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Résumé
Le lait constitue un aliment important dans I’alimentation quotidienne de ’homme vu

sa composition équilibrée en nutriments de base (protéines, lipides, et glucides), sa richesse
en calcium et son apport non négligeable en vitamines et en divers sels minéraux. Cependant
cet aliment constitue un milieu de culture idéal pour les microbes en provenance de I’air,

des poussicres, du matériel, du trayeur et de la peau de I’animal entre autres.

L’objectif de notre étude est d’étudier le degré de contamination de lait cru de vache par les
entérobactéries qui peuvent provoquer des dégats sanitaires trés lourds chez le consommateur
dans la région de Tiaret.

Les résultats obtenus a I’issue de notre étude montrent que 16.66 % des échantillons de lait de
vache crue analysés étaient contaminés par les entérobactéries et que 100% de ces derniers

¢taient représentés par E coli.

Mots- clés : lait cru de vache, entérobactéries, contamination, hygiénes.

Abstract

Milk is an important food in the daily diet of humans due to its balanced composition of
essential nutrients (proteins, lipids, and carbohydrates), its richness in calcium, and its
significant contribution of vitamins and various minerals. However, this food serves as an
ideal breeding ground for microbes originating from the air, dust, equipment, milking process,
and the animal's skin, among others.

The objective of our study is to assess the degree of contamination by Enterobacteria, which
can cause severe health hazards to consumers, in the Tiaret region.

The results obtained from our study indicate that 16.66% of the analyzed samples of raw

cow's milk were contaminated by Enterobacteria, and 100% of these were represented by

E.coli.

Key words: Raw cow’s milk, Enterobacteria, Contamination, Hygiene.
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Introduction

Introduction
Le lait est un aliment de haute valeur nutritionnelle, trés riche en protéines, lipides, glucides et

en oligo-¢éléments tel que le calcium. En Algérie, la filiére lait occupe une place prépondérante
et notre pays est considéré comme premier consommateur de lait au Maghreb, avec pres de 3
milliards de litres par an. Cette denrée apporte la plus grande part de protéines d’origine

animale (Benhedane, 2011).

En raison de la richesse du lait en nutriments, il constitue un milieu favorable pour le
développement des microorganismes, provoquant des transformations nuisibles a la qualité de
ce produit par dégradation de ses constituants (protéines, lipides et lactose) ainsi que la

libération des composés indésirables (Veissery, 1975).

La production du lait de vache se heurte souvent au probléme de gestion de la qualité qui
pénalise tant les producteurs que les transformateurs. Les conditions d’hygiéne au niveau des
fermes et tout le long du circuit de la production jusqu’a I’arrivée du lait a la laiterie,
comportent autant de sources de contaminations a maitriser afin de préserver la qualité
hygiénique du lait (Faye, 2000).

Le lait produit est commercialisé a travers deux circuits, a savoir ; le circuit de vente indirect
(ID) ou de collecte, dont le lait provient des élevages agrées et subventionnés par I’Etat. Il est
destiné aux laiteries ou ce dernier subit systématiquement un contrdle de qualité et une
pasteurisation. Le second circuit identifié comme « circuit de vente directe » (D) ou informel,
dont le lait sera destiné directement au consommateur.

Selon (Makhlouf, 2015), 21 % de la production nationale est distribuée a travers le circuit
informel pour étre vendue en tant que lait cru ou transformé localement de maniere artisanale.
La persistance du circuit de vente directe de lait en ’absence de normes qualitatives serait a
I’origine de produits laitiers qui échappent aux contrdles qualitatifs et sanitaires (Mansour,
2015), et peuvent présenter un risque pour la santé du consommateur.

Ce type de produit (D) ou informel ; échappe a tout contrdle sanitaire et présentent un réel
danger, ce qui nous a poussé a réaliser ce travail, dont I’objectif principal a été¢ la mise en
évidence de la contamination du lait de vache cru par les entérobactéries dans différentes
fermes de la région de Tiaret et son risque sur la santé des consommateurs ou, ce produit peut

étre impliqué dans plusieurs problémes sanitaires.
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Chapitre 1 Synthese bibliographique

Chapitre I Lait cru de vache

1 Généralités sur le lait de vache

1.1  Aspect ; définition du lait de vache

Le lait destiné a l'alimentation humaine a été défini en 1999 par le congres international de la
répression des fraudes : "le lait est le produit intégral de la traite totale et ininterrompue d'une

femelle laitiére bien portante, bien nourrie et non surmenée.

11 doit étre recueilli proprement et ne pas comtien de "colostrum". Le lait sans indication de

l'espece animale de provenance correspond au lait de vache (Bourgeois, 1996)

Le codex alimentaire de 1999 ; définit le lait comme étant la sécrétion mammaire de femelle
mammiferes obtenu a partir d'une ou plusieurs traités, sans rien y ajouter ou en soustraire,

destiné a la consommation comme lait liquide ou aprés un traitement.
1.2  Caractéristiques du lait de vache

Le lait est un liquide opaque ; de saveur légerement sucrée et sans odeur accentuée. Son PH
est d'environ 6,6-6,8. Sa densité se situe entre 1,028 et 1,034; ainsi 1Kg=0.968. De ce fait ;
l'expression des taux. Dans les faits ; cet écart est souvent encore plus fort, car une partie du
lait produit par les vaches n'est pas livré (colostrum, lait "dérivé " lors de mammites et ou de
traitements médicamenteux, lait distribué aux veaux ; prélevements pour
I'autoconsommation). Ainsi, il peut exister quelques €carts entre ces prévisions et les

productions réelles de certains animaux (Perreau, 2014).
1.3  Composition du lait de vache

Lait a longtemps été considéré comme un aliment sain en raison de sa richesse en calcium et
en protéines, et peut étre consommé de différentes facons dans le cadre de notre alimentation.
Les protéines qu'il contient sont de haute qualité et contiennent des acides aminés essentiels,

notamment la lysine qui favorise la croissance. (Franworth, 2010)

Les lipides du lait, qui contiennent principalement des acides gras a chaine courte, ont une
teneur plus élevée en acides gras saturés qu'en acides gras insaturés. Ils fournissent également
des quantités significatives de cholestérol et de vitamine A, ainsi que des quantités

relativement faibles de vitamine D et E (Favier, 1985).




Chapitre 1

Synthese bibliographique

Tableau 1: Composition chimique du lait de vache (Alais, 1984).

Composition | Etat physique des
Composants )
(g/Litre) composants
Eau libre (solvant) +
Eau 905 N
Eau liée (37%)
Glucides : lactose 49 Solution
e Lipides: 35
e Matiere Grasse proprement dite 34 Emulsionnes globules  gras
- . 3 a5 microns).
e Lécithine (phospholipides) 0,5 ( )
e Partie insaponifiable (stérols, carotene, 05
tocophérols).
Suspension micellaire de
e Protides : 34 ..
- phosphocaseinate de
* Caséine. . calcium (0,08 ao,
e Protéines "solubles" (globulines ; ’ 12microns).
albumines). Solution (colloidale).
e Substance azotées-non-protéiques. 1.5 Solution (vraie)
o Sels: 9
e De l'acide citrique (en acide) 2 Solution ou état colloidal
erca sels de K, Ca, Na,
e De l'acide phosphorique (P205). 2,6 (per¢
. . 17 Mg ...etc.).
e De l'acide chlorhydrique (Nacl). ’
Constituants divers
o ) Traces
(Vitamines, enzymes, gaz dissous).
Extrait sec (total) 127
Extrait sec non gras 92

N




Chapitre 1 Synthese bibliographique

1.3.1 L'eau

C’est en Termes de quantité, I'élément principal. Les autres éléments constituants la matiére

séche du lait (Perreau, 2014)

1.3.2 Lipides

Les lipides sont constitués d'un mélange d'acides gras en suspension dans le lait sous forme de
gouttelettes, ils forment une émulsion. Ils constituent la partie la plus variable du lait la

concentration varie de 35 a40 g/L. Ils sont constitués a 99% de triglycérides (Vilain, 2010).

