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Résumé

Le lait posseéde une place importante dans I’alimentation de ’homme car ce dernier peut étre
consommé soit sous sa forme naturelle ou bien transformé (produits laitiers : fromages, yaourts,
crémes etc...).

Qu’il soit consommé cru ou apres avoir subi un traitement thermique, le lait doit subir certains
tests au laboratoire dans le but de confirmer si celui-ci est conforme aux normes ou si au
contraire est altéré ou contaminé dans quel cas il pourrait provoquer une intoxication
alimentaire a celui qui le consomme.

Le but de ce travail est I’analyse microbiologique et physico-chimique d’un échantillon de lait
de vache cru prélevé a partir d’une ferme ainsi que 1’analyse du lait pasteurisé au niveau de la
région de Guelma en se référant aux normes AFNOR et celles citées par le JORA.

Mots clés

Lait cru, lait pasteurisé, analyse physico-chimique, analyse bactériologique, qualité du lait,
normes.



Abstract

Milk has an important place in the human diet because it can be consumed in its natural form
or processed (dairy products: cheeses, yoghurts, creams etc...).

Whether it is consumed raw or after having undergone a heat treatment, the milk must undergo
certain tests in the laboratory in order to confirm if it is in conformity with the standards or if
on the contrary is altered in which case it could cause a food poisoning to the one who consumes
it.

The purpose of this work is the microbiological and physico-chemical analysis of a sample of
raw cow's milk taken from a farm as well as the analysis of pasteurized milk in the region of
Guelma with reference to the AFNOR standards and those cited by the JORA.

Key words

Raw milk, pasteurized milk, physicochemical analysis, microbiological analysis, milk quality,
standards.
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Liste des abréviations :

CF : Coliforme fécaux.

CT : Cliforme totaux.

E.coli : Escherchia coli .

MG : matiere graisse.

PCA: Plate count agar.

pH : potentiel d’hydrogéne.

S.aureus : Staphyloccocus aureus.
UFC : Unité Formant Colonies.

UFT / ml : Unité Formant Colonies par millilitre.
VF : Viande Foie.

VRBL : Violet Red Bile Lactose Agar.

- °D : degré Dornic

- AFNOR : Association Frangaise de Normalisation

- FAO: Food and Agriculture Organization

- FMAT : flore mésophile aérobie totale

- JORA : journal officiel de la République Algérienne.
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Introduction

Le lait et les produits laitiers sont des aliments d'origine animale. Ces derniers sont riches
en protéines, en calcium et en vitamines ce qui leur confére une tres haute valeur nutritionnelle.
(Konte, 1999).

L’ Algérie est le premier consommateur de lait au Maghreb, avec prés de trois milliards de
litres par an. Cet aliment occupe une place prépondérante dans la ration alimentaire des
algériens, il apporte la plus grande part des protéines d’origine animale. Acteur clé de I’industrie
agroalimentaire, la filiére lait connait une croissance annuelle de 8 % en Algérie (Hamiroune.,
et al, 2014).

La consommation algérienne du lait connait une évolution croissante depuis I’Independence,
la poussée démographique ainsi que 1’amélioration du niveau de vie de la population induit une

forte demande de ce produit de base (Remane., et al 2016).

Cela dit, du fait qu’il soit riche en nutriments, il constitue un excellent milieu de culture pour
les micro-organismes, en dégradant ses composants (protéines, lipides, lactose), les
microorganismes peuvent libérer des composés indésirables et entrainer des transformations de

cette matiere premiére (Kizi., et al, 2014).

En effet, le lait est considéré comme étant un milieu biologique complexe, celui-ci est
constitué de tous les composants nécessaires au développement microbien. Sa qualité peut donc
étre affectée en présence de microorganismes. Cette présence microbienne indésirable et cette
contamination peuvent étre dues a plusieurs facteurs (pendant ou apreés la traite). Pour cela,
certaines mesures doivent étre prises en compte afin d’assurer 1’obtention d’un produit de

qualité (Bouarissa., et al, 2020).

L’objectif de ce travail est de vérifier la conformité de la qualité du lait par une analyse
physico-chimique et bactériologique du lait de vache cru de la région de Boumahra Ahmed-
Guelma au niveau de la ferme de Mr.FAIZI et du lait pasteurisé commercialisé au niveau du

marché de la Wilaya de Guelma.
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1. Définition du lait

Le lait est un aliment secrété au niveau des glandes mammaires des mammiferes, c'est un
aliment complet fournissant de I'énergie a celui qui le consomme (nouveau-nés...) (Jeantet.,
et al, 2007).

Il renferme des nutriments essentiels et est une source importante d'énergie alimentaire.
Il contient des protéines et de la matiere grasse et peut donc étre utilisé et transforme en une
variété de produits laitiers (produits fermentés, fromages, cremes, beurre, etc.) (FAO).

Le lait cru ne peut étre conservé pendant de longues périodes du fait qu’il soit un aliment
périssable. Ce dernier est trés vite altérable par les microorganismes en raison de sa composition
. En effet, certaines bactéries sont responsables de la production d'acide lactique a partir du
lactose. De plus, le lait peut contenir des microorganismes pathogénes pour I’homme (Jeantet.,
et al, 2007).

2. Lacomposition du lait de vache

Tableau 1: Composition du lait de vache (Jeantet., et al, 2007).

Composition (g/l) Etat physique des composants

Eau 905 Eau libre plus eau liée (3,7%)
Glucides (lactose) 49 Solution
Lipides 35 Emulsion des globules gras (345
Matiére grasse proprement dite 34 um)
Lecithine (phospholipides) 0,5
Insaponifiable (stérol, caroténes, tocophérols) 0,5
Protéine 34 Suspension micellaire phosphoca-
Caséine 97 séinate dg calcium..(0,08 ao, 1_2
Um) Solution (colloidale) Solution
Protéine « solubles « (globuline, albumines) 2,5 (vraie)
Substance azotée non protéiques 1.5
Sels 9 Solution ou état colloidal
Acide citrique (en acide) 2
Acide phosphorique (P203) 2,6
Acide chlorhydrique (NaCl) 1,7
Constituants divers Traces

(Vitamines, enzymes, gaz dissous)

Extrait sec total 127

Extrait sec non gras 92




2.1. L’eau

Proportionnellement, I'eau est I'ingrédient le plus important du lait. L'existence du
dipdle et du double pic d'électrons libres le rend polaire. Cette caractéristique de polarité lui
permet de former de vraies solutions avec des substances polaires telles que les glucides,
les minéraux et les protéines, telles que des solutions colloidales avec des protéines.
(Vignola, 2002).

-.0¢ doublets
\ i d'électrons libre

(non liants)

Figure 1 : structure polaire de I'eau(Vignola,2002).

2.2. La matiere grasse du lait

La teneur en matiére grasse du lait varie entre 3,3 et 4,7% (p/p), selon la variété, le stade de
lactation, la saison, etc. La matiere grasse du lait se présente principalement sous forme de
globules gras d'un diamétre compris entre 0,2 et 15 pum. Environ 75% des globules gras ont une
taille inférieure & 1 um, mais représentent moins de 10% du volume total de la matiere grasse
laitiere. De méme, le nombre de globules gras de plus de 8 um est trés faible, représentant
moins de 3% de ce volume. Par conséquent, il a été constaté que prés de 90% de la matiére
grasse du lait est contenue dans les globules gras et que la taille des globules gras varie entre 1
et 8 um.

Le diamétre moyen des globules gras est d'environ 4 pm. Le cceur du globule gras contient
presque tous les lipides neutres, tandis que la membrane du globule gras est composeée de lipides
complexes, mais aussi de protéines (Jeantet., et al, 2007).



Tableau 2: La composition moyenne de la matiére grasse du lait de vache (Chrisitie,1995).

Classes de lipides

pourcentage des lipides totaux (%6)

Triacylglycérols 97,5
Diacylglycérols 0,36
Monoacylglycérols 0,027
Acides gras libres 0,027
Phospholipides 0,6
Vitamines liposolubles 0,01
Cholestérol 0,31
Caroténoides 0,008
Hydrocarbures Traces




Tableau 3: Les principaux acides gras de la fonction lipidique du lait de vache (*) (Alais., et

al, 2008).
Catégories Nombre | Proportion | Etat physique a
g;atomes (% du total) 20°C
carbone
l. Acide gras saturés
CHs-(CH2)n2-COOH Butyrique Cs 344 (tr) Liquide
A Volat.ils .solubles Caproique Ce 2ab5(tr) Liquide
B. Yolatlls insolubles Caprylique Cs 1a1,5(tr) | Liquide-solide
C. fixes Caprique Cuo 2(2) Solide
Laurique Cis 3(8) Solide
Myristique Cu 11 (10) Solide
Pentadécanoique Cis 1,5 Solide
Palmitique Cis 25 a 30 (23) | Solide
Stéarique Cis 12 (7) Solide
Arachidique C20 0,2 Solide
Il. Acide gras insaturés
A. Monoénes CHs-(CH2),- | Palmitoléique Cis 2 (5) Liquide
CH=CH-(CH,),-COOH Oléique Cis 23 (35) Liquide-solide
Vaccénique (trans) Cis 2a3 Solide
B. Polyinsaturés non | Linoléique Cis 2 (8.5) Liquide
conjugues o —linoléique Cia 0,5 (2) Liquide
E:CHT:%_&()::-CHZ-CH:CH- Arachidonique C20 0,3 Liquide
C. Polyinsaturés conjugués Diéne Cis 0,8 Liquide
-CH>-CH=CH-CH=CH-CH3--- Triéne et tétraéane Cis Tr Liquide

COOH

(*) entre parentheses, quelques moyennes (moins significatives) pour le lait humain ; (tr) :

traces




2.2.1. La matiere grasse laitiére
La matiere grasse laitiere se caractérise par :

- une forte proportion en acides gras a courte chaine (chaines carbonées de 4 a 10 carbones)
synthétisés a partir de 1'acétate et du - hydroxybutyrate produits par les microorganismes lors
de la deégradation de la cellulose dans le rumen. Ces acides gras sont préférentiellement
estérifiés en position Sn3 des triacylglycérols. Ils sont facilement libérés par I'action des lipases
naturelles du lait ou des lipases microbiennes et participent activement a I'aréme des produits
laitiers.

