A [g]

MINISTERE DE L’ENSEIGNEMENT SUPERIEUR ET DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE
UNIVERSITE AKLI MOHAND OULHADJ - BOUIRA

FACULTE DES SCIENCES DE LA NATURE ET DE LA VIE ET DES SCIENCES DE LA TERRE

DEPARTEMENT DE BIOLOGIE

-
ﬁ b Réf: ....... /UAMOB/F.SNV.ST/DEP.AGR/2017

s#12G MEMOIRE DE FIN D’ETUDES

EN VUE DE L’OBTENTION DU DIPLOME MASTER
Domaine : SNV Filiere : Biologie
Spécialité : Physiologie et physiopathologie animale
Présenté par :

ZIANI Djaafer & DELLYS Bahia

Théme

Les incidences du lait mammiteux sur la santé humaine a

Bouira.
Soutenu le : 02/07/2017 Devant le jury composé de :
Nom et Prénom Grade
M. LEKBAL Farouk MAA Univ. de Bouira President
Mme. DOUMANDJI Waffa MAA Univ. de Bouira Promotrice
Mme. IAZZOURENE Ghania MCB Univ. de Bouira Examinatrice

Année Universitaire : 2016/2017

[al



Remerciements :

En premier [ieu, nous remercions le bon Dieu pour sa bienveillance.
Au terme de ce modeste travail, nous tenons da remercier vivement :

Mme Doumandji W. pour avoir accepté de nous encadrer, pour son

assistance, ses conseils, sa disponibilité, son suivi et sa gentillesse.

M. LEKBAL Farouk Pour Chonneur qu'il nous fait de présider le jury et

d’évaluer ce travail.
Mme JAZZOURFNT Ghania pouy avoir accepté d examiner ce travail.

Tout le personnel du laboratoire de CEPSP de Bouira pour leur aide,

leurs conseils et leur disponibilité ainsi que leur gentillesse.

Toutes les personnes qui ont contribué, de prés ou de loin, d la

réalisation de ce travail.



DEDICACES

Je dédie ce modeste travail :

A Mon pere ...qui reste un pilier solide et incontournable pour avoir fagonné ma
personnalité et mon parcours... Par respect, je lui souhaite une longue vie et une santé saine.

A Mamere ... Celle que j'aime le plus en ce monde, elle m’a choyé et m’a entretenu
Sans reldache. La remercier n’est pas suffisant, je devrais plutdt embrasser ses pieds ...

A Mes grands-parents Hadj Moussa, Hadja Berkahoum, mes tantes et mes oncles sans
exception.

A mes chérs fréres : Ali, Ahmed et Yacine

A mes cheres sceurs . Imane, Dania, Saada, chaima et Asma.

A mes amis : Soltani mohamed , Sirin mohamed, T.abdo,T.Yacine , G.Mohamed ,
M.Azzeddine , K.Redouane, Hamidate hamza, Madkour hassane

Atous les étudiants de la promotion 2016..2017, spécialement : Dellys Bahia et
Dr.Walid

ZIANI Djaafer



DEDICACES

A ma mere et a mon pére qui ont consacré leur noble existence a batir la mienne.

Je leur témoigne ici mon éternelle reconnaissance et ma profonde affection. Que Dieu

le tout puissant les protege et leur préte longue vie.

A mes chers freéres et seeurs:

Salah, Samir, Toufik, Samira, Hamida, Naceria

A mes chers amies et amis :

Fatiha, Samira, Amel, Besma, Ouardia,

Djaafer,Abderrahmane, Yassin.

DELLYS Bahia



Liste des abreéviations :
% : Pourcentage.
- - Négatif.
+ : Positif.
°: Degré.
° C : Degré Celsius.
Abs : Absence.
BPH : Bonnes pratiques d’hygi¢ne.
C. coli : Campylobacter coli.
CSR: Clostriduims sulfito-réducteurs.
E. coli : Escherichia coli.
ECEH. : Escherichia coli entérohémorragiques.
ECEI : Escherichia Coli entéro-invasive.
ECEP : Escherichia Coli entéropathogéne.
ECET. : Escherichia Coli entérotoxique.
EPSP : Etablissement public de santé de proximité.
FAO: Organisation des Nations Unies pour lI'alimentation et lI'agriculture.
h : Heur.
LT: Thermolabile.
min : Minute.
ml: Millilitre.
mm : Millimetre.
n° : Numéro.
NMC: National mastitis council.
NPP : Nombre plus probable.
OIE : Office international des épizooties.
OMS : Organisation mondiale de la santé.
PCA :Punt cunt Agar.
S. aureus : Staphylococus aureus.
SE: Salmonella Enteritidis .
SHU: Syndrome hémorragique urémique.
STm : Salmonella Typhimurium.

TIA: Toxi-infection alimentaire.



TIAC : Toxi-infection alimentaire collective.
TSE : Tryptone Sel Eau.

UFC : Unité formant colonies.

VF: Viande foie.

VRBL : Lactosé bilié au cristal violet et rouge neutre.



Liste des tableaux

Tableau 1 : Situations épidémiologiques types. Localisation des principales bactéries

responsables de mammite au seinde lamamelle................................. 17
Tableau 2 Tableau du licu et date d’échantillonnage du lait cru.(voir annexel)
Tableau 3 : Spécificités microbiologiques du lait cru (J.O,1998)..........coooiviiiiiiiinn... 29
Tableau 4 : Résultats globaux des analyses bactériologiques de nos prélevements analysés.49
Tableau 5 : Tableau récapitulatif des résultats de I’analyse bactériologique.................... 50

Tableau 6 : Moyenne du dénombrement microbiologique du lait. (Par Logio UFC/m)...... 51

Tableau 7: taux de contamination par des germes a 30°C............coovviiiiiiiiiniiiiininnn, 52
Tableau 8: Moyenne du dénombrement des Germes a30°C...........ccovviiiiiiiiienininnnn 53
Tableau 9 : Taux de contamination des coliformes fécaux.................cooviviiinininin.n. 54
Tableau 10 : Moyenne du dénombrement des Coliformes fécaux............................... 54
Tableau 11 : Taux de contamination par les Staphylococcus aureur................................55
Tableau 12 : Moyenne du dénombrement des Staphylococcus aureus.......................... 55
Tableau 13 : Taux de contamination par les streptocoques fécaux................c. .o cuv v o .....56
Tableau 14 : Moyenne du dénombrement des streptocoques fécaux.................cooveven... 57
Tableau 15 : Taux de contamination par Escherichiacoli........................ocooini 57
Tableau 16 : Moyenne du dénombrement d’Escherichia Coli.........................o 58
Tableau 17 : Taux de contamination par les clostriduim sulfito-réducteur..................... 58
Tableau 18 : Moyenne du dénombrement deS CSR...........cooiiiiiiiiiiiiiiieee, 59

Tableau 19 : Les résultats de différentes analyses ont éte traités par le test KHI-DEUX ...60



Liste des figures

Figure 1 : Phase 1 de la mammogénese : Apparition des bourgeons mammaires primaires....4
Figure 2 : Phase 2 de la mammogénese : Apparition des bourgeons mammaires secondaires.4

Figure 3 : Phase 3 de la mammogénese : Développement des bourgeons mammaires

K TcT0T 0010 =L 2 05
Figure 4 : Phases du développement mammaire chez la génisse (Ch. Hanzen 2004)........... 05
Figure 5 : Morphologie externe de la mamelle (Hanzen, 2006)..............ccccvviviiiiininnn... 07
Figure 6 : Structure interne de la glande mammaire de la vache (Gilbert et al, 2005)...........07
Figure 7: Représentation des régions de 1’étude sur la carte géographique de Bouira......... 28
Figure 8 : Diagramme des différentes étapes de prélevement.................cooeviiiiiinnn. 29

Figure 9 : Diagramme de la méthode utilisée pour la préparation de la solution mere et des
QIULIONS. .. 32

Figure 10: Diagramme de Recherche et dénombrement des germes aérobies a 30°C..........34

Figure 11: Colonies des germes aérobies a 30°C dans le milieu du PCA (Photo

PEISONNEIIE). .. e e 79

Figure 12: Diagramme de Recherche et dénombrement des coliformes fécaux a 44°C (Test

PrESOMPLIT) ... 37

Figure 13 : Diagramme présente le test confirmatif et méthode de Recherche d’Escherichia

Figure 14: Colonies des coliformes fécaux a 44°C dans le milieu du VRBL (Photo

PEISONNEIIE). . ...t 79
Figure 15: résultat de recherche d’Escherichia Coli (Photo personnelle)........................ 80

Figure 16 : Diagramme de la méthode de recherche et dénombrement des streptocoques

fécaux (test de présomption)..........c.ouiiiriiiii e 41

Figure 17:Résultat de recherche des streptocoques fécaux (test de présomption)(Photo
PEISONNEIIE). .. .ot 80
Figure 18 : Diagramme de la méthode de recherche et dénombrement des streptocoques



fécaux (test de confirmation)..............cooiiiiiii i 43

Figure 19: Résultat de recherche des Streptocoques fécaux (test de confirmation)

(Photo Personnelle). ... ... 81

Figure 20 :

Recherche de staphylococcus aureus (Photo personnelle)........................... 81

Figure 21: Diagramme de la méthode de recherche et déenombrement de staphylococcus

QUIBUS .. .t et et e tes een et et it et et tee e een een et et e tee eee tee ee een eenne ee bee vee eee aen een 2. B0

Figure 22 : Diagramme de la méthode de recherche et dénombrement des clostriduim sulfito-
REUCTEUIS. ...ttt 48

Figure 23 : Histogramme de contamination moyens des échantillons de lait cru analysés pour
les six indicateurs baCteriens. ..........c.oouiiiii e 52

Figure 24 : Diagramme des taux de contamination par les germes a30°C...................... 53
Figure 25 : Histogramme du Moyenne du dénombrement des Germes a 30 °C................ 53
Figure 26 : Diagramme des taux de contamination par les coliformes fécaux.................. 54
Figure 27 : Histogramme du Moyenne du dénombrement des Coliformes fécaux.............54
Figure 28 : Diagramme des taux de contamination par Staphylococcus aureus..................55
Figure 29 : Histogramme du Moyenne du dénombrement des Staphylococcus aureus........ 56
Figure 30 : Diagramme des taux de contamination par Streptocoques fécaux....................56
Figure 31: Histogramme du Moyenne du dénombrement des Streptocoques fécaux............57
Figure 32 : Diagramme des taux de contamination par Escherichia Coli..........................58
Figure 33 : Histogramme du Moyenne du dénombrement d’Escherichia Coli...................58

Figure 34: Diagramme des taux de contamination par les clostriduim sulfito-réducteur......59

Figure 35:

Histogramme du Moyenne du dénombrement des CSR................cccoevvininn. 59



Table des matiéres

Remerciements
Dédicaces
Abréviation

Liste des tableaux

Liste des figures

180T L L1570 ) 1
I. Anatomie et fonction de 12 MaMEIIE ...........oooreerieieiee e 4
I.1.DEFINItIoN de 12 MAMEIIE.......c..oieieeieieee ettt 4
B T3Vt [o] o] o 1=T 1 1=] ) OO SRS 4
1.2.1.Développement ante NOrMONAl ...........ceecviiiieieiicicece et ernens 5
1.2.2.D&Veloppement NOIMONAL ...........ccveviiiieieceeeeeee ettt ettt s reeaesreennens 6
1.2.3.L0CAIISALION ...ttt sttt b e bbb e st et e e et neebeenenbentens 6

1.3. Anatomie de a glande MammMAITe..........c.ccieierieiieiereceee ettt s re e re st sbeeaaesreernens 6
1.3.1.MOIPhOIOQgIE EXIEITIE ...ttt ettt ettt et e st esbe e b ebesbeessesbesssesbesrsensesteennens 6
1.3.2.MOrPhOIOGIE INTEINE ... .eeiicieeeecteeee ettt ettt e e st e s te b besteesbesbesss e besreenaesteennens 7
1.3.3.VAISSEAUX B NEITS ....eiiiieieieieteeee ettt ettt s besbe st et e neesessessentens 7

1.4. Physiologie de la glande MamMaire ........ccocveiieiiiecieiiceee ettt rte et et sreernens 8
4.1, L@ SECTELION AU LAIT.....cuioieeeieiieeeeeee ettt sttt eseenesbe st 8

I1. Différents types de MAMMILES ........eccieeiiieceece ettt et e st e et e sbeebesteeraesbesaeesbesbeennas 10
I1.1.DEFINItioN d'UNE MAMIMILE ...c.eeieieietieeeiese ettt st ste st et e e e eseesessesbeneens 10
11.2.1.6S MamMMILES CHINMIQUES .....oveeeieiieeieiesee ettt st sttt e s et e nee e eneas 10

1 2.1.MaMMILE SUFAIGUE .......eeiieieieieieie ettt ettt ettt e e et e b e s b e e nee s st et e eesaeeeesaeeneeneesaeenes 10
11.2.2. La MAMMITE QIJUE ...veeveeciieeiiecieeteeteesteesteeseesteeteesteesseessaessteenseessaessassssessseessesssesssnnsnneans 11
11.2.3.La Mammite SUDAIGUE ..........ecueeieeieeceestee st e steete e teesteesteestae st e eteestaesraessaessseenseeteessnesanenns 11
11.2.4.MamMmMIte CRIONIGUE ... eetieieieeeeeeee ettt ettt et sttt e st eesae et e sesaeenes 12

11.2.5.Mammite SUD-CHINIQUE .....coueeieieeee ettt 12



11.3. Importance des MammiteS DOVINES.........ccvevireeeiireeiee ettt eneas 12

J13.2.IMPOortance MEICAIE..........covv et sreennens 12
11.3.2.IMPOIrtanCe SANITAITE.......cc.eceeieieieiece ettt ettt este et e st e e e s e e e et e sreeaesteenaeneesanenes 13
11.3.3.IMPOrtance BCONOMIGUE.......ccueiveeierieeteetesteeees e et etesteeaestesreesbesteessesseesaessesseensesteesnensesanenes 13
11.4.Pathogénies des infections MAaMMAITES .........ccvecverieeiericeeere e eens 13
11.4.1.Pénétration des bactéries dans la mamelle...........ccoooririireinnnee e 13
11.5.Guérison ou persistance de F'INFECTION .........coviireirciieecre e 14
11.6.Etiologie des mammites DOVINES ........c.ooiririeieieireeerese ettt 15
11.6.1.1.€S PAtNOGENES MAJEUIS .....veviuietinietiieierieiesteiesie sttt b ettt b ettt e b neenas 15
11.6.2.1.€S PAtNOGENES MINBUIS......c.eiuiuietiietiieierteiesieitsie sttt sttt ettt be e b neenes 17
1. Les toxXi-infections aliMENTAITES ........cccveeerieieieiieee sttt st saesaeeeesneenees 19
HLL.PRYSIOPAtNOIOGIE ...ttt sttt se s 19
II1.1.1.Les T.I.A. dues a ’action directe des DACIENIES ........ceevvevriireeiiieiceececeere et 19
[11.1.2.Les TIA dues a la production de tOXINE. .......cccoueerueirierirenieeneeeseeesiee st 20
1. 2.DEFINITION A'UNE TIAC ...ttt sttt sttt be e 20
I11.3.Toxi-infection bactériennes dues au lait CrU.........ccooueerieireiinerinesereee e 20
111.3.1.StapNYIOCOCCUS QUIBUS : ....eeuveeieeieieeeeeiesteete e et etesteeseesteseeessesteeseesseessessesseensessesseensenseenes 20
TT1.3.2. BIUCEHIA .ttt sttt et b et nbeee 21
IR TR = 1)V (o]0 Uod - S 22
111.3.4 .Bactérie ESCherichia COli........ooiriiiriiirieirieiese s 23
TT1.3.5.18 TISEEITOSE ....euvvieeiiieiisie sttt sttt b ettt e ens 24
[11.3.6.SIMONEIIA ..ottt 25

