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INTRODUCTION

Introduction

Les aliments traditionnels font partie du patrimoine socio- culturel de chaque
peuple. Chaque jour, nous vivons des recettes, jadis initiées par nos ancétres, entourées
d’un savoir-faire immémorial et transmises d’une génération a une autre (DENIS P.,
1989). Parmi ces aliments, les fromages traditionnels qui constituent a la fois un bien
culturel et une ressource économique. De nombreuses variétés de fromages sont connues
dans le monde entier. Le fromage a été fabriqué par I’lhomme pendant des siécles a 1’aide
de procédures traditionnelles. La transformation du lait en produits dérivés, comme les

fromages, a été depuis longtemps un moyen traditionnel de conservation (Arvanitoyannis

,2009).

Les fromages traditionnels sont caractérisés par un lien fort avec leur terroir
d’origine et attestent de 1’histoire et de la culture de la communauté qui les produit.Chaque
fromage traditionnel provient de systemes complexes qui lui donnent des caractéristiques
Organoleptiques spécifiques. Ces caractéristiqgues sont liees a divers facteurs de
biodiversité, comme 1’environnement, le climat, la prairie naturelle, la race des animaux,
I’utilisation de lait cru et de sa microflore naturelle, la technologie fromagére s’appuyant
sur le savoir-faire unique des hommes et non pas sur une technologie automatisée, les
outils historiques et enfin les conditions naturelles d’affinage (LICITRA G., 2010).Notre
pays a une tradition bien établie sur les produits laitiers, transmise d’une génération a une
autre a travers des siécles. Le lait, abondant durant certains moments de 1’année est
transformé en produits laitiers pour augmenter sa durabilité et sa valeur nutritive. Plusieurs
produits traditionnels sont connus principalement dans les zones rurales (CLAPCS S. et
MORONE G, 2011).

La qualité du fromage peut étre affectée par des facteurs tels que la contamination
par des agents pathogeénes et leur multiplication, la pollution environnementale.

Les dangers microbiologiques constituent un probleme majeur pour la sécurité
alimentaire dans le secteur laitier, car le lait est un milieu idéal pour la croissance des
bacteries et d'autres agents pathogénes. Ceux-ci peuvent étre introduits dans le lait a partir
du milieu environnant ou des animaux laitiers eux-mémes.Comme des nombreux produits

le fromage traditionnel, de par sa composition, avec une teneur élevée en protéines, lipides,

B

sels minéraux calcium, phosphore et vitamines, est un aliment nutritif mais il devient
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également source potentielle des microorganismes détériorants et pathogenes tels que
(Salmonella, Escherichia coli, Listeriamonocytogenes, Staphylococcus aureus.) Qui
provient de la matiére premiere et peuvent également étre acquis lors de la transformation
du produit, ce qui nous a poussés a réaliser ce travail, dont I'objectif principal est de faire
un recherche etidentification de quelquesbactériespathogénesdansquelquesechantillons du

fromagetraditionnel (klila, fromage de vache, fromage de chévre).

Notre travail s‘articuleautour de deuxparties.La premiére partieconsiste a
unesynthesebibliographiquedanslaquelle la présence des informationssur le fromage.La
deuxiemepartieestconsacré a la méthodeadoptée pour réaliser la partieexpérimentale,

résultats etdiscussions.
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1.1. Définition du fromage :

La dénomination « fromage » est réservé au produit fermenté ou non, affiné ou
non, obtenu a partir de matiéres d’origine exclusivement laitiére, utilisées seules ou en
mélange, et coagulées en totalité ou en partie avant égouttage ou élimination partielle de
I’eau (extrait du décret n°88K-1206 du 30/12/1988).

Selon le codex, le fromage est le produit affiné ou non affiné, de consistance
molle ouSemi-dure, dure ou extra -dure qui peut étre enrobé et dans lequel le rapport
protéines de lactosérum : caséines ne dépassent pas celui du lait (GELAIS S et al .,2002).
la teneur minimale en matiere séche (MS) du produit ainsi defini doit étre de 23 g pour
100g de fromage (FREDOT E.,2006).

1.2. La Composition du fromage

La qualité des fromages dépendent de leur composition, y compris la texture, les
propriétés sensorielles et celles de cuisson. Cette tendance convient aux effets de la
composition sur I'étendue de la solubilisation du calcium, de I'hydratation des protéines, de
I'activité enzymatique (la glycolyse, la protéolyse et la lipolyse) et de la microbiologie.
(GUO M et al., 1997). Cependant, les caractéristiques du fromage obtenu (par exemple les
propriétés de cuisson, la texture, le godt) affectent le niveau d'effet sur la modification d'un
ou plusieurs parametres de composition (LAW B. et TAMIME P.,2010). La richesse des
fromages en maticre grasse (quantité faible de matrice protéique) permet d’avoir des pates
fermes et plus élastiques, tandis que les fromages en faible teneur en matiére grasse sont
plus fermes et moins lisses (quantité élevée de matrice protéique). Il a également été
démontré que les variations dans la teneur en protéines affectent directement la fermeté des
fromages. De méme, le niveau d’eau qui est affectée par les conditions de fabrication des
fromages et par I'évaporation de la surface au cours de la maturation affecte de son tour
grandement la fermeté (ADDEO F.et MASI P.,1992). 1l est difficile d’étudier les effets
exacts des changements ciblés d’un parametre de composition en raison de I’interaction de
ces différents parametres (par exemple humidité, graisses, protéines, pH, calcium total et
rapport entre le calcium soluble et colloidal) (LAW B. et TAMIME P., 2010).
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1.3. La fabrication du fromage comprend trois étapes :

1.3.1. La Coagulation :

La coagulation est 1’étape durant laquelle le lait passe de la forme liquide a 1’état
solide en formant un gel. C’est a ce moment que débute la formation d’un réseau protéique
tridimensionnel (GOUDEDRANCHE H et al .,2001). La coagulation se produit en
résultat de la déstabilisation de I'état micellaire originel de la caséine du lait. Dans la

pratique, cette déstabilisation est réalisée de deux manieres :

e Par voie enzymatique a l'aide d'enzymes coagulantes, en particulier la présure.

