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Introduction

Introduction

Le lait est un liquide blanc, opaque, de saveur légerement sucrée, constituant un
aliment complet et équilibré sécrété par les glandes mammaires de la femme et par celle des
mammiféeres femelles pour la nutrition des jeunes. Le lait est de haute valeur nutritionnelle,
treés riche en protéines, lipides, glucides et en oligo-éléments tel que le calcium (Onurlubas et
Yilmaz, 2013).

En Algérie, la filiere lait occupe une place prépondérante et notre pays est considéré
comme premier consommateur de lait au Maghreb, avec prés de 3 milliards de litres par an.
(Benhedane, 2011).

Par ailleurs, le lait peut rencontrer de nombreux problemes sanitaires, notamment la
contamination chimique, dues aux résidus de médicaments vétérinaires. Ces résidus sont
utilisés dans les systémes d’¢élevage en prophylaxie, comme additifs alimentaires ou comme
facteurs de croissance des animaux tout en réduirait la qualité du lait(Mensah et al., 2014),
ce qui entraine des conséquences dangereuses et néfastes pour le consommateur. De ce fait, le
lait doit étre dépourvu de toute trace de médicaments tels que les antibiotiques. Il subit donc

des traitements, le plus souvent thermiques. (Tollefson et Miller, 2000).

Actuellement, il existe plusieurs techniques qui peuvent étre utilisées pour détecter
leur présence. Les tests microbiologiques et immunologiques sont utilisés dans les laiteries
comme le test Beta Star Combo pour la détection des résidus des Béta-lactamines et des

Tétracyclines.

Cependant, notre pays ne posséde pas de limite maximale de résidus dans le lait, et
autres produits issus des animaux, propres aux antibiotiques utilisés. La situation de la
contamination éventuelle du lait consommé par les résidus d’antibiotiques dans notre pays est

méconnue.

L’objectif de notre étude est la recherche des différentes familles d’antibiotiques les
plus utilisées en élevage bovin laitier au niveau de deux régions M’sila et Setif, et le respect
du délai d’attente de la commercialisation du lait cru provenant de vaches traitées aux

antibiotiques selon la réglementation Algérienne en vigueur
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Introduction

La premiére partie bibliographique, qui traite des caractéristiques qualitatives,

nutritives et microbiologiques du lait cru et de I’utilisation des antibiotiques.

La deuxiéme partie expérimentale qui expose la méthode utilisée pour réaliser les
recherches de résidus d antibiotique dans le lait cru, dans le but de le controler de la traite a la

commercialisation, et selon les résultats obtenus, les solutions nécessaires pour leur maitrise.

La discussion et les recommandations seront exprimées et développées a la fin de
notre recherche, dans le but d’élaborer une conclusion et des perspectives afin d’optimiser la

qualité du lait cru et d’éviter ’antibiorésistance chez les consommateurs.

Page 2



PARTIE
BIBLIOGRAPHIQUE



Chapitre | Généralités sur le lait

Chapitre I : Généralités sur le lait
| .1.Historique

L’homme consomme du lait depuis 12000 ans. En effet, est au Proche Orient,
qu’on retrouve les premiéres traces d’¢levage de chevres et de brebis. Ce fut ensuite le tour
des vaches d’étre domestiquées dans les montagnes de Turquie, de Macédoine et de Gréce. La
place du lait et des produits laitiers dans I’alimentation s’est ensuite développée au cours des

millénaires (Cniel, 2013).

Seule la production laitiére de quelques espéces de mammiféres présente un intérét
immédiat en nutrition humaine, méme si le lait d’autres espéces animales posséde des qualités
nutritives supérieures. En effet, la production mondiale de lait provient presque entiérement
de bovins, bufflonnes, chévres, brebis et chamelles. La présence et I’importance de chacune
de ces especes varie considérablement entre les régions et les pays. Divers parametres
déterminent leur présence au sein de 1’élevage, a Savoir : le fourrage, 1’eau, le climat, la
demande du marché, les traditions alimentaires et les caractéristiques socio-économiques de
chaque ménage (par exemple, les familles pauvres ont tendance a s’appuyer d’avantage sur

les petits ruminants) (Cniel, 2013).

Bien que I’¢levage de bovins puisse s’effectuer dans un large éventail
d’environnements, les autres especes laitieres permettent de produire du lait dans des
environnements défavorables. Les brebis permettent de produits du lait dans les régions semi-
arides du pourtour méditerranéen, les chevres dans les régions d’Afrique avec des sols
pauvres, les juments dans les steppes d’Asie central, les chamelles dans les terres arides et les

bufflonnes dans les régions tropicales humides (FAO, 2015).

Les chiffres sur la production laitiere mondiale différent selon les sources. lls
doivent donc étre considérés avec prudence. Selon (Cniel, 2013), la production mondiale
laitiere a augmenté continuellement a un rythme proche de 1’accroissement de la population
dans la période 2009 a 2013 (tableau 1).

Il est & signaler que le lait de vache est de loin le lait plus produit, soit 83% des quantités
produites en 2013 (équivalent de 646 millions de tonnes).
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Chapitre | Généralités sur le lait

Tableau 01 : Production des differents laits dans le monde dans la période 2009 a 2013,
(Cniel, 2013). Unité : Millions de tonnes

Différents types de lait 2009 2010 2011 2012 2013
Lait de vache 596,5 610,5 626,2 640,1 646,1
Lait de bufflonne 89,7 93,1 97,0 99,8 103,1
Lait de chévre 17,0 17,7 18,2 18,4 18,7
Lait de brebis 9,4 9,8 9,7 10,0 10,1
Autres laits 3,6 3.8 3,8 3,7 3,7

Total 716,2 734.9 755,0 772,1 7819

En 2013, 69 millions de tonnes de lait et produits laitiers ont été échangés sur le
marché mondial, soit a peine 9%de la production du globe. Les principaux fournisseurs
mondiaux en produits laitiers sont I’Europe et la Nouvelle-Zélande. Ce dernier pays, tient une
place particuliere. Sa production est relativement modeste (20 millions de tonnes en 2013),

mais sa consommation intérieure faible favorise les exportations (Cniel, 2013).

| .2.Définition de lait cru

Le lait est un liquide blanc, opaque, de saveur légérement sucrée, constituant un
aliment complet et équilibré, sécrété par les glandes mammaires de la femme et par celles des
mammiféres femelles pour la nutrition des jeunes. (Aboutayeb, 2009).

Le lait cru est un produit hautement nutritif. Cependant sa production doit étre sévérement
contrdlée en raison des risques éventuels qu’il peut présenter pour la santé humaine (Labioui
et al., 2009).

Le lait cru est un lait qui n’a subi aucun traitement de conservation sauf la
réfrigération a la ferme. La date limite de vente correspond au lendemain du jour de la traite.
Le lait cru doit étre porté a I’ébullition avant consommation (car il contient des germes
pathogenes) (Fredot, 2005).

1.3. Composition chimique du lait

Franworth et Mainville (2010) évoquent que le lait est reconnu depuis longtemps

comme étant un aliment bon pour la santé. Source de calcium et de protéines, il peut étre

ajouté a notre regime sous plusieurs formes.
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Chapitre | Généralités sur le lait

Le lait constitue une source nutritionnelle et énergétique importante. En effet, il
contient des protéines de haute qualité et de matieres grasses. En plus, il peut apporter une
contribution significative aux besoins nutritionnels recommandés en calcium, magnésium,
sélénium, riboflavine, vitamine B12 et acide pantothénique. L’eau constitue la composante
majeur (98%) du lait qui se divise en plusieurs phases, a savoir ; une solution varie contenant
les sucres, les protéines solubles, les minéraux et les vitamines hydrosolubles ; une solution
colloidal contenant les protéines, en particulier les caséines et une émulsion de matieres
grasse dans I’eau,

le tableau 02 résume les différents constituants du lait qui rentre dans la
composition de ces phases (Alais et al., 2008).

Tableau 02 : Composition chimique du lait de vache (Alais et al., 2008).

Elémentss Composition (g/l) | Etat physique des composants

Eau 905 Eau libre (solvant) + eau liée
3,7%

Glucides : lactose 49 Solution

Lipides : 35 Emulsion de globules gras (3 a

-matiere grasse 34 5um)

proprement dite
-lécithine (phospholipides) 0,5
-partie insaponifiable 0,5
(stérols, caroténes,

tocophérols)

-protides : 34 Suspension micellaire se
-Caséines 27 phosphacaseinate de calcium
-Protéines solubles 55 Solution colloidale

(globulines albumine)

-Substances azotées non 1,5 Solution varie
protéique

Sels : 9 Solution ou état colloidale
-acide citrique 2

-acide phosphorique 2,6
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-acide chlorhydrique 1,7

Constituants divers : Traces

Vitamines, Enzymes, gaz

dissout)
Extrait sec total 127
Extrait sec non gras 92
I.3.1. ’eau

D’aprés (Amiot et al., 2002) 1’eau est le constituant le plus important du lait, en
proportion. La présence d’un dipole et de doublets d’électrons libres lui confére un caractére
polaire.

Ce dernier lui permet de former une solution vraie avec les substances polaires
telles que les glucides, les minéraux et une solution colloidale avec les protéines hydrophiles
du sérum.

Puisque les matiéres grasses possedent un caractere non polaire (ou hydrophobe),
elles ne pourront pas se dissoudre et formeront une émulsion du type huile dans ’eau. Il en est
de méme pour les micelles de caséines qui formeront une suspension colloidale puisqu’elles
sont solides.

1.3.2. les glucides

Les glucides représentent 4,6% a 5,1% du poids du lait (Vierling, 2008).lls
représentent prés de 1/3 de la valeur énergétique du lait entier, mais ceci est insuffisant pour
faire de lui un aliment équilibreé. Il est a noter que le lait le seul aliment riche en protéines,
contient des glucides (Fredot, 2009).

Le lactose est le glucide, ou I’hydrate de carbone, le plus important du lait puisqu’il
constitue environ 40% des solides totaux.

La proportion des autres glucides étant toujours trés faible (Amiot et al, 2002), il
représente dans le lait de vache une teneur qui varie entre 32-47¢g/l.

1.3.3. Les matiéres grasses

Les matieres grasses sont présentes dans le lait sous forme d’une émulsion de
globules gras.

La teneur en matiéres grasses du lait est appelée taux butyreux (TB). Les matiéres

grasses du lait représentent prés de la moitié de sa valeur énergétique, par ailleurs, elles
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participent aux caractéristique gustatives (souhaités ou non) et aux propriétés rheologiques
des produits laitiers (Brule et al., 2008). (Tableau 03)

Les matieres grasses du lait sont la majoritairement présentes sous forme de
globules gras de diamétre compris entre 0,2 et 15um et qui sont entourée d’'une membrane
communément appelée « la membrane du globule gras du lait ». Cette enveloppe protectrice
est un assemblage complexe de protéines, de phospholipides, de glycoprotéines, de lipides
neutres, d’enzymes et d’autres composés mineurs, elle agit comme un émulsifiant naturel
permettant la dispersion de la matiére grasse dans le plasma du lait, de ce fait elle contribue au

maintien de 1I’émulsion (figure01) (Jeantet et al., 2007).

phospholipides triglycérides
[ — _ Solides

3= / ’“'},://”.
4 ”/”’:‘/':/
charges = /C,/,
negatives ~
\"\

AR

P N
."/‘ ‘\‘.
Iipopr()tém(:s’, enzymes, = triglycerides
agglutinines liquides

Figure 01 : Composition de la matiére grasse du lait (Vignola, 2002).

Tableau 03 : Constituant lipidique du lait de vache et localisation dans la fraction

Physicochimique (g/lI de matiére grasse) (Jeantet et al., 2007).

Constituants lipidiques Proportions Localisation
Triglycérides 96-98 Globule gras
Diglycérides 0,3-1,6 Globule gras

Monoglycérides 0,0-0,1 Globule gras
Phospholipides 0,2-1,0 Membrane du globule gras
et lactosérum
Cérébrosides 0,0-0,08 Membrane du globule gras
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Stéroides 0,2-0,4 Globule gras
Acides gras libres 0,1-0,4 Membrane du globule gras
et lactosérum
Esters du cholestérol traces Membrane du globule
gras
Vitamines 0,1-0,2 Globule gras

1.3.4. Matieres azotées totales

La dénomination « matieres azotées totales »regroupe les protéines (Taux
Protéique), ainsi que I’azote non protéique (dont 1’urée).
1.3.4.1. Matieres azotées proteiques

Les protéines du lait forment un ensemble assez complexe constitué de 80% de
caséines et 20% de protéines solubles qui englobent les lactalbumines, sérum albumines, et
immunoglobuline (Jeantet et al., 2007).

e Caséines
Les caséines sont de petites protéines dont le poids moléculaire varie entre 19 et 25 kDa.
La caséine native a la composition suivante : protéine 94%, calcium 3%, phosphore 2.2%,
acide citrique 0,5% et magnésium 0,1% (Adrian et al., 2004). Le caséinate de calcium forme
une dispersion colloidale dans le lait.

Les micelles protéiques ont un diamétre de ’ordre de 0,1pum, les caséines se
subdivisent en quatre groupes principaux (aS1, aS2, B, k) et qui représentent 80% des
protéines soit 26g/kg
(Jeantet et al., 2007).

e Protéines solubles ou protéines du lactosérum

Les protéines de lactosérum ont une valeur nutritive majeure en nutrition humaine,
car elles sont riches en acides amines essentiels. Les protéines solubles représentent environ
20% des protéines totales du lait de vache. Elles sont constituées essentiellement de la 8
lactoglobuline bovine (50-55%) et de I’a-lactalbumine (20-25%).0On note également la
présence de la sérumalbumine, a faible valeur nutritionnelle, des immunoglobulines et de la
lactoferrine qui n’en ont pas du tout (Court et Leymarios, 2010).

Il est intéressant de signaler que les protéoses peptones forment une fraction
protéique soluble aprés chauffage du lait acidifié a ph 4,6 a 95°C pendant 20 a 30 minutes
(Debry, 2001).
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1.3.4.2. Matieres azotée non protéiques
Ce sont des composes a poids moléculaire faible qui appartiennent & plusieurs
familles chimique, le plus important est I’urée (30 a 80% de I’NNP) ; on trouve aussi des

acides aminés libres, des peptides et des bases organiques.

1.3.5. Minéraux

La fraction minérale est considérée mineure dans la composition du lait. En
revanche, elle est importante tant d’un point de vue structural que nutritionnel et
technologique. Le lait et ses derives constituent le principal apport de calcium et de phosphore
dans la ration alimentaire.

Selon (Jeantet et al., 2007), Les principaux minéraux sont calcium, magnésium,
sodium et potassium pour les cations phosphate, chlorure et citrate pour les anions (tableau
04).

Tableau 04 : Composition minérale du lait (Jeantet et al., 2007) .