1.3.3 Glucides

Ce sont les constituants les plus importants quantitativement apres l'eau. Ils représentent
environ 38% de la matiére séche. Le lactose constitue l'essentiel des glucides du lait
(50g/Litre). Il n'existe que dans le lait est formé a partir de deux molécules de sucres simples :
une de glucose et une de galactose. Le lactose est bien digéré par les jeunes organismes et est
pour eux une source de galactose nécessaire pour le bon développement de leur systeme
nerveux (Perreau, 2014).

1.3.4 Protéines

La majeure partie des protéines du lait est naturellement synthétisée dans les cellules
sécrétoires de la glande mammaire. Cependant certains proviennent de plasmocytes

spécialisés, d'autres du sang (Ribadeau-Dumas, 1989).

Selon (Jeantet, 2007) ; le lait de vache contient 3,2 a 3,5 % de protéines réparties en deux

fractions distinctes :

e Les caseines qui précipitent a PH 4,6 représentent 80% des protéines totales.

e Les protéines sériques solubles a PH 4,6 représentent 20% des protéines totales.
1.3.5 Caséine

Des composants du lait jouant un réle moteur. Le lait a une teneur en caséine de I'ordre de 26
a 30g/L. Ce sont ces protéines qui coagulants sous l'effet des ferments lactiques.
Naturellement présent dans le lait ou sous l'action de la présure ajoutée lors de la
transformation fromagere. Le caillage du lait correspond donc a une prise en masse de ces

particules (Perreau, 2014).
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La caséine native a la composition suivante : protéines 94%, calcium 3%, phosphore 2,2%,

acide citrique 0,5% et magnésium 0,1% (Adrian, 2004).
1.3.5.1 Protéines non caséiques

Elles sont "évacuées" dans le lactosérum lors de 1'égouttage suivant la phase de caillage ; par
rapport aux caséines : elles constituent un groupe plus hétérogéne par leur composition
chimique, (Perreau, 2014), car constitués de : lactoglobulines, lactoalbumines,
sérumalbumine, immunoglobulines et lactoferrine bovine (Vilain, 2010).

1.3.5.2 Fraction non protéique
Compte tenu de I'existence de cette fraction non protéique dans les maticres azotées du lait ; le

TP sera toujours inférieur au taux azoté : pour un taux azoté de 33,7g/L, le TP aurait une
valeur d'environ 32g/L (Perreau, 2014).

1.3.6 Minéraux

La matiere minérale du lait (7g a7, 5g/L) est fondamentale d'un point de vue nutritionnel et
technologique. Il est possible de doser les matiéres minérales ou cendrés du lait par une

méthode calcination a550°C (Luquet, 1985).
La teneur du lait en ces éléments est de 5% ce qui est loin d'étre négligeable (Perreau, 2014).

1.3.7 Vitamines

On distingue d'une part les vitamines hydrosolubles (vitamine du groupe B et vitamine C) en
quantité constantes, et d'autres part les vitamines liposolubles (A, D, E, et K) (Jeantet, 2008).
(Tableau 2).

2 Valeur nutritionnelle du lait

Le lait joue un rdle tres important dans la nutrition humaine. La valeur d'un litre de lait est

d'environ 750 kcal, il constitue également un élément de haute valeur nutritionnelle.
Le lait renferme une source de : Le lait renferme une source de :

e Protéines avec une excellente valeur biologique
e Calcium

e Matiere grasse

e Vitamines (Leroy, 1965)
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Tableau 2: les besoins alimentaires de I’homme et leur couverture par le lait. (Alais, 1984).

Enfant Adulte
Besoin de | Apport  d’un | Besoin de | Apport d’un
I’enfant (x) litre de lait % | I’adulte (xxx) litre de lait %
(xx) (xx)
Energie 1500Cal 40 2800Cal 22
Protéines 50g 70 709 45
Calcium 0.89 Plus de 100 0.8¢ Plus de 100
Phosphore 0.89 Plus de 100 1.0g 100
Fer 10mg 10 15mg 6
Vitamine A 5000UI 40 5000U1 40
Vitamine D 450U1 5 - -
Vitamine B; 0.7mg 60 1.5mg 30
Vitamine B, 1.3mg Plus de 100 2.5mg 60
Vitamine PP 9mg 12 15mg 8
Vitamine C 50mg 40 75mg 25

(x) : Besoin de I’enfant de cinq ans en bonne santé.
(xx) : lait d’été de bonne qualité.

(xxx) : Besoin de I’adulte en bonne santé effectuant un travail modéré.

3 Caractéristiques physico- chimiques

Le lait de vache est un liquide opaque de couleur blanche. Plus ou moins jaunatre selon la
teneur en — carotene de sa maticre grasse. Sa saveur est douce et son odeur faible, identifiable

(FAO, 1990)..

La connaissance des propriétés physicochimiques du lait revét une importance incontestable
car elle permet de mieux évaluer la qualité de la matiere premicre et de prévoir les traitements

et opérations technologiques adaptés (E1 Marnissi, 2013).
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31 PH

Le pH du lait change d’une espéce a une autre, étant donné les différences de la composition
chimique, notamment en caséine et en phosphate et aussi selon les conditions

environnementales (Alais, 1984).

Le pH donne une idée sur I’état de fraicheur du lait. Un lait de vache frais a un pH de I’ordre

de 6,7 (Kouamé-Sina ., 2010).

3.2 Densité

La quantité de liquide est une quantité sans dimension spécifie le rapport entre la masse d'un
volume donné de liquide considéré et la masse du liquide considéré méme volume d'eau.
Comme la masse volumique de l'eau 4 4°C est en fait égale 4 A 1000 Kg.m™, la densité du lait

a 20°C est d'environ 1,030 par rapport a I'eau a 4°C. (D 20/4) (Pointurier, 2003).

3.3 Acidité du lait

L’acidité¢ du lait résulte de 1’acidité naturelle, due a la caséine, aux groupes phosphate, au
dioxyde de carbone et aux acides organiques et de I’acidité développée, due a 1’acide lactique
formé dans la fermentation lactique. Bien que 1’acide lactique ne soit pas le seul acide présent,
’acidité titrable peut étre exprimée en grammes d’acide lactique par litre de lait ou en degré

Dornic (°D) (Jean, 1993).
3.4  Point de congélation

Selon (Mathieu, 1999) et (Vignola, 2002), Capable de prouver le point de congélation Le lait
est légérement inférieur a 1'eau pure en raison de la présence de solides La dissolution abaisse
le point de congélation. Cette propriété physique est mesurée pour déterminez si de 1'eau a été

ajoutée au lait.
3.5 Point d’ébullition

Point d'ébullition est défini comme la température Elle est atteinte lorsque la pression de
vapeur d'une substance ou d'une solution est €gale a la pression application. Ainsi, comme
pour le point de congélation, le point d'ébullition est affecté par les facteurs suivants Présence
de solides dissous. Il est 1égérement au-dessus du point d'ébullition de 1'eau, Soit 100,5°C

(Amiot., 2002).
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Tableau 3: Propriétés physiques usuelles du lait de vache (Luquet, 1985).

Constantes Valeurs
pH (20°C) 6.546.7
Acidite titrable (°D) 15218
Densité 1.028 4 1.036
Température de congélation (°C) -0.51a-0.55
Point d’¢bullition (°C) 100.5

4 Caractéristiques microbiologiques

Le lait, méme traite dans des conditions propres et propres.

