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Liste des abréviations :

API: Analytic Prophylactic Index.

AW : activité de I’eau.

CDC: Centre of Disease Control.
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CEAEQ : Centre d’expertise en analyse environnemental du Québec.
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IPA: Institut Pasteur d’Algérie.

ISO : International Standarisation for Normalisation.

OMS : Organisation mondiale de la santé.

SHU: Syndrome hémolytique et urémique.

TDA : Tryptophane Désaminase.

TIAC : Toxi infection alimentaire collective

VP : Voges Proskauer.
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Glossaire :

+ Bonne pratique d’hygiéne : programmes prérequis mis en place dans I’établissement
visant spécifiquement 1’hygiéne des aliments.

+ Contamination : introduction ou présence d’un contaminant dans un aliment ou dans un
environnement alimentaire.

+ Danger : agent biologique, chimique ou physique dans I’aliment ayant potentiellement
un effet nocif sur la sante.

+ Désinfection : réduction, au moyen d’agents chimiques ou de méthodes physiques du
nombre de micro-organismes présents dans 1’environnement, jusqu’a I’obtention d’un
niveau ne risquant pas de compromettre la sécurité sanitaire ou la salubrité des aliments.

+ Salubrité des aliments : assurance que les aliments sont acceptables pour la
consommation humaine conformément a 1’'usage auquel ils sont destinés.

+ Sécurité des aliments : assurance que les aliments sont sans danger pour le
consommateur quand ils sont préparés et/ou consommés conformément a 1’usage auquel
ils sont destinés.

+ Qualité : aptitude d'un ensemble de caractéristiques intrinseques a satisfaire des
exigences

+ Bonnes pratiques de fabrication (BPF) : désignent les conditions fondamentales de
fonctionnement et d’environnement nécessaires pour produire des aliments sains. Elles
permettent de garantir que les ingrédients, les produits et les emballages sont manipulés
en toute sécurité et que la transformation des aliments est effectuée dans un milieu

convenable.
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Partie 1 :

Partie bibliographique



Introduction :

Le lait est un aliment biologique, dont les qualités nutritionnelles en font un aliment presque
complet. Une des sources principales en protéines animales pour ’homme, il est surtout un
¢lément important dans ’apport en acides aminés essentiels. Sa richesse aussi en lipides,
glucides, en oligo-éléments et le calcium lui conférent une place importante dans I’alimentation

humaine et animale (Hamiroune, 2009).

Bien qu’il occupe une place privilégiée dans 1’alimentation humaine et bien qu’il soit au cceur
d’une industrie puissante « I’industrie laitiére », le lait peut étre aussi une source majeure des
différentes pathologies pouvant porter préjudice a la santé du consommateur (Hamiroune,
2009).

Cette denréee alimentaire, au vu de sa richesse en nutriments et en eau, constitue un excellent
milieu pour le développement des bactéries provenant de nombreuses sources de contaminations
d’un bout a I’autre de la chaine alimentaire. Le lait a sa sortie de la mamelle est quasi stérile,
mais il devient rapidement contaminé soit par voie endogene (mammites) ou exogenes Vvia
I’environnement (terre, paille, féces, machines a traire ...etc). Les germes les plus rencontrés
apres contamination endogénes sont les staphylocoques, streptocoques ou Escherichia coli, alors
que ceux qui proviennent par voie exogenes sont Bacillus, Clostridium, Micrococcus,
Salmonella et Listeria (Boukhalfa, 2010).

Du fait que les conditions d’hygiéne doivent étre satisfaites, le lait et les produits laitiers
provoque des maladies chez le consommateur, c’est pourquoi 1’hygieéne du lait englobe toute une
série de mesures relatives a 1’état sanitaire des animaux producteurs, a I’observation des regles
d’hygiéne dans la chaine de production, la manipulation et le traitement (Bouichou, 2009).

La qualité microbiologique et hygiénique du lait peuvent étre surveillé régulierement, les
analyses microbiologiques longues fastidieuses et colteuses peuvent constituer un obstacle a
cette surveillance. Une méthode alternative peut étre proposée pour evaluer la salubrité et la
sécurité des aliments. La recherche de microorganismes indicateurs peut aider les responsables -
qualité a mieux surveiller la qualité microbienne et hygiénique de leurs produits sans passer

systématiquement par 1’analyse du produit fini.



https://fr.wikipedia.org/wiki/Mammite_%28animaux_domestiques%29
https://fr.wikipedia.org/wiki/Staphylocoques
https://fr.wikipedia.org/wiki/Streptocoques
https://fr.wikipedia.org/wiki/Escherichia_coli
https://fr.wikipedia.org/wiki/Bacillus
https://fr.wikipedia.org/wiki/Clostridium
https://fr.wikipedia.org/wiki/Micrococcus
https://fr.wikipedia.org/wiki/Salmonelle
https://fr.wikipedia.org/wiki/Listeria

Différentes études ont été menees pour déterminer les origines de la contamination du lait a la
production en vue de mettre en place, au sein de ces filiéres, des programmes de lutte adaptées et

préserver la santé des consommateurs.

Les objectifs de notre étude sont :

e Evaluer la contamination de 1’environnement des trois centres de collecte par la
recherche des coliformes thermotolérants.

e La recherche de I’organisme indicateur E. coli a été effectuée afin d’évaluer les
bonnes pratiques de fabrication et en particulier les opérations de nettoyage -

désinfection dans ces unités de collecte.




Chapitre I : Généralités sur le lait
1.1. Définition :
1.1.1. Générale :

Le lait est la sécrétion mammaire normale d’animaux de traite obtenue a partir d’une ou de
plusieurs traites, sans rien y ajouter ou en soustraire, destiné a la consommation comme lait
liquide ou a un traitement ultérieur (Codex STAN 206-1999).

I.1.2.Légale :

Le lait sans indication de 1’espéce animale de provenance, correspond au lait de vache. Tel
définit par le premier congres International de Répression des fraudes tenu a GENEVE EN
1909, le lait se définit comme «le produit intégral de la traite totale et ininterrompue d’une
femelle laitiere bien portante, bien nourrie et non surmenée. 1l doit étre recueilli proprement et ne

pas contenir de colostrum ».

Le lait cru : aux termes du Réglement (CE) n°853/2004 du parlement Européen et du conseil
de 29 avril 2004 fixant les régles spécifiques d’hygieéne applicable aux denrées alimentaires
d’origine animale, le lait cru est le lait produit par la sécrétion de la glande mammaire d’animaux

d’¢élevage non chauffé a plus de 40°C, ni soumis a un traitement avec un effet équivalent .

Le lait cru (« lait »tel que défini dans codex Stan 206-1999) ne contiendra aucun additif

alimentaire.

1.2. Composants du lait de vache : les principaux composants du lait de vache sont présenté
dans le tableau N°01(Michel et Wattiaux, 2000).

Tableau 01: Composition du lait de vache (quantité par 100g).

Nutriments Vache
Eau (g) 88.00
Energie (kcal) 61.0
Matiére grasse (g) 3,4
Lactose (g) 4,7
Minéraux () 0,72




I .3. Composition cellulaire du lait :

Elle est présentée par les cellules sanguines, cellules épithéliales des glandes, les cellules

bactériennes d’origine endogéne ou exogene et des cellules somatiques qui sont de nature

hétérogene (Abdennebi, 2011).

1.3.1. Micro-organismes :
Le lait cru, du fait de sa composition physico-chimique, est un excellent substrat pour le
développement des micro-organismes originaux ou de contamination qui provoque différentes
action sur le lait. Sa contamination peut étre due au cours de la chaine de traite, du transport ou le
stockage a la ferme ou a I’usine par une grande variété de micro-organismes, un certain nombre
de ces germes sera multiplié a savoir que la température soit favorable ainsi qu’un milieu propice
(Larpent, 1997).
Le lait contient peu de micro-organismes lorsqu’il est prélevé dans de bonnes conditions, a partir
d’un animal sain (moins de 10°germes /ml). Il s’agit essentiellement de germes saprophytes du
pis et des canaux galactophores: microcoques, streptocoques lactiques et lactobacilles
(Guiraud, 1998 ; Bourgeois et al., 1998).
La microflore du lait est habituellement classée en trois grandes catégories (Le page, 1999 ;
Beuvier et al., 1997).

1.3.1.1. Micro-organismes utiles :

Ce sont des micro-organismes ferments, utilisés en industrie laitiere pour la production des
fromages, yaourt et d’autres produits laitiers fermentés. Parmi ces bactéries les ferments

lactiques utilisés pour 1’acidification (FAO, 1995).