L. MALEriEl €6 MENOUE ....c..eveieeiiceie ettt ettt e st saeneas 27
) I O o) 1<Tel 3 i (< A< e [ R P PRRSRROPO 27
1.2. La Région et periode d’EtUAE ......cccuivvirciiiiiirieriisie ettt ettt et saeeste e s sseesaeesbeesreesnnesns 27
1.3. Nombre de prélévements et d’élevages BTUAIES .........ceevevierierieieieeeeeeee e 28

1.4. Technique de prélevement du TaIT...........ccooveirieirieineee e 28



1.5. Transport des prélevements du Tait ..........ccoeveeeeeiciee e e 28

1.6. Analyses bactériologiques AU LaIL............eccveviieeciiieeeceeee e 29
1.6.1.Matériels pour analyses microbiolOgiQUES..........ccveviiiiieieieceee e 30
1.6.2. Préparation des solutions meres et dilutions ...........ccoceecuevieeecineeeseeeee e 31
1.6.3. Recherche et dénombrement des germes aérobies @ 30° C......ccocveveveeeeveseccese e 33
1.6.4. Recherche et dénombrement des coliformes fécaux a 44°c et Escherichia coli.................. 35
1.6.5. Recherche et dénombrement des streptocoqUeS fECAUX ..........coveerererieirieinieircreeeeen 39
1.6.6. Recherche et dénombrement de StaphylOCOCCUS QUIEUS............ccovveuerieirieinieireereeee 44
1.6.7. Recherche et dénombrement des Clostriduim sulfito-réducteurs...........ccccvevvenreneenenne. 47

I1. RESUILALS € INEIPrEtALION ....c.eeuieeiiieiiie ettt sttt 49
11.2.1. APPIICALION PratiQUE ..c..euveueeiieiieiieiereest ettt sttt 51
11.2.3. Interprétation des résultats des Germes @ 30°C ........coeererirerirenieenieerie e 52
11.2.4. Interprétation des résultats des coliformes fECaUX ..........ccoveerrireineineieeeeeen 53
11.2.5. Interprétation des résultats des StaphylOCOCCUS QUFEUS.........c..ccerveuerieerieerieieieerieeeieeees 55
11.2.6. Interprétation des résultats des StreptocoqUES fECAUX........cvevveeeerireririerieeeeeeee e 56
I1.2.7. Interprétation des résultats d’Escherichia Coli.........ccvevvevirieniniieiececeee e 57
11.2.8. Interprétation des résultats des Clostridium sulfito-réducteur ...........cccoeevvevieveeveeeeesenenn, 58
11.2.9. Les ANAlYSES STALISTIGUES ....cveivieieriecieieseeiese ettt sttt e e esreene e sesneenes 59

[1.3. DISCUSSTON ...ttt ettt ettt sttt ettt b e bt bt st b et et e st e st e bt e bt sbese e b et e s enteneebeeneebeneenen 60

Référence bibliographiqUes. . ... ..coviriitit e e 64

J N 11110 T 73

Résumé

Summary

udla



Introduction

L’ Algérie se place au troisieme rang mondial des importateurs de lait et des produits
laitiers. En 2006, L’Algérie importa une grande quantité de lait en poudre dont I’estimation
serait a plus de 500 millions de dollars. Ces importations sont entreprises afin de récupérer le
déficit de la production locale insuffisante, qui ne couvre que 40 % des besoins. Cette énorme
quantité importée, devra exiger des contrbles rigoureux de la qualité du lait destiné a la
consommation, comme défini en 1909 lors du congres international de la répression des
fraudes par la conclusion: « Le lait est un produit intégral de la traite totale et interrompue
d’une femelle laitiére bien portante, bien nourrie et non surmenée. Il doit étre recueilli

proprement et ne pas contenir de colostrum » (Debreil, 2008).

Le lait est un aliment hautement nutritif pour I’homme et les jeunes mammiferes.
C’est un substrat trés riche, composé de protéines, glucides, lipides, sels minéraux et
vitamines, présents par concentrations, bénéfiques pour la croissance et la multiplication
cellulaire. Par conséquent, les microorganismes trouvent dans le lait un milieu idéal pour leur
développement (Dubril E., 2008).

A 1’état sain, la sécrétion lactée produite dans la mamelle de la vache est stérile, sans
présence de germes pathogenes. Par contre, la présence de germes est généralement un signe
d’une infection de la glande ou plus rarement une excrétion a partir des réseaux sanguins ou
lymphatiques. Les germes susceptibles de coloniser la mamelle sont nombreux: bactéries a
Gram +, Gram-, mycoplasmes, levures, et mémes certaines algues. Il est décrit qu’il y’a
environ 150 espéeces, susceptibles de provoquer des infections mammaires, telles que les,
Staphylocoques, Streptocoques, Entérobactéries (Dural et al, 2011). La mammite est une
inflammation du gland mammaire résultant de 1’action de micro-organismes pathogenes trés
variés. Ces derniers attaquent et endommagent les tissus sécrétoires qui, souvent, réagissent
contre 1’agression par la mobilisation des leucocytes polynucléaires neutrophiles dans la
région de I’infection. La mammite se rencontre généralement chez les vaches en lactation.
Elle entraine la baisse de la production de lait d’une part, la faiblesse des qualités hygiéniques

et nutritives du lait et de ses produits dérivés, d’autre part.

Dans un élevage laitier, les mammites engendrent des conséquences pathologiques

graves. D’un point de vue économique, cette pathologie représente une des principales causes



de I’augmentation des dépenses pour les éleveurs (traitement, lait écarté de la collecte,

réforme anticipée, main d’ceuvre) (Gambo et al.2001).

Les zones de production laitiere sont localisées au nord du pays et plus précisément dans le
littoral et dans les plaines intérieures du pays — Une activité fortement liée a la production
fourragére. En somme, I’implantation du bovin laitier local n’a pas connu de promotion
(extension des fermes) dans les zones déja occupées. La production laitiére locale est assurée

en grande partie par le cheptel bovin (80% des rendements).

En Algérie, comme dans la plupart des pays, les mammites bovines constituent une
pathologie dominante dans les élevages bovins laitiers, provoquant un grand nombre de cas
de mammites sub-cliniques et cliniques dans les cheptels, résultant de 1’absence des études
approfondies (étiologie bactérienne) indispensables a 1’établissement de systemes de controle
contre les facteurs de risque , impliqués dans les cas de mammite, diagnostiquée dans les

exploitations laitiéres.

Les germes responsables de mammites identifiés chez les bovins, représentent les
indices essentiels pour la restauration et 1’adaptation des systémes de maitrise des mammites
aux différentes phases d’épidémiologie. En fait, il est indispensable de mettre en place des
enquétes épidémiologiques et de contrdle de qualité du lait cru de vaches. A cette condition,
le theme <’ Les incidences du lait mammiteux sur la santé humaine “* est choisi pour mettre en
évidence le danger éventuel, plus ou moins prévisible, inhérent a une situation de toxi-

infection, résultant de la consommation de ce lait.
Ainsi, notre étude est scindée en deux (02) parties qui sont :

La premiére partie bibliographique est consacrée exclusivement & la description de
I’anatomie de la glande mammaire, sa physiologie de lactation et sa physio - pathologie

(Mammites cliniques et subcliniques).

Ensuite , la mise en évidence des conséquences liées a la consommation du lait
mammiteux et ses risques eventuels sur la santé humaine ( toxi-infection ) avec identification
des germes ( Escherichia Coli , Staphylococcus aureus , Streptococcus ) responsables de

cette maladie .

La deuxiéme partie définit I’étude expérimentale suivant un examen bactériologique
sur le lait mammiteux, effectué sur des échantillons prélevés dans des fermes de vaches
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laitiéres de la Wilaya de Bouira et visant la recherche d’éventuelle présence de tous les
germes ( germe a 30 , Coliformes fécaux , streptocoques fécaux , staphylococcus aureus et
CSR ) responsables des mammites afin d’identifier le modéle épidémiologique prédominant

dans ces cheptels.



CHAPITRE I: Anatomie et fonction de la mamelle

I. Anatomie et fonction de la mamelle

I.1.Définition de la mamelle
La mamelle est une glande cutanée dont la fonction est d’assurer la production

successive de colostrum et du lait. C’est [’organe le plus important chez la vache, elle peut

peser jusqu’a 50 kg, avec une contenance de 20 kg de lait (Bowen R.,1995).

1.2.Développement : (Mammogénése)

Le développement de la mamelle comporte deux phases :
Une phase anhormonale : du feetus jusqu’a la puberté (isométrique);

Une phase hormonale : aprés la puberté (hypermétrique).

FigureOl : phase 01 de mammogénese : 1’apparition des bourgeons mammaires primaires

Bourgeons
mammaires secondaires

Fovéa

Figure02 : phase 2 de la mammogénése : apparition des bourgeons mammaires secondaires.
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Enfoncement
de la fovéa

Sinus
lactifere
Allongement
de la papille
Fovéa
Canal
du trayon

Figure03 : phase 3 de la mammogénese : développement des bourgeons mammaires
secondaires.

Premiére gestation
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- Puberté
~ -:‘-—-—--—--—---——————-
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\

9 11 13 15 17 19 21 23
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Figure04 : phases du développement mammaire chez la génisse.

1.2.1.Développement ante hormonal

Treés tot dans le feetus, In utero, I’apparition des ébauches mammaires est caractérisée par
la formation d’un épaississement linéaire de I’ectoderme qui s’étend rapidement, de chaque
c6té de I’embryon, de la région axillaire a la région inguinale et constitue la créte mammaire.
Sur celle-ci, se différenciant des nodules qui sont les bourgeons mammaires primaires

susceptibles de donner une mamelle. (Hanzen Ch., 2010)

La créte mammaire disparait ainsi que la plupart des bourgeons pour ne laisser que ceux
qui donneront les mamelles propres a chaque espéce; ce qui explique les grandes différences

pouvant étre observées dans la topographie définitive des mamelles. De la naissance a la
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puberté, le développement mammaire est une croissance isométrique car il est proportionnel au

reste du corps. (Coussi, 1995).

1.2.2.Développement hormonal

A partir de la puberté, les bougeons mammaires, sous I’influence des hormones femelles
(les cestrogénes et la progestérone), vont reprendre leur développement et terminer la formation
des alvéoles. Parallelement, les tissus adipeux et conjonctifs augmentent considérablement. La
glande mammaire n’atteint son plein développement qu’au cours de la gestation, période

pendant laquelle se fait la mise en place (Coussi, 1995).

1.2.3.Localisation

Les mamelles se développent normalement de fagon symétrique, c¢’est-a-dire par paire.
Le nombre de paire, variable d’une espéce a ’autre, est en rapport approximatif avec le nombre
de jeunes que la femelle peut mettre au monde pour chaque portée. La localisation est non
moins variable. Si les mamelles peuvent se développer sur toute la longueur de la créte
mammaire chez le porc, il n’en est pas ainsi dans la plupart des espéces animales. Selon leur
emplacement, on reconnait des mamelles pectorales, abdominales et inguinales. Chez la vache,
les mamelles sont inguinales de méme que chez les autres ruminants et chez la jument: du tissu

sécrétoire proprement dit (Coussi, 1995).

1.3. Anatomie de la glande mammaire

I.3.1.Morphologie externe
La mamelle comprend quatre (04) gquartiers indépendants, deux (02) postérieurs et deux

(02) anteérieurs, sans communication entre les tissus sécrétoires et les systemes caniculaires de
la mamelle adjacente. La séparation est bien définie entre les moitiés gauches et droites,
individualisées par le ligament suspenseur médian du pis, mais entre les quartiers antérieurs et

postérieurs du méme coté. Leur limite est marquée par un sillon transversal large.

Chacun des quartiers se prolonge par un unique trayon, par un seul orifice, I’ostium papillaire

qui est punctiforme au repos mais aisément dilatable (Poutrel B., 1985).
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Figure 5 : Morphologie externe de la mamelle (Hanzen, 2006)
1.3.2.Morphologie interne

L’extrémité libre du trayon est percée par le « méat de trayon » qui est fermé par un
sphincter. En allant vers les alvéoles se trouve un repli muqueux « la rosette de Furstenberg »
qui constitue en cas d’infection mammaire, le principal point de passage des leucocytes du sang
vers le lait, et se continue par un court conduit papillaire: le canal du trayon. La présence de
I’anneau veineux de Fiirstenberg qui est un repli annulaire, séparant le sinus mammaire et le
sinus du trayon qui seront a leur tour réunis dans le sinus lactifié en un seul et unique. De la
commence |’arborisation de 5 a 8 canaux galactophores: canaux intra lobulaires. Chaque lobule
est constitué par des acinis. Donc, I’acinus est 1’unité essentielle du tissu glandulaire de la
mamelle (Soltner, 2001).

vaisseaux sanguins

lobe

\ lobule

acinus

tissu conjonctif

canal galactophore

inus galactophore

citerne du trayon

canal du trayon

sphincter

orifice du trayon

Figure 6 : Structure interne de la glande mammaire de la vache (Soltner, 2001).

1.3.3.Vaisseaux et nerfs

La mamelle est une glande richement vascularisée. Les deux quartiers d’'un méme co6té

recoivent la presque totalité de leur sang par I’artére honteuse externe correspondante ; Seule
7
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une petite partie des quartiers caudaux, regoit une irrigation complémentaire d’un rameau de
I’artére honteuse interne. Le systéme veineux des mamelles est bien plus développé que celui
des artéres car on y reconnait trois (03) étages constitués respectivement par les veines des
trayons, celles du parenchyme et celles des canaux collecteurs de la base du pis. La mamelle
posséde également une importante vascularisation lymphatique. Les fentes lymphatiques
naissent dans le stroma conjonctif et sont drainées par les vaisseaux lymphatiques qui
rejoignent les nceuds lymphatiques régionaux notamment rétro-mammaires et inguinaux. Les
nerfs de la glande mammaire proviennent des rameaux ventraux des quatre (04) premiéres

paires lombaires, et accessoirement des nerfs honteux. (Barone, 2001).

I.4. Physiologie de la glande mammaire

La glande mammaire a pour rdle la production du colostrum et du lait destiné
principalement a nourrir le petit, de sa naissance au sevrage. A 1’exception du fer totalement
absent de sa composition, le lait satisfait pleinement les besoins de survie et de croissance du
petit jusqu’a ce qu’il acquiert la capacité de digérer d’autres aliments. L’obtention, grace a la
sélection génétique de races hautes productrices de lait, vient ajouter un aspect économique trés
marqué a I’importance biologique de la sécrétion lactée. Ces races assurent, en effet, des

revenus considérables aux éleveurs spécialisés dans la production laitiere. (Hanzen Ch., 2010).

1.4.1. La sécrétion du lait
La production du lait se fait en deux phases :

e Lalactogenese ou le déclenchement de la sécrétion du lait,

e Lagalactopoiese ou entretien de la sécrétion lactée.