e Par voie fermentaire a l'aide de bactéries productrices d'acide lactique (bactéries
lactiques contaminant a I'état naturel le lait ou apportées sous forme de levains).

e Par voie mixte obtenue lorsque le lait présente au moment de la coagulationune
acidité¢ moyenne (pH 6,5 a 5,5) et qu'une dose de présure intermédiaire est utilisée
(10 a 25 ml pour 100 litres de lait en général). Cet éventail de solutions est une des
origines de la diversité fromagere.

e 1.3.2. L’Egouttage :

L’égouttage se traduit macroscopiquement par une élimination du lactosérum qui
s’accompagne d'une rétraction et d'un durcissement du gel. L'égouttage résulte, a la fois,
d'un processus actif, appelé synérese, et de I'aptitude du gel a évacuer le lactosérum occlus.
il ne s'agit pas d'une simple déshydratation. La plus grande partie des éléments solubles du
lait (lactose, sels minéraux) et quelques fractions insolubles mineures (protéines solubles)
sont expulsées du gel avec I'eau (GELAIS S et al.,2002).

1.3.3. L’ Affinage :

L’affinage est un ensemble de réactions enzymatiques qui va progressivement transformer
les constituants du fromage jeune obtenu en fin d’égouttage en une multitude de composés
rendant la pate plus ou moins onctueuse et fondante et lui conférant son aréme et son godt
(GOUDEDRANCHE H et al., 2001). Il correspond principalement a des modifications
de deuxcomposantsmajeurs : protéines et matieregrasses ; protéolyse et lipolysesontdonc
les phénomenes dominants de I'affinage, elles se traduisent par de profondes modifications
de la composition physico-chimique du substrat, et par voie de consequence, de celles de

o
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son aspect, de sesqualitésorganoleptiques, de sadigestibilité et de savaleur nutritive
(RAMET J., 1985).

Les transformations précitées se font par l'intermédiaired'agents de maturation
etprincipalement par les enzymes et les micro-organismes;
leuractivitéestfortementdépendante a la fois de facteurs internes au fromage et des
facteursexternes.Les enzymes responsables de la transformation ont trios origines:
cellesprésentesnaturellementdans le lait, les agents coagulants ajoutés et celles des
différentsmicroorganismesbactériens, levures et moisissures . En agissantsur les
principauxconstituants du lait, le lactose, les triglycérideset les protéines,
ellesmodifientprofondément la texture du fromagejeune et contribuent a former tout un
ensemble de composés qui donnent au fromageaffinésasaveur et son
arome(GOUDEDRANCHE H et al., 2001).
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| .4. La Flore microbienne du fromage :

I .4.1. La Flore originelle :

Le lait contient peu de microorganismes lors d’un prélévement d’un animal sain
(<103 cellules /ml), il s’agit d’une flore saprophyte des canaux galactophores et du pis,
dont des microcoques, des streptocoques lactiques et des lactobacilles. Le lait cru est
protége contre les bactéries par des substances inhibitrices (les lacténines) a action trés
courte (1 h), la flore banale ne présente pas de danger sanitaire mais peut se développer
dans le lait et I’altérer (GUIRAUD J. et GALZY P .,1980).

» Streptocoques lactiques :

Les espéces de streptocoques sont homo- fermentaires strictes, se rencontrant chez
L’Homme et les animaux, la plupart sont saprophytes toutefois certaines d’entre elles
possédent des caractéres pathogenes (Streptococcus pyogenes), ce genre regroupe une
bactérie d’intérét industriel et nutritionnel Streptococcus thermophilusutilisée dans la
Fabrication du fromage (LUQUET F., 1986 et JAMET E., 2009).

» Lactocoques :

Les lactocoques ont un métabolisme homo-fermentaire facultatif (JAMET E.,
2009). Le genre Lactococcus comporte plusieurs espéces et sous especes, dont les plus
importantes sont les espéces suivantes: Lactococcuslactisssp. Lactis, Lactococcuslactisssp.
Cremoris,  Lactococcuslactisssp.  Lactisbiovardiacetylactis.  Certains  caracteres
biochimiques distinguent ces sous especes et biovariants, telle que la production de
diacétyle a partir du citrate, la désamination de l'arginine, la capacité a croitre en présence
de 4% de sel, a pH 9,2et a une température de 40° C (BADIS A et al ., 2004).Les deux
sous especes de Lc. lactis: Lc.lactisssp. lactiset Lc. lactisssp. Cremorisse distinguent
essentiellement par leur capacité acidifiante et leur croissance a 40°C. La sous espéce Lc.
lactisssp. Cremorisest incapable de pousser au-dessus de 37°C. Le biovarLc.lactisssp.
Lactishiovardiacetylactis, utilise le citrate pour produire du diacétyle, de I’acétoine et du
CO,(BADIS A et al., 2005).
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> Lactobacilles :

Le genre Lactobacillus est quantitativement le plus important des genres du
groupe des bactéries lactiques. Il s’agit de bacilles longs et fins (parfois incurvés) souvent
groupés en chaines, immobiles, a sporulés, catalase négative, se développent & un optimum
de temperature situé entre 30 et 40°C. Les lactobacilles ont des exigences nutritionnelles
trés complexes en acides aminés, en vitamines, en acides gras, en nucléotides, en glucides
et en minéraux (KHALID N. M. et MARTH E.H., 1990 ; LECLERC H. et al., 1994).

Les lactobacillus se répartissent en trois groupes selon leur profil fermentaire :
homofermentaires stricts, hétéro fermentaires facultatifs et hétéro fermentaires stricts
(Lb.brevis, Lb.kefir et Lb. Sanfransisco) (TORMO H., 2010).

Les homofermentaires stricts : produisant exclusivement de I’acide lactique a
partir du glucose. Ce groupe est constitué d’environ 25 espéces, la plupart thermophiles
dont Lb. delbrueckii, Lb. acidophilusetLb. helveticus(SUTRA L et al ., 1996).

