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Introduction

Introduction :

Les produits laitiers ont un r6le important dans 1’alimentation humaine, 1'Algérie
est le plus grand consommateur de produits laitiers au niveau maghrebin (Benderouich,
2009).

Le lait est riche en nutriments de base : des protéines de bonne qualité, des glucides,
des lipides, des éléments minéraux et des vitamines avec une valeur énergétique de
I’ordre de 700kcal/l. (Ellachi et Kelouche, 2017).

Le lait contient des microorganismes, certains d'entre eux des germes responsable
de la fermentation (les bactéries lactique) des germes pathogéne (salmonelle,
sthaphylococcus.) et la flore contaminante (les coliformes, les entérobactéries).

Le groupe le plus important et diversifié de produits laitiers c’est le fromage. Il
utilise environ 35% de la production totale mondiale de lait et est disponible dans au
moins1000 variétés (Chamba, 2008).

La production de lait se heurte souvent au probléme de gestion de la qualité qui
pénalise tant le producteur que les transformateurs. Les conditions d’hygiéne au niveau
des fermes, le maintien de la chaine de froid le long du circuit de la production jusqu’a
I’arrivé du lait a la laiterie, comportent au tant de source de contamination a maitriser
afin de préserver la qualité hygiénique du lait (Vierling ., 2008).

Egalement, il arrive que cet aliment soit contaminé en cours de production, ou de
manipulation (Panisset et al, 2003).

Sa production doit étre séverement contrdlée en raison des risques éventuels qu’il
peut présenter pour la santé humaine (Labioui et al, 2009).

La caractérisation des variétés locales de fromage parait indispensable afin de
décrire le produit, de l'analyser et de s'assurer s'il est sain et conforme aux normes
hygiéniques, Dans ce contexte Ce travail a pour objectif principal d’apporter une
contribution a la caractérisation d’un fromage au lait cru de vache et de chevre, du point
de vue microbiologique.

Notre travail est divisé en deux parties, la premicre partie, ce n’est qu’une étude
bibliographique (Généralités sur le fromage au lait cru, la qualité et les caractéristiques
microbiologiques du fromage au lait cru).

La deuxieme partie, aborde une étude expérimentale ou on a entamé les points
suivants :

-Matériel et méthodes utilisés dans ce travail.
-Resultats des analyses microbiologiques.

-Discussion de ces résultats.
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Synthése bibliographique :
1- Le lait
1-1 Définition :

Le lait est un liquide opaque blanc mat, plus au moins jaunatre selon la teneur en matiére grasse
et en béta carotene, d’odeur peu marquée et au golt douceatre, il est secrété par les glandes
mammaires des femelles mammiferes apres la naissance du jeune. (Alias, 1975).

1-2 Différents composants de lait :

Le lait contient des nutriments essentiels pour I’étre humain : eau, lipides, protéines
(principalement de la caséine), acides aminés, vitamines et minéraux. Il contient également des
constituants bioactifs comme des enzymes. La composition du lait varie en fonction de I’espece, de
la race, de I’alimentation des animaux et du stade de lactation. Donnons la composition moyenne du lait
des principales femelles laitiéres (pour 100 g).

Tableau 01 : la composition moyenne du lait des principales femelles laitieres (pour 100), D’apres le
vade-mecum du vhkinairel 5&Edition > par M.FONTAINE. Paris-vigot.

Espéce Eau Protéines Graisse Lactose Cendre
Vache 87.2 3.5 3.7 4.9 0.72
Chévre 86.5 3.6 4 5.1 0.82
Berbeére 82.7 9.5 6.4 4.7 0.92
Chamelle 87.7 3.5 3.4 4.8 0.71

1-3 Caractéristiques organoleptiques et physico-chimiques :
1-3-1 Caractéristiques organoleptiques :

On dit qu’un lait est de bonne qualité organoleptique quand les caractéristiques (couleur, odeur,
saveur, viscosité) sont stables car ces derniers se deteriorent au fil du temps, et cela est cause par
certains facteurs tel que : la durée de stockage, la température et leur action combinée affectent
considérablement les attributs sensoriels totaux.
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1-3-2 Caractéristiques physico-chimiques :
pH :

Le pH d’un lait frais se situe entre 6,6 et 6,8 contrairement a 1’acidité titrable le pH ne mesure pas
la concentration des composés acides mais plutdt la concentration des ions H+ en solution. Les
valeurs de pH représentent I’état de fraicheur du lait, plus particuliérement en ce qui concerne sa
stabilité, du fait que c’est le pH qui influence la solubilité des protéines, c’est a-dire 1’atteinte du
point isoélectrique. Un lait ayant une acidité développée importante aura un pH plus bas que 6,6 car
I’acide lactique est un acide suffisamment fort pour se dissocier et abaisse le pH d’une valeur
mesurable. Deux laits peuvent donc avoir des pH identiques, c’est a-dire étre dans le méme état de
fraicheur, mais avoir des acidités titrables différentes. Par contre, deux laits peuvent avoir des
acidités titrables identiques soit la méme concentration de composés acides mais avoir des pH
différents (Vignola, 2002).

Acidité du lait :

L’acidité titrable indique le taux d’acide lactique formé a partir du lactose. Un lait frais a une
acidité de titration de 15 a 18°Doronic (°D). Conservé a la température ambiante, il s’acidifie
spontanément et progressivement. C’est la raison pour laquelle on distingue 1’acidité naturelle, celle
qui caractérise le lait frais, d’une acidité développée issue de la transformation du lactose en acide
lactique par divers microorganismes (Makhoukh et Nabi, 2017).

Densité

La densité d’un liquide est une grandeur sans dimension définie par le rapport entre la masse d’un
volume de ce liquide et la masse du méme volume d’eau. Chaque constituant du lait agit sur sa
densité. En effet, étant donné que la MG est le seul constituant ayant une densité inférieure a 1, plus
un lait a une teneur élevée en MG plus sa densité est faible et plus sa teneur en extrait sec dégraissé
(ESD) est élevée plus sa densité est élevée. Le lait de chévre a une densité de 1,029- 1,039(Kouri,
2019).

Masse volumique

Selon (Vignola, 2002). La masse volumique, le plu souvent exprimée en grammes par millilitre
ou en kilogrammes par litre, est une propriété physique le volume d’une solution varie selon la
température. Pour diminuer 1’effet de la température, on utilise souvent la densité relative. Cette
propriété se définit comme suit :

m.v d'unesubstance a une température
DT1/T2 =

m.v de l'eau a température T

DT1/T2 = densité relative m.v = masse volumique T= température
Point de congélation

Le point de congélation du lait est 1égérement inférieur a celui de I'eau pure puisque la présence
de solides solubilisés abaisse le point de congélation. Cette propriété physique est mesurée pour
déterminer s'il y a addition d'eau au lait. Sa valeur moyenne se situe entre - 0.54 et - 0.55°C, celle-

5
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ci est également la température de congélation du sérum sanguin. On constate de Iégeres fluctuations
dues aux saisons, a la race, et la région de production. On a par exemple signalé des variations
normales de - 0.530 a - 0.575°C. Le mouillage éléve le point de congélation vers 0°C, puisque le
nombre de molécules, autres que celles d’eau, et d’ions par litre diminue. D’une maniére générale
tous les traitements du lait ou les modifications de sa composition qui font varier leurs quantités
entrainent un changement du point de congélation (Ghaoues, 2011)

1-4 Caractéristiques microbiologique du lait cru :

