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Résume :

Le lait pasteurisé fabriqué a partir de lait cru ou de lait reconstitué , est un lait qui a subi
un traitement thermique qui détruit plus de 90 % de la flore contenu dans le lait Les
bactéries sporiformes appartenant au groupe Bacillus cereus sont reconnues pour causer
des problémes de détérioration des aliments et/ou des problemes sanitaires en raison de
leur capacité a former des biofilms et a résister a la pasteurisation pratiquée dans les
industries laitiere .Cette étude a été réalisée dans le but de rechercher et dénombrer les
Bacillus cereus dans le lait pasteurisé commercialisé dans le marché local, trois types
d’échantillons ont été prélevées pour les analyses . Dans 1’ensemble seuls deux
échantillons (X et Y) sont contaminé par les Bacillus (Bacillus cereus ,Bacillus coagulans
et Bacillus lichinoformis).

Mots clé : Industrie laitiére - Lait pasteurisé — biofilms — Bacillus cereus.
Abstract :

Pasteurized milk made from raw milk or reconstituted milk is heat-treated milk that
destroys more than 90% of the flora in the milk Sporiform bacteria belonging to the
Bacillus cereus group are known to cause probléms détérioration of food and / or health
problems due to their ability to form bifilms and resist pasteurization in the dairy
industry.This study was conducted to search and count Bacillus cereus in pasteurized milk
marketed in the local market, three types of samples were taken for analysis. Overall only
two samples (X and Y) are contaminated with Bacillus (Bacillus cereus, Bacillus

coagulans and Bacillus lichinoformis).

Keywords : Dairy industry - Pasteurized milk - biofilms - Bacillus cereus.
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Introduction

L’Algérie est le premier consommateur de lait au Maghreb, avec une consommation
moyenne est passe de 41L /habitant par an a 110L/ habitant par an durant la période 1963-
2010 (FAO., 2007).

Le lait est un substrat trés riche fournissant a ’homme et aux jeunes mammiféres un
aliment presque complet protides, glucides, lipides, sels minéraux et vitamines sont
présents a des concentrations tout a fait satisfaisantes pour la croissance et la multiplication
cellulaire (Bourgois et Larpent ., 1996).

Les microorganismes du lait sont répartit selon leur importance, en deux grandes classes :
la flore indigéne ou originelle et la flore contaminant, cette derniere est subdivisée en deux
sous classes : la flore d’altération et la flore pathogéne (Vignola., 2002).

Un probléme majeur en termes de qualité, de technologie et potentiellement de santé
public. Les biofilms peuvent ce formé sur différents types de surface et particulierement
sur I’acier inoxydable qui composent la majorité des équipements de transformation
laitiére.

L’objectif de notre travail est de dénombrer et rechercher des Bacillus cereus dans le
lait pasteurisé commercialisé dans le marché local.

Existe — il des indices de biofilms dans les différents prélevements du lait pasteurisé ?
Ce mémoire s’articule en deux partie.la premiére consiste en une synthése bibliographique
dans laquelle des informations sur lait, la pasteurisation et biofilms en 1’industrie laitiers.
La deuxiéme partie est consacrée a la méthodologie adoptée pour réaliser la partie

expérimentale, Les résultats, discussions, et conclusion.



Historique

Depuis Antone Van Leeuwenhok , I’inventeur des premiers microscopes ,qui observa dés
le XVIle siecle des « animalcules »a la surface de ses dents (Birandet et al .2012). En
1933, Arthur Henrici était décrit une procédure pour étudier la répartition des bactéries
dans les habitats d’eau douce, consistant & immerger pendant un certain temps des lames
de microscopie en verre dans son aquarium et observe un dépdt de microorganismes qui
s’épaissit progressivement (Henrici. ,1936). Le terme de biofilms a été utilisé pour la
premiére fois en 1943 par Claude Zobell ( Branger et al :2007) qui montre que dans un
récipient rempli de liquide , les bactéries colonisant les parois sont plus nombreuses que
celle en suspension (Roux et Ghigo,2006).Enfin ,dans les années 1980 le microbiologiste
William Costerton propose le terme de biofilms,pour désigner les communautés

microbiennes se développant sur les surfaces (Briandit et al. , 2012).
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Généralité sur le lait

| - Définition du lait :

Le lait destiné a I’alimentation humaine a ét¢ défini en 1909 par le congres international
de la répression des fraudes: « le lait est le produit intégral de la traite totale et
ininterrompue d’une femelle laitiére bien portante. Bien nourrie et non surmenée, il doit

étre recueilli proprement et ne pas contenir de colostrum » (Larpent., 1997).

Selon le journal officiel de la République Démocratique Algérienne, la dénomination
« Lait » est réservée exclusivement au produit de la sécrétion mammaire normale, obtenu
par une ou plusieurs traites mammaires normale, sans aucune addition ni soustraction et
n’ayant pas été soumis a un traitement (Arrété de 18/08/1993, décret du 27/10/1993).

D’apres le codex alimentarius le lait est la sécrétion mammaire normal d’animaux de
traite obtenu a partir d’'une ou de plusieurs traites , sans rien y ajouter ou en soustraire ,
destiné a la consommation comme lait liquide ou & un traitement ultérieur (CODEX
STAN 206-1999).

Il - Composition chimique du lait :

Le lait est un aliment complet qui garantie un apport non négligeable en protéines,
lipides, sels minéraux notamment, en calcium, phosphore et en vitamines (Watier., 1992).
La composition des laits varient selon les espéces. Le tableau 1 présent la composition
moyenne du lait selon les espéces.




Généralité sur le lait

Tableau 1: Composition moyenne du lait selon les espéces (g/l) (Vilain ., 2010).

Eau lipides Protéines Glucides Matieres
(lactose) minérales
Totales Caséine Albumine
Lait 905 35 12-14 10-12 4-6 65-70 3
maternel
Vache 900 35-40 30-35 27-30 3-4 45-50 8-10
Chévre 900 40-45 35-40 30-35 6-8 40-45 8-10
Brebis 860 70-75 55-60 45-50 8-10 45-50 10-12
Jument 925 10-15 20-22 10-12 7-10 60-65 3-5
Bufflonne | 850 70-75 45-50 35-40 8-10 45-50 8-10
Anesse 925 10-15 20-22 10-12 9-10 60-65 4-5
Renne 675 160-200 100-105 80-85 18-20 25-50 15-20
Il -1- Eau:

I’eau est le constituant le plus important du lait, en proportion (Vignola., 2002) Elle
contient en solution du lactose des sels minéraux et des vitamines hydrosolubles, on y
trouve également en suspension des lipides, de la caséine ainsi que certains sels minéraux

tel que le phosphate de calcium et le phosphate de magnésium (Charles , 1991).
Il - 2 - Matiere grasses :

La matiére grasse (MG) est présente dans le lait sous forme de globules gras de diameétre
de 0.14210.10° m (Jeantet et al ., 2008) ,elle est composé principalement de triglycérides,
de phospholipides et d’une fraction insaponifiable constituée en grande partie de

cholestérol et de B-caroténe (Vignola. ,2002).




