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RESUME

Le lait constitue un milieu favorable a la croissance de plusieurs microorganismes dont certains
sont pathogenes. Il doit répondre a des normes drastiques, afin d'assurer une qualité irréprochable

tant sur le plan microbiologique que toxicologique.

En vue d’apprécier les risques microbiologiques liés a la consommation de cet aliment, nous
avons conduit cette étude afin de rechercher les résidus d’antibiotiques et d’apprécier la qualité
bactériologique du lait de vache cru commercialisé au niveau de quelques communes de la wilaya

de Blida.

Les niveaux de contamination ont été interprétés conformément des critéres microbiologiques

définis dans la réglementation algérienne en vigueur (Journal Officiel).

L’encadrement zootechnique des acteurs et la vulgarisation des bonnes pratiques d’hygiéne, tout

au long de la chaine de production, sont nécessaires pour 1’amélioration de la qualité du lait local.

Mots-clés : Lait de vache cru, Qualité hygiénique, Analyses bactériologiques, Delvotest , Résidus

d’antibiotiques, Staphylocoques.



ABSTRACT

Milk is an environment favorable to the growth of several microorganisms, some of which are
pathogenic. It must meet drastic standards in order to ensure an irreproachable quality, both

microbiologically and toxicologically.

In order to assess the microbiological risks associated with the consumption of this food, we
conducted this study in order to investigate the residues of antibiotics and to determine the

bacteriological quality of raw bovine’s milk marketed at some communes of the Blida region.

The levels of contamination have been interpreted according to microbiological criteria defined in

the Algerian regulations.

The zootechnical supervision of the actors and the popularization of good hygiene practices

throughout the production chain are necessary to improve the quality of local milk.

Keywords: Bovine raw milk, Hygienic quality, Bacteriological analysis, Delvotest, Residues of

antibiotics, Staphylococci.



INTRODUCTION

L’Algérie est le premier consommateur de lait au Maghreb, avec prés de 3 milliards de
litres par an. Cet aliment occupe une place prépondérante dans la ration alimentaire des
Algériens ; il apporte la plus grande part de protéines d’origine animale. Acteur clé de 1’industrie
agroalimentaire, la filicre lait connait une croissance annuelle de 8%. Avec un taux de collecte
inférieur a 15%, cette filiere reste, cependant, fortement dépendante de I’importation de poudre de

lait (E1 Hassani, 2013 ; Belhadia et al., 2014).

La flambée des prix de cette matiere premicre sur le marché international a conduit les pouvoirs
publics a mettre en ceuvre un programme quinquennal (2005-2010) d’intensification des
productions agricoles, a 1’effet d’augmenter la production de lait de vache et de I’intégrer dans les
circuits de la production. En effet, selon I’Office National Interprofessionnel du lait en 2009, la
production de lait cru a permis, de par son intégration dans le processus de transformation au
niveau des laiteries, d’abaisser la facture d’importation de poudre de lait a environ 400 millions de

dollars, contre 750 millions en 2008 (El Hassani, 2013).

Le lait cru est un produit hautement nutritif. Sa production doit étre séveérement controlée en
raison des risques éventuels qu’il peut présenter pour la sant¢ humaine. Des souches pathogeénes
pour I’homme et I’animal, pouvant avoir acquis des résistances multiples aux antibiotiques (ATB),
peuvent y proliférer (Ben-Mahdi et Ouslimani, 2009 ; Titouche et al., 2013 ; Mensah et al.,
2014). Une évaluation de la qualité hygiénique du lait permet de rechercher la microflore naturelle

et des microorganismes témoins de contaminations extra-mammaires éventuelles.

Différentes études ont été menées pour déterminer les origines de la contamination du lait a la
production en vue de mettre en place, au sein de ces filieres, des programmes de lutte adaptées et
préserver la santé des consommateurs (Aggad et al., 2009 ; Ghazi et Niar, 2011 ; Hakem et al.,
2013). De ce fait, les connaissances sur la qualité microbiologique du lait en Algérie sont limitées
aux données fragmentaires sur les germes aérobies totaux, les lactobacilles, les Entero-bacericeae,

les levures et les moisissures (Ben-Mahdi et Ouslimani, 2009).



Plusieurs facteurs de risques de contamination du lait aux différents stades de sa production
entrent en jeu, ce qui nous a incités a réaliser ce travail, dont I’objectif principal était la mise en
évidence de la qualité hygiénique et sanitaire du lait de vaches cru commercialisé au niveau de

différentes communes de la wilaya de Blida.

Ce mémoire s’articule sur trois chapitres :
Chapitre 1 : consacré a une synthése bibliographique rassemblant des données concernant le
lait, ses propriétés ainsi que sa composition et sa qualité hygiénique et sanitaire.
Chapitre 2 : décrit les techniques expérimentales pour lesquelles utilisées ainsi que le
matériel et méthodes analytiques mis en ceuvre tout au long de ce travail.
Chapitre 3 : regroupe 1’ensemble des résultats acquis au cours de différentes analyses aux
laboratoires avec leurs interprétations et discussion.

Une conclusion générale avec recommandations couronneront le travail effectué.



Chapitre 1. SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

1.1. Lait de vache, composition et propriétés physiques

1.1.1. Définition

Le lait de vache est le produit intégral de la traite totale et ininterrompue d’une femelle laiti¢re
bien portante, bien nourrie et non surmenée. C’est un fluide complexe contenant de nombreux
composants dispersés (Luquet et Corrieu, 2005).

Selon le reglement européen (2004), le lait cru est le lait produit par la sécrétion de la glande
mammaire d’animaux d’élevage et non chauffé a plus de 40 °C, ni soumis a un traitement d’effet

équivalent.

1.1.2. Composition du lait

1.1.2.1. Composition chimique

Le lait est un mélange complexe constitué a 90 % d’eau, il comprend (Ennuyer et
Laumonnier, 2013):
- Une solution vraie avec un sucre, des protéines solubles, des minéraux et des vitamines
hydrosolubles.
- Une solution colloidale avec les protéines, en particulier les caséines.

- Une émulsion avec les maticres grasses.

La compsition chimique moyenne du lait de vache est détaillée dans I’annexe 1.
1.1.2.1.1. Eau

C’est de loin le composé le plus abondant ; en elle sont dispersés tous les autres constituants du

lait, tous ceux de sa maticre séche (Ennuyer et Laumonnier, 2013).
1.1.2.1.2. Matiére grasse

La matiere grasse se présente dans le lait sous la forme de globules d’un diamétre d’environ 3 a
5 wm en émulsion dans la phase aqueuse du lait. Ces globules sont enrobés et protégés par une
membrane primaire, essentiellement composée de substances a caractére émulsifiant, notamment
des phospholipides, des lipoprotéines et du cholestérol. Elle contribue de ce fait a la répartition

réguliére des globules gras dans la phase aqueuse.



La maticre grasse du lait se caractérise par une trés grande variété d’acide gras allant de 1’acide

butyrique (C4) a I’acide arachidonique (C20) (Jaques, 1998).
Les proportions des acides gras du lait sont en détails dans I’annexe 11
1.1.2.1.3. Protéines

Les protéines du lait représentent 95% des matieres azotées totales, la mamelle synthétise 90%
des protéines du lait ; caséines et protéines du lactosérum (essentiellement les lactoglobulines).
Les caséines sont entierement synthétisées par la mamelle, alors que les lactoglobulines sont des
protéines sanguines modifiées par celle-ci, les 10% de protéines du lait restant (sérum albumines,

immunoglobulines) proviennent directement du sang (Luquet et al, 2005).
1.1.2.1.4. Lactose

En référant a la matiére séche, le lactose est le composant majeur, il est le plus constant en
proportion dans le lait. Le lactose est le seul sucre libre et quasi exclusif du lait, a la concentration
de 50 g/L dans le lait de vache, il représente presque la moitié¢ de la matiere seche et son activité
osmotique globale est beaucoup plus élevée que celle des autres constituants. Au cours de la
fermentation par les bactéries lactiques, ce disaccharide de glucose et galactose est transformé en

acide lactique (Luquet et Corrieu, 2005).
1.1.2.1.5. Minéraux

Le lait de vache est riche en macroéléments comme le calcium, le phosphore, le magnésium et

le potassium, plus précisément, on y trouve les concentrations suivantes :

- Calcium 1,2a1,3 g/l

- Phosphore 0,8a1gl

- Magnésium 100 a 120 mg/1
- Potassium 1,3 g/l

Les concentrations en oligo-éléments sont les suivantes : (Ennuyer et Laumonnier, 2013)



- Fer 0,3 mg/l

- Zinc 3,7 mg/l

- Sélénium 37 pg/l

- Sodium 430 mg/l

- Chlorure 1190 mg/1
1.1.2.1.6. Vitamines

Le lait contient des vitamines liposolubles A, D, E et K, leur teneur dépend beaucoup de
I’alimentation. Et des vitamines hydrosolubles, dont celles du groupe B sont les plus constantes en

proportion, car les vitamines sont synthétisées par les bactéries du rumen (Leymarios, 2010).

1.1.2.1.7. Hormones

Elles viennent du sang qui alimente les glandes mammaires (Jaques, 1998). Les hormones

découvertes dans le lait cru de vache sont :

e Hormones peptidiques
- Prolactines ou lutéostimuline.
- Facteur de libération de la thyrotrophine.
- Facteur de libération de gonadotrophine.
- Hormones lactogene placentaire.
- Hormones de croissances ou hormone somatotrope ou somatotrophine.
- Hormones lutéotrope.

= Hormone stéroide (essentiellement la progestérone) (Gyorgi et al., 1974).

1.1.2.1.8. Enzymes

Il en a été répertorié plus d’une soixantaine dans le lait, certaines sont des facteurs de
dégradation (utiles ou nuisibles), comme les protéases qui facilitent I'hydrolyse de la caséine, et les

lipases, facteurs de rancissement. D'autres possedent une activité bactéricide ou bactériostatique.
On distingue :

- Les enzymes natives, dites encore naturelles ou intrinséques.



- Les enzymes d’origine externe, celles des microorganismes ou extrinseques (Jaques,

1998).

1.1.2.2. Composition cellulaire

1.1.2.2.1. Cellules somatiques

Une mamelle saine a toujours un lait contenant peu de cellules somatiques. Celles-ci sont
composées de cellules épithéliales, et surtout des globules blancs qui sont naturellement présents
dans le pis, ou ils participent activement a la défense contre une éventuelle infection.

Dans le cas d'une infection, il y a un afflux important de globules blancs dans le pis, cette réaction
est tout a fait normale et salutaire pour I’animal car elle lui permet de combattre efficacement
I’infection.

L’¢lévation du taux cellulaire dans le lait est donc liée a un phénomeéne inflammatoire, une

mammite d’origine infectieuse le plus souvent (Paape et al., 1999).
Le tableau dans I’annexe II regroupe les cellules somatiques du lait.
1.1.2.2.2. Micro-organismes

> Flore originelle

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

aucun effet significatif sur la qualité du lait et sur sa production (Guiraud, 2003).

» Micro-organismes potentiellement pathogénes

=  Salmonella

Au sein d'un élevage, le lait cru est assez peu fréquemment contaminé, et cette contamination
est alors le plus souvent d'origine externe (D'aoust, 1989), les salmonelles proviennent des bouses

d’un animal infecté (Levesque, 2004).