Eléments minéraux Concentration (mg.kg?)
Calcium 1043-1283
Magnésium 97-146
Phosphate inorganique 1805-2185
Citrate 1323-2079
Sodium 391-644
Potassium 1212-1681
Chlorure 772-1207
1.3.6. Vitamines

Les vitamines sont des substances biologiquement indispensables a la vie
puisqu’elles participent comme cofacteurs dans les réactions enzymatiques et dans les
échanges a 1’échelle des membranes cellulaires.L.’organisme humain n’est pas capable de les
synthétiser (tableau 03). Deux types de vitamines sont présents dans le lait, en 1’occurrence,
les vitamines hydrosolubles (vitamine du groupe B et vitamine C) ; et les vitamines
liposolubles (A, D, E et K) (Jeantet et al., 2008).

1.3.7. Enzymes
Les enzymes sont définis comme des substances organiques de nature protidique,

produites par des cellules ou des organismes vivants. Agissant comme catalyseurs dans les
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réactions biochimiques. Environ 60enzymes principales ont été répertoriées dans le lait dont
20 sont des constituant natifs, une grande partie se retrouve dans la membrane des globules
gras mais le lait contient de nombreuses cellules (leucocytes, bactéries) qui élaborent des
enzymes :

La distinction entre ¢lément natifs et ¢lément extérieur n’est donc pas facile

(Tableau 05) (Vignola, 2002).

Tableau 05 : Caractéristiques des principaux enzymes du lait (Vignola, 2002).

Groupes Classe d’enzyme Ph Température Substrat
d’enzyme estérases (C°)
Hydrolases Lipases 8,5 37 Triglycérides
Phosphatases 9-10 37 Esters
alcaline phosphoriques
Phosphatases 4,0-5,2 37 Esters
acide phosphoriques
Protéases
Lysozyme 7,5 37 Parois cellulaires

microbiennes

Plasmines 8 37 Caséines
Déshydrogénases Sulfhydrile 7 37 Protéines,
ou oxydases oxydase peptides
Xanthine 8,3 37 Bases puriques
oxydase
Oxygénases Lactoperoxydase 6.8 20 Composés
réducteurs+H202
catalase 7 20 H202

I.4. Qualité organoleptique du lait

L’aspect, I’odeur, la saveur, la texture sont les parametres organoleptiques qui caractérisent
la qualité du lait, et se trouvent en relation intime avec les propriétés et la perception de la
qualité par le consommateur (Rheotest, 2010).
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1.4.1. Couleur

Le lait est de couleur blanc mat, qui est due en grande partie a la matiére grasse,
aux pigments de caroténe (la vache transforme le B-carotene en vitamine A qui passe
directement dans le lait) (Fredot, 2005).

Dans le lait les lipides se trouvent sous forme de globules de matiére grasse et les
protéines sous forme de micelles de caséines. Ces agrégats diffractent la lumiére et dispersent
les rayons lumineux sans les absorber (Reumont, 2009).

1.4.2. Odeur

L’odeur est caractéristique le lait du fait de la matiére grasse qu’il contient fixe des
odeurs animales. Elles sont liées a I’ambiance de la traite, a 1’alimentation (les fourrages a
base d’ensilage favorisent la flore butyrique, le lait prend alors une flore odeur), a la
conservation (I’acidification du lait a4 I’aide de I’acide lactique lui donne une odeur aigrelette)
(Vierling, 2003).

1.4.3. Saveur

La saveur du lait normal frais est agréable. Celle du lait acidifié est fraiche et un
peu piquante.

Les laits chauffés (pasteurisés, bouillis ou stérilisés) ont un godt Iégerement
différent de celui du lait cru.

Les laits de rétention et de mammites ont une saveur salée plus ou moins
accentuée. Peut transmettre au lait des saveurs anormales en particulier un gol(t amer. La
saveur amere peut aussi apparaitre dans le lait par suite de la pullulation de certains germes
d’origine extra- mammaire (Thieulin et Vuillaume, 1967).

1.4.4. Viscosité

La viscosité du lait est une propriété complexe qui est particulierement affectée par
les particules colloides émulsifiées et dissoutes. La teneur en graisse et en casé€ine possede
I’influence la plus importante sur la viscosité du lait.

La viscosité est une caractéristique importante de la qualité du lait, étant donné
qu’une relation intime existe entre les propriétés rhéologiques et la perception de la qualité

par le consommateur (Rheotest, 2010).
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1.5. Elaboration du lait

La mamelle ou pis est constituée par un nombre de glande ou quartiers variable avec
les espéces. 1l y en a quatre chez la vache, deux seulement chez la chévre et la brebis. Les
quartiers paraissent indépendant les uns des autres (Barone, 1978).

Chaque glande est constituée par un tissu comprenant essentiellement de nombreux
alvéoles ou acini groupés en grappes et tapissés intérieurement par les cellules qui secretent le
lait. Ces acini sont reliés a des fins canaux excréteurs par les quels le lait s’écoule vers des
canaux collecteurs pourront contenir 300 & 400 ml de lait, située au-dessus d’une tétine ou
trayon. Cette citerne, ou sinus galactophore, se prolonge par la citerne du trayon qui s’ouvre
vers D’extérieur par un canal dont l’orifice peut étre clos par un sphincter puissant

(Chevremont, 1979).

1.6. Microbiologie du lait cru

Le lait contient un nombre variable de cellules ; celles-ci correspondent a la fois a des
constituants normaux comme les globules blancs, mais également a des éléments d’origine
exogéne que sont la plupart des microorganismes contaminants. Les microorganismes,
principalement, présents dans le lait sont les bactéries mais, on peut aussi trouver des levures
et des moisissures, voire des virus. De tres nombreuses espéces bactériennes sont susceptibles
de se développer dans le lait qui constitue, pour elles, un excellent substrat nutritif. Au cours
de leur multiplication dans le lait, elles liberent des gaz (oxygene, hydrogene, gaz carbonique,
etc.), des substances aromatiques, de l’acide lactique (responsable de I’acidification en
technologie fromagére), diverses substances protéiques. (Institut des techniques des
élevages, 2009).

L’importance et la nature des bactéries contaminants le lait, dépondent, de 1’¢état
sanitaire de ’animal, de la nature des fourrages, mais aussi des conditions hygiéniques
observées lors de la traite, de la collecte, de la manutention et de la température de
conservation du lait (Robinson, 2002).

Un lait est considéré comme peu contaminé s’il renferme quelques centaines a quelques
milliers de germes par millilitre, un lait fortement pollué peut en contenir plusieurs centaines
de milliers a plusieurs millions par ml dans cette microflore contaminant, les bactéries
conditionnent le plus directement la qualité hygiénique ainsi que ’aptitude a la conservation

et a la transformation de la matiere premiére (Institut des technique des élevages, 2009).
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1.6.1. Flore originelle

Le lait contient peu de microorganismes lorsqu’il est prélevé dans de bonnes conditions
a partir d’un animal sain (moins de 10*germes/ml) (Cuq, 2007).

La flore originelle des produits laitiers se définit comme 1’ensemble des
microorganismes retrouvés dans le lait a la sortie du pis, les genres dominants sont
essentiellement des mésophiles (Vignola, 2002). 1l s’agit de microcoques, mais aussi
streptocoques lactiques et lactobacilles (tableau 06).

Ces microorganismes, plus ou moins abondants, sont en relation étroite avec
I’alimentation (Guiraud, 2003) et n’ont aucun effet significatif sur la qualité du lait et sur sa

production (Varnam et Sutherland, 2001).

Tableau 06 : Flore originelle du lait cru de vache (Vignola, 2002)

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

ou
Lactococcus sp
Gram negative <10

1.6.2. La flore de contamination

Cette flore est ’ensemble des microorganismes contaminant le lait, de la récolte jusqu’a
la consommation. Elle peut se composer d’une flore d’altération, qui causera des défauts
sensoriels ou qui réduira la durée de conservation des produits, et d’une flore pathogene
dangereuse du point de vue sanitaire (Vignola, 2002).

1.6.2.1. La flore d’altération

La flore d’altération causera des défauts sensoriels de golt, d’aréme, d’apparence ou de
texture et réduira la vie du produit laitier. Parfois, certains microorganismes nuisibles peuvent
aussi étre pathogenes.

Les principaux genres identifiés comme flore d’altération ; les coliformes, et certains
levures et moisissures (Essalhi, 2002).

> Les coliformes
En microbiologie alimentaire, on appelle <coliformes> les entérobactéries fermentant

le lactose avec production de gaz a 30°C. Cependant, lorsqu’ils sont en nombre trés éleve, les
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coliformes peuvent provoquer Des intoxications alimentaires. Le dénombrement des
coliformes a longtemps été considéré comme un indice de contamination fécale. Comme les
entérobactéries totales, ils constituent un bon indicateur de qualité hygiénique. (Guiraud,
2003).

> Les levures

Bien que souvent présentes dans le lait, elles s’y manifestent rarement. Peu d’entre elles
sont capables de fermenter le lactose. Le genre Torulopsis, productrices de gaz a partir du
lactose, supportent des pressions osmotiques élevées et sont capable de faire gonfler des
boites de lait concentré sucré (FAO, 2007).

Les levures associées au lait sont les especes suivantes : Kluyveromyces lactis,
Saccharomyces cervisiae, , Candia kefir, (Bourgeois et al.,1988)

> Les moisissures

Les moisissures sont des champignons microscopiques. Ce sont des eucaryotes
hétérotrophes, ils sont obligés de prélever le carbone et I’azote nutritifs de la matiére grasse, le
sucre et les protéines.

D’une fagon générale, les aliments sont des substrats trés favorables a leur
développement, ces germes peuvent y causer des dégradations par défaut d’apparence,
mauvais godt, ou plus gravement production de mycotoxines (Cahagnier, 1998).

1.6.2.2. La flore pathogéne

La contamination du lait et des produits laitiers par les germes pathogenes peut étre
d'origine endogene, et elle fait, alors, suite a une excrétion mammaire de lI'animal malade ; elle
peut aussi étre d'origine exogene, il s'agit alors d'un contact direct avec des troupeaux infectés
ou d'un apport de I'environnement (eaux) ou bien liées a I’'Homme (Brisabois et al., 1997).
Parmi ces germes :

> Bactéries infectieuses

Ces bactéries doivent étre vivantes dans ’aliment lors de sa consommation pour agir.
Une fois ingérées, elles déréglent le systeme digestif. Apparaissent alors divers symptémes
connus, tels que la diarrhée, les vomissements, les maux de téte...etc.

Les principaux micro-organismes infectieux :

> Salmonelles
Ces entérobactéries lactose-, sont essentiellement présentes dans D’intestin de
I’Homme et des animaux. Ce sont des bactéries aéro-anaérobies facultatives, leur survie et
leur multiplication est possible dans un milieu privé d’oxygéne. Elles se développent dans une

gamme de température variant entre 4°C et 47°C, avec un optimum situé entre 35 et 40°C.
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Elles survivent aux basses températures et resistent a la réfrigération et a la congélation. En
revanche, elles sont détruites par la pasteurisation (72°C pendant 15 secs). Elles sont capables
de se multiplier dans une gamme de pH de 5 a 9, mais sont sensibles & la fermentation
lactique (Jay, 2000 et Guy, 2006).

> Listeria

Les bactéries du genre Listeria se présentent sous la forme de petits bacilles de forme
réguliére arrondis aux extréemités et ne formant ni capsule ni spore. Elles sont & Gram positif
(Seelinger etJones, 1986).

Leur croissance est possible entre 0 °C et 45 °C (température optimale : 30°C- 37°C),
pour des pH compris entre 4,5 et 9,6. Elles sont mobiles grace a des flagelles péritriches
(Lovett, 1989).

Listeria monocytogenes peut étre considérée comme un agent pathogene alimentaire «
parfait » car elle est ubiquiste, trés résistante aux conditions extrémes (température, pH...) et
surtout elle est capable de se développer aux températures de réefrigération des aliments.
(Kornacki et Marth, 1982).

> Bacteéries toxinogenes

Qui produisent une toxine dans I’aliment qui est responsable de 1’intoxication du
consommateur.Il n’est donc pas suffisant de détruire la bactérie pour éviter I’incidence de la
maladie. De plus, certaines toxines sont tres résistantes aux traitements thermiques, telle que
la pasteurisation et méme la stérilisation (Lamontagne et al., 2002 ).

Les principaux micro-organismes toxinogéenes :

v Staphylocoques

Le genre Staphylococcus appartient a la famille des Staphylococaccae. Ce sont des
coques a Gram positif de 0,5 a 2,5 um de diamétre, non sporulés et immobiles. (Leyral et
Vierling, 2007).

Ils se trouvent assez frequemment dans le lait et parfois, en nombre important .L.’origine
de la contamination est I’infection mammaire et peut étre plus fréquemment, ’Homme. Leurs
fréquence tend a augmenter du fait de leur antibiorésistance, ils provoquent par leur
production de toxines thermostables, des intoxications de gravité variable pouvant étre
redoutable chez I’enfant (FAO ,2007).

Pour cela, les normes exigent leur absence dans les produits alimentaires (J.O.R.A,
1998).

v Les clostridiums sulfito-réducteurs
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Ce sont des batonnets sporulés, mobiles, Gram+ anaérobies stricts, présentent
généralement dans le sol et ’eau, mais aussi dans le tube digestif Humain et animal, le

pouvoir pathogene est di a la synthese des toxines (Lamontagne et al., 2002).
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Chapitre 11 : Antibiotiques, définition, classification, modes d’actions et
éliminations

Chapitre II : Généralités sur les antibiotiques.

Garantir au consommateur un lait et des produits laitiers de bonne qualité est un enjeu
majeur pour le secteur laitier. Cette qualité est affectée par plusieurs contaminants; parmi eux
les antibiotiques. Ces derniers sont geénéralement utilisés en élevage a des buts:
thérapeutiques, prophylactiques, metaphylactiques et comme additifs alimentaires ou
promoteurs de croissance (Dibner et Richards, 2005 ; Guardabassi et al. 2008 ; Bowater
et al., 2009 ; Nickell et White, 2010). En effet, leur usage pourrait amener a une présence

anormale de résidus dans le lait.

11.1.Définition

Les antibiotiques (ATB) se définissent comme des molécules antibactériennes
synthétiques ou naturelles (d’origine biologique) capables d’inhiber la croissance des
bactéries ou les détruire (Le Chat, 2007) lls ont une toxicité sélective ; ils sont toxiques pour

les bactéries mais pas pour 1’organisme cible (Merad et Merad, 2001).

Les sources principales des antibiotiques sont les champignons, mais aussi les Bactéries.
Il existe également des antibiotiques entierement synthétiques (Ziadi, 2010 ; Guillemot et al,
2006 ; Merad et Merad, 2001; Yala et al., 2001).

D’aprés les mémes auteurs, les antibiotiques sont définis aussi par leur spectre

d’activité, leur toxicité sélective, leur mode d’action, et leurs propriétés pharmacocinétiques.