Les conditions d'hygiéne normales contiennent de nombreuses bactéries dont la croissance

rapide est assurée par :
Température de sortie du pis (35°C) et richesse en eau et en glucides.
Les microbes du lait sont divisé€s en deux groupes principaux selon leur importance :

e Flore indigéne ou original.

e Flore polluante (Guiraud, 1998), (Fredot, 2006).
4.1  Flore mésophile aérobie totale

La flore mésophile aérobie totale est constituée d'un groupe diversifi¢ de micro-organismes
correspond aux bactéries polluantes courantes. Sa quantité reflete sa qualité caractérisation
microbiologique générale du lait cru et permettant de suivre son évolution au cours de sa
production transformation. Par conséquent, le nombre total de bactéries peut indiquer 1'état

des bactéries fraicheur ou dégradation (altération) du lait (Guiraud ., 2004).

Tableau 4: Flore bactérienne originelle du lait cru (Vignola, 2002)

Microorganismes Pourcentage %
Gram positif 30-90
Micrococcus sp. 10-30
Lactobacillus <10
Streptococcus ou lactococcus

Gram negatif <10
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4.2  Flore de contamination

Cette flore est un ensemble de micro-organismes qui contaminent le lait, de la récolte a
consommer. Il peut s'agir d'une série de changements qui entrainent des déficits sensoriels ou

cela réduira la durée de conservation du produit, et dénotions d’hygiéne (Vignola, 2002).
4.3  Flore pathogéne

Cela représente un danger pour les consommateurs. La plupart des bactéries
Les bactéries mésophiles telles que Salmonella, Staphylococcus aureus, Clostridium
botulinum, Clostridium perfringens, Bacillus cereus, Yersinia enterocolitica, Listeria

monocytogenes, Escherichia coli, Campylobacter jejuni, Shigella sonii, etc (Vignola, 2002).

Principaux microorganismes infectieux du lait et des produits laitiers comme indiqué ci-

dessous :

Salmonella Campylobacter Escherichia coli Listeria

Figure 1: La flore pathogene du lait (Prescott, 2010).
4.4  Flore d’altération

Les bactéries de détérioration causent le goit, I'ardme, 1’apparence ou la texture, et peut
raccourcir la durée de vie des produits laitiers. Principaux genres responsables du changement

sont les coliformes et certaines levures ainsi que moisissures (Vignola, 2002).
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Tableau 5: les différents groupes bactériens du lait leurs Caractérisations (Alais, 1984).

Groupes Caracteres
1- Bactéries e Activité biologique : fermentation du lactose
lactiques
2- Microcoques e Flore banale de contamination du lait.

Activité enzymatique réduite.

Bactéries Gram (-)

3- Staphylocoques e Anaérobies facultatifs, fermentent le lactose.
e Exemple : Staphylococcus aureus.
e Développement dans le lait a 15°C pendant
plusieurs heures.
Jé‘/ 4- Bacillaceae e Mésophiles, inhibées a 45°C.
g e Absentes dans le lait crus et les produits laitiers
a qui n’ont pas été chauffés.
% e Responsables des altérations des laits
o0 insuffisamment stérilisés.
1- Entérobactéries. e Des coliformes, fermentent le lactose

Leur présence est liée a une contamination fécale.

Moins abondantes dans le lait par rapport a
d’autres gram(-).

Ces espéces résistent aux antibiotiques, se
développent a des températures tres différentes.

2- Achromobatériaceae.

Ces microorganismes forment I’essentiel de la
flore Psychrotrophe.

Ne fermentent pas les sucres.

3- Bactéries divers

Les plus importantes Pseudomonas véhiculées par
les eaux non potables et brucella pathogéenes.

S — 11
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5 Contamination du Lait

La contamination du lait de vache peut se produire de différentes manieres, notamment par la
présence de bactéries, de virus, de toxines ou de résidus de médicaments. Les sources de
contamination peuvent étre diverses, allant de la qualité de 1'alimentation et de 1'eau utilisée
pour la production du lait, a la santé des animaux producteurs eux-mémes (Fao, 2010).

Les principales sources de contamination du lait de vache sont les bactéries pathogenes telles
que Salmonella, Listeria et E. coli, ainsi que les virus tels que le virus de I'hépatite A et le
virus de la gastro-entérite. Ces agents pathogénes peuvent causer des maladies chez les
humains qui consomment du lait contaminé, en particulier chez les personnes ayant un
systeme immunitaire affaibli (CDC, 2022).

En outre, les résidus de médicaments peuvent également contaminer le lait de vache. Les
producteurs de lait doivent respecter des normes strictes en maticre d'utilisation de
médicaments pour animaux, afin de minimiser les risques de contamination du lait. Les
résidus de médicaments peuvent entrainer des problémes de santé chez les humains qui
consomment du lait contaminé (EFSA, 2018).

Pour minimiser les risques de contamination, il est important de s'assurer que les animaux
producteurs sont en bonne santé et que les normes d'hygiéne sont respectées tout au long du
processus de production. Il est également important de respecter les recommandations de
conservation et de manipulation du lait, telles que la réfrigération et I'utilisation rapide apres

I'ouverture (OMS, 2018).
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Chapitre 11

1

1.1

Généralités sur les entérobactéries

Définition

Les Entérobactéries, egalement appelées Enterobacteriacea, représentent une famille

bactérienne diversifiée et tres importante, regroupant plus de 40 genres et plusieurs dizaines

d'espéces. Leur nom est associe aux cellules intestinales, les entérocytes, car la plupart des

bactéries de cette famille sont des hdtes commensaux ou pathogénes pour I'nomme (Pilly,
2013).
Les Entérobactéries sont caractérisées par des critéres précis tels que :

o

o

(@]

Ce sont des bacilles a Gram négatif

Mobiles par une ciliature périt riche ou immobiles

Aéro ou anaérobie facultatifs

Fermentent le glucose avec ou sans production de gaz

Réduisent les nitrates en nitrites

Possédant une catalase a 1’exception de I’espece Shigella dysenteriae

Ne possedent pas d’oxydase

Ne formant pas de spores

Possedent un antigéne commun appelé antigene de Kunin ou ECA (Enterobacterial

Common Antigen).

. Les différences entre les especes bactériennes de cette famille reposent sur des criteres plus

précis, tels que leur capacité a fermenter différents sucres, a produire ou non des sulfures et

des enzymes métaboliques (par exemple les désaminases et les décarboxylases). (Delarras,
2014).

1.2

Habitat

Les Entérobactéries tirent leur nom de leur présence prédominante dans le tube digestif des

étres humains et des animaux, ou elles peuvent se trouver a I'état commensal ou pathogéne.

Toutefois, cette caractéristique écologique n'est pas exclusive, car on les retrouve également

dans I'environnement, tels que les sols et les eaux (Fauchére, 2002). Certaines souches

peuvent causer des infections graves chez I'homme, telles que la fiévre typhoide, qui n'est

présente que dans l'intestin des personnes malades (Joly, 2004).

13
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1.3  Principaux genres d’Enterobacteriacea

Les entérobactéries sont des bacilles ou coccobacilles Gram -, oxydase -, catalase + (sauf
Shigella dysenteriae serovar 1), sporulés. Ils réduisent les nitrates en nitrites (sauf quelques
Erwinia) et fermentent le glucose ; ils sont anaérobies facultatif (Guiraud, 1998).

Les Enterobacteriacea ont un G + C% du DNA compris entre 38 et 60 mol% les travaux de
taxonomie génétique basés sur I’hybridation de DNA ont entrainé la distinction récente de

nouveaux genres et de nouvelles espéces dont beaucoup n’o pas de pouvoir pathogéne défini

(Henry Dabernat, 1992).

Tableau 6: Principaux groupes d’Entérobactéries (Perriere, 1992).