Les hétérofermentaires  facultatifs:  sontcapables d’utiliser la  voie
hétérofermentaire dans certaines conditions comme une concentration en glucose limitant.
Il est constitué d’une vingtaine d’espéces dont Lb. casei, Lb. curvatus, Lb. sakeet Lb.

plantarum, majoritairement mésophiles (LAURENT S.,1998).

Les hétérofermentaires stricts : ils fermentent les hexoses en acide lactique, en
acide acétique ou en éthanol et CO2. lls dégradent les pentoses en acide acétique et en
acide lactique. Ces bactéries produisant du CO2 lors de la fermentation du glucose et du
gluconate (STREIT F., 2008).

Figure 01: Le genre Lactobacillus (HAMEDI A.R., 2009).
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» Les leuconostocs :

Ce sont des coques lenticulaires en paires ou en chainettes mésophiles, qui
possédent un caractére hétéro fermentaire marqué, avec production d’acide lactique, de
COqet 1’éthanol. Elles sont classées en quatre espéces : Ln mesenteroides, Ln
paramesenteroides, Ln lactiset Ln oenos, (GONZALEZ et al., 2007).

Elles sont responsables de contaminations et d’altérations de divers produits tels
que les boissons acides et sucrés. Elles sont utiles dans certains fromages car elles facilitent
leur ouverture par la production de CO, (KIHEL M., 1996).

| .4.2. La Flore de contamination :

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

» Listeria:
Les bactéries du genre Listeria se présentent sous la forme de petits bacilles a
Gram-positif de forme réguliére arrondis aux extrémités, elles sont mobiles grace a des
flagelles péritriche.Ce sont des bactéries aérobies anaérobies facultatives, catalase positive

et oxydase négative, qui hydrolysent rapidement I’esculine(BOUADJAIB S., 2013).

» Salmonelles :

Ces entérobactéries a Gram négatif sont présentes dans ’intestin de 1’homme et
des animaux. Ce sont des bactéries aéro-anaérobies facultatives, leur survie et leur
multiplication sont possibles dans un milieu privé d’oxygéne et peuvent provoquer les
mémes symptdmes, caractéristiques d’une toxi-infection alimentaire (TCHAMBA C.,
2007).
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» Staphylocoques :

Ce sont des coques a Gram positif, non sporulés et immobiles, ils se trouvent
assez fréquemment dans le lait. Aprés I’ingestion de 1’aliment contaminé, ils provoquent
des intoxications de gravité variable par leur production de toxines thermostables, la
symptomatologie débute dans un contexte non fébrile, en associant vomissements, une
diarrhée aqueuse abondante, des douleurs abdominales et des céphalées. Les toxines

produites par cette bactérie ne sont pas détruites par la cuisson (BECILA A., 2009).

» Escherichia coli :

C’est une entérobactéries lactose +, gazogene, réalisant une fermentation
d’acide99mixte, elle produit de I’indole (GUIRAUD P.,1998). C’est I’hote normal de
I’intestin de I’homme et des animaux a sang chaud, c’est un coliforme fécal, germe
indicateur de contamination fécale dans les aliments (DELARRAS C., 2007). Les
souches d’Escherichia coli sont responsables d’infections chez I’homme: les
enterotoxinogenes, les enteroinvasives, les enterohémorragiques et les enteropathogenes
sont différentes de celles qui constituent 1’espéce dominante de la flore intestinale aérobie
des enfants (DELARRAS C., 2007).
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11.1. Objectif de I’étude :

L’objectif de notre travail est la recherche et I’identification de quelques bactéries
pathogénes dans quelques échantillons des fromages traditionnels (Klila, fromage de

chévre, fromage de vache).
11.2. Présentation de la région d’étude :

De par sa position géographique et ses caractéristiques, la wilaya de Laghouat fait
partie du groupe de neufs wilaya posturale du pays ainsi que des wilaya du sud. Elle est
issue du découpage administratif de 1974 ainsi que celui de 1984.Sa superficie est de : 25
052Km pour une population estimée au 31/12/2010 & 520188 habitants soit une densité
de : 20 ,76Hab /Km sur le plan administratif, la wilaya est composé de 10 Dairas de 24
communes. La principale daira étant Laghouat, qui ne comprend que la commune éponyme
(Monographie., 2007).

Tadjemout
.

Ain Machi

Figure 2:Lacarte géographique de la wilaya de Laghouat.
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11.3.Echantillonnages et prélévements :
Pour réaliser cette étude, nous avons prélevés trois echantillons composés de 5
, E(2):

unités pour chacun a différentes dates dans la ville de Laghouat : E (1) : klila

fromage de chevre, E (3) : fromage de vache.

Matériel et méthode

g

Tableau 01 : Sites et dates desPrélévements.

Figure03 : Fromage de chévre.

Type de o Date des ]
_ Localisation . Poids /g
Echantillons fromage prélevements

_ Region de

Klila 19/04/2021 5x100g
El Laghouat
Fromage de Région de

15/05/2021 5x100g
E2 Chévre Laghouat
Fromage de Région de

31/05/2021 5x100g
E3 Vache Laghouat

11.4. Conservation des échantillons :
Les échantillonssont conservés au maximum 24h & 4C°-6C° avant d’étre analysés.

1 |
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11.5. Les Analyses microbiologiques:

Il .5.1. Préparation de la Suspensionméreet des dilutions décimales:

Dans des conditions stériles, nous avons pesé 10g de fromage et le mettes dans des
flacons stériles contenant 90ml de diluant TSE. Aprés I’avoir mélangé, on obtient la
suspension meérel0™. Ensuite, nous avons préparé unesérie des dilutions décimales en
prenant 1ml de la suspension mere a I’aide d’une micropipette stérile, et on le mit dans
un tube a essai contenant 9ml de TSE stérile, puis mélangé a 1’aide d’un vortex ,nous
obtenons la dilution 10°%,de la méme facon on prépare la dilution 103(1SO 6887.,1999).