1.3.1.2. Micro-organismes d’altération :

Causera des défauts sensoriels de gott, d’arome, d’apparence ou de texture ou réduira la durée
de conservation des produits (Anonyme 01, 2003). lls peuvent engendrer la dégradation du lait,

provoquer le limonage, entrainant une apparition d’une texture visqueuse a la surface des




fromages, la présence de longs filaments dans le lait, le caillage du lait et la production de

mauvaise odeur (Guiraud, 1998).

1.3.1.3. Micro-organismes pathogénes :

C’est des germes capables de provoquer des dangers sur la santé des personnes manipulatrices
ou consommatrices, soit par leurs présences dans le lait au moment de la consommation
(Salmonelles, Clostridium perfringens, Listeria monocytogens, Escherichia coli...) ou bien par la
production de toxines dangereuses (FAO, 1995).




Chapitre 11 : Nature et sources de contamination du lait cru :

I1.1. Nature de la contamination :

La microflore du lait est généralement divisée en deux grandes catégories: la microflore

d’altération et la microflore pathogene.

11.1.1.Microflore d’altération:

Elle regroupe les bactéries qui peuvent avoir une conséquence sur la transformation

technologique du lait cru.

Elle est répartie en différents groupes :

11.1.1.1.Bactéries lactiques :

Leur présence est naturelle. Les genres dominants sont les Streptococcus, Lactobacilles,

Leuconostoc et les Lactococcus qui forment un groupe trés hétérogéne.

Ce groupe est constitué de bactéries aérobies facultatives, saprophytes mésophiles, Gram positifs
et thermophiles. Elles ont des exigences nutritionnelles complexes pour les acides aminés, les

peptides, les vitamines, les acides gras et les glucides fermentescibles (Dellagio et al., 1994).

Se caractérisent par un développement surtout dans les laits non réfrigérés, leur température
optimale de croissance est de 30°C. Ces bactéries lors de leurs croissances hydrolysent le lactose
du lait grace a la galactosidase et ce qui aboutit a ’accumulation d’acide lactique, ce dernier
provoque 1’abaissement du pH du lait, créant ainsi un milieu défavorable a la prolifération de

certaines bactéries, essentiellement les psychrotrophes et les coliformes (Gilliand, 1985).

Les bactéries lactiques sont utilisées dans ’industrie laitiére pour la production de yaourts, des

fromages, de la créeme et du beurre.




11.1.1.2.Microflore psychrotrophe :

Ce sont des bactéries a Gram négatif, aérobie, non pathogénes, capable de se développer a basse
température a +7°C.

Le genre Pseudomonas possede la meilleure capacité de développement au froid et présente une

activité significative jusqu’a une température de +2°C (Gill et Newtonk, 1977).

Par conséquent, leur activité est accentuée par I’utilisation de plus en plus fréquente du froid de

la ferme a ’usine.

Les psychrotrophes ont une origine tellurique ; sol et végétation. Les plus importantes sources de
contaminations sont le matériel de traite, les tanks de réfrigération et la peau de la mamelle
(Choisy et Lenor, 1984).

11.1.1.3.Microflore thermorésistante :

Selon Flurand (1988), ces bactéries regroupent les bactéries qui résistent apres les traitements

thermiques de pasteurisation ou stérilisation.

Les germes moyennement thermorésistants, appartiennent au genre Microbacterium qui résiste a
un traitement de 75°C pendant 15 secondes et provoque une dégradation des protéines du lait a

I’origine de I’altération de son gout.

Dans les germes possedants une thermo résistance exponentiellement élevée, on trouve 1’espéce
Clostridium tyrobutyricum qui produit des gaz (H2 et CO2) et de ’acide butyrique (Jeuzier et
Cohen, 1986).

Ces bactéries proviennent surtout de 1’ensilage mal conservé, matériel de la traite mal lavé et le

manque de désinfection du pis de la vache.

11.1.2.Microflore pathogene :

La microflore pathogene peut proliférer dans le lait a la suite d’une contamination provenant de

I’homme, de 1’animal ou de I’environnement (Abdennebi, 2011).




11.1.2.1. Coliformes :

Les coliformes sont des bactéries contaminante du lait tout au long de son cheminement de la
ferme a I’industrie laitiére. Les coliformes sont des bacilles, Gram négatif, non sporulés, capable
de fermenter le lactose (Hermier et al., 1992). Elles provoquent des défauts sensoriels de godit,
d’aréme, d’apparence ou de texture du lait et ses dérivés. Escherichia coli, Klebseilla,

Enterobacter...provoquent une acidification du lait (Richard et Braquehaye, 1985).

La contamination par les coliformes se fait lors de non-respect de bonnes pratiques d’hygiéne
par le trayeur. Leur présence dans le lait revét une grande importance, du point de vue
hygiénique, I’espéce Escherichia coli est un indicateur de la contamination fécale. En effet, plus
leurs nombre est élevé plus les chances d’y retrouvé de micro-organismes pathogenes sont
grandes. Du point de vue technologique, la prolifération des coliformes favorise la fermentation
lactique et la production de gaz qui gonfle la pate du fromage (CAU, 1993).

11.1.2.2.Bactéries zoonotiques :

Mycobacterium tuberculosis ’agent infectieux responsable de la tuberculose ainsi que Brucella
spp responsable de la brucellose, sont les agents les plus dominants dans 1’apparition de zoonose
chez I’homme. La transmission s’opére apreés consommation des produits laitiers ou carnés

contaminés (Bouichou, 2009).

11.1.2.3. Bactéries agents d’infection et de toxi-infections alimentaires :

Les bactéries majeures provoquant les toxi-infections alimentaires chez le consommateur suite a
leur ingestion provoquent des diarrhées, vomissements ainsi que des malaises, sont:

Escherichia coli, Salmonella sp, Staphylococcus aureus (Abdennebi, 2011).

11.1.2.4. Virus :

Les principaux virus rencontrés dans le secteur laitier sont ceux de I’hépatite A et les
bactériophages qui sont spécifiques des bactéries et ne représentent aucun danger pour la santé
humaine (FAO, 1995).




11.2. Sources de contamination du lait cru :

Les données de la littérature citent plusieurs facteurs de contamination du lait, 8 commencer par
I’hygi¢ne de la traite, le respect de la chaine du froid et les délais de livraison a la laiterie
(Bonfoh, 2006 ; Rahal, 2009).

Un matériel en contact du lait, mal nettoyé et désinfecté devient propice a la formation de
biofilms microbiens susceptibles de contaminer le lait (Leefrileux, 2004).

En outre des différentes sources de contamination du lait en amont de la production, le
nettoyage et la désinfection du matériel en contact avec le lait et la réfrigération jouent un réle

prépondérant dans la contamination du lait (Bonfoh et al, 2006).

11.2.1. Dans la ferme :

11.2.1.1 Environnement :

La production laitiére doit étre contrdlée dans les mesures du respect d’un équilibre de
I’environnement de la ferme.

Les surfaces mouillées par le lait représentent généralement une plus grande source d’infection
que le pis (Bensalah et Korib, 2010)

La présence de chiens et de rongeurs dans 1’environnement des vaches peut constituer une source

de contamination croisée (Kouamé et al., 2010).

11.2.1.2. Personnel :

Le personnel doit étre sain de toute maladie contagieuse qui pourrait étre transmise par le lait
(tuberculose, brucellose).Certaines pratiques (se moucher, se gratter) pendant la manipulation

peuvent véhiculer des germes et contaminer le lait (Jacquet et Thevenot, 1961).

11.2.1.3. Traite :

Avec la traite manuelle le trayeur par son comportement (mains sales, pis des vaches non
nettoyés) peut entrainer une contamination du lait. La litiére, I’air ambiant, les mauvaises
conditions d’hygiéne lors de la traite peuvent étre des sources de contamination. La plupart de

ces sources d’infection sont supprimées par la traite mécanique. Cependant elle-méme




représente une nouvelle voie de contamination par le contact directe entre les surfaces des
machines a traire et le lait en particulier s’il y a présence de biofilms. Un trés grand nombre de
bactéries peuvent contaminer le lait de cette fagon si ’on ne nettoie pas 1’équipement de traite

correctement (Bourgois et al, 1998 ; Rahal, 2009).

11.2.1.4.Animal :

L’état sanitaire de 1’animal constitue la majeur source de contamination du lait cru, qui peut se
provoquée par deux voies :
v Voie ascendante : A travers des bactéries provenant de la peau de ’animal, des implants
intra mammaire ou de I’environnement.
v" Voie descendante : les bactéries intra mammaire lors de septicémie, bactériémie ou

mammites (Faye et Loiseau, 2002 ; Srairi et al., 2006).