Groupes Familles Genres Espéces
Edwardsielleae Edwardsiella
GROUPE | -
Salmonella typhi
Salmonnelleae Salmonella .
S. paratyphi
S. enteritidis
Escherichia Escherichia coli
S e
Shigell . .
GROUPEI 'getia Shigella boydii
Shigella sonnei
Levineae Levinea
Klebsiella Klebs!ella pneumoniae
Klebsiella oxymore
Enterobacter Enterobacter aerogen
GROUPE Il Klebsielleae Enterobacter cloaceae
Serratia Serratia marcescens
Erwinia
GROUPE IV Proteae Proteus Proteus mirabilis
Proteus vulgaris

14
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Proteus rettgerii
Providencia
GROUPE V Yersinieae Yersinia Y. enterolitica
Y.pseudotuberculosis
2 Déférents types des entérobactéries

2.1 Escherichia Coli
2.1.1 Définition

Isolée pour la premiere fois par Theodor Escherich en 1885, Escherichia coli est 1’espéce
bactérienne qui a été la plus étudiée par les fondamentalistes pour des travaux de physiologie
et de génétique. Cette bactérie est connue depuis longtemps comme commensale du tube
digestif et pathogéne pour I’appareil urinaire. Au cceur des derniéres décennies, le role de
certaines catégories d’E. Coli dans les syndromes diarrhéiques a été précise et les mécanismes

de ce pouvoir pathogene ont été analysés.
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Figure 2 : Escherichia coli, coloration par la méthode de Gram. (Sturm, 2015).
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2.1.2 Habitat

E. coli est une espéce commensale du tube digestif de ’homme et des animaux.
Dans D’intestin, E. coli et I’espéce aérobie quantitativement la plus importent, présente a
raison de 107 a 10° corps bactériens par gramme de selles. Cette population bactérienne ne

présente qu’environ 1%o de selle des anaérobies (voir encadré sur la flore du tube digestif).

La recherche d’E. Coli dans I’eau d’alimentation (colimétrie) est faire pour apprécier sa
potabilité. La présence d’E. Coli dans 1’eau est le témoin d’une contamination fécale récente

et la rend impropre a la consommation.

2.1.3 Pouvoir pathogéne
2.1.3.1 Pouvoir pathogéne pour I’homme
e Infections intestinales

L’existence de diarrhées a E. coli est connue depuis 1940.

Ces diarrhées sont dues a des souches de stéréotypes particuliers qui provoquent soit des cas

sporadiques, soit des petites épidémies.

Les différents syndromes cliniques sont dus a des E. Coli différents dont nous préciserons
plus loin le support de la virulence. On reconnait aujourd’hui 4 types de souches responsables

de diarrhées.

» Les souches Entéropathogénes ou "Entero-Pathogenic E. coli “ (E.P.E.C).

Elles étaient responsables, dans les années 50, de diarrhées infantiles grave ; toxicoses
survenant par ¢épidémies dans des créches ou maternités. Ces sous encore appelées E. coli
G.E.L. (des gastro-entérites infantiles) sont plus rare rencontrées aujourd’hui. Elles sont alors
isolées de cas sporadique. E appartiennent a des stéréotypes particuliers : 0111, 026,055, 086,
0125, 0119,00126, 0128 et, plus rarement en Europe. 0124 ,0114 et 0142.

» Les souches Entérotoxinogénes ou “Entero — Toxigenic E. Coli" (E.T.E.C).

Elles sont responsables de diarrhées tres liquides survenant dans les pays développement. Ces
diarrhées s’observent principalement chez les voyages (turista). Elles sont souvent

¢pidémiques chez les enfants de ces pays.
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> Les souches entéro-invasives ou "Entero-invasive E. coli " (E.l.E.C).

Elles sont isolées de syndromes dysentériques tant chez 1’adulte que chez I’enfant la présence

de leucocytes dans les selles est le témoignage du processus invasif.

> Les souches Entéro-hémorragiques ou "Entero-Hemorrhagic-E. coli " (E.H.E.C).

Ces souches ont été¢ décrites en Amérique du nord ou elles ont été responsables d’épidémies
de diarrhée aqueuse puis hémorragique. Elles appartiennent a stéréotype particulier 0157. Un
produit alimentaire contaminé peut étre a I’origine la diffusion de I’épidémie. Ces souches

sont aussi responsables du Syndro hémorragique — urémique.

Tableau 7: Propriétés des E. coli responsables de diarrhées

E.Coli Eentéropathogéne | Entérohémoragiques | Entérotoxique Entéeoinvasifs
EPEC EHEC ETEC EIEC

Diarrhée Aigue et Sanglante Liquide Dysentérique

chronique

Cible Enfants moins de | Intox. Alimentaire Enfants et Adultes et intox.
1 ans voyageurs Alimentaire

Cérotyps | 026.055.086.0111 | 0157 06.08.015.020.0 | 028.0112.0124.014
0114.0119.0125. 25.027.63.078.0 | 3.0144.0147.0152.
0126 80.085.0115.012 | 0164
.0127.0128.0142 8.0148.0159

o Infections extra-intestinales

> Infection urinaire

La majorité des infections urinaires de la femme jeune observées en pratique médicale de ville
est due a E. coli. Les souches provenant de la flore fécale contaminent les urines par voie

ascendante. C’est la classique « Colibacillose ».

> Meéningites néo-natales

Un tiers d’entre elles sont dues a E. Coli. La plupart des souches en cause posséder un
antigéne polysaccharidique K1 dont la composition est proche de 1’antigér capsulaire de

N.Meningitidis de type B.
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» Suppurations diverses

Les E. coli de la flore fécale peuvent étre en cause dans des péritonites. Des cholécystites, des

salpingites et des suppurations poste —opération.

Toutes ces infections. Si elles sont insuffisamment traitées. Peuvent étre a 1’origine de

septicémies.
2.1.3.2 Pouvoir pathogéne pour I’animale

Certaines souches d’E. Coli productrices de toxines ou possédant des propriétés invasives sont
particulierement pathogenes pour les animaux et provoquent des diarrhées chez les veaux ou
les porcelets. Ces diarrhées sont, par leur fréquence et la mortalité qu’elles entrainent, causes

de pertes économiques importantes. (Henry Dabernat, 1992).
2.2  Klebsiella

2.2.1 Définition et classification

Klebsiella sont des Enterobacteriacea toujours immobiles, possédant généralement une
capsule et fermentant de nombreux glucides. Elles ne possedent ni ODC, ni ADH, ni

tryptophane-désaminase (TDA), ni lipase et ne produisent pas d’H-S.
La classification des différentes especes de Klebsiella est discutée.
Néanmoins 6 especes sont usuellement reconnues :

> Quatre especes ont un pouvoir pathogene pour I’homme :

- K. pneumonie (espece-type).

- K. oxytoca, K.ozaenae et K.rhinoscleromatis.

Deux especes sont trouvées dans I’environnement et sont rarement pathogenes, ce sont

K.terrigena et K.planticola qui ne seront pas décrites ici.
2.2.2 Habitat et épidémiologie

K.pneumoniae et K.oxytoca sont les especes les plus souvent rencontrées .Elles sont

fréquemment isolées des eaux, du sol et des végétaux. Elles sont présentes dans la flore fécale
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de ’homme et sont souvent commensales de la peau, des muqueuses et des voies

respiratoires.

Les malades s’infectent soit avec leurs propres souches, soit avec des souches responsables de

petites épidémies hospitalieres. Elles sont alors manu portés de malade a malade.
2.2.3 Pouvoir pathogéne

K.pneumoniae, de loin la plus souvent rencontrée, et K, oxytoca sont isolées principalement
de broncho-pneumopathies aigues ou subaigués, mais aussi d’infections urinaires,

hépatobiliaires ou de pus divers.

En raison du terrain débilité sur lequel elles se développent, les septicémies a Klebsiella ont

un pronostic trés sévere.

K.ozaenae n’est pratiquement isolée que d’infections respiratoires chroniques. Elle est
rarement isolée d’urines ou d’hémocultures. Il en est de méme de K.rhinoseleromatis qui est

rarement rencontrées en France .Elle est plus fréquent en Afrique.