03 échantillons(Klila, fromage de chevre, fromage de vache)

iL 10g dans90ml de TSE

Suspensions mére10™

Dilutions décimales dans 9ml de TSE

Dénombrements
Recherche
-Flore totale aérobie mésophile (FTAM) iL

- Coliformes totaux
Salmonelles

-Coliformes thermo tolérant

-Staphylococcies aureus iL

_ Isolement et identification
-E. coli

Figure04: Schéma générale de I’analyse microbiologique.
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11 .5.2. Dénombrement de la flore totale aérobie mésophile :

Pour le dénombrement des germes aérobies. On met 1ml de la suspension mére
10 et dilution 10 au centre de boite de pétri puis on a coulé environ 15 ml de la gélose
PCA+ (ensemencement en masse). Apres on a mélangé soigneusement I’inoculum et on a
laissé les boites se solidifier sur la paillasse, I’incubation se fait a 30 °C pendant 72 h.
(GUIRAUD P., 1998).

Pour les dénombrements, calculs et expressions des résultats, on s’est référé a la
norme 1SO 7218 version 2007 relative aux exigences genérales et recommandations en

microbiologie alimentaire.

e Dénombrement des colonies :
Aprés la période d'incubation mentionnée dans la norme spécifique, procéder au
comptage des colonies (colonies en totalité, colonies caractéristiques ou colonies
présumeées) pour chaque boite contenant moins de 300 colonies (ou tout autre nombre

indigué dans la norme spécifique).

Dans le cas du comptage des colonies caractéristiques ou caractéristiques
présumées, la description des colonies doit étre celle indiquée dans la norme spécifique.
Dans certains cas, les colonies peuvent étre difficiles a compter (par exemple en présence
de microorganismes envahissants). Considérer les colonies envahissantes comme des
colonies uniques. Si moins d'un quart de la boite est envahi, compter les colonies sur la
partie non affectée de la boite et calculer le nombre correspondant a la boite entiere. En
déduire par extrapolation le nombre théorique qui devrait correspondre a la boite entiere. Si
plus d'un quart de la boite est envahi, ne pas procéder au comptage. Considérer également

les colonies envahissantes sous forme de chaines comme une seule colonie.
Expression des résultats :

Pour qu'un résultat soit valable, on estime en général qu'il est nécessaire de
compter les colonies sur au moins une boite contenant au moins 10 colonies [colonies en

totalité, colonies caractéristiques ou colonies répondant aux criteres d'identification].

Calculer le nombre N de micro-organismes présents dans I'echantillon pour essai,

en tant que moyenne pondérée a partir de deux dilutions successives, a l'aide de la Formule

13 ]

suivante :
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~N=—2C

T B T

Ou:
>'C : est la somme des colonies comptées sur les 2 boites retenues de deux
dilutions 2successives et dont au moins une contient au moins 10 colonies;

V : est le volume de I'inoculum appliqué a chaque boite, en millilitres;

d : est la dilution correspondant a la premiére dilution retenue [d = 1 pour un produit

liquide non dilué (échantillon pour essai)].

Arrondir le résultat calculé a deux chiffres significatifs. Pour cela, si le troisiéme chiffre est
inférieur a 5, le chiffre précédent n'est pas modifié; si le troisieme chiffre est supérieur ou

égal a 5, le chiffre précédent est augmenté d'une unite.

Exprimer, de préférence, le résultat comme un nombre compris entre 1,0 et 9,9 multiplié

par la puissance appropriée de 10, ou un nombre entier avec 2 chiffres significatifs.

Rapporter le résultat comme le nombre N de micro-organismes par millilitre (produits

liquides) ou par gramme (autres produits).
11 .5.3. Dénombrement des entérobactéries :

Le dénombrement est effectué sur le milieu VRBG avec ensemencement en masse
de 1ml de chaque dilution (10™ et 10°), I’incubation se fait 4 37 °C pendant 24 h. (1SO
21528-2., 2017).

11 .5.4. Dénombrement des coliformes totaux :

Ce dénombrement s’effectue a ensemencement en masse de 1 ml de la suspension
meére dans des boites de gélose VRBL (gélose lactosé biliée au cristal violet et au rouge
neutre),l’incubation se fait a 37 °C pendant 24 h. (1ISO 4832 ., 2006)

E
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I1. 5.5. Dénombrement des coliformes thermo tolérants :
La numération des coliformes thermo tolérants est effectuée par la méme méthode

d’ensemencement sur le milieu VRBL sauf I’incubation se fait a 44 °C pendant 24 h.

(1S0O4832 ., 2006)
I1 .5.6. Recherche et dénombrement de E .coli :

E. coli sont dénombrés en milieu liquide par la technique de NPP (nombre le plus
probable) sur le bouillon BCPL réparti a raison de 10 ml par tubes munis d’une cloche de

durham, la technique fait appel a deux tests consécutifs a savoir :
- Test de présomption :

Nous avons préparé dans un portoir une série des tubes contenant le milieu BCPL
double concentration a raison de trois tubes par dilution. A partir de la suspension mére
10 et dilution décimales (10%,10) nous avons porté aseptiquement 10 ml dans chacun
des trois tubes correspondant a une dilution donnée et mélanger bien le milieu et

I’inoculum. L’incubation se fait a 37 °C pendant 24 a 48 h.
-Test de confirmation :

Chaque tube de BCPL positif lors de la présomption fera 1’objet d’un repiquage
dans de milieu Schubert, bien mélanger le milieu et I’inoculum. L’incubation se fait a 44C

pendant 24 h. Aprés 1° incubation on ajoute 2 ou 3 gouttes de réactif Kovacs.
11 .5.7.Dénombrement des Staphylococcus aureus :

Un volume de 0,1 ml de la Suspension mére 10 est ensemencé sur surface dans

des boites de Gélose Chapman, I’incubation se fait a 37 °C pendant 24 /48 h.
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Figure 05 : Milieu Chapman.