Elles survivent aux basses températures et donc résistent a la réfrigération et a la congélation. En
revanche, elles sont détruites par la pasteurisation (72°C pendant 15 sec). Elles sont capables de se

multiplier dans une plage de pH de 5 a 9, mais sont sensibles a la fermentation lactique, lorsque



celle-ci entraine des concentrations en acide lactique supérieures a 1% et un pH inférieur a 4,55

(Jay, 2000 ; Guy, 2006).
= Listeria monocytogenes

Les principales voies de contamination par Listeria monocytogenes sont les feces, la peau des
trayons, les litieres et surtout 1’ensilage (Saana, 1994). Selon Zundel (2000), 0 a 80% des vaches
d’un troupeau laitier apparemment sain, peuvent étre des porteurs et excréteurs de Listeria par les
maticres fécales. La contamination du lait par Listeria monocytogenes est d’origine
environnementale dans 95% des cas ; alors que I’origine intra-mammaire est peu fréquente

(Babadji et Oubrahem, 2003 ; Sanaa, 1993 ; Sanaa et al., 1996).

La prévalence de Listeria monocytogenes dans le lait cru est faible mais constitue un risque réel

pour la santé du consommateur. En Algérie elle est de 1.96% (Lebres, 2002).
= Escherichia coli

Les Escherichia coli sont des commensaux normaux de l'intestin de 1'homme et des animaux,
elles 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 (Brisabois et al., 2008).

Elle fait partie des bactéries pathogenes qui peuvent se retrouver dans le lait cru, E. coli provient
généralement de la peau des mamelles (Richard et Braquehaye, 1985). Cette bactérie d'origine

fécale peut survivre sur un sol souillé. Son implantation dans le matériel de traite est inhabituelle.
= Staphylococcus a coagulase positive et Staphylococcus aureus :

Ces bactéries du genre Staphylococcus se distinguent par la capacité de produire une enzyme
appelée coagulase. Celle-ci entraine la coagulation du plasma sanguin. Staphylococcus aureus,

encore appelé staphylocoque doré, fait partie de ce groupe de Staphylococcus a coagulase positive.

Il est le plus fréquemment mis en cause en cas d’intoxination via les aliments, et représente un des
agents le plus souvent incriminés dans les cas de toxi-infections alimentaires. Ce groupe de
bactéries produit de nombreuses toxines qui résistent a la chaleur, certaines de ces toxines
seulement provoquent des intoxications alimentaires (Anses, 2011 ; Brisabois et al., 1997) Les
infections mammaires a S. aureus constituent la principale source de contamination du lait a la
production. Cette bactérie est responsable d'une proportion importante des mammites sub-
cliniques et chroniques chez la vache laitiere, et d’environ un tiers des mammites cliniques

(Heuchel et Meffe, 2000).



= Autres pathogénes humains connus dans le lait cru :

D’autres pathogeénes humains sont susceptibles d’étre présents dans le lait cru :
Yersinia enterocolitic, Campylobacter jejuni ; Bactéries du genre Mycobacterium, Bactéries du
genre Brucella, Coxiella burnetii, Streptococcus agalactiae, Clostridium botulinum et perfringens,

Bacillus cereus, virus (Brisabois, et al., 1997 ; Vignola, 2002 ; Oliver , 2009).

> Flore d’altération

= Flore thermorésistante

Les composantes de cette flore sont: Micrococcus, Microbactérium et Bacillus dont 1'espece
cereus produit une entérotoxine. Cette flore est apportée dans le lait par le sol, les ensilages, les
feces et les résidus dus a l'insuffisance de nettoyage et de désinfection des matériels en contact
avec le lait. Au méme titre que les coliformes, elle est une bonne indicatrice de I’hygi¢ne de la

machine a traire (Mourgues et al, 1983).

= Coliformes
Les coliformes sont des entérobactéries, qui fermentent le lactose avec production de gaz. Il
s’agit d’un groupe qui comprend les genres Escherichia (avec especes coli, intermedium, freudii ),
Citrobacter, Enterobacter et Klebsiella (Cuq, 2007). Leur développement est freiné par
I’abaissement du pH et leur croissance stoppée lorsque le pH est inférieur a 4,5. Ils sont peu

résistants a la chaleur (Le Minor et Richard, 1993).

Les coliformes se répartissent en deux groupes distincts :
- les non fécaux dont I’origine est I’environnement général des vaches, ils sont détectés des
30°C.
- les fécaux dont I’origine essentielle est le tube digestif, qui sont plus thermo-tolérants

(détectés a 44°C), Escherichia coli fait partie de ce dernier groupe (Cuq, 2007).

= Flore psychrotrophe

Le terme « psychrotrophe » désigne des micro-organismes qui ont la faculté de se développer a
une température inférieure a +7°C, indépendamment de leur température de croissance plus
¢levée. Parmi les micro-organismes qui composent ce groupe, nous pouvons citer:

- Gram (-) : Pseudomonas, Aeromonas, Serratia.

- Gram (+) : Micrococcus, Corynebactérium.



En général, dans le lait et les produits laitiers ; c'est le genre Pseudomonas qui domine, il est
fortement psychrotrophe et il se multiplie par 100 en 48 heures a +4°C. Ces germes produisent des
lipases et des protéases thermorésistantes ayant pour conséquence l'apparition de gofts tres

désagréables dans les produits laitiers : golit amer, rance, putride (Leveau et Bouix, 1993).

= Levures et moisissures

Les levures et moisissures sont des cellules eucaryotes rattachées au régne végétal par leurs
structures cellulaires. Regroupées sous le vocable de flore fongique, elles peuvent étre retrouvées
aussi bien dans le lait cru, le lait en poudre que dans tous les autres produits laitiers (Abdessalam,

1984).
1.1.3. Facteurs influencant la composition du lait

La composition du lait décrite dans I’annexe I est soumise a de nombreux facteurs de variation.
Le taux de matiére grasse, de proteines ainsi que les proportions de casé€ines, et de protéines

lactosériques sont les plus sensibles a certains de ces facteurs (Luquet et Corrieu., 2005).
1.1.3.1. Variabilité génétique entre individus

Il est bien connu que la race a un impact sur la concentration des composants du lait (Cerbulis
et Farrell, 1975). La composition des différents laits d'animaux varie considérablement d'une
espece a l'autre, mais aussi a l'intérieur d'une méme espece, voire a l'intérieur des types ou des

races d'espéces identiques (FAQO, 2011).
1.1.3.2. Stade de lactation

Les teneurs en matiere grasse et en maticre protéique évoluent de fagon inverse a la quantité de
lait produite. Elles sont maximales au cours des premiers jours de lactation, minimales durant les 2
ou 3 premiers mois de lactation, et s’accroissent ensuite jusqu’a la fin de la lactation (Pougheon,

2001).

L’amplitude de variation est généralement plus importante pour le taux butyreux que pour le taux
protéique. Les laits de fin de lactation présentent les mémes caractéristiques des laits sécrétés par
les animaux agés. En outre, les deux taux, protéique et butyreux, ont tendance a diminuer au cours

des lactations successives (Meyer et Denis, 1999).
1.1.3.3. Age

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

en matiere seche tend a diminuer. Ces variations dans la composition sont attribuées a la



dégradation de 1’¢état sanitaire de la mamelle ; en fonction de 1’age, le nombre de mammites croit
et la proportion des protéines solubles augmente, en particulier celles provenant du sang (Mahieu,

1985).

1.1.3.4. Facteurs alimentaires

Les facteurs alimentaires jouent un réle non négligeable, et peuvent influencer la composition

du lait, dont :

- Une réduction courte et brutale du niveau d’alimentation se traduit par une baisse variable
du taux protéique (Pougheon, 2001).

- la sous-alimentation entraine une diminution de la quantité de lait et un amaigrissement de
I’animal qui utilise les réserves corporelles pour la sécrétion de lait. La teneur en matiere
grasse ne diminue que s’il y a une réduction simultanée des apports €nergétiques et azotés.

- La suralimentation provoque un accroissement de la production de lait qui est plus

importante pour les vaches a potentialité élevée ; mais la composition de lait varie peu

(Alais, 1984).

1.1.3.5. Facteurs climatiques ou saisonniers

Les pourcentages de gras et de protéines dans le lait sont plus élevés pendant I’hiver que
pendant I’été (Varga et Ishler, 2007 ; Heck et al., 2009; Bauman et al., 2011b).
Le composant du lait qui varie le moins dii aux saisons est le lactose, et celui qui varie le plus est
la MG, avec la protéine qui représente un résultat mitoyen (Heck et al., 2009).
Les vaches hautes productrices sont plus vulnérables au stress thermique di a leur production de
chaleur métabolique plus élevée qui est fortement associée a la production laiticre (Renaudeau e?
al., 2012) . Le stress thermique réduit la consommation de matiere séche (MS), qui a son tour
réduit la consommation d’énergie. C’est cette diminution d’apport en énergie qui affecterait la

teneur des composants du lait (West, 2003; Renaudeau et al., 2012).

1.1.4. Caractéristiques organoleptiques
1.1.4.1. Couleur

Le lait est un liquide blanc mat, opaque a cause des micelles de caséinates, ou parfois bleuté ou
jaunatres du fait de la béta caroténe ou de la lactoflavine contenue dans la matiere grasse

(Jacques, 1998).
1.1.4.2. Odeur

Selon Vierling (2003), le lait n’as pas d’odeur propre, mais du fait de la mati¢re grasse qu’il

contient, il fixe des odeurs animales. Elles sont liées a :



v" I’ambiance de la traite.

v T’alimentation (les fourrages a base d’ensilage favorisent la flore butyrique, le lait prend
alors une forte odeur).

v" la conservation (I’acidification du lait a I’aide de I’acide lactique lui donne une odeur

aigrelette).

1.1.4.3. Saveur

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 gotit Iégerement différent de celui du
lait cru ; les laits de rétention et de mammites ont une saveur salée plus ou moins accentuée ; il en
est parfois de méme du colostrum.
L’alimentation des vaches laitieéres a I’aide de certaines plantes de fourrages ensilés, peut
transmettre au lait des saveurs anormales, en particulier un golt amer ; la saveur amere peut aussi
apparaitre dans le lait par suite de la pullulation de certains germes d’origine extra-mammaire

(Thieulin et Vuillaume, 1967).
1.1.4.4. Viscosité ou consistance

Le lait est de viscosité variable en fonction de I'espéce animale. C’est une propriété complexe
qui est particulierement affectée par les particules colloides émulsifiées et dissoutes. La teneur en
graisse et en caséine posséde l'influence la plus importante sur la viscosité du lait (Rheotest,

2010).
1.1.5. Caractéristiques physico-chimiques
1.1.5.1. Masse volumique

La masse volumique est le quotient de la masse d’un certain volume de lait a 20°C par ce
volume ; elle s’exprime en g.ml™. Les valeurs moyennes concernant le lait de vache se situent

entre 1.028 et 1.032 g.ml™ (Mathieu, 1998).
1.1.5.2. Densité

La densité du lait est exprimée par le rapport du poids d’un volume de lait a une température
donnée sur le poids d’un méme volume identique d’eau a la méme température (Vierling, 2008).
Mathieu (1998) a rapporté qu’un lait normal a une densité spécifique qui varie de 1.023 a 1.040 a
20°C.