- une forte proportion d'acides gras saturés (a 14, 16 et 18 atomes de carbone) dont une partie
provient de I'nydrogénation dans le rumen des acides gras insaturés d'origine alimentaire ;

-des acides gras insaturés qui proviennent soit de I’alimentation, soit de la désaturation des
acides gras saturés par la A9 - désaturase dans les cellules épithéliales ;

- des acides gras insaturés dont les doubles liaisons sont en configuration trans et/ou conjugués
qui proviennent de I'nydrogénation des acides gras contenus dans la ration alimentaire par les
microorganismes ;

- la présence d'acides gras d'origine bactérienne (acides gras a nombre impair de carbones,
acides gras branchés) (Jeantet., et al, 2007).

2.3. Les protéines du lait

Le lait contient de 3,2% a 3,5% (p/p) de protéines, divisées en deux parties différentes :
-la caséine : celle-ci précipite a pH 4,6 et représente 80% des protéines totales.
-les protéines sériques : étant solubles a pH 4,6. Elles représentent 20% des protéines totales.

L'industrie a utilisé cette propriété de précipitation différentielle pour préparer de la caséine
acide. La caseine est organisee sous forme de micelles, et la participation d'éléments minéraux
colloidaux se fait principalement sous forme de phosphate de calcium (Jeantet., et al, 2007).

2.3.1 Lacaséine

Le terme caséine fait référence a un mélange hétérogéene de protéines phosphorylées. Est
de petite taille. L'abondance de ces protéines dans l'acide aspartique et I'acide glutamique et
dans les ions phosphate donne au complexe protéique une acidité (Lafitedupont, 2011).
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Figure 2: Micelle de caséine et sous micelle de caséine (vignola, 2002).

La caséine (aj, a, B, K) est présente dans le lait dans des proportions de 37, 10, 35 et
12% (p/p) respectivement et est synthétisée par 4 génes différents. L'existence de nombreuses
variantes dues a des différences de polymorphismes génétiques et a des modifications post-
traductionnelles (phosphorylation, glycosylation) augmente la diversité des protéines.

La caséine est une petite protéine d'un poids moléculaire de 19 a 25 kDa. Ils ont une
proportion elevée d'acides aminés non polaires et une distribution inégale des acides aminés
chargés (tableau 4), ce qui les rend amphipathiques (Jeantet., et al, 2007).

Tableau 4: Composition en acides aminés des caséines du lait (Jeantet., et al, 2007).

Caseine

o1(B) o2(A) B(A) K
Asp 7 4 4 4
Glu 24 25 18 13
Asn 8 14 5 7
Gln 15 15 21 14
Thr 5 15 9 14
Ser 8 6 11 12
Serp 8 11 5 1
Pro 17 10 35 20
Gly 9 2 5 2
Ala 9 8 5 15
Val 11 14 19 11




Ile 11 11 10 13
Leu 17 13 22 8
Phe 8 6 9 4
Tyr 10 12 4 9
Met ) 4 6 2
Cys 0 0 0 Oou?2

Cystine/2 0 2 0 20u0

Lys 14 24 11 9
His 5 3 5 3
Arg 6 6 4 5
Trp 2 2 1 1

Total 199 207 209 169

2.4. Les minéraux du lait

Le lait est trés riche en minéraux divers : Calcium, phosphore, sodium, potassium,
chlore, magnésium, zinc, fer, sélénium ...etc. Le plus abondant étant le calcium,

Le lait de vache contient des minéraux dont les deux tiers sont retrouvés sous forme
colloidale, ce qui joue peu sur la pression osmotique (Lafitedupont, 2011).

Tableau 5: Composition minérale du lait de vache (Gaucheron, 2005).

Minéral Concentration (mg - kg =) Concentration (mmol - kg 1)
Calcium 1043-1283 26-32
Magnésium 97-146 4-6
Phosphate inorganique 1805-2185 19-23
Phosphore total 930992 30-32
Citrate 1323-2079 7-11
Sodium 391-644 17-28
Potassium 1212-1681 31-43
Chlorure 772-1207 22-34




2.5.Les vitamines du lait

Les vitamines sont des substances essentielles car elles participent aux réactions
enzymatiques en tant que cofacteurs et participent également a 1'échange a 1’échelle des
membranes cellulaires.

L’organisme de I’homme ne peut les synthétiser et doivent donc lui étre fournis via
I’alimentation (ou elles sont présentes en tres faibles quantités)

Tableau 6: Teneur moyenne des principales vitamines du lait (vignola,2002).

Vitamines Teneur moyenne

Vitamine liposoluble : 40ug/100 ml

Vitamine A (+ carotenes)

Vitamine D 2,41g/100ml
Vitamine E 100pg/100ml
Vitamine K Sug/100ml

Vitamines hydrosolubles :

Vitamine C (acide ascorbique) 2mg/100ml

Vitamine B1 (thiamine) 45ug/100ml
Vitamine B2 (riboflavine) 175 pg/1 00ml

Vitamine B6 (pyridoxine) 50pg/100ml
Vitamine B12 (cyanocobalamine) 0,45 pg/1 00ml

Niacine et niacinamide 90pg/100ml
Acide pantothénique 350pg/1 00ml

Acide folique 5,5ng/100ml

Vitamine H (biotine) 3,5ng/100ml

2.6. Les enzymes du lait
2.6.1 La lactoferrine ou LF

La lactoferrine bovine est une glycoprotéine de 80 000 Da. Elle est constituée de 689 acides
aminés et de 7,2 % de glucides (Lafitedupont, 2011).

Cette protéine contient au sein de sa structure tous les acides aminés naturels.

Cette enzyme posséde plusieurs fonctions : activité antimicrobienne, immuno-modulatrice,
effet anti-tumoral, absorption du fer et croissance osseuse (Pierce., et al, 2009).



2.6.2. La lactoperoxydase ou LP

La lactoperoxydase est une enzyme présente naturellement dans le lait (FAO., OMS,
2005).

C'est une glycoprotéine composée de 612 acides aminés et de 78000 Da, elle posséde un
héme lié a la partie protéique par des liaisons disulfures. Cette enzyme possede sept liaisons
disulfures et un atome de fer par molécule. Sa teneur dans le lactosérum est de 0,070 g/L

Cette derniére possede un role bactériostatique en présence de peroxyde d’hydrogene et
de thiocyanate, I’activation du systéme LP retarde la croissance des bactéries psychrotrophes
(Lafitedupont, 2011).

2.7. Les glucides
La majorité des glucides possédent la formule chimique suivante Cn(H20)n

Le lait contient des glucides libres (principalement du lactose) ainsi que des glucides liés aux
protéines (Fernane, 2017).

CH,OH CH,OH
H O H
H
OH H
OH
H  OH H OH

Figure 3: La structure biochimique d’une molécule de lactose.
3. Lamicrobiologie du lait

Le lait (pH= 6,5) est un milieu favorable a la croissance des microorganismes. En effet, il
permet aux bactéries, aux levures et aux moisissures de s’y développer. C'est donc une denrée
trés périssable (Nouale, 2001), ceci est dl a la richesse de sa composition en matiére grasse, en
lactose, en protéines, en minéraux, en vitamines et en eau (a 87 %) le rendant susceptible d’étre
altérer et attaqué par différents types de microorganismes (Guiraud, 2003).

Le lait ne doit pas contenir de bactéries pathogenes. Leur présence peut y représenter une
menace pour la santé du consommateur.

A sa sortie du trayon, le lait est généralement de bonne qualité mais commence aussitdt a se
dégrader dd a I'action des bactéries pouvant provenir de différentes sources de contamination
(vignola, 2002).

3.1.0rigines des micro-organismes

En domaine alimentaire, il existe trois sources possibles di a la présence de
microorganismes dans un aliment. 1ls sont soit :

- Préexistants dans les matiéres premiéeres ou dans la manipulation ou la transformation des
aliments.

-Ajoutés accidentellement lors de la transformation ultérieure des aliments.
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-Ajoutés volontairement (Naouale, 2001).
3.2.La flore originale

Lorsque le lait provient d'animaux sains et est collecté dans des conditions stériles, sa
teneur est inférieure a 5000 UFC/mI. Les protozoaires des produits laitiers sont définis comme
étant lI'ensemble des micro-organismes présents dans le lait a la sortie de la mamelle. Ces
microorganismes sont plus ou moins étroitement liés a des facteurs tels que I'alimentation, la
race...etc (Kabir, 2015).

Le lait extrait d'animaux sains (moins de 1000 germes/ml), contient trés peu de micro-
organismes.

Il s'agit principalement de bactéries saprophytes : Micrococcus lactis (Lactococcus sp) et
Lactobacillus. Le lait cru confere aux bactéries une protection en inhibant des substances
appelées "protéines du lait”, mais leur effet est trés court (environ 1 heure).

D'autres microorganismes pathogenes peuvent également étre retrouvés dans le lait : ceci étant
dd a des pathologies liées aux bovins telles que les mammites (infections au niveau des
mamelles) induisant la présence de Streptococcus pyogenes, Corynebacterium sp dans le lait.
Staphylococcus aureus peut étre également présent en cas de mammites. Il peut aussi s'agir
d'une infection systémique bactérienne, qui peut pénétrer dans le lait maternel sans anomalie
mammaire.

Le lait peut également contenir des bactéries telles que : Salmonella sp ; Brucella sp (causant
la fievre de malte), et exceptionnellement Listeria monocytogenes (agent de la listériose);
Mycobacterium sp (agant de la tuberculose), Bacillus anthracis (responsable de la maladie du
charbon), Coxiella burnetti (agent de la fievre Q « Query fever ») et quelques virus.

Les germes banaux du pis ne présentent pas de danger sanitaire mais peuvent se développer
abondamment dans le lait. Les autres peuvent étre responsables de maladies ou d'intoxications
graves qui sont généralement limitées par la surveillance vétérinaire (Guiraud, 2003).

Tableau 7: La flore originale du lait cru (Bachtarzi, 2012).