1.4.1.1 - La lactogenése

Ce terme décrit I'ensemble des phénomeénes et des facteurs associés a l'initiation de la
lactation et la synthése du lait.

Elle caractérise la premiere phase de 1’activité de la glande mammaire. Elle donne naissance au
colostrum qui différe du lait par sa composition et le mécanisme de sa production ; il s’agit
d’une sécrétion mérocrine (libération par exocytose). La lactogenese est rendue possible par la
disparition de I’équilibre hormonal de la gestation qui permet a la prolactine d’agir sur la

glande mammaire.

En effet, la parturition s’accompagne d’une baisse importante de la progestéronémie,

d’une élévation du taux plasmatique du 17B-cestradiol, d’une augmentation de la prolactinémie
8
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et d’un pic de glucocorticoides qui déclenche la parturition chez les ovins et les bovins grace a
une intervention feetale (Concannon et al., 1978). Ces modifications hormonales entrainent
une synthese abondante de lait. La sécrétion est ensuite maintenue par les tétées ou les traites

quotidiennes : c’est la galactopoiése.
1.4.1.2 - La galactopoiése

Apres la mise bas, la production de lait par les glandes mammaires se maintient grace a
la tétée ou a la traite (arc reflexe dont le point de départ correspond aux corpuscules tactiles de
PACINI). La galactopoicse est la phase d’entretien de la lactation. L’excitation de la glande est
a ’origine de deux (02) réflexes : le réflexe galactopoiétique qui favorise la production du lait
et le réflexe galactocinétique qui provoque la vidange des mamelles indispensable a la
poursuite de la sécrétion lactée.
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I1. Différents types de mammites

11.1.Définition d'une mammite

La mammite est une inflammation d’un ou de plusieurs quartiers de la mamelle.
L’¢étiologie principale est infectieuse. Elle est traduite dans la majorité des cas par une réponse
inflammatoire du type cellulaire, impliquant une augmentation de la concentration en cellules
dans le lait (Barone, 2001).

La mammite peut se définir par 1’état inflammatoire d’un ou de plusieurs quartiers de la
mamelle quelque soit I’origine traumatique, chimique, physique ou biologique .Le degré de
gravité clinique ou subclinique, 1’évolution chronique aigue ou sur aigue, ou la terminaison,

c'est-a-dire la guérison apparente ou réelle ou la mort de I’animal.

11.2.Les Mammites cliniques

Les mammites cliniques s'accompagnent parfois d'une tres grande forte réaction
inflammatoire et de symptdmes graves qui peuvent étre spectaculaires (congestion, cedeéme,
sécrétion du lait décomposée ou purulente, abcés, fistule, gangréne...) et parfois sont
associées des signes généraux plus moins intenses (hyperthermie, trouble nerveux,
amaigrissement...) Ces mammites entrainent des chutes de production ou voire la perte d'un
quartier ou plusieurs quartiers qui conduisent a la réforme et exceptionnellement a la mort de
I'animal (Salat O. et al., 2007).

Il 2.1.Mammite suraigué

D’apparition brutale et d’évolution rapide, caractérisée par une sécrétion lactée (aspect
séreux, aqueux, hémorragique, sanieux ou purulent et douloureux). Les signes locaux sont trés
violents (une mamelle congestionnée). L’état général est fortement altéré et I’évolution vers la
mort est fréquente en I’absence de traitement précoce.

On distingue deux formes caractéristiques :
% La mammite paraplégique

La vache est en décubitus, en syndrome fébrile (tachycardie, tachypnée,
hyperthermie...), parfois en diarrhée. Les symptomes locaux peuvant étre frustres, il convient

alors de faire le diagnostic différentiel avec une fievre vitulaire en observant la sécrétion qui
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est rare et séreuse. Des entérobactéries sont le plus souvent associées a ce type de mammite.
(Bruyas, 1996).

s La mammite gangreneuse

L’inflammation du quartier atteint est trés violente, puis suivie d’une nécrose avec
apparition d’un sillon disjoncteur séparant les tissus sains des tissus nécrosés froids, noiratres
a gris plombé. La sécrétion est rare et nauséabonde. L’évolution rapide conduit a la mort en
I’absence de traitement. Le germe mis en cause est S. aureus, parfois associé a des anaérobies.
(Hanzen., 2009)

11.2.2. La mammite aigue

C’est une inflammation brutale de la mamelle ne s’accompagnant pas d’effets
généraux. Les symptdmes restent localisés au niveau de la mamelle qui apparait rouge,
gonflée, douloureuse et chaude. La production laitiére est modifiée en qualité et en quantité.
Cette mammite évolue moins rapidement que la précédente, parfois pendant quelques
semaines, mais peut dans certains cas, conduire 1’animal a la mort. Elle survient a tous les
stades de lactation et déclenchée par différentes bactéries. Elle peut revétir une forme
caractéristique appelée mammite d’été due a I’action conjuguée de plusieurs bactéries dont le
corynebacterium pyogénes transmis par des mouches dont hydrotea irritans. La sécrétion
lactée présente un aspect crémeux, de couleur bleu verdatre et d’odeur nauséabonde. Le
quartier atteint est le siege d’une inflammation intense et 1’état général de I’animal peut étre

gravement affecté (Vandaele E., 2004).

11.2.3.La mammite subaigué

La mammite subaigué est une inflammation bénigne de la mamelle qui entraine des
modifications de la sécrétion avec présence de grumeaux surtout dans les jets. Le produit de
sécrétion apparait plus ou moins visqueux, traversant difficilement le filtre a lait (Poutrel,
1985).

C’est une inflammation modérée mais persistante de la mamelle, évoluant lentement
sur plusieurs mois, voire plusieurs années, parfois durant la vie entiére de 1’animal. Elle fait

habituellement suite a une mammite aigue ou suraigue.

11
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L’¢état général de 1’animal n’est pas affecté. Les signes locaux sont extrémement
discrets et se traduisent par la présence dans le parenchyme mammaire de zones fibrosées de
taille et de localisation variables, palpables apres la traite.

11.2.4.Mammite chronique

Elle est le plus souvent secondaire a une mammite aigué. Les symptdmes locaux sont
discrets. Lentement le quartier évolue vers I’atrophie du fait de I’installation de zones de
fibrose cicatricielle. La mamelle devient noueuse a la palpation. La sécrétion n’est souvent
modifiée qu’en début de traite. L’évolution est lente vers le tarissement de la sécrétion au bout
de plusieurs mois. Tous les germes donnant des mammites peuvent étre isolés (Hanzen,
2009).

11.2.5.Mammite sub-clinique

Elle est par définition asymptomatique : la sécrétion parait macroscopiquement normale
méme en début de traite, les signes locaux et généraux sont absents. Seul 1I’examen du lait au
laboratoire permet de mettre en évidence des modifications chimiques, bactériologiques
(présence de germes) et surtout cellulaire du lait, en ’occurrence augmentation des cellules
somatiques du lait (surtout les polynucléaires neutrophiles).

Les germes en causes sont essentiellement a Gram positif (staphylocoques et
streptocoques). Les mammites sub-cliniques, beaucoup plus fréquentes que les mammites
cliniques, sont insidieuses et responsables de pertes économiques importantes par une baisse
de la production laitiére et une augmentation des comptages cellulaires du troupeau (Hanzen
Ch., 2010).

11.3. Importance des mammites bovines

11 3.1.Importance médicale
Les mammites suraiglies peuvent causer la perte de I'animal ou tout du moins du

quartier atteint. Les mammites subcliniques sont souvent difficilement curables et entrainent
la reforme de I'animal et son abattage précoce. Les mammites aigues et suraigues altérant
I'état général de I'animal, peuvent intervenir comme facteurs prédisposant a d'autres maladies
de la vache laitiere, comme les déplacements de caillette, des arthrites ou des endocardies
secondaires au passage du germe dans la voie sanguine. D'autre part, les vaches atteintes de
mammite méme modérée, présentent des modifications de posture et une hyperalgie durable

(de quelques jours a quelques semaines) (Berthelot X. et al., 2007).
12
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11.3.2.Importance sanitaire

Le lait de mammite clinique n'est pas commercialisé mais celui des infections
subclinique peut entrer dans la production de fromage et autres produits laitiers. La
contamination de ceux-ci par certains germes (Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes et Salmonella) peut-étre responsable de toxi-infections alimentaires en

I'absence de pasteurisation (Gedilaghine V., 2005).

11.3.3.Importance economique

Les infections mammaires en élevage bovin laitier sont la principale cause, loin devant
la reproduction, de pertes économiques pour des raisons sanitaires : lait non produit, non
commercialisé, moindre paiement du lait pour qualité cellulaire insuffisante, reforme des
vaches non soignables, codts des traitements et facteur temps a les exécuter (Dumas PI. et al.,
2004). Le cout moyen des mammites bovines, selon Araujo (Araujo W., 2004) est de 78 €
par vache et par an (52 € de pertes et 26 € de couts de traitement). L'incidence moyenne des
mammites est variable selon les études, d'environ 50 cas pour 100 vaches et par an en Grande-
Bretagne (Green Mj., 2007) et de 22 a 140 cas pour 100 vaches.

En France (Berthelot X., 2006), elle reste élevée malgré I'amélioration des conditions
d'élevage et de traite. Le paradoxe est que, malgré le colt tres important des infections
mammaires (2 fois plus que les maladies de la reproduction) (Araujo W., 2004), elles sont les
moins bien gérées par I'éleveur. Dans 95 % des cas, les mammites cliniques sont traitées par
I'éleveur sans l'intervention du vétérinaire, alors que couramment les troubles de reproduction

sont suivis par le praticien ou le technicien du centre d'insémination.

I1.4.Pathogénies des infections mammaires
11.4.1.Pénétration des bactéries dans la mamelle

A part le cas particulier des mammites tuberculeuses et brucelliques d'origine
hématogeéne, les germes pathogénes pénetrent généralement dans le quartier par le canal du
trayon. Celui-ci constitue une premiére barriere contre la colonisation de la mamelle : le
sphincter a la base du canal assure I'étanchéite entre la mamelle et le milieu extérieur. Les
cellules kératinisées de la muqueuse se décortiquent régulierement, participant a I'élimination
des germes en début de traite. Ainsi la pénétration des germes se réalise au moment ou le
sphincter est ouvert, durant la traite et surtout en fin de traite (le sphincter reste ouvert environ
une demi heure aprés la traite), mais aussi a l'approche du vélage, ou au tarissement ou le
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sphincter laisse suinter voire couler un peu de lait par la pression de celui-ci. La pénétration

des bactéries se produit suivant trois possibilités :

11.4.1.1.Par le phénomene d'impact

Une entrée d'air se réalise au niveau des manchons trayeurs, provoque une baisse du
niveau de vide dans la griffe et un reflux de lait sous forme de brouillard, vers les autres
manchons ou le niveau de vide est plus éleve. Le lait se dépose sur les trayons et peut méme
pénétrer le canal. Ce lait peut étre contaminé par des germes d'un quartier malade ou part la
présence de ceux-ci dans les manchons. (Lafont Jp, et al., 2002).

11.4.1.2.Par le phénomeéne de traite humide ou Reverse Flow

C'est le retour du lait qui vient d'étre trait vers le trayon en raison d'un mauvais réglage

des phases de massage de la machine a traire (Lafont Jp. et al., 2002).

11.4.1.3.Par I'introduction de germes par I'étre humain

Que ce soit par I'éleveur ou le vétérinaire, l'introduction dans le sinus lactiféere de
germes est réalisée par la mise en place de traitement intra mammaire ou de sondage du canal
du trayon de maniére non adéquate (défaut d'hygiene). Apres cette étape, les bactéries se
retrouvent dans le lait intra mammaire. C'est le site infectieux obligatoire pour tous les types

de mammites.

11.5.Guérison ou persistance de I'infection

Suivant les pouvoirs pathogenes de la bactérie et I'efficacité des défenses immunitaires,
I'infection mammaire peut évoluer vers une guérison spontanée ou vers I'extension dans le cas
de mammite clinique. Certaines bactéries, apres adhésion a la surface des cellules épithéliales,
peuvent y pénétrer et s'y multiplier. Cette localisation intracellulaire est associée a des
infections de type chroniques et récurrentes (Bosquet G. et al., 2005). Certaines souches de
Staphylococcus aureus en pénétrant dans les cellules épithéliales, sont capables de provoquer
une apoptose (phénomeéne sous contréle normalement hormonal qui se produit en fin de
lactation, occasionnant une réduction de la production laitiere). Lafont Jp. et al., 2002 ont
montré que lors d'infection expérimentale par Staphylococcus aureus, la production lactée
chute de maniere significative par rapport a des vaches saines. D'autres souches de

staphylocoques sont connues pour résister a la bactéricide des lysosomes, des macrophages et
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des polynucléaires et peuvent méme s'y multiplier. Lors de la localisation dans le
parenchyme, il se produit une augmentation du tissu inter-alvéolaire au détriment des alvéoles

productrices de lait (Bosquet G. et al., 2005).

11.6.Etiologie des mammites bovines

La grande majorité des mammites bovines est d'origine infectieuse (Durel L. et al.,
2004). 1l existe cependant quelques rares cas de mammites traumatiques, chimiques ou
physiques. L'infection de la mamelle se fait par voie exogéne principalement, la voie
endogéne est décrite notamment pour les mycoplasmes mais est rare (Legrand D. et al 2004).
Les mammites mycosiques (Candida) ou causees par des algues (Prototheca) sont trés peu
courantes. Généralement une seule espece bactérienne est responsable de l'infection, trés
rarement, I'association de deux especes. (Van De Leemput E. et al., 2007).

On classe les espéces bactériennes responsables d'infections mammaires en deux groupes :

11.6.1.Les pathogénes majeurs

Les pathogenes majeurs sont les bactéries responsables des mammites cliniques et

subcliniques, et sont le plus couramment isolées. Ils regroupent les coques Gram positifs (
Streptococcus uberis, Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus agalactiae, Staphylococcus
aureus), les entérobactéries (Escherichia Coli, Klebsiella pneumoniae, Entérobactérie
aerogenes...) et les entérocoques, plus rares (Enterococcus faecalis...). Aujourd’hui on
constate la prédominance de trois pathogenes majeurs qui sont par ordre décroissant:
Streptococcus uberis, Staphylococcus aureus, Escherichia Coli (Schmitt et al., 2005).
Dans une étude francaise sur 618 prélevements de lait pour analyse bactériologique entre
novembre 2005 et juillet 2007, 70 % des isolats appartiennent a seulement quatre especes
bactériennes (dont les Staphylococcus coagulase négatifs qui sont des pathogenes mineurs,
Streptococcus uberis représentant 25 % des isolats, Escherichia Coli : 18 % et Staphylococcus
aureus : 13 % (Bidaud O. et al., 2007).

11.6.1.1.Escherichia coli

C’est un bacille Gram négatif provenant des féces des animaux et se développant dans
la litiere ou les aires de couchage (logettes), souillées par ceux-ci. Une étude de WENZ et al.
(Wenz Jr., 2006) sur les facteurs de virulence de Escherichia Coli, a montré qu'il n'y avait
pas de corrélation entre les genes de virulences (gene eae A codant par une protéine

d'adhésion, les génes CNF1 et CNF2 provoquant des dommages vasculaires et le géne CS31
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A, commun a Escherichia Coli retrouvé dans les entéropathies des veaux) et la gravité des
symptomes de mammites. La sévérité des symptdmes dépendrait plus de I'animal et de sa
réaction immunitaire. Les facultés d'adhésion des colibacilles n'est pas excellente et ils ne sont

pas retrouveés en position intracellulaire (Durel L., 2004).