Généralité sur le lait

Tableau 2 : Composition lipidique du lait (Vignola., 2002).

Constituants Proportions de lipides du lait (%)
Triglyceérides 98
Phospholipides 1
Fraction insaponifiable 1

Il - 3 - Protéines :

Tous les laits de mammiféres ont la méme composition
protéique de base : Les caséines représentent 82 % des protéines du lait de vache ; les 18 %
restants sont constitués par la B-lactoglobuline, 1’a-lactalbumine, la serumalbumine et par
un grand nombre de protéines diverses (enzymes, immunoglobulines, lactoferrine bovine. .
.) (Vilain ., 2010).

Il -4 - Lactose :

Le lactose est le glucide, ou I’hydrate de carbone, le plus important du lait puisqu’il
constitué environ 40% des solides totaux, d’autres glucides peuvent étre présents en faible
quantité, comme le glucose et le galactose qui proviendraient de 1’hydrolyse du lactose

(Vignola ., 2002).
Il -5 - Minéraux :

Les minéraux, entiérement apports par notre alimentation ont un rdle structural et
fonctionnel .ils sont souvent impliqué dans des mécanismes physiologique (régulation

nerveuse ou enzymatique, contraction musculaire, etc.)(Jeantet et al . ,2008).
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Soyum 0,58

/ Magnésium 0,12

Potassium 1,41

~—

_— Calcium 1,23

Chlore1,19

™~

Phosphore 0,95

Citrate > 1,6

Figure 1 : Composition minérale du lait de vache (g/l) (Jeantet et al . ,2008).
Il - 6 - Vitamines :

Les vitamines sont des substances biologiquement indispensables a la vie puisqu’elles
participent comme cofacteurs dans les réactions enzymatiques et dans les échanges a
I’échelle des membranes cellulaires (Vignola, 2002). On distingue d’une part les vitamines
hydrosolubles (vitamines du groupe B et vitamine C) en quantité constantes, et d’autre part
les vitamines liposolubles (A, D, E et K) en quantité variables dépendant de facteurs
exogenes (race, alimentation, radiation solaires, etc.)(Jeantet et al ., 2008). Le tableau 3

présente les principales vitamines du lait et leur teneur moyenne.
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Tableau 3 : Teneur moyenne des principales vitamines du lait cru (Vignola., 2002).

Vitamines Teneur moyenne

Vitamines liposolubles :

Vitamine A (+ caroténes) 40 pg/100ml
Vitamine D 2.4 ug/100mi
Vitamine E 100 pg/100ml

Vitamine K 5 pg/100ml

Vitamines hydrosolubles :

Vitamine C (acide ascorbique) 2 mg/100ml
Vitamine B1 (thiamine) 45 pg/100ml
Vitamine B2 (riboflavine) 175 pg/100ml
Vitamine B6 (pyridoxine) 50 pg/100ml
Vitamine B12 (cyanocobalamine) 0.45 pg/100ml
Niacine et niacinamide 90 pg/100ml
Acide pantothénique 350 pg/100ml
Acide folique 5.5 ng/100ml

Vitamine H (biotine) 3.5 ng/100ml

Il -7-Enzymes:

Dans le lait, selon certaines auteurs, on dénombre prés de 60 activités enzymatique,
beaucoup de ces enzymes n’y sont qu’a 1’état de traces (Multon ., 1991). D’aprés Vignola
(2002) le lait contient principalement trois groupes d’enzymes : les hydrolases, les

déshydrogénases (ou oxydases) et les oxygénases.
I11 - Caractéres physico-chimiques du lait :

Les principales propriétés physicochimiques utilisées dans I’industrie laitiere sont la
masse volumique et la densiteé, le point de congélation, le point d’ébullition et 1’acidité.
(Vignola, 2002) .

B
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I11 - 1- La masse volumique :

La masse volumique du lait est le rapport de sa masse sur son volume p =m /v. Elle est
d’environ 1030kg.m-* a 20°C (Croguennec et al ., 2008).

Il - 2 - Densité :

D’apres Vignola (2002), la densité du lait de vache a 15°C varie de 1.028 a 1.035 pour

une moyenne de 1.032.chacun des constituantes agit sur la densité du lait.
I11 - 3 - Point de congélation :

Le point de congélation du lait est légérement inferieur a celui de I’eau puisque la
présence des solides solubilisés abaisse le point de congélation (Vignola ., 2002), le point
de congélation du lait varie entre -0,52 et -0,56°C (pour une moyenne de -0,54°C). Toute
variation supérieure a -0,52°C indique une addition d’eau au lait (Riel .,1985).

111 - 4 -Point d’ébullition :

Selon Riel (1985), le point d'ébullition de I'eau est de 100°C et celui du lait de 100,5°C.

Cette propriété physique diminuant avec la pression (Vignola ., 2002).
11 -5 - Le potentiel d’hydrogene (pH) :

Le pH du lait frais a 20°C varie entre 6,6 et 6,8. Plutdt proche de 6,6 immédiatement
aprés la traite .il augmente Iégérement dans les heures suivantes par diminution de la
quantité de dioxyde de carbone dissout dans la phase aqueuse du lait (Croduennec et al .,
2008).

111 — 6 — L’acidité du lait :

Dés sa sortie du pis de la vache, le lait démontre une certaine acidité. Cette acidité est due
principalement a la présence de protéines, surtout les caséines et la lactaloumine, de
substances minérales telles que les phosphates et le CO,, et d’acide organiques, le plus
souvent 1’acide citrique .Elle varie entre 0,13 et 0,17% d’équivalent d’acide lactique
(Vignola .,2002). Le tableau 5 résume I’importance des constituantes dans 1’acidité

naturelle du lait.
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Tableau 4 : Acidité naturelle du lait ; apport des différents constituants (Vignola., 2002).

Constituants Acidité (% d’équivalent d’acide
lactique)
Caseines 0,054a 0,08
Phosphates 0,05a0,07
Lactalbumine 0,01
CO, 0,0140,02
Acide citrique 0,01

IV - Qualité organoleptique du lait :

L’examen de la consistance et de la couleur, de 1’odeur et de la saveur du lait cru peut

apporter certain indication sur la qualité de produit (Guiraud ., 2003).