Selon Alais (1984), la densité du lait est un parametre qui varie selon 1’espece.



1.1.5.3. Point d’ébullition

I est défini comme la température atteinte lorsque la pression de vapeur de la solution est égale
a la pression appliquée. Il est I'égerment supérieur a celui de 1'eau, soit : 100.5°C (Jean et al.,

1993).
1.1.5.4. Point de congélation

Le point de congélation du lait est I’une des caractéristiques physiques les plus constantes
(Jaques, 1998). Sa valeur moyenne est de 1’ordre de -0.55°C.
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 (Mahaut et al., 2000).
1.1.5.5. pH

Le pH renseigne précisément sur ’état de fraicheur du lait ; un lait de vache frais a un pH de

I’ordre de 6,7.

e  Cette valeur est due en grande partie aux :
v’ groupements basiques ionisables et acides dissociables des protéines.
v’ groupements esters phosphoriques des caséines.
v’ acides phosphoriques et citriques.
e Il évolue au cours de la lactation : 6.5 ou moins dans le cas du colostrum dont la teneur en
protéines peut dépasser 100g par litre.
e [l change avec I’état sanitaire du pis et peut dépasser 7 dans le cas d’une mammite.
e Son abaissement peut étre la conséquence de :
v’ la production d’acide lactique a partir du lactose par voie fermentaire.
v" une addition de substances diverses telles qu’acides, sels de calcium, ou certaines

lactones (Mathieu, 1998).
1.1.5.6. Acidité de titration

L'acidité de titration indique le taux d'acide lactique formé a partir du lactose ; un lait frais a
une acidité de titration de 16 a 18°D. Conservé a la température ambiante, le lait s’acidifie
spontanément et progressivement, c’est la raison pour laquelle on distingue 1’acidité naturelle
(celle qui caractérise le lait frais) d’une acidité développée issue de la transformation du lactose en

acide lactique par divers microorganismes (Mathieu, 1998).



1.2. Antibiotiques
1.2.1. Définition

Les antibiotiques se définissent comme des molécules antibactériennes synthétiques ou
naturelles (d'origine biologique) capables d'inhiber la croissance des bactéries ou les détruire
(Helali, 1999). Ils ont une toxicité sélective ; ils sont toxiques pour les bactéries mais pas pour

I'organisme cible (Merad et Merad, 2001).

Les sources principales des antibiotiques sont les champignons, mais aussi les bactéries. Il existe
¢galement des antibiotiques entiérement synthétiques (Ziadi, 2010 ;

Guillemot et al., 2006 ; Merad et Merad, 2001 ; Yala ef al., 2001), d’apres les mémes auteurs,
les antibiotiques sont définis aussi par leur spectre d'activité, leur toxicité sélective, leur mode

d'action, et leurs propriétés pharmacocinétiques.
1.2.2. Résidus d’antibiotiques

1.2.2.1. Définition des résidus

Les résidus sont définis comme toutes substances pharmacologiquement actives, qu’il s’agisse
de principes actifs, d’excipients ou de métabolites présents dans les liquides et tissus des animaux
apres administration des médicaments et susceptibles d’étre retrouvés dans les denrées
alimentaires produites par ces animaux et susceptibles de nuire a la santé¢ humaine (Laurentie et

Sanders, 2002).
1.2.2.2. La limite maximale des résidus (LMR)
= Définition

C’est la concentration maximale en résidus, résultant de I’utilisation d’un médicament
vétérinaire considéré, comme sans risque sanitaire pour le consommateur, et qui ne doit pas €tre
dépassée dans ou sur les denrées alimentaires (Fabre et al., 2006 ; Abidi, 2004 ; Laurentie et

Sanders, 2002).
1.2.2.3. Délai d’attente

Le temps d’attente est défini comme le délai entre la derniere administration a I’animale de
I’antibiotique et le moment ou celui-ci ne présente plus de résidus dans ses tissus ou dans ses
productions (Follet, 2007 ; Guillemot, 2006 ; Abidi, 2004 ; Ryckaert et al., 2003 ; Laurentie et
Sanders, 2002).

1.2.2.4. Problémes liés a la présence des résidus d’antibiotiques :



» Allergie

En médecine humaine 1’allergie est un effet secondaire reconnu des ATB et en particulier des 3
lactamines (Boucheot ez al., 1985). Une proportion notable de la population générale a une
sensibilité allergique aux ATB (+ de 7 a 10% due aux traitements médicaux) par contre les cas

d’allergie dues aux ATB provenant d’alimentation sont extrémement rares (Bouchot et al.,1985).
» Toxicité

La toxicité directe des résidus d’antibiotiques est assez difficile a mettre en évidence car il
s’agit en générale de toxicité chronique. Cette dernicre ne s’exprime qu’apreés consommation
répétée de denrées alimentaires contenant des résidus du méme antibiotique. Certains scientifiques
évoquent alors une possible toxicité hépatique (Jeon et al., 2008 ; Stoltz, 2008). Elle est donc
dans I’ensemble extrémement limitée, le cas de toxicité potentielle fréquemment cité est celui du
chloramphénicol (Guy et al., 2004 ; Maghuin-Rogister et al., 2001 ; Fabre et Joyes, 2000) qui a
¢été responsable d’anémies aplasiques chez I’homme (liées a son utilisation en médecine humaine)
(Fabre et al., 2006 ; Chataigner et Stevens, 2005 ; Guy ef al., 2004 ; Labie, 1985 ; karst, 1984
; Mihaud, 1981 ; Labie, 1981).

» Risques cancérigénes

Certains antibiotiques ont des propriétés carcinogenes connues. Les résidus de ces antibiotiques
peuvent avoir un effet carcinogeéne sur le long terme, suite a une consommation réguliére
d’aliments contenant ces résidus. Ces antibiotiques sont alors interdits d’utilisation chez les

animaux de production (Stoltz, 2008).
» Risques bactériologiques

Le risque bactériologique li¢ a la consommation de denrées alimentaires contenant des résidus

d’antibiotiques peut étre attribué a deux phénomenes (Gedilaghine, 2005) :
e Modification de la flore digestive du consommateur

Dans le tube digestif vivent en effet des milliards de bactéries saprophytes et commensales. La
consommation de produits contenant des résidus d’antibiotiques perturbe cette flore intestinale (
Broutin et al., 2005 ; Chataigner et Stevens ; 2005 ; Fabre et Joyes, 2000 ; Gedilaghine 2005)
; en modifiant sa composition par inhibition sélective ; ils dévastent la flore normale et laissent
place a des bactéries pathogenes ou opportunistes tels que les entérobactéries, les Pseudomonas,
les entérocoques, les staphylocoques et les levures (Stoltz , 2008 ; Abidi, 2004 ; Corpet et
Brugere, 1995).



e Antibiorésistance

Par définition, 1’antibiorésistance ou la résistance aux antibiotiques est la capacité d’une
bactérie a résister a I’action d’un antibiotique, c-a-d, sa capacité de croitre, se multiplier malgré la
présence de I’antibiotique. Cette résistance peut étre naturelle (intrinséque) ou acquise (Pougheon,

2001).
» Problémes technologiques

Les résidus représentent un réel probleme pour les transformateurs laitiers par leurs
conséquences néfastes sur les fermentations lactiques (Giraudet, 1978 ; Mourot, 1981 ; Labie,
1981 ; Bories, 1993 ; Gaudin, 1999 ; Moretain, 2000 ; Maghuin-Rogister et al., 2001 ;
Gedilaghine, 2005 ; Brouillet, 2002 ).

Les bactéries lactiques des levains (Streptococcus cremoris, Streptococcus diacelactis et
Leuconostoc citrovorum) sont inhibées par divers antibiotiques a faible concentration. Par suite de
retard a la formation d’acide, le pH du lait et du caillé frais reste élevé et favorise une forte
croissance des bactéries coliformes productrices de gaz qui gatent le fromage (Abdussalam et al.,

1966).

1.3. Contamination du lait
1.3.1. Contamination par la flore bactérienne

Le lait peut contenir de nombreuses espeéces microbiennes. Pour certaines, il constitue un bon
milieu de culture, pour d'autres, il n'est qu'un véhicule ; en fonction de son origine (Myllynieni,

2004).

Le lait trait en conditions d’asepsie n’est pas absolument exempt de bactéries, car le canal du
trayon et le pis ne sont jamais tout a fait dépourvus de germes. En types et quantités, la flore
microbienne du lait a sa sortie du trayon dépend de 1’état de santé de la vache. Le lait issu d’un pis
sain normal peut contenir en quantités variables des microcoques et des bacilles. La mammite
accroit naturellement la flore bactérienne ; outre les streptocoques normaux, on a observé dans
certains cas la présence de microcoques (staphylocoques) et de Pseudomonas. Si 1’animal n’est
pas en bonne santé, on peut trouver dans le lait des bactéries pathogeénes : mycobactéries, brucelles
et rickettsies (fievre Q).

Ensuite, pendant la traite, faute de bonnes pratiques d’hygiéne, le lait peut se trouver contaminer
par le pelage de la vache, les ustensiles de traite, I’air, les aliments, la poussiére, et le fumier, cette

pollution peut introduire dans le lait nombre d’espece de germes : ferments lactiques, bacilles



sporulants, coliformes et Pseudomonas en particulier. S’il n’est pas convenablement et rapidement
refroidi apres la traite, le lait peut servir de milieu de culture a ces micro-organismes. Un lait
produit dans des conditions satisfaisantes ne doit pas contenir plus de 200000 germes par millilitre

au moment de sa livraison au centre de traitement (Abdussalam et al., 1966).
1.3.2. Résidus d’antibiotiques

La mauvaise utilisation des antibiotiques par les éleveurs et les vétérinaires ainsi que le non
respect des délais d’attente apres le traitement des animaux conduisent a la présence de résidus

d’antibiotiques dans le lait et les autres denrées d’origine animale (Aning et al., 2007).



Chapitre 2
MATERIEL ET METHODES

Les échantillons, ainsi prélevé, sont transportés dans des flacons en plastiques directement au
laboratoire dans les meilleurs délais dans une glaciére étanche et hermétique (a +4°C). Les
prélevements sont effectués de facon homogene et aléatoire sur tout le territoire de la wilaya de
Blida, a raison de 3 échantillons par commune.

Notre échantillonnage a été fait de fagon a obtenir les résultats les plus représentatifs possible,
pour cela, trois échantillons ont été prélevés de chaque crémerie ciblée, a raison d’un échantillon
par quinzaine. L’ensemble des crémeries ciblées (10 crémeries) a été divisé en deux groupe dont 5
sont situées a I’est de la wilaya, et 5 a I"ouest ; I’échantillonnage était alternatif entre ces deux
groupes (semaine par semaine).

Les informations relatives a la provenance des prélévements de lait de vaches, sont détaillées sur

I’annexe I11.