11.6.1.2.Staphylococcus aureus

Ce germe est présent partout a la surface de la peau et des muqueuses et en particulier
au niveau des trayons (Van De Leemput E. et al., 2007). La contamination d'une vache a une
autre, se réalise par ceux-ci, par les mains du trayeur ou des lavettes. Apres pénétration dans
le canal du trayon, il envahit les canaux galactophores et colonise rapidement les cellules
épithéliales (des 24 heures) (Salat O. et al., 2007). Il se multiplie plutdt lentement, le pic
étant entre 2 et 11 jours, suivant lI'animal (Durel. et al., 2004). La concentration en bactéries
dans le lait est toujours faible. Puis il colonise le parenchyme mammaire assez rapidement. Il
y est détectable des 4 jours apres inoculation. La réaction inflammatoire est lente et souvent
modérée (Salat O, et al., 2007).

11.6.1.3.Streptococcus uberis

Ce germe est responsable en général de mammite clinique plutot en début de lactation
et au moment du tarissement. Il est présent comme Escherichia Coli, dans la litiere souillée
par les feces des animaux, mais aussi sur la peau et les muqueuses ainsi que les trayons et
leurs lésions, et le matériel de traite ou il peut persister (Wenz Jr., et al., 2006). Il produit une
hyaluronidase qui pourrait étre responsable de la désorganisation des barrieres tissulaires
(Serieys F., 2003), favorisant son passage dans le parenchyme. BOSQUET et al. (Bosquet G.
et al., 2005) précisant qu'il est détectable dans le parenchyme dés 6 jours apres l'infection.

Les mammites a Streptococcus uberis sont en général aigues avec inflammation du
quartier, hyperthermie et caillots dans le lait. Lors du passage a la chronicité, ou avec
certaines souches, la réaction inflammatoire est beaucoup plus modérée, sans hyperthermie,
mais elle est généralement supérieure a celle rencontrée lors de mammite sub-clinique a
Staphyloccus aureus. Le tableau 1 résume les localisations préférentielles de ces trois

pathogénes majeurs:
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Tableau 1 : Situations épidémiologiques types. Localisation des principales bactéries

responsables de mammite au sein de la mamelle.

Lait | Phagocyt Cellules Parenchy | Parenchyme Sang
es épithéliales -me sans avec fibrose
fibrose
E.coli + - + Si infection - - + Si
chronique bactériémie
avec souche précoce en
spécifique cas de
excrétion dans mammite
le lait aigue
intermittente
Staphyloc + - Certaines + + -
0CCUS souches Streptococc Sur
d'infection us Streptococcus
chronique uberis uberis
précocemen | et mammite
t ancienne ou
récidive
S. aureus + + + + Sur ancienne -
Dans Précoceme infection ou
certains nt vache agée
cas

Tableau 01 d’apres Faroult et Lepage 2006.

11.6.2.Les pathogénes mineurs

Normalement les pathogénes mineurs ne sont qu'exceptionnellement responsables de

mammites cliniques mais plut6t responsables d'infections subcliniques. Ce sont surtout les

Staphylococcus coagulase négatifs (Staphylococcus xylosus, Staphylococcus chromogeénes,

Staphylococcus warneri, Staphylococcus haemolyticus...) (Ben Hassen S. et al., 2007).

Longtemps considérés comme pathogénes mineurs comme décrits dans cette

classification traditionnelle, ils sont devenus des pathogenes majeurs responsables de
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mammites cliniques et chroniques (Taponen S. et al., 2007), avec de fortes inflammations du
quartier ainsi que des mammites subcliniques.

lIs représentent 14 % des isolats de I'étude précédemment citée, et seraient
responsables de 20 % des mammites bovines en France, d'apres (Taponen S. et al., 2007). lls
sont prédominants dans les isolats réalisés au sein de la clinique vétérinaire de Gavray dans la
Manche, de mai 2007 a janvier 2008, représentant 32 % des 118 bactériologies réalisées et
33% dans I'étude de DUREL 2004. (Durel L.et al., 2004).

Les staphylocoques coagulase négatifs sont des germes de la flore cutanée normale. La
source d'infection est en général un défaut d'hygiene au moment de la traite, ou ils colonisent
le canal du trayon a la faveur d'une blessure. La pathogénie est encore mal connue (Van De
Leemput E. et al., 2007).

Ces germes sont en général plus prévalents sur les primipares (Taponen S. et al.,
2007). La colonisation de la mamelle des primipares s'est réalisée bien avant le vélage
(Bravard M. et al., 2006).

Lors d'infections mammaires, les vétérinaires sont surtout confrontés a quelques
especes bactériennes, vu les résultats de bactériologie obtenus en Mayenne (Van De Leemput
E. et al., 2007) ou a Gavray (Manche).

Les différentes études de terrain sur I'étiologie des mammites bovines montrent la
prédominance des Staphylococcus coagulase négatif, Steptococcus uberis, Staphylococcus
aureus, Escherichia Coli, Klebsiella spp, Streptococcus dysgalactiae et agalactiae, ceux-ci

devenant rares (Bouchard E. et al., 1995).
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I11. Les toxi-infections alimentaires

Les intoxications alimentaires sont fréquentes dans le monde y compris dans les pays
occidentaux. Dans les pays en voie de développement, elles demeurent un gros probléme de
santé publique. A cOté des causes infectieuses aux quelles nous nous limiterons, il existe des
causes allergiques par ingestion d’allergénes ou produits chimiques contenus dans les
aliments (Pr Bourlioux P., 2014)

Une toxi-infection alimentaire (T.1.A.) se définit comme une infection par des bactéries,
des virus ou des parasites, dle a la consommation d’un aliment contaminé. L’attaque
microbienne peut étre liee aux propriétés invasives du micro-organisme et/ou aux produits
toxiques qu’il est capable d’¢laborer au cours de sa croissance. Le concept englobe aussi bien
les toxi-infections alimentaires classiques a Staphylococcus aureus ou Salmonella sp, que les
pathologies infectieuses moins classiques liées a la consommation d’aliments contaminés par
des virus, des parasites ou des prions. Les T.I.A bactériennes, représentent la majorité des cas

recenseés. (Pr Bourlioux P., 2014)

I11.1.Physiopathologie

Si les aliments consommés par ’homme lui permettent de couvrir ses besoins
nutritionnels, nombre de micro-organismes (et plus particulierement les bactéries) y trouvent
aussi tout ce dont ils ont besoin pour s’y multiplier tres rapidement et produire des métabolites
éventuellement toxiques. Certains aliments sont considérés comme particulierement a risque,
comme le lait et la viande. Pratiquement tous les aliments peuvent induire une toxi-infection
alimentaire si des précautions ne sont pas prises lors de leur récolte, leur préparation et leur

conservation (Pr Bourlioux P., 2014).

II1.1.1.Les T.I.A. dues a I’action directe des bactéries

Les bactéries a action directe sont invasives : elles adhérent puis pénétrent dans les
cellules intestinales. Elles possédent des « facteurs de virulence », codés par des genes
chromosomiques et/ ou plasmidiques. Ces facteurs peuvent étre acquis par la bactérie :
certaines (non pathogenes) ne les ont pas, tandis que d’autres si (Daniel Rigaud., 2015).

Deux processus de TIA dles a I’action directe des bactéries sont possibles :
1. La bactérie détruit les cellules et une partie de la paroi interne de 1’intestin : Cceci
conduit & une réaction inflammatoire locale avec diarrhée infectieuse, fébrile et

présence de sang et de leucocytes dans les selles.
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2. La bactérie reste confinée et se multiplie, sans attaquer les membranes des cellules.
Elle est a I’origine d’une cascade de réactions responsables d'une diarrhée fébrile

éventuellement accompagnée de vomissement (gastro-entérite).

111.1.2.Les TIA dues a la production de toxine

Les toxines sont des substances fabriquées par les germes qui ont un impact direct sur
nos cellules. Les toxines staphylococciques agissent sur le métabolisme de I’eau et des
électrolytes alors que la toxine botulinique a une affinité pour le systeme nerveux central. Les
toxines donnent des diarrhées liquides plus ou moins importantes. Le plus souvent il n’y a pas
de fiévre. La rapidité d’action des toxines ne permet pas a 1’organisme de produire des
anticorps et de se défendre. Les toxines étant thermorésistantes, méme des aliments cuits

peuvent déclencher des toxi-infections alimentaires (Daniel Rigaud, 2015).

111.2.Définition d'une TIAC

Une toxi-infection alimentaire collective est une infection alimentaire qui touche de
facon simultanée un groupe plus ou moins important de personnes ayant consommé des
denrées alimentaires contaminées. Dans la majorité des cas, elles sont liées a la prolifération
de bactéries avec apparition au méme moment de troubles digestifs ou neurologiques
similaires chez au moins deux personnes ayant consommé un repas en commun. (Gallay A.,
1997).

111.3.Toxi-infection bactériennes dues au lait cru

Le lait de vache peut poser des problémes de santé publique s’il est contaminé par des
germes pathogenes. La plupart de ces contaminations ont lieu lors de la traite et de la
manipulation de lait, mais les germes présents dans la mamelle peuvent aussi étre a 1’origine
d’accidents chez I’homme. (Cainaud E., 2005) Un certain nombre de ces germes pathogenes
sont capables de produire des entérotoxines et des infections. En absence de pasteurisation,
ces souches pathogenes peuvent contaminer les produits laitiers (Debuyser M.L. et Lapeyre
C., 1994). L'homme peut étre infecté par la brucellose, la tuberculose et la fievre lors de

consommation de lait cru. (Cainaud E., 2005).

111.3.1.Staphylococcus aureus : (agent de ’intoxication a Staphylocoques).
Staphylococcus aureus est un pathogene opportuniste qui peut causer diverses
maladies chez les humains, allant des affections qui évoluent spontanément vers la guérison a

des pathologies mortelles (Murray P.R. et al., 2003). Cette bactérie est une des principales
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causes de toxi-infections alimentaires, résultant de la consommation d’aliments contaminés
par des entérotoxines (Le Loir Y. et al.,2003).L’intoxication alimentaire par les
staphylocoques se caractérise par une apparition brutale de quelque symptémes qui
disparaissent habituellement apres 24 heures (Le Loir Y. et al., 2003). L’érythrodermie
bulleuse avec épidermolyse est causée par des toxines exfoliatives sécrétées sur 1’épiderme et
elle touche surtout les nouveau-nés et les jeunes enfants ( Murray P. R. et al., 2003).S.
aureus peut également causer une fasciite nécrosante chez les sujets immunodéprimés, mais
c’est trés rare (Miller L. G. et al.,, 2005) . La fasciite nécrosante est une maladie
potentiellement mortelle qui s’accompagne d’une importante morbidité dle a 1’ingestion
d’aliments contenant des entérotoxines (Le Loir Y. et al., 2003). Le lait cru non pasteurisé
peut survenir par l'intermédiaire de porteurs sains ou infectés, ou par I'environnement.
(Poutrel B., 1992).

Certaines personnes peuvent étre des porteurs chroniques et d’autres des porteurs intermittents
(Kluytmans, J. et al., 1997).

+ Les symptomes :

Les symptdémes apparaissent habituellement 30 minutes a 8 heures apres la
consommation des aliments contaminés (Le Loir Y., et al 2003), par des nausees, des
vomissements, des douleurs abdominales, des crampes et des diarrhées (Murray P. R. et al.,
2003) .

111.3.2. Brucella :

Les Brucella sont des bactéries pathogenes responsables de la brucellose, maladie
connue également sous les noms de « fievre de Malte », « fievre méditerranéenne », « fiévre
ondulante » ou « mélitococcie » (OIE, 1995).

La brucellose, maladie aux cent visages est une zoonose transmise a partir de diverses
especes animales a I'hnomme, qui est un hdte accidentel, soit par voie cutanéo-muqueuse
(contact avec un animal infecté ou un objet contaminé) soit par voie digestive (consommation
de lait cru ou de produits laitiers non pasteurisés contaminés (Stackebrandt E., 1988). Seules
quatre especes sont pathogenes pour [I'homme :Brucella melitensis, Brucella
abortus (bovins), Brucella suis et Brucella canis .

11 s’agit d’une maladie professionnelle & déclaration obligatoire, certaines professions
étant particulierement exposées, tels que les agriculteurs, les éleveurs, les vétérinaires et le
personnel d’abattoir (OIE, 1995).
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Le 30 juillet2015, 16 personnes atteintes de brucellose dans la wilaya de Bouira, ont
¢été hospitalisées a I’hopital Mohamed Boudiaf (Ali Cherarak ,2015).
+ Les Symptomes:
La brucellose se manifeste par les symptdomes suintants: fievre, sudation abondante,
anorexie, maux de téte, douleurs musculaires, maux de dos, faiblesse physique. Ils se
manifestent habituellement dans les huit semaines suivant 1’ingestion d’aliments

contaminés.

111.3.3. Campylobacter

Campylobacter jejuni et C. coli sont les causes habituelles de La campylobactériose
chez ’humain (Graham B., et al., 2011).

La campylobactériose est généralement causée par la consommation de viandes et de
volailles qui ne sont pas assez cuites, d’eau potable contaminée ou de lait cru. Les personnes
qui voyagent dans des pays en voie de développement ont également un risque plus élevé de
contracter la campylobactériose. Bien que cela soit rare, la campylobactériose peut se
transmettre d’une personne a une autre par voie oro-fécale (via le tube digestif), un moyen de
propagation des maladies par lequel une personne devient infectée lorsqu’elle avale des
matieres fécales (selles) de personnes ou d’animaux infectés (McDowell SW., 2008).

Les campylobactérioses montrent plusieurs ressemblances avec les salmonelloses. Ce
sont des infections relativement séveres et quelquefois mortelles. La croissance de
Campylobacter nécessite également une température d'incubation élevée, supérieure a 30 °C
(température optimale voisine de 42 °C). L’ingestion de 500 bactéries suffit pour causer de la

diarrhée (Graham B., et al., 2011).

+ les symptomes

L'infection par Campylobacter peut entrainer une varieté de symptdmes, dont les
suivants :
Diarrhée bénigne a grave (parfois diarrhée sanglante), douleurs abdominales, nausée et
vomissement, fiévre, coliques, crampes, maux de téte, douleurs musculaires, malaise.
Les symptomes de la campylobactériose apparaissent habituellement deux a cing jours apres
I’infection par la bactérie, mais ils peuvent aussi se manifester des la premiere journée ou
jusqu’a 10 jours apres la contamination. Les symptomes durent habituellement trois a six
jours. Certaines personnes infectées par la bactérie peuvent ne présenter aucun symptéme, et

néanmoins transmettre la maladie a d’autres (McDowell SW., 2008).

22



Chapitre 111 : Les toxi-infections alimentaires

111.3.4 .Bactérie Escherichia coli

La bactérie E. coli se trouve communément dans les intestins des humains et des
animaux a sang chaud (Leclerc H., 1993).11 existe différents types d’E. Coli. Certaines
formes de la bactérie sont inoffensives, son role est de nous protéger de 1’invasion d’autres
bactéries et d’assurer le bon fonctionnement du systéme gastro-intestinal, et d’autre comme
les souches entérohémorragiques (ECEH), peuvent étre a l'origine de toxi-infections
alimentaires graves, pouvant causer des maladies graves ( Delarras C., 2010).