IV-1- Lacouleur :

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

IV-2 - L’odeur :

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

odeur aigrelette).
V- 3 - La viscosité :

Le lait est de viscosité variable en fonction de ’espéce animal (Sina ., 1992) . D’aprés
kopaczewski., (1948) la viscosité du lait de vache est constant. De plus le lait est
isovisqueeux avec le sérum du méme animal. Notons cependant que la chauffe du lait

jusqu’a 60°C abaisse sa viscosité, tandis que celle au dela de 70°C I’augmente ; il s’agit
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naturellement de mesures effectuées sur du lait refroidi a 20°C. La viscosité du lait dépend

également du degré de dispersion des matiéres grasses.
IV-4 — La saveur :

La saveur du lait normal frais est agréable. Celle du lait acidifié est fraiche et un peut
piquant.les laits chauffés (pasteurisé, bouillis ou stérilisés) ont un peut gout Iégerement
différent de celui du lait cru .les laits de détention et de mammites ont une saveur salée
plus ou moins accentuée.il en est en parfois de méme du colostrum. L’alimentation des
vaches laitiéres a 1’aide de certaines plantes de fourrages ensilés, etc. Peut transmettre au
lait des saveurs anormales en particulier un gout amer.la saveur amére peut aussi apparaitre
dans le lait par suite de la pullulation de certaines germes d’origine extra-mammaire

(Thieulin et Vuillaume., 1967).
V-Flore microbienne du lait :

V —1 - LaFlore originelle :

Le lait contient peu de microorganismes lorsqu’il est prélevé dans de bonnes conditions a
partir d’'un animal sain (moins de 5000 germes/ml) il s’agit essentiellement de germes
saprophytes du pis et des canaux galactophores : microcoque, Streptocoque lactiques et
Lactobacilles (Larpent., 1997).

Tableau 5: Flore originelle du lait cru (Vignola ., 2002).

Microorganismes Pourcentage
Micrococcus sp. 30-90
Lactobacillus 10-30
Streptococcus ou Lactococcus <10
Gram négatif <10

V — 2 - La flore de contamination :

La flore contaminant est ’ensemble des microorganismes ajoutés au lait, de la récolte
jusqu’a la consommation. Elle peut se composer d’une flore d’altération (Pseudomonas
sp., Proteus sp ., les coliformes soit principalement les genres Escherichia et Enterobacter,

les sporulees telles que Bacillus sp . et Clostredium sp., et certaines levures et moisissures)
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qui causera des défauts sensoriels ou qui réduira la durée de conservation des produit, Et
d’une flore pathogeéne (Staphylococcus aureus,Clostridium botulinum, Salmonella sp,
Clostredium perfringens,Bacillus cereus, Yersinia enterocolitica et certains moisissures)
capable de provoquer des malaises chez les personnes qui consomment ces produit laitiers
(Vignola 2002 ;Guiraud., 2003).

VI - Production industriels du lait :

Une large gamme de laits de consommation, différent par leur composition et leur qualité
nutritionnelle, est apparue sur le marché afin de satisfaire la demande du consommateur
(Jeantet et al ., 2002).

VI-1- Laitcru:

C’est un produits intéressant sur le plan de la nutrition puisqu’il n’a subit aucun
traitement d’assainissement lui permettant d’assurer une meilleur conservation ,sa
production et sa commercialisation devant étre sévérement contrdlées en raison des risques

qu’il peut encore présenté pour la santé (Luquet. , 1990).
VI - 2 - Lait traités par la chaleur :

les traitement industriels peuvent consister en une modification de composition (lait
écrémé ou lait demi écrémé par opposition au lait entier) et en un traitement thermique
destiné a ¢€limination les éventuels germes pathogenes a prévenir 1’altération rapide et
spontanée du lait (Guiraud., 2003), selon I’intensité des traitements thermiques, en
distingue : les laits pasteurisés, et les laits de longue conservation(ou UHT) (Mahaut et
al ., 2000).

VI - 3 - Laits concentrés :

Les laits concentrés sont des produits dont la concentration en solides de lait est environ
le double de celle du lait frais, il se présente sous deux formes : les laits concentrés sucrés
(est le produit d’une concentration partielle du lait suivie d’une addition de sucre) et les
laits évaporés (est le produit d’une concentration du lait par évaporation suivie d’une

stérilisation a la chaleur) (Vignola ., 2002).
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VI - 4 - Laits en poudre :

Constitués essentiellement de maticres séche de lait et d’une tres faible quantité d’eau (de
2 a4 %), ils sont commercialisés sous la forme de poudre de lait entier (26% de MG),
partiellement écrémé (17% de MG) et écrémé (moins de 1.5% de MG) (Dupin et al .,
1992).

VI -5 - Lait reconstitué :

Le lait obtenu par addition d’eau a la poudre de lait, en quantité nécessaire pour rétablir le

rapport appropri¢ entre 1’eau et les matiéres séches (CODEX STAN 206-1999).
VI - 6 -Laits recombinant :

Le recombinant est obtenu par mélange d’eau, de matiére grasse et de lait en poudre

écrémé extra grade tirant moins de 1.25 de matieres grasses (JORA N° 069-1993).
VII - Industriels laitiers :

L’industrie laitiere produit une large gamme d'aliments périssables (lait et créme) et
semi-périssables (cheese, beurre et yaourt) et d'ingrédients alimentaires (lait en poudre,

concentrés de protéine de lactosérum et caséinates) (Flinet et al ., 2015).
VIII - Pasteurisation :
VIII - 1 — Objectifs et définition :

D’aprés Pascal (2011), La pasteurisation est une technique utilisée tres fréquemment en
agro-alimentaire, 1’objectif est d’allonger de facon significative la durée de conservation
des aliments. Est un traitement thermique a des températures comprises entre 60 et 100°C
ayant pour but de détruire la totalité des microorganismes pathogénes non sporulés et de
détruire significativement la flore végétative présent dans un produit. En s’efforcant de ne
pas affecter notamment la structure physique du lait, sa constitution, son équilibre

chimique, ses enzymes er ses vitamines (JORA N°69 1993).

C’est un procéde de conservation limité pour lequel le produit doit étre conditionné
hermétiquement (avec ou sans atmosphere modifiée ou sous vide) et réfrigéré (le produit
pasteurisé peut étre en effet conservé a +4°C de quelques jours a quelques semaines)
(Pascal ., 2011).
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VIII - 2 - Les différents types de Traitement de pasteurisation :

Selon Loliger et al (2010), en fonction du couple températures /temps employé on peut

distinguer trois types de pasteurisation :

» En batch ,62-65°C pendant 30 min.
» La pasteurisation haute (HTST) 71-74°C durant 15 -40 seconds.
» Le flash pasteurisation 85-90°C pendant 1-4 seconds.

VIII - 3 - Procédés de pasteurisation :

La pasteurisation est une opération unitaire mise en ceuvre dans I’industrialisation de
multiples procédés, la fabrication du lait pasteurisé peut étre obtenu a partir de lait naturel
provenant d’élevage ou de poudre de lait importée suivant le systeme ci-dessous (Pascal.,

2011). La figure 2 résume les étapes d’un procédé d’obtention de lait pasteurise.

| Lait crua | | Poudre de lait |
I !

| Contrdle | | Dilution eau |

I

| Ajouter de MGLA |

| Filtration |
|
¥ | Homogéndizatio |
| Ecrerr{ztge |
\ Pasteunisation
| Fefroidissemen |
|
| Conditiormeme |
I
| Stockage |

Figure 2 : Diagramme de fabrication du lait pasteurisé (M’boya et al ., 2001).
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| - Définition du biofilms :

Un biofilms est un ensemble de microorganismes, soit de la méme espéce, soit d’espéces
différents, qui vivent en symbiose et forment une communauté (Branger et al ., 2007)
,caractérisée par son adhésion a une surface solide et par la production d'une matrice qui
entoure les cellules bactériennes et comprend des polysaccharides extracellulaires (EPS),
des protéines et de I'ADN (Marchand et al ., 2012).