I1 .5.8. La recherche de Salmonella :

La recherche de Salmonellaa été réalisee selon la méthode de référence (ISO
6579., 2017). La recherche de ces bactéries s’effectue en 4 étapes :

1-Un pré-enrichissement sur I’eau peptone tamponnépar préléevement de 25 g du fromage
dans un flacon stérile contenant 225ml d’eau peptone tamponné. Une agitation est

effectuée pour avoir une suspension, ensuite incuber a 37°C pendant 24 heures.

2-L’enrichissement : en repiquant 1 ml du milieu de pré-enrichissement (trouble) dans 10
ml de bouillon au sélénite de cystéine (stérile). Les tubes ensemencés sont mélangés puis
incubés a 37°C pendant 24h.

3-L’isolement : est réalisé en prélevant une goutte du milieu d'enrichissement avec l'anse
de platine que I'on ensemence en stries sur milieu sélectif (gélose Hektoen).Lescultures
sont incubées a 37°C pendant 24h.

4- |dentification :

Avant I’identification on a d’abord fait le repiquage des colonies dans le milieu

GN (pour avoir une culture jeune).
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Résultats et discussion :

I11.1. Résultats des Analyses microbiologiques :

Nos résultats enregistrés pour le dénombrement des principaux groupes
microbiens et la recherche des bactéries pathogenes, sont représentés sous forme de

tableaux accompagnés par des figures :

Tableau 02 : Résultats des analyses microbiologiques (01).

Flore
dénombre | Germe aerobie Coliformes totaux Entérobactéries
(UFClg)

Echantillons El E2 E3 El E2 E3 E2 E3
Unité 01 1,6x10% | 2,22x10° | 1,9x10° | 1x10 3,6x10% | 3,8x10° | 8x10? 1,14x10° 1 6x102
Unité02 2,7x10° 2x10° 6x10° | 1x10 1,4x10° 5x10? 1,8x10? 6,4x10° | 1,6x10?
Unité03 2,7x10° | 1,9x10° | 5x10° <10 | 1,92x10% | 2,2x10° | 1,3x10? 6,8x10% | 1,35x10?
Unité04 6x10 4,73x10° | 1,3x10* | 3.2x10% | 5,7x10* | 1,8x10° 1x10? 9,9x10% | 1,7x10?
Unité05 4,94x10% | 3,1x10° | 1x10%® | 1x10 4,3x10° | 1,1x10° | 3,8x10? 2,8x10% | 4,4x10?

Tableau03 : Résultats des analyses microbiologiques (02).
Germes Salmonella E .coli staphylococcus aureus
Echantillons El E2 E3 El E2 E3 El E2 E3

Unité 01 Abs | Abs Abs | <0,3 | <0,3 <0,3 4x10 | 8,3x10° | 3x10
unité02 Abs | Abs | Abs | <0,3|<03| <03 | 5x10 | 6x10*> | <10
Unité03 Abs | Abs | Abs | <0,3|<03| <03 [1,2x10]5,1x10°| <10
Unité04 Abs | Abs | Abs | <0,3|<03| <03 | <10 |4,9x10°| <10
Unité05 Abs | Abs | Abs | <0,3|<03| <03 | 2x10 |4,6x10°| <10

K
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111 .1.1. Résultats du dénombrement de la flore aérobie mésophile total(FTAM) :

La flore aérobie mésophile totale a été dénombrée sur milieu PCA+. Aprés 72h
d’incubation a 30°C, les colonies qui apparaissent sont caractérisées par une couleur
blanche (pour la majorité), ces colonies sont de petite taille et une forme ronde (figure 12).
Le dénombrement a prendre en compte toutes les colonies qui ont poussés sur le milieu
PCA+.

Figure 06: Aspect des colonies de la flore aérobie mésophile sur milieu PCA+

Les résultats du dénombrement de la flore aérobie mésophile totale sur milieu
PCA montrent une charge bactérienne moyenne allant de 4.94 x10°UFC/g pour le Klila et
4.73 x10® UFC/gpour le fromage de vache et 6x10° UFC/g pour le fromage de chévre, ces
résultats sont inférieures par rapportles résultats d¢ MEHAMDIA.E., 2015 qui trouve une
charge microbienne élevéeavec une moyenne de 1.02x 10 °UFC/get AYGUNA et
al.,2005 dont lamoyenne en FAMT dans le fromage traditionnel turc (carra) était de
1,87x10 BUFC/g ,dans une étude sur la klila et le jben marocains traditionnelsRHIAT M
et al.,2013 et MENNANE Z., 2008 le nombre en FAMT décrit était respectivement(
0,9x10°UFC/g et 1,43x10°UFC/ g et 1,01x10°UFC/g)pour le klila et 1.2x10° UFC/g pour
le jben , ce qui témoigne une bonne qualité microbiologique des différents fromages

analysés.

18 |
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111 .1.2. Résultats du dénombrement des coliformes totaux :

L’analyse des coliformes totaux est effectués sur les 3 échantillons de fromage au

lait cru permis d’obtenir les résultats suivants :

Le dénombrement de coliformes totaux sur le milieu sélectif VRBL donne des
colonies qui sont présentées dans la (Figurel3). Dans ce milieu le développement de la
plupart des bactéries qui n’appartenant pas a la famille des entérobactéries inhibé par le
cristal violet et sel biliaire. L’utilisation du lactose est mise en évidence par le virage de
couleur au rouge. Les colonies considérées sont violet (ou roses-rouges) de forme ronde ou

fusiforme avec un diametre de 0,5a 1 mm .

Figure 07: les colonies des coliformes totaux sur le milieu VRBL.