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

Streptococcus sp ou Lactococcus sp <10
Gram négatif <10

3.3.La flore de contamination

La flore de contamination est I'ensemble des microorganismes ajoutés au lait, de la récolte
jusgu'a la consommation.

Elle peut étre constituée :
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- D'une flore d'altération, qui causera, dans ce cas, des défauts sensoriels ou qui réduira
la durée de conservation des produits.

- D'une flore pathogene capable de provoquer des malaises chez les personnes
consommant ces produits laitiers. On considére comme flore d'altération et pathogéne
du lait I'ensemble des microorganismes qui s'ajoutent au lait extrait du pis de la vache.

Remarque : La contamination a I'étable reste la plus importante de toutes (kabir, 2015).

La présence de microorganismes indésirables dans le lait peut étre due a différentes sources de
contamination :

- Les féces et les téguments de I’animal induisent la présence des: Coliformes, des
entérocoques, de Clostridium sp, et éventuellement la présence des entérobactéries pathogéenes
(Salmonella sp, Shigella sp, Yersinia sp), etc.

-Le sol : Streptomyces sp, Listeria sp, les bactéries sporulées, les spores fongiques, etc.

-La litiére et 1’alimentation induisent la présence de la flore banale variée, en particulier les
lactobacilles, Clostridium butyricum (ensilage).

- L’air et I’cau induisent la présence de flores diverses dont Pseudomonas sp, les bactéries
sporulées, etc.

- L’équipement de traite et de stockage du lait peut induire la présence de microcoques, de
levures et de la flore lactique (Streptococcus sp, Lactococcus sp, Enterococcus sp), Leuconostoc
sp, etc. Cette flore étant souvent spécifique d'une usine.

-Le manipulateur : Présence des staphylocoques (dans le cas d’une traite manuelle). Ce dernier
peut également contaminer le lait par des germes provenant d'expectorations, de contaminations
fecales, etc.

- vecteurs divers (insectes en particulier) : Contamination par des germes fécaux.

D’un point de vue sanitaire, certains de ces microorganismes sont inoffensifs, d’autres peuvent
seulement provoquer une altération-détérioration de la qualité du lait, tandis que d’autres
peuvent étre dangereux pour le consommateur en cas d’ingestion (Guiraud, 2003).

-Contamination au cours du transport : La collecte et le transport sont effectués par des
camions-citernes réfrigérés qui récoltent régulierement le lait a la ferme. Ces derniers doivent
respecter certaines normes afin de fournir un lait de bonne qualité. Une mauvaise réfrigération
pendant le transport entraine une baisse de la qualité, ce qui aura un impact majeur sur la qualité
du lait et entrainera également des pertes économiques (bachtarzi, 2012).

L'ajout volontaire : Certains aliments, comme le yaourt, sera inoculé par "fermentation™, les
bactéries le plus souvent utilisées sont les bactéries lactiques (Naouale, 2001).

3.4.Les germes de contamination du lait
3.4.1. Laflore mésophile aérobie totale (FMAT)

La flore mésophile aérobie totale est un groupe de micro-organismes capables de se reproduire
dans l'air a des températures modérées. Leur température optimale de croissance se situe entre
25 et 40°C (Gassama, 2002).
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3.4.2. Les coliformes totaux et les coliformes fécaux
3.4.2.1.Les coliformes totaux (CT)

Sont traditionnellement définis selon leurs caractéristiques phénotypiques, par exemple, la
capacité a fermenter le lactose en produisant du gaz et un acide, qui se caractérisent comme suit
: anaérobies facultatifs, Bacilles Gram négatif, non sporulés, lactose fermenté en 48 heures a
35°C avec production de gaz et d’acide (santé Canada)

3.4.2.2.Les coliformes fécaux

Selon P’Institut national de la santé publique du Québec : Les coliformes fécaux, ou
coliformes thermotolérants, forment un sous-groupe des coliformes totaux capables de
fermenter le lactose a une température de 44,5 °C.

2.4.3. Escherichia coli

Le genre Escherichia appartient a la famille des entérobactéries et tire son nom du fait qu'il soit
souvent isolé a partir du tube digestif et/ou des excréments des mammiféres. Les entérobactéries
sont un grand groupe de bactéries rencontrées quotidiennement en bactériologie médicale
(Barka, 2012).

La famille des Entérobactéries se définit par les caracteres suivants :

-Bacilles a Gram négatif (2 a 4 um de long sur 0.4 a 0.6um de large)

-Immobiles ou mobiles grace a des flagelles disposés de maniére péritriche

-Poussent sur milieu ordinaire ; aérobies-anaérobies facultatifs ; réduisent le nitrate en nitrite

Ont une réaction d’oxydase négative ; utilisent le glucose par voie fermentaire (Barka, 2012).
2.4.4. Staphylococcus aureus

Les staphylocoques sont des organismes peu exigeants, ils ont un métabolisme aérobie facultatif
et sont faciles a cultiver sur des milieux de culture ordinaires au laboratoire a 37°C. Ces
bactéries présentent une activité catalasique, ce qui les distingue des streptocoques (Bergon,
2016).

S. aureus est une bactérie sphérique (coquille). Sous microscope optique, les cellules
apparaissent sous formes de grappes de raisin (Accarias,2014).

2.4.5. Enterococcus sp

Ce sont des bactéries a Gram positif, non sporulées, qui se présentent sous forme de cocci isolés.
Ce sont des anaérobies aérotolérants caracterisés par une oxydase et une catalase négative.

Leur température d’incubation est de 35°C, bien que la plupart des espéces de ce genre puissent
croitre a des températures allant de 10 a 45°C (Isnard, 2017).
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2.4.6. Salmonella sp

les salmonelles sont des bacilles Gram négatif non sporulés, proche d’Escherichia coli, dont la
mobilité propre est assurée par des flagelles péritriches (a 1’exception de S. gallinarum qui n’en
possede pas)

Ce sont des aéro-anaérobies. Ces batonnets de 2 a 3 um de long sont des bactéries mésophiles,
ces bactéries réduisent les nitrates en nitrites ; sont oxydase négative et peuvent se contenter de
citrate comme source de carbone. Sur milieu TSI, cette bactérie est connue pour fermenter le
glucose uniquement avec production de gaz ; la synthése d’HoS étant réalisée par certaines
souches en particulier (David, 2009).

2.4.7. Les Clostridies sulfito-réductrices

Selon le journal officiel de la république algérienne 2013 : Clostridium sp est une bactérie
appartenant a la famille des Bacillaceae. Cette derniére est anaérobie stricte, sporulée et est
sulfito-réductrice (réduit le sulfite en sulfure d’hydrogéne)

2.4.8. Listeria monocytogenes

Selon I’anses : Listeria monocytogenes est responsable de la listériose, une maladie qui touche
aussi bien I’homme que les animaux.

Le genre Listeria comporte a ce jour 21 espéces mais seules 2 espéces sont pathogénes pour
I’homme et les animaux dont L.monocytogenes.

L. monocytogenes est un petit bacille (0,5 - 2 um x 0,5 um), Gram positif, isolé ou en chainettes,
mobile entre 20 et 25°C et immobile a 37°C. non sporulé. Anaérobie facultative et micro-
aérophile, catalase positive (exceptées de rares souches).

Cette bactérie hydrolyse I’esculine, est oxydase négative et fermente de nombreux glucides sans
production de gaz.

2.4.9. Mycobacterium bovis

Les mycobactéries se présentent sous forme de batonnets droits ou Iégérement incurvés (0,2-
0,6 x 1,0-10um), non mobiles et ne sporulant pas. Les colonies observées sont de couleur
blanche a créme, voire jaune a orangée pour les mycobactéries productrices de pigments. Elles
fixent difficilement la coloration de Gram, et bien qu’elles soient apparentées aux bactéries
Gram +, leur qualification exacte est « Bacilles Acido-Alcoolo-Résistants (BAAR) » car lors
de la coloration, leur enveloppe particuliére résiste a la décoloration a I’alcool et a 1’acide.
(Barbier, 2016).

Mycobacterium bovis est I'agent causal de la tuberculose bovine. Cependant, il peut également
provoquer des cas de tuberculose chez I'homme et d'autres mammiféres (Hauer, 2015).

2.4.10. Bacillus sp

Les bactéries du genre Bacillus sont des bactéries aérobies sporulantes trés répandues dans le
sol, I'eau naturelle et I'air, ou elles participent a diverses transformations chimiques. Ce sont des
batonnets de tailles diverses qui forment des colonies de formes variées. Leur capacité a former
des spores leur permet de résister aux conditions défavorables.
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Ils sont a Gram positif en phase exponentielle de croissance, la plupart des catalases sont
positives, I'oxydase est positive ou négative, aérobies ou anaérobies facultatifs, psychrophiles,
mésophiles ou thermophiles, immobiles ou périphériques. Les cils capillaires bougent. Ils sont
hétérotrophes et tirent leur énergie a partir de divers composés organiques par fermentation ou
par respiration. (Sawadogo, 2013).

2.4.11. Brucella sp

Brucella sp est une bactérie cocci Gram négatif d'une taille de 0,6 4 1,5 um x 0,5 & 0,7 pum,
immobile, asporulée et acapsulée.

Ces bactéries sont catalase, oxydase et de la nitrite réductase positives. La plupart des espéces
peuvent hydrolyser I'urée. Brucella peut survivre pendant des semaines voire des mois en
environnement, ainsi que dans certains aliments (la viande et les produits laitiers) (Holzapfel,
2018).

Selon I’anses, Brucella est l'agent causal de la brucellose : une maladie infectieuse et
contagieuse chez les animaux et pouvant étre transmise a I'homme.

2.4.12. Les levures et les moisissures
2.4.12.1. Les levures

Les levures sont des micro-organismes eucaryotes, non photosynthétiques, chimiquement
hétérotrophes et des champignons unicellulaires immobiles. Les cellules de levure sont les
organes végétatifs les plus simples. Elles n'ont pas de racines ou de tiges, pas de branches
ressemblant a des feuilles. Leur morphologie est importance en taxonomie. Les alvéoles sont
généralement ovales ou sphériques, et parfois cylindriques, allongées, pointues ou de formes
plus spécifiques : ovale, en bouteille ou en citron (Hanseniaspora sp) Elles mesurent environ
20 um de long et 1 a 1 de large. La levure sont plus volumineuses comparées aux bactéries (100
fois plus) (Hencké, 2000).