Qs Exopolysaccharides D otéines

. Cellules bactériennes "/ Acides nucléiques

Figure 3 : Composition du biofilms (Jacques et al ., 2016).

Il - Les etapes de formation du biofilms :

D’aprés Jacques et al (2010) ; Karunakaran et Biggs., (2011) ; Hathroubi et al
(2014), la formation du biofilms suivent également un schéma similaire pour toutes les

bactéries (Figure 4 ). On différencie en général cinq étapes :

1- Attachement réversibles . initialement, les bactéries planctoniques, c’est-a-dire
libres, doivent adhérer a une surface biotique ou abiotique.
2- Attachement irréversibles . Cette étape requiert généralement la présence de

molécules ou de structures particulieres a la surface de la bactérie (fimbriae,

flagelle).

E
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3- la formation de micro-colonies . par la multiplication et ’agglutination les
cellules bactériennes.
4- la maturation du biofilms : les bactéries s’attachent alors les unes aux autres par

I’entremise de leurs protéines de du surface, et synthétisent un exopolysaccharide et
d’autres constituants de la matrice polymérique.une fois la matrice bien en place, le

biofilm est considéré mature.
5- Le détachement et la dispersion du biofilms . le détachement des cellules peut

étre initié par différents facteurs : la dégradation enzymatique du substrat ou de la
matrice polymérique, des perturbations mécaniques ou par un phénomene mieux
connu sous le nom de quorum sensing (est un mécanisme de communication
bactérienne utilisent des signaux moléculaire), il permet la communication entre les
bactéries au sein du biofilms, ce qui méme ultimement a leur dispersion sous une

forme planctonique.

5- dispersion
. . . - —
4- maturation de la matrice ’
v o N ’
2- attachement polymérique . s
rréversible
1- attachement 3- formation de '

réversible microcolonies

i e

Figure 4 : Etapes de formation et de la dispersion d’un biofilms bactérien (Monroe
,2007) .
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111 - Différents type de biofilms :

Les biofilms sont présent dans les milieux aqueux ou exposé a I’humidité .ils peuvent se
développé sur tous les supports expos¢, méme occasionnellement, a de I’eau et éléments
nutritifs .En effet les microorganismes sont capable d’utiliser des multiples substrats. Ils se
développent sur n’import quel type de surface naturelle ou artificielle, qu’elle soit
minérale (roche, interface air-liquide ...) ou organique (peau, tube digestive des animaux,
racines et feuilles des plants), industrielle (canalisation, surface alimentaires, coques des

navires) ou médicales (prothéses, cathéters, valves cardiaques) (Branger et al ., 2007).

(b) biofilm sur la surface interne d’un cathéter a

{a) Biofilm sur une surface métalligue d'eau.

demeur.

Figure 5 : Micrographies électronique a balayage des exemples de biofilms : (a) biofilm
sur une surface métallique provenant d'un systéme d'eau industrielle (Donlan et Costerton
., 2002) ; (b) biofilm de Staphylococcus aureus sur la surface interne d’un cathéter a
demeure ( Coyette et al ., 2018).

IV - Biofilms dans I’industrie agro-alimentaire :

L’industrie alimentaire est considérée comme faisant partie du domaine de la santé
publique plutdt que du domaine de la médecine vétérinaire (Jacques et al ., 2010) . La
contamination bactérienne, la détérioration du produit et la propagation d’agent pathogéne
d’origine alimentaire en raison de la formation de biofilm sont des problémes récurrents
dans de nombreuses industries alimentaires (Poulsen ., 1999 ; Parkar et al ., 2004) , les

biofilms peuvent se développer directement sur les aliments ou sur des surfaces en contact
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avec les aliments, par un large éventail d’organismes différents (Krogsgard et al ., 2016 ;
Fratamico et al ., 2009).

1V -1 - Biofilms en P’industrie laitiére :

Les biofilms sont devenus un probléme majeur dans l'industrie laitiere et sont désormais
reconnus comme des sources potentielles de contamination par des microorganismes
nuisibles ou des germes pathogénes susceptibles de nuire a la sécurité, a la stabilité, a la
qualité et a la valeur des produits fabriqués par 1’industrie laitiére ( Bremer et al ., 2006 ;
Flint et al ., 2015 ; Banyko et Vylételova ., 2008) , Le lait et les produits laitiers peuvent
abriter une variété de microorganismes et peuvent étre d'importantes sources d'agents
pathogenes d'origine alimentaire (Jacques et al ., 2010) ci pour c¢a le biofilms
microbienne est un important réservoir de contamination microbienne qui a regu

relativement peu d‘attention dans I'industrie laitiere (Marchand et al ., 2012).

Figure 6 : Micrographe d’un biofilms de 6 jours formé par Bacillus cereus sur une surface

en inox (Simoes et al ., 2010 ).
IV-1-1 Lesgermesen causes :

D’aprés Guezennec (2017 ) ; Gopal et al 2015 , les bactéries normalement présentes
dans I’industrie laitiére (ligne de pasteurisation) sont les bactéries sporulées formant des
spores telles que celles des genres Sporosarcina, Paenisporosarcina , Brevibacillus
,Paenibacillus , Geobacillus ,Bacillus et des espéces : E. coli ,Shigella sp , Staphylococcus
aureus , car elles sont capables de survivre a la pasteurisation industrielle et de former des

biofilms dans des tuyaux et des équipements en acier inoxydable . Avec Streptococcus

15
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thermophilus qui a été découvert attaché aux échangeurs de chaleur dans les équipements
de traitement du lait (Poulsen ., 1999).

IV-1- 1- 1 Généralités sur les Bacillus :

Les bactéries du genre Bcillus font partie du domaine des bactéries ou eubactéries et du
phylum des firmicutes aussi dénommeées bactéries a bas G+C % (Dromigny., 2008), Ce
sont des bacilles a coloration Gram positive, catalase positive a spore terminale,
subterminale ou centrale. lls sont aéro-anaérobie facultatif ou parfois aérobies strict ; les

Bacillus sont des bactéries ubiquitaires .certain sont pathogéne (Larpent., 1997).

Beaucoup d’espéces peuvent en fait étre classées dans différents groupes taxonomiques.

Les taxons du genre Bcillus sont présentés dans le tableau 3.
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Tableau 6: Taxons de la famille des Bacillaceae appartenant au genre Bacillus (Larpent .,
2000).