2.3. Matériel et méthodes

2.3.1. Matériel

2.3.1.1. Milieux de culture

Afin de rechercher et d’identifier les germes €ventuellement présents dans le lait de vache cru,
nous avons utilis¢ plusieurs milieux de culture : gélose Héktoén, gélose Chapman, gélose Plate
Count Agar (PCA), gélose Viande-Foie (VF), bouillon Lactose Bilié au Vert Brillant (VBL) muni
d’une cloche de Durham, milieu Rothe simple concentration (Rothe SC) en tubes, bouillon Giolitti
Cantoni, Bouillon sélénite cystéine (SFB) simple concentration en tubes, milieu Eva Litsky, Eau
Peptonée Exempte d'Indole (EPEI), Tryptone Sel Eau (TSE) et eau physiologique (0.9% NaCl).
Tous ces milieux de culture proviennent de la société Ideal-Labo (Béni Mered, Blida).

En outre, des réactifs et additifs ont été utilisés : alun de fer, sulfate de sodium, téllurite de
potassium, réactif sélénite cystéine, additif Hekto€n, réactif de Kovacs et 1I’eau oxygénée. Tous ces

réactifs ont été fournis par I’Institut Pasteur d’ Algérie.



2.3.2. Méthodes

2.3.2.1. Techniques d’analyse et préparation des dilutions

Toutes les manipulations ont été réalisées stérilement et avec le maximum de précaution et de
précision. La dispersion des cellules bactérienne est assurée par le TSE comme diluant. Apres
répartition de 9 ml de diluant dans des tubes a vis préalablement stérilisés (Figure 2.1), un volume
de 1 ml de la solution mére (lait cru), convenablement homogénéisée, est introduit dans le premier
tube pour obtenir ainsi une dilution a 1/10 ou 10”". Un volume de 1 ml est prélevé de la premiére
dilution pour étre complété par 9 ml du diluant pour obtenir une dilution de 1/100 ou 1072

L’opération est reproduite pour les différentes dilutions successives.

iml

mi iml ml ml
/,J . /\/\/\/\
1 7 — = —

10! 102 103 10+ 10
SM — H O
250ml

9ml Iml 9ml Iml 9ml

Figure 2.2. Préparation des dilutions décimales (Originale, 2017).

2.3.2.2. Recherche et dénombrement de la Flore Aérobie Mésophile Totale (FTAM)

¢ Technique

Dans ce type de méthodes, les bactéries maintenues dispersées a la surface d’un milieu solide,
donnent naissance, dans des conditions favorable, a des colonies isolées les une des autres qui, de
ce fait, peuvent étre directement comptées. En pratique, 1 ml de chaque dilution, bien
homogénéisée, est prélevé et introduit dans une boite de Pétri en le déposant au centre ou en le
répartissant en gouttes au fond de la boite. La gélose PCA (Tableau 2.1), préalablement liquéfi¢e
et ramenée A 45°C en surfusion, est ensuite coulée aseptiquement dans la boite. Nous procédons
alors a une homogénéisation en imprimant a la boite des mouvements circulaires. Apres
solidification sur paillasse, nous ajoutons une deuxieme couche de la méme gélose. Cette double

couche a un rdle protecteur contre les contaminations diverses.



Tableau 2.1 : Caractéristique et objectif de la recherche de la FAMT (Beuvier, 2005).

Germe Caractéristiques But de la recherche Milieux sélectifs

Microorganismes  capables Le dénombrement reflcte,
de se multiplier en aérobiose, pour un produit, la qualité
FAMT . . Gélose PCA
a des températures optimales globale, I’hygi¢ne générale
de croissance comprises et les conditions de

entre 20 et 40°C. stockage et de distribution.

FAMT : Flore aérobie mésophile totale ; PCA : Plate Count Agar

«¢ Incubation, lecture et dénombrement

Les boites sont incubées couvercle en bas a 30°C pendant 72h. Les colonies se présentent sous
forme lenticulaire en masse. Les boites sont examinées, et on choisit celles contenant entre 15 et
300 colonies. Le nombre obtenu pour chaque boite est multiplié par I’'inverse de la dilution
correspondante. Le résultat final de dénombrement est interprété en faisant une moyenne

arithmétique des colonies comptées entre les différentes dilutions.

2.3.1.3. Recherche et dénombrement des coliformes totaux et thermo-tolérants
« Technique : La technique en milieu liquide fait appel a deux tests (Tableau 2.2), a savoir :
test de présomption, réservé a la recherche des coliformes totaux (Figure 2.2).
test de confirmation, appelé encore test de Mac Kenzie, réservé a la recherche des

coliformes fécaux a partir des tubes positifs du test de présomption.

% Test de présomption

La technique NPP consiste a préparer dans un portoir une série de 9 tubes contenant le milieu
(VBL) (Tableau 2.2) avec une cloche de Durham a raison de trois tubes pour chaque dilution.
Alors, un volume de 1 mL de chaque dilution décimale 10" a 107 est transféré aseptiquement
dans chacun des trois tubes (Figure 2.3). En prenant soin de chasser le gaz présent éventuellement

dans les cloches de Durham en mélangeant le milieu et I’inoculum.



Tableau 2.2 : Caractéristiques, milieux sélectifs et but de la recherche des coliformes Totaux (CT)

et coliformes fécaux (CF) ou thermo-tolérants (Guiraud, 1998).

Caractéristiques But de la recherche Milieux

CT:  Entérobactéries  Gram-, L’intérét est de déterminer pour le produit

oxydase-, non sporulés, aéro- test¢é une contamination fécale récente et  Bouillon
anaérobies facultatifs, fermentation d’en apprécier I’ampleur, car les coliformes VBL (vert
de lactose a 30°C avec production sont des bactéries vivants dans les intestins  brillant et
de gaz et d’acide lactique. et en abondance dans les maticres fécales la bile)
CF : croissance avec production des animaux et constituent des indicateurs

d’indole a 44°C. fécaux de la premiére importance.

i

Figure 2.3. Bouillon VBL pour le dénombrement des coliformes (Test de présomption).

¢ Incubation, lecture et dénombrement
Le dénombrement des coliformes totaux se fait selon la méthode du nombre le plus probable
(NPP) en utilisant la table de Mac Grady. Les tubes sont incubés a 37°C pendant 24 a 48 heures.
Les tubes positifs sont ceux qui présentent a la fois :

Un dégagement gazeux (supérieur au 1/10°™ de la hauteur de la cloche).

Un trouble microbien accompagné d’un virage du milieu au jaune.
Test de confirmation ou test de Mac Kenzie
Les tubes de (VBL) positifs, trouvés lors du dénombrement des coliformes totaux, feront 1’objet
d’un repiquage a I’aide d’une pipette stérile dans deux autres tubes 1’un contenant le milieu (VBL)

avec cloche et I’autre de 1’eau peptonée exempte d’indole (EPEI) (Figure 2.4).
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Figure 2.4. Test de confirmation des coliformes thermo-tolérants

¢ Incubation, lecture et dénombrement

Les tubes sont maintenus a 1’étuve a 44°C pendant 24 heures. Le résultat est considéré comme
positif, seulement s’il y a un virage du (VBL) au jaune avec dégagement de gaz, au moins 1/10°™
de la cloche de Durham, et formation d’un anneau rouge aprés adjonction de 2 a 3 gouttes du

réactif de Kovacs au tube de 1’eau peptonée exempte d’indole (EPI) (Figure 2.5).

of

Reéactif de Kovacs

] r]

EPEI EPEl avec anneau rouge

Figure 2.5. Test de confirmation de la présence d’Escherichia coli.

2.3.2.4. Recherche et dénombrement des streptocoques fécaux
+ Technique
Les dilutions choisies sont 10", 107 et 10~. La technique NPP consiste a préparer dans un portoir

une série de 9 tubes contenant 10 ml de milieu Rothe s/c (Tableau 2.3) a raison de trois tubes pour



chaque dilution. Alors, 1 ml de chaque dilution décimale 10" a 107, est transféré aseptiquement

dans chacun des trois tubes en prenant soin d’homogénéiser 1I’inoculum avec le milieu (Figure

2.6).

Tableau 2.3. Caractéristiques, milieux sélectifs et but de recherche des streptocoques fécaux

(Bourgeois et al., 1990)

Caractéristiques But de la recherche Milieux sélectifs
Cocci gram+, Sa présence est un signe de Milieu de présomption: Rothe,
chainettes, Catalase contamination fécale récente. Leur contient de 1’azohydrate de
négative et présence dans les produits laitiers sodium/ Milieu de confirmation:

possédant I’antigéne  indique une défectuosité du traitement  Litsky, contient de I’azothydrate

de groupe D. thermique, de la technologie. de sodium et de 1’éthyl violet.

+ Incubation et Lecture
L’incubation des tubes est faite a 37°C pendant 24 a 48h. Les tubes présentant un trouble

microbien apres incubation, sont considérés comme positifs.

Dilution 10 Dilution 1072 Dilution 10°
A A

14 N O N N\
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Figure 2.6. Repiquage des streptocoques fécaux dans le milieu Rothe (Test de présomption).

Test de confirmation
A partir des tubes positifs, un repiquage est procédé en transférant, a I’aide d’une pipette stérile, 3

a 4 gouttes vers un tube contenant le milieu Eva Litsky.



¢ Incubation, lecture et dénombrement
L’incubation des tubes est effectuée a 37°C pendant 24h. Les tubes présentant une pastille
blanchatre ou violette au fond du tube avec un trouble microbien ; sont considérés comme positifs,

donc présence de Streptocoque fécaux.

2.3.1.5. Recherche et dénombrement de Staphylococcus aureus

+« Enrichissement

A partir des dilutions 10™" 4 107, on porte 1ml dans des tubes stériles numérotés. Dés lors, 15ml de
milieu Giolitti Contoni, additionné d’une ampoule de Téllurite de potassium juste avant son

utilisation, sont ajoutés aux tubes et on procéde a ’homogénéisation du milieu avec I’inoculum.

+ Incubation et lecture
Les tubes sont incubés a 37°C pendant 24 a 48 heures. Les tubes positifs sont ceux qui présentent

un noircissement, suite a la réduction du Té¢llurite de potassium.

Tableau 2.4 : Caractéristiques, milieux sélectifs et but de recherche des S. aureus

(Cauty et Perreau, 2003).

Caractéristiques But de la recherche Milieux sélectifs
Cocci a gram+, non Infections mammaires Milieu d’enrichissement : bouillon de
sporulés, en amas a S. aureus constituent Giolitti Cantoni qui permet une meilleure
irréguliers. Catalase +, la principale source de revivification des souches

aéro-anaérobies facultatifs.  contamination du laita Milieu d’isolement: Chapman qui a un
coagulase+. la production. pouvoir inhibiteur obtenu par une forte

concentration de Nacl 7,5%.

+ Isolement

L’isolement se fait a partir des tubes positifs sur gélose Chapman (préalablement coulée,
solidifiée, refroidie et convenablement séchée en boites de Pétri) par ensemencement en stries.

+ Incubation et lecture

Les boites sont incubées a 37°C pendant 24 a 48 heures. Les colonies des staphylocoques sont

petites, lisses, 1égerement bombées jaunes (Figure 2.7).
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Figure 2.7. Repiquage des streptocoques fécaux dans le milieu Rothe (Test de présomption).