Les toxi- infections a E. coli peuvent se transmettre par de nombreux aliments comme
le jus de pomme et le lait cru, les viandes a sandwich, les légumes crus, le fromage et I'eau
contaminée. Cette infection peut se transmettre d'une personne a l'autre par contact des mains
ou de la bouche. Les manifestations cliniques de ces contaminations peuvent aller de la
diarrhée simple ou sanglante a la colite hémorragique, jusqu'au syndrome hémorragique et
urémique (SHU) ( Delarras C., 2010 ; Madigan M. et Martinko J., 2007)

+ Type d’Escherichia coli
a. Escherichia coli entérotoxique (ECET)

IIs sont responsables d’une diarrhée infantile dans les pays en voie de développement.
(Leclerc H., 1993).1ls sont aussi responsables de la tourista du voyageur qui atteint les adultes
et les enfants. (Mehlman 1.J., et al 1976).La contamination est indirecte par 1’eau ou le lait
cru, mais la contamination directe interhumaine est possible. (Madigan M. et Martinko J.,
2007).Ces toxi-infections se manifestent par une diarrhée cholériforme dde a la production
d’une toxine thermolabile (LT) ou thermostable (ST), qui peut étre violente, et dont
I’incubation varie de quelques heures a quelques jours (Breitenmoser A. et al., 2011). Elle
dure généralement un ou deux jours, et peut s’accompagner de vomissementS mais pas de
fievre. La déshydratation qu’elle provoque est un facteur de gravité de la toxi-infection.
(Leclerc H., 1993).

b. Escherichia coli entéropathogenes (ECEP)

Ce groupe est le plus anciennement signalé, reconnu responsable de diarrhees
infantiles épidémiques dans les années 50 Neter, 1959( Nataro JP.,et al., 1987).Son pouvoir
pathogeéne n’a été confirmé qu’en 1978, et son mécanisme d’action cellulaire et commence

seulement a étre compris. (Prescott J.F., 1978).
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Ils provoquent des diarrhées aqueuses profuses d’incubation courte (quelques heures),
qui surviennent surtout chez les nourrissons et s’accompagnent de vomissements et de ficvre.
Pospischil A., et al., 1987). Ces infections sont fréquentes et épidémiques dans les pays en
voie de développement, mais rares dans les pays dont ’hygiéne est correcte. Quand on les
rencontre dans ces pays, elles ont un caractere communautaire (cantine, repas familial)
(Prohaszka L., 1972).

c. Escherichia coli entérohémorragique (ECEH) (E.coli 0157:H7)

IIs sont surtout rencontrés en Amérique du Nord et au Japon.

La souche E.coli 0157:H7 peut provoquer de graves maladies transmises par les aliments. Les
bovins sont le principal réservoir de cet agent pathogéne. On le trouve également dans I'eau
non chlorée et le jus de pomme non pasteurise. E.coli produit des toxines, appelées
verotoxines, ou toxines de type Shiga (Madigan M. et Martinko J., 2007).Les symptdémes se
développent en trois a cing jours aprés ingestion des aliments contaminés : fiévre, nausees,
vomissements.

Les complications ont souvent lieu chez les plus jeunes, les personnes agées et les
individus ayant un systeme immunitaire affaibli (Madigan M. et Martinko J.,
2007).L'hospitalisation est alors infectieuse et grave puisque mortelle dans 20 a 30 % des cas.

La maladie peut se compliquer d’un purpura thrombotique thrombocytopénique ou
d’un syndrome hémolytique urémique(SHU) caractérisé par une anémie hémolytique, une
thrombopénie, une insuffisance rénale. (Madigan M. et Martinko J., 2007; Baumgartner
A., Grand M., 1995).

+ Symptomes de I'infection a E. coli

Les symptdmes se développent en trois a cingq jours apres ingestion des aliments
contaminés : crampes d’estomac, diarrhée (parfois sanglante), fievre, nausées, vomissements
(Madigan M. et Martinko J., 2007).

111.3.5.La listériose

La listériose est causée par une bactérie répandue dans I’environnement, notamment
dans le sol, I’eau, la boue, les fourrages et I’ensilage. Les personnes agées, les nouveau-nés,
les femmes enceintes et les individus dont le systeme immunitaire est affaibli sont les plus

vulnérables a la listériose. La maladie est causée par 1’ingestion d’aliments contaminés par la
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bactérie Listeria. Cette bactérie peut se trouver dans les produits laitiers non pasteurisés

(crus), les Iégumes et les viandes crues (Lailler,2006).

Toutes les grandes catégories d’aliments, qu’il s’agisse du lait cru et des produits
laitiers, de viande crue et des produits carnés, des végéetaux, ou encore des poissons peuvent
étre contamines par cette bactérie, avec des fréquences et des taux de contamination variables,
selon la catégories d’aliments, qu’il s’agisse d’aliments crus ou transformés (Lailler,2006).

La listériose peut se manifester sous forme sporadique ou épidémique. La listériose de
I’adulte est typiquement a symptomatologie neuroméningée. La listériose de la femme
enceinte survient avec contamination feetale par voie sanguine transplacentaire ou
transmembraneuse a partir du liquide amniotique infecté par des abces placentaires. Elle est
difficile a dépister, voire asymptomatique, et révélée par ses conseéquences obstétricales. En
I’absence de traitement, les conséquences sont redoutables pour I’enfant (avortements
précoces surtout du 2° trimestre, accouchements prématurés, seulement 20% de naissances a
terme) ( Malvy et al., 1998).

+ Symptomes
IIs sont caractérisés par des vomissements, des nausées, des crampes, des diarrhées,
des maux de téte violents, de la constipation ou de fiévre. Chez certaines personnes,
les symptdmes sont bénins, semblables a ceux de la grippe. Chez les nourrissons, les
symptdmes sont la perte d'appétit, la léthargie, la jaunisse, les vomissements, des

éruptions cutanées et des difficultés a respirer (Malvy et al., 1998).

111.3.6.Salmonella

La plupart des sérotypes de satmonelles connus sont pathogénes pour 1’homme,
I’animal ou les deux, comme Salmonella Typhimurium (STm) ou Salmonella Enteritidis (SE).
(Yves M., 1998).Les salmonelles provoquent une toxi-infection typique, car elle nécessite
I'ingestion d'un grand nombre de bactéries vivantes, multipliées dans I'aliment avec leur(s)
toxine(s). C’est aussi, mais rarement une zoonose par contact direct. Chez 'homme, elles sont
responsables de deux grandes catégories d'infections : la gastro-entérite d'origine alimentaire
et la figvre typhoide, lorsque la dose infectante est importante (10°- 10° bactéries) (Fauchere
Et Avril, 2002; Hastings L. et al., 1996).

Les viandes crues de volaille sont les principales cibles de la Salmonella. Les viandes

crues ou insuffisamment cuites, le lait non pasteurise, tout comme les fruits et les légumes, si
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le sol dans lequel ils ont été cultivés a été contaminé par des déchets animaux (Hastings L. et

al., 1996).

+ Symptomes
Chez I’humain, la salmonellose cause principalement des signes de gastroentérite, mais
elle peut parfois conduire a une infection généralisée .La période d’incubation est de 6 a 72
heures. (Zweifel C. et al., 2004).
Les symptdmes possibles sont : poussée de fieévre soudaine, maux de téte, diarrhée,

crampes d’estomac, nausées, vomissements (Fauchere Et Avril, 2002).

26



Chapitre | :Matériel et méthodes

I. Matériel et méthode

1.1.0bjectif de I’étude

L’objectif de notre travail est ’analyse microbiologique du lait cru qui peut étre un
contrdle sanitaire, visant a protéger la santé animale et la santé humaine. Comme il peut étre
un contréle de qualité dans le cadre du payement du lait a sa qualité hygiénique et

nutritionnelle (Plusquellec, 1991). Le contréle de la qualité du lait cru se fait comme suit :

e Par I’évaluation de la qualité bactériologique du lait cru au niveau de quelque fermes de la
wilaya de Bouira par la recherche des Staphylococcus aureus, des germes aérobies a 30°
C, des streptocoques fécaux, des coliformes fécaux, des clostriduim sulfito réducteurs et
de I’ E. coli.

e Par I’étude des techniques utilisées et des germes identifiés par le Laboratoire des

hygiénes EPSP de Bouira a partir des préléevements de lait cru.

|.2. La Région et période d’étude

Nous avons réalisé notre étude au niveau de quelques fermes de la wilaya de Bouira

durant 5 mois.

La wilaya de Bouira est une ville Algérienne de 695583 habitants. Ses coordonnées
géographiques sont : latitude 36.25 et longitude 3.91667. La wilaya est située dans la région
de Kabylie, elle est bordée par les chaines montagneuses du Djurdjura et des Bibans et elle est

délimitée :

Au nord par les deux wilayas de Boumerdes et de Tizi Ouzou ; a l'est par les deux wilayas
de Béjaia et de Bordj Bou Arréridj ; au sud par la wilaya de M'Sila; a I’ouest par les deux

wilayas de Blida et de Médéa(Carte Algérie).

La Wilaya de Bouira compte environ 42000 vaches, et produit 71 200 000 litres de lait
(I’Activité économique, Mai 2017).
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Figure 07: Représentation des régions de 1’étude sur la carte géographique de Bouira.
1.3. Nombre de prélévements et d’élevages étudiés : échantillonnage

Le nombre total d’échantillons de lait cru étudiés est de 20. Nous avons effectué ces
prélevements au niveau de plusieurs élevages de la wilaya de Bouira. Dans le tableau 2 (voir
Annexe 1) nous présentons le nombre de prélevements par ferme visitée, la date de leur

réalisation ainsi que I’état d’hygiéne des étables lors de notre visite.

I.4. Technique de prélévement du lait

Avant de prélever nos échantillons, nous avons procédé au lavage des mamelles avec
du savon et de I’eau tiede. Aprés nettoyage nous avons rejeté les premiers jets et nous avons

prélevé 50ml de lait dans un flacon stérile.

I.5. Transport des prélévements du lait
Une fois les prélevements effectués, ils sont immédiatement acheminés dans une

glaciéere vers le laboratoire des hygienes EPSP de Bouira. Les premieres étapes de notre

partie expérimentale au laboratoire sont entamées le jour méme.
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20 prélevements récoltés au niveau des 20 fermes.

(50 ml pour chaque prélevement)

\/

Transport dans une glaciére vers le laboratoire des hygienes EPSP de
Bouira.

L

Au niveau du laboratoire :
Réalisation des premieres manipulations le jour méme.

Figure 08 : Diagramme des différentes étapes de prélévement.
1.6. Analyses bactériologiques du lait
Toutes nos recherches et analyses ont été effectués selon les normes du journal officiel
(J.0O.R.A., 1998).
L’arrété interministériel du 24 janvier 1998, relatif aux spécificités
microbiologiques de certaines denrées alimentaires, fixe les critéres microbiologiques du lait
cru ainsi que les modalités d’interprétation des résultats d’analyses microbiologiques, comme

suit :

Tableau 3 : Spécificités microbiologiques du lait cru (J.O.R.A., 1998).

Bactéries recherchées dans le lait cru n C m
Germes aérobies & 30°C. 1 - 10°
Coliformes fécaux. 1 - 10°
Streptocoques fécaux. 1 - Absence/0.1ml
Staphylocoques aureus. 1 - Absence
Clostridium sulfito-réducteurs a 46°C. 1 - 50
Antibiotiques. 1 - Absence
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« M » et « m » représente le nombre de germes dans 1 ml du lait cru.

m: seuil au- dessous duquel le lait cru est de qualité satisfaisante.

M : seuil limite d’acceptation au-dela duquel le lait est de qualité non satisfaisante et

considéré comme toxique.

M =10 m lors le dénombrement effectué en milieu solide.
M= 30 m lors du dénombrement effectué en milieu liquide.
N : nombre d’unités composant 1’échantillon.

C : nombre d’unités de 1’échantillon donnant les valeurs situées entre «m » et « M »,

1.6.1.Matériels pour analyses microbiologiques
Matériel courant de laboratoire de microbiologie, et notamment :

1. Appareillage

e Homogénéisateur ;

e Etuves d’incubation ;
e Bain marie;

e Bec Bunsen;

e Portoirs.
2. Verrerie :

e Pipettes graduées ;
e Pipettes Pasteur ;
e Boites de pétri ;
e Tubes a essai.
3. Milieux de culture :
1. Bouillons:
o TSE (tryptone sel eau)
o Milieu Rothe (simple et double concentration) ;
o Milieu Eva litsky ;
o Bouillon Giolitti cantoni;

o bouillon Schubert avec cloche de Durham.
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2. Milieu solide (gelose)

o Les milieux de culture hydratés préts a I’emploi conditionnés en flacon de 250ml ou
180ml utilisés sont :

o Milieu VRBL ;

o Gélose Chapman;

o Gélose PCA;

o Gélose viande- foie (VF) ;

3. Les additifs

o Solution Tellurite de potassium ;

o Solution Alun de fer;

o Solution sulfite de soduim ;

4. Réactif
o reactif de Kovacs,

1.6.2. Préparation des solutions méres et dilutions

Dilution : On réalise a partir du lait des dilutions successives en progression géométrique de

raison de 1/10. Les dilutions s’effectuent de la fagon suivante :

e Mode opératoire :

1. A partir de 50 ml de lait, apres homogeénéisation, on répartit stérilement 25 ml de
lait dans un flacon contenant 225 ml de diluant de TSE (Tryptone Sel Eau) pour
obtenir la dilution au 1/10 (10™%), et homogénéisé par agitation.

2. Pour réaliser la dilution 10 on répartit 1 ml de la dilution 10™ dans 9 ml du
diluant TSE a I’aide d’une pipette de 1 ml(ou d’une pipette automatique a embouts
jetables.)

3. Aprés avoir homogénéisé par agitation le contenu du tube N° 1, on en transfert 1
ml dans le tube N° 2 contenant 9 ml de TSE a 1’aide d’une autre pipette, de la
méme maniére on réalise les dilutions suivantes 10, 10™ (Bourgeois et Leveau,
1991).

La méthode utilisée est résumée dans la figure 9.
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50ml de lait

Homogénéisati

= N
(B

Dilution

25ml+225ml de

N

| 1ml de dilution 10- | | 1ml de tube 1+9ml || 1ml de tube 2+9ml | | 1ml de tube 3+9ml |

!

U

Tube N°1
Dilution 10-2

!

U

Tube N°2
Dilution 103

!

\

Tube N°3
Dilution 10

'

U

Tube N°4
Dilution 10-5

Figure 09 : Diagramme de la méthode utilisée pour la préparation de la solution mére et des

dilutions.
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1.6.3. Recherche et dénombrement des germes aérobies a 30° C

e Mode opératoire : L’ensemencement se fait en profondeur.
1. Apres identification des boites, déposer stérilement 1 ml de lait cru de chaque dilution
(10, 10, 10°%,10™,10"°) homogénéiser.
2. Couler 12 a 15 ml de gélose PCA fondue au préalable et refroidie dans un bain d’eau a
45°C ou dans une étuve a 50°C.
3. Mélanger en maintenant la boite couverte sur la surface de la table, lui faire décrire 6
cercles, dans le sens des aiguilles d’une montre, puis 6 cercles en inverse, ensuite 6
« allers et retours » de haut en bas et 6 autres de gauche a droite en prenant garde de
ne pas faire d’éclaboussures, puis laisser refroidir.
4. Rajouter 5 ml de la gélose PCA.
5. Les boites seront incubées dans une étuve a 30°C pendant 72h avec :
e Premiére lecture : 24h.
e Deuxiéme lecture : 48h.

e Troisieme lecture : 72h.
La méthode utilisée est resumée dans le diagramme de la figure 10.

e Dénombrement : Pour interpréter les résultats, on doit tenir compte seulement des boites

qui contiennent entre 30 et 300 colonies (en surface et dans la masse),
On compte toutes les colonies de tailles et de formes différents (Bourgeois et Leveau, 1991).