I1.2.Mode d’action des antibiotiques

A la différence des antiseptiques et des désinfectants, les antibiotiques agissent en
général de facon trés spécifique sur certaines structures de la cellule bactérienne, cette grande
spécificité d’action explique pourquoi les antibiotiques sont actifs a trés faible concentration.

Cette action s’exerce selon les molécules sur des sites variés (Figure 02), (Mevius et al.,

1999; Oxoby, 2002).
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Figure 02 : Mode d’action des antibiotiques sur une bactérie (Afssa, 2006).

11.2.1.La paroi bactérienne

Bacitracine, Pénicilline et Céphalosporines agissent sur les germes en croissance
inhibent la derniére étape de la biosynthése du peptidoglycane (muréine composant essentiel
de la paroi bactérienne, qui confere a la bactérie sa forme et sa rigidite,

Ce qui lui permet de résister a la forte pression osmotique intra cytoplasmique) au cours
de la multiplication cellulaire. La nouvelle bactérie n’est plus protégée entrainant ainsi une

lyse bactérienne (Zeba, 2005).

11.2.2.La membrane cellulaire

En désorganisant sa structure et son fonctionnement, ce qui produit des graves troubles
d’échanges ¢électrolytiques avec le milieu extérieur L’ ADN: Certaines familles d’antibiotiques
empéchent la réplication d’ADN en bloquant la progression de I’ADN polymérase.
L’actinomycine bloque la progression de I’ARN polymérase. Les sulfamides provoquent une
inhibition de la synthese des bases nucléiques et la cellule meurt par carence en bases

nucléiques, les quinolones et fluoroquinolones inhibent I’ADN gyrase.

11.2.3.Le ribosome bactérien
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Sur les ribosomes ce qui entraine 1’arrét de la biosynthése des protéines ou la formation
de protéines anormales. Les aminoglycosides ou aminosides (streptomycine, gentamycine,
amikacine), empéchent la traduction de ’ARNm en se fixant sur la petite sous-unité des
ribosomes (Hermann, 2005).

Les phénicols (chloramphénicol, thiamphénicol) bloguent la formation de la liaison
peptidique sur la grosse sous-unité du ribosome bactérien. Les cyclines (tétracycline,
doxycycline) bloquent 1’élongation de la chaine peptidique en se fixant sur la petite sous-unité
les macrolides et les kétolides (érythromycine, azithromycine) bloquent 1’élongation de la
chaine peptidique (Nilius et Ma, 2002).

La puromycine copie I’extrémité d’un ARN t, prend sa place dans le ribosome et bloque

I’¢longation de la chaine peptidique.

11.2.4.Autres
En agissant entant qu’anti métabolites bactériens (c’est a dire au niveau des étapes du

métabolisme intermédiaire des bactéries).

11.3.Classification des antibiotiques
Les antibiotiques peuvent étre classés selon plusieurs critéres: 1’origine (naturelle, semi
synthétique et synthétique), le mécanisme d’action, le spectre d’action, et la composition

chimique. Les principales cibles des antibiotiques sont d’apres (Gras et Choutet, 2010):

o La paroi bactérienne (béta-lactamines, glycopeptides);

o La synthése de I’ADN (quinolones, nitro-imidazolés);

o La syntheseprotéique (macrolides, aminosides, cyclines);

o L’inhibition compétitive (sulfaméthoxazole et triméthoprime). Les

principales familles d’antibiotiques sont: les sulfamides, les tétracyclines, les

quinolones, les macrolides et les béta-lactamines.

I1.4. Pharmacodynamie des antibiotiques

La pharmacodynamie étudie les effets propres d’un médicament sur I’organisme ou sur
un organe donné (Fontaine, 1987). Dans cette partic nous allons voir le mode d’action des
béta-lactamines et des tétracyclines les deux antibiotiques recherchés dans notre partie

experimentale.
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11.4.1. Mode d’action des béta-lactamines

Les béta-lactamines possedent un noyau béta-lactame qui leur confére une activité
bactéricide (Anonyme, 2016).

Les béta-lactamines sont des antibiotiques actifs sur la paroi bactérienne agissant
essentiellement comme inhibiteurs de la synthese de peptidoglycane.

IIs operent sur les derniéres étapes de la synthése du peptidoglycane (Allain, 2006 ;
yala et al., 2001 ; Ziadi, 2010).

Les béta-lactamines exercent leur effet antibiotique sur les germes possédant une paroi
riche en peptidoglycane et sont sans effet sur les organismes dépourvus de paroi
(mycoplasmes). Les béta-lactamines, de par leur structure chimique, inhibent les
transpeptidases extra-cytoplasmiques a condition d’entrer en contact avec elles. Dans les
bactéries Gram positif, les différentes béta-lactamines atteignent les transpeptidases a
traversla paroi de peptidoglycane déja constituée ou en cours de constitution. Par contre, dans
les bactéries Gram négatif, elles n’atteignent ces enzymes qu’apres pénétration a travers les

canaux porines de la membrane externe (Allain, 2006 ; Hennel, 2006).

11.4.2. Mode d’action des tétracyclines

Comme leur nom I’indique, les tétracyclines (TC) possédent une structure chimique
commune composée de quatre cycles hexacarbonés fusionnés en ligne, elles ont été
découvertes pour la premiére fois en 1945 par Duggar. B (Chopra et Roberts 2001 cité par
Ziadi, 2010), et depuis elles sont utilisées dans le contrdle des infections bactériennes chez les

animaux et chez les humains (Samanidou 2005 cité par Ziadi, 2010).

Les tétracyclines sont utilisées de facon importante depuis les années 50, les
mécanismes responsables de leur action inhibitrice ne sont pas entierement connus.
Cependant, il semble établi qu’une fois dans le cytoplasme, elles inhibent la synthése
protéique en se fixant sur la structure cible, un site localisé sur la sous-unité 30S des

ribosomes pour lequel elles présentent une grande affinité.

Elles perturbent ainsi I’interaction codon-anticodon entre I’ARNt et ’ARNm ce qui
bloque la phase d’élongation. Les tétracyclines agissent donc au stade de la traduction
protéique. (Allain, 2006 ; Hennel, 2006 ; Yala et al., 2001 ; Helali, 1999 ; Ziadi 2010).
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Les tétracyclines sont des antibiotiques a large spectre, couvrant des bactéries a Gram
positive et d’autres a Gram-négative, tels que les atypiques Chlamydiae, les mycoplasmes, les
rickettsies, les parasites et les protozoaires. On distingue des cyclines naturelles tels les
Chlortétracyclines et les Tétracyclines, et Les cyclines semi-synthétiques comme

Oxytetracycline, Doxycycline et Minocycline.

I1.5. Pharmacocinétique des antibiotiques
La pharmacocinétique est 1’é¢tude du devenir du médicament dans 1’organisme. Les

quatre phases de la pharmacocinétique sont généralement regroupées sous le sigle ADME :

¢ Absorption (pénétration) du produit dans I’organisme,

¢ Distribution du produit dans les tissus de 1’organisme,

e Métabolisme (transformation) du produit en de nouvelles entités chimiques
grace aux enzymes de I’organisme, et

eExcrétion (élimination) du produit de 1’organisme dans les urines, les féces et
le lait sous la forme de la molécule parent ou sous la forme de métabolites.

Les antibiotiques possédent des structures trés différentes les unes des autres, ont
chacun un comportement pharmacocinétique spécifique qui est conditionné par leurs
propriétés physiques et chimiques et principalement par leur solubilité (liposolubilite,
hydrosolubilité), leur ionisation (acides, basiques, neutres), ainsi que leur stabilité (hydrolyse,
oxydation) (Puyt, 2002).

I1.5. 1. Absorption

L’absorption d’une molécule, c’est-a-dire son passage du site d’administration a la
circulation sanguine est fonction a la fois des propriétés de la molécule et des modalités
d’administration notamment de la voie (orale et parentérale) et de la formulation du

médicament (Jackuemin, 2006) ( figure 03)..

Certaines classes d’antibiotiques ont une bonne absorption digestive (macrolides,
tétracyclines, sulfamides), pour d’autres classes, 1’absorption est nul (aminoside,

polypeptides), et la voie injectable est nécessaire pour obtenir un effet systémique.
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Enfin, dans certaines classes d’antibiotiques (béta—lactamines) certaines molécules sont

bien absorbées, ce qui permet I’administration orale alors que d’autres devront étre injectées

(Anonyme A, 2006).
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Figure 03: Schéma représentatif de différentes voies d’administration des antibiotiques
(Chaatellet.2007).

11.5.2. Distribution

Apres absorption, les substances chimiques vont étre distribuées dans tout 1’organisme,
essentiellement par voie sanguine, elles se fixeront sur divers organes et tissus en fonction de
différents parameétres tenant a la substance considérée et a ’organe en cause (LE CHAT,
2007).

Dans le sang, le médicament existe sous 2 formes : une forme libre et une forme liée;
cette liaison, aux conséquences biologiques importantes, se fait essentiellement par fixation
sur les protéines plasmatiques, beaucoup plus accessoirement sur les éléments figurés du sang

(Fontaine, 1993) La diffusion tissulaire est variable selon les antibiotiques (Labayle, 2001).

Certains antibiotiques ont une bonne diffusion tissulaire : quinoléines, béta-lactamines,
macrolides. Les tétracyclines, le chloramphénicol peuvent par ailleurs diffuser a I’intérieur

des cellules.
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11.5.3. Métabolisme (Biotransformation)

Au sein des tissus, a lieu des biotransformations qui sont un ensemble de réactions
chimiques, en générale catalysées par des enzymes, ayant pour effet de modifier la structure
des principes actifs, on observe par exemple des oxydations, des hydroxylations, des
réductions ou des hydrolyses (Stoltz, 2008), qui aboutissent a des métabolites plus polaires et
plus hydrosolubles susceptible d’étre éliminés plus rapidement que la molécule initiale
(Bourrin et Jollieti, 1999).

De nombreux tissus peuvent réaliser le métabolisme des médicaments : foie, rein,
poumon, intestin, mais le principal site de métabolisme des médicaments est le foie, les
hépatocytes sont riches en enzymes impliquées dans le métabolisme (Loichot et Grima,
2006).

I1.5.4. Voies d’élimination des antibiotiques
C’est la derniére phase du devenir du médicament. Elle s’effectue par différentes
voies :
eRénale, dans I'urine,
eBiliaire, dans les matiéres fécales,
e Elimination, dans les ceufs,
eElimination lactée, dans le lait. Les voies d’élimination d’un principe actif
antibiotique dépendent de ses caractéristiques pharmacocinétiques (JaussaudU,
2002).
L’¢limination lactée est particulicrement importante a considérer en médecine
vétérinaire, sur le plan de I’hygiene alimentaire (résidus médicamenteux dans le lait et les

produits laitiers).
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Chapitre 111 : Les résidus d’antibiotiques vétérinaires

I11. 1 Définition des résidus médicamenteux

Selon (Stoltz, 2008), les résidus d’antibiotiques présents dans les denrées alimentaires
d’origine animale sont les traces de traitements médicamenteux antibiotiques recus par
I’animal de son vivant.

(Boultif, 2014) definis les résidus comme toutes substances pharmacologiquement
actives, qu’il s’agisse de principes actifs, d’excipients ou de métabolites présents dans les
liquides et tissus des animaux apres administration des médicaments et susceptibles d’étre
retrouves dans les denrées alimentaires produites par ces animaux et susceptibles de nuire a la

santé humaine.

I11.2. Nature des résidus médicamenteux

I11.2.1.Résidus non extractibles

De fagon plus claire, les résidus non extractibles sont des résidus derivés de la liaison
covalente du médicament souche ou d’un métabolite de celui-ci avec un produit biologique
cellulaire soluble ou une macromolécule insoluble. Ces résidus ne sont pas extractibles de la
macromolécule par des techniques de dénaturation, de solubilisation ou d’extraction

exhaustive (Arnaud, 2013).

111.2.2. Résidus extractibles

Les résidus extractibles ou « libres » représentent la fraction pouvant étre extraite des
tissus ou des liquides biologiques par divers solvants, avant et aprés dénaturation des
macromolécules. Les composés concernés sont le principe actif initial et ses métabolites, en
solution dans les liquides biologiques ou liés par des liaisons non covalentes, donc labiles, a
des biomolécules (Stoltz, 2008).

111.3.Evaluation de la toxicité des résidus
(Boultif, 2014), deux méthodes d’évaluation de la toxicité des résidus peuvent étre
employées :
e’étude toxicologique des différents métabolites d’un médicament (dont le
médicament lui méme), en se basant principalement sur la notion de la Dose Sans

Effet.

ect I’étude de la « toxicité de relais ».
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I11.3.1.Méthode d’évaluation de la dose sans effet d’un principe actif

La dose sans effet (DES) d’un principe actif est la dose expérimentale maximale, qui
administrée régulicrement pendant un temps suffisamment long n’entraine aucune
manifestation toxique chez 1’espece la plus sensible, selon des critéres cliniques, biochimiques
et anatomopathologiques (Stoltz, 2008).

111.3.2.Dose sans effet et « toxicité de relais »

Cette méthodologie considére I’animal de rente trait¢é comme un relais au cours du
quelle principe actif antibiotique initial peut subir de multiples transformations. Un deuxiéme
animal est utilisé pour jouer le réle de consommateur : il ingére les denrées provenant de
I’animal relais. Partant de cette DES on peut calculer la dose journaliére acceptable (DJA)
(Boultif, 2009).

111.3.2.La dose journaliére acceptable

Selon Arnaud, (2013), une fois la DES calculée, elle est utilisée pour la détermination
de la dose journaliére admissible par extrapolation des données toxicologiques obtenues chez
les animaux a I’homme.

Stoltz (2008), cette dose journaliére acceptable, exprimée en mg/kg par jour, représente
la quantite totale de substance que I’homme peut ingérer chaque jour pendant toute sa vie sans

qu’il en résulte de problémes pour sa santé.

I11.4. Les problémes liés a la présence des résidus d’antibiotiques dans le lait
D’aprés Mekademi (2008), la présence de ces derniers dans les aliments peut entrainer

plusieurs risques et problémes sont d’ordre sanitaire et technologique.

111.4.1. Les problemes sanitaires engendrés.

I11.4.1.1. Probleme d’allergie

Selon Arnaud (2013), Les résidus d’antibiotiques utilisés en thérapeutique animale sont
parfois incriminés en allergologie humaine. Les antibiotiques les plus souvent incriminés sont
les pénicillines, suivis des sulfamides et, dans une moindre mesure les tétracyclines ou la

spiromycine (Gedilaghine, 2005).