2.4.12.2. Les moisissures

Les moisissures sont des champignons microscopiques, ubiquistes a croissance filamenteuse
qui regroupent des milliers d’especes. Ce sont des saprophytes dont le role est de dégrader la
matiére organique morte ou parfois vivante (Salimi, 2011).
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3. Les facteurs de variation de la qualité du lait cru :

Facteurs de variation de la qualité
du lait cru

|

C

)

Facteurs intrinséques

Facteurs extrinseques

—

-Facteurs génétiques
-Stade de lactation

-Age et numéro de lactation

@son/climat \

-Pratiques d’¢élevage

1-Pratiques hygiéniques

1.1. Traite

1.2. Propreté des animaux

1.3. Machine a traire

1.4. Litieres

1.5. Action du froid

2-Pratiques alimentaires

2.1. Niveau d’apports énergétiques
2.2. Niveau d’apports azotés

2.3. Rapport TB/TP

2.4. Rapport fourrages/concentrés

2.5. Nature des aliments

QPrésentation et distribution de la ration /

Figure 4: Schéma récapitulatif des principaux facteurs de variation de la qualité du lait cru.

(Kaouche, 2019).
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Chapitre 11 ;

Matéeriel et méthodes




1. Matériel et méthode :
1. Echantillonnage

Pour le lait de vache cru : un échantillon a été prélevé lors de la premiére traite matinale
au niveau de la région de Boumahra Ahmed a Guelma.

Pour le lait pasteurisé : Un sachet de lait entier pasteurisé de la marque Safia récemment
commercialisé (au niveau de la wilaya de Guelma) a été utilisé pour les analyses au laboratoire.

-Pour le prélevement, des flacons propres et stérilisés (a col large) ont été nécessaires. Ces
derniers ont été préalablement stérilises au four Pasteur (180°C pendant 1h).

-Une fois le prélevement réalise, les flacons sont maintenus a 4°C pendant le transport en
direction du laboratoire.

L’analyse des deux types de lait a été réalisée au mois d’avril :

4 prélévements ont été réalisés pour I’analyse du lait cru mais un seul a été€ retenu pour 1’analyse
au laboratoire.

De maniére générale, la qualité hygiénique de la ferme est bonne et les vaches sont propres et
bien entretenues.

3. Qualité physicochimique du lait

Pour l'analyse physicochimique des deux types de laits étudiés, le lactoscan ULTRASONIC
MILKANALYSER a été utilisé pour la mesure des parametres suivants :

e Le pH, latempérature, la densité, la matiere grasse, le taux de lactose, de protéines, le
point de congélation, les sels minéraux, la matiére séche, la quantité d'eau, et la
conductivité.

Figure 5: Lactoscan ULTRASONIC MILKANALYSER.
3.1. Mesure de I’acidité titrable

Le lait de vache est 1égérement acide en ce sens qu’il faut lui ajouter une solution basique
pour le neutraliser, plus précisément pour entrainer le changement de couleur d’un indicateur
coloré. L acidité du lait est une acidité de titration.

L’acidité du lait est exprimée en degré Dornic sachant que :
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1 °D = 0,1 g d’acide lactique par litre de lait (Mathieu, 1998)

L’acidité titrable est mesurée par titrage avec une solution d’hydroxyde de sodium (NaOH)
de normalité N/9 en utilisant également de la phénophtaléine (a 1%) comme indicateur coloré.

Les résultats sont exprimés en degré Dornic (AFNOR 1980).

- Laquantité de lait analysée est égale a 10 ml.
- Maesure de la quantité¢ d’NaOH nécessaire pour neutraliser 1’acide lactique
- Déduire la valeur de I’acidité :  Ca Va=Cp Vb

Ca= CaVu/Va
Ca=Cpx10
4. Qualité microbiologique

L’analyse microbiologique permet la recherche et la caractérisation des microorganismes
pathogénes potentiellement présents dans le lait cru et le lait pasteurise.

Les bactéries ayant été recherchées sont les suivantes :
- La flore mésophile aérobie totale (FAMT)

- Les coliformes totaux et les coliformes fécaux
- Escherichia coli

- Staphylococcus aureus

- Enterococcus sp

- Salmonella sp

- Clostridium sulfito-réducteur

- Les levures et les moisissures

Etape 1 : Préparation de la gamme de dilution
- Diluant utilisé : Tryptone sel (TSE)

-Prés du bec Bunsen, 7 tubes a essai stériles sont tout d’abord remplis de 9 ml de diluant
préalablement préparé et stérilisé afin d’obtenir une gamme de dilution allant de 10 4 107

- 1 ml de I’échantillon initial est prélevé aprés homogénéisation et introduit dans le premier
tube (dilution 102).

- a partir de la premiere dilution, 1ml est prélevé avant d’€tre introduit dans le second tube de
la gamme de dilution (107?).

L’opération est répétée jusqu’a obtenir la derniere dilution.
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4.1. Recherche de la flore mésophile aérobie totale (FAMT)
Le mode opératoire cité ci-dessous est extrait de la norme suivante : NF V 08-051.

A. Le milieu utilisé : La gélose PCA
B. Mode opératoire

Ensemencement de 2 boites par dilution.

Pour chaque dilution :

Un ensemencement par incorporation dans la masse et en double couche est réalisé soit :

1 ml est prélevé et introduit dans une boite de pétri vide avant 1’ajout de 12 ml de gélose PCA.

L homogénéisation du contenu de la boite est réalisée par des mouvements en forme de 8 avant
I’ajout final de 8 ml de milieu de culture.

Une fois solidifiées, les boites sont ensuite incubées entre 24 et 72h a 30°C.

C. Incubation:24a72ha30°C
D. Lecture des résultats : Réalisée tous les jours (3 lectures) (voir figure 6).
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[ 9 ml de bouillon TSE dans chaque tube ]
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Figure 6: Recherche de la flore mésophile aérobie totale (FAMT).
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4.2. Recherche et dénombrement des coliformes totaux et des coliformes fécaux
Le mode opératoire cité ci-dessous et extrait de la norme suivante : NF VV08-051.

A. Le milieu utilise
Pour la recherche et dénombrement des coliformes présents dans le lait, le milieu de
culture utilisé est la gélose VRBL (gélose lactosée biliée au cristal violet et au rouge
neutre).

B. Mode opératoire

Pour chaque dilution : 2 séries de 2 boites sont ensemencees

Pour chaque dilution, 4 boites de pétri sont ensemencées de la méme maniére que celle
ensemencées pour la recherche de la FMAT (soit un ensemencement par incorporation dans la
masse et en double couche).

Deux d’entre elles sont destinées a la recherche des coliformes totaux, tandis que les deux autres
sont destinées a la recherche des coliformes fécaux.

C. Incubation
Pour les coliformes totaux : incubation de deux boites par dilution a 30°C durant 24-48-72h.
Pour les coliformes fécaux : incubation de deux boites par dilution & 44°C durant 24-48-72h.
D. Lecture des resultats
Réalisée tous les jours (3 lectures)

La figure ci-dessous résume toutes les étapes de la manipulation.
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[ 9 ml de bouillon TSE dans chaque tube ]

1mi 1mi 1ml 1ml 1mil iml 1mil
AN < AN
MNe— N—— MN— 1] MN— 1] Ne—

=

U  — Y ! U T~

101 ] ( 1072 ] ( 103 ] [ 10 10° ] [ 106 ] 10”7 ]

1mI@
— ¢ 4 4 4 I 1

e R S— ) S— R S— R S— . S—
é l'{ Dans chaque boite ajout de 12 ml de gélose VRBL F —

7

{ Apreés refroidissement : ajout de 4 ml de gélose VRBL J @

Gélose Incubation des coliformes totaux a 30°C, et des coliformes fécaux a 44°C
VRBL
Figure 7: Recherche des coliformes totaux et des coliformes fécaux.

4.3. Recherche d’Escherichia coli

o9 n.on 0o 4

— e o = 0 0 =
=l |

e Milieu de culture
utilisé

Le milieu de culture utilisé : gélose Mac Conkey.

e Mode opératoire
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La recherche du sérotype pathogene d’Escherichia coli est réalisée a partir de la culture positive
des coliformes fécaux,

- Six colonies environ sont prélevées a partir de la culture des coliformes fécaux et sont
repiquées sur gélose Mac Conkey (ensemencement par épuisement)

e Incubation
18-24h a 35°C.
e Lecture des résultats
Apreés 24h d’incubation.
e Confirmation de I’espéce E. coli
E.1l. La confirmation de I’espéce est réalisée par coloration de Gram
e Etapes
- préparation d’un frottis bactérien

Sur une lame propre, une colonie bactérienne bien isolée est prélevée a 1’aide d’une anse a
boucle et est déposée sur la lame.

Une goutte d’eau distillée est ensuite ajoutée avant 1’homogénéisation et la répartition des
cellules sur la lame.

Les cellules sont finalement fixées a la chaleur du bec Bunsen.

Coloration

- Coloration au violet de Gentiane (1min), rincer a I’eau,

- Mordancage : Fixation du colorant par le lugol (1min), rincer a 1’eau,
- Décoloration a I’alcool, rincer a ’eau,

- Recoloration a la fuchsine (30 sec), ringage a I’eau, séchage.

e Observation microscopique

Observation sous microscope aprées dépot d’une goutte d’huile de ceédre sur la lame (Objectif x
100 a I’'immersion).

E.2. Test de I’oxydase

Ce test a pour rdle la recherche de I’enzyme cytochrome C-oxydase chez les bacilles a Gram
négatif qui produisent ou non cette enzyme, telles que Neisseria sp et Pseudomonas sp.

e Principe

En présence de cytochrome oxydase chez la bactérie, le composé NN-diméthyl-
paraphényléne diamine (incolore) forme un composé coloré en bleu apres oxydation en
présence d’oxygene ambiant.

e Méthode
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A T’aide de pinces un disque d’oxydase est placé sur une lame porte objet. Une colonie bien
isolée est prélevee et est déposée sur le disque.