(Figure 11, Annexe 1V) La moyenne du dénombrement est réalisée selon la formule
suivante :

1,1d
N : nombre de micro-organismes par ml.

¥ ¢ : est la somme des colonies comptées sur les deux premiéres boites retenues successives.

d : la dilution a partir de laquelle les premiers comptages ont été obtenus.
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Tube N°1 Tube N°2 Tube N°3 Tube N°4 Tube N°5

Lait non dilué. o
Dilution 101 Dilution 102 Dilution 103 Dilution 10-¢ Dilution 10-5

=
(5

— U U U U U

1 ml 1 ml 1 ml 1 ml 1 ml 1ml

Boites de pétri vides et stériles.

O O O000O

-Ensemencement en profondeur sur milieu PCA.

-Ajouter environ 12 a 15 ml de gélose de PCA.

-Laisser solidifier sur paillasse.

-Ajouter une double couche de 5 ml.
-Incuber a 30°C, 24, 48 et 72h.

-Dénombrer les colonies lenticulaires en masse.

Figure 10 : Diagramme de Recherche et dénombrement des germes aérobies a 30°C.
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1.6.4. Recherche et dénombrement des coliformes fécaux a 44°c et Escherichia coli

Les coliformes fécaux sont des entérobactéries qui possédent la capacité de se
multiplier & 44°C ainsi que la propriété de fermenter le lactose en présence de sels biliaires.
Escherichia Coli fait partie de ce groupe et possede en plus la propriété de produire de
I’indole a partir du tryptophane a 44°C. La présence des coliformes fécaux dans le lait cru est
un indice de contamination fécale (Lapied et Petransxiene, 1981).

e Mode opératoire

o 1°"étape: I’inoculation (test présomptif).
L’ensemencement se fait en profondeur.

1. Aprés identification des boites, déposer stérilement 1 ml chaque dilution (107, 107?,
10,10 10"°).homogénéiser.

2. Couler 12 a 15 ml de gélose VRBL fondue au préalable et refroidie dans un bain d’eau
a 45°C ou dans une étuve a 50°C.

3. Mélanger en maintenant la boite couverte sur la surface de la table, lui faire décrire 6
cercles, dans le sens des aiguilles d’une montre, puis 6 cercles en inverse, ensuite 6
« allers et retours » de haut en bas et 6 autres de gauche a droite en prenant garde de
ne pas faire d’éclaboussures, puis laisser refroidir.

4. Rajouter 5 ml de la gélose VRBL.

Placer les boites de Pétri retournées dans une étuve a 44°C pendant 24h, 48h (figure 12).

e Lecture
Apres la période d’incubation, procéder au comptage des colonies caractéristiques de

coliformes totaux (violacées, d’un diametre de 0.5 mm au plus et entourées d’une zone
rougeatre dle a la précipitation de la bile) (voir la figure 14 Annexe V).

e Dénombrement
Retenir pour le comptage la boite contenant entre 15 a 150 colonies.
Calcul du nombre des colonies par millilitre.

La moyenne de dénombrement est réalisée selon la formule suivante:
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xcC

1,1d
N : nombre de micro-organismes par ml.
¥ ¢ : lasomme des colonies comptées sur les deux boites retenues.

d : la dilution a partir de laquelle les premiers comptages ont été obtenus.

o 2™ étape

Repiquage sur milieu de confirmation (test confirmatif)

Prendre quelques colonies dans les boites pétries positives de la recherche des coliformes
fécaux de 1% ¢tape, et I’introduire dans des tubes de bouillon Schubert avec cloche de

Durham puis incuber a 37°C pendant 24h. (Figure 13).
e Lecture

Considérer comme positifs les tubes ou se manifestent une croissance bactérienne et un

dégagement de gaz dans la cloche.
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Tube N°1 Tube N°2 Tube N°3 Tube N°4
Dilution 10-1 Dilution 10-2 Dilution 103  Dilution 10-4 Dilution 10-5

= N
(=

- U oUuU Y

1ml 1ml 1 ml 1 ml 1 ml

Boites de pétri vides et stériles

O O0OC

-Ensemencement en profondeur sur milieu VRBL.

-Ajouter environ 12a 15 ml de gélose de VRBL.

-Laisser solidifier sur paillasse.

-Ajouter une double couche de 5 ml.
-Incuber a 44°C 24, 48h.

-Dénombrer les colonies lenticulaires en masse.

Figure 12 : Diagramme de Recherche et dénombrement des coliformes fécaux a 44°C.

(Test présomptif).
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Introduire quelques colonies dans

des tubes de bouillon Schubert avec
cloche de Durham.

Une boite pétrie positive de la 4
recherche des coliformes
fécaux.

|

v
!

10 ml de bouillon
Schubert avec
cloche de Durham.

Incuber a 37°C pendant 24h.

—C

\

Tube positif
production de
gaz.

!

Quelques gouttes de
réactif de KOVACS.

—

\

Tube négatif. —»

(Jnewayuod 3say],)

Figure 13 : Diagramme présente le test confirmatif et méthode de Recherche d’Escherichia

Coli.
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+* Recherche et dénombrement d’Escherichia coli

La présence d’indole est le caractére recherché pour la confirmation de la recherche

d’Escherichia Coli.

e Mode opératoire

Ajouter 2 a 3 gouttes de réactif de Kovacs au tube contenant le bouillon Schubert

avec la cloche du Durham positif pour la révélation de I’indole.

e Lecture de résultats

Les résultats est positif lorsqu’il y’a virage de couleur et production de gaz dans la

cloche de Durham, et I’apparition d’anneau rouge en surface. (Figure 15, Annexe V).

La lecture finale se fait selon les prescriptions de la table NPP de Mac Grady.

I. 6.5. Recherche et dénombrement des streptocoques fécaux
Les streptocoques fécaux sont denombrés par la technique du NPP (nombre plus

probable) a I’aide de deux milieux de culture (Rothe et Eva Litsky). Cette méthode fait appel

a deux tests consécutifs a savoir :

= Test de présomption (réaction positive en 48h a 37°C).

= Test de confirmation (réaction positive en 24h a 37°C).
1.6.5.1. Test de présomption
e Mode opératoire

Préparation dans un portoir d’une série de 09 tubes contenant le milieu sélectif de
Rothe (10 ml) a raison de trois tubes par dilution.

A partir des dilutions décimales 10 & 103, porter aseptiquement 1 ml dans chacun
des trois tubes correspondant a une dilution donnée comme I’indique la figure 16, puis

mélanger soigneusement et doucement le milieu. L’incubation se fait a 37°C pendant 24h a

48h.
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e | ecture

Seront considérés comme positifs, les tubes présentant un trouble avec ou sans dépot
blanchatre di a la croissance bactérienne. Ces derniers feront systématiquement 1’0object d’un

test de confirmation, il n’ya pas de dénombrement a ce niveau. (Figure 17 Annexe V).
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Test de présomption a partir des dilutions décimales :

Dilution 10-1

3x 1ml

<
C

\J

Dilution 10-2

3x 1ml

Dilution 10-3

3x 1ml

7N AN

\J

\J

\J

\J

VoY

—

Milieu de Rothe (10ml)
Incubation a 37°C pendant 24h a 48h.

\J

\J

-+

Figure 16 : Diagramme de la méthode de recherche et dénombrement des streptocoques

fécaux (test de présomption).
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1.6.5.2. Test de confirmation
e Mode opératoire

Ce dernier consiste a repérer et a numéroter les tubes positifs sur milieu de Rothe qui
feront I’objet d’un repiquage (2 a 3 gouttes) sur milieu Eva Lytski, a I’aide d’une anse

bouclée. L’incubation se fait a 37°C pendant 24h. (Figure 18)
e Lecture et interprétation

Seront considérés comme positifs, les tubes présentant a la fois :
-Un trouble microbien.

-Une pastille blanchétre au fond du tube die & la croissance bactérienne (Figure 19 Annexe
V).

-La lecture finale se fait selon les prescriptions de la table NPP de Mac Grady.
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v VU U

N 3 - + +

— —
Repiquage 2 a 3 gouttes sur milieu Eva Lytski (5ml).

10" 10* 107

\J v \J

\J

\

\V

+

) U

Incubation a 37°C pour 24 h.

l oo

Y 2 AL

2 0

10°

10°

W

AL

0

Figure 18: Diagramme de la méthode de recherche et dénombrement des streptocoques

fécaux (test de confirmation).
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1.6.6. Recherche et dénombrement de Staphylococcus aureus
Staphylococcus aureus a coagulase positive est la principale espece bactérienne

entérotoxinogéne. En effet I’ingestion d’enterotoxines staphylococciques présentes dans les
aliments provoque un syndrome gastro-intestinal ou toxi-infection alimentaire (T | A) a

staphylocoques (Bourgeois et al., 1996).
e Mode opératoire
Préparation des milieux d’enrichissement :

Au moment d’emploi, ouvrir aseptiquement le flacon de 180 ml contenant le milieu
Giolliti Cantoni pour y ajouter 2.8 ml de solution de tellurite de Potassium, mélanger

soigneusement, le milieu est prét a I’emploi.

Préparation dans un portoir une série de 05 tubes a vis stériles, contenant 15 ml du

milieu d’enrichissement (bouillon Giolitti Cantoni) a raison d’un tube par dilution.

A partir des dilutions décimales 10™ & 10, porter aseptiquement 1 ml dans chacun
des Cinq tubes correspondant a une dilution donnée comme 1’indique la figure 20, puis

mélanger soigneusement et doucement le milieu.
L’incubation se fait a 37°C pendant 24h a 48h.
e Lecture
Seront considérés comme positifs, les tubes ayant viré au noir (Figure 21).

Pour s’assurer qu’il s’agit bien d’un développement de staphylococcus aureus, ces
tubes feront I’objet d’un isolement sur gélose Chapman préalablement fondue, coulée en

boites de pétri et bien séchée.

Les boites de Chapman ainsi ensemencées seront incubées a leurs tour a 37°C pendant 24h a
48h Apres ce délai, repérer les colonies suspectes a savoir celles de taille moyenne, lisses,

pigmentées en jaune.
o Confirmation par essai de coagulase :

Prélever les colonies suspectes puis les ensemencer dans 1ml de TSE et en ajoute 1

ml du plasma humain, le volume total de 2 ml incuber & 37°C de 02 a 24h.
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° Lecture

L’épreuve est reconnue positive lorsque le coagulum occupe plus % du volume

initial. La moyenne de dénombrement est réalisée selon la formule suivante :
N=1x (1/d)

N : nombre de micro-organismes par ml.

d : la dilution a partir de laquelle les premiers comptages ont été obtenus.
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10

10

l 1

)

10

l 1ml

U

v

-37°C 2h & 48h.

10"

10°

——

15 ml du bouillon Giolitti Cantoni.
Incubation a 37°C pendant 24h a 48h.

U

-Isolement sur gélose Chapman.

37°C
Préléevement 2h-24h
de colonie
suspecte
1ml Eau physiologique+

1 ml du plasma humain.

U

\V

-Apparition d’un
coagulum dans les
% du volume
initial dans le cas
d’une réaction
positive.

Figure 21 : Diagramme de la méthode de recherche et dénombrement de staphylococcus

aureus.
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1.6.7. Recherche et dénombrement des Clostriduim sulfito-réducteurs
Les clostridium sulfito-réducteurs sont considérés comme germes témoins de la

contamination.
e Mode opératoire

Cette méthode consiste en la recherche et le dénombrement des bactéries
d’anaérobiose des bactéries sulfito-réducteur, ces derniéres forment en anaérobiose, des

colonies caractéristiques noires.
Préparation du milieu :

En moment de I’emploi, faire fondre le flacon contenant 225 ml de gélose viande foie,
le refroidir ensuite a 45°C, puis ajouter une ampoule d’Alun de fer et une ampoule de sulfite
de sodium. Mélanger soigneusement, le milieu est ainsi prét a 1’emploi, mais il faut le
maintenir dans une étuve a 50°C jusqu’au moment de I’utilisation sans le conserver plus de
24h.

Ensemencement :
Les tubes contenant de lait et les dilutions seront soumis :

= D’abord a un chauffage a 80°C pendant 8 a 10 minutes.
=  Puis a un refroidissement immédiat sous I’eau du robinet, dans le but d’éliminer les

formes végétatives et de garder uniquement les formes sporulées.

A partir de ces tubes, porter aseptiquement 1 ml de chaque tube (lait, 10, 102) dans un tube &
vis stérile, puis ajouter environ 15 ml de gélose VF préte a I’emploi, dans chaque tube. Laisser

solidifier sur la paillasse pendant 30 minutes.
L’incubation se fait a 46°C pendant 24h a 48h (Figure 22).

e Lecture

-La lecture est effectuée par comptage de colonies caractéristiques (entourées d’un halo noir).
-Retenir pour le comptage le tube contenant entre 15 a 150 colonies.

-Calculer de nombre des colonies par millilitre.
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-La moyenne de dénombrement est réalisée selon la formule suivante :

>cC

1,1d
N : nombre de micro-organismes par ml.
¥ ¢ : lasomme des colonies comptées sur les deux tubes retenues.

d : ladilution a partir de laquelle les premiers comptages ont été obtenus

Lait 10" 10°
-un chauffage a 80% C
] pendant 8 a 10 min. U
-refroidissement
immédiat sous ’eau du
U robinet.
1ml l Iml l l 1ml

15 ml de la gélose de viande

] foie
Incubation a
U 46°C pendant l

l 24h & 48h.

& \/ \/

Figure 22: Diagramme de la méthode de recherche et dénombrement des Clostriduim sulfito-

réducteurs.
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Il. Résultats et interprétations

11.1. Résultats

L’ensemble de nos résultats bactériologiques est resumé dans le tableau ci-dessous :

Tableau 04: Résultats globaux des analyses bactériologiques de nos prélevements

analysés.(UFC/ml)

G.a30° CF S.aureus | Strepto. E.Coli CSR
(UFC/mI)
(UFC/ml) | (UFC/ml) (UFC/ml) (UFC/ml) | (UEC/mI)

1 1,1x10% Abs 10 Abs Abs Abs
2 1,6x10° 7,1x10° 10° 1,5x10° Abs Abs
3 2,2x10" 1,3x10° 10° 1,5x10 1,5x10 Abs
4 1,9x10° 1,2x10° 10° 1,1x10° 9 Abs
5 4,1x10° Abs Abs 4 Abs Abs
6 9,5x10* 1,5x10° 10 1,1x10° Abs Abs
7 4,9x10° 1,5x10° Abs 1,4x10° Abs Abs
8 1,1x10* Abs 10° 2,9x10 Abs Abs
9 3x10* 7,2x10° Abs 1,4x10° Abs Abs
10 2,8x10" 10* 10° 2,1x10? Abs Abs
11 2,7x10° 8,6x10° 10° 1,5x10 Abs Abs
12 Abs 7,2x10° 10° 4,6x10° Abs Abs
13 2,7x10° Abs 10° 2,1x10? Abs Abs
14 1,1x10* 3x10° 10° 1,5x10 Abs Abs
15 2x10° 1,2x10° 10° 1,5x10? 4 Abs
16 1,2x10° 2x10° 10 2,8x10 Abs Abs
17 2,3x10° 3,4x10? 10° 2,4x10? Abs Abs
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18 10° 5,2x10° 10° 7,5x10 Abs Abs
19 1,6x10° 2x10° 10° 7,5x10 Abs Abs
20 2,6x10° 3x10" 10° 1,5x10 4 Abs
moyenne 1,7 x10° 2.1x10* | 1.5x10" 2,9x10° 1,6 Abs
écart type 4,9x10° 4,5%10" 3,6%10" 4,5%10° 3,9 Abs

G a 30° : germes a 30°, CF: coliformes fécaux, S. aureus: staphylococus aureus, Strepto f.:

Streptocoques fécaux, E.Coli: Escherichia Coli, CSR: clostriduims sulfito-réducteurs.