Le lait contient un nombre variable de cellules ; celles-ci correspondent a la fois a des constituants
normaux comme les globules blancs, mais également a des éléments d'origine exogéne que sont la
plupart des microorganismes contaminants (Gripon et al, 1975). Les microorganismes,
principalement, présents dans le lait sont les bactéries. Mais, on peut aussi trouver des levures et des
moisissures, voire des virus. De trés nombreuses especes bactériennes sont susceptibles de se
développer dans le lait qui constitue, pour elles, un excellent substrat nutritif. Au cours de leur
multiplication dans le lait, elles libérent des gaz (oxygene, hydrogene, gaz carbonique, etc.), des
substances aromatiques, de 1’acide lactique (responsable de L’acidification en technologie
fromagere), diverses substances protéiques, voire des toxines pouvant étre responsables de
pathologie chez I’homme (Institut de 1’¢levage, 2009). L'importance et la nature des bactéries
contaminants le lait, dépendent, de I'état sanitaire de I'animal, de la nature des fourrages, mais aussi
des conditions hygiéniques observées lors de la traite, de la collecte, de la manutention et de la
température de conservation du lait (Robinson, 2002). Un lait est considéré comme peu contaminé
s'il renferme quelques centaines a quelques milliers de germes par millilitre, un lait fortement pollué
peut en contenir plusieurs centaines de milliers a plusieurs millions par ml (Ramet, 1985).

1-4-1 Flore originale :

La flore originelle des produits laitiers se définit comme I’ensemble des microorganismes
retrouvés dans le lait a la sortie du pis. Lorsqu’il est prélevé dans de bonnes conditions a partir d’un
animal sain (moins de 103 germes/ml), les genres dominants sont essentiellement des mésophiles
(Vignola, 2002). 11 s’agit de microcoques, mais aussi streptocoques lactiques et lactobacilles. Ces
microorganismes, plus ou moins abondants, sont en relation étroite avec 1’alimentation (Guiraud,
1998) et n’ont aucun effet significatif sur la qualité du lait et sur sa production (Sutherland et
Varnam, 2001).

1-4-2 Flore de contamination :

C'est ’ensemble des microorganismes contaminant le lait, de la récolte jusqu’a la consommation.
Elle peut se composer d’une flore d’altération, qui causera des défauts sensoriels ou qui réduira la
durée de conservation des produits, et d’une flore pathogene dangereuse (Vignola, 2002). Le niveau
de contamination est étroitement dépendant des conditions d’hygiéne dans lesquelles sont effectuées
ces manipulations, a savoir I’état de propreté de 1’animal et particuliecrement celui des mamelles, du
milieu environnant (étable, local de traite), du trayon, du matériel de récolte du lait (seaux a traire,
machines a traire) et, enfin, du matériel de conservation et de transport du lait (bidons, cuves) (FAQ,
1995).
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1-4-3 Flore d’altération :

Il s’agit essentiellement de : Acinetobacter, Pseudomonas et Flavobacterium qui se développent
a une température entre 3 a 7°C (Leveau et Bouix, 1993). et Listeria monocytogenes capable de se
multiplier aussi a des températures basses (Rosset, 2001).

1-4-4 Flore pathogéne :

Des microorganismes peuvent se trouver dans le lait, lorsqu’il est issu d’un animal malade. Il
peut s’agir d’agents de mammites, c'est-a-dire d’infections du pis : comme Streptococcus pyogenes,
Corynebactérium pyogenes, Staphylocoques, etc... Il peut s’agir aussi de germes d’infection
générale comme : Brucella, Listeria monocytogenes, Salmonella sp, Escherichia coli, Clostridium
perfringens, Campylobactersp, Mycobacterium bovis et M.tuberculosis, Bacillus anthraci, Coxiella
burnetii, ou de germes de contamination du lait (Prescott et al., 2003).

1-5 Fromages :
1-5-1 Définition :

Le fromage est un aliment de base, riche en matiéres grasses, protéines, calcium, et phosphore, a
longue conservation (comparée a celle du lait).

Le fromage est un aliment résultant de la fermentation du caillé sous 1’action de la présure sur le
lait. Le but de I'industrie fromagére est de transformer le lait en un produit d'utilisation prolongée et
de godt différent grace a diverses actions microbiennes et enzymatiques (Leroy et De Vuyst, 2004;
Hui, 1992).

1-6 Fabrication de fromage :

La fabrication du fromage comprend les étapes suivant :

1-6-1 Coagulation :

Le lait va passer de 1’état liquide a I’état solide par ces points :

La coagulation est I'une des étapes essentielles de la fabrication des fromages. Laisser le lait
coaguler grace a l’action de la présure (enzyme issue de 1’estomac de la vache) et de ferments
lactiques. La quantité de ferments lactiques peut changer selon le type de fromage souhaité

Au cours de cette coagulation, la caséine* se soude en sorte de gel (caillé-présure) ou en forme
de flocon (caillé lactique).

Coagulation par acidification :

L’acidification du lait peut étre obtenue, par les produits de fermentation des bactéries acidifiants
ou par des composés chimiques d’action acidifiante direct (généralement par acide lactique ou acide
chlorhydrique) (Fox et al., 2000). La diminution concomitante du pH a pour effet de faire régresser
I’ionisation des fonctions acides des caséines, induisant le déplacement progressif du calcium et du
phosphore inorganique de la micelle vers la phase aqueuse. A pH 6,5- 5,2, il y a solubilisation du
phosphate de calcium et a pH 5,2- 4,6 le complexe se dissocie, ce qui

7
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induit la désorganisation Synthese bibliographique 7 Décalcification de la structure de la caséine et
une réorganisation des sous unités micellaires (Brule et al., 1997).

Coagulation enzymatique :

Un grand nombre d’enzymes protéolytique d’origines animales, végétale (extrait de cardon, du
figuier et d’artichaut) et microbienne (champignon ex : Rhizomucormiehi), ont la propriété de
coaguler le lait, mais la plus utilisée est la présure constituer d’un mélange d’enzymes qui sont la
chymosine et la pepsine (Smaili et Rahouni, 2015).

1-6-2 Egouttage :

11 assure une déshydratation partielle du gel, obtenu par séparation d’une partie du lactosérum. Il
peut étre spontané ou amélioré, selon le type de fromage fabriqué, ce processus est lié a des Facteurs
directs qui correspondent a des traitements de types mécaniques et thermiques, et des facteurs
indirects comme 1’acidification ou coagulation enzymatique (Ramet, 1987).

1-6-3 Salage :

Les fromages frais ainsi obtenus sont démoulés puis salés, on vérifiée éventuellement que le
fromage soit suffisamment égoutté. Ensuite, on sale : soit au sel fin, a la volée, soit par immersion
du fromage dans un bain de saumure saturée en sel. Le salage a trois actions directes sur le fromage

« Il exerce une action antiseptique.

» Il détermine, selon sa répartition dans la pate et en surface, I’aspect et le gott du
fromage.

« Une action de conservation.

1-6-4 Affinage :

L’affinage est 1’étape finale. Sa durée varie de quelques jours a quelques mois selon les variéteés
de fromages (Une maturation biologique).

Dans ce que I’on appelle des caves d’affinage, le fromage mrit, c’est - & -dire fermente, sous le
contrdle de fromagers experts, qui régulent la température et I’humidité des caves. Phase complexe
de la fabrication du fromage, elle demande savoir -faire et patience.