Le dénombrement des coliformes totaux a montré des charges de 3 ,2x10% UFC/g
pour D’échantillon 01 et de 1,92x10 3UFC/g pour I’échantillon02 et de 2,1 x102UFC/g
pour I’echantillon03,ces valeurs restent inférieures a celles trouvées par HAMAMA
A.,1989 qui a trouvé une valeur de 2,05x10°UFC/g par contre MEHAMDIA. E., 2015
indique 1’absence de coliforme totaux sauf chez deux échantillons, elle était
de1,26x10°UFC/g et 2,7x10°UFC/grespectivement. Nos résultats sont en accord avec
RHIAT M et al., 2013 qui a rapporté de 2.1x10°UFC/g, d’autre part, aucun résultat positif
n’a été signalé par MENNANE Z et al.,( 2007). Donc la présence des coliformes est un
indicateur de mauvaise condition hygiénique pendant ou aprés la transformation des
aliments (BONNEFOY C et al., 2002).

10 |
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111 .1.3. Résultats du dénombrement des entérobactéries :

Le dénombrement des entérobactéries de trois échantillons de fromage dénombrés
sur le milieu VRBG a révélé un taux plus élevé pour I’échantillon E2 (1,14x10°UFC /g)
par rapport a 1’échantillon E1 (3,8x10°UFC/g) et I’échantillon E3 (4,4x10°UFC/g).La
valeur 12x10°UFC/g obtenue par TOUNKOB A., 2016était proche a celle mentionnée
par I’échantillonE2. Nosrésultats sont inférieures aux résultats obtenus par MENNANE
Zetal ., 2007 .

111 .1.4. Résultats du dénombrement de Staphylococcus aureus :

Les staphylococcus aureus recherchés sont dénombrées sur gelose Chapman

mentionné dans la figure suivante :

Figure 08 : les colonies des staphylococcus aureus sur le milieu Chapman.

La recherche des Staphylococcus aureus a révélé leur présence dans les trois
échantillons analysé mais ’échantillon E2 posséde le taux le plus élevée ( 3,8x10* UFC/g)
par rapport & 1’échantillon E1(5%10 UFC/g) et E3 le plus faible(3x10UFC/g) , ces résultats
sont satisfaisants selon ce qui a été mentionné dans P’arrété interministériel de 4
octobre 2016 publié dans J.0.R.A N° 39,1438, car leur valeur ne dépasse pas les normes
10° -10* UFC/g.

--Nos résultats sont inférieurs a celui rapporté par HAMAMA A., 1989ou le jben
étudié a une valeur de 7x 10% UFC/g.Par contre de nombreux auteurs ont signalé

20 |
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I’absence de staphylococcus aureus (MENNANE Z et al ., (2007 ),MEDFOUNI S. et
BENIDIR G.,(2017) , au KHOUALDI G.,(2016).

111 .1.5. Résultats du dénombrement 4’E. Coli :

Les résultats de la recherche et le dénombrement de E coli sont réalisé sur milieu
BCPL, on obtien des résultats inférieurs a 0,3UFC/g selon le tableau de Mac Grady.
denombreuxauteurs (KUNTZE U.et al.,, 1996,ANSAY S. et KASPAR C.,1997 ,
QUINTO E.et CEPEDA A.,1997). Ontsignalé la prévalence de ce germe est faible pour
ce qui concerne les fromages fabriqués au lait cru parce que ces germe sont des indicateurs

de contamination fécale.
111 .1.6. Résultats du Recherche de salmonella :

Les résultats des analyses de la recherche de salmonella indiquent leur absence
totale dans les trois échantillons analyses, RHIAT M et al .,2011 ont signalé le méme
résultats pour le jben marocain alors que les travaux de HAMAMA A.,1989ontmontreés la
présence de salmonella dans trois échantillons de jben marocain. JACQUES V.,1998
indigue la présence de ce germe dans 153 échantillons des fromages artisanaux fabriqués
au lait cru en région wallon. Nos résultats montre que ce fromage au lait cru a été prépare
dans des conditions hygiénique satisfaisant et des meilleures conditions de stockage ce qui
est conforme aux normes fixées par I’arrété interministériel du 4 octobre 2016 publié
dans J.0.R.A N° 39.

B
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111.2. Résultats de I’Identification :

Examen microscopique :

Les résultats de cet examen sont résumés dans le tableau suivant :

Tableau04 : résultats de I’examen microscopique.

Germes Gram Formes Regroupements Observation de
IP’Examen a I’état frais
E. Coli - mobile
Bacille En chainette
Staphylococcus
aureus + COCCi En amas immobile
Salmonella
- Bacille En chainette immobile

La coloration de gram, nous a permis d’observer que les bactéries étaient gram

négatif et apparaissent sous différentes formes et différentes modeles d’associations. Sauf

les staphylococcus aureus sont des grams positifs.

L’observation microscopique a montré que des bactéries sont des bacilles et

d’autres sont des cocci.

B
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Figure 09 : observation microscopique de la coloration de GRAM(x100 ).

I11.2. 1. Identification des quelque testes biochimiques :

Test de catalase pour staphylococcus aureus :

- toutes les colonies testées sont catalase positives dont la présence se manifeste par un

dégagement de gaz.

FigurelO : Résultat du Test de la Catalase.

23 |
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- Gélose TSI (Triple Sugar Iron) pour les entérobactéries :
- Apres incubation du milieu TSI, nous avons observé :
- Une déformation de la gélosé désigne une production de gaz.

- Un virage au jaune du culot se traduit par I'utilisation du glucose.

- Un virage au jaune du culot se traduit par L’utilisation de lactose.

Figurell : Aspects des colonies Testées sur le milieu TSI.

Test sur milieu Citrate de SIMMONS pour les entérobactéries :
Lecture du résultat : Citrate (-) et pas de virage de couleur donc il n’Ya pas d’utilisation

de citrate

Figure 12: Test sur milieu Citrate de SIMMONS.

E
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Conclusion

Le fromage traditionnel fabriqué a partir de lait cru fait partie des produits
alimentaires les plus consommés en Algérie. Dans ce travail, nous avons réalisé une
recherche et identification des bactéries pathogénes dans quelque échantillon du fromage

traditionnel collecté dans la région de Laghouat.