L’apparition d’une coloration violette dans un délai ne dépassant pas les 10 secondes indique
la positivité du test

e |ecture
Réaction positive : coloration bleu foncé a violette apparaissant dans un délai de 10 secondes.
Réaction négative : absence de coloration ou coloration au-dela de 10 secondes.
E.3. Teste de la catalase

Ce test permet, en présence de peroxyde d’hydrogéne (H202), de confirmer si une bactérie
posséde I’enzyme catalase permettant la décomposition du peroxyde d’hydrogeéne en H20O et en
0o.

e Technique
Sur une lame propre et séche : une goutte d’eau oxygénée y est déposée.

Une colonie bactérienne est ensuite prélevée a 1’aide d’une pipette Pasteur boutonnée et mise
en contact avec I’H20,.

e Lecture
La positivité du test est indiquée par la formation instantanée de bulles gazeuses.
4.4. Recherche de Staphylococcus aureus
Le mode opératoire cité ci-dessous et extrait de la norme suivante NF V 08-057-1.
A. Milieu de culture utilisé
La gélose Baird Parker additionnée de jaune d’ceuf et de tellurite de potassium.

Remarque : pour ce travail, les additifs n’ont pas été ajoutés au milieu en raison de leur absence
en laboratoire.

B. Mode opératoire
Ensemencement d’une boite par dilution.
C. Incubation

37°C pendant 24 — 48 h

D. Lecture des résultats
La lecture est réalisée une fois par jour.

En présence des additifs : les colonies recherchées auraient été : noires, brillantes, convexes,
entourées d’une zone transparente.

Etant donné 1’absence des additifs : les colonies recherchées sont de couleur blanche.
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La figure suivante présente la méethode approuvée pour cette recherche.
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1 ml & partir de
m chaque dilution
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Figure 8: Recherche de Staphylococcus aureus.
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4.5. Recherche d’Enterococcus sp
A. Milieu de culture utilisé

Bouillon de Rothe (test présomptif) et milieu Litsky (test confirmatif).
B. Mode opératoire

Pour chaque tube de dilution : ensemencement de 3 tubes sur le bouillon de Rothe.
C. Incubation

Incubation 24-48 h & 37°.
D. Lecture des resultats

La dégradation du milieu et indiquée par la formation d’un trouble.

Remarque : tous les tubes positifs sont soumis a un test confirmatif sur milieu « Litsky ».
E. Test confirmatif

Chague tube positif est repiqué sur milieu Litsky, et incubé a 37°C durant 24 a 48h.

Lecture des résultats : La présence des entérocoques est indiquée par un trouble ou par la
formation d’un dép6t violet au fond du tube.

Le protocole suivi est schématisé dans la figure suivante.
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[ 9 ml de boillon TSE dans chaque tube ]
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Bouillon Incubation 24-48 h a4 37°C

de Rothe

.

U

Chague tube positif est repiqué
milieu Litsky en utilisant une anse a
boucle

[ Incubation 24-48h a 37°C J

Figure 9: Recherche et dénombrement d 'Entrerococcus Sp.
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4.6. Recherche de Salmonella sp

Le mode opératoire cité ci-dessous et extrait de la norme suivante : NF V 08-052.
A. Les milieux de culture et d’enrichissement utilisés

Eau peptonée tamponnée, bouillon Rappaport Vassiliadis.

Bouillon sélénite cystine, la gélose Mac Conkey.

B. Mode opératoire

e Preé-enrichissement : 25 ml de lait sont ajoutés a 225 ml d’eau peptonée.

e Enrichissement : 0.1 ml de la solution pré-enrichie est inoculé dans un tube contenant
10 ml de milieu Rappaport Vassiliadis,

Parallelement 1 ml de la solution pré-enrichie est inoculé dans 10 ml de bouillon sélénite
cystine.

e Repiquage : Repiquage sur gélose Mac Conkey, a I’aide d’une anse a boucle.

C. Incubation
-Pré-enrichissement :
Incubation entre 35 et 37°C pendant 16 a 20 h.
-Enrichissement :
Le milieu Rappaport Vassiliadis est incubé a 40 durant 24 h.
Le bouillon sélénite cystine est incubé a 37°C durant 24 a 48 h.
Repiquage : incubation de la gélose Mac Conkey durant 24 h a 37°C.
D. Lecture des resultats
La lecture des résultats est apres la durée d’incubation.

E. Confirmation
e ldentification biochimique (Api 20 E)

Le systeme API 20E est une version miniaturisée et standardisée des techniques biochimiques
conventionnelles pour I’identification des bactéries.

Elle permet I’identification des bacilles a Gram négatif (Entérobactéries).
Elle comprend 20 tests biochimiques.
-Préparation de la galerie

Les alvéoles sont remplies d’eau pour créer une atmosphére humide pendant 1’incubation de la
galerie.

-Préparation de I’inoculum
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A partir de la culture, quelques colonies sont prélevées pour étre introduites dans la
suspension Medium permettant la réalisation d’une suspension bactérienne faible (capacité 0,5
sur I’échelle Mc Farland).

-Inoculation de la galerie

Les tubules et les cupules de la galerie sont remplis en respectant les indications :
Remplir tubule et cupule pour les tests : CIT, VP, GEL

Et créer I’anaérobiose pour les tests : ADH, LDC, URE, en utilisant ’huile de paraffine.
Résultats :

Noter sur la fiche de résultats toutes les réactions spontanées.

-Ajout des réactifs nécessaires pour les tests

VP, TDA, IND, Nitrate réductase.

La figure suivante présente le protocole pour la recherche des salmonelles.
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Recherche de Salmonella sp

1- Pré-enrichissement

25 ml de lait

Incubation 16-20h a 35-37°C

. - | ' ]
Figure : Avant incubation d’eau figure : Aprés incubation d’eau

péptoné enrichisse péptoné enrichisse
Enrichissement
-Inoculer 0,1ml dans 10 ml de bouillon Rappaport Vassiliadis

-inoculer 1 ml dans 10 ml de bouillon sélénite cystine

. . Bouillon rappaport
A partir du milieu de

pré-enrichissement vassiliadis

Incubation 24h a 40°C

Incubation 24-48 h 3 35-37°C

Bouillon sélénite

C0 ) a7
CT ) a0
G

K_Y_J

cystine

2- Repiquage : a partir des deux cultures, prélever la quantité d’une anse a boucle et
I’ensemencer sur gélose Mac Conkey

%% o/ | _: > Incubation 24 h a 35-37°c
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4.7. Recherche des clostridies sulfito-réductrices

Le mode opératoire cité ci-dessous et extrait de la norme suivante : NF V 08-019.
A. Milieu de culture utilisé

La gélose Viande-Foie (VF).

Additifs utilisés : alun de fer et sulfite de sodium.
B. Préparation des tubes

Le milieu VF est tout d’abord liquéfié dans un bain marie avant I’ajout de 4 gouttes d’alun de
fer, et de 1 ml de sulfite de sodium a raison de 20 ml de milieu, ce dernier étant maintenu a
I’étuve a une température de 45°C.

1 ml de lait est introduit dans un tube a essai puis chauffé a 80°C pendant 10 minutes environ.

15 ml de gélose VF sont ensuite ajoutés au tube et un ensemencement en spirale y est réalisé a
I’aide d’une pipette Pasteur boutonnée.

Le tube est ensuite refroidi a I’eau courante avant la création de 1’anaérobiose en utilisant de
I’huile de paraffine.

C. Incubation
A 46°C durant 16-24 et 48h.
D. Lecture des résultats

La lecture est réalisée une fois par jour. Les colonies recherchées sont de grosses colonies
volumineuses de couleur noire (da a la production d’H>S).

La figure 10 résume toutes les étapes de la recherche des clostrides sulfito-reductrices .
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Apreés la liquéfaction du milieu au bain
marie : ajout les additifs suivants :

- 4 gouttes d’alun de fer
- 1 ml de sulfite de sodium (a raison
de 20 ml de gélose VF)

- /

Gélose viande foie

Chauffage pendant 10 min 4 80 °C
|:> Refroidissement a I’cau courante

25 ml de lait
25 ml du lait 5 ml de lait dans chaque tube
4 )
Ajout de 15 ml
de la gélose VF
aux 5 mil
d’¢chantillon @
- / Création de I’anaérobiose par

, . . I’ajoute de I’huile de paraffine
Gélose viande foie avec

les additifs < >
[ Incubation 16-24et 48 h a 46°C ]

Figure 10 : Recherche des clostridies sulfito-réductrices.
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4-8. Recherche et dénombrement des levures et des moisissures
A. Milieu de culture utilisé

Le milieu Sabouraud additionné de chloramphénicol.

1 boites par dilution est ensemencee puis incubée pendant 4 a 5 jours a 20-25°C.
B. Lecture des résultats

Les levures donnent des colonies blanches et les moisissures donnent des colonies pigmentées
(caractéristiques des moisissures).

La figure suivante présente la méthode approuvée pour la recherche des levures et des
moisissures.
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Figure 11 : Recherche et de dénombrement des levures et de moisissures.
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Chapitre 111 :

Reésultats et discussion




I11. Résultats et discussion
Le laitcru
1. Analyse physico-chimique du lait cru

Tableau 8: résultat d’analyse physico-chimique du lait de vache cru

Lait cru
pH 6,7
La matiére grasse du lait (g/l) 53
La densité 1,049
I’acidité titrable (°D) 17
La conductivité (ms/cm) 4,71
La matiére seche (g/l) 86,7
Le taux de protéine (g/l) 23,4
L’eau (g/) 0
La température (°C) 21,3
Le point de congélation (°C) -0,653
Les sels minéraux (%) 0,75
Le taux de lactose (g/l) 55,5

2. Interprétation des résultats physico-chimiques obtenus pour le lait de vache cru
e lLepH

Selon la norme 1SO 7218 :2007, le pH du lait cru doit étre compris entre [6,6 — 6,8],
Selon AFNOR le pH doit étre compris entre [6,7 — 6,8].