Elle exige de I’affineur le bon geste au bon moment, une attention aiguisée, de la patience dans
I’atmospheére contrdlée des caves ou des haloirs. C’est la phase ultime de la fabrication des fromages,
c’est aussi la plus complexe. Ces trois étapes sont généralement précédées d’une phase préalable de
préparation du lait (FAO, 1995).
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Figure 01 : Schéma général de la fabrication du fromage (Jeantet et al, 2008).
1-7 Classification des fromages :

Les fromages sont habituellement distingues selon leur mode de fabrication

1-7-1 Fromage a pates pressees:

Le caillé est tranche, brassé, moulé et presse. Affinage au sel en caves humides. Tomme de
Savoie, Cantal, Saint-nectaire, Morbier, Mimolette

1-7-2 Fromage a pates fraiches :

Ce sont des fromages trés humides (car ils sont peut égouttés), ils sont consommes sans étre
affinés, additionnés habituellement de sel, d’ardmes, ou de sucre, herbe

1-7-3 Fromage a pates fondus :

Constitués d’un ou plusieurs fromages fondus auxquels on ajoute du lait, de la créme, des
épices ou des aromates. lls sont ensuite moules. La Creme de Gruyere, les fromages a tartiner
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1-7-4 Fromage a pates persillées :

Ce sont des fromages dont la pate est sillonnée de 1’intérieur, elle est verdatres ou bleuatres,
constituées par les filaments mycéliens de la moisissure Penicillium glaucum, le plus connue est le
Roquefort

1-7-5 Fromage a pates molles :

Fromage a pate molles C’est le produit d’un caillé mixte. Il présente une pate molle presque
fondante, conséquente a la protéolyse pendant 1’affinage. Cette pate est revétue de moisissures
blanches de Penicillium candidum. Exemple : Le camembert

1-8 Les micro-organismes utiles :
1-8-1 Les bactéries lactiques :

Ce sont des Gram+ (coques ou bacilles), elles forment la flore dominante et tirent leur origine
principale de la culture ajoutée en début de fabrication, les bactéries lactiques assure deux fonction
essentielle : - abaisser le pH par la production d’acide lactique et contribuer au caractéristiques
organoleptique du fromage au cours de la maturation. Les bactéries propénoiques Synthese
bibliographique 9 Ce sont des bactéries Gram+, fermentant le lactate pour donner I’acide acétique
et propénoique, ainsi que le CO2. IIs participent a la formation du gott et de I’ouverture des fromages
a pate pressée cuite.

1-8-2 Autres bactéries :

Il s’agit de microcoques, les staphylocoques non pathogénes (S.equorum, S. Xylosus, S.Lentus),
les bactéries corynéformes (Brevibacterium,Arthrobacter,etc.) : Ce sont des gram+, constituent la
flore de surface des fromages affinés. Ils jouent un role essentiel dans la formation du godt des
fromages, notamment des fromages a croute lavee.

1-8-3 Levures :

Les levures interviennent dans la désacidification en début d’affinage, permettant ainsi
I’implantation ultérieure d’une flore acido-sensible.

1-8-4 Moisissure :

Penicillium camemberti, Penicillium roqueforti ls sont présents a la surface des fromages a pate
molle a crolte fleurie, les moisissures jouent un role déterminant dans la formation des
caractéristiques sensorielles des fromages

1-9 Micro-organismes responsable d’altération :

Du fait méme de leur composition et des conditions de production, les produits laitiers peuvent
étre contaminés par des microorganismes qui, en se multipliant dans le milieu, provoquant la
dégradation de leur constituant, ces dégradation peuvent étre due a des bactéries, levure et
moisissures et se traduisant par des défauts de gofit, d’odeur, d’aspect et de texture (J. Hermier et al,
1992).

10



Chapitre | Synthese Bibliographique

1-9-1 Les coliformes :

Elles peuvent étre responsables de gonflements précoces dans les fromages, qui est due
principalement a la formation d’hydrogéne trés peu soluble dans le fromage. Lors de leur
développement dans le fromage, les bactéries psychotropes (genre Pseudomonas principalement)
peuvent produire des lipases et protéase extracellulaires. Ces enzymes provoquent des défauts de
godt dans les fromages (J. Hermier et al, 1992).

1-9-2 Les bactéries butyriques :

Clostridiumtyrobutyricum, Elles peuvent se développer dans les fromages a pate pressé cuite et

non cuite) et donner des défauts de gott et d’ouvertures par fermentation butyrique (J. Hermier et al,
1992).

1-9-3 Levures et moisissures :

Elle se manifeste dans le fromage (peu dans le lait). Ainsi, Mucor est responsable de 1’accident
dit « poil de chat » principalement en fromage a pate molle, Il est noté que le regroupement des
microorganismes en flore utile et flore d’altération est a nuancer en fonction des technologies
considérées. Par exemple, le Mucor est utile en Tomme de Savoie, mais nuisible en camembert
(Bouvier Eric et Fabienne ,2005.).

1-10 Microorganismes potentiellement pathogenes :

La contamination du lait et des produits laitiers peut étre aussi I’ceuvre de germes dangereux
pour la santé de consommateurs comme Staphylococcus aureus, Salmonella, E. coli et Listeria
monocytogenes (J. Hermier et al, 1992).

11
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Matériel et Méthodes :
2-Cadre de I’étude :

Ce travail a été réalisé au niveau des laboratoires de microbiologie du département de biologie-
faculté des sciences- université Amar Télidji-Laghouat.

2-1 Situation géographique de Laghouat :
Le fromage sur lequel nous avons travaillé est fabriqué localement dans la région de laghouat.

Réseau hydrographique
do la witaya do LAGHOUAT

—

™

CHEF-UEU-WILAYA
Limiles des commune
Lamite 0o wilaya

Aqueduc

-

Cour s parmanent
Cour Teau lemporare
Limita d'edu penmsnanio

Limile d'osu lemporsing
Limvte ce sabis humide

s L Setiha ! Limile O merd)s

T WInee 00 AT | DNQE-ant aTtane (WSS
Uskin lwsdcrg Degats Stomaen

Figure 02 : Situation géographique de wilaya de Laghouat. (Publié par Elhachmi.A)

2-2 Echantillonnage :

Cing échantillons de fromage au lait cru composé de 5 unités pour chacun, d’une quantité de 100g,
sur une période de Trois mois.

Tableau 02: échantillonnage des fromages au lait cru.

Echantillons Date du Type de lait utilisé | Type de fromage

prélevement dans la fabrication | utilisé

du fromage
Echantillonl 22 /02 /2022 Lait de chévre Gruelle
Echantillon 2 24/02/2022 Lait de vache Djben
Echantillon 3 1/03/2022 Lait de chévre Gouda
Echantillon4 7/03/2022 Lait de vache Gouda
Echantillon5 7/03/2022 Lait de vache Gouda avec les
épices
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Figure 03: Les échantillons de fromage. (Cité de la Maison Bourourou Lait, 10/05/2021)

2-3 Matériel et méthodes d’analyses microbiologiques :
2-3-1 Les milieux de culture :
Les milieux de culture utilisés lors de la présente étude sont :

2-3-2 Les milieux en gélose : PCA au lait écrémé, VRBG, VRBL, Chapman, Hektoen, GN, MRS et
M17.

2-3-3 Les bouillons et Les diluants : bouillon Rapapport et bouillon MRS, Eau peptonée
tamponnée, TSE.

2-4 Préparation de la suspension mere :

La méthode I1SO 6887-1:2017 définit des régles générales pour la préparation de la suspension
meére et des dilutions réalisées en aérobiose, en vue des examens microbiologiques des produits
destinés a la consommation humaine ou a l'alimentation animale. (ISO)

Prendre 10g de fromage dans des conditions aseptique devant le bec bunsen et la mettre dans
90ml de diluant TSE et homogeénéiser la solution. Cette premiere dilution est considérée comme
suspension mere.

