbain. Sources importantes en
protéines, ils contribuent a environ 14% des protéines et 20% des calories provenant des
produits animaux (DAPS, 2005). Le secteur laitier est marqué, depuis ces dix derniéres années,
par deux types d'évolution. D’'une part, la reprise des importations de produits laitiers,
notamment celle de la poudre de lait et dautre part, différentes dynamiques de
développement de la production laitiere locale ont été observées dans différentes zones

agroécologiques (Paoa, 2006).

Pour cela, nous nous sommes intéressés dans le cadre de notre travail a I'estimation de la
qualité de ce produit
Lorsque la qualité est évoquée, surtout pour un produit variable que le lait, de multiples

interprétations peuvent étre adaptés selon des critéres retenus pour définir cette qualité.

» Selon les critéres physico-chimiques

Le pH, le test d’amidon et test d’ébullition L’acidité, la densité et |’extrait sec total nous avons
utilisés les techniques les plus adaptés dans les filiéres laitieéres et les appareils de laboratoire

d’analyses tels que le dessiccateur, la centrifuge , ph métre etlactodensimeétre .

» Selon les critéres microbiologiques :

La valeur de FMAT, les coliformes totaux et les coliformes fécaux, et les staphylococcus aureus
nous avons suivis les étapes d’ensemencements et d’incubations et les milieux de cultures

correspondant pour chaque espéece microbiologique

En fin, les différents analyses de résidus d’antibiotiques sont établit : En élevage bovin, une
gamme trés variée d’antibiotiques est utilisée par les éleveurs pour lutter contre diverses

maladies et améliorer le rendement de leurs productions (Thomson et al. 2008 ; Régula et al.
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2009 ; et al. 2012). Les principales pathologies pour lesquelles les antibiotiques sont
généralement utilisés en élevage bovin sont les mammites, les affections respiratoires et
podales (Reybroeck, 2010). Les antibiotiques les plus utilisés sont les tétracyclines, les
pénicillines et les céphalosporines administrés par voie parentérale (Reybroeck, 2010). La
mauvaise utilisation de ces antibiotiques par les éleveurs et les vétérinaires ainsi que le non
respect des délais d’attentes aprés le traitement des animaux conduisent a la présence de
résidus d’antibiotiques dans le lait et les autres denrées d’origine animale (Aning, 2007). Pour
cela nous nous sommes consacrés dans une partie de notre travail aux analyses des résidus
d’antibiotiques et nous avons utilisés des testes et des appareils les plus fiables et rapides qui
sont : Combo Beta Star ©), Combo Star RICHR HANSEN ,DELVO Test® SP ,PENZYM,et cela a
causes des risques gu’ils provoquent ou constitues fondamentalement un facteur limitant
pour les mini laiteries de yaourts parce qu’ils inhibent le processus de fermentation (Heeschen
et Bluthgen, 1990). Les antibiotiques sont). Les antibiotiques sont souvent a l|'origine de
potentiels risques toxicologiques pour le consommateur et dedéveloppement de bactéries

résistantes aux antibiotiques vétérinaires (Kabir et al., 2004 ; Persoons, 2011).
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