11.2. Interprétation des résultats

L’interprétation a été réalisée en référence aux normes établies par I’arrété
interministériel du 27Mai 1998.

Tableau 05: Tableau récapitulatif des résultats de 1’analyse bactériologique.

Germes recherchés

Lait cru selon les normes

(j.0, 1998) « m » (UFC/mI)

Moyenne (UFC /ml)

Germes aérobies & 30°C 10° 1,7 *10°
Coliformes fécaux 10° 2.1*10"
Escherichia Coli Absence 1,6
Streptocoques fécaux Absence / 0,1ml 2,9%10°
Staphylocoques aureus Absence 1.5*10°
Clostridium sulfo- 50 Absence

réducteurs a 46°C

Selon le journal officiel (27/05/1998) cette interprétation a été faite selon trois classes dont le

principe fixe trois niveaux de contamination, a savoir :

e Celle inferieure ou égale au critere « m » qualité satisfaisante :

<3m en milieu solide.
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<10m en milieu liquide.

e Celle compris entre le critére « m » et « M » qualité acceptable.

e Celle supérieur au seul « M » qualité non satisfaisante.

11.2.1. Application pratique
1- La qualité du lait cru considérée comme satisfaisante ou acceptable en application de

I’article de I’arrété du 23 juillet 1994, si aucun résultat ne dépasse M.

Avec : M= 10m en milieu solide ; M=30m en milieu liquide.

2- Laqualité du lait cru considérée comme acceptable quand les valeurs observées sont

inferieurs a 3m en milieu solide ou inférieur a 10m en milieu liquide.

3- Laqualité du lait cru considérée comme non satisfaisantes quand les résultats obtenu

sont supérieure a M.

4- Mes expressions :

-« absence » : les résultats considérés comme satisfaisantes.

-« présence » : les résultats considerés comme non satisfaisantes. Dans ce cas le

produit est considéré comme impropre a la consommation.

11.2.2. Les moyennes du dénombrement microbiologique du lait

Tableau 06 : taux de contamination moyens des échantillons de lait cru analysés pour les six

indicateurs bactériens (Par Log;o UFC/ml).

Logio(Germes | Logio(CF) | Logio(s.aureu | Logig(stript. | Logio(E.coli)/ | Logio(CSR)
a3o°c)/mi )/ml Fécaux)/ml mi /ml
/ml
Les normes 5 3 Abs Abs Abs 1,7
selon J.0.
Moyenne+
écarttype | 6,2216,68 4,31+4,66 | 4,204,557 | 2,47+2,66 | 0,16+0,59 Abs
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Logio UFC/ml

3 2,47
> 1,7
1
0 0 0 LAlE 0

8]

Germes Coliformes s.aureu striptrept, E.coli CSR Des germes

az3o féecaux Fecaux recherchés
M Les normes selon J.O. [ | m Moyennex ecart type

Figure 23 : Histogramme de contamination moyenne des échantillons de lait cru analysés

pour les six indicateurs bactériens.

11.2.3. Interprétation des résultats des Germes a 30°C
-Les valeurs observées sur les échantillons : 1, 2, 5, 6, 8, 9, 10, 11, 12, 14, 15, 18 et 20 sont

inférieures a 3m, donc ils sont de qualité satisfaisante.

-La valeur observée sur I’échantillon : 7 est comprise entre 3m et 10m (M), donc il est de

qualité acceptable.

-Les valeurs observées sur les échantillons : 3, 4, 13, 16, 17 et 19 sont supérieurs a 10m (M),

sont de qualité non satisfaisante.

Tableau 07: taux de contamination par des germes & 30°C:

Satisfaisante Acceptable Non Totale(%0)
satisfaisante
Germes a 30°C 65% (13) 5% (1) 30% (6) 100% (20)
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M satisfaisante macceptable non satisfaisante

5%

Figure 24: Diagramme des taux de contamination par les germes a 30°C.

Tableau 08: Moyenne du dénombrement des Germes a 30°C.

La norme selon J.O. Moyenne

Logio (Germe a 30°c)/ml 5 6.22

Log10 (Germe a 30°c)/ml

7 -
6 -
5 -
4 A M Lanorme selon J.O.
3 -
2 - B Moyenne
l -
0 T 1
Lanorme Moyenne
selon J.0.

Figure 25: Histogramme du Moyenne du dénombrement des Germes a 30 °C.

11.2.4. Interprétation des résultats des coliformes fécaux

-Les valeurs observées sur les échantillons: 1, 2,5, 6, 7, 8, 11, 12, 13, 14, 16, 17, 18 et 19 sont
inférieures a 3m, donc ils sont de qualité satisfaisante.

-Les valeurs observées sur les échantillons : 9 et 10 sont comprises entre 3m et 10m(M) sont

de qualité acceptable.
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-Les valeurs observées sur les échantillons : 3, 4, 15 et 20 sont supérieur & 10m (M) sont de
qualité non satisfaisante.

Tableau 09: Taux de contamination des coliformes fécaux.

Satisfaisante Acceptable Non Totale(%0)
satisfaisante
Coliformes F. 70% (14) 10% (2) 20% (4) 100% (20)

M satisfaisante macceptable m®non satisfaisante

Figure 26: Diagramme des taux de contamination par les coliformes fécaux.

Tableau 10: Moyenne du dénombrement des Coliformes fécaux.

La norme selon J.O. Moyenne

Logio (Coliformes fécaux)/mi 3 4,31

Log10 (Coliformes fécaux)/ml

3 - ® Lanorme selon J.0.

B Moyenne

Lanorme selon J.O. Moyenne

Figure 27: Histogramme du Moyenne du dénombrement des Coliformes fécaux.
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11.2.5. Interprétation des résultats des Staphylococcus aureus

-Les valeurs observeées sur les échantillons: 5, 7et 9 sont des résultats négatifs, donc sont de
qualité satisfaisante.

-Les valeurs observées sur les échantillons:1, 2, 3, 4, 6, 8, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18,
19 et 20 sont des résultats positifs, donc de qualité non satisfaisante.

Tableau 11: Taux de contamination par les Staphylococcus aureur .

Satisfaisante Non Totale(%0)

satisfaisante

S. aureus (3) 15% (17) 85% 100% (20)

m satisfaisante M non satisfaisante

Figure 28: Diagramme des taux de contamination par Staphylococcus aureus.

Tableau 12: Moyenne du dénombrement des Staphylococcus aureus.

La norme selon J.O. Moyenne

Logio (Staphylococcus Abs 4,20
aureus)/ml
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Logl10 (Staphylococcus
aureus)/ml

M Lanorme selon
J.0.

B Moyenne

Q P MW R Ww;

La norme Moyenne
selon J.O.

Figure 29: Histogramme du Moyenne du denombrement des Staphylococcus aureus

11.2.6. Interprétation des résultats des Streptocoques fécaux

-La valeur observée sur I’échantillon: 1 est un résultat négatif, donc il est de qualité

satisfaisante.

- Les valeurs observées sur les échantillons:2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17,

18, 19 et 20 sont des résultats positifs, donc de qualité non satisfaisante.

Tableau 13: Taux de contamination par les streptocoques fécaux.

Satisfaisante Non Totale(%o)
satisfaisante
Streptocoques fécaux (1) 5% (19) 95% 100% (20)

m satisfaisante  m non satisfaisante

5%

Figure 30: Diagramme des taux de contamination par streptocoques fécaux.

Tableau 14: Moyenne du dénombrement des streptocoques fécaux.
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La norme selon J.O. Moyenne
Logao (streptocoques Abs 2,47
fécaux)/ml
Log10 (streptocoques
fécaux)/ml
2,5 1
2 7 M Lanorme selon
L5 1 J.0.
1 -
H Moyenne
0,5
-
0 . .
Lanorme Moyenne
selon J.0.

Figure 31 : Histogramme du Moyenne du dénombrement des streptocoques fécaux.

11.2.7. Interprétation des résultats d’Escherichia coli

-La valeur observée sur I’échantillon:1,2,5,6,7,8,9,10,11,12,13,14,16,17,18 et 19 sont des

résultats positifs, donc de qualité satisfaisante.

-Les valeurs observées sur les échantillons:3, 4, 15 et 20 sont des résultats positifs, donc de

qualité non satisfaisante.

Tableau 15: Taux de contamination par Escherichia coli.

Satisfaisante Non Totale(%0)
satisfaisante
Escherichia coli 80% (16) 20% (4) 100% (20)
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m non satisfaisante

m satisfaisante

Figure 32: Diagramme des taux de contamination par Escherichia coli.

Tableau 16 : Moyenne du dénombrement d’Escherichia coli.

La norme selon J.O. Moyenne
Logio (Escherichia coli)/ml Abs 0,16
Log10 (Escherichia
coli)/ml

0,2
0,15 ® Lanorme selon

0.1 J.0.
0,05 B Moyenne

0 == .

Lanorme Moyenne
selon J.O.

Figure 33: Histogramme du Moyenne du dénombrement d’Escherichia coli

11.2.8. Interprétation des résultats des Clostridium sulfito-réducteur
Les résultats observés dans nos échantillons sont de qualité satisfaisante.

Satisfaisante Non Totale(%0)
satisfaisante
CSR 100% (20) 0% (0) 100% (20)

Tableau 17: Taux de contamination par les Clostriduim sulfito-réducteur.

58



Chapitre Il : Résultats et discussions.

m satisfaisante  m non satisfaisante

0%

Figure 34: Diagramme des taux de contamination par les Clostriduim sulfito-réducteur.

Tableau 18: Moyenne du dénombrement des CSR.

La norme selon J.O. Moyenne
Logio (CSR)/mI 1.7 Abs
Log10 (CSR)/ml
2 -
L5 1 B Lanorme selon
1 4 1.0.
0,5 - B Moyenne
—
0 T 1
Lanorme Moyenne
selon J.O.

Figure 35: Histogramme du Moyenne du dénombrement des CSR.

11.2.9. Les Analyses statistiques

Les résultats de différentes analyses ont été traités par le test KHI-DEUX (logiciel Stat View

5.0 - SAS Institute) :
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Tableau 19 : Les résultats de différentes analyses ont été traités par le test KHI-DEUX .

Germes Les normes selon Les moyennes Peal
J.0 1998 (UFC/ml) (UFC/mI)
Germes & 30°C 10° 1,7 x10° 0,8238
Coliformes fécaux 10° 2.1x10* 0,1153
Staphylococcus Abc 1.5x10* <0.0001 (***)
aureus
Streptocoques Abc 2,9%10° <0,0001 (***)
fécaux
Escherichia Coli Abc 1,6 0.1250
CSR 50 Abc <0.001

Ce teste consiste a calculer une valeur (Pcy) pour les 20 échantillons de chaque germe, celle-ci
sera comparé a la valeur théorique(P;) qu’on retrouve dans la table statistique de Student a (n)

degré de liberté.

Dans le cas ou : P,>0.05 : 1a différence n’est pas significative donc le résultat est conforme.
P2<0.05 : la différence est significative donc le résultat est non conforme,(*)

P.a<0.01 : la différence est tres significatif.(**)

P.a<0.0001 : la différence est trés hautement significatif.(***)

11.3. Discussion

Nous avons constaté sur terrain que 1’état d’hygiéne de nos élevages ciblés, la
négligence du nettoyage, la désinfection des locaux et du matériel d’élevage influencent a
cout sdr sur la santé des vaches et la qualité du lait produit et mis a la consommation. D’ou
I’intérét de connaitre 1’état de contamination de ce lait et son influence sur la santé publique;
c’est dans cette prospective que nous nous somme intéressés a 1’¢tude de la qualité

bactériologique du lait cru récolté au niveau de 20 fermes dans 10 communes de la région de
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Bouira et les environs, ceci en utilisant des méthodes normalisées, fixées par la

réglementation.

Apres I’analyse des 20 prélévements réalisés au niveau des 20 fermes et en
comparaison avec les normes Algériennes en vigueur, nous avons obtenu les résultats

suivants:

Le dénombrement des Germes a 30°C est un indicateur utile pour surveiller les conditions
hygiéniques de lait cru, mais leur dénombrement ne pourrait pas indiquer la source directe de
contamination, telle qu’une infection de la mamelle (les mammites restent toujours la

principale cause de contamination du lait cruy).

Nous avons retrouvé un taux de contamination de 30%, 1’ordre de 6.22+6.68 (log;o UFC/mI)
ce qui correspond au 3™, 4°™ 13%M 16°Me 17°Me et 19°™ prélévements, ce ci indiquerait une
contamination de lait immédiatement apres la traite, suite a une mauvaise hygiene du milieu
ou lors de la présence des mammites subclinique. Ce résultat rejoint celui retrouvé par
Sahraoui (2009), qui est Iordre de 31,55%.et (<10° UFC/ml) recherché sur milieu PCA &
30°C ont été rapportés par Bazzize D. (2006), ou elle a observé que 81% de lait analysé est

non- satisfaisant.

Dans les échantillons, ou il y a un dépassement des normes, le lait est impropre a la

consommation.

Les coliformes fécaux, quant a eux, sont considérés comme des témoins de 1’hygiéne de traite

en raison de leur origine fécale ( Jeusier X. et Cohen- Morelle,1986).

Nos résultats révelent un taux de ’ordre de 4,31+4,66 (LogioUFC/mI) correspondant a 20%

de la contamination globale, ce qui pourrait étre dlie a une contamination fécale.
Ce résultat rejoint celui retrouvé par Bazzize D. (2006) qui est de I’ordre de 26,22%.

On ne constate pas d’augmentation des coliformes fécaux pendant le transport, ceci étant dd
aux bonnes conditions de conservation du lait cru 4°c, sachant que le trajet ne dépasse pas 2

heures.

Nous avons constaté la présence de streptocoque avec un taux de contamination de 1’ordre de
2,47+2,66 (Logio UFC/ml) correspondant & 95% de contamination, ceci indiquerait la

présence des mammites.
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Pour les staphylococcus aureus (S- aureus) 1’ensemble des résultats révelent que 17 sur les 20
prélevements correspondent a un taux de contamination de ’ordre de 4,204+4,57 Logio
UFC/ml. Ces résultats sont liés au passage des staphylocoques d’environnement et a
I’inflammation de la mamelle. Les résultats de Hamzaoui et Kenane(2005), rapportaient un
taux de 0% alors que Sahraoui er Bellal (2009) retrouvent un taux de contamination de 1’ordre
de 30,22%.