Bacillus agaradhaerens

Bacillus lentus

Bacillus alcalophilus

Bacillus licheniformis

Bacillus amyloliquefaciens

Bacillus marinus

Bacillus anthracis

Bacillus marismortii

Bacillus atrophaeus

Bacillus megaterium

Bacillus azotoformans

Bacillus methanolicus

Bacillus badius

Bacillus moiavensis

Bacillus benzoevorans

Bacillus mycoides

Bacillus carboniphilus

Bacillus naganoensis

Bacillus cereus

Bacillus niacini

Bacillus chinensis

Bacillus oleroonius

Bacillus chitinolyticus

Bacillus pallidis

Bacillus circulans

Bacillus posteurii

Bacillus clarkii Bacillus popilliae
Bacillus clausii Bacillus pseudalcaliphilus
Bacillus coagulans Bacillus pseudofirmus
Bacillus cohnii Bacillus pseudomycoies

Bacillus curdlhanolyticus

Bacillus psychrophilus

Bacillus dipsosauri

Bacillus psychrosaccharolyticus

Bacillus ehimensis

Bacillus pulvifaciens

Bacillus fastidiosus

Bacillus pumilus

Bacillus firmus

Bacillus schlegelii

Bacillus flexus

Bacillus silvestris

Bacillus fusiformis

Bacillus simplex

Bacillus galactophilus

Bacillus smithii

Bacillus gibsonii

Bacillus sphaericus

Bacillus globisporus

Bacillus sporothermodurans

Bacillus globisporus subsp .globisporus

Bacillus stearothermophilus

Bacillus glucanolyticus

Bacillus subtilus

Bacillus halmapatus

Bacillus thermoamylovorans

Bacillus haloalkaliphilus

Bacillus thermocatentilatus

Bacillus halodenitrificans

Bacillus thermocloacae

Bacillus halodurans

Bacillus thermoglucosidasius

Bacillus halophilus

Bacillus thermoleovorans

Bacillus horikoshii

Bacillus thermosphaericus

Bacillus infernus

Bacillus thermoruber

Bacillus insolitus

Bacillus thuringiensis

Bacillus kaustophilus

Bacillus tusciae

Bacillus kobensis

Bacillus vallismortis

Bacillus laevolacticus

Bacillus vedderi

Bacillus lentimorbus

Bacillus weihenstephanensis
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IV-1-1- 1 -1 Le groupe Bacillus cereus :

L’espéce cereus vient de 1’adjective latin cereus (qui ressemble a la cire) a cause des
colonies que Bacillus cereus forme sur les géloses (Dromigny ., 2008), est une batonnet
sporulé , aéro-anaérobie thermophile (mais certain souche peuvent ce développée a 6°C)
présente une flagellation péritricheuse et lécithines positive, il est présent dans le sol ,sur
I’herbe dans les aliments du bétail laitier (Larsen ., 1999 ; Guiraud ., 2003 ; Majed et al
., 2016 ; Dréan et al 2015) , B. cereus utilisé la stratégie de formation des spores pour
survivre dans des conditions difficiles (Hayrapetyan et al ., 2016) ; qui sont résistent a de
nombreux traitements thermiques utilisés dans l'industrie alimentaire, tels que la

pasteurisation (Tauveron et al ., 2006).

IV-1- 1- 1- 2 Les intoxications alimentaires dues a Bacillus cereus :

Bacillus cereus est une bactérie pathogéne formant des endospores , que ’on trouve
fréquemment dans les produits laitiers ainsi que dans des produits tels que les spaghettis, les épices
et les légumes , les viandes, les plats cuisinés, souvent le riz cuit a I’avance , impliquée dans les
toxi-infection liés & une multiplication excessive dans 1’aliment (de 10* & 10’ germes par g),

(Guiraud ., 2003 ; Klavenes et al ., 2002).

B.cereus est en fait 1’agent deux types de syndrome d’un toxication alimentaire : un
syndrome dit diarrhéique dans lequel la toxine est produite dans la lumiére intestinale
,aprés la colonisation du tube digestif du consommateur par Bacillus cereus .ce syndrome
apparait aprés une période d’incubation longue de 8 a 16 heures et un syndrome dit
émétique ,dans lequel la toxine émétique préformée et thermostable est produite dans
I’aliment contaminé leur période d’incubation de moins de une heure a six heures

(Federighi., 2005 ; Dromigny ., 2012).
IV -1- 1- 1- 3 Biofilm de Bacillus cereus :

Les espéces du groupe Bacillus cereus ont la capacité de former facilement des biofilms
sur diverses surfaces, y compris le plastique, le sol, la laine de verre et I'acier inoxydable
(Fratamico et al ., 2009 ; Silva et al ., 2018).

Dans I’industrie laitiére , les microorganismes du groupe B. cereus comptent parmi les
agents de dégradation les plus importants de la chaine de production du lait (Silva et al .,

2018) , B. cereus est un contaminant commun de divers produits laitiers et leur croissance




Biofilms

limite considérablement la durée de conservation du lait pasteurisé (Christiansson et
al.,1999; Cui et al ., 2016) ,ils ont trouvée en quantités élevées dans le lait pasteurisé
avec un taux de contamination éleveé résulter de la présence de spores dans le lait cru aprés
le processus de stérilisation (Svensson et al ., 2002 ; Oosthuizen et al ., 2002 ; Gao et al
., 2018) .

Une contamination post-pasteurisation peut résulter de I'adhérence de spores de Bacillus
vivants dans les chaines de transformation de produits laitiers (Banyko et Vylételova .,
2008).

Les spores de B. cereus survivent a la pasteurisation et aux températures UHT et ainsi se
retrouvent dans les produits laitiers finaux (Banyko et Vylételova ., 2008), elles peuvent
adhérer aux surfaces de la section régénératrice du pasteurisateur, ou elles peuvent germer
rapidement dans le lait lorsqu’elles sont activées par la chaleur, elles peuvent former des
biofilms extrémement difficiles a éliminer .Cela pourrait conduire a une contamination du
lait (Svensson et al ., 2002).

Figure 7 : Biofilms déja structuré par les cellules végétatives de B. cereus sur une surface
en acier inoxydable (Silva et al ., 2018).
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| - Echantillonnage :

Cette étude apportée sur deux marques de lait conditionné pasteurisé partiellement
écréme et la troisieme marque de lait conditionné pasteurisé entier ; produit par trois

laiteries de différente région dans I’ Algérie :

= Lalaiterie X situé a I’ouest d’Alger.
= Lalaiterie Y localisée dans centre du sud d’Alger.
= La laiterie Z situé a I’est d’Alger.

Les échantillons sont acheminés au laboratoire sous froid, dans une glaciere iso
thermique pour ne pas influencer la flore bactérienne existante. L’analyse bactériologique a

¢été réalisé au laboratoire pédagogique de I'université d’Amar TELIDJIL.
Il - Preléevements :

Pour chaque laiterie, nous avons prélevé neuf échantillons. Les prélevements ont été

réalisé a défirent date chez différentes vendeur.
Les tableaux suivant présentent les caractéristiques des laits pasteurisés prélevé.