En dehors de la source fécale, des mains des trayeurs, des ustensiles et la propreté de I’animal, la
contamination du lait peut étre due a I’excrétion mammaire en cas d’infection a E.coli d’ou les
mammites a E.coli.

S. aureus et Enterococcus peuvent avoir aussi une origine intra-mammaire due aux mammites
sub-cliniques des vaches. Les infections mammaires & S. aureus constituent la principale source
de contamination du lait a la production. Cette bactérie est responsable d'une proportion
importante des mammites subcliniques et chroniques chez la vache laitiére, et d’environ un tiers
des mammites cliniques (Kouamé et al., 2010). Les germes incriminés dans ’apparition des
mammites sont répertoriés dans le tableau N°02.

Tableau N°02: Germes incriminés des mammites (Clinique Vétérinaire Des Saulniers, 2000).

Type de mammite Les bactéries

Suraigué -Streptocoque hémolytique
-Staphylocoque.

Aigue -entérobactérie (E.coli)

-Staphylococcus.

Chronique catarrhale -Streptococcus (S.agalactie)
-Streptocoques contagieux

-Corynebactérium pyogénes.
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Tout animal malade est susceptible de transmettre un germe pathogene au/par le lait, en
particulier, les animaux malades de tuberculose ou de brucellose qui donnent des laits

contaminés par Mycobacterium et Brucella (Bouichou, 2009).

11.2.1.5. Alimentation :

La production et la manipulation inappropriée des aliments destinés aux animaux peuvent
entrainer 1’introduction de germes pathogénes ainsi que des micro-organismes dangereux ce qui
provoque D’insalubrité du lait produit par ces animaux. L’eau contaminée par des agents
biologiques ou de substances chimiques présente un danger de contamination pour le lait.
(FAO/OMS, 2009).

11.2.2. Transport :

Le transport des fermes vers les centres de collectes se fait souvent dans des conditions

favorables a la multiplication bactérienne ;

v Les contenants du lait sont souvent a faible ouverture, donc difficile a nettoyer, ils
peuvent étre de véritables nids pour les bacteéries.

v Ladurée de transport est parfois longue.

<

Le mélange de plusieurs laits d’origine différente.
v' Température ambiante élevée, ce qui favorise la multiplication bactérienne (Bouichou,
2009).
Le lait cru a la ferme est contaminé par une charge microbienne initiale, qui augmente au
moment du stockage et par la suite lors du transport. L’augmentation du nombre de germe dans
le lait se fait progressivement puis d’une fagon exponentielle pendants le transport (Siousarran,

2003).
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Chapitre 111 : Coliformes thermotolérants et E. coli.

111.1. Généralités sur les coliformes thermotolérants :

Les coliformes thermotolérants, sont un sous-groupe des coliformes totaux capables de fermenter
le lactose a une température de 44,5 °C. L’espéce la plus fréquemment associée a ce groupe
bactérien est I'Escherichia coli (E. coli) et, dans une moindre mesure, certaines especes des
genres Citrobacter, Enterobacter et Klebsiella (Edberg et al., 2000).

La bactérie E. coli représente toutefois 80 a 90 % des coliformes thermotolérants détectés
(Edberg et al., 2000). Bien que la présence de Escherichia coli témoigne habituellement d’une
contamination d’origine fécale, plusieurs coliformes fécaux ne sont pas d’origine fécale,
provenant plutét de I’environnement ou et des eaux enrichies en matiére organique, provenant
du secteur de la transformation alimentaire (OMS, 2000). C’est pourquoi il serait plus approprié
d’utiliser le terme générique « coliformes thermotolérants » plutét que celui de « coliformes
fécaux » (OMS, 1994).

L’intérét de la détection de ces coliformes, a titre d’organismes indicateurs, réside dans le fait
que leur survie dans D’environnement est généralement équivalente a celle des bactéries
pathogénes et que leur densité est généralement proportionnelle au degré de pollution produite
par les matieres fécales (CEAEQ, 2000).

La présence d’Escherichia coli est souvent associée a celles des entérobactéries pathogenes

comme les salmonelles et les Shigella.

I11.2. Escherichia coli :

Germe commensal du tractus gastro-intestinal de I’homme et des animaux, il représente 80% de
la flore intestinale aérobie. La plupart des souches sont inoffensives. Certaines en revanche

peuvent provoquer une toxi-infection alimentaire.

Les souches d’E.coli qui sont pathogénes sont celles qui appartiennent au groupe des
producteurs de shigatoxines, elles peuvent provoquer une maladie grave d’origine alimentaire.

A Tlorigine de flambées épidémiques d’E.coli producteur de shigatoxines, on trouve
principalement la viande hachée crue ou mal cuite, le lait cru et la contamination fécale de

l[égumes.
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Dans la plupart des cas, la maladie guérit spontanément, mais elle peut évoluer vers une forme
potentiellement mortelle comme le syndrome hémolytique et urémique (SHU), notamment chez
les jeunes enfants et les personnes agées (OMS, 2016)

111.2.1. Taxonomie : E.coli appartient a

e Ordre : Enterobacteriale
=  Famille : Enterobacteriaceae
=  Genre : Escherichia

= Espéce : Escherichia coli (Perrin, 2004).

111.2.2. Caracteres morphologiques :

Les Escherichia coli forment un groupe de bacilles mobiles par des ciliatures péritriches

trés réduites voire immobile, Gram négatif, non sporulés de la famille des Enterobacteriaceae.

La taille varie de 1a 3 pm de longueur sur 0,7 pm de diametre environ, extrémités arrondies, se
présentent geénéralement isolés rarement en amas. Peuvent cultiver facilement en milieu aérobie

ou anaérobie.

Les colonies caractéristiques se développent dans les 24heurs a 37°C sur milieu gélosé
MacConkey, elles forment des colonies de 1,5 a 3 mm de diametre, arrondies, lisses (forme de
S) légerement opaques (Fauchere et Avril , 2002).

I11.2.3.Caracteres biochimiques :

L ’E.coli se caractérise des autres espéeces par des caracteres biochimiques, elles se résument dans
le tableau N°03.
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Tableau N°03 : caractéristiques biochimiques d’E-coli (Hart et Shears, 2006).

Caractéristiques Resultats
Lactose +
Mannose +
Glucose +
ONPG +
NOs3 +
Mannitol +
Indole +
Uréase -
VP -
Citrate -
H2S -
Gaz +
Reduit les nitrates en nitrites +
Saccharose +
Mobilité +

111.2.4.Caractéres culturaux : (Anonyme 02, 2012).

+ Oxygene : Aéro anaérobie facultatif
+« pH : optimum 7,5 (entre 4 ,6 et 9,5)
(L’acidification entraine une inhibition de leur croissance.)
+ Température : 37°C (pousse entre 18° et 44°C)
4°C survit et persiste pendant plusieurs semaines
£ AW : croissance inhibée pour aw<0,935

+ Pasteurisation tue les E. coli a 72°C pendant 15 secondes.
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I11.2.5.Méthode d’isolement et d’identification:
I11.2.5.1.Méthodes d’isolement :
Méthodes microbiologiques classique avec utilisation de géloses sélectives telles que :

+ Milieu EMB : Milieu Eosine Bleu de Méthyléne : Milieu d'isolement des bacilles Gram'.
Il est trés utilisé pour I’isolement des coliformes. E. coli apparaissent en colonies
violettes, semi-bombées de 2 a 3mm de diametre avec éclat métallique, centre sombre.

+ Milieu Mac Conkey : Milieu sélectif pour l'isolement des bacilles Gram™; coliformes
dans les eaux, les produits alimentaires, les produits pharmaceutiques et biologiques. Les
colonies  sont rouges entourées d’un halo opaque de la méme couleur du a la
précipitation des sels biliaires: lactose®, Colonies jaunes ou incolores : lactose™.

+ Milieu VRBL : La gélose lactosée biliée au cristal violet et au rouge neutre (VRBL) est
un milieu sélectif utilisé¢ pour la recherche et dénombrement des coliformes dans 1’eau, le
lait, les produits laitiers et les autres produits alimentaires. Les coliformes présentent des
colonies violacées de diamétre égal ou supérieur a 0,5 mm aprés 24 heures d’incubation.

Les entérobactéries lactose-négatif sont incolores (Guillaume, 2004).

111.2.5.2.Méthodes d’identification : plusieurs techniques sont utilisées pour 1’identification

des E.coli tels :

+ Le mécanisme enzymatique pour le clivage endonucléolytique de I'ADN (George et al.,
1981).