Le role de K.ozaenae comme agent étiologique de I’ozeéne et celui de K.rhinoseleromatis

comme agent du rhinosclérome sont imparfaitement établis. (Henry Dabernat, 1992).
2.3 Enterobacter
2.3.1 Définition et classification

Les Enterobacters sont des Enterobacteriacea VP (+), voisines des Klebsiella dont elles se
distinguent par leur mobilité, par la présence d’un ODC, parfois d’une ADH et par 1’absence

d’uréase. La TDA, la DNase, la production d’indole et d’H2S sont négatives.

La classification des Enterobacter a été 1’objet de nombreux remaniements. Nous indiquons
dans le tableau ci-dessous les dénominations des especes rencontrées en bactériologie

médicale.
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Tableau 8: Les dénominations des especes rencontrées en bactériologie médicale.

Dénomination actuelle Dénomination ancienne
E. cloacae Aerobacter cloacae, Cloaca A
E. actovenes Aerobacter aerogenes, cloaca B
E. agglaiacrans Erwinia herbicola

E. gergavie Enterbacter uréase (+)

E. sakazakii E. cloacae pigmenté en jaune
E. asbuine

Hafnia alvei Enterobacter hafnia

2.3.2 Habitat et épidémiologie

Enterobacters sont des commensaux du tube digestif de I’homme et des animaux. On les
trouve dans les eaux, sur le sol, sur la peau et les muqueuses. Ces sont des bactéries de

I’hospitalisme.
2.3.3 Pouvoir pathogéne
Ces bactéries pathogenes opportunistes peuvent étre responsables de septicémies.

De méningites, d’infections urinaires, d’infections néonatales et de suppurations diverses.

(Henry Dabernat, 1992).

2.4 Shigella
2.4.1 Définition

Shigella sont des entérobactéries responsables de la dysenterie bacillaire de diarrhées qui

constituent un probléme majeur de santé publique dans les pays en voie de développement.

Elles sont caractérisées par leur faible activité métabolique et par leur parenté génétique avec

Escherichia Coli (les GC % sont tres voisins). (Henry Dabernat, 1992).

2.4.2 Habitat

Shigella sont des bactéries strictement humaines et ne se trouvent pas dans
nature en dehors de 1'environnement humain. Ce sont des bacilles gram-, aérobies-anaérobies
facultatives, poussant sur des milieux ordinaires, fermentent le glucose sans gaz ; avoir du

nitrate réductases et sont oxydase (-). Le genre Shigella est divis¢ en 4 especes, et chaque
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espece est divisée en plusieurs stéréotypes : S. dysentriae (10 stéréotypes), S. flexneri (8

stéréotypes), S. boydii (15 stéréotypes) et S.sonnei (1 stéréotype). (Berche ., 1998).

Shigelles, en particulier S. dysenteriae de type I, produisent une toxine responsable de
I’invasion de la muqueuse colique, a I’origine du syndrome dysentérique. L’invasion reste

localisée a la muqueuse digestive ; les bactériémies sont possibles mais rares. (Epilly, 2022)
2.4.3 Pouvoir pathogéne

Une shigellose commence habituellement par une diarrhée aqueuse suivie aprés 24 a 48
heures par ’apparition de sang et de mucus dans les selles. Il y a de la fievre, des douleurs

abdominales et du ténesme.
Une déshydrations est possible mais dans une faible proportion des cas.

La mortalité. Qui avec S.dysenteriae 1 peut dépasser 10 % des cas, malgré un traitement
adapté. Est due a différentes complications : cachexie, état pseudo-leucémique, iléus

paralytiques, perforation intestinale, prolapsus rectal. (Henry Dabernat, 1992).
2.5  Salmonelles
2.5.1 Définition

Salmonelles sont des bactéries mésophiles, qui ont une température optimale de croissance de
35/37°C, cependant Salmonella peut se multiplier de 5°C a 45/47°C. Avec une croissance

nettement retardée par des températures inférieures a 10°C.

Ils supportent une plage de pH de 4,5 a 9,0 avec un optimum de 6,5 a 7,5. Persistance de
Salmonella dans une mayonnaise fortement acide (pH 3,2). A son tour, 1'épidémie de
Salmonella Typhimurium a fait 504 victimes dans la province Australie du Sud en mars 1999 ;
la nourriture accusée était du jus d'orange industriel frais. Les salmonelles résistent
parfaitement a la dessiccation et se développent bien Des valeurs Aw de 0,945 a 0,999
peuvent étre trouvées dans les produits déshydratés (A w = 0,20. Ces bactéries sont assez
sensibles au NaCl, mais leur présence était néanmoins présente reconnu dans 3,2 % des

saumures. La concentration maximale tolérée serait de 5,8 %. ( Robinson R. K., 2000).

21



Chapitre 11 Synthese bibliographique

~ i *
- -$ “
e w\./ ‘?~ J S Uk
- \/'?V = = -
g .- I’? . -
= ’\f"‘. ~ 5
S Te ® .
%'sq > ~

Figure 3: Genre Salmonella, coloration par la méthode de
Gram. (Chiguer, 2014)

2.5.2 Habitat

Les salmonelles sont des bactéries qui vivent dans le tube digestif des vertébrés. Ils sont-ils se
propagent essentiellement dans l'environnement extérieur a partir des matieres fécales. Quand
les conditions environnementales sont favorables (température et humidité) la salmonelle peut
survivre plusieurs mois dans I’environnement. La sous-espéce enterica est adaptée aux
animaux a sang chaud, y compris les humains. Les deuxiémes sous-especes se trouvent chez

les animaux a sang froid tels que les reptiles, amphibiens ou tortues ( Danyluk, 2008).

Dans de nombreux cas, les animaux sont considérés comme des porteurs asymptomatiques.
Cependant, dans d'autres cas, certains d'entre eux peuvent montrer plus de signes cliniques, ou

moins sévere. (Grimont, 2007).
2.5.3 Pouvoir pathogéne

La salmonellose est une maladie infectieuse causée par un groupe de bactéries appelées
Salmonella, les personnes qui consomment des aliments contaminés par Salmonella sont

susceptibles de contracter la salmonellose.
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I1 existe trois types de symptomes de salmonellose :
2.5.3.1 Typhoide et paratyphoide

Causée par quatre stéréotypes de Salmonella, strictement humain, antigénique
Pathogénicité différente mais similaire : Salmonella typhi, Salmonella paratyphi A,
Salmonella paratyphi B et Salmonella paratyphi C.Salmonelle et Boisson ou nourriture
contaminée. La dose infectieuse est d'environ 105 bactéries. Les symptomes apparaissent
apres une période d'incubation de 10 a 15 jours, selon 1'état hote, durée des symptomes 1 a 7
jours, signes cliniques. Il a été observé qu'une fiévre persistante était associée a des maux de
téte, de l'anorexie, de la dépression et douleurs abdominales avec diarrhée ou constipation.

(D'Aoust, 1989).

Salmonella, la bactérie qui cause la fiévre typhoide, a l'homme comme seul hote,
contamination par ingestion d'eau ou d'aliments contaminés par des mati¢res fécales d’origine
humaine. Comme toutes les maladies fécales-orales, ces fiévres se produit le plus souvent
dans les zones ou l'assainissement est médiocre, les gréves Principalement des pays en
développement d'Asie, d'Afrique ou d'Amérique latine. Ces les derniers chiffres mondiaux

montrent 17 millions de cas de fievre typhoide chaque année, 600 000 déces ( Hu, 2003).
2.5.3.2 Gastro-entérite

Causée par la bactérie Salmonella qui est omniprésente chez les humains et les animaux. La
période d'incubation est généralement de 1 a 2 jours, selon la dose ingérée, 1'état de santé du
patient Caractéristiques de I'hdte et de la souche de Salmonella. Principaux symptomes de La
salmonellose (infection non typhoide) est une diarrhée non sanglante, douloureuse des
douleurs abdominales, de la fiévre, des nausées et des vomissements surviennent
habituellement 12-36 heures apres I’ingestion. Chez I'adulte de statut médical normal, gastro-
entérite aucun traitement n'est nécessaire et disparait apres 3 a 5 jours en moyenne. Le

traitement utilisé est basé sur Principalement par réhydratation.
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Objectif de I’étude

Notre étude a été réalisé sur le lait de vache cru destiné la consommation humaine directe de la
ferme au consommateur sans traitement thermique afin d’estimer son degré de contamination par

les entérobactéries qui peuvent provoquer des dégats sanitaires trés lourds chez le consommateur.