D’aprés les résultats d’analyses microbiologiques on a signalé que les trois
échantillons contenaient des FTAM, des coliformes totaux, des entérobactéries et
desStaphylococcus aureus mais ne dépassent pas les normes fixées par D’arrété
interministériel de 4 octobre 2016 publié dans J.O.R.A N° 39,1438.Nous avons
remarqué [I’absence totale de salmonella. Donc on peut déduire que la qualité

microbiologique de fromage analysé est acceptable.

Les résultats de cette étude montrent une bonne qualité microbiologique globale
des fromages traditionnels.

Il ressort de cette étude , I'importance d’adopter un processus de fabrication
adéquat vigilant et simple pour la préparation du fromage traditionnel ,tout en respectant
les bonnes pratiques d’hygiéne a fin de réduire les contaminations susceptible de cette
denrée fragile et obtenir un produit salubre conforme aux normes microbiologies

internationales.

E
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Annexes (1)
Composition des diluants (g/l)

Tryptone sel Eau (TSE) :

POPtOMNE. .o e lg
Chlorure de SOAIUML. ... .ouii e e 8,5¢g
Eau distillée. ..o e 1000ml

Eau peptonée tamponnée :

N Gl 5¢
POPtONE. ..o e 20g
Phosphate di SOQIQUE. .......vintiei ittt 9¢g
Phosphate Mmono PotasSIqQUE. ......ouueeeiiete ettt e e e e eee e eaass 1,5g
Eau distillée. ..o 1000ml

Eau physiologique :

Composition des milieux des cultures (g/l)

Milieu VRBG :

EXtrait de LeVUIe . ..o e 3g
PePIONE. ..o e 7g
Chlorure de sodium............oiuiiiiiiii e e D
SIS DIHAITES. . .ottt e 15¢g
GlUCOSE. .ttt e 10g
ROUZE NEULTE. ... e e e 0.03¢g
Cristal VIOICL. ... e 0.002 g
N . O PP 12¢g




Bau distille. ... ..o 1000ml
Milieu VRBL:

EXtrait de LOVUIE ..ot 3g
PEPLONE. ... e 7g
Chlorure de SOAIUML. ... o.uiii et e e e et et e e eare e e e reeeree e S5¢
TS S 031 T 4 15¢g
GlUCOSE . . ettt et 10g
ROUZE NEULTE. ... e e 0.03 g
Cristal VIOIET. ....oet i 0.002 g
A T e 15¢
Eau distille. ... ..o 1000ml

Gélose PCA+ :

Peptone de CasCine...........oviiiinii i 5,00g
L= LA [T (LY =R 259
(] 1ol 0 L OSSPSR 1,009
Lait €CTEME. ... .ottt 1,00g
N 12,5g
Eau distillé. ... ..o 1000ml

Milieu CHAPMAN :

PEPTONE. ... e 11g
Extrait de viande...........ooiiiiiiiiiii e g
Chlorure de SOAIUML. .....o.uiii e e ereee e e e e vee e 7549
MaANNItOL. . ..o e g

Rouge de phénol...... ..o e 0, 0025
N0 L Y. 1 15¢
Eau distille ... 1000ml




Bouillon au sélénite de cystéine :

50 0170 ) 1< S5g
37 o] 1 1 4g
S€lénite de SOAIUM. .. .o.uii e e e e e aae 4g
Phosphate diSOdique.........c.oiiniiiiiii e 10g
(0] 5331 0,01g
Eau diStillée. . ..o s 1000ml

Milieu Schubert :

TIyPtOPRane .....oieii e 0,2g

ACIAE GIULAMIQUE. ...ttt et 0,2g
Sulfate MAGNESTUML. ...ttt et et ree e e e aea s 0,7g
Citrate de SOAIUIML. ....u ettt ettt et e e e e e eaeans 0,5g
Sulfate d’ammONIUM ..ot 0,4g
Chlorure de SOAIUML. ........oiiei e 2g
PePtOne. . ..o 10g
MaAnnItol. . ..o 75g
Phosphate di SOdIqUE. ........oieii e 4g
Phosphate mono SOdiqUe. ........couiiniiii i 6g
Eau distill. .. ... 1000ml

Gélose Nutritive :

PePIONE ..o e S5¢g

Extrait de viande ..........ooiiiiii lg




EXtrait de IOVUIE ..ot e e 2g
Chlorure de SOAIUML. ... ..ttt e e eree e 5¢g
0 - 15¢g
Eau diStill€e ......onieie e 1000 ml

Gélose TSI :

Extrait de viande de boeuf.........coooiii i 03g
EXtrait de IeVUIe. .. ..ot e 03g
PePtone ...one 20g
Chlorure de SOdIUML. ....o.uinii e 05¢g
CRrate feITIQUE. .. vttt e 0,3g
Thiosulfate de sodium....... ..o 0,3g
 3F2 Tt 0 FY 10g

[ 18170 1O Olg
SACCRATOSE. ...ttt e 10g
Rouge de phénol..........cooiiiiiii 0.05g
N 12¢g

Eau distill€e. ... 1000ml

Gélose au Citrate de SIMMONS :

Ammonium dihydrogenophosphate. ... Olg
Phosphate dipotassiqUe. ........ouiiueinii e Olg
Chlorure de SOAIUML. ...ttt 05¢g
Citrate de SOAIUIML. . ...t e ae e 02g

Sulfate de MagneSIUML. .......ouii e e e e e e aaees 0,2g




Bleu Bromothymol..........o.oiiiiiii e 0,089
N . | 18¢g
Eau distill€e. . ....ooie i e 1000ml

Bouillon lactosé au pourpre de bromocresol(BCPL) :

PoPtOMNE. .o e 5¢g
Extrait de viande. ... ..ot e 2g
57 o] 101 Sg
Pourpre de bromocresol.........o.oviiiiiiiiii e 0,0025¢g




R 1|

Annexes (2)

Photo 01 : Milieu VRBL. Photo 02 : Bouillon BCPL

Photo 03 : Milieu GN Photo 04 : Test oxydase

Photo05: Milieu Citrate de Photo 06 : Milieu TSI

Simmons E



Annexes(3)