+ Identification de Staphylococcus aureus

- Recherche de la catalase
La mise en évidence de cette enzyme, qui décompose le peroxyde d’hydrogene (H,O,) en eau et
dioxygene, peut étre réalisée a partir d’une seule colonie sur milieu gélosé. La technique consiste a
placer séparément deux gouttes d’une solution de peroxyde d’hydrogéne sur une lame de
microscope. Puis, on préléve une colonie, préalablement sélectionnée sur gélose Chapman, au
moyen d’une baguette en verre stérile que 1’on émulsionne doucement dans une des deux gouttes.

La formation de bulles d’oxygene indique une réaction positive (Larpent, 1997).

2.3.2.6. Recherche et dénombrement des Clostridium sulfito-réducteurs

« Technique

Les contenants 1ml des dilutions 10™ & 107 (dans des tubes en verre) sont soumis & un chauffage,
dans un bain mari (figure 2.7.), a 80°C pendant 10min, puis a un refroidissement immédiat sous
I’eau de robinet. Le chauffage suivi d’un refroidissement brutal (ou trempage) a pour but
d’¢liminer les formes végétatives et de garder uniquement les formes sporulées.

Ainsi, 15ml de la gélose VF (fondue au préalable et maintenue en surfusion a 45°C),
supplémentée d’une ampoule de sulfite de sodium (5%) et d’une autre d’alun de fer, sont ajoutés

aux tubes contenant les produits traités (dilutions).



Tableau 2.5 : Caractéristiques, milieux sélectifs et but de recherche des Clostridium sulfito

réducteurs (Guiraud, 1998).

Caractéristiques But de la recherche Milieux sélectifs
Bacilles a gram +, anaérobies stricts, Les Clostridium sont Gélose Viande-Foie (VF),
capsulés, possedent des spores considérées comme indice de  additionnée de 2 additifs :
résistant au moins 10 min a 80°C, et contamination fécale Alun de fer (fer III comme

sont capables de réduire les sulfites  ancienne vu la résistance des  indicateur de sulfure)/ les

en sulfure par la sulfito-réductase. spores a I’extérieur. sulfites de sodium.

«» Incubation, lecture et dénombrement

Les tubes sont alors laissés solidifier, puis incubés a 37°C pendant 24 a 48heures avec une
premiere lecture a 16 heures. Les colonies de Clostridium sulfito-réducteurs, sont des colonies
noires d’un diamétre supérieur a 0,5mm. Le noircissement est dii a la réduction de sulfite en
sulfure qui précipite avec les ions de fer. Les résultats sont exprimés en nombre de spores
d’anaérobie sulfito-réducteurs par ml de produit analysé (on prend en considération le facteur de

dilution).

2.3.2.7. Recherche des salmonelles
Quel que soit la denrée alimentaire, une prise d’essai particuliere est nécessaire, car cette

recherche se fait sur 25 g de produit solide ou 25 ml de produit liquide.

+ Pré-enrichissement

Le pré enrichissement s’effectue, dans un flacon stérile, en mélangeant 25ml de lait cru avec
225ml de milieu TSE (Tryptone Sel Eau). L’incubation sera maintenue a 37°C pendant 18 a
24heures.

+ Enrichissement primaire
Ce dernier consiste a mélanger 10ml de milieu de pré-enrichissement avec 100ml de bouillon
Sélinite-Cystéiné (Flacon SFB supplémentée avec son additif). L’incubation est faite a 37°C

pendant 18 a 24heures. Le contenu du flacon vire en rouge brique en présence de salmonelles.

« Enrichissement secondaire et isolement

Le bouillon S¢élénite-Cystéine (Tableau 2.6) incubé la veille coloré en rouge brique fera I’objet :
d’une part, d’un enrichissement secondaire sur bouillon Sélénite-Cystéine en tube de 10ml a
raison de 0,1ml par tube ;

d’autre part, d’un isolement sur gélose Hektoen (H1).



Dans les deux cas, I’incubation se fait a 37°C pendant 24h (Figure 2.8).

Tableau 2.6 : Caractéristiques, milieux sélectifs et but de recherche de salmonelles

(Guiraud, 1998).

Caractéristiques But de la recherche

Milieux sélectifs

bactéries pathogenes, bacilles, gram Leur recherche et leur

négatif, elles sont mobiles grace a une  identification permettent de

ciliature péritriche ou immobiles, non montrer le danger possible

sporulés, aéro-anaérobie facultatifs, d’un produit. Sa présence dans

oxydase -, catalase +, nitrate réductase  les produits laitiers provoque

+.

de trés graves toxi-infections.

Pré-enrichissement et
enrichissement: SFB
(Sélénite-Cystéine)
Milieu d’isolement
sélectif : gélose

Hektoen.

% Lecture et

D’une part, le

identification

bouillon Sélénite-Cystéine fera 1’objet :

d’un isolement sur gélose Hektoen (H2) ;

d’autre part, la boite de gélose Hektoen (H1) subira une lecture en tenant compte du fait que

Salmonella se présentent sous forme de colonies de couleur grise bleutée a centre noir.

SFB1
aprés incubation

) T/D_’

SFB 2 SFB 2
aprés incubation
H?
. e absence de colonies caractéristiques
Hl

SFB 3 SFB 3 aprés incubation

Résultat positif

Figure 2.8. Enrichissement secondaire et isolement des salmonelles (Originale, 2017).

Il est indispensable que toutes les colonies caractéristiques doivent faire I’objet d’une

identification biochimique. L’absence des colonies de salmonelles, ainsi que I’absence du virage



de coloration du milieu d’enrichissement secondaire indiquent 1’absence des salmonelles dans le

lait analysé.

2.3.8. Recherche des résidus d’antibiotiques

Dans ce travail, les 30 échantillons collectés, de différentes localités de la région de Blida, ont fait
I’objet d’un contrdle de la fréquence de contamination par les molécules inhibitrices susceptibles
d’étre présentes dans le lait cru. Pour ce fait, la technique adoptée est celle dite : méthode par le

Delvotest SP - NT.

2.3.8.1. Kit d’analyse de Delvotest SP-NT
Delvotest SP-NT (Figure 2.9) est un test permettant de détecter dans le lait la présence de

substances antibactériennes telles que les antibiotiques et les sulfamides.

Figure 2.9. Coffret de Delvotest SP-NT.

Le coffret de Delvotest SP-NT contient 100 ampoules avec une gélose ensemencée par un nombre
standardis¢ de spores de Bacillus stearothermophilus var. calidolactis, des nutriments pour ce
micro-organisme et du pourpre de bromocrésol. Le coffret contient aussi une seringue doseuse

avec 100 embouts jetables pour prélever les échantillons.

Le Delvotest SP est un test de sélection microbiologique a large spectre, permettant de déceler les
résidus de substances anti-infectieuses dans le lait. L'utilisation de ce test permet de déceler au
niveau des MRL (Maximum Residue Limit) un certain nombre de substances reprises dans la liste

de MRL définies pour le lait dans la législation européenne. L'utilisation du Devotest SP n'exclut



pas que pour certaines molécules utilisées dans des médicaments vétérinaires, leurs résidus
peuvent étre présents dans le lait & des teneurs supérieures aux MRL, sans pour autant y étre
décelées, c'est le cas de certaines substances interdites comme le chloramphénicol ou les
nitrofuranes (Titouche ez al., 2013).

+ Principe du test

Un échantillon de lait est laissé a diffuser dans un milieu gélosé contenant des substances
nutritives, un indicateur de pH et du triméthoprime, ensemencé par des spores de Bacillus
stearothermophilus var. calidolactis. Aprés incubation, la croissance normale du micro-organisme
et la production d’acide qui en résulte provoquent le virage de couleur de I’indicateur de pH du
pourpre (violet) vers le jaune. En présence de substances inhibitrices, la couleur du milieu gélosé
reste pourpre (violet) apres la période d’incubation prescrite (Ben-Mahdi et Ouslimani, 2009 ;

Mensah et al., 2014).

% Précautions a prendre

Ce test étant extrémement sensible aux substances antibactériennes, il est nécessaire d’éviter tout
risque de contamination par de telles substances. Il est recommandé de se laver et se sécher
correctement les mains avant 1’analyse, de travailler sur une surface propre, de manipuler les
ampoules avec délicatesse afin de ne pas décoller le milieu gélosé. Ceci affecterait la qualité de la

couleur du test lors de la lecture des résultats.

+» Mode opératoire

La technique consiste a découper le nombre d’ampoules nécessaire avec une paire de ciseaux ou
un cutter en faisant attention de ne pas endommager la feuille d’aluminium couvrant les ampoules
adjacentes (Ne pas arracher les ampoules). Pareillement, 0,1 ml de chaque échantillon de lait a
tester est prélevé, au moyen d’une seringue a embout de pipette jetable neuf, et introduit dans
I’ampoule correspondante (préalablement étiquetée ou numérotée) en tenant soin de verser la
totalité de 1’échantillon prélevé (pour cela, presser lentement sur le piston pour ajouter la totalité

du lait sur la gélose) (Figure 2.10).

a K

Figure 2.10. Etapes a suivre en appliquant le Delvotest SP-NT.




+ Incubation
Les ampoules sont incubées dans les puits de I’incubateur a 64°C + 0,5°C pendant 3 heures. Il est
a noter que des températures trop hautes, trop basses, ou variables durant 1’incubation affecteront

la durée de test et pourront diminuer sa sensibilité (Figure 2.11).

Figure 2.11. Incubation des ampoules.

% Lecture
La lecture des résultats (Figures 2.12 et 2.13) est faite aprés les 3 heures d’incubation (a 64°C).
Les résultats doivent étre lus dans les 2/3 inférieurs de 1’agar. Ainsi :
Une couleur jaune indique I’absence de substance antibactérienne a une concentration
inférieure ou égale a la limite de détection du test.
Une couleur jaune / violette indique la présence de substances antibactériennes dans
I’échantillon de lait analysé a un taux proche du seuil de détection.
Une couleur violette indique la présence de substances antibactériennes dans
I’échantillon de lait analysé a un taux €gal ou supérieur au seuil de détection.

Limite de détection Positif

Figure 2.12. interprétation des résultats Delvotest SP-NT.




Figure 2.13. Résultats des analyses par Delvotest.



Chapitre 3. RESULTATS ET DISCUSSION

Ce chapitre, résume tous les résultats d’analyses bactériologiques du lait cru, et de la recherche
des résidus d’antibiotiques (Delvotest®).
La discussion des résultats pour chaque analyse est faite séparément.
Le lait destiné a la consommation humaine doit répondre aux normes de la législation en vigueur.
La législation Algérienne préconise un ensemble de critéres représentés dans le tableau 3.1, et

rapportés en appendice (Décret N° 35 du JORA du 27 mai 1998).

Tableau 3.1. Critéres microbiologiques relatifs au lait cru, selon le Journal Officiel de la

République Algérienne (JORA, 2005).

Lait cru n c m

Germes aérobies a 30°C 10°

Coliformes fécaux 10°
Streptocoques fécaux Absence /0.1 ml
Staphylococcus aureus Absence
Clostrdium sulfito-réducteurs 50

a46°C

Salmonelles Absence/25 ml
Antibiotiques Absence

m : nombre de germes présents dans un millilitre du lait cru; c’est le seuil en dessous duquel le lait

est considéré comme étant de qualité satisfaisante.

v' A noter que la recherche de salmonella dans le lait cru ainsi que dans les produits laitiers est
devenue obligatoire, selon 1’arrété du 13 dhou alhidja 1425 correspondant au 23 janvier 2005
(JORA, 2005).