111.4.1.2. Problemes toxiques
111.4.1.2.a. Toxicité directe
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La toxicité directe des résidus d’antibiotiques est assez difficile a mettre en évidence car
il s’agit en générale de toxicité chronique. Cette derniére ne s’exprime qu’apres
consommation répétée de denrées alimentaires contenant des residus du méme antibiotique.
Certains scientifiques évoquent alors une possible toxicité hépatique (JEON et al.,
2008).
111.4.1.2.b. Risque cancérigéne
Certains antibiotiques ont des propriétés carcinogenes connues. Les résidus de ces
antibiotiques peuvent avoir un effet carcinogene sur le long terme, suite a une consommation
réguliere d’aliments contenant ces résidus. Ces antibiotiques ou composés utilisés comme
antibiotiques sont alors interdits d’utilisation chez les animaux de production. C’est le cas des
nitrofuranes, des nitroimidazoles et du chloramphénicol (Stoltz, 2008).
111.4.1.2.c. Risques bactériologiques
Le risque bactériologique lié a la consommation de denrées alimentaires contenant des
résidus d’antibiotiques peut étre attribué a deux phénomeénes : la modification de la flore
digestive pouvant entrainer des troubles et une symptomatologie indésirables, et la sélection
chez I’homme de souches de germes pathogeénes résistantes a ces antibiotiques (Boultif,

2014).

111.4.1.2.c.1. Modifications de la flore digestive du consommateur
Certains résidus d’antibiotiques ayant encore une activité contre les bactéries, sont
potentiellement capables de modifier la microflore intestinale de I’homme. La présence de
résidus d’antibiotiques dans les denrées alimentaires peut ainsi entrainer un risque
d’affaiblissement des barrieéres microbiologiques et de colonisation de I’intestin par des

bactéries pathogénes ou opportunistes (Stoltz, 2008).

111.4.1.2.c.2. Risques d’antibiorésistance

D’aprés Ziadi (2010), I’antibiorésistance correspond a la capacité d’une bactérie a
résister aux effets des antibiotiques.

L’utilisation des antibiotiques en thérapeutique humaine ou vétérinaire s’accompagne
par I’apparition de résistances a rapporte Chataighner (2004), qui constitue un probléme tres
préoccupant du fait des répercussions directes sur les possibilités thérapeutiques. Il est bien
établi que I'usage des antibiotiques est le facteur le plus important dans la sélection de
bactéries résistantes méme si 1’apparition de resistances spontanées a aussi été démontrée.

111.4.2. Les problémes technologiques
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Boultif (2014), évoque que Les résidus représentent un reel probléme pour les
transformateurs laitiers par leurs conséquences néfastes sur les fermentations lactiques et
constituent le probléme majeur des accidents de fabrication en industrie laitiere.ces mémes

antibiotiques se trouvent chez les bactéries (Chauvin et al., 2002).

ITL.5. La réglementation autour des résidus d’antibiotiques

I11.5.1. La limite maximale des résidus

111.5.1.1. Définition

C’est la concentration maximale en résidus, résultant de ’utilisation d’un médicament
vétérinaire considéré, comme sans risque sanitaire pour le consommateur, et qui ne doit pas
étre dépassée dans ou sur les denrées alimentaires (Abidi, 2004). Elles sont calculées en
prenant compte de la santé du consommateur ; le risque toxicologique, le risque
microbiologique sur la flore digestive humaine et surtout le risque économique d’inhibition de

la transformation du lait (Fabre et al., 2006).

111.5.1.2. Réglementation de « La législation Algérienne »

La législation algérienne dans sa définition du lait, dans I’article 6 de I’arrété
interministériel (le ministére de 1’économie, le ministére de 1’agriculture et le ministére de la
santé et de la population) du 18 ao(t 1993 relatif aux spécifications et a la présentation de
certains laits de consommation, mentionne le fait qu’un lait propre a la consommation
humaine ne doit pas contenir des résidus d’antibiotiques mais ne précise pas explicitement des

limites maximales de résidus. (Boultif, 2014).

II1.5.2. Le délai d’attente

111.5.2.1. Définition du respect de délai d’attente

Il s’agit du délai entre la derniére administration d’un médicament et le prélévement de
tissus ou produits comestibles sur un animal traité, garantissant que la teneur des résidus de
médicament dans les aliments est conforme a la limite maximale de résidu pour ce
médicament vétérinaire (Arnaud, 2013).

Selon Abidi (2004), le respect de ce temps d’attente permet de commercialiser les
denrées qui présentent des concentrations inférieures ou proches de la limite maximale des
résidus garantissant la protection de la santé du consommateur.

I11.5.2.2. Evaluation du délai d’attente
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L’évaluation du délai d’attente repose sur la LMR et sur les études métaboliques et
pharmacocinétiques du médicament en question, qui fournissent des informations sur la
décroissance, en fonction du temps, des teneurs résiduelles dans les différents tissus et
produits destinés a la consommation humaine. Le délai d’attente varic en fonction de la
formulation du médicament, sa voie d’administration, la dose utilisée, I’espece animale cible

et la nature de la denrée (Abdennebi, 2006).

I11.6. La détection des résidus d’antibiotiques dans le lait

111.6.1. L’identification des animaux traités

Cela repose sur la bonne tenue du registre d’¢élevage, le marquage des animaux traités et
des animaux taris (Boultif, 2014).

111.6.2. Le respect des mesures hygiéniques au cours de la traite

Cela passe par un ensemble de points a respecter tels 1’établissement d’un ordre de traite
en trayant en dernier les animaux traités, en utilisant un matériel adéquat réservé a ces
animaux (Gedilaghine, 2005).

I11.6.3. Le respect du délai d’attente

Le respect du temps d’attente garantit, pour le consommateur, que la quasi-totalité des
denrées alimentaires issues des animaux traités auront des concentrations en résidus proches
ou inférieures a la LMR (Laurentie et al., 2002).

111.6.4. Le respect de la réglementation et des exigences de ’AMM

En respectant la voie d’administration, dose, délai d’attente, lors des traitements hors
AMM par changement de la durée de traitement ou de la dose, le délai d’attente doit

impérativement &tre modifié en prenant une marge supplémentaire de sécurité (Boultif, 2014).

I11.7. Mesures destinées a ¢liminer les résidus d’antibiotiques dans le lait

Certes, des alternatives existent ; Différentes méthodes permettent d’assainir le lait et
¢liminer les résidus d’antibiotiques, le traitement enzymatique, le traitement thermique et
I’utilisation de bactéries sélectionnées pour leur antibiorésistances (FORM, 2003).

La détection des résidus d’antibiotiques est d’une importance majeure sur le plan
médical, les résidus d’antibiotiques présentent des risques pour la santé a savoir les allergies,
la toxicité, la résistance bactérienne. Leur détection sera d’un grand apport pour I’homme, une
clé de sa sécurité sanitaire. Pour assurer une bonne qualité des denrées alimentaires d’origine
animales, plusieurs méthodes de détection des résidus sont mises en oeuvre, des méthodes de

dépistages et des méthodes de confirmations (Rezgui, 2009).
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I. Présentation du lieu de stage

|.1.L’objectif de travail
L’objectif de travail est la réalisation en premier lieu d’un apercu sur la situation de
controle des résidus d’antibiotique dans le lait cru dans deux région M’sila et Setif. Puis

évaluer les risques de ces résidus a partir de quantités détectées.

I.2.Réalisation des tests de résidus d’antibiotique dans le lait
Nos tests ont été realisées au niveau de la laiterie (HODNA LAIT) qui se situe dans la
zone industriel de M’sila. Cette laiterie est choisie pour réaliser des tests de résidus

d’antibiotique dans le lait cru collecté dans la région de M’sila et de Sétif.

|.3.Description de I’organisme d’accueil HODNA LAIT de M’sila

1.3.1.présentation de la société HODNA LAIT

Créée en fin de I’année 1999 par Monsieur DILMI ISMAIN , en association avec deux
autres actionnaires, HODNA LAIT, est une société a responsabilité limitée (SARL) (figure
04) , a 100% Algérienne, spécialisée dans la production de produits laitiers, sise dans la zone
industrielle du chef-lieu de la wilaya de M’sila. Elle s’étale sur une superficie de 06 hectares
dont 06 sont construits en ateliers de production, en magasins de stockage des matiéres
premieres, d’emballage et le reste représente les chemins et passages utiles aux camions de
transport, implantation des baches de stockages d’eau brute, générateurs d’énergies et autres.

Historiquement, I’entreprise a connu un début trés timide en se contenant de produire
du lait pasteurisé partiellement écrémé, totalisant modestement 40 000L/jour. Contre toute
attente, certains facteurs encouragement sont apparus, motivant ainsi les propriétaires a revoir
les capacités de production en investissant encore d’avantage. Parmi ces facteurs, citons
principalement la bonne qualité du produit, sa forte demande et surtout le fait que I’entreprise
soit ’'unique dans la région.

Ce dernier point reste le plus déterminant, car il faut souligner que dans le passé, le
lait était fourni par des entreprises du secteur étatique ou privé des wilayas (Setif, Batna,
Constantine, Bourdj Bouarreridj).

Avec un réseau de distribution des plus développés, 1’entreprise se démarque par la
disponibilité de ses produits sur tout le territoire national. En effet, elle n’exploite pas moins

de cing bassins en Algérie a savoir Sétif, Batna, Bourdj BouArréridj, Média, Oran, Alger et
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Annaba. Ainsi que d’un réseau de distribution secondaire comprenant un grand depdt
particulier au niveau de chaque Wilaya.

Depuis, I’entreprise n’a pas cess¢ d’investir dans les moyens matériels et humains, ce
qui lui a permis d’arriver aujourd’hui a conquérir le marché national et d’inscrire son nom
dans la cour des grandes entreprises.

HODNA LAIT emploi plus de 800 personnes, majoritairement M’sila.

odn
. lait . DS

Figure 04 : Logo de la laiterie Hodna.
1.3.2.Les ateliers et capacités de production

L’unité comporte 06 ateliers de production qui fonctionnent en régime continu de 03
équipes x08 heures (figure 05).
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Figure05 : organigramme structurale de la laiterie HODNA LAIT.
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> ATELIER 01
eDate d’entrée en production octobre 1999.
ePremiére extension fin année 2000.
e Deuxiéme extension fin 2008.
eProduction de lait pasteurisé (lait reconstitué, lait de vache), I’ben et raib en
coussin plastique de 01 litre.
¢ Capacité 220000 litres/jour.
> ATELIER 02
e Date d’entrée en production septembre 2003
ePremiére extension février 2005.
e Deuxiéme extension juin 2007.
e Troisieme extension juillet 2010.
eProduction de produits lacto-fermentés(PLF) et desserts lactés.
1) Conditionnement en pots thermoformés: yaourt aromatisé ferme,
yaourt brassé aromatisé et fruité, creme dessert et flanc au caramel de nappage.
2) Conditionnement en bouteilles : yaourt a boire aromatisé et fruité, I’ben
et raib.
e Capacité 200 000litres/jour.
> ATELIER 03
eDate d’entrée en production février 2010.
eProduction de produits lacto-fermentés, fromage frais et dessert lacté.
e Capacité 95000 litres
> ATELIER 04
e Date d’entrée en production aotit 2010.
e Production de Yaourt a boire aromatisé et fruité, 1’ben et raib.
e Capacité 250 000 litres/jour.
> ATELIER 05
eDate d’entrée en production avril 2012.
eRéception de lait cru.
eProduction de lait UHT :
a) Lait UHT a base de lait de vache (Badwa).
b) Lait UHT 100% a base de lait de vache (lait frais HODNA). Ce dernier

sera le premier lait UHT a base de lait de vache produit commercialisé en Algérie.
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C) Lait entier, demi-écrémé, lait recombiné, lait reconstitué partiellement
écréme, écrémé, vitaming, vitaminé aromatisé (Milkos)

d) Production du beurre.

> ATELIER 06
eDate d’entrée en production 2013.

e Créme dessert, flan, caramel, chocolat.

I.3.3.Présentation des laboratoires
L’unit¢ HODNA LAIT (M’sila) posséde trois laboratoires rattachés au département

Qualité pour le contréle de ses produits.

1. Laboratoire de microbiologie.
2. Laboratoire de physico-chimique.
3. Laboratoire de chimie des eaux.

1.3.3.1. Laboratoire de microbiologie
C’est une salle bien éclairée a 1’abri du courant d’air, le sol et les murs sont lisses et
tres faciles a nettoyer. Il est muni d’une grande paillasse sous forme de (L) avec trois lieux
pour manipulations, des étuves avec différentes températures, deux bains marie et deux
grands réfrigérateurs pour stockage des milieux de cultures.

Le controle de produit est un travail d’équipe qui se fait 24h/24h et 7jours/7jours.

1.3.3.2. Laboratoire de physico-chimique
On trouve une grande paillasse sur laquelle se trouvent les appareils : PH-métre,
balances, 2 dessiccateurs infrarouges, viscosimeétre et une centrifugeuse.
Il est équipé d’une hotte qui permet le travail en sécurité, 2 réfrigérateurs pour garder

les échantillons. Les analyses sont assurés 24h/24h et 7 jour/jours.

1.3.3.3. Laboratoire de chimie des eaux
Afin d’avoir une qualité des produits et éviter les corrosions et la destruction du
matériel, on procéde a des analyses qui sont assurées avec des solutions, des flacons et des
appareils : PH-métre, salinometre, ainsi qu’une paillasse pour manipulation.
En plus des laboratoires, on trouve une salle pour lavage et stérilisation du matériel,

possédant un autoclave et bain marie, ainsi qu’une salle des milieux.
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1.4. Echantillonnages physico chimique et bactériologique
Lors de la livraison du lait cru, des échantillons sont prélevés de chaque camion, a
1’aide d’une louche dans les flacons stériles portant le numéro de chaque cuve et le collecteur.

Ces echantillons sont acheminés directement aux laboratoires physico-chimique et

bactériologique de 1’unité (figure06).

Figure 06: camion de collecte de lait de vache (originale)

1.5. Technique de prélévement
Afin d’éviter une contamination des échantillons de lait lors du prélévement il faut :
e Remuer le lait avant le prélevement pour bien homogénéiser le mélange ;
e Prélever le lait dans des flacons propres (stériles) ;

e Identifier les flacons (collecteur et n° de la cuve).

1.6. Analyses Physico-chimiques et bactériologiques (Annexe N°03 et Annexe N°04)
1.6.1. Test d’ébullition

1.6.2. Mesure de pH du lait

1.6.3. Mesure de ’acidité du lait

1.6.4. Dosage de la matiére grasse (Méthode de GERBER)

1.6.5. Détermination de la masse volumique

1.6.6. Mesure de la teneur en matiere séche totale

1.6.7. Détermination de I’extrait sec dégraissé

1.7.1. Matériel bactériologique utilisé (Annexe N°4)

1.7.2. Matériels utilisés pour le controle des résidus d’antibiotiques « lactoscan »

e puits de réaction
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e chassis en plastique

e pipette a volume fixe (200ul)
e bandelettes réactives

e pointes de pipette

e contr6le positif

e contrble négatif

1.7.3. Recherche d’antibiotique
1.7.3.1. Mesure de lactose et Protéines
Les mesures de lactose et Protéines ont été effectuées depuis un lactoscan, la technique
d’analyse consiste a :
e Allumer I’appareil
e Rincer I’électrode avec de I’eau distillée.
e Plonger I’¢électrode dans un bécher contenant le lait & analyser et lire la valeur mesuré

Sur I’écran de ’appareil (figure07).