Tableau 7: Caractéristiques de lait X (ouest).

Lot Date de Date de la Date de
prélévement fabrication péremption
| 23/12/2018 22/12/2018 28/12/2018
I 28/01/2019 26/01/2019 01/02/2019
Il 11/02/2019 / /
Tableau 8 : Caractéristiques de lait Y (centre du sud) :
Lot Date de Date de la Date de
prélévement fabrication péremption
| 23/12/2018 18/12/2018 24/12/2018
I 28/01/2019 / /
Il 02/02/2019 / /
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Tableau 9 : Caractéristiques de lait Z (est) :

Lot Date de Date de la Date de
prélevement fabrication péremption
| 23/12/2019 21/12/2018 26/12/2018
I 02/02/2019 01/02/2019 06/02/2019
Il 09/02/2019 08/02/2019 13/02/2019

111 - Analyse physique :

11 — 1 - Détermination du pH :

Metre une quantité d’échantillon du lait dans une bécher et faire la mesure a I’aide d’un

pH meétre.

NB : la mesure du pH et le résultat de la moyenne de trois essaie successifs de chaque

échantillon.

Nous avons oublié de mesurer premier lot des trois échantillons.

IV - Analyse microbiologique :

IV — 1 - Préparation des dilutions décimales :

Les délutions sont toujours effectuées dans des conditions aseptique, les pipettes
conseillées sont a écoulement totale. On prépare autant de tube qu’il y a de dilutions a
effectuer en prenant des tubes stériles dans lesquels on pipette aseptiquement 9ml de
liquide diluant (TSE). Aprés I’avoir homogénéisée soigneusement, on préléve 1ml dans la
suspension de départ a 1’aide d’une pipette de 1ml et on le porte dans le premier tube de
dilution (10™). La pipette ne doit entrer en contact ni avec les parois des tubes, ni avec le
liquide diluant .Avec une nouvelle pipette de 1ml, on homogénéise a I’aide d’un vortex le

contenu de ce tube 10 ™ et on ensemence le tube (10 ) et ainsi de suite jusqu’a la dilution

10 (Guiraud et Rosec ., 2004).
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Figure 8 : Technique de préparation des dilutions successives et d’ensemencement.
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IV - 2 - Ensemencement et dénombrement :
IV -2 -1-Dénombrement de la flore aérobie mésophile totale(FAMT) :

Cette flore appelée aussi FAMR (flore aérobie mésophile revivifiable) est un bon
indicateur de la qualité générale et de la stabilité des produits ainsi que de la qualité des

installations.

Les ensemencements de la FAMT son réalisé en placent 1ml de chaque dilution décimale
(allant de 10 ™ & 10 ) dans une boite de pétrie vide et stérile, puis en ajoutant le milieu
gélosé plat count agar (PCA) préalablement fondue est froidie a 47°C .que I’on mélange
ensuite soigneusement. Deux boite de pétrie sont ensemencé par dilution et aprés
solidification du milieu de culture les boite sont incubées a 30°C pendant 72h (Guiraud .,
1998).

1V - 2 -2 - Dénombrement des coliformes thermo tolérant :

La numération des coliformes thermo tolérant (fécaux) représente quant a elle, un bon
indice de contamination, a partir des mati¢res fécale de ’homme et des animaux d’ou son
appellation de « flore indicatrice de contamination fécale ». Ces bactéries sont souvent
associees a des entérobactéries pathogene comme Salmonella et Shigella (Dupin et al .,
1992).

L’inoculation se fait par la technique de la double couche, le milieu utilisée la gélose
lactosée biliee au cristal violet et rouge neutre (VRBL). La technique a été normalisé par
I’AFNOR (NF-V-08-015),0n place 1ml de dilution au centre de la boite vide et I’on ajoute
le milieu stérile en surfusion, aprés solidification du mélange inoculum-milieu, une
deuxiéme couche du milieu VRBL doivent étre ajouté, pour le dénombrement des
coliformes fécaux, les boites sont incubé a 44°C pendant 24h, la lecture consiste a
dénombré les colonies rouge, violette d’un diamétre d’au moins 0,5mm .(Bourgeois et

Leveau ., 1991).
1V - 2 - 3 - Dénombrement des coliformes totaux :

La numération des coliformes et surtout réalisé dans le cadre de 1’analyse de 1’eau ,de sel
et des aliments transformeé (produit pasteurise) ou elle permet de mettre en évidence un

défaut de process ou de mauvaise condition de fabrication (recontamination), leur
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numération s’effectuait sur le méme milieu que les coliforme fécaux mais apres 24h

d’incubation a 37°C (Guiraud et Rosec., 2004).
IV -2 —4 — Dénombrement sur milieu MOSSEL

A P’aide d’une pipette stérile, porter 0,1ml de dilution (10™) 4 la surface d’une plaque de
milieu de MOSSEL. Etaler I’inoculum grace a 1’étaleur a la surface de milieu le plus
rapidement possible, et sans toucher les parois de la boite. Répéter I’opération pour la
deuxiéme dilution (107 .Laisser les boites pendant environ 15min & la température de
laboratoire pour permettre a I’inoculum de pénétrer la gélose. Pour la méthode de référence
NF I1SO7932 (directives genérale pour le déenombrement de Bacillus cereus — méthode par
comptage des colonies a 30°C), deux boites par dilution doivent étre ensemencées. Mettre
en incubation pendant 18 a 24h a I’étuve a 30°C (Larpent., 1997).

V - Analyse biochimique :
V -1 - Test catalase :

La catalase est une enzyme présente chez la plupart des bactéries aérobie strict et
anaérobies facultatif elle décompose 1’eau oxygénée formé, en eau et en oxygene qui se
dégage. Pour recherche cette enzyme prendre une lame porte — objet propre. Déposer sur
celle-ci une goute d’eau oxygénée et émulsionner un peut de la colonie de la culture obtenu

sur gelose (Narang., 2008).
V - 2 - Test oxydase :

Déposer sur une lame porte-objet propre un disque OX et I’imbiber avec une goutte d’eau
distillée ou d’eau physiologique stérile. Prélevé une partie de la colonie a étudié a ’aide

d’une pipette pasteur boutonnée stérile et étaler sur le disque (Delarras., 2014).
V - 3 - Galerie API 20E :

L’identification de Bacillus cereus repose sur des tests d’identification simples mais qui
ne sont pas toujours discriminants. La galerie APl 20E permet I’identification des
caractéres biochimiques principaux, mais tous les taxons ne sont pas identifiables
(Dromigny., 2008).

Pour I’identification, trois souches sont choisies et soumises a une détermination du

biotype par galerie APl 20 E Bacillus —identification via I’API 20 E. La galerie est
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inoculée selon les directives du guide pour API 20 E, puis incuber a 37 °C pendant 24h a

48h.