+* Protocole de coloration de Gram :

Etape 1 : préparation du frottis

A T’aide d’une pipette stérile on préléve une colonie bactérienne .celle-ci est
déposée sur une lame propre qui contient une goutte d’eau physiologie avec étalement en

fine couche, on termine par fixer la préparation a la chaleur.
Etape 2 : la coloration

e Recouvrir le frottis avec le violet de gentiane et laisser agir de 30 secondes a 1
minute.

e Rincer a L’eau pour éliminer I’excédent de colorant.

e Couler sur la lame la solution de lugol et laisser agir de 30 secondes a 1 minute.

e Rincer a I’eau pour éliminer 1’excédent de lugol.

e Décolorer le frottis en versant quelques gouttes d’alcool (éthanol & 95°) sur la lame
et laisser agir 10a15 sec.

e Rincer a l’eau.

e Recolorer par la fuchsine en versant le colorant sur la lame et laisser agirl min.
e Rincer a I’eau.

e Sécher la lame entre 2 feuilles de papier.

e Observer au microscope optique grossissement X100 avec une goutte d’huile a

immersion.
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s L’examen a I’état frais :

Déposer sur une lame propre une goutte de bleu de méthylene puis prélever une
colonie isolé a I’aide d’une pipette pasteur stérile et la mettre sur la lame, ajouter la

lamelle. Observer sous le microscope optique a I’objectif x100.

e Test d’oxydase :

Est un test de détection de I’enzyme cytochrome oxydase chez les bactéries gram

négative qui produisent cette enzyme.
e Technique:

Déposer sur une lame propre un disque OX et I’imbiber avec une goutte d’eau
distillée ou d’eau physiologique stérile. Prélever une partie de la colonie a 1’aide d’une

pipette pasteur boutonnée stérile et étaler sur le disque. (DELARRAS C., 2007).

e Gelose TSI (Triple Sugar Iron) :
e Principe :
La gélose TSI permet I’identification des Entérobactéries. C’est un
milieu différentiel qui permet la mise en évidence de la fermentation du glucose,

lactose et saccharose, ainsi que la production de gaz et du H2S.

e Technique:

Prendre une colonie bactérienne a 1’aide d’une pipette pasteur oud’une anse en
platine. Ensemencer a la surface inclinée par des stries serrées et le culot par piqlre
centrale, I’incubation se fait a 37°C pendant 24 heures. (MAMDOUH et al., 2018).

e Test sur milieu Citrate de SIMMONS :

e Principe :
Ce milieu permet de savoir si la bactérie utilise le citrate comme seule source de

carbone et d’énergie.

o



e Technique :

Prendre une colonie bactérienne, ensemencer la pente par une strie unique
Centrale a ’aide d’une anse de platine ou pipette de pasteur, I’incubation se fait a 37°C

pendant 24 heures (MAMDOUH et al., 2018) .

e Test catalase :

e Principe :

La catalase est une enzyme capable de dégrader le peroxyde d’hydrogéne

(2H20,) produit par certaines bactéries pendant leur respiration aérobie.

H202 —%0;,+ H20

e Technique :
e Déposer sur une lame propre une goutte d’eau oxygénée.

e Prélever a I’aide d’une pipette pasteur une colonie isolée et la mettre sur une lame.




Résumé :

L’objectif de cette étude s’inscrit dans la recherche et d’identification de quelque bactéries pathogenes dans quelques
échantillons du fromage traditionnel, ot nous avons prélevé trois échantillons de fromages au lait cru (fromage de chévres,
fromage de vaches, klila) préparés dans la wilaya de Laghouat et puis nous avons effectué plusieurs analyses
microbiologiques.

Grace aux analyse microbiologiques de ces échantillons, il a été constaté qu’ils Contiennent une quantité acceptable de la
flore totale aérobie mésophile autant que 4,94x10° UFC/g pour le klila et4,74x10° UFC/g pour le fromage de vache et 6x
10 *UFC/g pour le fromage de chévre ainsi que la présence de coliformes totaux ,Entérobactéries ,la présence de bactérie
E.coli avec un taux inférieure a 0,3UFC/NPP.

Nous avons également noté la présence de Staphylococcus aureus en quantité acceptable qui ne dépasse pas les critéres
fixés par I’arrété ministériel du4 octobre 2016 publié dans le journal n° 39,et une absence totale de bactéries pathogénes
représentées par les salmonelles. L’absence de facteurs pathogénes indique le respect des régles d’hygiéne lors de la
fabrication, du transport et du stockage du fromage, et c’est ce qui nous avons constaté a travers notre analyse des trois
échantillons, ce qui signifie que ce fromage se caractérise par une bonne qualité microbiologique.

Les mots clés : fromage traditionnel, Klila, analyse microbiologique, bactéries pathogénes.

Abstract :

The aim of thisstudyfallswithin the researchmethodology and identification of pathogenicbacteria in somesamples of
traditionalcheese ,wherewetookthreesamples of cheese made fromrawwilk (goatcheese , cowcheese klila)prepared in the
state of laghouat.andweconductedseveral microbiological analyzes on them.

Through the microbiological analyzes of these samples ,i twas found that they contain an acceptable amount of total
aerobic mesophilic flora as much as 4,94x10° UFC/g for klila and 4,74x10° UFC/g for cow cheese and6x 10 *UFC/g for
goat cheese and aslo the pressence of total coliforms , Enterobacteriaceae, the presence of E.coli bacteria is less than0,3.
wel also noted the presence of Staphylococcus aurues in an acceptable quantity thatdid not exceed the criteria set forth in
the  ministerial decree issued on 04 october 2016published in journal n°39,and a complete absence of
pathogenicbacteriarepresented by salmonalle. The absence of
pathogenicfactorsindicatescompliancewithhygienerulesduring the manufacture,transportation and storage of cheese,and
this is what we found through our analysis of the three samples

Meaningthatthischeesischaracterized by a good microbiologicalquality.
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