Figure 07 : Lactoscan (originale)
1.7.3.2. Matériels et méthodes de test

L’étude faite a la laitiers consacré aux contrdles des résidus d’antibiotiques dans le lait cru

par un test rapide Auro Flow Tm combo strip test sensible au Béta-lactamine et Tétracycline.

1.7.3.3. Presentation du test AuroFlow™ BT combo Strip ¢

Le test AuroFlow™ BT Combo Strip est un test qualitatif et rapide a flux latéral congu
pour détecter a la fois les résidus d'antibiotiques béta-lactamine et tétracycline dans le lait de
vache cru mélangé (figure08). Ce test est congu pour une utilisation rapide sur le terrain ou en

laboratoire de référence.
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Les caractéristiques du kit sont :
= détection simultanée des béta-lactamines et des tétracyclines
= méthode de test rapide de bande - 7minutes
= fonctionne dans le lait froid
= détecte 15 béta-lactamines (y compris certains métabolites) et 3 tétracyclines en
dessous de la LMR de I'UE.

Le test permet de détecter les tétracyclines et les béta-lactames. La méthode employeée est
du type« Receptor Assay » : le test emploi des récepteurs spécifiques liés a des particules d’or
et un support immuno-chromatographique sous forme de bandelette. Pendant 1’incubation la
bandelette absorbe le mélange « Lait +réactifs » présent dans la cupule.

En présence d’antibiotiques, les récepteurs se lient aux résidus pendant la phase de

migration.

I.IL‘IIIIIIII%

i AR I 1) o e )

Figure 08: test AuroFlow™ BT combo Strip (originale)

1.7.3.5. Méthode de test
e Mode opératoire
v' Sortir un flacon de récepteur du coffret et s'assurer que tout le lyophilisat se trouve au
fonde du flacon.
Remarque : pour faire descendre le lyophilisat au fond du flacon, frapper délicatement le
flacon sur une surface solide.

v Préparation pré-test

Page 36



Partie expérimentale

1. a l'aide de ciseaux, coupez soigneusement le nombre de puits de réaction et retirez les

bandelettes réactives adaptées au nombre d'échantillons a tester.

2. Laissez les réactifs atteindre la température ambiante (25+/-5). Assurez-vous que les puits

inutilisés restent bien bouchés. Remettre rapidement les composants restants en chambre
froide a 2-8°C.

3. secouez vigoureusement le lait pour assurer I'nomogénéité de I'échantillon.

v

w N

Procédure de test

fixez un embout de pipette jetable a I'extrémité de la pipette.

insérez I'embout de la pipette dans I'échantillon de lait, enfoncez le piston de la pipette
jusgu'a la premiere butée, puis relachez lentement le piston pour aspirer 200 pl de lait
dans I'embout de la pipette.

positionnez la pointe de la pipette (chargée de lait) sur un puits de réaction et appuyez
sur le piston pour expulser completement I'échantillon de lait dans le puits.

a l'aide de la méme pointe de pipette, aspirer I'échantillon de haut en bas environ 10
fois pour dissoudre completement les particules de réaction lyophilisées dans le lait.
retirer et jeter la pointe de la pipette.

incuber 3 minutes a température ambiante (25+5).

aprés 3 minutes, insérez le bas de la bandelette réactive dans le puits contenant
I'échantillon de lait avec les fleches pointant vers le bas.

incuber 4 minutes a température ambiante (25+5).

retirez la bandelette et placez-la sur une surface horizontale avec le c6té non marqué
vers le haut et retirez le tampon échantillon de la bandelette.

interpréter immédiatement les résultats du test visuellement en comparant les
intensités de la ligne de test et de la ligne de contrdle ou en lisant la bandelette dans le
lecteur de bandelettes Quick Star™

Procédure de préparation des controles

Pipeter soigneusement 1 ml d'eau distillée jusqu'au contréle viral négatif ou positif.
Boucher hermétiquement le flacon de contrdle.

Bien mélanger en retournant le flacon au moins 20 fois, ou jusqu'a dissolution
compléte.

Les contrdles reconstitués sont stables pendant 24 heures a 4°C
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1.7.3.6. Interpretation des bandelettes apres le test
- Interpréter immédiatement et visuellement le résultat comme suit :

% Aucune bande rouge n’apparait, le test est non valide, recommencer ’analyse.
Cela peut se produit si les réactifs ne sont pas conforme ou si le lait est non conforme.
La lecture se fait selon la coloration des bandes en rose :

e présence de la bande : absence des antibiotiques.

e Absence de la bande : présence des antibiotiques correspondant a la bande.

Nezatf Posif  Positif + Négatf Posstif Posinif +
1 p-lactames
» |5 : < " /
R R (R g+ Reference
T T T ‘ {T T
" " " . ™ " Tetracyelines
— p—t — — —_— e
- — — —
Résultats des Tetracychnes Reésuhtars des Beta-lactames

Figure 09: La lecture des résultats pour les B-lactames et les Tétracyclines.

X/

% Si la premiére bande a une intensité :

e Supérieur a la celle de la bande référence 1’échantillon ne contient pas ou peu de
résidus de substances inhibitrices de la famille beta lactames le résultat est négatif.

e égale ou inférieure a celle de la bonde référence 1’échantillon contient des substances
inhibitrices de la famille béta-lactames le résultat est positif.

e Tres Faible ou est absente 1’échantillon contiens des substances inhibitrices de la

famille béta- lactame le résultat est positif.

o Un échantillon de lait dans lequel les antibiotiques sont positifs est écrit dans une
Fiche de non-conformité et envoyé a un comité spécial pour empécher I'utilisation
de ce lait dans les différents produits.

o Enregistrer le résultat de 1’analyse sur un registre suivi : réception du lait cru.
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|. Résultats et discussion :

I.1.résultats physicochimiques
Les tableaux des résultats d’analyses physico-chimiques effectuées sur les 30

échantillons du lait cru, collectés au niveau de M’sila et de Setif, sont donnés dans 1’annexe.

I.1.1.Détermination de la stabilité
Les résultats du test de stabilité obtenus pour touts les échantillons du lait analysés

sont positifs, de ce fait, tout lait destiné a la consommation doit étre stable a 1’ébullition

(J.O.R.A. N° 35, 1998).

1.1.2.Mesure de pH

Les résultats de la mesure du pH des différents échantillons du lait cru analysés sont
représentés dans la figure 10.
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Figure 10: Variation de pH pour les différents échantillons du lait cru analysés.

Les valeurs obtenues du pH se situent entre 6,50 et 6,79 pour le lait collecté au niveau
de Setif. Ces valeurs sont conformes aux normes d’entreprise (6.50 -6,80) et entre 6,40 et 6,78

pour le lait de la région de M’sila ; dont 06/15 eéchantillons sont inférieur a la norme.

Page 39



Partie expérimentale

|.1.3.Détermination de I’acidité Dornic
Les résultats de la mesure de 1’acidité des différents échantillons de lait cru analysés

sont donnés dans la figurell.
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Figure 11 : Variation de I’acidité Dornic des différents échantillons du lait cru analysés

Les valeurs de 1’acidité Dornic obtenues se situent entre 16 et 18 °D pour le lait de la
région Setif. Ces valeurs sont conformes aux normes d’entreprise et la norme AFNOR
(1985), fixée entre 16 et 18°D. Par contre, le lait de la région de M’sila montre une faible

variabilité des résultats entre 18 et 20°D, dont 07/15 échantillons sont supérieurs a la norme.
I.1.4.Détermination du taux de la matiere grasse

Les résultats de la détermination de la matiere grasse des différents échantillons de lait
cru analyses sont représentés dans la figurel12.
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Figure 12 : Variation de la matiére grasse pour les différents échantillons du lait cru analysés.

La teneur en matiere grasse des échantillons des laits varie entre 31 et 37 g/l pour le
lait de la région de M’sila, dont 12/15 échantillons sont conformes aux normes d’entreprise
(32 - 36g/l).Cependant, le lait collecté au niveau de la région de Sétif présente des valeurs
comprises entre 28 et 36g/l, dont 08/15 échantillons sont inferieurs aux normes, cela peut étre

dd a un écrémage frauduleux du lait ou bien a une traite incompleéte des vaches.
I.1.5.Mesure de la masse volumique

Les résultats de la mesure de la masse volumique des différents échantillons de lait cru
analysés sont révélés dans la figure 13.
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Figure 13: Variation de la masse volumique pour les différents échantillons du lait cru
analyses.
Les valeurs obtenues se situent entre 1.026 et 1.030 g/ml pour le lait de la région de
M’sila, dont 12/15 échantillons sont conformes aux normes d’entreprise (1,027-1,030g/ml).

Par contre le lait de la région de Setif présente des valeurs entre 1,025 et 1,030 g/ml, dont 8/15
échantillons sont inférieurs aux normes.

1.1.6. Détermination de la teneur en extrait sec total

Les résultats de la détermination de la teneur en extrait sec total des différents
échantillons de lait cru analysés sont donnés dans la figure 14.
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Figure 14 : Variation de I’extrait sec total pour les différents échantillons du lait cru analysés

Les valeurs obtenues se situent entre 110,39 et 130,39g /I pour le lait de la région de
M’sila, dont 12/15 échantillons sont conformes aux normes d’entreprise (>113g/1).Alors que

le lait collecté au niveau de la région de Setif représente des valeurs comprises entre 103,32
et 126,07 g /I, dont 09/15 échantillons sont inférieurs aux normes,

1.1.7. Détermination de I’extrait sec dégraissé

Les résultats de la détermination de la teneur en extrait sec dégraissé des différents
échantillons de lait cru analysés représentés dans la figure 15.

Page 43



Partie expérimentale

— 100~ o
@ mm Msila
3 _ = "
% 80 =3 sefif
w
2 604
g
+ 40+
c
S 20-
>
g

0 T

M'sila setif
région

Figure 15 : variation de I’extrait sec dégraissé pour les différents échantillons du lait cru
analysés
La teneur en extrait sec degraissé des échantillons du lait varie entre 76,03 et 94,39 g/I,

pour le lait de la région de M’sila , et entre 72,7 et 90,07 g/l pour le lait de Setif , ces résultats
sont inférieurs aux normes d’entreprise (90 - 94 g/l). a I’exception d’un seul échantillon pour
chaque région, avec une valeur de 94,39 g/l pour le lait M’sila 90,07g/1 pour le lait de Setif.
Cela peut étre expliqué par la richesse de ce lait en matiere grasse.
1.2. Test d’antibiotique

Les résultats de test d’antibiotiques des différents échantillons de lait cru analysés

représentés dans la figure 16.

Figure 16 : Résultat du test d’antibiotique (originale)
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Les résultats obtenus pour tous les échantillons des deux régions, indiquent I’absence
d’antibiotiques dans le lait car si la 1 bande a une intensité supérieur a la celle de la bande
référence 1’échantillon ne contient pas ou peu de résidus de substances inhibitrices de la
famille beta lactames le résultat est négatif. Ces résultats sont conformes aux normes
recommandées par le J.O.R.A., (1998).

Les vaches n’ont pas subi un traitement en utilisant des antibiotiques, et 1’alimentation

ne contient pas d’antibiotiques. De ce fait, le lait collecté est de bonne qualité.

1.3. Analyses microbiologiques
1.3.1 .Dénombrement de la flore totale mésophile
Les résultats du dénombrement de la flore totale mésophile des différents échantillons

sont représentés dans figure 17.
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Figure 17 : Variation de la FMAT pour les différents échantillons du lait cru des deux

régions.

Les valeurs enregistrées sont situés entre 1,05x10° et 2,25x10% UFC/ml pour le lait de la
région de M’sila et entre 0,96x10° et 2,84x10% UFC/ml pour le lait de Setif. D’apres les
résultats obtenus, aucun des échantillons ne répond aux normes recommandées par le
J.0.R.A.,(1998), (<10° UFC/ml).
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1.3.2. Dénombrement des coliformes totaux
Les résultats du dénombrement des coliformes totaux des différents échantillons du lait
cru sont représentés dans la figure 18.
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Figure 18 : Variation des coliformes totaux pour les différents échantillons du lait cru des

deux régions

Les taux des coliformes totaux enregistrés sont compris entre 7x10° et 9,3x10°
UFC/ml pour le lait de la région de M’sila et entre 6 x10° et 8,6x10° UFC/mI pour le lait la
région de Setif. Ces résultats confirment une forte hétérogénéité entre les différents
échantillons de lait analysés. La réglementation algérienne ne définit pas une norme pour cette
flore. Pour cela, nous essayeront de comparer nos résultats a d’autres études similaires.

1.3.3. Dénombrement des coliformes fécaux
Les résultats du dénombrement des coliformes fécaux des différents échantillons du

lait cru analyseés sont représentés dans la figure 19.
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Figure 19 : Variation des coliformes fécaux pour les différents échantillons du lait cru pour

les deux régions

Les résultats obtenus sont compris entre 5x10% et 1,35x10% UFC/ml pour le lait de la

région de M’sila et entre 7 x10* et 9,8 x10°> UFC/ml pour le lait de Setif. Ces résultats sont

tres variables et supérieurs a la norme 103UFC /ml J.O.R.A., (1998).

1.3.4. Recherche de staphylococcus aureus

Les résultats de la recherche des staphylocoques des différents échantillons du lait cru

sont représentés dans le tableau suivant (tableau 07) ;

Tableau 07 : Résultats de la recherche des Staphylococcus aureus (UFC/ml) pour les

différents échantillons du lait cru.

Region M’sila Setif
W
1 Abs Abs
2 Abs 10
3 Abs abs
4 Abs 19
5 Abs Abs

Page 47



Partie expérimentale

6 Abs Abs
7 Abs 05
8 Abs Abs
9 Abs Abs
10 Abs Abs
11 Abs 15
12 Abs Abs
13 Abs 16
14 Abs 10
15 Abs Abs

Abs : absence
Nous avons enregistré I’absence des staphylocoques pour le lait collecté au niveau de
la région de M’sila, ces résultats sont conformes a la norme de J.O.R.A.,(1998)(Absence).

Alors que 06/15 échantillons, présentent une contamination pour le lait de Setif.
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I1. Discussion

Les valeurs obtenues du pH se situent entre 6,50 et 6,79 pour le lait collecté au niveau
de Setif. Ces valeurs sont conformes aux normes d’entreprise (6.50 -6,80) et entre 6,40 et 6,78
pour le lait de la région de M’sila ; dont 06/15 échantillons sont inférieur a la norme. Selon
Alias (1984), le pH n’est pas une valeur constante et peut varier selon le cycle de lactation et
sous I’influence de I’alimentation. Dans le cas ou le pH est inférieur a la norme cela indique
une acidification du lait, qui peut étre dle a un stockage inadéquat (Diao, 2000).

Mathieu (1998) rapporte que le pH évolue avec la composition du lait, une teneur élevée en
substances acides : anions phosphates, citrate ou acides lactiques s’accompagne d’un pH
faible.