14
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Figure 04: préparation de la suspension meére. (Prise par I’auteur)
2-5 Préparation des dilutions décimales :

Pour obtenir la dilution 1072, prélever 1 ml de la suspension mére et 1’introduire dans un tube
contenant 9ml de TSE en respectant 1’asepsie puis suivie d’une agitation. Pour la 107, on introduit
aseptiquement 1ml de la solution 1072 dans un tube contenant 9ml de TSE avec une
homogénéisation, et ainsi de suite pour les autres dilutions jusqu’a 1’obtention du nombre de
dilutions voulues.

-

Iml \_/ | iml \_
- pu—
9ml TSE oml TSE
N
Suspension mére : 90ml de TSE \_2/ 1\0_3/
+10g de fromage au lait cru 10

Figure05 : Préparation des dilutions a partir de la suspension mére. (Prise par 1’auteur)

2-6 Recherche et dénombrement des germes :
2-6-1 Dénombrement de la flore aérobie mésophile totale (FAMT) :

Cette flore appelée aussi flore aérobie mésophile totale (FAMT).C’est un bon indicateur de la
qualité microbiologique générale d’un aliment.

La méthode d’ISO 4833 spécifie une méthode de dénombrement des micro-organismes.

15
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A partir de la suspension mére a analyser ou ses dilutions, porter aseptiquement 1 ml dans un
boites de Pétri vides, Compléter ensuite avec gélose PCA au lait écrémé fondue puis refroidie, Faire
ensuite des mouvements circulaires et de va-et-vient en forme de « 8 », Laisser solidifier les boites
sur paillasse, L’incubation se fait a 30°C pendant 72 heures. (ISO)

Lecture :

Apres la période d’incubation, les colonies ayant poussé en masse dans les boites de pétrie sont
comptées a 1’aide du compteur de colonies.

Figure 06: dénombrement de la flore mésophile aérobie totale. (Prise par 1’auteur)
2-6-2 Dénombrement des coliformes thermotolérants :

Les coliformes sont des indicateurs de contamination d’origine fécale et d’une mauvaise qualité
hygiénique du produit.

Selon la Norme NF V08-060, Nous avons dénombré les coliformes thermotolérants sur milieu

Gélose V.R.B.L par un ensemencement en masse de 1ml de chaque dilution, puis incubées a 44°C
pendant 24heure.

16
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Lecture :

Dénombrer les colonies de couleur rouge et d’un diamétre supérieur a 0.5mm.

Figure 07: dénombrement des coliformes. (Prise par I’auteur)
2-6-3 Recherche et dénombrement des entérobacteéries :
Les entérobactéries constituent un grand groupe de bactérie ayant une forte similitude.
L’ISO 21528-2 spécifie une méthode pour le dénombrement des Enterobacteriaceae

Apres la préparation de milieu VRBG solide que on le stérilise avant, le dénombrement
s’effectue sur Iml de chacune dilutions dans les boites de pétrie, ensuite on ajoute le milieu VRBG
maintenu a I’état liquide avec la technique de I’ensemencement en masse. Apres la solidification
I’incubation est effectué a 30°C pendent 24 h. (1SO)

Lecture :

Apres la période d’incubation, on fait un dénombrement de toutes les colonies violettes.

Figure 08: dénombrement des enterobacteries. (Prise par ’auteur)
2-6-4 Recherche et dénombrement des Staphylococcus aureus :

Staphylococcus aureus est un coccus anaérobie facultatif a Gram positif, qui apparait sous forme
de grappes ressemblant a du raisin lorsqu'il est observé au microscope et qui présente de grandes
colonies rondes, jaune doré, souvent avec hémolyse, lorsqu'il est cultivé sur des plaques de
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gélose au sang. L'aspect doré est la racine étymologique du nom de la bactérie "doré" en latin.

Staphylococcus aureus est catalase-positive (ce qui signifie qu'elle peut produire I'enzyme, la
catalase (Yves et Michel, 2009).

Sur milieu Chapman gélosé a 1’aide d’un rateau stérile on fait I’étalement de 0.1 ml de chaque
dilution, les boites sont incubée a 37°C pendent 24h.

Figure 09: la culture sur le milieu Chapman. (Prise par I’auteur)
Lecture :

Apres la croissance des colonies jaunes (dorée) on fait le dénombrement.

Figure 10: dénombrement des staphylococcus aureus. (Prise par 1’auteur)

2-6-5 Recherche des Salmonelles :

Salmonella est une bactérie mésophile qui possede les caractéristique communes aux
enterobaceriaceae (korsak et al., 2004)

Selon la Norme 1SO6579, nous suivons les quatre étapes ci-dessous :

e Le pré-enrichissement
e [’enrichissement
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e [’isolement
e [’identification

Le pré-enrichissement :
Introduire 25g de fromage dans 225ml d’eau peptonée tamponnée préalablement stérilisée.
La préparation est homogénéisee puis incubée a 37°C pendant 18 h.

L’enrichissement :

Dans un tube a essai stérile on met 10 ml de bouillon Rappaport et puis on ajoute 0.1 ml de la
suspension de pré-enrichissement, porté le tube dans I’incubateur de 37°C laisse le 18 h.

0,1ml
L »
Milieu de " 10 ml de
| Milieu

pre- enrichissement Rappaport

Figure 11 : L’enrichissement de Salmonelle. (Prise par I’auteur)
L’isolement en surface :

C’est apres que 1’isolement se fait sur la gélose Hektoen déja coulée dans les boites de pétri et
bien séche. Les boites sont ensemencées par stries & partir des tubes du bouillon Rappaport. Elles
sont incubées pour 24 heures a 37°C. Les colonies caractéristique sont prélevées et ensemencées sur
le GN.

2-6-6 Dénombrement de la flore lactique :

Les bactéries lactiques sont des bactéries exigeantes. Pour compter, isoler, et purifier ces
dernieres, on a utilisé les milieux ; MRS liquide, MRS solide, et milieu M17.

On cultive les bactéries dans des boites de pétrie par étalement de 0.1 ml de chaque dilution a
I’aide d’un rateau. Pour le milieu M17et MRS, incubé¢ a 30°C pendent 24a48h.

2-7 Isolement et Purification des souches isolées :

Pour purifier des souches, on les a repiques sur gelose MRS et M17 par la technique des
quadrants, 1’incubation est faite a 30°C pendant 48 a72 h.
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Apreés la croissance des colonies sur milieu MRS, on fait le choix sur les souches ayant différent
caractéristiques phénotypiques, et on les a repiqués sur bouillon MRS. Tous les tubes présentant un
trouble sur le bouillon de MRS sont repiqués a 1’aide d’une pipette Pasteur dans les boites de milieu
de MRS. L’incubation se fait a 30C°pendant 24h a 72 heures.

On purifie a partir des colonies blanches sur le milieu M17 et on ensemence sur milieu M17 en
surface. L’incubation s’effectue a 30°C pendant 24h a 48h.

Et nous répétons le processus de purification jusqu’a ce que nous obtenions des souches pures.

Figure 12: Purification de la flore lactique. (Prise par I’auteur)

Lecture :

A I’aide d’un compteur, on compte toutes les colonies apparentes dans les boites de pétries.

2-8 Conservation des souches :

2-8-1Conservation de courte durée :

On fait la culture des souches pures sur gélose MRS et M17 inclinées dans des tubes pendant
48h a 30°C, apreés incubation, la conservation se fait a 4°C pour une durée de quelques semaines, le
renouvellement du repiquage est périodique.