85% des échantillons sont de qualité non satisfaisante.

Pour I’Escherichia coli nous retrouvons un taux de 1’ordre de 0,16+0,59 Logio UFC/ml. 20%
des échantillons sont de qualité non satisfaisante, ce qui pourrait étre ddie a une contamination

fécale ou a la présence d’une mammite.

Pour les Clostridium sulfito- réducteur, le résultat ne dépasse pas les normes, satisfaisant a
100%. Le lait analysé est dépourvu de Clostridium sulfito-réducteur donc il est conforme a la
norme du J.O.R.A(1998) qui est égale a 50 UFC/ml. Clostridium sulfito-réducteur est
responsable de gastro-entérites, se retrouve dans le sol, les eaux et dans I’intestin de ’homme
et des animaux. Les Clostridiums sont donc capables de survivre dans 1I’environnement et de
contaminer n’importe quel type d’aliment ou matériel si les conditions d’hygiéne et de

stérilisation ne sont pas respectées (LEBRES, 2002).

Les résultats obtenus révelent la présence des germes a 30°C, des coliformes fécaux,
d’Escherichia Coli, des streptocoques fécaux, des staphylococcus aureu,s ce qui peut étre di
a un manque de nettoyage et de désinfection des locaux et des sanitaires, et/ou une
inflammation des mamelles. C’est ainsi qu’un lait hautement contaminé représente un danger

pour la santé humaine et une entrave a la transformation en industrie laitiere.

L’analyse statistique a permis de mettre en évidence que 1’apparition des
staphylococcus aureus et streptocoques fécaux dans le lait cru est significative hautement non

conforme a la consommation humaine (p < 0,0001).

Les niveaux de contamination obtenus au cours de notre etude montrent que la
contamination de la plupart des fermes dépasse les normes imposees par la reglementation

nationale en vigueur d’ou le fait que leurs laits sont de qualité non satisfaisante.
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Conclusion et perspectives

A la lumiére de cette étude, il apparait que 1’importance de la charge bactérienne du
lait cru prélevé au sein de certaines exploitations bovines laitiéres de Bouira n’est que le
résultat de contaminations et multiplications successives associées a certaines mammites, non
ou mal traitées , aux mauvaises conditions hygiéniques et au non respect de la température
lors de la traite a la ferme.

La présence de germes responsables d’intoxication alimentaire tels que
Staphylococcus. aureus a 85%, et Streptocoques fécaux a 95%, peut devenir un probléme de
santé publique majeur, méme par la suite, pour le lait traité thermiquement si des mesures ne
sont pas prises pour éviter les contaminations. La qualité hygiénique du lait cru a la vente peut
étre également améliorée par I’instauration d’une politique de tracabilité et de bonnes
pratiques pour [’utilisation des antibiotiques dans la filiere laitiére afin d’assurer I’hygieéne
durant toute la chaine de production du lait.

En matiére de qualité microbiologique, la situation parait plus préoccupante malgré la
diversité des situations.

Il va de soit que la modernisation des élevages reste a inscrire comme un leitmotiv des
programmes de développement. Cette modernisation doit se baser sur la remise en état des
installations des élevages qui restent trop vétustes (batiments, matériel, ustensiles, cuves...).
Elle doit aussi couvrir le volet formation, trés important pour inculquer aux éleveurs et aux
personnels de la filiére, les comportements nécessaires pour produire et accompagner ce
produit biologique pur et fortement périssable.

Suite a notre étude qui a montré les déficits pour qu’un programme d’
approfondissement puisse avoir lieu afin de renforcer les bonnes pratiques d’hygiéne (BPH)
et de fabrication (BPF), et surtout les approfondir selon le codex alimentaire permettant un
suivi rigoureux et individuel (contrdle de performances individuel). Ce plan pourrait alors

guider au mieux les pouvoirs responsables du développement de la filiere lait en Algérie.
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Annexe |

Tableau 2 : Tableau du lieu et date d’échantillonnage du lait cru.

N° de Etat
prélevement hygiénique
Date Ferme ou Race L’age constaté de la

élevage. ferme

01 14-03-2017 | Bir-ghbalou | Montbéliard 60 mois Mauvais

02 Souk el Holstein 36 mois Mauvais
khemisse

03 Ain bessame | Montbéliard 36 mois Mauvais

04 90-03-2017 Ain hdjer Montbéliard 80 mois Mauvais
(Bouira)

05 El khabozia Brun de 80 mois Mauvais

’atlas
05-04-2017

06 Bir-ghbalou | Montbéliard 48 mois Mauvais

07 Bir-ghbalou Holstein 60 mois Mauvais

08 05-04-2017 El kraimia Race local 36 mois Mauvais

09 El maaichia Holstein 45 mois Mauvais

10 Bir-ghbalou | Montbéliard 60 mois Mauvais

11 Ain hdjer Holstein 36 mois Mauvais

12 06-04-2017" ™ Ain el aloui Rac locale 40 mois Mauvais

13 Wilad zidan Normande 36 mois Mauvais

14 Bir ghbalou | Montbéliard 36 mois Mauvais

15 Rawrawa Brun de 36 mois Mauvais

10-04-2017 Patlas
16 Rawrawa Simmentales 24 mois Mauvais
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17 El hachimia Holstein 46 mois Mauvais
16-04-2017
18 Ain hdjer Holstein 24 mois Mauvais
19 Souk el Holstein 60 mois Mauvais
khemisse
20-04-2017
20 El khabozia Brun de 36 mois Mauvais
I’atlas
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Annexe 11

La Composition des milieux de culture :
1-Solution Eau Peptone Sel (TSE) :
Peptone

Chlorrure de sodium (NaCl)

Eau distillée

2-Gélose PCA :

- Hydrolysat Trypsine De Caséine

- Extrait De Levure

- Glucose

- Agar

- Eau Distillée

1,09
8,50
1000ml

59

2,79

19

9

1000 mi

(Institut pasteur ,2002)

3-Gélose viande —foie -Sulfito- réducteurs ( Gélose viande foie pour germes sulfito —

réducteurs) :

- Extrait viande foie
- Peptone

- Amidon

- Gelose

4-Milieu Giolitti et Cantoni :
- Tryptone

- Extrait de viande

- Extrait de levure

- Chlorure de lithium
- Mannitol

- Chlorure de sodium
- Glycine

- Pyruvate de sodium

5-Gélose de chapman :
Tryptone

Peptone pepsique de viande

30g
29
29
12g

10g
59
59
59
209
59
1,29
39
(Guiraud, 1998).

59
59



Extrait de viande
Mannitol

Chlorure de sodium
Rouge de phénol

Agar-agar bactériologique

19
10g
759

25mg
159

6-Milieu VRBL (Gélose Lactosée Biliée au Cristal Violet au Rouge neutre)

Peptone

Lactose

Désoxycholate de sodium
Chlorure de sodium

Citrate de sodium
Agar-agar

Rouge neutre

Eau distillée

7-Milieu de Roth :
Hydrolysat trypsique de caséine
Peptone bactériologique
Glucose

Chlorure de sodium
Phosphate dipotassique
Phosphate monopotassique

Azide de sodium

109

10g
0,59

59

29
12a15¢g
0,03g
1000ml

12,69
89

59

59
2.79
2,79
0,29
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Annexe 11

8 JOURNAL OFFICIEL DE LA REPUBLIQUE ALGERIENNE N° 35 « owel Nldr 1411
L ; 27 mai 1998
ANNEXE 1
CRITERES MICROBIOLOGIQUES RELATIFS A CERTAINES DENREES ALIMENTAIRES
TABLEAU I
CRITERES MICROBIOLOGIQUES DES LAITS ET DES PRODUITS LATTIERS
PRODUITS n ¢ m
1. Lait cru :
— germes aérobies a 30° C 1 = 10s
— coliformes fécanx 1 e 102
— slreplocoques [écaux 1 — abs/0,Iml
"\ — Staphylococcus aurevs i - || absence
— clostridium sulfito-réducteurs 2 46° C ! o 30
— antibiotiques 1 — abscnce
2. Lait pasteurisé conditionné :
— germes acrobies 4 30° C 1 — 3.70¢
— coliformes : )
* sortie vsine 1 - — 1
* 2 la vente 1 - 10
— coliformes fécaux
* sortie usine 1 — absence
* ala vente 1 e absence
— Staphylococcus aureus 1 —_ 1
— phosphatase 1 — négatif
3. Lait stérilisé et lait stérilisé UHT
(nature et arématisé) :
— germes aérobies a 30° C 5 5 < 10/0,1 ml
— test de stabilité 5 0 négatif
— lest alcool 5 0 négatif
— lest chaleur 5 0 négatif
4. Lait concentré non sucré :
— test de stabilité 5 0 négatif
— test alcool 5 0 negatif
—=1est chaleur 5 0 négatil
ST Lait concentré smeré ;T
— germes aérobies a 30° C 5 2 104
— coliformes 5 0 absence
— Staphylococeus anreus 5 Y absence
— clostridium sulfito-réducteurs a 46° C 5 4] absence
— levures ¢l moisissures 5 0 absence
— Salmonella 5 0 absence
6. Lait déshydraté conditionné (1) :
— germes aérobies 3 30° C 5 2 3108
— coliformes 5 2 5
— Staphviococcus aurets 3 0 absence
— clostridium sulfito-réducteurs 3 46° C 5 0 absence
— levures et moisissures 5 2 50
— Sa[‘mfmle‘la 5 0 ahsence
— antibiotiques 1 0 absence
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Annexe IV

Figure 11 : colonies des germes aérobies & 30°C dans le milieu du PCA.

(Photo personnelle).

Figure 14 : colonies des coliformes fécaux a 44°C dans le milieu du VRBL (Photo
personnelle).
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Figure 15 : Recherche d’Escherichia Coli (Photo personnelle).

Figure 17 : Résultat Recherche des streptocoques fécaux (test de présomption)
(Photo personnelle).
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Figure 19: Résultat de recherche des streptocoques fécaux (test de confirmation)
(Photo personnelle).

Figure 20 : Résultat de recherche de staphylococcus aureus (Photo personnelle).
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Annexe V

Tables NPP (d'aprés la norme ISO 7218 :1996(F))

Nombre de NPP Catégorie lorsque le Limites de confiance
résultats positifs nombre d'essais de

mesures est de 1 pour

le lot considéré >95% >95% >99% >99%
0 0 0 <0,30 0,00 | 094 0,00 1,40
0 0 0 0,30 3 0,01 0,95 0,00 1,40
0 1 0 0.30 2 0,01 1,00 0,00 1,60
0 1 1 0,61 0 012 | 1,70 0,05 2,50
0 2 0 0,62 3 0,12 | 1,70 0,05 2,50
0 3 0 0.94 0 035 | 3,50 0,18 4,60
1 0 0 0,36 1 0,02 | 1.70 0,01 2,50
1 0 1 0,72 2 0,12 1,70 0,05 2,50
1 0 2 1.1 0 04 3.5 0.2 486
1 1 0 0,74 1 0,13 | 2,00 0,06 2,70
1 1 1 1.1 3 04 3.5 02 46
1 2 0 1.1 2 04 3.6 0.2 46
1 2 1 1,5 3 0,5 3.8 02 5,2
1 3 0 1,6 3 0.5 3.8 02 5,2
2 0 0 0,92 1 0,15 | 3,50 0,07 4,60
2 0 1 1.4 2 04 3.5 02 486
2 0 2 2 0 0.5 3.8 02 5,2
2 1 0 1,5 1 0.4 3.8 0.2 5,2
2 1 1 2.0 2 0.5 3.8 0.2 5,2
2 1 2 2,7 0 09 9.4 0,5 14,2
2 2 0 21 1 0.5 4.0 02 5,6
2 2 1 2.8 3 09 9.4 0.5 14,2
2 2 2 3,5 0 09 9.4 0,5 14,2
2 3 0 29 3 08 9.4 0.5 14,2
2 3 1 3,6 0 0.9 9.4 0.5 14,2
3 0 0 2,3 1 0,5 9.4 0.3 14,2
3 0 1 3,8 1 09 10,4 0.5 15,7
3 0 2 6.4 3 1,6 18,1 1,0 250
3 1 0 4.3 1 09 181 0.5 25,0
3 1 1 7.5 1 1,7 19,9 1.1 27,0
3 1 2 12 3 3 36 2 44
3 1 3 16 0 3 38 2 52
3 2 0 8,3 1 1,8 36,0 1,2 430
3 2 1 15 1 3 38 2 52
3 2 2 21 2 3 40 2 56
3 2 3 29 3 9 88 5 152
3 3 0 24 1 44 89 3 152
3 3 1 46 1 9 198 5 283
3 3 2 110 1 20 400 10 570
3 3 3 =110

autres valeurs

non cité dans la table ISO 7218 : 1996 (F)
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Résumé :

Le lait occupe une place prépondérante dans la ration alimentaire des algériens et
apporte la plus grande part des protéines d’origine animale. Acteur clé de I’industrie
agroalimentaire, la filiéere lait connait une croissance annuelle de 8 % en Algérie (Salon
international du lait, 2008).

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

des échantillons de lait cru ont été prélevés dans 20 exploitations laitieres, Ces échantillons
de lait ont été analysés en vue d’apprécier leur qualité bactériologique.
Les résultats ont montré une présence significative de bactéries en trop grand nombre. Les
infections mammaires a staphylocoques représentent la principale source de contamination du
lait a la production. Les germes prévus par les normes nationales ont été recherchés. Les
streptocoques étaient trés éleves au niveau du lait de ces exploitations, les germes a 30°C, les
coliformes fécaux, la teneur des staphylocoques, E.Coli et des CSR sont de I’ordre respectif
95%, 30%, 20%, 85%, 20%, 0%.

Les Staphylococcus aureus se trouvaient en plus grand nombre dans le lait cru avec
streptocoques fécaux.

Ces résultats témoignent d’une qualité alarmante que représentent la commercialisation
et la consommation de lait cru sans traitement thermique, en 1’état ou sous forme de laits
fermentés, afin d éviter les toxi-infections alimentaires humaines qui sont de 1’ordre de 18%de
I’ensemble des TIAC en Algérie.

Mots clés : protéines, lait cru, infections mammaires, les toxi-infections alimentaires.

Summary:

Milk occupies a prominent place in the Algerian food ration, it brings the largest share
of protein of animal origin. A key player in the agri-food industry, the milk sector is growing
at an annual rate of 8% in Algeria (International Milk Exhibition, 2008).

In order to assess the risks associated with the consumption of raw milk from Bouira’s

cows, samples of raw milk were taken from 20 dairy farms. These milk samples were
analyzed in order to assess their bacteriological quality.
The results showed a significant presence of too many bacteria. Staphylococcus mammary
infections are the main source of milk contamination in production (Thieulon, 2005). The
germs prescribed by the national standards were researched. The streptococci were very high
in the milk of these farms, the germs at 30 ° C., the faecal coliforms, the staphylococci, E. coli
and clostridia were of the order 95%, 30%, 20%, 85%, 20%, 0%.

Staphylococcus aureus was found in greater numbers in raw milk with fecal
streptococci.

These results show an alarming quality of marketing and consumption of raw milk
without heat treatment in the state or in the form of fermented milks in order to avoid human
food poisoning, which is on the order of 18% of All the TIACs in Algeria (Hacini.N., 2007)
Key words: proteins, raw milk, breast infections, food poisoning.
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