Les valeurs de 1’acidité Dornic obtenues se situent entre 16 et 18 °D pour le lait de la
région Setif. Ces valeurs sont conformes aux normes d’entreprise et la norme AFNOR
(1985), fixée entre 16 et 18°D. Par contre, le lait de la région de M’sila montre une faible
variabilité des résultats entre 18 et 20°D, dont 07/15 échantillons sont supérieurs a la norme,
selon Mathieu (1998), le lait de vache en début de lactation présente une acidité titrable de
19°D a 20°D. L’acidité du lait est liée au climat, au stade de lactation, a la saison et a la
conduite d’élevage notamment 1’alimentation et 1’apport hydrique (Aggad et al., 2009).

L’acidité du lait peut étre un indicateur de la qualité du lait au moment de la livraison
car elle permet d’apprécier la qualité d’acide produit par les bactéries ou les éventuelles
fraudes (Joffin et Joffin, 1999).

La teneur en matiere grasse des echantillons des laits varie entre 31 et 37 g/l pour le lait
de la région de M’sila, dont 12/15 échantillons sont conformes aux normes d’entreprise (32 -
36g/l).Cependant, le lait collecté au niveau de la région de Setif présente des valeurs
comprises entre 28 et 36g/l, dont 08/15 échantillons sont inferieurs aux normes, cela peut étre
dd a un écrémage frauduleux du lait ou bien a une traite incompléte des vaches. En effet,
selon Coulon et Hoden (1991) cités par Yennek (2010), le taux butyreux augmente de 1 a
10g/1 entre le début et la fin de traite. Selon Srairi et al., (2006), le taux butyreux semble le
plus variable des caractéristiques physico-chimiques du lait a 1’égard de sa trés forte
corrélation a la teneur en fourrages et a la nature des fibres des concentrés utilisés dans les
rations pour vaches laitieres. Une alimentation riche en cellulose a 1’origine d’acide acétique

favorise I’augmentation du taux butyreux (Cauty et Perreau, 2009) d’autres facteurs influent
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d’une manicre significative sur le taux butyreux, sont la race des vaches et les conditions

d’¢élevage (Luquet, 1985).

Les valeurs de la masse volumique obtenues se situent entre 1.026 et 1.030 g/ml pour le
lait de la région de M’sila, dont 12/15 échantillons sont conformes aux normes d’entreprise
(1,027-1,030g/ml). Par contre le lait de la région de Setif présente des valeurs entre 1,025 et
1,030 g/ml, dont 8/15 échantillons sont inférieurs aux normes. Ces résultats peuvent étre a
I’origine d’un mouillage frauduleux du lait. En dehors de tout mouillage du lait, la masse
volumique d’un lait varie selon sa richesse en matiére seéche, et est inversement
proportionnelle au taux de matiére grasse (Filipovitch, 1954). Ainsi I’écrémage du lait
conduit & une élévation de sa masse volumique (Luquet, 1985).

Les valeurs de la teneur en extrait sec total obtenues se situent entre 110,39 et
130,399 /1 pour le lait de la région de M’sila, dont 12/15 échantillons sont conformes aux
normes d’entreprise (>113g/l).Alors que le lait collecté¢ au niveau de la région de Setif
représente des valeurs comprises entre 103,32 et 126,07 g /I, dont 09/15 échantillons sont
inférieurs aux normes, cela peut étre di selon (Preston ,1988), a un déséquilibre dans
I’alimentation du bétail, puisque les ¢éléments qui composent le lait proviennent de
I’alimentation, d’autre part le mouillage du lait réduit la teneur en extrait sec total.

La teneur en extrait sec dégraissé des échantillons du lait varie entre 76,03 et 94,39 g/I,
pour le lait de la région de M’sila, et entre 72,7 et 90,07 g/l pour le lait de Sétif, ces résultats
sont inférieurs aux normes d’entreprise (90 - 94 g/l). a I’exception d’un seul échantillon pour
chaque région, avec une valeur de 94,39 g/l pour le lait M’sila 90,07g/1 pour le lait de Setif.
Cela peut étre expliqué par la richesse de ce lait en matiére grasse. Selon (Coubronne et

al.,1980), les rations peu énergétiques réduisent le taux d’extrait dégraissé.

Les résultats obtenus pour tous les échantillons des deux régions, indiquent I’absence
d’antibiotiques dans le lait car si la 1 bande a une intensité supérieur a la celle de la bande
référence 1’échantillon ne contient pas ou peu de résidus de substances inhibitrices de la
famille beta lactames le résultat est négatif. Ces résultats sont conformes aux normes
recommandées par le J.O.R.A., (1998).Les vaches n’ont pas subi un traitement en utilisant
des antibiotiques, et 1’alimentation ne contient pas d’antibiotiques. De ce fait, le lait collecté

est de bonne qualité.
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Les valeurs microbiologiques sur le dénombrement de la flore totale meésophile
enregistrées sont situées entre 1,05x10° et 2,25x10® UFC/ml pour le lait de la région de
M’sila et entre 0,96x10° et 2,84x10° UFC/ml pour le lait de Setif. D’apres les résultats
obtenus, aucun des échantillons ne répond aux normes recommandées par le J.O.R.A.,(1998),
(<10°> UFC/ml).La teneur élevée en flore totale et la variabilitt de la qualité
microbiologiques des laits sont liées a des facteurs d’élevage au sain des exploitations, 1’état
sanitaire de 1’animal. Selon Faye et Loiseau (2002), le lait cru est produit par 1’animal sain,
dont la traite effectuée dans de bonnes conditions d’hygiénes, donne normalement un lait peu

contaminé contenant une flore globale de 103 a 10° UFC/ml.

Les taux des coliformes totaux enregistrés sont compris entre 7x10° et 9,3x10% UFC/ml
pour le lait de la région de M’sila et entre 6 x10° et 8,6x10° UFC/mI pour le lait la région de
Setif. Ces résultats confirment une forte hétérogénéité entre les différents échantillons de lait
analyses. La réglementation algérienne ne définit pas une norme pour cette flore. Pour cela,
nous essayeront de comparer nos résultats a d’autres études similaires. Les résultats obtenus
sont inférieurs aux dénombrements retrouvés par Ouinine et al.(2004) a savoir
1,07.10’UFC/ml. Cependant ils sont supérieurs a ceux rapportés par Afif et al.,(2008) avec
3,2.10° UFC/ml. Cela est dii, d’aprés Magnusson et al.,(2007), aux mauvaises conditions de

transport et le manque d’hygiéne pendant la traite.

Les résultats des coliformes fécaux obtenus sont compris entre 5x10* et 1,35x10°
UFC/ml pour le lait de la région de M’sila et entre 7 x10* et 9,8 x10°> UFC/ml pour le lait de
Setif. Ces résultats sont tres variables et supérieurs a la norme 103 UFC /ml J.O.R.A., (1998).

Selon Rozier et al.,(1985), cités par Bouchibi et Boulam en (1997), les coliformes
fécaux sont des Escherichia coli dans 95 a 99% des cas. Mocquot et Guittonneau(1939) ont
démontré que les coliformes du genre Escherichia sont les plus fréquents dans les excréments
des vaches laitieres. Ils contaminent le lait directement (par contact direct avec le pis), ou se

multiplient lors d’un mauvais nettoyage dans les ringures des ustensiles laitiers.

Nous avons enregistré 1’absence des staphylocoques pour le lait collecté au niveau de la
région de M’sila, ces résultats sont conformes a la norme de J.O.R.A.,(1998) (Absence).
Alors que 06/15 échantillons, présentent une contamination pour le lait de Setif.
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Cela est peut étre di d’aprés Thieulin(2005), a la contamination par les infections
mammaires qui représentent la principale source de contamination du lait, les premiers jets
sont fortement contaminés d’ou la nécessité de s’en débarrasse ; la peau de I’Homme, plus

particuliérement en cas de lésion ; ainsi que les voies respiratoires en cas d’infection (angine)

et la contamination a la laiterie.
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Le lait reste dans la mémoire collective un excellent produit doué de qualités
nutritionnels importantes et est, généralement, considéré comme un allié important de la
santeé, dans ce cas, garantir au consommateur un lait et des produits laitiers de bonne qualité
est un enjeu majeur pour le secteur laitier. Cette qualité est affectée par plusieurs

contaminants ; parmi eux les antibiotiques.

La recherche systématique des résidus d'antibiotiques dans les échantillons de lait
demeure le seul moyen de prévention qui peut assurer I'innocuité complete de ce produit. Pour
ce faire, il est donc impératif de disposer des méthodes de détection fiables, sensibles et

spécifiques.

Les résultats d’analyses physico-chimiques effectuées sur le lait cru de M’sila,
révélent que 09/15 échantillons sont conformes aux normes. Cependant ce taux différe pour le
lait cru de Setif avec une variation des parameétres : (M.G, MV, EST, ESD). Cela peut étre di

a I’alimentation de bétail, le climat, la race bovine.

Les résultats microbiologiques sont trés variables avec des moyennes de
dénombrements de la flore mésophile aérobie total (1,68.10°UFC/ml) pour le lait de M’sila et
(1,56.105UFC/ml) pour le lait de Setif.

Les échantillons sont également contaminés par les coliformes totaux avec des
moyennes respectives de (4,17.10° UFC/ml) pour le lait de M’sila, (3,57.10° UFC/mlI) pour le
lait de Setif et par les coliformes fécaux avec des moyennes de (4,58.10°UFC/ml) pour le lait
de M’sila, (3,706.10°UFC/ml) pour le lait de Setif.

Les Staphylocoques sont présents dans 04/08 échantillons du lait collecté au niveau de
Setif, cela est peut étre dii a la contamination par I’Homme ou bien a I’infection mammaire

des vaches laitieres.

Les résultats de la recherche des résidus d’antibiotiques par le test AuroFlow™ BT
combo Strip, les échantillons analysés sont exempts d’antibiotiques. Cela est un bon
indicateur sanitaire, car le lait destiné a la consommation ou a la transformation industrielle ne

doit contenir aucune trace d’antibiotiques.
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Recommandations

Le contrdle et la surveillance des antibiotiques et de leurs résidus dans les aliments
d’origine animale sont particuliérement importants pour garantir I’innocuité des denrées

d’origine animale et protéger le consommateur.

L’absence de programmes de surveillance conduit au manque de données scientifiques
nécessaires pour informer les décideurs politiques, communiquer avec les vétérinaires et les

éleveurs et soutenir les politiques de développement durable.

Des programmes d’études doivent étre élaborés pour documenter tous ces aspects afin
de développer des dispositifs réglementaires, des formations professionnelles destinées a
atteindre des objectifs de seécurité alimentaire, de sécurité sanitaire des aliments et de

développement durable des productions agro-alimentaires dans notre pays.
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Annexe N°01 :

Tableau I: Résultats de pH pour les différents échantillons du lait cru

Région M’sila Setif
Echantillons

1 6,50 6,55
2 6,48 6,64
3 6,40 6,50
4 6,72 6,74
5 6,68 6,75
6 6,78 6,79
7 6,55 6,71
8 6,60 6,51
9 6,58 6,69
10 6,54 6,66
11 6,44 6,69
12 6,45 6,57
13 6,46 6,60
14 6,45 6,69
15 6,58 6,57

Tableau I1: Résultats de 1’acidité Dornic pour les différents échantillons du lait cru

Région M’sila Setif
Echantillons
1 18 16,2
2 19 16
3 20 16,2
4 18 17,2
5 18 17,2
6 18 17
7 18 17,2
8 18 18
9 18 16,4
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10 17 16,2
11 19,2 16,2
12 19 18
13 19 16
14 19 16,2
15 18 16,4
Tableau 111 : Résultats de la matiére grasse (g/l) pour les différents échantillons du lait cru
Région M’sila Setif
Echantillons
1 36 34
2 34 28
3 36 28
4 31 31
5 34 33
6 32 36
7 34 29
8 31 31
9 34 34
10 34 29
11 33 33
12 33 36
13 36 31
14 37 33
15 32 31

Tableau 1V: Résultats de la Masse volumique (g/ml) pour les différents échantillons du lait

cru
Région M’sila Setif

Echantillons
1 1,026 1,025
2 1,026 1,027
3 1,027 1,026
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4 1,028 1,025
5 1,028 1,028
6 1,027 1,026
7 1,027 1,025
8 1,029 1,027
9 1,027 1,028
10 1,026 1,027
11 1,027 1,026
12 1,027 1,030
13 1,030 1,026
14 1,028 1,029
15 1,027 1,026

Tableau V : Résultats de ’extrait sec total (g/1) pour les différents échantillons du lait cru

Région M’sila Setif
Echantillons
1 112,03 106,70
2 110,80 112,76
3 119,15 105,67
4 116,98 104,55
5 120,27 115,34
6 115,43 111,62
7 119,13 103,32
8 118,12 114,61
9 118,92 117,19
10 110,39 113,17
11 117,07 109,16
12 117,48 126,07
13 130,39 108,34
14 121,30 121,21
15 115,84 108,03
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Tableau VI : Résultats de I’extrait sec dégraissé (g/1) pour les différents échantillons du lait

cru
Région M’sila Setif

Echantillons
1 76,03 72,7
2 76,8 84,76
3 83,95 77,67
4 85,98 73,55
5 86,27 82,34
6 83,43 75,62
7 85,13 74,32
8 87,12 83,61
9 84,92 83,19
10 76,39 84,17
11 84,07 76,16
12 84,48 90,07
13 94,39 77,34
14 84,3 88,21
15 83,84 77,03

Tableau VII: Résultats de la recherche des antibiotiques pour les différents échantillons du

lait cru
Région M’sila Setif
Echantillons
1 Abs Abs
2 Abs Abs
3 Abs Abs
4 Abs Abs
5 Abs Abs
6 Abs Abs
7 Abs Abs
8 Abs Abs
9 Abs Abs
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10 Abs Abs
11 Abs Abs
12 Abs Abs
13 Abs Abs
14 Abs Abs
15 Abs Abs

Tableau V111 : Résultats de test de stabilité pour les différents échantillons du lait cru

Région M’sila Setif
Echantillons
1 + +
2 + +
3 + +
4 + +
5 + +
6 + +
7 + +
8 + +
9 + +
10 + +
11 + +
12 + +
13 + +
14 + +
15 + +

Annexe N°02 :

Tableau IX: Résultats de dénombrement de FMAT (UFC/ml) pour les différents échantillons

du lait cru

Région

Echantillons

M’sila

Setif

x10° Log x10° Log
1 1,66 6,22 1,51 6,18
2 1,05 6,02 1,28 6,11




Les annexes

3 1,51 6,18 1,63 6,21
4 2,06 6,31 1,37 6,14
5 2,10 6,32 1,60 6,20
6 1,38 6,14 1 6

7 1,43 6,16 1,46 6,16
8 1,23 6,09 1,07 6,03
9 1,14 6,16 0,96 5,98
10 1,45 6,15 1,21 6,08
11 1,42 6,31 1,78 6,25
12 2,03 6,21 1,50 6,18
13 1,63 6,11 1,23 6,09
14 1,30 6,35 2,84 6,45
15 2,25 6,19 1,47 6,17

Tableau X: Résultats de dénombrements des coliformes totaux (UFC/ml) pour les différents

échantillons du lait cru

Région M’sila Setif
Echantillons

x10° Log x105 Log
1 70 6,84 39 6,59
2 35 6,54 47 6,67
3 48 6,68 86 6,93
4 85 6,92 06 6,83
5 13 6,11 21 6,32
6 93 6,96 71 6,85
7 57 6,75 31 6,49
8 07 5,48 10 6,00
9 16 6,20 20 6,30
10 62 6,79 25 6,40
11 08 5,90 11 6,04
12 64 6,80 80 6,90
13 25 6,39 12 6,07
14 18 6,25 35 6,54
15 25 6,39 42 6,62
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Tableau XI : Résultats de dénombrement des coliformes fécaux (UFC/ml) pour les différents

échantillons du lait cru

Région M’sila Setif
Echantillons

x10% Log x10% Log
1 68 5,83 54 5,73
2 135 6,13 98 6
3 25 5,39 38 5,58
4 32 5,50 40 5,60
5 50 57 66 5,82
6 11 5,04 08 4,9
7 77 5,89 52 5,72
8 05 4,7 18 5,26
9 08 4,9 10 05
10 55 5,74 32 5,51
11 03 4,47 07 4,85
12 72 5,88 46 5,66
13 66 5,82 42 5,62
14 48 5,68 27 5,43
15 32 551 18 5,26
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Annexe N°03 :
Analyses physicochimiques
Test d’ébullition
1. définition
C’est un simple traitement thermique suffit a faire précipiter les caséines du lait. Un lait
qui n’est pas frais présente une structure de caséines particulierement instables.
2. Mode opératoire
e Introduire dans un tube 2 a S5ml de lait et porter a I’ébullition.
3. Expression des résultats :

Dans le cas normal, le liquide reste homogene apres quelques instants il forme en surface
une pellicule blanche, plissée (formée principalement de calcium, de protides et de matiere
grasse). Les laits acidifiés (au 25°D) coagulent par ébullition.