+ Purification et identification de formyl-méthionyl-leucyl-phénylalanine en tant que
principal facteur chimiotactique neutrophile peptidique produit par Escherichia coli
(Marasco et al., 1984).

+ Réaction en chaine par polymérase PCR (Millet et al., 1974).

+ Galerie Api (Anonyme 03, 2014).

I11.2.6. Les organismes indicateurs d’hygiéne des procédés :

Pour refléter (indiquer) la qualité microbiologique d’un aliment, que ce soit celle relative a sa
durée de vie (qualité marchande du produit) ou celle a son innocuité en agents pathogenes pour
I’homme, la présence de certains microorganismes ou de leurs produits est recherchée. Ce

sont les organismes indicateurs de salubrité et de sécurité.
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Certains de ces organismes sont indicateurs de salubrité, ils déterminent les durées de vies des
produits et de ce fait sa durée de conservation avant que les germes qui y sont présents ne
croissent en nombre important et altérent ainsi les valeurs organoleptiques. D’autres
microorganismes sont utilisés pour indiquer la présence d’agents pathogeénes susceptibles

d’engendrer un danger préjudiciable a la santé du consommateur (Jay et al., 2005).

Ces critéres s'appliquent a la plupart des aliments qui peuvent étre des vehicules d'agents
pathogenes d'origine alimentaire. Les agents pathogenes les plus importants ont une origine
intestinale, et leur présence dans un aliment résulte soit d'une contamination fécale directe ou
indirecte.

Ainsi, de tels indicateurs sanitaires ont été utilisés historiquement pour détecter la contamination
fécale des eaux et donc la présence éventuelle de pathogénes intestinaux. Le premier indicateur
fecal utilisé était Escherichia coli (Jay et al., 2005).

Schardinger (1892) fut le premier a suggérer 1’utilisation des coliformes et en particulier E.coli
comme indicateur de contamination fécale de I’eau, Etant donné que E. coli est plus indicatif de

la pollution fécale que les autres genres et especes des coliformes.

La recherche de cet organisme, comme mesure de la potabilité de I'eau a été suggéré en 1895 par
T. Smith, Cela a marqué le début de l'utilisation de coliformes comme indicateurs d'agents

pathogénes dans I'eau. Cette pratique a été étendue aux aliments.

Bien que I'indice de coliformes ait été appliqué aux aliments pendant de nombreuses années, il
existe des limites a l'utilisation de ces indicateurs pour certains aliments, les tests coliformes
pour les produits laitiers ne sont pas destinés a indiquer la contamination fécale, mais reflétent
I’état hygiénique de la ferme laitiére et surtout les opérations de nettoyage-désinfection des
unités de fabrication de produits alimentaires (McCrady et al., 1932 ; Jay et al., 2005).

Malgré les limites observées, les coliformes ont une valeur prouvée comme indicateurs de
sécurité dans au moins certains aliments. Ils sont mieux utilisés comme composant d'un

programme de sécurité tel que le systeme HACCP.

L'utilisation reéussie de l'indice coliforme/coliforme fécal pour évaluer la potabilité de I'eau
potable a conduit a son utilisation généralisée pour la sécurité microbienne des aliments, et pas
seulement. Cette utilisation a été étendue a une grande variété de produits alimentaires, mais

aussi aux surfaces de manipulation des aliments et les ustensiles (Jay et al., 2005).
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Chapitre 1V : Bonnes pratiques d’hygiéne et de fabrication dans le secteur laitier.

IV.1. Nettoyage et désinfection :
Le nettoyage et la désinfection sont deux actions indispensables en industrie agro-alimentaire,
puisqu’elles permettent de rapporter la contamination par les souillures de 1’environnement,

matériel et la main d’ceuvre a un niveau bas (Amrouche, 2010).

o Nettoyage, c’est d’¢liminer les souillures par une action mécanique et des substances
chimiques, ce qui prive les microbes de nutriments et stoppe leurs multiplication et
rendre les surfaces propres.

o Désinfecter, c’est de réduire provisoirement le nombre de germes (charge microbienne),
en détruisant les microorganismes. Une surface désinfectée est qualifiée de saine ou
hygiénique. On ne peut désinfecter une surface sale, donc vaut mieux un nettoyage sans

désinfection que I’inverse (Amrouche, 2010).

Dans les zones ou I’aliment est en contact étroit avec le matériel, ce qui le rend tres fragile, les
opérations nettoyage-désinfection seront faites a fond. On doit appliquer un protocole complet de
7 étapes :

1) Ranger : démonter, débranché et sortir I’aliment et déchets.

2) Prélaver : par jet d’eau froide pour le lait ou chaude pour les graisses et raclage.

3) Nettoyer : afin de décoller et de mettre en suspension les souillures.

4) Rincer : par I’eau chaude et détergent.

5) Désinfecter : a froid en 10mn.

6) Rincer : a I’eau potable froide pour enlever les résidus de désinfection.

7) Sécher : s’égoutter et sécher spontanément (Amrouche, 2010).

L’efficacité des opérations de nettoyage-desinfection est basé les facteurs suivants:
- Temperature de 1’eau.
- Action mécanique liée au matériel de nettoyage.
- Concentration en détergents

- Temps et durée de contact entre produit et la surface a nettoyer (Amgar et Coord, 1998).

17



IV.1.1. Types de souillures en industrie laitiére :

IV.1.1.1. Souillures minérales : le tartre est constitué de carbonate de calcium et de phosphate
de calcium constitue un réservoir pour les micro-organismes. L’eau dure qui est riche en

magnésium et en calcium favorise la formation du tartre.

IV.1.1.2. Souillures organiques : - Souillures lipidiques : insolubles dans 1’cau.
- Souillures glucidiques : solubles dans I’eau.

- Souillures protéiques : solubles dans 1’eau.

IV.1.1.3. Souillures microbiologiques : les bactéries forment des colonies sur les surfaces et se

protege de la désinfection et le nettoyage en formant des biofilms (Stephanie, 2003).

e Les biofilms : se forment suite a I’accumulation des micro-organismes sur les surfaces,
suite & un nettoyage non suivi d’une désinfection, a une désinfection insuffisante ou
encore a une désinfection non procédée d’un nettoyage. Ils sont observés beaucoup plus

sur les surfaces difficilement a atteindre (Bourion, 1998).
IVV.2.Bonnes pratiques générales :

IV.2.1. Hygiéne du personnel :

Hygiéne corporelle et vestimentaire : la nature du risque véhiculé par le personnel et sa tenue

vestimentaire et les moyens de maitrise sont répertoriés le tableau N°04 (Anonyme 4, 2005).
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Tableau N°04 : Hygiene corporelle et vestimentaire.

Nature du risque

Moyens de maitrise

Dangers
microbiologiques
* Contamination
par les mains
souillées ou mal
lavées.

* Contamination
du produit par les
manipulations
avec une tenue
inadaptée, ou par
contact du produit
avec les cheveux,

bijoux...

Formation du responsable de la laiterie aux BPH et BPF puis sensibilisation
du personnel et suivi de leur application.

Se laver les mains de maniére efficace avant et apres toute manipulation des
produits et apres tout passage aux toilettes ou sortie de la salle : avec du savon
en quantité suffisante, un rincage a I’eau et un séchage des mains avec des
papiers jetables a usage unique ou un torchon propre et sec.

* Installer des lavabos si possibles a commande non manuelle avec du savon
et du désinfectant.

» Porter des vétements adaptés et propres et réservés a la seule
transformation.

* Ranger les tenues dans un endroit spécifique.

» Retirer les bijoux, attacher et couvrir les cheveux longs avec une
coiffe/charlotte ou un foulard, couper les ongles a ras.

* Limiter des déplacements du personnel (notamment entre les différentes

piéces)

IVV.2.2. Stockage :

Des dangers peuvent parvenir lors du stockage (tableau Ci-dessus) (Anonyme 4, 2005):

Tableau N°05 : Danger lors de stockage.

Nature du risque

Moyens de maitrise

Dangers microbiologiques

Les

peuvent étre apportés par un

local sale, trop humide,

micro-organismes

* Refermer soigneusement les sacs ouverts avant de les stocker.
» Stocker les matiéres premicres (sacs de sucre, de poudre de
lait...) sur des palettes dans un endroit propre, sec et aéré et a

I’écart du lieu de transformation.
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IV.2.3. Hygiéne du matériel : le matériel peut véhiculer

(Anonyme 4, 2005).

des dangers (tableau ci-dessous)

Tableau N°06 : Hygiene du matériel.