Le but en était de déterminer si les conditions d’hygiéne au niveau des fermes étaient respectées
1  Durée et lieu d’étude

L’étude a été menée au niveau de laboratoire de microbiologie de la faculté des sciences de la

nature et de la vie (Tiaret), sur une période d’un mois (01/02/2023 au 28/02/2023)

2 Matériel et méthodes

2.1  Matériel utilisé

2.1.1 Appareillage et verrerie

e Auto clave

e Bain marie

e Balance

e Bec bunsen

e Boites de pétrie

e Bécher

e Micro scope

e Flacon de verre de 25 ml
e Micro pipette

e Tube aessai

e Barreau magnétique

e Etuve a incubation régie a 37 C°
e Agitateur magnétique

e Pipette Pasteur
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2.1.2 Produits utilisés

e Gélose de Mac-Conkey

e Violet de gentiane phéniqué

e Solution iodée de gram ou Lugol
e Solution de fuchsine

e Décolorant alcool

e Huile d’émersion
2.2  Prélevements

Le présent travail a été réalis€¢ sur 30 échantillons du lait de vache cru. Provenant des

différentes fermes dans la région de Tiaret.
2.3  Mode de prélevement :

La valeur de I’examen bactériologique du lait de vache dépend en grande partie de la qualité

du prélévement qui dépend de la technique de 1’opérateur.

Les échantillons de lait ont été préleves aseptiquement. Tous les quartiers d’une méme vache
ont été prélevés dans un méme pot stérile.

La technique du prélévement suit les recommandations de (Mialot, 1983)

e Lavage des mains

e Lavage et séchage des trayons

e Désinfection de I’extrémité du trayon

e Elimination du premier jet de lait ;

e Remplissage du flacon avec quelques jets du lait de chaque quartier ;
e Identification du flacon (date, numero de la vache)

e Conservation des prélevements dans une glaciere et acheminement vers le laboratoire.

w

Analyse de laboratoire
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3.1 Analyse bactériologique

L’analyse bactériologique du lait cru de vache est une étape importante qui vise d’une part a
conserver les caractéristiques organoleptiques et sensorielles du lait, donc d’allonger sa durée
de vie et d’autre part, a prévenir les cas d’intoxication alimentaire liée a la présence des

microorganismes pathogenes avant la transmission au consommateur (Vignola, 2002).

Dans la présente ¢étude, la recherche bactériologique a porté sur la présence des

entérobactéries dans les prélevements de lait analysé.

4 Méthode d’analyse

Le protocole d’analyse bactériologique suivant a été appliqué :

Isolement des entérobactéries sur milieu sélectif Mac Conkey

Etude des caractéres macroscopiques.

Etude des caracteres microscopiques : épreuve de coloration de Gram (Gram -) ;

Etude des caracteres biochimiques : épreuve a 1’oxydase, catalase, TSI, Citrate de Simone.

4.1 Isolement des Entérobactéries
a/ Principe

L’isolement des entérobactéries s’effectue sur le milieu Mac Conkey, les bites de pétri sont

ensemenceées par 0.1 ml du lait en surface.
L’incubation a lieu pendant 24 Ha 37 ° C

b/ Lecture
Les colonies suspectes d’entérobactéries présentent une couleur rose rougeatre.
4.2  ldentification phénotypique

L’identification comporte une série d’étape ; les souches isolées ont été identifiées par
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Des techniques microbiologiques standards (la coloration de Gram, test catalase et

d’oxydase).
4.3  Examen macroscopique
L’¢étude des caracteres visibles a I’ceil nus : formes, taille, couleur et 1’aspect. (Chibi, 2015).

4.4  Examen microscopique

Coloration de Gram sur les colonies isolées
a/ Principe

La coloration de Gram est la coloration de base de la bactériologie. C’est une coloration
double qui permet de différencier les bactéries non seulement d’aprés leur forme et leur
disposition, mais surtout d’aprés leur affinité pour les colorants liée a la structure de la paroi.

(Abdelmalek A., 2016).

b / Technique

v’ Fixer le frottis a la flamme d’un bec bunsen

v" Recouvrir le frottis de la solution de cristal violet, laissé agir une minute (violet de
gentiane)

Rejeter le colorant puis laver a I’eau ;

Recouvrir la préparation de Lugol, laisser agir une minute ;

Rejeter le Lugol puis laver a I’eau ;

Décolorer a 1’alcool 95°

AN N NN

Rincer a ’eau courante et recouvrir la lame de solution de fuchsine diluée, laisser agir

quelques secondes ;

v" Rejeter la fuchsine, lavée abondamment, égoutté, sécher entre deux feuilles de papier
buvard propres.

c/ Lecture

- Observer au microscope a I’objectif x 100 a immersion

- Des bactéries gram négatif roses, Coccobacille.
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Figure 4: Le Principe de la coloration de Gram
5 Identification biochimique

5.1  Test oxydase
a/ Principe et technique

L’oxydase est une enzyme qui catalyse une réaction d’oxydoréduction impliquant une
molécule de dioxygene (O2) comme accepteur d’électrons (Denis ., 2007).

La mise en évidence de I’oxydase a été faite selon la méthode des disques d’oxydase
Qui consiste a :
v Déposer sur une lame un disque d’oxydase, et I’imbiber avec une goutte d’eau
physiologique stérile.
v Prélever une colonie a I’aide d’une pipette pasteur et 1’étaler sur le disque (Denis .,
2007)

b / Lecture
La présence d’un cytochrome oxydase se traduit, en 20 & 60 secondes, par 1’apparition d’une
coloration rouge virant rapidement au violet trés foncé. (Denis ., 2007) . Si la colonie reste

incolore, le germe ne possédé pas d’oxydase, le test est négatif.
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Figure 5: Test oxydase
52  Gélose TSI

La gélose TSI (Triple Sugarlron) permet 1’identification des entérobactéries par la mise en
¢vidence rapide de la fermentation du lactose, du glucose (avec ou sans production de gaz), du

saccharose et de la production de sulfure d’hydrogene.
a/ Lecture

La gélose TSI fournit quatre renseignements principaux :
(1) Fermentation de glucose

o Culot rouge : glucose non fermenté
. Culot jaune : glucose fermenté

(2) Fermentation du lactose et/ou du saccharose

J Pente inclinée rouge : lactose et saccharose non fermentés
. Pente inclinée jaune : lactose et/ou saccharose fermenté(s)
(3) Production de gaz

e Apparition de gaz dans le culot (Décollement de la gélose).
(4) Formation d’H2S

e Formation d’une coloration noire entre le culot et la pente ou le long de la piqre.
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5.3  Test Catalase

Il permet la détection de I’enzyme (Catalase) qui décompose le peroxyde dihydrogene

(H202) avec dégagement d’oxygéne.

a/ Technique

- Déposer sur une lame propre et séche une goutte d’eau oxygénée (H202) a 10 volumes.
- Ajouter a I’aide d’une pipette Pasteur boutonnée 1’inoculum bactérien.

b /Lecture

On remarque une production de bulle (libration de gaz) lorsque la réaction est positive.

Ean oxyzanas
{H,0y), /
& - T > b Dissociation de

colonie

Bulle de gaz

& l l e bulle

catalase™ catalase

Figure 6: Test catalase
5.4  Test de Citrate de Semmons

Le principe est d’ensemencer les colonies bactériennes dans un milieu contenant une seule
source de carbone, seules les bactéries qui possedent les enzymes de dégradation de cette

molécule peuvent se multiplier dans ce milieu.

a/ Technique
- Ensemencement par des stries a la surface de la pente.
-Incubation a 30°C pendant 48 heures ou plus.