Mesure de PH du lait
1. Définition
Le pH par définition est une mesure de 1’activité des ions H+ contenue dans une solution.
2. Principe
Détermination du pH de lait cru par voie électro-métrique en utilisant pH-meétre.
3.Réactifs
Tous les réactifs doivent étre de qualité analytique reconnue.
e Eaudistillée
e Solution tampons pour I’étalonnage du pH-métre. Deux solutions tampons étalon,
ayant a 20°C, des valeurs de pH connues, par exemple une solution phtalate ayant un
pH voisin de 4 et une solution de phosphate ayant un pH voisin 7.
4. Appareillage
e pH-métre muni d’un thermometre.
e Becher.
% Mode opératoire
e Préparation de I’échantillon pour I’essai
e Détermination :
v Etalonnage du PH-métre
1. Ajuster la température des solutions tampons a 20°C+1°C.
2

Etalonner le PH-métre conformément aux instructions du fabricant.
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3. Placer I’¢électrode dans le bécher contenant le tampon Ph 7 sous agitation modérée et
régler le PH-métre a 7 aprés stabilité de I’indicateur de valeur.

4. Rincer I’¢lectrode a I’eau distillée, essuyer 1’¢électrode en la tamponnant et la prolonger
dans le bécher contenant le tampon pH 4.

5. Régler la pente de 1’¢lectrode pour amener 1’indicateur de pH a la valeur du tampon.

6. Rincer et essuyer 1’¢lectrode et vérifier que le premier réglage a pH 7 n’a pas varig,
sinon pour suivre les réglages.

7. Si une série d’échantillon est analysé, vérifier 1’étalonnage du PH-meétre avec les deux

solutions étalons au moins toutes les 30 minutes.

v" Mesure de pH
1. Plonger I’¢lectrode dans le lait et déterminer immédiatement le pH au moyen du
PH-métre aprés avoir soigneusement rincé 1’¢lectrode de mesure avec 1’eau.

2. Apres stabilisation de la valeur par le PH-metre, procéder a lecture.

5. Expression des résultats
e LecturedupH

Noter comme pH de lait, la valeur indiquée par le PH-metre.

Figure 20 : PH-métre (originale)
Mesure de ’acidité du lait (NF-V04-206)
1. Définition

En entend par acidité titrable du lait, I’acidité déterminée dans les conditions de la méthode
décrite par la présente norme. Elle est exprimée conventionnellement en gramme de
phénolphtaléine comme indicateur.

2. Principe
Titrage de ’acidité par ’hydroxyde de sodium en présence de phénolphtaléine comme

indicateur.
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3. Réactifs
e Solution d’hydroxyde de sodium titrée 0.111N.
e Pheénolphtaléine 1%.
4. Appareillage
Matériel courant de laboratoire, et notamment :
e Burette a robinet graduée NF B35-301.
e Béchers NF B35-001.
Pipette a lait de 10ml.

X/
°e

Mode opératoire
Préparation de 1’échantillon.

Prise d’essai :

\ VvV V¥V

Dans un bécher, introduire 10ml de lait prélevé a la pipette, ou peser,a0.001g prés,
environ 10g de lait.
o Dosage:
v Ajouter dans un bécher 02 a 03 gouttes de phénolphtaléine.
v Titrer par la solution d’hydroxyde de sodium jusqu’a virage au rose, facilement
perceptible par comparaison avec un témoin constitué du méme lait.
v' Aprés le virage la teinte rose disparait progressivement. Il n’y a pas lieu de tenir
compte de cette décoloration. On considere que le virage est atteint lorsque la

coloration rose persiste pendant une dizaine de secondes.

>

K/
*

% Expression des résultats
Mode de calcul et formules :
L’acidité exprimée en gramme d’acide lactique par 100g de lait est donnée par la formule
suivante :
A=Vx10

Ou : A : est I’acidité doronic.
V : est le volume en (ml) de soude doronic.
Répétabilité :

La différence entre les résultats de deux déterminations effectuées simultanément ou

rapidement ’une aprés 1’autre par le méme analyste ne doit pas étre supéricure a 0.059

d’acide lactique par litre de lait ou 0.005g pour cent grammes de lait.
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Dosage de la matiére grasse (Méthode de GERBER)
1. Définition

La méthode acido-butyrométrique est une technique conventionnelle qui donne une teneur
en matiére grasse exprimée en gramme pour 100g de lait, qui est obtenue par la méthode de

référence gravimétrique.

2. Principe

Dissolution des protéines du lait, matiére grasse exceptée, par 1’acide sulfirique. Sous
I’influence de la force centrifuge et grace a 1’addition d’une quantité d’alcool iso-amylique, la
matiére grasse se sépare.

Le butyrometre est gradué de maniére a donner par lecteur directe le pourcentage en masse

matiére grasse.

3. Réactifs
Les réactifs doivent étre de qualité analytique.
-Acide sulfurique (91°) : Masse volumique a 20°C est égale 1.820+0.005g/ml.
-Alcool iso-amylique : Masse volumique a 20°C est égale 0.811+0.002g/ml.
4. Appareillage
e Butyrometre 6%.
e Mesure ou pipette de sureté permettant de délivrer 10+0.2ml d’acide sulfurique.
e Mesure ou pipette de sureté permettant de délivrer 1+0.05 ml d’alcool iso-amylique.
e Pipette de 10+£0.2ml graduée en ml.
e Centrifugeur fonctionnant a 1100+50 tours/minute.
% Mode opératoire
1. Placer 10 ml d’acide sulfurique (91%) dans le butyrométre en prenant la précaution de
ne pas mouiller le col du butyrometre en lissant le réactif s’écouler le long de la paroi
du tube du butyromeétre.
2. Ajouter 11ml de lait.
3. Ajouter 01ml d’alcool iso-amylique puis bien fermé le butyrometre.
4. Agiter et retourner le butyrométre, le manipulateur étant convenablement contre les
risques de casse, jusqu’a ce que son contenu soit compleétement mélanger, et jusqu’a

dissolution compléte des protéines.
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5. Placer le butyrometre dans la centrifugeuse. Centrifuger 05 min des que la vitesse

requise est atteinte.

X/
°e

Lecture

=

Retirer le butyromeétre de la centrifugeuse, le bouchon étant toujours dirigé vers le bas,
et ajuster soigneusement avec le bouchon pour amener I’extrémité inferieure de la
colonne de grasse avec le minimum de mouvement de cette colonne au trait de
graduation 0.

2. Lorsqu’on fait la lecture, le butyrometre doit etre maintenu verticalement, ’ceil au
niveau du point de lecture.

*,

% Expression des résultats

*

e Mode de calcul :

La teneur en matiére grasse est égale a la valeur lue a I’extrémité supérieure de la colonne
de la matiére grasse.

La teneur en matiere grasse est exprimée en gramme pour 100g de lait.

e Fidéliteé :
Répétabilité :

La différence entre deux résultats obtenus sur un produit identique soumis a essai, par le
méme analyste utilisant le méme appareillage dans un court intervalle de temps, ne doit pas
excéder 0.4.

Reproductibilité :

La différence entre deux résultats individuels et indépendants obtenus par deux opérateurs
travaillant dans des laboratoires différents sur un produit identique soumis a essai, ne doit pas
excéder 1.

-

=

Figure 21 : butyromeétre
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Détermination de la masse volumique
La densité du lait est une résultante intrinséque de ses constituants, elle dépend de leur
degré d’hydratation notamment en ce qui concerne les protéines (Hardy, 1987). La densité du
lait est le rapport des masses d’un méme volume de lait et d’eau a 20°C (Mathieu, 1998).
On a déterminé la masse volumique par deux méthodes différentes :
% Méthode du pycnométre
e Mode opératoire
v' Peser le pycnometre a vide.
v - Remplir de lait a 20°C et cela en évitant toute incorporation en bulles d’air.
v' - Le pycnometre est peser une 2éme fois.
e Expression des résultats
Ona:

[ MV= [(M2-M1)/ V] }

MYV : la masse volumique

M1 : la masse du pycnometre vide
M2 : la masse du pycnomeétre remplis
V : volume du pychnometre.

% Meéthode de lactodensimétre

e Mode opératoire

v Verser le lait dans 1’éprouvette de 250 ml tenue inclinée afin d’éviter la formation de
mousse ou de bulles d’air.

v" L’introduction de lactodensimétre dans 1’éprouvette remplit de lait provoque un
débordement de liquide ce débordement est nécessaire, il débarrasse la surface du lait
des traces de mousse qui géneraient la lecture.

v Attendre trente secondes a une minute avant d’effectuer la lecture de la graduation,

cette lecture étant effectuée a la partie supérieure du ménisque, lire la température.
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Figure 22 : Mesure de la densité par lactodensimétre (originale)

e Expression de résultats

MV=MV1-[(20-X).0 ,0002]

MV : Masse volumique finale

MV1 : la masse volumique lue sur lactodensimeétre
20°C: la température référence

X : la température lue sur lactodensimétre (C°)
0,0002 : constante.

Mesure de la teneur en matiére séche totale
On entend par «matiére séche» du lait le produit résultant de la dessiccation du lait dans les
conditions décrites par la norme (AFNOR, 1985).
e Mode opératoire
v" Dans la capsule séchée et tarée, introduire a ’aide de la pipette 3g de lait.
v' - Introduire dans I’étuve réglée a 103°C + 2°C et I’y laisser 3 heures.
v' - Mettre ensuite la capsule dans le dessiccateur et laisser refroidir jusqu’a la
température ambiante.
v - On pése en suite a I’aide d’une balance analytique le résidu.
e Expression des résultats

La matiere séche est exprimée en pourcentage comme suit :

[ [(M1-MO0) / (M2-M0)].100 J

MO : est la masse en grammes de la capsule vide.
M1 : est la masse en grammes de la capsule et du résidu apres dessiccation et refroidissement.

M2 : est la masse en grammes de la capsule et de I’échantillon avant dessiccation.
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Détermination de I’extrait sec dégraissé
La matiere seche dégraissée est obtenue par différence entre la matiére séche totale et la
matiére grasse. Les laits normaux contiennent habituellement de 90 & 95 g de matiere séche

non grasse.

[ ESD = EST- MG }

ESD : extrait sec dégraisse.

EST : extrait sec total. MG : matiére grasse.
Annexe N°04 :
Analyses microbiologiques du lait cru

L’analyse microbiologique du lait est une étape importante qui vise d’une part a conserver
les caractéristiques organoleptiques et sensorielles du lait, donc d’allonger sa durée de vie et
d’autre part a prévenir les cas d’intoxication alimentaire liée a la présence des
microorganismes pathogénes avant la transmission au consommateur .

L’analyse microbiologique du lait cru consiste en la recherche et /ou dénombrement d’un
certain nombre de microorganismes susceptibles d’étre présents dans le lait. Les analyses
effectuées sont portées sur :

= laflore aérobie mésophile totale.
= |es coliformes totaux et fécaux.
= les microorganismes pathogeénes : les staphylococcus aureus
Meéthode de dénombrement des microorganismes
e Homogénéisation
Elle est facilement réalisable par agitation manuelle.
e Préparation des dilutions
% Une série de dilutions est réalisée a partir de 1’échantillon a I’aide d’une pipette
pasteur stérile, 1 ml de I’échantillon a analyser est prélevé, ensuite 1’introduire dans un
tube contenant 9 ml de diluant ; I’eau physiologique (dilution 10™).
Répéter ces étapes jusqu’a la dilution 107
e Le dénombrement des colonies
On retient les boites contentant de 15 a 300 colonies. Le dénombrement des colonies est
réalisé selon la formule suivante : N=> ¢/ (n1+0.1n2) d
> ¢ : somme des colonies de toutes les boites.
d: le facteur de dilution a partir duguel les premiers comptages ont été obtenus.

nl : nombre de boites positives de la premiere dilution.
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n2 : nombre de boites positives de la deuxieme dilution.
Dénombrement de la flore totale
e Principe
La technique est celle de numération en milieu solide en boite de Pétri avec I’ensemencement
en masse sur le milieu PCA (Plate Count Agar) (Guiraud, 1998) (Figure 12).
e Mode opératoire
Préparer les boites de pétries stériles.
Ensemencer les boites par 1 ml de chaque dilution (10™*,10™° et 10°°).
Ajouter la gélose PCA maintenue en surfusion a (45°C).

Le mélange est homogénéisé par des mouvements circulaires.