Figure 9 : Photo de la galerie API 20 E des trois souches avant I’incubation.

VI - Coloration de Gram :

Selon Coyette et al (2018) La méthode de coloration de Gram est une méthode

caractéristique de coloration permettant de diviser les bactéries en deux classes : les Gram

négatives et les Gram positives. La technique de coloration de Gram est illustrée dans la

figure 10.

Vogo | Gogg | Vogg | Ueoo

[0 Tl

Figure 10: La technique de coloration de Gram (Coyette et al .,

Etapes de Ia
coloration

Etape 1 - Cristal
wviolet (colorant
primaire) pendant
une minute.
Rincer a 'eau.

Eltape 2 - lode/s
iodure (mordant)

pendan! une Mminute.

Rincer a Neau.

Etape 3 © Alcool
(déenaturant)
pendant

10-30 secondes.
Rincer a l'eau.

Elape 4 - Safranine
{contre-colorant)
pendant

30-60 secondes.
Rincer a Veau.
Secher.

Etats des
bacteéeries

Les celiules
sont violettes.

Les cellules
sont vioclettes.

Les cellules Gram-
positives sont
viocleties ;

les cellules Gram-
negatives sont
incolores.

Les cellules Gram-
positives sont
violettes ;

les celiules Gram-
negatives sont
roses.

2018).
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I- Résultat physique :

I -1 Mesure du pH :

8
7
6
5
L4
3
2
1

0 ; ; ; ; ;

oF o & N NG NG
Echantillons
Figure 11 : pH des échantillons du lait.

La mesure du pH des différents échantillons du lait montrent une neutralité pour tous les
échantillons .

I1- Résultats microbiologiques :

I1-1-Evaluation de la contamination des laits par FAMT :

La norme FIL 100A préconise I’exploitation et I’expression des résultats de la manicre
suivante :

e On retient les boites contenant de 10 a 300 colonies ;

e On calcule le nombre de micro-organismes par ml a I’aide de la formule suivante :

N=>c/(nl+01n2)d

Ou c est le nombre de colonies comptées par boite, nl est le nombre de boites comptées
dans la premiere dilution, n2 est le nombre de boites comptées dans la deuxiéme dilution
et d le facteur de dilution a partir duquel les premiéres comptages ont été obtenus
(Guiraud ., 2003). Les dénombrements sont exprimés en UFC/ml.

Les résultats du dénombrement de la flore aérobie mésophile totale des différents
échantillons sont représentés dans la figure 12.
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Figure 12 : FMAT des échantillons du lait.
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Les valeurs enregistrés sont situés entre 1,24 .10%t 3.10° UFC/mI pour le lait X ; entre
9,88.10% et 3,54.10° UFC/ml pour le lait Y et pour le lait Z entre 8,76.10% et1,
91.10°UFC/ml.

11-2- Evaluation de la contamination des laits par les coliformes totaux :
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Coliformes totaux (UFC/ml)

Echantillons du lait

Figure 13: Coliformes totaux des échantillons du lait.

Le lait X (lot 111) est le plus contaminé par les coliformes totaux avec une valeur
moyenne de 1.10°UFC/ml, et ’absence de la contamination dans les deux premiers lots,
alors que le lait Y Présent une contamination élevé dans le premier lot par rapport aux
autres lots avec une moyenne de 8,63.102UFC/ml, et pour le lait Z il est contaminé par
cette flore avec une moyenne 9,03.10°UFC/ml dans le lot I11.
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11-3-Evaluation de la contamination des laits par les coliformes fécaux :
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800 X mY z
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Coliformes fécaux (UFC/ml)

Echantillons du lait

Figure 14: Coliformes fécaux des échantillons du lait.

Nous avons enregistrés I’absence des coliformes fécaux pour les trois laits (X, Y et Z)
dans les deux premiers lots (I et 11). Alor que dans le troisieme lot le lait X est le plus
contaminé par les coliformes fécaux avec une valeur moyenne de 1,31.10° UFC/ml suivi
par le lait pasteurisé Z dont la moyenne en coliformes fécaux est 2,10.10° UFC/ml, et
aucune contamination enregistré pour le lait Y.

I1-4-Evaluation de la contamination des laits par les Bacillus :
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B X
150

my
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Contamination UFC/ml

Lot I Lot Il Lot Il

Echantillons

Figure 15 :Contamination des échantillons par Bacillus

La contamination la plus élevé a été retrouvé dans le lait Y (Lot I) avec 210 UFC/ml,
suivie de lait X et aucune contamination enregistrée pour le lait Z.
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I11- Isolement des bactéries :

Les trois souches ont été isolées sur le milieu GN, qui est un milieu de culture ordinaire
permet le développement les germes non exigeants .C’est une gélose non sélective.

» Origine des souches :

Tableau 10 : Résume les origines des souches isolées

Souches origines Date de prélévements
S1 Y
S2 X 19-02-2019
S3 X

V- Identification phénotypiques des souches :
IV- 1- Caractéristiques morphologiques des souches :

IV-1- 1 - Aspect macroscopiques :

L’aspect macroscopiques des souches a montré leur capacité de former des colonies sur
le milieu GN (figure 16) : des colonies blanchatre.

Figure 16 : Aspect des colonies sur le GN.

IV- 1- 2 -Aspect microscopiques :
4+ Coloration de Gram :

Les examens microscopiques réalisé apres coloration de Gram, ont révélé 1’absence
totale des bactéries Gram (-). Toutes les bactéries observées se montraient sous la
forme de bacilles Gram (+) (figure 17).

2.
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Figure 17 : Photo prise au microscope optique (G x 100).
I\VV-2 -Caractéres biochimiques des souches :
IVV-2-1- Test de catalase :

Toutes les souches étudiees sont catalase positive, ce qui se traduit par I’apparition de
bulles, dégagement gazeux de dioxygene (figure 18).

Figure 18 : Une souche bactérienne de la catalase positive.

IV-2-2- Test oxydase :

Toutes les souches étudiées sont oxydase négative, ¢’est-a-dire les disques d’oxydase
reste incolore : il n’y a pas eu de réaction, les trois souches ne possédent pas I’enzyme.

Figure 19 : Une souche bactérienne d’une oxydase négative.
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IV-2-3- Systéeme API 20 E :

L’identification biochimique a été réalisée par 1’é¢tude des 20 caracteres de la galerie API
20 E Bacillus - identification via I’API 20 E. Tableau 11 représenté les résultats des testes
biochimiques des souches.

Tableau 11 : Les résultats des testes biochimiques des souches.

£ 3 « g 22 28 % yge § g
O <« > 0o o0 2 b S S < <
S + + + - - - - - - 4+ 4+ + 4+ - + + + + + 4+
2. 4+ - - - - - - - - - -+ o+ - - -+ -+ -
$8 + - - - - - - - - - - 4+ 4+ - - - 4+ - + -

D’aprés les résultats du tableau 11, on peut conclure que les 3 souches répartissent dans
deux biotypes comprennent 2 souches pour le premier et une seul souche pour le
deuxiéme.