2-9 L’identification des isolats :

2-9-1 Caractérisation macroscopique :

L’observation a 1’ceil nu permet de décrire I’aspect ou bien les caractéres morphologique des
colonies (la forme, taille, pigmentation contour, viscosité....)
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2-9-2 Caractérisation microscopique :

Une caractéristique taxonomique importante des bactéries est leur réponse a la coloration de
Gram. La propriété de la coloration de Gram apparait comme étant fondamentale, depuis que la
réaction de Gram coincide avec de nombreuses autres propriétés morphologiques dans les
différentes formes phylogénétiques (Benayeche et Guenifi, 2021).

Le violet de gentiane colore les composés cytoplasmiques, tandis que le lugol fixe la coloration
interne. Les bactéries qui se décolorent a l'alcool (ou au mélange alcool-acétone) sont dites Gram «
négatives » (Gram-). Mince et lipophile, leur paroi de peptidoglycanes laisse passer lI'alcool qui
solubilise le colorant. Les bactéries Gram - positives (Gram+) ont une paroi plus épaisse,
imperméable a I'alcool elles restent colorées en violet. La derniére étape permet de donner une
légére couleur rose aux bactéries Gram- afin de visualiser au microscope (Benayeche et Guenifi,
2021).

Cette coloration permet de caractériser la paroi des bactéries et, de maniere corrélative, de les
classer en fonction de leurs propriétés.

Les principales étapes du protocole sont :

e Laréalisation d'un frottis sur lame de verre, fixé a I'alcool pendant 5 min, puis ringage a
I'eau démineralisée

e La coloration du frottis : par le violet de gentiane pendant 30s puis rincage a lI'eau
déminéralisée.

e Mordancage fixation au lugol (solution lodo-lodurée) pendant 20s.

e Décoloration rapide a l'alcool (ou alcool + acétone) pendentif (5 a 10 s)

e Recoloration a la safranine ou a la fuchsine pendant 30 s a 1 min, puis ringage a l'eau
déminéralisée et sechage de la lame sur plaque chauffante.

Les bactéries Gram positives et catalase négatives sont présumées des bactéries lactiques.

Figure 13: I’observation microscopique. (Prise par I’auteur)

2-10 Identification biochimique :
2-10-1 Test catalase :

Le test catalase sert a démontrer si la bactérie possede 1’enzyme catalase servant a décomposer
le peroxyde d’hydrogene. L’activité catalytique consiste a prélever une colonie sur gélose MRS ou
M17 et dissociée dans une goutte d'eau oxygénée (H202) a 10 Volumes; 1’apparition de bulles
révélant le dégagement d'oxygene (Denis et al)
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2-10-2 L’identification par la galerie API SOCHL :

Les galeries AP1 50 CHL (Biomérieux, REF 50 300, France) permettent une identification des
bactéries lactiques au niveau de 1I’espéce et méme parfois de la sous-espece sur la base de la
fermentation de 49 sucres différents.

La galerie API 50 CHL est constituée de 50 microtubes permettant I’étude de la fermentation de
substrat, appartenant a la famille des hydrates de carbone et dérivés (hétérosides, polyalcools,
acides uroniques).

Préparation des galeries :
Chaqgue galerie est constituée de 5 bandes comprenant chacune 10 tubes numérotés.

e Préparer une boite d’incubation (fond et couvercle)
e Inscrire la référence de la souche sur la languette latérale de la boite

e Répartir environ 10 ml d’eau distillée ou déminéralisée dans les alvéoles du fond pour créer
une atmosphere humide.

e Sortir les bandes de leur emballage, séparer en deux les bandes 0-19 et 20-39 et les déposer
dans le fond de la boite d’incubation.
e Compléter la galerie avec la bande 40- 49

Préparation de I’inoculum :

e Cultiver les bactéries sur un milieu adapté a sa croissance,

e Préparer I’inoculum dans le milieu de I’API 50 CHL.
Inoculation des galeries :

Répartir la suspension bactérienne a 1’aide d’une pipette stérile dans les 50 tubes de la galerie
en se conformant aux précautions suivantes :

e Incliner 1égérement vers 1’avant la boite d’incubation.

Eviter la formation de bulles en posant la pointe de la pipette sur le c6té de la cupule.

Lorsque les tubes doit étre inoculés, les cupules sont remplie avec de ’huile de paraffine
stérile.
Incuber les galeries a la température optimum de croissance de bactéries étudiées.

Durant la période d’incubation, la fermentation des sucres est indiquée par une couleur jaune
exceptée pour ’esculine (brun foncé). Les résultats sont lus a 24 h et vérifiés apres 48 h
d’incubation.

22



Chapitre I Materiel et méthodes

L’interprétation des résultats peut se faire par le Web (UPBM le Lab) pour identifier les
bactéries lactiques.

Figure 14: galerie APl 50 CHL. (Prise par I’auteur)
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Chapitre I Résultats et discussion

3-Résultat des analyses microbiologiques :

Les résultats d’analyse microbiologique du fromage au lait cru de cheévre et lait cru de vache du
5 échantillons sont rapportés dans le tableau suivant :

Tableau 03: les résultats des dénombrements en UFC/g.

TYPEDE LES ) FTAM COLIFORMES ENTEROBACTERIES STAPHYLOCOCCUS SALMONELLA
FLORE UNITES
THEBMO AUREUS
TOLERANTS
" ECHS
Al 3x 103 <10 <10 <10 Présence présumée
ECH1 A2 3% 103 <10 <10 <10 Présence présumée
A3 3x 103 4x102 1.3x103 <10 Présence présumée
A4 5,5x102 <10 <10 <10 Présence présumée
A5 3x 108 <10 <10 <10 Présence présumée
B1 3x 108 <10 <10 <10 Présence présumée
ECH 2 B2 3% 108 <10 <10 <10 Présence présumée
B3 3x 108 <10 <10 <10 Présence présumée
B4 3x 108 <10 <10 1,2x10? Présence présumée
B5 3x 103 <10 <10 3x10 Présence présumée
ECH 3 C1 8,5x102 <10 <10 <10 Présence présumée
C2 3x 108 <10 <10 <10 Présence présumée
C3 3x 108 <10 <10 <10 Présence présumée
C4 2,2x102 <10 <10 <10 Présence présumée
C5 3x 103 <10 <10 <10 Présence présumée
ECH 4 D1 2,2x102 <10 <10 2,2x102 Présence présumée
D2 5,5x102 <10 <10 5,5x102 Présence présumée
D3 5,6x102 <10 <10 5,6x102 Présence présumée
D4 <10 <10 Présence présumée
D5 5x102 <10 <10 5x10 Présence présumée
ECH El 3% 108 <10 <10 1x10 Présence présumée
E2 3% 103 <10 <10 <10 Présence présumée
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E3 1,28x103 <10 <10 2x10 Présence presume
E4 3x 108 <10 <10 11x10 Présence presume
E5 3% 103 <10 <10 2x10 Présence presume

3-1 Flore mésophile aérobie totale :

La qualité microbiologique générale d’un produit naturel peut étre reflétée par le dénombrement
de la flore aérobie mésophile totale, (Guiraud, 1998).

La flore aérobie mésophile totale de la quasi-totalité des échantillons analyses présentent une
charge en microorganismes de la flore totale qui a révélé des valeurs supérieures a 103 UFC/g.

Les valeurs du dénombrement de la flore mésophile aérobie totale s’accordent par rapport aux
résultats reportés par (Leksir et Chemmam 2015), ou un fromage traditionnel “‘klila’> de I’Est de
1’ Algérie qui n’ont pas dépassé 9,80 x 10> UFC/g.