Avec une valeur de 6,7, le résultat obtenu pour le pH pour I’échantillon du lait cru est conforme
aux deux normes. Ce résultat étant similaire a celui obtenu par (Tir et al., 2015).

La variabilité du pH est liée au climat, au stade de lactation, aux disponibilités alimentaires et
a I’état de santé des vaches, mais aussi a la fraicheur du lait.

e L’acidité titrable

L’acidité titrable du lait cru est de 17°D. Cette valeur est conforme a la norme AFNOR (1985).
qui a fixé I’acidité titrable entre 16 et 18°D.

Le pH et I’acidité dépendent de la teneur en caséine, en sels minéraux et en ions, des conditions
hygiéniques lors de la traite, de la flore microbienne totale et son activité métabolique et de la
manutention du lait (Matallah., et al, 2019).

Cette valeur indique donc la non dégradation du lactose en acide lactique par la flore endogéne
du lait (bactéries lactiques).

e Ladensité

La densité du lait cru obtenue est égale a 1,049. Cette valeur dépasse les valeurs préconisees
par I’AFNOR [1.030-1.033].
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La densité dépend de la teneur en matiere séche, en maticre grasse, de I’augmentation de la
température et des disponibilités alimentaires (Labioui., et al, 2009)

e Lamatiere grasse

Le taux de matiére grasse obtenu pour le lait cru est de 53 g/l. Le résultat obtenu est supérieur
alanorme AFNOR qui estime que le taux de matiére grasse doit étre compris dans un intervalle
de [34 & 36] g/l.

D’aprés (Lederer,1983), un lait de trés bonne qualité contient 40g/l de matiere grasse.
Une richesse en matiere grasse peut étre due a la race bovine exploitée, et a des conditions
d’¢levage telles que le stade de lactation, I’alimentation et la traite (Luquet, 1985).

e Laconductivité

La conductivité du lait cru est égale a : 4.71 (ms/cm), cette valeur varie généralement entre [5,5
a 6,5] mS/cm (Le point vététirenaire.fr).

Le faible taux de conductivité est étroitement lié au taux de matiére grasse.

La conductivité diminue lorsque le pourcentage de graisse augmente [41, 42]. Ceci est d0 au
fait que plus de 97% des lipides du lait sont sous la forme de gros globules couverts d’une
membrane non conductrice. 1l y a donc moins de volume et de mobilité pour les ions
(Jacquinet, 2009).

e La matiére séche

La matiére séche du lait cru est de 86,7 g/l. Ce résultat est presque égal a celui de (Tir, 2015)
qui a obtenu une valeur de 87,49¢/I.

Des taux élevés de matiere seche ont cependant été notées. (Matallah., et al, 2019) ayant
obtenus une valeur de 120 g/I.

e Le taux de protéines

Le taux de protéines du lait cru analysé est de 23.4 g/l soit 2.34% les résultat non conforme
avec les normes du DDA dont I’intervalle est compris entre 2.8-3.6%.

La concentration en protéines est liée a la saison, au stade de lactation et au nombre de mises

bas (Jeantet et al., 2007), Elle varie aussi selon la race, la génétique et ’alimentation des vaches
(Courtet, 2010).

e L’eau:

L’eau est absente dans le lait cru, soit présence de 0 g/l.

(Ce dernier n’ayant subi aucun traitement)

Note : I’eau mesuré par le lactoscane présente I’eau ajoutée dans le produit ou bien dans le lait.
e Latempérature

La valeur indiquée est de 21.3°C. Ceci s’explique par le refroidissement de 1’échantillon
pendant le conditionnement au laboratoire (depuis sa sortie du pis =~ 38°C).
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e Le point de congélation

Le point de congélation du lait cru est de -0.653 °C. Cette valeur est non conforme a la
réglementation algérienne (1998) qui a fixé les valeurs entre [-0,520 et -0,510] °C.

Selon (Parguel., et al,1994) le point de congélation est liée au la quantité de 1’eau présenter
dans le lait.

e Les sels minéraux

La valeur obtenue est de 0.75%. Ce résultat est dans I’intervalle du résultat de (Benchabane.,
et al, 2019) Le taux de sels minéraux varie dans de larges gammes de mesure, selon I’apport
alimentaire, il est de ce fait, plus faible dans le lait des aliments déshydratés.

e Le taux de Lactose

Le taux de lactose pour I’échantillon analysé est de 5.55% soit 55,5 g/l. Ce résultat est supérieur
a la norme comprise entre 40-50 g/l (Labiou., et al, 2009).

Ce résultat est supérieur a I’¢tude de (Labioui., et al, 2009) a moyenne de 43.51 g/I.
3. Analyse bactériologique du lait cru
Les résultats pour la FAMT, les CT, et les CF sont calculés suivant la formule AFNOR
N=2C/V (n1+0.1n2) d
Soit
>c : somme totale des colonies comptées. (UFC/ml)
V : volume de I’inoculum (en ml).
nl: nombre de boites comptées dans la premiére dilution.
n2: nombre de boites comptées dans la seconde dilution.
d : le facteur de dilution a partir duquel les premiers comptages ont été obtenus

Les résultats pour S. aureus, les levures et moisissures sont calculés en utilisant une norme qui
officialise I’utilisation d’une seule boite par dilution.

Le calcul du nombre d’UFC par mL ou par g de produit, consiste a faire la moyenne pondérée
du nombre de colonies obtenues sur deux dilutions successives dont I'une, au moins, présente
un minimum de 10 colonies.

NB : Le "nombre maximal de colonies en totalité est de 300 par boite" ; en présence d’un agent
de différenciation, le "nombre maximal des colonies caractéristiques ou présumées est de 150
par boite " Equation aux grandeurs :

N=>c/(Vx11d)
Avec

N : concentration en nombre d’UFC par millilitres
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2.c : somme des colonies comptées sur les deux boites retenues.
V : volume de I’inoculum appliqué & chaque boite en millilitres.
d = dilution correspondant a la premiére boite retenue ; avec I’inoculum le moins dilué.

Le résultat est arrondi a 2 chiffres, exprimé avec un nombre compris entre 1,0 et 9,9 multiplié
par la puissance de 10 appropriée.

Pour les levures et moisissures : les dilutions retenues sont celles présentant entre 10 et 150
colonies par boite.

3.1. La flore mésophile aérobie totale(FAMT)

Selon (JORA, 1998) la flore mésophile anaérobie totale ne doit pas dépasser 10°UFC/ml dans
le lait cru.

Au total, 8,8x10° UFC/mI ont été énumérées pour la FAMT dans I’échantillon du lait cru.
3.2. Les coliformes totaux et les coliformes fécaux

3.2.1. Les coliformes fécaux

Selon JORA les coliformes fécaux ne doivent pas dépasser 10> UFC/ml dans le lait cru.
Apres analyse : les coliformes sont présents au nombre de 6,7x105 UFC/mI dans le lait cru.
3.1.1. Les coliformes totaux

Aprés analyse : les coliformes totaux sont présents au nombre de 2,4x10° UFC/ml dans le lait
cru.

3.2.Escherichia coli

La présence de E. coli sur milieu Mac Conkey est indiquée par des colonises rose rouge brique

=TT

Figure 10: Colonies d’E.coli isolées a partir du lait cru (sur gélose Mac Conkey).
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e La confirmation de cette espéce est realisée par les tests suivants
-La coloration de Gram

Apreés coloration de Gram : observation sous microscope optique objectif x100 a I’immersion

Figure 11: Observation microscopique d’E.coli objectif x100 a I’immersion.
L’observation sous microscope indique bien la présence de Bacilles Gram négatifs.
-Teste de I’oxydase
Indique que la bactérie est oxydase négative.

-Teste de la catalase
Indique que la bactérie est catalase positive.
3.3.Staphylococcus aureus
Aprés analyse : le nombre de S. aureus est de 4,2x10°UFC/ml dans le lait cru.

La bactérie présente des colonies noires, brillantes, convexes et entourées d’une zone
transparente en présence des additifs (figure)

4o,
e
0
BiTies
.
-
3
s

e
4
2%
.
»
.o
Ly
..'

? e o

Figure 12: S. aureus sur gélose Baird Parker en présence d’additifs.

Vu I’absence d’additifs les colonies obtenues sont de couleur claire comme le montre I’image
ci-dessous

43



Figure 13: S. aureus sur gélose Baird Parker en 1’absence d’additifs.
e Confirmation de I’espéce S. aureus
-La coloration de Gram

Indique la présence de cocci Gram positifs donnant des colonies regroupées sous forme de
grappes de raisin

Figure 14: observation microscopique de S. aureus (objectif X100 a I’immersion) apres
coloration de Gram

-Test de I’oxydase : négatif

Apres de le faire de teste d’oxydase on obtenir résultat d’oxydase négatif.
-Test de la catalase : positif

3.4. Enterococcus sp

La présence d’Enterococcus sp est caractérisée par la formation d’un trouble apres incubation
sur bouillon de Rothe.

Pour le lait cru : tous les tubes ensemencés ont présenté un trouble indiquant la présence de la
bacterie.

Figure 15: Formation d’un trouble sur milieu Rothe due a la présence d’Enterococcus sp dans
le lait cru
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e Test confirmatif

Sur milieu Litsky, la présence des entérocoques est indiquée par la formation d’un dépét violet
au fond du tube.

Figure 18 : Formation d’un dépot violet au fond du tube lors du test confirmatif sur milieu
Litsky.

Ce tableau résume les résultats obtenus aprés mise en culture des entérocoques :

-Apres incubation des tubes : chaque tube positif + ou négatif — est noté.

- Les résultats positifs pour chaque dilation sont regroupés.

Tableau 9: IT=

Lltats des tests obtenus aprés recherche et mise en culture d’Enterococcus sp.