Nature du risque

Moyens de maitrise

Danger microbiologique et physique

* L’usage des

inadaptés (bois), contamine les produits par un

apport en micro-organisme ou en débris

physiques.

ustensiles

« Eviter I’'usage de matériel en bois et préférer

en matériaux | plutdét du matériel en aluminium ou en plastique
alimentaire, facilement lavable (changement
fréquent)

IV.2.4. Conception des locaux : Les locaux peuvent étre source de contamination (tableau ci-
dessous) (Anonyme 4, 2005).

Tableau N°07 : Conception des locaux et le danger de contamination.

Nature du risque

Moyens de maitrise

Danger
microbiologique

. Risques de
contamination
microbienne du lait
par le contact entre
produits «sales» et
«propres» (danger de
contaminations

croisées)

» Effectuer la transformation dans une enceinte close a 1’abri de la
poussiere et des animaux nuisibles.

* Respecter le principe de la «marche en avant» dans I’espace ou dans le
temps qui suppose que les flux de produits «propres» et «sales» ne se
croisent pas.

* Respecter le principe de séparation des secteurs sains et souillés.

* Prévoir les systémes d’évacuation des eaux usées, des eaux de nettoyage
et des déchets.

e Prévoir des locaux, matériaux et surfaces facilement lavables et

désinfectables.
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IVV.2.5. Hygiéne des locaux et environnement :

Tableau N°08 : Hygiene des locaux et environnement (Anonyme 4, 2005).

Nature du risque

Moyens de maitrise

Dangers microbiologiques

* Contamination par la
poussiere qui abrite de
nombreux germes.

* Les murs dégradés et les
plafonds  percés  peuvent
abriter des moisissures et des

levures. Dangers physiques

« Elaborer et respecter un plan de nettoyage des locaux et du
matériel.

* Nettoyer et désinfecter le sol et les espaces de travail avec une
solution efficace.

» Effectuer un nettoyage général de 1’unité (murs, plafonds,
fenétres, abords de 1’unité) chaque fois que nécessaire et au

minimum une fois par an

1VV.2.6. Traite :

Tableau N°09 : Hygiene de la traite (Anonyme 4,2005).

Nature du risque

Moyens de maitrise

Dangers microbiologiques

* Contamination due au
manque ou au non-respect
des bonnes pratiques
d’hygiéne pendant la traite.
Dangers physiques

* Paille, poils... dans le lait.

» Effectuer la traite sur une aire propre (spécifiquement réservée,
aménagée pour la traite).

* Attacher la queue de la vache.

* Nettoyer et désinfecter les mains.

* Nettoyer les pis avec un tissu propre.

* Ne pas conserver les trois premiers jets

* Nettoyer et désinfecter les ustensiles de traite
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IV.2.7. Transport :

Tableau N°10 : Hygiene au cours du transport (Anonyme 4, 2005).

Nature du risque

Moyens de maitrise

Dangers microbiologiques

* Contamination des bactéries
provenant de 1’environnement.

* La température ¢élevée pendant
le transport et la durée favorisent

la multiplication des germes.

Acheminer rapidement le lait au centre de collecte ou a la
laiterie.

 Autant que possible, utiliser les bidons a large ouverture.

* Nettoyer, désinfecter et sécher les récipients de transport et, si
possible, les laver et les désinfecter a la laiterie.

* Bien identifier la provenance de chaque bidon.

IVV.3.Bonnes pratiques de fabrication :

BPF, en anglais Good Manufacturing Practices ou GMP. Bonne pratique de fabrication est une

notion d'assurance de la qualite.

Etablies par des Etats ou la Commission européenne dans le cadre du développement des
"demarches qualité”, les BPF s'appliquent a la fabrication de médicaments a usage humain ou
vétérinaire.

Des textes similaires existent pour les produits cosmétiques, et de nombreux secteurs industriels
dont les industries agro-alimentaires et méme la production laitiere emploient le vocable de

bonnes pratiques de fabrication (Blanchard, 2012).

Le détenteur d'une autorisation de fabrication doit fabriquer un produit adapté a I'usage,
conforme & ses spécifications définies dans I'autorisation de mise sur le marché et ne devant pas
exposer un patient a un risque remettant en cause la sécurité, la qualité ou I'efficacité du produit
(James et al., 2005).

Dans cet esprit, les BPF s'attachent a limiter 2 catégories de risques :

e Les risques de contamination croisée des produits (par un autre produit, ou un contaminant
interne et externe) ;
o Les risques de confusion notamment au niveau des étiquetages et de l'identification des

composants.
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https://fr.wikipedia.org/wiki/Assurance_qualit%C3%A9
https://fr.wikipedia.org/wiki/Commission_europ%C3%A9enne

Les (10) grands principes des BPF et les 5M (James et al., 2005) :

1. Ecrire les modes opératoires et les instructions afin de fournir une "feuille de route"
nécessaire a la conformité aux BPF et a une production de qualité réguliere.

2. Suivre scrupuleusement procédures et instructions pour prévenir toute contamination,

inversion ou erreur.
3. Renseigner rapidement et précisément le travail en cours dans un but de conformité aux

procédures et de tracabilité.

4. Prouver que les systemes font ce pour quoi ils sont concus en effectuant des démarches

formelles de validation.

5. Intégrer les procédeés, la qualité du produit et la sécurité du personnel dans la conception
des batiments et des équipements.

6. Effectuer la maintenance des batiments et équipements de maniére réguliere et efficace.

7. Développer et demontrer clairement les compétences au poste de travail.

8. Protéger les produits contre toute contamination en adoptant des habitudes réguliéres et
systématiques de propreté et d’hygiéne.

9. Construire la qualité dans les produits par un contrdle des matieres premiéres et des
processus tels que la fabrication, I’emballage, 1’étiquetage, etc.

10.Planifier et effectuer régulierement des audits afin d’assurer conformité aux BPF et

efficacité au systéme qualité.

Ces principes sont souvent résumés autour des "5M"™ :

o Matériel : identifié, entretenu, nettoyé, qualifié ;

o Meéthodes : disponibles, détaillées, précises, veérifiées, validées, auditées ;
e Main-d'ccuvre : formée et habilitée au poste de travail ;

o Matiéres : identifiées, controlées;

e Milieu : infrastructures de production qualifiées (James. et al., 2005).
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IV.4.Indicateurs de la qualité et de la sécurité microbienne des aliments :

Les organismes indicateurs peuvent étre utilisés pour refléter la qualité microbiologique des
aliments par rapport a la durée de conservation ou a la sécurité vis-a-vis des agents pathogenes
d'origine alimentaire. En général, les indicateurs sont le plus souvent utilisés pour évaluer la

sécurité des aliments et les traitements assainissant (Jay et al., 2005).
I1V.4.1.Quelques indicateurs de la qualité du produit :

Les indicateurs de qualité microbienne ou des durées de conservation (DLC) des produits sont
des organismes et / ou leurs produits métaboliques dont la présence dans certains aliments a
certains niveaux peut étre utilisée pour évaluer la qualité ou, mieux, pour prédire la durée de
conservation du produit. Lorsqu’ils sont utilisés de cette maniére, les organismes indicateurs

doivent répondre aux critéres suivants :

1-ils devraient étre présents et détectables dans tous les aliments dont la qualité (ou I'absence)

doit étre évaluée.

2-leur croissance et leur nombre devraient avoir une corrélation négative directe avec la qualité

du produit.

3-ils devraient étre facilement détectés et eénumérés et se distinguer clairement des autres

organismes.

4-ils devraient étre énumérables dans un court laps de temps, idéalement dans une journée de

travail.

5-leur croissance ne devrait pas étre affectée négativement par d'autres composants du

microbiote alimentaire (Jay et al., 2005).

En général, les indicateurs les plus fiables de la qualité des produits ont tendance a étre
specifiques aux produits : certains exemples de produits alimentaires et d'indicateurs de qualité
possibles sont énumérés dans le tableau N°12. Lorsqu'un organisme unique est la cause de
I'altération, son nombre peut étre surveillé par une culture sélective ou par une méthode telle que
I'impédance a l'aide d'un milieu selectif approprié. En effet, les indicateurs de qualité
microbienne sont des organismes responsables de la détérioration dont le nombre croissant

entraine une perte de qualité du produit (Jay et al., 2005) .
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Tableau 11 : Organismes négativement corrélés avec la qualité du produit (Jay et al., 2005).