AN N NN

Apres solidification, les boites sont retournées puis incubées a 30°C pendant 72 h,
I’opération est réalisée en double.

e Lecture des résultats
La flore totale apparait sous forme de colonies blanchatres de tailles et de formes

différentes.
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9ml de diluant de 'eau physiologique

m{Ll Iml 1 ,,,,,} "”[II_L‘J

% %
SM (Lait cru) 10! 102 10— 104 10-* 10-¢
A\ J
Y
Ay
Iml Iml Iml

e ) e ¢ I

T T T 1

Gélose Témoin 104 10-* 10-*
\ J
~
Gélose PCA Incubation a 30°C pendant 72h

g

Dénombrement des colonies aprés 'incubation

Figure 23 : Dénombrement de la flore aérobie mésophile

Recherche et dénombrement des coliformes totaux et fécaux
e Principe
Le dénombrement des coliformes peut se faire soit sur milieu solide tel que le V.R.B.G
(violet cristal rouge neutre bile glucosée) ; soit sur milieu liquide le bouillon lactose au vert
brillant et a la bile (BLBVB).
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On a utilisé le milieu VRBG avec un ensemencement en masse de 1 ml de chaque dilution,

les boites sont incubées pendant 24 h, a 30°C pour les coliformes «totaux» et a 44°C pour les

coliformes «fécaux»(figure 24).

v
v

<

Mode opératoire
Préparer les boites de pétri stériles ;

Introduire dans les boites 1ml de chaque dilution 10-4 pour les coliformes fécaux et
10-5 pour les coliformes totaux ;
Ajouter la gélose VRBG ;

Homogénéiser avec des mouvements circulaires ;

Apres la solidification, recouvrir la surface avec une 2eme couche mince du méme
milieu et laisser gélifier a température ambiante ;

L’incubation a lieu pendant 24 heures, a 30°C pour les coliformes «totaux» et a 44°C
pour les coliformes «fécaux».

Expression des résultats

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

anneau rosatre.
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9ml de diluant de I'eau physiologique

m r 1ml ‘ Pml ‘ Lml ‘ Lml ‘

%

SM (lait cru) 1o 102 10 18- 105

A\ _J
Y£l
1 ml 1 ml Iml

1" couche ﬂ
¥ 3 | : !
I'émoin CF 107 10 1o* Témoin C.1
Gélose VREBCG
Apres refrosdissement
f 3 : ¥ B
2% couche
I'émoin C.F i 1o 10°% Iéemoin C.1
v VRS J
X 3
Gélose VRBCG Incubation pendant 24h a 44°C Incubation pendant 24h a30°C
Pour les coliformes fécaux pour les coliformes totaux

Dénombrement des colonies

Figure 24 : Dénombrement des coliformes.
Recherche et dénombrement de Staphylococcus aureus
e Principe
On peut utiliser soit le milieu Baird Parker solide ou bien le milieu Chapman mannité
contient une forte teneur en NaCl (7,5%) et inhibe la croissance de nombreuses bactéries
autres que les Micrococcus et Staphylococcus.
On a utilisé le milieu Chapman, avec ensemencement en stries de 1ml de lait prélevé de la
solution meére et I’incubation a 30°C pendant 24h (figure 14).

e Mode opératoire
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Préparer une boite de pétrie stérile.
Ajouter la gélose Chapman mannité.
Apres la solidification, prélever une goutte du lait cru avec I’anse de platine.

Ensemencer la goutte par des stries croisées et incuber a 30°C pendant 24 h.

AN N NN

La présence de Staphylococcus aureus est confirmée par le test de la catalase.
e Expression des résultats
Les staphylococcus apparaissent sous forme de colonies bombés jaunes dorées et entourées
d’un halo jaune résultant de la réduction de mannitol.
e Test de la catalase

Une goutte de H 20 2 (30%) (Eau oxygénée) est mise sur une colonie suspecte

Pas d’effervescence Effervescence

Catalase - Catalase —

l l

Absence de Staphylococcus aureus absence de Staphylococcus aureus
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Introduire le milieu Ensemencement de Iml avec 'anse

dans la boite de platine

v AN

=)
- Aprés refroidissement
— N —>

Gélose Chapman SM (lait cru)

Incubation & 30°C pendant 24h

Aprés incubation

L’ajout de H20:
S —

Figure 25 : Recherche et identification des staphylococcus aureus.
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Annexe n°05 : Les différentes méthodes de recherche des résidus d'antibiotiques

Les différentes méthodes de détection des résidus d'antibiotiques dans le lait sont
représentées dans cette annexe.
Les méthodes microbiologiques sont trés largement utilisées en routine. Elles sont qualitatives
et constituent la premicre étape des plans de controle, et sont basées sur 1’inhibition de la
croissance bactérienne. Ces méthodes consistent a effectuer un controle positif «un
antibiotique auquel la souche utilisée est sensible» et un controle négatif «I’eau distillée stérile
ou un lait ne contenant pas d’antibiotiques» pour permettre de valider les résultats (Bergogne-

Berizin et Dellamonica, 1999).

Test d’acidification

Pour ce test, on utilise une culture d’une bactérie capable de dégrader le lactose en
acide lactique et un indicateur de couleur, le pourpre de bromocrésol, qui nous permet de
savoir s’il y a eu acidification du milieu. La souche la plus adaptée pour cette méthode est
Bacillus stearothermophilus var. calidolactis C953 (souche C953, CIP 5281) (Ben Mahdi et
Ooslimani, 2009). Si le lait analysé contient des antibiotiques alors les bactéries ne
dégraderont pas le lactose, la couleur du milieu reste inchangée. Par contre, 1’absence
d’antibiotique, se traduit par le virage de la couleur du bleu vers le jaune, il y a donc

acidification.

En présence
d’antibiotiques

Incubation

En I'absence
d’antibiotiques

Milieu gélosé
contenant du
glucose et la
bactérie test

Figure 26 : Principe du test d’acidification (Singleton, 2008).
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Tests rapides

Delvo test®
C’est un test de sélection microbiologique a large spectre, permettant de déceler les
résidus de substances anti-infectieuses dans le lait a des niveaux proches des limites
maximales des residus, Il est particulierement sensible vis-a-vis des pénicillines, des
cephalosporines et des sulfamides (Romnee, 2009 ; Reybroeck, 2004 ; Verhneset Vandaele,
2002). Le principal inconvénient de ce test est sa durée d’incubation de 2 h 30 a 3 h
(Brouillet, 2002 ; Verhnes et Vandaele, 2002). Il est livré sous forme de kits normalisés qui

rendent son utilisation trés simple (Brouillet, 2002).

0.1 mide lant
/\ mhirV
mcubaton
64°C , 2h30/ 3h
ackhfication d
mndicateur coloré Gélose + '
8. stearothermophius

Figure 27 : Principe du Delvo test SP (Brouillet, 2002).
.Copan test
Les Copan test P® et Copan test S100® Kits : ont le méme principe que le Delvo test
SP®, la seule différence est que la tablette nutritive est préalablement incorporée a gélose, ce
qui réduit la procédure d’une étape par rapport au Delvo test ®.

Ils associent le principe de diffusion en gélose avec la réduction d’un indicateur coloré.
L’absence de substances antibiotiques inhibitrices est indiquée par un virement de
I’indicateur.

Il se présente sous la forme de tubes unitaires ou de microplaques préts a I’emploi

permettant selon la présentation d’effectuer des analyses individuelles ou collectives

(Reybroeck, 2004).
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Tests enzymatiques
Les méthodes enzymatiques sont trés rapides et ont pour principe 1’inhibition d’une
enzyme en présence d’un résidu d’antibiotique spécifique. Cette enzyme n’est alors plus

révelée par un indicateur coloré (Bergogne-Berizin et Dellamonica, 1999).

Le test le plus répandu est le Penzyme. Le test repose sur la capacité des -lactames
d’inhiber I’enzyme DD-carboxypeptidase responsable de la libération de la D-alanine a partir
de I’Acetyl2-l.Lys-D.Ala-D.Ala. En absence d’antibiotiques, la D-alanine est oxydée par la
D-amino-oxydase et libére du peroxyde d’oxygéne qui, en présence d’un indicateur coloré,
génere une coloration rose. En présence d’antibiotiques, cette réaction colorimétrique est

inhibée et le lait demeure blanc (Lamontagne et al., 2002).

Tests immuno-enzymatiques
Beta Star
Le test Beta Star est une méthode du type "Receptor Assay" basée sur I’emploi d’un

récepteur spécifique 1lié a des particules d’or (Gaudin et AFSS A, 2005). Il permet la
détection rapide des résidus de béta-lactames (pénicillines et céphalosporines) et tétracyclines
dans le lait cru (Reybroeck et Ooghe, 2012) au-dessous de la Limite Maximale de Résidus.
Le principe du test : un échantillon de 0.2 ml de lait est verseé dans le flacon de récepteur qui
contient le lyophilisat. Au cours de la premiére étape d’incubation, les antibiotiques, s’ils sont
présents dans I’échantillon de lait, se lient aux récepteurs. Pendant la deuxiéme étape
d’incubation, le lait migre sur un support immuno- chromatographique qui présente trois
bandes:

- La premiére bande retient les béta-lactamines

- La seconde bande sert de référence.

- La troisiéme bande retient les tétracyclines.

Twin Sensor BT
Est un test de compétition qui se base sur la reconnaissance de deux récepteurs
specifiques, I’'un pour les béta-lactames et ’autre pour les tétracyclines. Ce test permet
I’analyse de lait cru, de poudre de lait ou de créme. Il est compatible pour le lait de vache, de
chévre et de brebis (CNIEL, 2016). Ce nouveau test est facile a utiliser, fiable et ne prend que

6 minutes pour obtenir le résultat (Brouillet, 2002).
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ELISA test
Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) C’est une technique immuno-enzymatique
de détection qui permet de visualiser une réaction antigéne-anticorps grace a une réaction
colorée produite par I'action sur un substrat d'une enzyme préalablement fixée a I'anticorps
(HANZEN, 2008).

Test AuroFlow™ BT Combo Strip
Le test AuroFlow™ BT Combo Strip est un test qualitatif et rapide a flux latéral
congu pour détecter a la fois les résidus d'antibiotiques béta-lactamine et tétracycline dans le

lait de vache cru mélangé.

Meéthodes physico-chimiques
Elles permettent d’identifier formellement la molécule de résidu présente dans la
denrée et sa teneur exacte. Elles sont qualitatifs et quantitatifs, plus précis, et permettent de
détecter les résidus méme en concentration tres faible, jusqu'a deux fois moins que les LMR.
Ces tests de confirmation sont trés couteux en temps, en matériel et en réactifs et nécessitent
un personnel bien formé.
Méthodes chromatographiques
La chromatographie liquide haute performance (HPLC) et la chromatographie liquide
ultra performance (UPLC) sont les méthodes chromatographiques les plus utilisées. Ces
méthodes physico-chimiques sont basées sur I’extraction et la purification des antibiotiques a

partir des tissus ou des liquides comme le lait (Bergogne-Berizin et Dellamonica, 1999).

De ce fait, la séparation de composés en solution ¢élués s’effectue a travers une colonne
chromatographique a 1’aide d’une phase mobile liquide percolée grace a une pression élevée.
Effectivement, il existe une réelle interaction triple entre I’analyte, la phase stationnaire et la

phase mobile basée sur 1’affinité physico-chimique entre les trois (Boultif, 2015).
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Annexe N°06 : La composition de milieu de culture PCA

+ Gélose standard pour dénombrement (Plat Count Agar)

La gélose standard pour dénombrement est préparée selon la norme francaise N.F.04-505 et
les recommandations de « American public Heath association ».Elle est utilisée pour le
dénombrement des germes aérobies mésophile totaux dans les eaux, le lait, les viandes et

produits a base de viande, et d’autres denrées alimentaires.

Composition :

PeptONe ... 05¢g
EXEFAIT de LOVUIC. ...\ ettt e e e e 2,5¢

[ 2 010 ] PP O0lg
L€ 1) 01 T PP 15¢g
Eau distille. ... ..o 1000ml
PH 7,2
AULOCIAVAZE. ..ot e 20min a 120°C
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Annexe N°07 : Journal Officiel de la République Algérienne N° 39.
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Annexe N°07 : Les calcules de la moyenne et 1’écart type pour les deux régions

Tableau de bord

Région pH Acidité Matiere Masse Extrait Extrait sec Log Log Log
Dornic grasse volumiq sec total dégraissé dénombre dénombre dénombremen
(afl) ue (afl) (afl) ment de ment t coliformes
(g/ml) FMAT coliformes fécaux
(UFC/ml) totaux
(UFC/ml)

M'sila Moyen 6.5473 18.413 33.8000 1.02733 117.5533 83.8067 6.1947 6.4667 5.4787
ne 3
Ecart- 0.11119 75011 1.85934 0.00111 4.84666 4.64661 .09395 0.42145 48643
type 3

Sétif Moyen 6.6440 16.693 31.8000 1.02673 111.8493 80.0493 6.1487 6.5033 5.4627
ne 3
Ecart- 0.08990 .68813 2.62406 0.00148 6.35649 5.47666 11476 0.31146 .34246
type 6

Total Moyen 6.5957 17.553 32.8000 1.02703 114.7013 81.9280 6.1717 6.4850 5.4707
ne 3
Ecart- 0.11085 1.1248 2.45511 0.00132 6.26580 5.34360 .10567 0.36459 41341
type 7 6




Résumé

Notre travail porte sur la détection des résidus d’antibiotiques dans le lait cru
d’¢élevage dans la région de M’sila et Sétif. Un nombre de 30 échantillons de lait cru ont été
prélevés et analysés a 1’aide du test AuroFlow™ BT combo Strip Des analyses
bactériologiques et physicochimique sur ces échantillons ont été effectuées pour apprécier la
qualité du lait cru,collecte par la laiterie HODNA. Les résultats physicochimiques sont
conformes aux normes du JORA Par contre les résultats microbiologiques sont supérieurs aux
normes pour les FTAM au niveau de M’sila : 1,68.10°UFC/ml, et 1,56.10°UFC/ml], a Sétif.
Le taux des échantillons de lait positifs aux résidus d’antibiotiques est nul I’é¢tude a confirmé
qu’il a absence effective de résidus d’antibiotiques dans le lait cru, mais la vulgarisation sur
les risques des résidus sur la santé humaine doit étre effectuée aupres des éleveurs, et une
prise en charge légale doit étre mise en place pour éviter les problémes d’antibiorésistance
chez les consommateurs.
Mots clés : Lait, résidus d’antibiotiques, hormes risques, antibiorésistance
Summary

Our work focuses on the detection of antibiotic residues in raw milk from farms in the
region of M'sila and Setif. A number of 30 samples of raw milk were collected and analyzed
using the AuroFlow™ BT combo Strip test Bacteriological and physicochemical analyses on
these samples were performed to assess the quality of raw milk,collected by the HODNA
dairy.The physicochemical results are in accordance with the standards of JORA On the other
hand, the microbiological results are higher than the standards for FTAM at the level of
M'sila: 1.68.10°UFC/ml, and 1.56.10°UFC/ml], in Setif. The rate of milk samples positive
for antibiotic residues is zero the study confirmed that there is effective absence of antibiotic
residues in raw milk, but the popularization on the risks of residues on human health must be
carried out among farmers, and a legal management must be put in place to avoid problems of
antibiotic resistance among consumers.
Key words: Milk, antibiotic residues, risk standards, antibiotic resistance
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