Dilution ! 1072 103 10+ 10° 106 107 108
Aspect des
tubes

il
Résultats + + + + + + + + + + + + + + + + —_—
Nombre de |3 3 3 3 3 3 3 0
résultats
positifs
Regroupement | 333 333 333 333 333 333 330 -

Méthode de dénombrement

Le choix la dilution pour le calcul

Pour une série de 3 tubes par dilution, le nombre choisit doit étre inférieur a 330.
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Dans ce cas, tous les tubes sont positifs. 1l faudra donc considérer que le dernier chiffre est un
zéro (0).

Le facteur de dilution est celui pour lequel les trois tubes sont positifs et qui correspond a la
plus forte dilution,

Dans ce cas : la dilution correspondante est la dilution : 107

Détermination du NPP :

Dans la table de Mac Grady (Annexe 111) le NPP correspondant a 330 est 20
- Volume ensemencé = 1 ml

Calcul

N=—"F ,pg

~ Vensemencé
N = ? x 10~7 =20x10” UFT/ml
=2x108 UFT/ml

3.5.Salmonella sp

A partir des milieux enrichis, la mise en culture de Salmonella sp est réalisée sur gélose Mac
Conkey.

Figure 16: Présence de Salmonella sp sur Mac Conkey isolée a partir du lait cru.
e Confirmation de la présence de la bactérie en utilisant les tests suivants
-Coloration de Gram

Est observation objectif x100 a I’immersion.

Figure 17: observation microscopique de Salmonella sp objectif x100 a I’immersion.
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La coloration de Gram indique la présence de Bacille a Gram négatif.
Teste de I’oxydase : donnant un résultat négatif (caractéristique des entérobactéries)
Teste de la catalase : donnant un résultat positif

Confirmation par galerie biochimique Api 20 E

Figure 18: identification de Salmonella sp par galerie biochimique Api 20E.

typicité Incompa.|Testsur proba

4 |Hamia alvei 1 0,662 -1,48 4 TB Id

2|Salmonella choleragsuis ssp atizonae 0,196 -1.66 4 mauvaise indentific
3 |Proteus mirabilis 0,089 -1,69 b mauvaise indentific}
4 |Pseudomonas luteola 0,015 -1.78 5 mauvaise indentific]
5 [Salmonella spp 0,010 1,77 3 mauvaise indentific]

API 20 E 4.1 02/2006
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Figure 19: Profil de I’espéce Salmonella sp obtenu a partir du logiciel d’identification

- -I-|- +

3.6.Les clostrides sulfito-réductrices

Apres mise en culture sur milieu VF. 1l a été noté que Clostridium sp est absent au 1’échantillon
du lait cru

Figure 20: Recherche des clostridies sulfito-réductrices (gélose VF).
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3.7. Les levures et les moisissures

Les levures sont présentes au nombre de 4,9x10* UFC/ml, et les moisissures au nombre de
2,6x102 UFC/ml.

Figure 21: croissance des levures sur gélose Sabouraud donnant des colonies blanches (boite
chargée/dilution 107

Figure 22: colonies des moisissures ayant été obtenues sur gélose sabouraud (dilution 107)
(Cladosporium sp (a droite), Saccharomyces sp (a gauche en haut) et Aspergillus sp (& gauche
en bas))
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4. Interprétation des résultats bactériologiques obtenus pour le lait de vache cru

Tableau 10: Les résultats de 1’analyse bactériologique du lait cru

Le lait cru

La flore mésophile aérobie totale (UFC/ml) 8,8x10°

Les coliformes totaux (UFC/ml) 2,4%x10°

Les coliformes fécaux (UFC/ml) 6,7x10°

Escherichia coli Preésence

Staphylococcus aureus (UFC/ml) 4,2x10°
Enterococcus sp (UFT/ml) 2x108

Salmonella sp Présence

Clostridies sulfito-reductrices Absence

Les levures (UFC/ml) 4,9x10*

Les moisissures (UFC/mlI) 2,6x102

e La flore mésophile aérobie totale (FMAT)
Al total, 8.8x10° UFC/ml ont été énumérées pour la FAMT dans 1’échantillon du lait cru.

Cette valeur est légérement supérieure au seuil établi par JORA, 1998 qui indique que la flore
mésophile aérobie totale ne doit pas dépasser les 10°UFC/ml dans le lait cru.

Ce résultat est cependant identique a celui de (Matallah., et al, 2019).

La flore mésophile aérobie totale est un bon indicateur de contamination globale. Elle nous
renseigne sur la qualité hygiénique du lait cru (Hamiroune., Berber., Boubekeur, 2014).

La teneur élevée en flore totale et la variabilité de la qualité microbiologique de lait est lié a des
facteurs d’élevage au sein des exploitations, 1’état sanitaire de 1’animal (Kizi., Makdoud,
2014).

e Les coliformes totaux et les coliformes fécaux

Les coliformes totaux sont dans le lait cru, présents au nombre de 2.4x10% UFC/mI ce qui est
trés élevée comparé a 1’étude de (Tir., et al, 2019).

Les coliformes fécaux sont présents au nombre de 6.7x10° UFC/ml au niveau de 1’échantillon.
Cette valeur dépasse largement la valeur seuil établie par le JORA les qui est de 103 UFC/ml
dans le lait cru, ce qui rend cette valeur non conforme a la norme algérienne.

Cette contamination du lait par les coliformes fécaux indique forcément une contamination par
les feces des vaches ou par les mains du trayeur (Farougou et al, 2011). et leur nombre est
généralement proportionnel au degré de pollution produit par des matiéres fécales (Aggad et
al., 2010).
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e Staphylococcus aureus

Les résultats obtenus indiquent la présence de 4.2x10° UFC/mI dans le lait cru. Selon (JORA,
1998) S.aureus doit étre absent dans le lait cru.

Cette contamination peut étre due a ’excrétion directe des mamelles d’animaux atteints de
mammites ou par I’environnement lors de la manipulation et de la transformation du lait cru
(Aff et al., 2008).

NB : qu’il soit consommé cru ou traité par la chaleur, le lait renfermant S.aureus constitue un
risque réel pour la santé publique dans les produits transformeés car cette bactérie peut, dans
certaines conditions, produire des entérotoxines thermostables qui peuvent résister aux
traitements thermiques (Ghazi., Niar, 2011).

e Salmonella sp

La présence de salmonelles dans le lait peut étre expliquée par des élevages infectés qui
constituent un réservoir potentiel de contamination du lait et des produits dérivés a base de lait
cru. Cependant, il semblerait que la contamination ait lieu plus fréguemment a partir du milieu
extérieur, de I'environnement ou par contact avec les animaux infectés au moment de la traite
que par voie intra-mammaire (Brisabois., et al).

Enterococcus sp
Le critere algérien pour les entérocoques est I’absence du germe dans 0,1 ml de lait cru.

Le nombre de cellules présentes est de ’ordre de 2.0x108 UFT/ml, ce qui est supérieur a la
valeur moyenne obtenue par (Hamiroune., Berber., Boubekeur, 2014) et qui est de 2,8 10*
UFC/ml,

(Hamiroune., Berber., Boubekeur, 2014). Les entérocoques sont des indicateurs
contamination fécale et élimination insalubre.

e Les Clostridies sulfito-réductrices

Selon JORA 1998 la présence de Clostridium sulfito-réducteur est tolérée si celle-ci ne dépasse
pas les 50 UFC/ml.

(Tir., et al, 2015) a également noté 1’absence totale de Clostridium sulfito-réducteur au niveau
du lait cru. Cette absence peut étre justifiée par la bonne santé des vaches, et notamment
I’absence d’infections au niveau des mamelles.

e Les levures et les moisissures

Les levures sont présentes au nombre de 4.9x10* UFC/ml, et les moisissures au nombre de
2.6x102 UFC/ml.

Les levures et moisissures sont des contaminants courants des aliments. lls peuvent étre
véhiculées par ’environnement et se retrouver dans le lait et les produits laitiers.

Bien que les levures ne causent pas d’intoxication alimentaire, elles peuvent provoquer une
altération organoleptique de I’aliment. Un trés grand nombre de moisissures produisent des
substances toxiques dites mycotoxines, et dont certains sont reconnues comme étant les plus
puissants cancérigénes naturels chez I’homme (El Marnisi,2013).
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Le lait pasteurisé

1. Analyse physico-chimique du lait pasteurisé

Tableau 11: résultats de I’analyse physico-chimique du lait pasteurisé

Lait pasteurisé

pH 6,85
La matiére grasse (g/l) 9,6
La densité 1,025
L acidité titrable (°D) 16
La conductivité (ms/cm) 5
La matiére seche (g/l) 85
Le taux de protéine (g/l) 37,5
L’eau (g/l) 11,15
La température (°C) 18,1
Le point de congélation (°C) -0,462
Les sels minéraux (%) 0,65
Le taux de lactose (g/l) 40,6

2. Interprétation des résultats d’analyse physico-chimique du lait pasteurisé

Comparé au lait cru, le lait pasteurisé présente des valeurs inférieures ou similaires a celles du

lait cru en fonction des parameétres :

Le taux de la matiére grasse est de 9,6 g/l ce qui est inférieur a la valeur trouve pour du lait cru

qui est de 53 g/l.

Le taux de sels minéraux est de 0,65% ce qui est proche du lait cru (0,75%).

La quantité en eau est de 11,15 g/l. Celle-ci étant absente dans le lait cru.

En effet, dans un aliment, le point de congélation augmente en fonction de la quantité en eau

qui s’y trouve.

Le taux de lactose est de 40,6 g/l ce qui est inférieur a celui du lait cru qui est de 55,5 g/l : Cette
différence de valeurs prouve que le traitement thermique que le lait pasteurisé a subi est a

I’origine de la diminution du taux de lactose au niveau de ce dernier.
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3. Résultat d’analyse bactériologique du lait pasteurisé
3.1.La flore mésophile aérobie totale(FAMT)

Le lait pasteurisé renferme 2,2x10° UFC/ml dans le lait pasteurisé.
3.2.Les coliformes totaux et les coliformes fécaux
3.2.1. Les coliformes fécaux
Les coliformes fécaux a été absence dans le lait pasteurisé
1.2.2. Les coliformes totaux

Les coliformes totaux sont présents au nombre de 1,3x10* UFC/ml.
3.3. Enterococcus sp

La présence d’Enterococcus sp est caractérisée par la formation d’un trouble aprés incubation
sur bouillon de Rothe.