Organismes Des produits

Clostridium spp. Fromages durs
Lactococcus lactis Lait cru (réfrigérer)
Pseudomonas putrefaciens Beurre

Levures Concentrés de jus de fruits
Zygosaccharomyces bailii mayonnaise, vinaigrette

1V.4.2.Indicateurs de sécurité alimentaire :

Les microorganismes indicateurs sont utilisés le plus souvent pour évaluer la sécurité sanitaire
des aliments et l'assainissement que la qualité. En effet, un indicateur de sécurité sanitaire des

aliments devrait répondre a certains critéres importants :

1-Etre facilement et rapidement détectable.

2-Etre facilement distinguable des autres membres du biote alimentaire.

3-Avoir une histoire d'association constante avec le pathogene dont il va indiquer la présence
4-Est toujours présent lorsque I'agent pathogéne préoccupant est présent.

5-Etre un organisme dont les nombres devraient idéalement correspondre a ceux du pathogéene

concerné.

6-Posséder des exigences de croissance et un taux de croissance égal ou supérieur a celui de

I'agent pathogene.

7- Avoir un taux de mortalité qui correspond au moins a celui de l'agent pathogéne et,

idéalement, persiste legérement plus longtemps que I'agent pathogene concerné.

8-Etre absent des aliments qui sont exempts de l'agent pathogéne, sauf peut-étre a certains

nombres minimums (Jay et al., 2005).
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Partie 2 :

Partie expéerimentale



OBJECTIFS :

Suite a une étude ultérieure relative a 1’évaluation de la contamination du lait cru dans les
centres de collecte par les coliformes thermotolérants et par Escherichia. coli, une
nouvelle étude a été réalisée dans le but d’évaluer la contamination de
I’environnement de ces trois centres par les mémes contaminants. La recherche de
I’organisme indicateur E. coli a été effectuée afin d’évaluer les bonnes pratiques de
fabrication et en particulier les opérations de nettoyage - désinfection dans ces unités de

collecte.

I.  Matériels et méthodes :
I.1. Matériels :
1.1.1. Echantillonnage :
I.1.1.1. Période d’étude :
Le présent travail a été réalisé durant la période allant du 16 au 29 du mois de Janvier 2017.
1.1.1.2. Lieux de prélévement :

Trente-quatre (34) prélevements de surfaces par écouvillonnage ont été réalisés dans trois (03)

centres de collecte de lait cru dans la wilaya de Tizi-Ouzou.

+ Centre de Freha
+ Centre de Tala

+ Centre d’Imalloussen.

Les prélevements ont été effectués lors de deux passages dans les centres de collecte a un
intervalle de 15 jours. Le méme nombre d’échantillons est prélevé a chaque passage. Le
choix de la fréquence et du nombre des prélevements a été opté afin d’évaluer 1’évolution de la
contamination pendant ces deux semaines et ainsi 1’efficacité des opérations de nettoyage —

désinfection.

Les différents points de prélevements dans les trois centres de collecte sont indiqués dans le
tableau N°12.
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Tableau N°12 : Répartition des prélevements effectués durant les deux passages dans les

trois centres de collecte.

Centre Citerne centrale Citerne moyenne | Citerne des collecteurs Total
Tala 01(*2) (-) 04(*2) 10
Freha 01(*2) 01(*2) 04(*2) 12
Imalloussen 01(*2) 01(*2) 04(*2) 12
Total 06 04 24 34

(-) = absence de la citerne moyenne dans le centre de Tala.

(*2)= nombre de prélévement multiplié

par deux (deux passages). Citerne centrale = ou le lait de toutes les citernes sera mélangé. Citerne

moyenne = pour la réception du lait collecté de chaque citerne des éleveurs

1.1.2.1. Matériels de prélevement :

>
>

1.1.2.Matériels de prélévement et de laboratoire :

Ecouvillons

Sac stériles

» Bouillon T.S.E (tryptone-sel-eau)

>

1.1.2.2.

>
>
>
>
>
>
>
>

1.1.2.3.

Glaciére isotherme.
Matériels de laboratoire ;

Tubes a essali
Pipettes pasteurs
Micropipettes
Boites de pétri
Anse de platine

Vortex (SCILOGEX)

Etuves réglées a 44°C et 37°C (Memmert)

Autoclave (Pbintrnational)

Milieux et réactifs :

» TSE (tryptone-sel-eau)

> Gélose lactosee biliée au cristal violet et au rouge neutre VRBL (IPA)

>

» Galerie APl 20E (Biomerieux)

Eau distillée
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» Réactif de Kovacs (IPA)

» Réactif Tryptophane Désaminase (TDA) (IPA)
> Réactifs Voges-Proskauer (VP1, VP2) (IPA)
» Vaseline.

1.2. Méthode :

1.2.1. Ecouvillonnage :

Les surfaces internes et externes des robinets des citernes ont été soigneusement frottées avec
deux écouvillons humidifiés au TSE. Les écouvillons ont été remis de maniere aseptique dans
leurs supports contenant un diluant (TSE). Tous les échantillons ont été identifiés, stockés a 4 °C

et traités dans les 4 h apres le prélevement, dans le laboratoire d’HIDAOA de I’ENSV.
1.2.2. Recherche des coliformes thermotolérants (CTT) :

La recherche des CTT a été réalisée apres avoir préparé des dilutions décimales a partir de la
solution mere. Un ensemencement en profondeur a été réalisé avec de la gélose VRBL, suivi
d’une incubation pendant 48H a 44°C.

Le mode opératoire est résumé par le logigramme de la figure N°01 :

r ‘ \ Solution mére

@)@ ] Eau peptonée tamponnée
L

— ' Préparation des dilutions décimales

3
O Ensemencement en profondeur (VRBL)

' .
O O O l

Figure N°01 : Logigramme du protocole de recherche des coliformes thermotolérants

(figure personnel).




1.2.3. Identification des Escherichia.coli :

Pour chaque échantillon positif aux coliformes thermotolérants, nous avons ré-isolé sur de la
sur gélose VRBL, deux colonies présomptives (lentiformes et rosatres). Apres une incubation de
24h a 44°C, nous avons obtenu des colonies fraiches pour effectuer les tests biochimiques.

1.2.3.1. Test d’indole :

Des tubes contenant de 1’eau peptonée tamponnée exempte d’indole ont été ensemencés par les
colonies bactériennes et incubés a une température de 37°C pendant 24h. Apres incubation,
une goutte du réactif « Kovacs » est rajoutée dans chaque tube, dans le but de mettre en évidence
la production d’indole résultat de la dégradation du tryptophane. La formation d’un anneau
rouge signe une réaction positive. Ce test nous permet d’identifier E.coli et de la différencier des

autres coliformes thermotolérants.
1.2.3.2. Galerie biochimique miniaturisée (API20E) :

Ce test a été effectué selon les recommandations du fabriquant et n’a concerné que les colonies

positives au test d’indole.

Les galeries API, nous ont permis d’identifier les E.coli et les Salmonelles.
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Il. Résultats:

11.1. Résultats globaux de la recherche des coliformes thermotolérants (CTT) :

La recherche des CCT dans les échantillons de surfaces nous a permis d’obtenir les résultats

rapportés dans le tableau N° 13 et la figure N°02 et N°03.

Tableau N°13 : Prévalence globale de la contamination des surfaces par les CTT dans les
centres de collecte.

Centres de collecte Nombres Nombre d’échantillons Prévalence
d’échantillons positifs aux coliformes %

thermotolérants

TALA 10 08 80
FREHA 12 06 50
IMALLOUSSEN 12 08 66,67
TOTAL 34 22 64,70
37
35 -
30 A
25 A 22
20 -
H N°d'échantillons
15 o 12 12
10 3 8 B N°de positifs au coliformes
10 6 thermotolérabts
5 .
0
N ¥ S N
<& <85° 00(_)% ,\o"
»
N

Figure N° 02 : Nombre d’échantillons positifs aux CTT par centre de collecte.
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Figure 03: Prévalence de contamination par les CTT dans chaque centre.

La figure N°02 et N°03 montrent que sur un total de 34 échantillons prélevés dans les trois

centres, 22 sont positifs aux CTT, ce qui nous donne la prévalence élevée de 64,70%.

Le centre de TALA a enregistré le taux d’échantillons contaminés le plus ¢élevé (80%), alors

qu’au centre de FREHA la moitié des prélevements (50%) étaient contaminés par les CTT.

11.1.1. Répartition de la contamination aux CTT dans les différentes citernes des centres :

Dans chaque centre, deux types de citernes ont été écouvillonnées, les citernes propres aux
centres et les citernes des collecteurs. La distribution de la contamination par les CTT par type

de citerne est rapportée dans le tableau N°14 et la figure N°04.
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Tableau N°14 : Répartition des contaminations par type de citerne.