L’utilisation de citrate se traduit par le virage de l'indicateur de pH au bleu (Dellarras, 2007)
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b/ Lecture :
-Les bactéries citrate (+) alcalinisent le milieu entrainant le virage de 1'indicateur de pH
(Le bleu de bromophénol) au bleu.

- Les bactéries citrate (-) ne donnent aucune culture et la couleur du milieu reste inchangée.
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Résultats et Discussion
30 échantillons du lait de vache cru. Provenant des différentes fermes dans la région de Tiaret,

ont été analysés pour la recherche et I’isolement des entérobactéries.

Leur présence traduit soit une contamination fécale récente car ces bactéries peuvent se
présenter dans I’intestin, dii & une mauvaise hygiéne du trayeur et a des mauvaises pratiques

de traite. Soit d’origine pathogéne.

En vue d’apprécier les risques liés a la consommation du lait de vache cru, 30 échantillons du

lait ont été prélevés pour la recherche des entérobactéries,

Nous avons noté la présence des entérobactéries dans 5 échantillons de lait cru ; soit 16.66%.

|-

= Echantillons(+) = Echantillons(-)

Figure 7: Résultat des prélévements

Ces germes peuvent éventuellement jouer un role dans les intoxications alimentaires (Guiraud

., 2004).
Les résultats obtenus sont exprimés comme suit :

1 Identification des colonies isolées sur la gélose nutritive

1.1  Observation macroscopique

Différents caracteéres culturaux ont été observés aprés 24 heures d’incubation a 37°Csur la

gélose nutritive
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Tableau 9: Caractéres culturaux sur milieu ordinaire GN.

Caractéres | Forme | Relief |Transparence | Surface Consistance | Pigments

Culturaux

Résultats | Ronde | Bombée |Opaque Lisse, Crémeuse Non
brillante pigmentée

Figure 8: Aspect macroscopique sur milieu Gélose Nutritive.

2 Identification des colonies isolées sur milieu Mac Conkey

2.1  Observation macroscopique

Apres ensemencement sur milieu Mac Conkey, et incubation a 1’étuve a 37°C, nous avons

observé au bout de 24 heures la formation des colonies roses rougeatres.

Tableau 10: Caractéres culturaux sur milieu Mac Conkey.

Caractéres | Forme | Relief Transparence | Surface | Consistance | Pigments

culturaux

Résultats | Ronde Bombée | Opaque Lisse Mugueuse Non
pigmentée
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Figure 9: Aspect macroscopique sur milieu Mac Conkey.
3 Identification phénotypique
3.1 Examen microscopique
3.1.1 Coloration de Gram

L’observation des souches étudiées apres la coloration de Gram au (Gx 100), a révélé que nos

isolats sont des coccobacilles a Gram négatif, isolés ou en paires (fig.).

[ - . |

Figure 10: Aspect microscopique avec coloration de Gram des isolats.
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4  Identification biochimique

3.2  Test oxydase

Les souches examinées étaient oxydase négative Ce test est un bon contrdle pour les bactéries
appartenant a la famille des Enterobacteriacea, car elles sont toutes oxydase négatives.

(Dhayanithi, 2010)

Figure 11: Résultat de test d’oxydase.

3.3  Test de catalase

Le dégagement de bulles de gaz signifie qu’il y a une production de I’enzyme catalase, le test
était positif pour la totalité des souches testées.

Apres avoir effectué le test catalase, toutes les souches d’entérobactéries que nous avons
¢tudiées ont présenté un caractére catalase positive,

D’apres (Avril., 2000) ; la plupart des entérobactéries possedent la catalase (catalase positive).

Figure 12: Résultats de test de catalase des isolats.
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34 TestTSI

Les résultats de I’identification biochimique sont exprimés dans le tableau suivant

Tableau 11: Caracteres biochimique de TSI.

Caracteres TSI ONPG

Glu | Lac-Sac Gaz H,S

Résultats + + + - +

Figure 13: Résultats de test de TSI des isolats.
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3.5 Test de Citrate de Semmons

La ponte du milieu est ensemencée par une strie longitudinale au moyen d’une anse contenant
des colonies.

-
ES
-
.

¢

‘I

Figure 14: Résultats de test de Citrate de Semmons des isolats.

4 Résultat globale de I’identification biochimique
Caracteres TSI Catalase Oxydase Citrate de
Simone
Glu | Lac-Sac Gaz | H,S
Résultats + - /
+ + + -
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Discussion

La présente étude, réalisée dans la région de Tiaret a porté sur 30 échantillons de lait de vache
cru provenant des circuits de vente directe (informel).

Les germes dans le lait traduit un non-respect des bonnes pratiques durant la traite et une
négligence de I’hygiéne des étables, elle peut étre aussi liée a une contamination par les
déjections de la vache, le sol et 1’eau utilisée (Chye, 2004). Et d’aprés (Hamiroune B. ,.,
2016) La présence importante de cette flore dans les échantillons issus du lait des cuves de
réfrigération est probablement le résultat d’une multiplication bactérienne intense, favorisée

par la non-maitrise des conditions d’hygiéne lors de la traite et du stockage du lait.

16.66% des échantillons prélevés ont présenté une contamination par les entérobactéries.
L’identification biochimique par les tests classiques et les moyens disponibles nous a guidé a
suspecté I’espece E. coli.

La caractérisation d’E. Coli est aussi intéressante de par 1’existence de souches pathogenes,
notamment les EHEC (E. coli entérohémorragiques), particulierement le stéréotype le plus
connu 0157 :H7. Ce germe est impliqué dans des épidémies et des infections sporadiques
dues a la consommation de lait cru ou de produits laitiers (Farrokh, 2013).

Des criteres de différenciation basés sur leurs sérotypes, leurs virulences et leurs
conséquences cliniques ont permis de classer ces souches pathogénes en quatre groupes : les
E. Coli Entéropathogenes (EPEC), les E. Coli Entérotoxinogeénes (ETEC), les E. Coli entéro-
invasifs (EIEC) et les E. Coli entérohémorragiques (EHEC) (Gouali, 2012).

Le respect des regles d’hygiene a la ferme et le contrdle des laits lors de leurs mises sur le
marché peut permettre de réduire le nombre de toxiinfections d’origine alimentaire dues a la
consommation de ces produits (Cce, 1992). Le traitement thermique du lait cru avant la
consommation constituer ainsi une des méthodes efficaces pour diminuer le nombre de ces
TIA.

Dans I’étude de (Baaziz, 2009), menée sur l’évaluation de Qualité bactériologique et
sanitaire du lait cru de bovins des circuits direct et indirect dans la région centre de I’ Algérie :
E. coli a été mise en évidence dans 30,0 % et 17,8 % des laits des circuits de vente D et ID,

respectivement. Dans le circuit de vente informel, la présence d’E. Coli a été aussi rapporté a
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des taux élevés (52,0% et 35,6%) par (Belbachir, 2015) et (Hempen, 2003). Nettement
supérieurs a nos résultats.

Selon (Mocquot, 1939), les coliformes du genre Escherichia contaminent le lait directement
(par contact direct avec le pis), ou se multiplient suite & un mauvais nettoyage des ustensiles
laitiers.

D’apres (Hamiroune, 2014); la charge moyenne en entérocoques est de 2,8 104 ufc/ml et elle
est treés variable. Le critére algérien pour les entérocoques est 1’absence du germe dans 0,1 ml
de lait cru ; 40,1 % des échantillons présentent une charge supérieure. Ces résultats sont
supérieurs a ceux rapportés par (Afif, 2008) ou la moyenne des résultats obtenus était 102
ufc/ml. En revanche, ils sont inférieurs aux résultats de (Labioui, 2009) avec 4,0 104 ufc/ml.
Selon (Waes, 1973), ils sont des indicateurs de contaminations fécales, et de manipulations
non hygiéniques.