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

3.1. Analyses bactériologiques
3.1.1. Flore aérobie a 30°C

Dans 1’analyse microbiologique, la flore aérobie a 30°C ou connu sous le nom « la flore
mésophile aérobie totale (F.M.A.T)» constitue le premier paramétre a prendre en considération

dans un controle bactériologique du lait cru, ¢’est un indice sensible et pratique dans 1’évaluation



de la qualité globale du lait. Elle est considérée comme le facteur déterminant la durée de

conservation du lait frais (Delarras, 2014).

L’énumération de cette flore pour les 30 échantillons examinés a montré qu’il y a une
contamination importante du lait cru commercialisé dans la wilaya de Blida. Les résultats sont

représentés dans le tableau ......

Tableau n° 2 : Résultats du dénombrement de la FMAT.

FMAT UFC/ml
Nombre
Provenance tch 1 tch 2 Ech3 ¢chantillons ourcentage
ontaminés %o
Date prélévement
Larbaa 0.10° 6.10° Absence 2 66,7
Bougara 44.10° h4. 10° >3.10° 3 100
Bouinan 3.10° D4, 10° >3.10° 3 100
Soumaa D4, 10° 18. 10° >3.10° 3 100
Guerouaou 2. 10° 2.10° 44.10° 3 100
Blida 8.10° b2. 10° 2.10° 2 66,7
Total 26 86,68

Le dénombrement de la FMAT a montré que parmi les 30 échantillons :

e 4 échantillons (13,32 %) représentaient une flore < 10° UFC/ml, qui sont donc conformes a la
norme de la législation Algérienne.

e Les 26 échantillons restant (soit 86,68 %) ont représenté une flore > 10° UFC/ml, selon JORA
(1998), ces taux de contamination en flore totale dépassent la norme fixée a
10° UFC/ml, et sont donc classés comme non conformes, cela laisse dire que ces laits sont de

mauvaise qualité.

D’apres les résultats obtenus, il apparait que les laits crus examinés contiennent une charge
variable de la FMAT, située entre 0,92.10° et 2,8.10° UFC/ml, avec une moyenne de 1,6.10°
UFC/ml dont 86,68 % ne rependent pas a la norme (seulement les boites présentaient un nombre

de colonies compris entre 15 et 300 qui sont prises en considération).



Donc, on conclut que les laits destinés a 1’analyse sont de qualit¢ médiocre.

Une charge microbienne nettement inferieure aux normes peut s’expliquer par les bonnes
pratiques d’hygiene lors de la traite et la manipulation du lait, ainsi que les bonnes conditions
hygiéniques d’¢élevage et de production (Jeantet et al., 2008). Tandis que le non respect des
bonnes pratiques d’hygiéne conduit a I’altération de la qualité¢ hygiénique du lait, et donc
I’¢lévation des taux de contamination par la FMAT.

La contamination par la FMAT est trés importante, car 86,68% des laits analysés ont montré une
flore supérieure a 10° UFC/ml. Contrairement aux résultats rapportés par Boor et al. (1998) 3 New
York et en Bretagne par Raynaut (2005) ou seulement 5% et 2% respectivement des laits des

élevages comportaient une flore supérieure a 10° UFC/ml.

En Algérie, Ghazi et Niar (2011) ont rapporté une contamination de I’ordre de 81,2% au niveau
de la wilaya de Tiaret. En revanche une autre étude algérienne au niveau de la willaya de Blida et
Jijel (Hamiroune et al., 2014) a rapporté un taux de contamination élevé avec 98,9%

d’échantillons positifs.

Nos échantillons sont de mauvaise qualité au vu de la norme algérienne qui fixent le seuil de
contamination & 10° UFC/ml. Ce qui révéle un manque de respect des bonnes pratiques de
production et de stockage du lait de la traite du soir qui va ensuite étre mélangé avec le lait de la
traite du lendemain matin, et au niveau de la multitude des transvasements (Amhouri et al., 2010).
Le meilleur moyen de réduire la charge microbienne serait d’améliorer I’hygi¢ne de la traite et de

la collecte, et d’assurer la conservation rapide du lait au froid (FAO, 2004).

3.1.2. Coliformes totaux et thermo-tolérants
Le dénombrement des coliformes permet de mettre en évidence une contamination
fécale. Leur présence, méme a des niveaux faibles témoignerait de conditions hygiéniques

dégradées lors de la traite ou au cours du transport.

Pour les coliformes totaux, un résultat positif est traduit 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 3.1).



Figure 3.1. tube VBL représentant un résultat positif indiquant la présence des coliformes totaux

(photo originale, 2017).

Les teneurs en coliformes (totaux et fécaux) trouvées sont consignés dans le tableau n° 3.

Tableau n° 3 : résultats de dénombrement des coliformes totaux et thermo-tolérants :

Coliformes Totaux

Provenance Echl Ech 2 Ech 3 Nombre Pourcentage
NPP pour | NPP pour | NPP pour | d’échantillons %
1ml 1ml 1ml contaminés

L’arbia 0 0 0 0 00
Bougara 0 1,1.10° 4 1 33,3
Bouinane 1,1.10° 4 7 1 333
Somaa 3 1,5.107 1,1.10° 1 33,3
Guerouaou 1,4.10° 4 0 1 33,3
Affroune 1,1.10° 0 4 1 333
Mozaia 1,1.10° 15 0 1 33,3

8 26,7

Total




D’apres le tableau ci-dessus, nous constatons que :

- Le nombre des coliformes totaux varie entre I’absence du germe et 1,4.10° UFC/ml comme
valeur maximale, avec une moyenne de 0,31.10° UFC/ml.

- La recherche des coliformes fécaux, a indiqué leur absence totale dans tous les échantillons

testés.

En comparant nos résultats avec ceux rapportés par d’autres études ; Afif et al. (2008), Hamama
et Bayi (1991) et Labioui ef al. (2009) ont trouvé des taux beaucoup plus élevés, avec des

moyennes de 3,2.10° UFC/ml, 1,8 .10° UFC/ml et 2.10* UFC/ml respectivement.

Donc, par rapport a ce critere, on peut considérer la qualité des échantillons testés comme
acceptable.

La présence des coliformes n’est pas obligatoirement une indication directe de la contamination
fécale. Certains coliformes sont, en effet, présents dans les résidus humides rencontrés au niveau d
I’équipement laitier.

D’aprés Magnusson et al. (2007), les litieres fortement souillées contiennent plus de coliformes,
et la prévalence de mammites dans ce cas augmente, suggérant une contamination des trayons et
du lait plus importante. D’autres sources de contaminations sont é¢galement a considérer tel que les
mauvaises conditions de transport et le manque d’hygi¢ne pendant la traite.

Dans le but de réduire la contamination de lait cru par les coliformes, il est recommandé¢ de

respecter les bonnes pratiques d’hygiéne pendant la traite est lors du transport.

Streptocoques fécaux

La présence des streptocoques fécaux est un signe de contamination fécale (Guiraud, 2003). Ils
peuvent provenir de 1’environnement, les canaux galactophores des vaches, les équipements de
traite et de stockage de lait (larpent, 1997).

La présence de ces germes indicateurs de contamination fécale a été confirmée par la présence
d’une pastille blanchatre au fond du tube contenant le milieu Eva Litsky (Figure 3.2) ,
accompagnée ou non d’un trouble microbien (Figure 3.3).

Figure 3.2. tube Eva litsky représentant une pastille blanchatre (photo originale, 2017).



Figure 3.3. milieu Eva litsky avec trouble microbien (photo originale, 2017).

Le Tableau n ° S illustre les résultats de dénombrement des streptocoques fécaux, en milieu

liquide par la méthode NPP.

Tableau n° 5 : Résultats de la recherche et du dénombrement des streptocoques fécaux.

Echantillons
Ech 1 Ech 2 Ech 3 Nombre
Provenance |\ pp NPP NPP ichantillons | o8¢
pour 0,1ml) ur 0,1ml) our 0,1ml) ontaminés %

L’arbaa 2,80 2,00 2,70 3 100
Bougara 0,00 0,00 2,70 1 33,33
Bouinane 140,0 2,90 140,0 3 100
Somaa 0,00 1.10 2,00 2 66,7
Guerouaou 2.90 0,00 2.70 2 66,7
Affroune 140,0 2,90 2,90 3 100

Total 24 80

La norme algérienne pour les streptocoques fécaux est I’absence du germe dans 0,1 ml de lait cru
(JORA, 1998); parmi les 30 échantillons analysés, 24 (soit 80%) présentent une charge supérieure

a cette norme, et sont donc considérés comme laits "non conformes".



Des charges en streptocoques fécaux dépassant les normes ont été¢ également observées par
Baazize (2006) qui a rapporté un taux de 91,09%. En effet, PissangTchangai, 1991, Bonfoh et
al., 2003 et Ghazi et Niar (2011) ont rapporté des taux de 70% , 67% et 80,64% respectivement.
La présence des streptocoques fécaux dans le lait au taux de 80 % reflete les mauvaises conditions

d’hygiene des exploitations (Baazize, 2006).
3.1.3. Staphylococcus aureus

Les staphylocoques dorés sont les germes potentiellement pathogenes les plus présents dans le
lait ; ils proviennent surtout des mamelles infectées, mais ils vivent aussi sur la peau des trayons,
et méme sur les mains des trayeurs, particuliérement dans les plaies. IIs peuvent coloniser le

matériel de traite mal nettoy¢ (Levesque, 2004).

A noter que la présence de cette especes pathogene a été présumée par le noircissement du milieu
Giolitti Cantoni (figure 3.4) et confirmée ensuite par un isolement sur milieu Chapman (figure

3.5), puis par le test de catalase.

Figure 3.4. Noircissement du milieu Giolitti Cantoni apres incubation

(photo originale, 2017).



Figure 3.5. Colonies pigmentées sur gélose Chapman avec virage de milieu au jaune
" AT

(Photos originales, 2017).

Les résultats obtenus des colonies caractéristiques sur gélose Chapman et apres le test de la

catalase, sont rapportés dans le tableau n° 8.

Tableau n°6 : Résultats de la recherche des Staphylococcus aureus.

Nombre
Commune Nombre d’échantillons Pourcentage
échs contaminés
%
L’arbaa 03 2 66,7
Bougara 03 2 66,7
Bouinane 03 3 100
Somaa 03 1 333
Guerouaou 03 2 66,7
Affroune 03 3 100
Total 30 22 73,3

A partir de ce tableau nous constatons que :
e  Sur la totalité des 30 échantillons analysés, seulement 8 ne contiennent pas de
Staphylococcus aureus, et par conséquent répondaient aux normes en vigueur.
e Lereste, soit 22 échantillons, présentent une contamination. Les laits analysés sont donc

classé comme non conformes.

Ce germe pathogene constitue un risque réel pour la santé publique dans les produits transformés,
comme il peut produire, dans certaines conditions, des entérotoxines thermostables qui peuvent

résister aux traitements thermiques (Ashnafi, 1996).



Les principales sources de contamination sont, en premier lieu la mamelle ; les infections
mammaires a staphylocoque représentent la principale source de contamination du lait a la
production, d’autres sources de contamination sont également a considérer, tel que la machine a
traire qui peut en effet infecter les vaches qui suivent la traite d’une vache infectée (Thieulon,
2005).