Centre de Nbre de citernes Nbre Nbre de citernes Nbre
collecte du centre d’échantillons de collecteurs d’échantillons
écouvillonnées positifsau CTT | écouvillonnées | positifsau CTT
et (%) CTT et (%)
TALA 02 02 (100%) 08 04 (50%)
FREHA 04 02 (50%) 08 06 (75%)
IMALOUSSEN 04 02 (50%) 08 06 (75%)
TOTAL 10 06 (60%) 24 16 (66.6%)
100%
100 -
90 -
80 - 75% 75%
] 66,6%
70 60%
60 - 50% 50% 50% H % des ci.te'rnes du centres
50 | contaminees
W % des citernes de collecteurs
40 A contaminés
30 -
20 -
10 -
0 . .
TALA FREHA IMALOUSSEN TOTAL

Figure N° 04: Répartition de la contamination par les CTT par type de citerne.

Le tableau N°14 et la figure N°04, montrent que 60% des (10) citernes des centres de collecte

sont contaminées par les CTT, ainsi que 66,6% des (24) citernes des collecteurs.

Les citernes de collectes dans les centres ont montré des taux de contamination variables. A Tala
les deux citernes qui y existent sont contaminées (100%), a FREHA et 8 IMALOUSSEN, c’est

la moitié des citernes (50%) qui le sont.
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Les citernes de collecteurs qui approvisionnent les centres de collectes ont enregistré des
contaminations & raison de 50% a TALA et de 75% a FREHA et IMALOUSSEN.

11.2. Identification des d’Escherichia coli :

Nous avons recherché la présence d’E.coli dans les échantillons positifs aux CTT par

’utilisation du test de I’indole et des galeries Api20E. La recherche de I’organisme indicateur

E.coli, nous a permis également de détecter la présence de I’espéce Salmonella dans les

échantillons.

Les résultats obtenus pour E.coli sont répertoriés dans le tableau N°15 et la figure N°05 (les

prévalences ont été calculées par rapports aux échantillons positifs aux CTT).

Tableau N°15: Prévalence d’E.coli dans les échantillons positifs aux CTT.

Nombres Prévalence Prévalence d’E.coli par centre de collecte
d’échantillons | globale a E.coli (N)
positifs aux
CTT
N % TALA (08) FREHA (06) IMALOUSSEN
22 (08)
10 45,45% | N % | N % | N %
06 75% | 02 33,33% | 02 25 %
N : Nombre d’échantillons positifs % : Prévalence

33




75%

45,45%

33,3%
25%

TALA FREHA IMALOUSSEN total

HTALA EFREHA [@IMALOUSSEN Htotal

Figure N° 05 : Prévalence d’E.coli dans les échantillons positifs aux CTT par centre.

La figure N°05 et le tableau N°15 montrent que sur les échantillons positifs aux CTT, le centre
de collecte de TALA enregistre les taux de contamination a E.coli , le plus élevé (75%), suivi de
celui de FREHA (33%) et enfin de celui d’IMALOUSSEN ou le quart des échantillons était

contaminé par E .coli.

Nous avons répartie les prévalences d’E.coli par centre de collectes en prenant en considération
méme les échantillons négatifs, pour pouvoir estimer sa présence par centre de collecte. Les

résultats obtenus sont répertoriés dans le tableau N°15.

11.2.1. Répartition de la contamination par E.coli dans les différentes citernes des

centres :

La présence des Escherichia coli a été répartie pour chaque type de citerne dans les centres

comme indiqué dans le tableau N°16 et la figure N°06 :
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Tableau N°16 : Prévalence des E.coli dans les échantillons positifs aux CTT selon le type de

citernes.
Centre Citernes des centres Citernes de collecteurs
Nbre (%) (%) +a | Nbre (%) (%) +a
écouvillonnés | +aux E.coli écouvillonnés | +aux E.coli
CTT CTT
TALA 02 100% 100% 08 50% 50%
FREHA 04 50% 50% 08 75% 00%
IMALOUSSEN | 04 50% 00% 08 75% 25%
TOTAL 10 60% 40% 24 66,6% 25%
10000
100 -

90 -

30 - 75 75

70 -

€0 - M citernes du centre % + CTT

50 - 050 2050 20 M citernes du centre %+ E.coli

40 - [ citernes des collecteurs % + CTT

30 - M citernes des collecteurs %+ E.coli

20 -

10 - 0 0

0 ; .
TALA FREHA IMALOUSSEN TOTAL

Figure N°06 : La prévalence des E.coli dans les échantillons positifs aux CTT selon le type

de citernes.

La figure N°06 et le tableau N°16 montrent que sur un total de 10 citernes de collectes dans les

centres 60% sont contaminées par les CTT dont 40 % a E.coli. Dans le centre de FREHA, la

contamination a E.coli n’a été détectée que dans les citernes du centre de collecte a un taux de

50%, alors qu’a IMALOUSSEN, elle n’a été détectée que dans les citernes des collecteurs

(25%).
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11.3. Identification des salmonelles :

L’utilisation des galerie Api 20E pour I’identification des E.coli a permis aussi d’identifier

I’espece Salmonella dans nos échantillons. Les résultats obtenus sont rapportés dans le tableau

N°17.

Tableau N°17 : Prévalence des salmonelles dans les échantillons environnementaux.

Nombres Prévalence globale a | Prévalence de Salmonella par centre de
d’échantillons + aux | Salmonella collecte
CTT
N % | TALA FREHA IMALOUSSEN
22 02 9,1% | N 00 | N 00 [N 02
% 00 | % 00 | % 25%

Nous avons enregistré la présence des salmonelles avec une prévalence de 25% seulement au

niveau du centre de collecte I’ IMALOUSSEN. Cette contamination a été observée chez les

collecteurs et non dans les citernes du centre.

11.4. Résultats globaux des différents germes recherchés :

Les différents germes recherchés, les résultats obtenus figurent dans la figure N°07 :

80%

70%

60%

50%

40%

30%

20%

10%

0%

80%

75%

66,67% 64,70%

50%

B échantillon + aux CCT

5% 25%

M échantillon + aux E.coli

échantillon + aux

1 1 1 . Salmonelles
TALA FREHA IMALOUSSEN TOTAL

Figure N°07 : Répartition des différentes contaminations.

36




La figure N°07 montre que les CTT ont été enregistres dans les trois centres a des taux assez
élevés, puisqu’ils dépassent les 50%. E.coli a été egalement identifiée dans les trois centres, le
centre D’IMALOUSSEN a enregistré le taux le plus bas (25%) mais c’est dans ce centre que

Salmonella a été identifiée.
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I11. Discussion :

I11.1. Résultats globaux de la recherche des coliformes thermotolérants (CTT) :

Sur les 34 échantillons de surfaces effectués dans trois centres de collecte de lait cru, 64,70%
étaient contaminés par des CTT. Les trois centres de collecte ont enregistré cette contamination a

des taux supérieurs a 50%.

Les CTT ne sont généralement pas pathogénes, la recherche des coliformes est utilisée pour
refléter les BPF dans les industries agro-alimentaires pour évaluer 1’efficacité des opérations de
nettoyage-désinfection (McCrady et al., 1932 ; Jay et al., 2005).

Ces résultats montrent une défaillance dans les opérations de nettoyage —désinfection qui peut
étre a I’origine de la contamination du lait cru collecté dans ces centres. Une étude précédente
réalisée dans les mémes centres de collecte, avec objectif d’évaluer la contamination du lait cru
par les coliformes thermotolérants, a montré que 32% du lait analysé étaient contaminés a des
taux supérieurs au seuil de I’acceptabilité rapporté par la législation algérienne qui est de 1073,
Le taux de contamination du lait cru le plus important a été enregistré au centre de collecte de
TALA (54,5% sur un total de 15 d’échantillons) et ¢’est ce centre qui a enregistré la

contamination de surface la plus importante (80%) (Ameur et al., 2017).

I11.1.1. Répartition de la contamination aux CTT dans les différentes citernes des

centres :

La répartition des contaminations par type de citernes (du centre ou des collecteurs) a montré
que 60% et 66,6% des citernes des centres de collecte et celles des collecteurs sont contaminées

par les CTT, respectivement.

Nous observons qu’environ 66% des citernes des collecteurs qui ramassent le lait aupres des
fermes de la région sont contaminées par des CTT. Ce qui suggere que ce sont ces tanks qui sont

a ’origine de la contamination des citernes des centres de collecte.