Pour le lait pasteurisé : tous les tubes ensemencés ne présentent pas de trouble (figure 24) ce
qui indique I’absence de la bactérie.

Figure 23: Absence de trouble d’Enterococcus sp dans le lait pasteurisé.
3.4. Clostrides sulfitoréductrices

Aprés mise en culture sur milieu VF. 1l a été noté que Clostridium sp est absent au niveau de
I’échantillon du lait pasteurisé

,

Figure 24: la recherche des clostridies sulfito-réductrices.
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4. Interprétation des résultats bactériologique du lait pasteurisé

Tableau 12: les résultats d’analyse bactériologique du lait pasteurisé

Lait pasteurisé

La flore mésophile aérobie totale 2,2x10°
(UFC/ml)

Les coliformes totaux (UFC/ml) 1,4x10*
Les coliformes fécaux (UFC/ml) Absence
Escherichia coli Absence
Staphylococcus aureus (UFC/ml) Absence
Enterococcus sp (UFT/ml) Absence
Salmonella sp Absence
Clostridies sulfitorédéctrices Absence
Les levures (UFC/ml) 1,1x10%
Les moisissures (UFC/ml) 1,7x10?

e La flore mésophile aérobie totale

Le lait pasteurisé renferme 2,2x10° UFC/ml cette valeur est élevée par rapport au seuil établi
par la norme algérienne : Selon JORA 1998, la FAMT ne doit pas dépasser 3x10* UFC/ml dans
le lait pasteurisé.

e Les coliformes totaux
Les coliformes totaux sont présents au nombre de 1,3x10* UFC/m.
e Les coliformes fécaux

Les CF sont absents au niveau de 1’échantillon analysé ce qui est conforme a la réglementation
algérienne (JORA 1998).

Les autres bactéries pathogénes (Salmonella sp, E.coli, S.aureus, et les clostridies sulfito-
réductrices sont absentes. .. ceci étant grace au procédé thermique ayant pour role la destruction
et I’¢limination des pathogenes.

La présence des levures et des moisissures dans le lait pasteurisé est de 1.1x10* UFC/ml pour
les levures et de 1.7x10? UFC/mI pour les moisissures.

D’apres (Tir., et al, 2015) La présence des levures et des moisissures dans tous les échantillons
de lait analysés est normale, et permet la fermentation nécessaire a la production de dérivés
laitiers.

Les autres bactéries pathogenes (Salmonella sp, E.coli, S.aureus, et les clostridies sulfito-
réductrices sont absentes... ceci étant grace au procédé thermique ayant pour role la destruction
et I’¢limination des pathogenes.

La présence des levures et des moisissures dans le lait pasteurisé est de 1,1x10* UFC/ml pour
les levures et de 1,7x102 UFC/mI pour les moisissures.

D’apres (Tir., et al, 2015) La présence des levures et des moisissures dans tous les échantillons
de lait analysés est normale, et permet la fermentation nécessaire a la production de dérivés
laitiers.
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Conclusion

De maniére générale, les bienfaits du lait sur la santé humaine ne sont plus a démontrer. Cet
aliment, ayant une place importante dans 1’alimentation de I’homme, doit étre soumis a
différents tests dans le but de vérifier sa conformité avant qu’il ne soit consommé en toute
sécurité.

L’objectif de ce travail est I’analyse physico-chimique et bactériologique du lait de vache cru
et du lait pasteurisé au niveau de la région de Guelma dans le but de Vérifier si les deux types

de laits étaient conformes aux normes établies mais aussi pour comparer la qualité globale de
I’un par rapport a 1’autre.

Il a été démontré, dans le cadre de 1’analyse bactériologique que le lait pasteurisé était, de
maniére générale, de meilleure qualité comparé au lait de vache cru qui possédait un nombre
élevé au seuil établi pour la FMAT, les CT et les CF ainsi que la présence de S.aureus,
Salmonella sp et Enterococcus sp.

L’analyse physico-chimique a révéle que les valeurs pour le lait de vache cru et pour le lait
pasteurisé étaient presque similaires a la différence de certains parameétres (tels que la densité
et le taux de matiere grasse étant meilleurs dans le lait cru).

De maniere générale, les résultats obtenus montrent que le lait cru possede une meilleure
valeur nutritionnelle compraré au lait pasteurisé et que le lait pasteurisé possede une meilleure
qualité hygiénique (microbiologique) que le lait cru.

Pour conclure, cette étude confirme I’importance des procédés thermiques dans la protection
de I’aliment contre les bactéries pathogenes mais elle montre également que le lait cru est plus
riche en nutriments comparé au lait pasteurisé « ayant subi » un traitement thermique avant sa
commercialisation.

La qualité du lait cru peut étre améliorée et cet aliment peut é&tre consommeé en toute sécurité
si certaines consignes sont respectées notamment au niveau la ferme (lors de la traite, I’hygiéne
des locaux, I’alimentation des animaux.), le respect de la chaine du froid etc... Ce qui permettra
d’obtenir une maticre premicre de bonne qualité¢ ayant conservée les valeurs initiales de ses
composants (Vitamines, protéines, maticre grasse...).
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Annexe | :
Les milieux de culture utilisé dans ce travail :

Milieu solide :
-Gélose Plate Count Agar (PCA).

-Gélose Viande foie (VF).

-Gelose VRBL.

-Gélose Mac Conkey.

-Gélose sabouraud au chloramphénicol.

-Gélose Baird Parker

Milieu liquide :

-Bouillon Sélénite cysteine.

-Bouillon Rothe simple concentration.
-Tryptone sel.

-Eau peptone.

-Bouillon de Litsky

-Bouillon rappaport vasiliadis

Solutions et Réactifs :
-Additive Alun de fer.

-Violet de gentiane.

-Lugol.

-Alcool.

- fuschine.

-Huile de cédre (d’immersion).
-huile de vaseline.

-Réactif de Kovacs

-TDA

Appareillage et verrerie :
Bec bunsen.

Autoclave.



Bain marie.

Balance analytique électrique.
Balance électrique de précision.
Bécher de 150 ml.

Anse de platine.

Etuve réglables a différentes tempeératures.
Flacon de 250ml en verre et stériles.
Four pasteur.

Pipette graduée stérile.

Pipette pasteur stériles.

Tubes a essai.

Lactoscane.

Microscope.

Lame

Porte a tube

Boites pétri



Annexe 11 :

La composition des milieux utilisés :
Gélose point count Agar (PCA):
Tryptone : 5.0 ¢

Extrait autolytique de levure : 2.5 g
Glucose: 1.0 g

Agar: 12 g (biokar) — 15 g ( Difo- Lioflichem).
pH=74a25°C

Gélose viande foie (VF):

Peptone viande foie : 30 g

Glucose: 2g

Amidon soluble : 2 g

Sulfite de sodium : 2.50 g

Citrate ferrique ammoniacal : 0.50 g

Agar:11.00¢g

Gélose cristal violet et au rouge neutre (VRBL)
Peptone pepsique de viande : 7.0 g

Extrait autolytique de levure : 3.0 g

Lactose : 10.0 g

Sels biliaires : 1.5

Chlorure de sodium : 5.0 ¢

Rouge neutre : 0.030 g

Cristal violet : 0.002 g

Agar Agar : 12.0 g ( biokar) / 15.0 ( Difco — Himedia) /14.0 (liofilchem).
Ph=7.44a25°C

Gélose Mac conkey :

Pepetone: 20.0 g

Lactose: 10.0g

Rouge neuter: 0.05 g



Sels biliairesn®3:1.0 g

Chlorure de sodium : 5.0 ¢

Agar: 15.0 g

Gélose baird parker:

Peptone pancréatique de caséine : 10.00 g
Extrait de viande de beeuf: 5.00 g
Extrait de levure : 1.00 ¢
Chlorure de lithium : 5.00 g
Glycine : 12.00 g

Pyruvate de sodium : 10.00 g
Agar : 20.00 g

Gélose sabouraud au chloramphénicol :
Peptone de caséine : 5.00 g
Peptone de viande : 5.00 g
Glucose monohydraté : 40.00 g
Chloramphénicol : 0.50 g

Agar :15.00 g

Bouillon sélénite cystéine :
Tryptone : 5.00 g

Lactose : 4.00 g

Sélénite acide de sodium : 4.00 g
Phosphate disodique : 10.00 g

L — cystine

Bouillon de Rothe :

Tryptose : 15.00 g

Extrait de beeuf': 4.50 g

Chlorure de sodium : 7.50 g
Glucose : 7.50 g

Azide de sodium : 0.20 g



Bouillon rappaport vassiliadis :
Tryptone : 4.54 ¢

Chlorure de magnésium anhydre : 13.40
Chlorure de sodium : 7.20 g

Phosphate monopotassique : 1.45 g
Oxalate de vert de malachite : 0.036 g

Bouillon de litsky :

Peptone : 20.0 g

Glucose : 5.0 ¢

Chlorure de sodium : 5.0 ¢
Phosphate bipotassique : 2.7 g
Phosphate monopotassique : 2.7 g
Azide de sodium : 0.3 g

Ethyl violet : 0.0005

pH final 6.8



Annexe 111 :

Table de Mac Grady pour une série de 3 tubes par dilution

Nombre de tubes Mcuiws G s

PN SO | sy || S M B gy
dilutions retenus dilutions retenus
) ) o <0.3 2 2 1 2.8
) o 1 0.3 2 3 ) 29
o 1 o 0.3 3 o ) 23
o 2 o 0.6 3 o 1 4
1 ) 0 0.4 3 0 2 6
1 o 1 0.7 3 1 ) P
1 1 0 0.7 3 1 1 7
1 1 1 1.1 3 1 2 12
1 2 o 1.1 3 2 ) °
1 2 1 1.5 3 2 1 15
1 3 0 1.6 3 2 2 21
2 ) 0 0.9 3 2 3 29
2 o 1 1.4 3 3 ) 20
2 1 o 1.5 3 3 1 S0
2 1 1 2.0 3 3 2 110
2 2 o 2.1 3 3 3 > 110