Fourichon et al., (2004) (cité par Bouaziz (2005)) montrent que le nettoyage incomplet de la
machine a traire permet la survie des agents pathogeénes dans les gobelets trayeurs qui
contamineraient le trayon en début de traite. La contamination du lait devient un probléme majeur
de santé publique surtout avec la présence des Staphylococcus aureus qui sont responsables des

intoxications alimentaires.

La contamination par Staphylococcus aureus au taux de 73.3% des échantillons de lait cru est
inquiétante.

Des valeurs inferieurs aux notres ont été rapportées par Jayarao ef al., 1998, Desmasures ef al.
1997 et Baazize, 2006, qui ont indiqué la présence de de Staphylococcus aureus avec un taux de

12%, 62%, et 58% respectivement.

En revanche, d’autres études ont révélé des taux plus €élevés, comme est le cas de Adesiyun 1994,

qui a rapporté un taux de contamination des laits de mélange par Staphylococcus aureus a 1’ordre

de 94,3%.

Etant donné son habitat et sa fréquente mise en cause dans les mammites, la présence des
staphylocoques dans le lait parait quasi inévitable. L’¢éleveur devra s’attacher a réduire le niveau
de contamination du lait par des pratiques qui visent a réduire le risque d’infection tant sur les
trayons qu’a I’intérieur de la mamelle, a éviter toute dissémination des staphylocoques au sein du
troupeau et a supprimer tout risque de multiplication au cours du stockage du lait a la ferme

(Fatet, 2004), La pasteurisation serait efficace sur ce germe.

3.1.4. Clostridium sulfito-réducteurs

Ces bactéries anaérobies sulfito-réductrices sont des hotes normaux de I’intestin de I’homme et
des animaux, mais on les rencontre fréquemment dans la nature et en particulier dans le sol
(bactéries telluriques), et dans les maticres organiques en cours de putréfaction. Ces germes sont

trés résistants en raison de leur caractére sporulé (Cuq, 2007).

Les Clostridium Sulfito-réducteurs peuvent contaminer et dégrader les produits alimentaires dans

des conditions d’anaérobies (Guiraud, 2003).



Les résultats des analyses bactériologiques pour la recherche des clostridiums ont montré que le
germe était absent dans 29 échantillons.

Concernant I’échantillon restant, le nombre des Clostridium trouvé était inférieur a 50 UFC/ml.

De point de vue qualité, les laits analysés peuvent étre considérés de qualité satisfaisante par

rapport a ce critere.

A noter que les colonies présumés €tre appartenant aux spores anaérobies sulfito réducteurs

apparaissent colorées en noir dans la masse de la gélose VF (Figure 3.6).

Figure 3.6. Colonie noir des spores du Clostridium sulfito-réducteurs dans la gélose Viande-Foie

(photo originale, 2017).

Le lait cru dans notre étude est conforme aux normes a 100%, dont on a constaté une absence dans
la quasi-totalité des prélévements testés. L.’absence de clostridium indique une bonne santé des

vaches, et une bonne hygi¢ne de la traite.

Des contaminations d’origine fécale peuvent entrainer la présence de Clostridium, ceci explique

I’importance d’un contrdle rigoureux du lait (Leyral et Vierling, 2007).

3.1.5. Recherche et dénombrement des Salmonelles

Bien que les Salmonella soient la premiére cause de toxi-infections alimentaires, le lait et les

produits laitiers sont rarement responsables de cas de salmonelloses.

Une étude de 'institut de I’¢levage francais réalisée en (2000) a démontré que la prévalence de
I’excrétion mammaire de Salmonella est d’environ 0,6%, faisant de cette voie une source de

contamination rare mais pas exceptionnelle.



La norme fixée par la 1égislation algérienne exige que le lait cru doit étre exempt de toute

contamination par les salmonelles (absence totale) (JORA 2005).

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

montré de contamination (figures 3.7 et 3.8) , ce qui est conforme a la réglementation algérienne.

L’absence totale de sa/monella dans tous les échantillons analysés répond aux normes.
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SESFIFT Y
= -4-Is]-

e 7]

Figure 3.8. colonies d’entérobactéries sur milieu Hektoen avec absence de colonies

caractéristiques de sa/monella (photo originale, 2017).



Nos résultats concernant 1’absence des bactéries du genre salmonella dans le lait concordent avec

ceux de Srairi et Hamama (2006), Affif et al. (2008), au Maroc, Ndiaye (1991) au Sénégal.

La principale source de contamination serait 1I’excrétion fécale des salmonelles, dissémination de
la bactérie dans 1I’environnement, puis contamination de la peau des mamelles et du matériel de

traite et enfin passage dans le lait (Guy, 2006).

3.2.Recherche des résidus d’antibiotiques « Delvotest®»

Le Delvotest® est I’'un des premiers tests d’inhibition microbiologique, utilisé directement sur
les tanks de lait, pour la recherche des résidus d’antibiotiques. C’est le meilleur test d’inhibition

microbiologique, largement utilisé¢ dans beaucoup de pays (Alomskien et al., 2002).

Malgré son aspect qualitatif, la recherche de résidus d’ATB par la technique microbiologique
(Delvotest®) reste une technique simple a mettre en ceuvre et peu couteuse comparée aux
techniques immunologiques et chromatographiques, dont le cout considérablement plus élevé ne
permettrait certainement pas leur généralisation dans le cadre du contréle laitier en Algérie

(Riediker et al., 2001 ; Jank et al., 2012).

Dans la présente étude, 30 échantillons de lait de vache ont été analysés par le Delvotest® en vu
d’une recherche qualitative des résidus d’antibiotiques. A I’issu des analyses, un seul échantillon

(soit 3,33%) était positif.

Figure 3.9. Résultat négatif de Delvotest® (photo originale, 2017).



Figure 3.10. Résultat positif de Delvotest®.

La lecture est interprétée sur la base de virement de la couleur ou la couleur violet
indique que le résultat est positif, quand la couleur est jaune c’est négatif et quand elle est entre les

deux, c¢’est douteux.

Le test est composé essentiellement de spores de Bacillus stearothermophilus variété calidolactis.

Le choix de cette bactérie est justifié par :

V' son utilisation en industrie laitiére, en particulier dans la production du yaourt.
v’ La thermophilie de cette bactérie.

v’ sa sensibilité aux antibiotiques est d’un grand avantage.

Le principe repose sur une addition de nutriments et une incubation a 64°C, les spores
germent et produisent 1’acide lactique responsable du virage d’un indicateur de pH coloré (pourpre

de bromocrésol).

En comparant nos résultats avec d’autres, nous constatons une diversification de données :

nos résultats (3,33% d’échantillons positifs) concordent avec ceux de I’étude établie en 2013 a

Oran par Beldjil ez al. Sur 105 échantillons, ou 4,76 % seulement étaient positifs.

En comparant nos résultats avec ceux des traveaux algériens plus anciens, une diminution
remarquable dans les taux de contamination est observée. cela peut étre expliqué par une

amélioration réelle au niveau de 1’application des bonnes pratiques d’¢élevages et I’augmentation



de la sensibilisation des éleveurs qui ont devenus plus conscients des dangers de 1’utilisation
irriguliére des antibiotiques ; ainsi qu’a la généralisation de la recherche des résidus
d’antibiotiques dans les laiteries qui refusent directement tout lait contaminé.

Comme ¢a peut étre di a I’insuffisance du nombre d’échantillons testés lors de cette étude pour

que le résultat soit représentatif et considérable.

En revanche, nos résultats sont supérieurs a ceux de certains travaux réalisés dans les pays de
I’union européenne, ou les pourcentages des résultats positifs sont tres bas, ils sont inférieurs a 0,5
% dans les pays de 1’ouest (Hillerton et Berry, 2004) ; ou en Belgique et Danemark, ils sont de
0,1 % (FSA, 2006). De tels résultats témoignent de longues années de contrdle d’inhibiteurs dans

le lait.

En revanche, dans les pays de I’Europe de 1’est, les pourcentages sont un peu plus
¢levés. Ainsi en république Tcheque le pourcentage de contamination est de 0,5% et en Lituanie il

est de 0,8 % (Communauté Européenne, 2001 ; Zvirdauskiene ef al., 2004).

En analysant les valeurs avancées plus haut, nous constatons que les pourcentages de
contamination sont nettement élevés dans les pays ou le contrdle n’est pas régulier et les bonnes
pratiques d’¢levage ne sont pas correctement appliquées, comparés a ceux des pays ou le controle

des résidus est appliqué de maniére rigoureuse, les contaminations sont minimes.

pour aboutir a une meilleure protection de la santé du consommateur, et prévenir les différents
problémes liés a la présence des résidus d’ATB dans le lait, une application de mesures d’hygienes

et de contrdle est recommandée.



CONCLUSION

Le lait constitue un milieu favorable a la croissance de plusieurs germes microbiens dont certains
sont pathogénes et peuvent étre a l'origine de plusieurs intoxications ou toxi-infections
alimentaires. Il doit répondre a des normes drastiques, afin d'assurer une qualité irréprochable tant

sur le plan microbiologique que toxicologique.

La mise en évidence de la qualité du lait de vache cru a permis de prouver que le produit, mis sur
le marché ou entre les mains des industriels, est fortement contaminé. Certains prélévements
peuvent méme contenir une association de germes. La totalité des échantillons ne répond pas a la
norme recommandée dans ce domaine (critéres microbiologiques fixés par le Journal Officiel), ce
qui signe des mauvaises conditions d’hygiéne entre le moment de la traite et celui de la réception

des échantillons par le laboratoire.

La grande variabilité de la contamination des échantillons du lait dévoile une situation alarmante
de la qualité de ce produit. La majorité des échantillons peuvent étre qualifiés de qualité non
satisfaisante car ils dépassent de loin la norme recommandée, notamment en ce qui concerne la
flore indicatrice de qualit¢ hygiénique. La présence de germes responsables d’intoxination
alimentaire tels que Staphylococcus aureus peut devenir un probléme de santé publique si des
mesures ne sont pas prises pour éviter les contaminations. Le développement de la filiere lait avec
I’organisation des producteurs, la création de centres de collecte et I'utilisation de la chaine de

froid peut permettre de réduire les contaminations.

L’amélioration de la qualité du lait local ne peut se faire que par des mesures d’hygiéne adaptées.
La mauvaise qualité¢ hygiénique du lait local pouvant constituer un risque pour la santé publique,
les autorités chargées du contrdle des denrées alimentaires devraient mettre en place une politique
de qualité avec la vulgarisation des bonnes pratiques d’hygi¢ne et un encadrement zootechnique
de tous les acteurs de la filiere. De plus, la diffusion d’un avis recommandant a la population de

faire bouillir le lait local avant toute consommation devrait étre faite.

Par ailleurs, le lait regu de la ferme, s’il est conservé plus d’une heure, doit étre immédiatement
refroidi a 4°C afin de ralentir le développement des micro-organismes. Cela dit, le froid
n’améliore en rien la qualité bactériologique du lait, il ne fait que la conserver. Cependant cette

conservation doit étre de courte durée (ne pas dépasser les 48 heures).