Les tanks peuvent étre contaminés par un lait cru contaminé qu’ils transportent et par la suite
devenir eux méme source de contamination. Si les opérations de nettoyage-désinfection sont
insuffisantes ou incompletes, il en résulte la persistance des germes dans les tanks sous forme de
biofilms qui pérennisent la libération des germes dans le lait. Les biofilms, une fois formés,

fournissent aux bactéries un environnement favorable a leur survie tout en les protégeant des flux
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de liquides, des changements de pH ou de température ainsi que des agents de nettoyage et
d'assainissement chimiques (Anonyme 05 ,2017). Un biofilm, lorsqu'il s'est installé, est
extrémement difficile a éliminer. Son élimination nécessite souvent I'utilisation de nettoyants
perfectionnés contenant des agents oxydants. La meilleure fagon de prévenir la formation de
biofilms consiste a nettoyer et a assainir rapidement, régulierement et complétement toutes les

surfaces de production des aliments (Anonyme 05 ,2017).

I11.2. Identification des d’Escherichia coli :

Dans les échantillons positifs aux CTT, nous avons identifié E.coli. Nous avons réparti la

contamination par type de citerne dans les centres.

Nous avons observé qu’au centre de Freha, la contamination par E.coli n’a été détecté que dans
les citernes du centre et pas chez les collecteurs, ceci suggére que ce germe a €té introduit
précédemment dans ces citernes et qu’a cause des opérations de nettoyage-désinfection
incompléte, ce germe a formé des biofilms et continue a contaminer le lait. Dans une étude
menée en méme temps pour évaluer la contamination du lait cru dans ce centre, il a été noté que

le lait était contaminé par E.coli a un taux de (33%) (Ameur et al., 2017).

Nous avons également observé qu’a IMALOUSSEN, E.coli n’a été détecté que chez les
collecteurs, ceci suggere que lait est contaminé dans les fermes ou dans ces tanks. Ces derniers
peuvent étre une source potentielle de contamination des citernes des centres et faire disséminer

cette contamination a d’autres laits.

Nous avons noté également qu’E.coli a été identifiée dans les mémes endroits, dans les
prélévements effectués a 15 jours d’intervalle, ce qui confirme la défaillance des pratiques de

nettoyage-désinfection des trois centres et aussi chez les collecteurs durant cette période

La plupart des souches d’E.coli sont inoffensives, seules certaines sont pathogénes et peuvent
provoquer des toxi-infections alimentaires (OMS, 2016), nous n’avons pas effectué de
sérotypage pour voir si les souches retrouvées sont pathogéne ou pas, mais nous ne pouvons pas

écarter le danger que peuvent représenter ces germes sur la santé du consommateur du lait cru.

En termes d’hygiéne alimentaire la présence d’E.coli indique une contamination d’origine fécale
(Jay et al. 2005). Cette contamination proviendrait de I’environnement des fermes laitieres

(Hanzen, 2010). Elle serait liée a une mauvaise hygiene lors de la traite, ustensiles non
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désinfectés ou encore aux biofilms que forment ces germes sur les surfaces (Roux et Ghigo,

2006) (seaux, machines a traire, citernes de collectes...etc.) se qui contamine le lait cru.

111.3. Identification des salmonelles :

Nous avons enregistrés la présence des salmonelles avec une prévalence de 25% seulement au
niveau du centre de collecte ’IMALOUSSEN. Cette contamination a été observée chez les

collecteurs et non dans les citernes du centre.

Salmonella est un germe pathogéne qui en fonction de son sérotype peut provoquer des
infections et des TIAC graves lorsqu’il contamine le lait cru (CDC, 2010). Les laits cru non-
pasteurisé et ceux pasteurisés ont été liés a des épidémies de salmonellose (Rayan et al., 1987).
La contamination a lieu plus fréquemment 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
etal., 1997).

La recherche de 1’organisme indicateur E.coli comme indicateur de salubrité a permis de juger
qu’une contamination d’origine fécale a lieu dans les trois centres (Jay et al., 2005) et d’y
identifier des défaillances dans les BPF en particulier pour le nettoyage-désinfection. Nous avons
également identifié des salmonelles dans les échantillons contaminés par E.coli. Ceci confirme
leurs associations méme dans les échantillons environnementaux. Des études précédentes ont
rapporté que la présence d’E.coli indiquait la présence probable du pathogéne Salmonella, ce

qui fait d’elle un bon organisme indicateurs de salubrité et de sécurité (Jay et al., 2005).
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Conclusion :

Notre travail a été réalisé aupres de trois centres de collectes de lait cru dans lesquels nous
avons constaté une contamination par les coliformes thermotolérants avec une prévalence tres
élevée dans le centre de TALA (80%). Nous avons également identifié la présence des
Escherichia coli, avec une prévalence élevée egalement dans le centre de collecte de TALA
(75%).

La recherche des E.coli a permis d’isoler des salmonelles dans les échantillons positifs aux

E.coli dansle centre d’IMALOUSSEN avec une prévalence de 25%.

Utiliser le germe E.coli comme indicateur des BPF et de sécurité a permis de juger des pratiques
de fabrication dans le secteur de la collecte du lait, il nous a permis de constater des faiblesses
dans les opérations de nettoyage-désinfection et de suggérer que des biofilms a E.coli existent
et dans les citernes des centres et méme chez les collecteurs . La présence de E.coli a permis
aussi de détecter la présence de Salmonella ; agent pathogeéne a I’origine d’infections graves. Ce

qui fait de lui un bon indicateur de sécurité.
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Recommandations :

Pour prévenir les différentes sources de contamination, il faut agir a différentes étapes :

> Hygiéne de I’étable :

Un nettoyage régulier est obligatoire, avec un changement de laitiere.

Une évacuation adéquate des eaux usées et les urines.

Un nettoyage aprés chaque opération de traire pour éliminer les jets qui forment une source
de contamination et aux mammites.

Séparation des locaux de stabilisation et celle de stockage d’alimentation.

» Hyqgiéne de la traite :

Un lavage et nettoyage complet de la mamelle avant la traite.
Elimination des premiers jets.

Séparer le lait des vaches atteintes de maladies, des saines.
Nettoyage des machines a traire.

Stockage du lait dans des conditions convenables.

> Hygiéne du transport et les centres de collectes :

Les citernes des collecteurs doivent étre bien nettoyées a chaque utilisation.

Respect du temps nécessaire pour transporter le lait cru des fermes aux centres pour éviter
toute introduction de contaminants.

Au niveau des centres, il faut avoir une bonne application des bonnes pratiques d’hygiéne,
soit pour le personnel, matériel, ou I’environnement.

Utilisation d’un matériel facile au nettoyage et évitant toute contamination pour le lait

collecté.
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Résumé :

Le lait cru constitue un milieu favorable a la croissance de plusieurs espéces de microorganismes provenant de

différentes sources de contaminations essentiellement la défaillance des BPF.

Notre étude expérimentale a porté sur la recherche et I’identification des Escherichia coli suite a une
étude ultérieure ; a partir de 34 prélévements de surface dans trois centres de collecte dans la région de Tizi-
Ouzou. Sur les 34 prélévements de surface analysés 75% étais positifs a Escherichia coli au niveau du centre de
TALA. La recherche d’E-coli a permis également d’identifier Salmonella spp avec une prévalence de 25% a
Imaloussen. Iutilisation d” E.coli comme indicateurs des BPF et de sécurité a permis de juger des pratiques de
fabrication dans le secteur de la collecte du lait, il nous a permis de constater des faiblesses dans les opérations
de nettoyage-désinfection.

La présence d’E.coli a permis de détecter la présence de Salmonella. Ce qui fait de lui un bon indicateur de
sécurité.

Mots clés : lait cru ; Escherichia coli ; Salmonella spp. ; BPF.

Abstract:

Raw milk is a favorable environment for the growth of several species of microorganisms from different sources
of contamination mainly the failure of GMP.

Our experimental study focused on research and identification of E.coli following a subsequent study, from34
surface samples in three collection centers in the region of Tizi-Ouzou. Out of 34 surface samples analyzed, 75%
were positive at the center of TALA. The search of E.coli also helped to identify salmonella spp with a
prevalence of 25% in Imaloussen. The use of E.coli as an indicator of GMP and safety made it possible to judge
manufacturing practices in the milk collection sector; it allowed us to note weaknesses in the cleaning-
disinfection operations.

The presence of E.coli detected the presence of Salmonella, which makes him a good indicator of security.
Key words: Raw milk, Escherichia coli, Salmonella spp, GMP.
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