Selon (Chye, 2004), les bactéries peuvent entrer dans le lait pendant qu’il est encore dans la
mamelle mais la plupart des microorganismes retrouvés dans le lait cru sont des contaminants
provenant de la surface externe de la mamelle, des ustensiles de traite et des trayeurs.

L’¢étude de I’'impact de la consommation du lait cru sur la santé des consommateurs montre
que 45,4 % (soit 54/119) d’entre eux ont présenté des toxi-infections alimentaires (TIA) apres
consommation du lait cru sans aucun traitement thermique contre seulement 5,6 % apres
traitement thermique.

La présence des coliformes thermo tolérants dans le lait indique la présence possible de
micro-organismes Entéropathogenes responsables d’une gastroentérite.

Certains Escherichia coli font partie de ce groupe (Cce, 1992).

Globalement la présence de cette flore, qu’elle soit fécale ou pathogene, n’est que le résultat
logique d’un mauvais encadrement de nos éleveurs, 1’absence des mesures d’hygiéne, ainsi
que le non-respect et la méconnaissance des conditions d’¢élevage, en particulier celles liées a
la propreté des animaux et leur environnement et bien slr les conditions de sécurité pour le
stockage et la livraison de lait a mettre entre les mains du consommateur un produit de

meilleure valeur nutritionnelle.
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Conclusion
Le lait est le premier apport protéique de 'homme et le premier aliment naturel complet des le

plus jeune age. Il contient les nutriments de base nécessaires au bon développement
organisme humain. En méme temps, il reste essentiel tout au long de la vie. Cependant, il peut
devenir un réservoir trés dangereux de germes pathogénes opéré dans de mauvaises

conditions.

Cette ¢tude se propose d’étudier le degré de contamination par les entérobactéries qui peuvent

provoquer des dégats sanitaires trés lourds chez le consommateur dans la région de Tiaret.

Les résultats obtenus a 1’issue de notre étude montrent que 16.66 % des échantillons de lait
de vache crue analysés étaient contaminés par les entérobactéries et que 100% de ces
derniers étaient représentés probablement par E coli. Cette présence peut étre due a de
mauvaise conditions d’hygiéne au moment de la traite (mains sales, trayon non lavé, matériel
sale).et présente un réel danger pour le consommateur lors de sa contamination suite a la
consommation de lait cru contaminé en lui causant des maladies infectieuses d’origine

alimentaire qui peut étre graves dans certains cas.

Les présents résultats posent donc les jalons d'une étude épidémiologique compléete prenant en
compte la qualité microbiologique, les zoonoses (brucellose, tuberculose) et la recherche des
résidus d'antibiotiques a 1'échelle nationale. Cela permettra de mieux cerner la filiére en

démontrant la contribution de 'hygiéne dans la production laiticre.

Enfin, Pour sortir du tunnel, nous proposons d’éviter la consommation du lait et produits
laitieres non pasteurisé, la mise en place de formations a destination des éleveurs, des

convoyeurs et méme des industriels, en vue d’améliorer I’hygiéne du lait.
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Recommandations
Au vu de la qualité hygiénique des laits étudiés, les conséquences sur la santé humaine seront

préoccupantes et suscitent un certain nombre de recommandations. Elles s’adressent aux

pouvoirs publics, aux ¢leveurs, aux collecteurs, aux vétérinaires et aux consommateurs.

1 Autorités publiques

- Mise en place d'un systeme de paiement du lait basé sur la qualité.

- Controdle des résidus d'antibiotiques dans tous les lieux ou le lait est manipulé.

- Mise en ceuvre du programme de contrdle des résidus d'antibiotiques. Imposition de
Le lait doit étre prélevée par un agent habilité du Service Vétérinaire, et
analyses par un laboratoire vétérinaire régional.

- Etablissement de limites maximales de résidus (LMR) pour les antibiotiques.

- Maitriser les techniques de contrdle et de recherche des résidus dantibiotiques
s'il n'est pas obligatoire, le niveau de laboratoire officiel est toujours nécessaire
maintenir la santé publique vétérinaire.

- Rechercher les toxines staphylococciques dans le lait reconstitué, surtout si elles sont
présentes.

- Déclaration d'un ou plusieurs cas TIA provenant de la consommation lait.

- Latracabilité devient un enjeu de plus en plus important.

- Inspections réguliéres et inopinées des centres de transformation laitiére.
2 Eleveurs

- L’implantation d’un programme HACCP a la ferme pour assurer la salubrit¢ du lait
cru. Pour qu’il soit accepté par les éleveurs, le programme HACCP devra étre simple,
comporter un nombre limité de registres a compléter et nécessiter peu de temps, car
I’objectif reste toujours que le producteur doit consacrer ses efforts a produire du lait
de qualité et non pas a maintenir un programme HACCP en place.

- Etre sensibilisés sur les dangers que présentent le non-respect du délai d'attente aprés une
antibiothérapie ou autre et sur les dangers que présente le non-respect
des régles d’hygiéne durant la production.

- Respecter les regles de bonnes pratiques hygiéniques d'élevage.

- Respecter les délais d'attente apres une antibiothérapie ou autre.
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Collecteurs

- Respect de la chaine de froid et des regles hygiéniques durant la manipulation et

durant le transport du lait.
Vétérinaires

Respect des régles de 1’antibiothérapie (surtout la dose a administrée et la durée du
traitement)
Informer les éleveurs de I’intérét du respect des reégles d’hygiéne de la production et

de I’intérét du respect du délai d’attente apres un traitement antibiotique ou autre
Consommateurs

Doivent étre informés et refuser les pratiques susceptibles de nuire a leur santé.
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ANNEXES
1 Composition des quelques milieux de cultures utilisées en g/l d’eau

d’distillée

«» Gélose nutritive (GN)

Composition
- Peptone ... S5g
- Extraitde viande .................... 39
- Gélating ........ooiiiiiii 13g
- PH=6,8

+» Gélose Mac-Conkey

Composition

- Peptone de Caséine............... 17¢g

- Peptone de viande................. 039

- Sels biliaires........................ 1,5¢
- Cristal Violet.................. 0,0075¢g
- Lactose......ccooviiiiiiiiiiiiniinn.. 10g
- Rougeneutre...................... 0, 03g
- NaClio, 59
- Agar 12g

- PH=7,4%0,2
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< Milieu de TSI

Composition
- Peptone ... 15¢g
- Extraitdeviande ...................... 39
- Extraitdelevure........................ 39
- Peptone pepsique de viande.......... 5¢g
- Glucose.. i 19
- Lactose......ovvviiiiiiiiiiii 10g
- Saccharose............coooeiiiiii. 10g
- Rouge de phénol................... 0, 0249
- Chlorure de sodium..................... S5g
- Sulfate de fer II (pasteur)............ 0,2g
- Thiosulfate de sodium............... 0,39
- AgAr 11g
- Bau..o 19
- PH=75

«+ Milieu de Citrate de Semmons

Composition
- Citrate de Sodium.......................... lg
- Bleu de bromothymol................ 0, 008g
- Chlorure de Sodium........................ S5g
- Sulfate de magnésium...................... 29
- Hydrogénophosphate de potassium...... lg
- Dihydrogénophosphate d’ammonium...1g
- AgAT 159
- Baueo 1L
- PH=71
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X/
°e

L)

Violet de gentiane

Composition

PRENOL. .. o 2g
Violet de gentiane. ...........oouiieii i lg
Ethanol @ 000 . .. .. 10ml
Eau diStill€e. . ..o.voe e 100ml
Lugol

Composition

Todure de POtasSTUML. .......ouiie e 2g
Tode MEtAllOTde. .......e e lg
BEaU diStillEe. ... ..o 300ml
Fuchsine de Ziehl

Composition

FuchSine basiqUe. .......o..iieii e lg
PNl .. S5g
Ethanol @ O0°. ... o 10ml
Eau distill€e. ..o 100ml
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