Il est essentiel de garder les animaux en bonne santé afin de produire du lait sain et de bonne
qualité. Une vigilance particuliére devrait étre portée a la mamelle pour prévenir les mammites,

principales pathologies du bovin laitier.
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Annexe I

Composition chimique moyenne du ait de vache (Jaques, 1998).

Substances Teneurs en g/l
Eau 902
Constituants | Constituants salins minéraux 6.9
mineraux Gaz dissous 0.1
Constituants salins organiques 1.7
Lactose 49
Constituants Matiere grasse 38
organiques | Protéines ou constituants azotés 32
protéiques :
- caséines 26
- protéines dites solubles 6
Constituants azotés non protéiques 1.5

Autres constituants




Annexe I1

Proportions des acides gras du lait (Ennuyer et Laumonnier, 2013).

Degré de saturation Pourcentage (%)
Acides saturés 63
Acide butyrique (C4 :0) 3.6
Acide caproique (C6 :0) 2.3
Acide caprylique (C8 :0) 1.3
Acide caprique (C10 :0) 2.7
Acide laurique (C12 :0) 33
Acide myristique (C14 :0) 10.7
Acide pentadécanoique (C15 :0) 1.2
Acide palmitique (C16:0) 27.6
Acide stéarique (C18 :0) 10.1
Acide arachidique (C20 :0) 0.2
Acides mono-insaturés 30
Acide myristoléique (C14 :1) 1.4
Acide palmitoléique (C16 :1) 2.6
Acide oléique (C18 :1) 26.0
Acides polyinsaturés 4.2
Acide linoléique (C18 :2 (- 6) 2.5
Acide o linolénique (C18 :3 (3)-3) 1.4
Acide arachidonique (C20 :4 ()-6) 0.3




Annexe IV

Table de MAC Grady pour les Entérocoques fécaux (Guiraud, 1998)

Nombre caractéristique Indice NPP Nombre de germes par 100ml
000 0.00
001 0.30
010 0.30
011 0.61
020 0.62
030 0.94
100 0.36
101 0.72
102 1.10
110 0.74
111 1.10
120 1.10
121 1.50
130 1.60
200 0.92
201 1.40
202 2.00
210 1.50
211 2.00
212 2.70
220 2.10
221 2.80
222 3.50
223 4.00
230 2.90
231 3.60
232 4.00
300 2.30
301 3.80
302 6.40
310 4.30
311 7.50
312 12.0
313 16.0
320 9.30
321 15.0
322 21.0
323 29.0
330 24.0
331 46.0
332 110.0
333 140.0




Annexe V

Nombre Le Plus Probable (NPP) pour trois

séries paralleles (JORA, 2004).

Index tubes positifs de :

NPP (pour 1ml)

Iml

0.1ml

0.01ml

W LW W W WLWWWWWWWUWWNNPDNPDNNPDNODNDNDDINODNDNDODNDR, R, ER R =m0 OO OO

W W WD R = OOOWWWNDNNDNEE = OOOWNDND = = OO~ —=OO

N OWND R, OWNRP O, ONNFRPOWNODRFRONFRPRONN—,POORO—,OWROoOOoO—O—O

0,3
0,3
0,6
0,6
0,4
0,7
1,1
0,7
1,1
1,1
L,5
1,6
0,9
1,4
2,0
1,5
2,0
3,0
2,0
3,0
3,5
4,0
3,0
3,5
4,0
2,5
4,0
6,5
4,5
7,5
11,5
16,0
9,5
15,0
20,0
30,0
25,0
45,0
110,0




Glossaire

Acide lactique :

Un ¢élément organique. Il se forme dans le muscle durant un effort intense pour produire de
I'énergie. L'acide lactique se retrouve également dans le vin, les produits laitiers et certains

légumes apres fermentation.
Activité osmotique :

La difusion de la matiére mis en évidence lorsque les molécules de solvant traversent une
membrene semi-perméable séparant deux solutions dont les concentrations en soluté sont
différentes ; le transfért global de solvant se fait de la solution la moins concentrée vers la solution

la plus jusqu’a 1’équilibre.
Aérobie :

Qualificatif d’un microorganisme qui a besoin d’oxygene pour se développer. Il peut étre aérobie
strict (condition nécessaire de développement) ou facultatif (peut se développer aussi en I’absence

d’oxygeéne).
Anaérobie :

Qualificatif d’un microorganisme qui se développe en 1’absence d’oxygene. Il peut étre anaérobie

strict ou facultatif.
Anémie aplasique :

Une forme trés rare d’anémie, due a 1’absence de reconstitution des hématies a 1’intérieur de la
moelle osseuse, généralement associée a une insuffisance de régénérescence : des globules blancs

de type granulocytes.
Bactéries telluriques :

Désigne la famille des bacteries qui se trouvent naturellement dans le sol. L’introduction de

certaines d’entre elles dans des plantes peut rentre ces derniéres résistantes aux insectes.



Bactéricide :

Une substance bactéricide est une substance possédant la capacité de tuer des bactéries. Les
propriétés bactéricides sont variables d'une substance a 1'autre. Elles sont directement dépendantes

du spectre d'action du produit bactéricide.
Bactériostatique :

Se dit de tout phénoméne ou de toute substance, notamment antibiotique (tétracyclines,

chloramphénicol, macrolides), capable d'inhiber la multiplication des bactéries sans les tuer.
Beta caroténe :

parfois appelé provitamine A, désigne la forme la plus répandue de caroteéne, c'est-a-dire un
pigment de couleur orange présent dans certains végétaux (carottes notamment) et synthétisée en

vitamine A par le foie lorsque I'organisme en a besoin.
Bourgeonnement :

le mode de reproduction par voie asexuée de certains organismes animaux ou végétaux inférieurs,

comme les micro-organismes.
Bouse :

L'excrément des mammiféres ruminants. Une vache adulte produit en moyenne 12 bouses par

jour (d'environ 3 kg chacune).

Canal galactophore :

Le canal qui conduit le lait a I’exterieur de la glande mammaire.
Caséinates :

Issus de la caséine acide, les Caséinates sont des protéines utilisées pour leurs propriétés
émulsifiantes, moussantes, stabilisantes ou €paississantes, et pour leurs qualités nutritionnelles en

diététique.
Cellules somatiques :

les cellules somatiques présentes dans le lait sont principalement constituées de globules blancs,
lesquels sont produits par la vache pour détruire les bactéries ayant pénétré dans le pis et

responsables de la mammite, ainsi que pour régénérer les tissus endommaggs.



Coagulase :,

Egalement appelée staphylocoagulase, est une enzyme qui permet d'identifier le bacille du

Staphylococcus aureus. Elle a pour particularité de faire coaguler le plasma sanguin.

Colostrum :

Liquide jaunatre sécrété par la glande mammaire les premiers jours suivant l'accouchement, avant

la montée de lait.

Créatine :

Est une molécule dérivée d'acides aminés présente dans l'organisme (muscles, cerveau).
Créatinine :

Une substance issue de la dégradation de la créatine. Elle est fabriquée par le foie, les reins et peut
étre apportée par I’alimentation au niveau des cellules musculaires. Elle n'est finalement qu'un
simple déchet organique, qui doit normalement étre évacué par voie urinaire apres passage par les

reins.

Crémeries :

Magasin ou I'on vend principalement du lait, des produits laitiers, du fromage et des ceufs.
Disparate :

Un ensemble formé d'éléments divers trés dissemblables, qui ne sont pas assortis.

Emulsion :

Suspension de particules trés fines d’un liquide dans un autre, qui normalement ne se mélangent

pas (eau dans la graisse ou graisse dans 1’eau).

Ensilage :

Procédé de conservation de végétaux frais utilisant la fermentation lactique et consistant a les
placer dans un silo ou a les mettre en tas et a les presser apres les avoir hachés. Produit, destiné a
l'alimentation du bétail, conservé par cette méthode (conservation par voie humide). C’est une

méthode de conservation des fourrages alternatifs au foin.



Fermentation :

Transformation que subissent certaines maticres organiques sous l'action d'enzymes sécrétées par

des micro-organismes.

Hormones peptidiques :

Une classe de peptides sécrétés dans le sang qui ont des fonctions endocrines chez les animaux.
Lactoflavine :

Synonyme de vitamine B2.

Lactones :

Nom générique des esters, dont le groupe fonctionnel —CO—O— fait partie d'un cycle. (De
formule générale (CR;),CO—O, les lactones se forment a partir des acides-alcools ou des oxydes-

phénols, ou encore par oxydation ménagée des cyclanones.

Lactosérum :

Liquide obtenu apres coagulation du lait. Il est appelé aussi le petit-lait ou sérum.
Lait de rétention :

Le lait Accumulé dans la mamelle par espacement des traites, blessure, vidange incompléte. Ce

lait de rétention est interdit a la consommation humaine.
Micelles :

Réseau formé par les caséines du lait et des minéraux.
Milieu sélectif :

Un milieu qui permet de sélectionner le type de bactéries qui pourront pousser sur celui-ci, alors

que tous les autres micro-organismes présents sont inhibés.
Ose :

Dans un contexte de culture microbienne un ose désigne une pipette en verre, généralement de

petite taille dont la partie inferieur est fermée a la flamme.

Psychrotrophe :



un micro-organisme adapté et capable de survivre a des basses températures, jusqu'a -5°C et ayant

une température optimale de croissance a 25°C.

Pullulation:
Multiplication rapide et abondante.
Putréfaction :

Processus de décomposition des matieres organiques animales ou végétales sous 1’action de
ferments microbiens, avec production de substances toxiques et de gaz fétides, résultat de ce

processus.
Rincure :

Eau dans laquelle on a rincé de la vaisselle.
Rumen :

Premiére des poches qui constituent l'estomac des ruminants.

Scissiparité :

Mode de division des étres unicellulaires consistant a doubler de longueur, puis a se partager en

deux cellules identiques qui peuvent se séparer, comme le font de nombreuses bactéries.
Solutions colloidales :

Des mélanges (liquide, gel) qui contiennent, en suspension, des particules. Ces particules, ou
objets colloidaux, ont une taille supperieure aux molécules qui les constituent, mais suffisamment

petites pour que le mélange demeure homogéne.

Spore :

Forme cellulaire résistante. Certaines bactéries forment des spores dans des conditions
défavorables. Une fois les conditions favorables retrouvées, la bactérie peut se développer a

nouveau a partir de ces spores.
Stress thermique :

Est une accumulation de chaleur dans l'organisme qui empéche le travailleur de maintenir une
température corporelle normale. Un travailleur qui ne peut pas refroidir son corps par la

transpiration s'expose a de graves troubles dus a la chaleur.



Toxicité chronique :

Effet & long terme pouvant étre relié a un changement dans la croissance, le métabolisme, la
reproduction et la résistance aux maladies ou conduisant a la mort. Désigne souvent des effets qui

se manifestent au cours d’une période au moins €gale au dixiéme de la vie d’un organisme.

Trayon :

Extrémité de la mamelle des femelles laitiéres, de forme cylindrique ou tronconique, permettant

au lait de sortir soit a I'occasion de la tétée, soit par la traite.

Vulnérables :

La vulnérabilité est le caractére de ce qui est vulnérable, fragile, précaire, de ce qui peut étre

attaqué, blessé, endommaggé.