Les valeurs observées sont s’accordent par rapport aux résultats reportés par (Hamama et
Bayi, 1991), ou les fromages traditionnels marocains possédent des nombres dépassant 108 UFC/g

La charge microbienne élevée des échantillons refletent le non-respect des bonnes pratiques
d’hygiene et de fabrication (BPH), cette flore n'est pas pathogene car elle est constituée de la flore
naturelle des matiéres premiéres (Jeantet et al., 2006).

Flore Mésophile Aérobie totle

3500
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Ech A2 A3 A4 A5 Ech B2 B3 B4 B5 Ech C2 C3 C4 C5 Ech D2 D3 D5 Ech E2 E3 E4 E5
Al B1 Cc1 D1 El

UFC/g
(=]
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Figure 15 : Variation du nombre de La FTAM. (Prise par I’auteur)
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Figurel6: Dénombrement de la FTAM sur le milieu PCA au lait crémée. (Prise par 1’auteur)
3-2 Les coliformes Thermotolérants :

L’estimation des coliformes thermotolérants permet d’apprécier le risque de présence de germes
pathogénes.

On a enregistré une faible charge <10 UFC/g dans la totalité des échantillons, cependant, 1’unité
A3 a donné une valeur de 4x10°UFC /g. Les valeurs observées s’accordent avec les résultats
rapportés par ( MENNANE et al., 2007), ou la klila et le jben ayant des charges de 3x102 a 8x10*
UFC/g.

Les coliformes Thermotolérants

10

Ech A2 A3 A4 A5 Ech B2 B3 B4 B5 Ech C2 C3 C4 C5 Ech D2 D3 D4 D5 Ech E2 E3 E4 E5
Al B1 Cc1 D1 El

o

M Les coliformes Thermotolérants

Figure 17: Variation du nombre des coliformes Thermotolérants dans les 25 unités de fromage au
lait cru. (Prise par I’auteur)
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Figure 18 : Dénombrement des coliformes sur le milieu VRBL. (Prise par I’auteur)
3-3 Les entérobactéries :

Le dénombrement des entérobactéries permet la mise en évidence d'une contamination d’origine
fécale (Devauchelle, 1981). Ainsi elles sont méme un facteur de mauvaise conservation ou
d'accidents de fabrication (Guiraud et Galzy, 1980).

Les résultats de dénombrement montrent qu’il y’a une faible charge <10 UFC/g, le plus haut
moyen est dans I’unité A3 1.3x10> UFC/g.

Ces résultats sont en contradiction avec les valeurs rapportées par (Menassel, 2019) Les
Entérobactéries sont présentes dans les échantillons du j’ben, avec taux trés important varie

5,1x10° UFC /g.

Cependant la famille des Entérobactéries renferme des microorganismes les plus pathogenes, ils
sont souvent rencontrées dans les aliments (chaves-Lopez et al., 2006 ; Fulya, 2011).

Les Entérobactéries peuvent €tre a 1’origine des IMI (infections intrammaires) mais avec des taux
faibles (Bergonier et al., 2003). Ces résultats peuvent étre relies a une série de facteurs, y compris le
manque d’hygiéne dans les fermes (Muehlherr et al., 2003).
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Les entérobactéries
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Figure 19 : Variation du nombre des entérobactéries. (Prise par I’auteur)

E——

Figure 20 : dénombrement des entérobactéries sur le milieu VRBG. (Prise par 1’auteur)

3-4 Staphylococcus aureus :

La contamination par Staphylococcus aureus peut étre d'origine humaine lors de la préparation
de l'aliment. Dans ce cas, les souches de Staphylococcus aureus peuvent provenir d'un portage sain
sur la peau et les muqueuses, ou d'infection staphylococcique. (Multon; 1991).

Nous avons remarqué I’absence des staphylocoques dorés dans (Echl, Ech3). Mais dans les
autres échantillons le dénombrement a révélé la présence des colonies de couleur jaunes de 1 a 2 mm
de diamétre, pour 1’échantillon 4, I’unité D3 la valeur maximale 5,6x10*> UFC/g. Selon
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(JORA.2017). La norme concernant le S.aureus est I’absence du germe. Alors nos résultats
(Echantillonslet 3) conforment aux normes.

Les résultats des échantillons 2, 4 et 5 ne s’accordent pas avec ceux de (GHENEM.M et al.,2017)
qui ont constaté une absence totale des S.aureus.

Staphylococcus aureus
600

500

400

200

100 I I
0 = = = = - o= = o= B - o = - I--l u

Ech A2 A3 A4 A5 Ech B2 B3 B4 B5 Ech C2 C3 C4 C5 Ech D2 D3 D4 D5 Ech E2 E3 E4 E5
Al B1 C1 D1 El

Titre de I'axe

UFC/g
w
o
o

M Staphylococcus aureus

Figure 21 : Variation du nombre de Staphylococcus aureus. (Prise par I’auteur)

Figure 22: dénombrement des staphylocoques sur le milieu Chapman. (Prise par 1’auteur)
3-5 Salmonelle :

Les Salmonelles sont considérées comme des pathogenes majeurs et font partie des criteres
microbiologiques de surveillance des produits laitiers au lait cru en raison de la gravité des
symptémes dont elles peuvent étre responsables (Guy, 2006).
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Il faut avoir une absence totale de Salmonelles dans le fromage, car la présence de ces derniers
constitue une menace qui peut provoquer différentes maladies et nuire a la santé du consommateur
(Dehove, 1989).

Les flacons d’eau peptonée tamponnée ont présenté un trouble, donc 1’isolement dans le milieu
Hectoen a été effectue.

Selon (JORA ,2017), la norme concernant les salmonelles est I’absence totale de ce germe dans
25 g de produit. Alors les résultats sont non conformes.

Ces résultats ne s’accordent pas avec ceux de (GHENEM.M et al.,2017) qui a trouvé une
absence totale des salmonelles.

Figure 23: recherche de salmonelle. (Prise par ’auteur)
3-6 Dénombrement de La flore Lactique :

Tableau 04: les résultats des dénombrements de La flore Lactique en UFC/g.

Echantillonnages Les MRS M17
unites

Al 3x10° 3>;10

Ech 1 A2 3,2x10* 3>;10

A3 2,49x10° 3>;10

Ad 3x10° 3>;10

A5 1,5x10° 3>;10

Ech 2 Bl 3,4x10* 3>;10
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B2 3x10% 3x10°
B3 3x10° 3x105
B4 3x10% 3x10%
B5 3x10° 3x10°
Ech 3 C1 3x105 3,4x10*
C2 3x10° 3x105
C3 3x105 3x105
C4 3x10° 3x105
C5 3x105 3x105
D1 3x10° 3x105
Ech 4 D2 3x10° 3x10°
D3 3x10% 3x10%
D4 3x10° 3x105
D5 3x105 3x105
E1l 3x10° 3x105
Ech 5 E2 3x10% 3x10°
E3 3x10° 3x105
E4 3x10° 3x10°
E5 3x10° 3x105

Le tableau révele que les bactéries lactique sont répandues dans tous les fromages analysés avec

des niveaux élevés. Les valeurs moyenne supérieurs a 10° UFC/g.

Ces résultats sont inférieurs a ceux enregistrés par (Hamama, 1997).
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La flore lactique
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Figure 24 : Variation du nombre de La flore Lactique. (Prise par 1’auteur)
3-7 ldentification des bactéries lactique :
3-7-1 Examen macroscopique :

On a observé a I’ceil nu sur le milieu solide MRS ou M17 des colonies circulaires de couleur
blanche, d’aspect crémeux, bombée de 1 a 3 mm de diamétre.

vl S e | *

) L ="

Figure25: Aspect des souches sur gélose MRS et M17. (Prise par 1’auteur)
3-7-2 Examen microscopique :

Les résultats microscopiques indiquent que toutes les souches sont des Gram positif, et se
présentent sous forme de cocci en chainettes et de bacille.
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Figure26: Observation au microscope optique de bactérie lactique a I'état frais a I'objectif x100.
(Prise par I’auteur)

Figure27: Aspect microscopique des coques des bactéries lactique. (Prise par I’auteur)
3-8 Profil biochimique :
3-8-1 Test catalase :

Les conséquences de ce test indique que toutes les souches sont des catalase négative.
3-8-2 API50CHL :

Le milieu API 50 CHL est destiné a l'identification du genre Lactobacillus et germes
apparentes. Il est prét a I'emploi et permet I'étude de la fermentation des 49 sucre fermentescibles.
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Tableau 05: Les souches obtenus selon 1’identification sur la galerie AP1 50

CHL.
Unités Résultats de la
y sz . galerie AP150 | Souche obtenu Pourcentage
d’échantillonages
CHL
Lactochnlus 100%
brevis 3
D2 I
Lactobacillus
paracasei ssp 90,1 %
D2 1I paracasei 1
Lactobacillus
paracasei ssp 100%
A2 paracasie 1
Lactobacillus
paracasei ssp 99,9%
El paracasie
Lactobacillus
paracasei ssp 52,1%
B3 paracasie

Ces résultats s’accordent pas avec les souches rapportés par (Belarbi, 2011), qui a trouvé les
résultats du profil fermentaire des souches comme suit: Leuconostoc mesenteroides subs
mesenteroides Ln5 et Lactobacillus plantarum Lb1 sur la galerie AP1 50 CHL.
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Conclusion

Conclusion

La transformation du lait cru en fromage dépend de plusieurs facteurs :
ferments lactiques, paramétres technologiques (conditions de la coagulation, la
nature et I’intensité du travail mécanique, la vitesse d’égouttage, les conditions
d’affinage...) et spécialement le lait utilis¢é (composition chimique et
microbiologique).

Le but de ce travail a visé la caractérisation microbiologique de certains
fromages au lait cru commercialisés dans la ville de Laghouat.

Les résultats des analyses microbiologique montrent que la concentration
moyenne de la flore mésophile aérobie totale est trés variable avec une augmentation
de la charge microbienne en(FMAT) avec une valeur maximale 3x103UFC/qg.

La présence des germes pathogénes (Staphylococcus aureus et salmonelles) dans
certains échantillons du fromages au lait cru prouve une contamination qui peut étre
due soit a la flore de I’animale, ou bien de la flore de manipulateur.

La flore mésophile totale a atteint une valeur maximale 3x103UFC/g, et pour les
entérobactéries 1.3x102 UFC/g de valeur maximale, avec une valeur maximale de
4x102 UFC/g pour les coliformes thermotolérants ainsi que une valeur maximale
5,6x102 UFC/g pour les staphylococcus aureus, ce qui est inquiétant est la présence
présumée des sallmonelles.

Enfin, ces résultats peuvent étre tres intéressants du point de vue microbiologique.
Perspectives :

Les résultats de la présente étude, ne sont que primordiaux et loin d’étre concluants.
L’étude mérite d’étre compléter par :

Un effectif et un plan d’échantillonnage plus élargi, établait sur plusieurs types des
fromage et étalé sur le quatre saisons de I’année. Donc, il est souhaitable, en perspective,
de réaliser les parties pratiques suivantes :

» analyses physicochimiques et microbiologiques.

» suivi de la dynamique des équilibres des flores microbiennes au cours de la

production.
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Composition des bouillons et des géloses :

Eau peptonée tamponnée

PEPLONE. ...t 10,0g
(O] (o] 10T (=3 ST SYo o [TV 1 JP R 500
Hydrogéno-orthophosphate disodique Dodécahydraté (Na2HP04,12H20)..............
Dihydrogéno-orthophosphate de potassium (KH2PO4 ) .........ccccooeieveienee, 15¢g
BAUL e 1000ml
pH=7,0£0,1.

Eau physiologique

Chlorure de SOdiUM .........ccceeiieiie e 99
BaU diStill€........cooieee s 1000ml
pH=7,0+0,1.

Gélose Hektoen

ProteOSE-PEPIONE ... 12 g
EXtrait de [eVUFE .....c.oeeiveee e 5090
Chlorure de SOdIUM ........cooviiiiiiiecie e 50
Thiosulfate de SOAIUM ..........cccveieiiie i 50
SelS DIHAINES ... 99
Citrate de fer ammoniacal..........cccccceeeivvcciiiieee e, 1,59
SAIICINE. ... i s 29
LACTOSE ..ottt ettt 129
SACCNANOSE. ...t 129
FUSCNING QCIAE ...ttt e e 0,1g
Bleu de bromothymol ..., 65mg
GLIOSE ...t 13mg

pH=7 ,6£0,2.



MRS bouillon

PEPLONE A8 CASEINE......oviiiitiiieeiiete e 10 g/l
EXErait de VIAN .......ocooiiiiiiiiec e 8,0
EXIrait A8 IBVUIE ...ttt ettt 4.0
D () GIUCOSE ...ttt 20
Di-potassium hydrogénophosphate ..., 2,0
TWEEN B0 ... 1,0
Di-Ammonium hydrogénoCitrate ............coeevererenineiine e 2,0
SOATUM BCALALE. .......eviveiiiei e 5,0
MagNSIUM SUITALE.........eiveiiiececeeeee e 0,2
Manganése SUIPhAte. .. ...ccccveieiieiecie e 0,04
MRS Agar

Il est utilisé pour le dénombrement de la flore lactique.

PEPLONE UECASEINE. ... .ccveiteeeie ettt ettt s re et e be et e eaeesreereennens 10
T =0 LI/ F= T g 1o [T 8,0
EXIFAIT 08 TEVUIE ... 4,0
D (1) GIUCOSE ...ttt bbbttt bbb 20
Di-potassium hydrogénophoSphate .............ccciveiiiii i 2,0
BT LT = 1,0
Di-Ammonium hydrog@nOCITIate ..........c.ccviieiieiiiie e 2,0
Yo Lo 10T IR ot L (=TT 50
MAGNESIUM SUITALE........eivieiiee et sra s 0,2
MANGANESE SUITALE. .. weovvieierieieiee ettt e et sbe e ereeneeneas 0,04
F N0 - SO P R UPRPUPRTPRPPN 14

Milieu M17 :
Composition :
TIYPLONE .. 2,509

Peptone pepsique de VIANUE ..........cccecviieiiere e 2,50 g



Peptone papainique de SOJA........ccceecveeiieeiie i sie e 5009

Extrait autolytique de 1eVUIe .........cccooiiiiiiiiiicee e 2,509
EXtrait de VIANGE .......cceeiviiie e 5,009
IS Tod (0 1] T 5,009
Glycérophosphate de SOUIUM..........cccocvviiieiiic e 19,00 g
Sulfate de MagNESIUM .......c.oiiiiiiieere e 0,25¢
ACIAE ASCOTDIGUE.....cvieie et 0,50 g
Agar agar bactériologiQUe ..........cvoveieieieieie e 15,00 g

pH du milieu prét-a-1’emploi a 25 °C : 7,1 £ 0,2.

Peptone 3 (hydrolysat papaenique de SOJA) .......ccveveeereerierienenieneseeeeseeeen, 5,009
Extrait de levure déShydratée ...........ccceevveieeieiie s 2,50 g
Extrait de VIande.........cccooiiiiiiiiic e 5,009

Milieu de CHAPMAN :

Le milieu de CHAPMAN est un milieu sélectif pour la culture des staphylocoques, mais
exceptionnellement d'autres germes peuvent y végéter. Formule en gramme par litre d'eau
distillée

Peptone BacteriolOgigUE .......cc.ecveiveiieiieieeie e 10
Extrait de viande de boeuf ..........cocoviiiiiiiiii e 1
Chlorure de SOAIUM .........coviiiiiiice s 75
MANNTEOL ... 10
Rouge de Phenol..........c.ooveiiciie e 0,025
AN e 15

pH ‘final 7,5

Milieu VRBG :

PrOTEOSEPEPLONE. .....c.eiieieeie ettt ettt ettt et ettt et e et eae e aeeeaeeanas 129
EXIraIt A& IBVUIE.....c..oeiieiieee ettt et 39
SACCNAIOSE. ...ttt ettt ettt ettt ettt et et ete e eaes 12¢
04 (01 TSROSO PPRP 129
SAIICINE 1ttt ettt et e et et et e e Re e te e aeeraenreeeeaneenneens 29

Citrate de de Fe +3 et d’ammONiUM .........ccueieirieieiie e 1.5¢



SIS DIITAIES. ...t 9g

FUCRSING QCIUE ...ttt et e et et esreenreeneesreenre s 19
Bleu de bromothymol ..o 0.065mg
ChIOrUre de SOOIUM .......eiiecc e be e raesae e e e e nreeneens 5¢
ThioSulfate de SOATUM .......oiuiiiiiiiee e 5¢

N -1 SR TSPPRPOPRRPI 14qg

Ph final= 7.6. stérilisation :120°C /20mn

BOUILLON DE RAPPAPORT:

LI/ 010 L= PSS OPRUPRIY 2,50 g
Peptone pepsSique de VIANUE. .........ccveieiieieiie e se e sre e 2,50 g
Peptone PapainiqUE A€ SOJA.......c.cccveiiieiieiieeiiesieesee et e e srre e sae e e aeere e 5,009

Extrait autolytique de TEVUIE .........ooviiiiie s 2,50 g
EXErait de VIANAE .....oooiiiie e 5009
1= Tod (017 = 5009
Glycérophosphate de SOUIUM ............coiiiiiiciiee e 19,00 g
Sulfate de MAGNESIUM .....c.oiiiiiieee e 0,25¢
F Ao Lo L= I o0 o] [0 [V 1= SR SP 0,50 g
Agar agar baCteriolOgiQUE ........cvivireiiiiieere e 15,00 g

pH du milieu prét-a-I’emploi a 25 °C : 7,1 = 0,2.

Milieu VRBL

Peptone pepsique de VIANGE...........ccveieeeeiieie e 709
Extrait autolytique de 1eVUIe .........ccoooiiiiie 309¢g
I 01 (01T TSP R PP 10,0¢g
SEIS DIHAITES ..o 159

ChIorure de SOIUM .......oeiiee e 500



ROUQGE NBULIE. ..ottt et 30,0 mg
O g1 =1 I/ 0] L) SRR 2,0 mg
Agar agar bactériologiqUe..........cceviiiie i 12,0¢

pH du milieu prét-a-1’emploi a 25 °C : 7,4 £0,2.

Milieu PCA :

TIYPLONE <.ttt b e b e e ne e e 5049
Extrait autolytique de IeVUIE ........c.oeieeeee e 2,50
€] 11T -SSR 109
Agar agar DacteriologiQUE..........coveiirrieireieeeee s 12,09

pH du milieu prét-a-1’emploi a 25 °C : 7,0 £ 0,2.

Appareillage :

Figure a : Bec bunzen.

Figure b : verrerie.



Figure c : incubateur

Figure d : Balance.

Figure e : bainmarie.



Figure f : compteur de colonies manuel.

FigureJ :microscope optique.

Colorants et réactifs :
Catalase :

e  EQUOXYGENEE .....ocoveeieeiicieeeee e \/



Fushine :

Fushine basique .........cccceeveeveecie e 19
Alcool éthylique @90 1.......ccoeieeeieeeene 10g

PhENOI ..o, 5¢
Eau distillée.......ccooevveieecee e, 100g
Lugol :

10E .. 19
lodure de potassium..........ccccoevereriinienieeieeeenne 29

Eau distillée.........ccoveveiieeeeee e 300g

Violet de gentiane :

Violet de gentiane.........cccceevveveeviesieecee e, 19
Ethanol @900 0......cccoveiieee e, 10ml
PhENOI ..o 29



sl Cnd An g5 jSall 52 50 Al 3 (8 Aealisall fase sl Jaad) Chagy ¢ Bpalidl) (L) claiie (el ) :A:j:
A sedl Ll (e 1320 W gl ) 3 N A ol s s sSaall Cilia gadl) Ciianad, Lol e V) didaie 8 30 5ad) 8 (5,8 5 Selall) alall
o RSl 5 Al A gl <l sSall ¢ 5 jall da slaadl <l o 8l ¢ 4 gaal) Al UL s "FTAM” (oo & sane ddaus siall
ULl & sana O Lale Jgmanl) a3 3l gl @ jedal, ¥ el (any e (el il AL de grie Clia sadll o38Ol sallid)
21.3.10 5 10 oo I8 (o W &y el sl el 5 CFU /33,10 53.10% ) day Lo sl e s 2l sl

Lo yiall S salldl 3 g 5 GUAS 5 ¢ Aaalall 430 giiall il )5Sl b 48l 5 25,.6.10 e dagdl Y] 2IICFU / g

Summary:

As part of the valorization of traditional dairy products, the main objective of this work is to contribute
to the study of the microbiological quality of raw milk cheese (goat and cow) in Algeria in the region of
Laghouat.

The microbiological examinations carried out involved counts of the total aerobic mesophilic flora called
“FTAM” and of the lactic flora. Enterobacteriaceae, thermotolerant coliforms, staphylococcus aureus and
the search for salmonella. These examinations are followed by identification tests on a few isolates.

The results obtained show that the total flora and the lactic flora respectively recorded up to 3.10%and
3.10°UFC/g. Enterobacteriaceae counts gave values between less than 10 and 1,3.10°UFC/g. A maximum
value of the order of 5,6.10° is detected in Staphylococcus aureus, thus a presumed presence of
salmonella..

Résume:

Dans le cadre de la valorisation des produits laitiers traditionnels, le présent travail a pour objectif
principal de contribuer a 1’étude de la qualité microbiologique du fromage au lait cru (de chévre et de
vache) en Algérie dans la région de Laghouat.
Les examens microbiologiques réalisés ont impliqué des dénombrements de la flore mésophile aérobie
totale dite « FTAM » et de la flore lactique. Les entérobactéries, les coliformes thermotolérants, les
staphylococcus aureus et la recherche des salmonelles. Ces examens sont suivis par des tests
d’identification de quelques isolats.
Les résultats obtenus montrent que la Flore totale et la flore lactique ont enregistré respectivement jusqu’a
3.10%et 3.10°UFC/g. Les dénombrements des entérobactéries ont donné des valeurs comprises entre moins
de 10et 1,3.10°UFC/g. Une valeur maximale de 1’ordre de 5,6.107 est détectée chez les Staphylococcus
aureus, ainsi une présence présumée des salmonelles.