Les deux souches S2, S3 possedent la méme profile biochimique sont classé dans le
biotype 1let la souche S1 est classé dans le biotype 2.

Figure 20 : Photos de la galerie APl 20E du biotype 1.

Figure 21 : Photo de la galerie API 20 E du biotype 2.
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Biotypel
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Tableau 12 : Tableau récapitulatif des biotypes.

Nombres des souches

S2,S3

Code Orientation dans I’logiciel

1004121 Bacillus cereus 73%

Biotype2

S1

7007573 Bacillus coagulans 65%
Bacillus licheniformis 33 ,7%
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Selon Alias (1984), le pH n’est pas une valeur constante et peut varier selon le cycle de
lactation et sous 1’influence de 1’alimentation, les valeurs obtenues du pH se situent entre
6,82 et 6,92 pour le lait X, entre 6,90 et 6,91 pour le lait Y, et pour le lait Z un pH compris
entre7, 24 et 7,37, ces valeurs indiquent que les échantillons du lait X , Y et Z ont un pH
neutre.

Groupe France agricole ,2009 montré que le dénombrement de la flore aérobie
mésophile totale (FAMT) est un indicateur pertinent pour évaluer le degré de
contamination du lait. Nos résultats indiquent une charge FAMT qui varie entre 2,76.10° et
3,54.10° UFC/m, ces résultats répondent aux normes recommandées par le JORA N°35
1998 (< 3.10* UFC/mI).En ce qui concerne les coliformes totaux, les résultats qu’on a
trouvé varient entre 0,01.10° et 10° UFC/ml ont dépassé le seuil recommandé par le JORA
N°35 1998 (10 UFC/ml) ; et nous avons remarqué 1’absence totale des coliformes fécaux
dans les deux premier lots ce qui est conforme a la norme de JORA N°35 1998 (Absence)
donc la qualité de ces lots est considérée comme satisfaisante ;par contre nous avons
trouvé des coliformes fécaux dans la troisiéme lot avec une valeur moyenne de 1,31.10°
UFC/mI pour le lait X et 2,10.10* UFC/mI pour le lait Z, ces valeurs ont dépassé le seuil
recommandé par le JORA N°35 1998 (Absence), c’est-a-dire la qualité des laits X et Z est
considérée comme inacceptable ; et aucune contamination enregistré pour le lait Y ,donc ce
lait est considérée comme satisfaisante.

Dans notre étude, nous avons noté la présence de trois espéces de Bacillus (Bacillus
cereus ,Bacillus coagulans et Bacillus lichinoformis) dans les échantillons analyser X et Y
, NOs résultats rejoignent ceux de Salustiano et al 2009 qui ont trouvé ,douze isolats de lait
pasteurisé et 30 isolats des surfaces des équipements de post-pasteurisation d’une unité de
traitement de produits laitiers ont été caractérisé comme étant Bacillus cereus.
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En constatons dans le marché national qu’il y a plusieurs types de lait pasteurisé pour

satisfaire aux besoins des consommateurs qui doivent répandre a des critéres de qualité.

A travers cette étude, les recherches de dénombrement des indicateurs de biofilms dans
différent types de lait pasteurisé. Dans les 27 échantillons de lait pasteurisé provenant de
trois localités : ouest (9 échantillon), centre du sud (9 échantillon) et I’est (9 échantillon).

Les résultats microbiologique sont trés variable avec des moyenne de dénombrement de
la flore mésophile aérobie totale (2,03 .10° UFC /ml) pour le lait X, (1,87 .10° UFC/mI)
pour le lait Y et pour le lait Z ( 1,36.10° UFC/mI). Les échantillon sont également
contaminé par les coliforme totaux avec des moyennes respectives de (3,35 .10°
UFC /ml) pour le lait X ,(3,29 .10* UFC/mI) pour le lait Y et(3 ,22 .10°UFC/ml) pour le lait
Z, et par les coliformes fécaux avec des moyennes de (7,4 .10 UFC/ml)pour le lait

X (8,6 .10* UFC /ml)pour le lait Y , et ’absence de contamination fécale pour le lait Z .

Les especes de Bacillus sont présente dans les échantillons de lait X et Y cela est peut
étre due a la mauvaise hygiene au niveau des circuits de pasteurisation ce qui indique

I’installation de biofilms a I’intérieur des systemes de pasteurisation.
Afin d’élimin¢ la formation de biofilms dans le lait pasteurisé, on recommande :

¢+ L’application du systeme HACCP.

¢ Drutiliser d’autres méthodes de nettoyage et d’utiliser d’autres détergents efficaces
pour ce débarrassé de biofilms.

« D’installer le matérielle de pasteurisation de bon qualité.

% D’influencer des contrbles quotidiens sur la matiére premicre ou bien d’avoir des

sources de lait cru.
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Annexe 1 :

Tableau : résultats des trois essayes et les moyennes du mesure de pH des différents

échantillons du lait.

Echantillons

Sous

échantillons

pH

pH moyenne

Ecart-type

1.X

6,92
6,91
6,93

6,92111111111111

0,01

.Yy

6,91
6,90
6,90

6,90555555555556

0,007

1.z

7,25
7,23
7,24

1,24222222222222

0,03

1.X

6,89
6,81
6,71

6,82333333333333

0,06

Ly

6,89
6,90
6,92

6,9066666666666 7

0,02

"Lz

W N P W DN P W DN PN RPN RPN

7,40
7,39
7,34

7,37666666666667

0,04
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Tableau : résultats des trois essayes de dénombrement de FMAT sur le milieu PCA des

différents échantillons du lait.

Echantillons UFC/ml .10° UFC/ml .10° UFC/ml .10°
Dilution (10™) Dilution (10 Dilution (107)

1.X 1,24 5,21 24,66

11.X 1,87 12,88 111,16

1.X 3 22,03 153,16

LY 3,54 7,01 306,66

1.y 1,10 7,25 51,66

11R% 9,88 12,46 78,16

1.Z 1,31 9,45 76,66

1.z 1,91 8,80 95

.z 0,87 8,33 52,333

Tableau : résultats des trois essayes de dénombrement des coliformes totaux sur le milieu
VRBL des différents échantillons du lait.

Echantillons UFC/ml .10° UFC/ml .10° UFC/ml .10°
Dilution (107 Dilution (102 Dilution (107)

1.X 0 0 0

1.X 0 0 0

1.X 1 7,96 42,66

A% 0,86 6,50 52

1R'% 0,01 0 0

11R% 0,11 1,50 5

1.Z 0,02 3,33 0

1.z 0,04 0 0

.z 0,90 7,03 10
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Tableau : résultats des trois essayes de dénombrement des coliformes fécaux sur le milieu
VRBL des différents échantillons du lait.

Echantillons UFC/ml .10° UFC/ml .10° UFC/ml .10°
Dilution (10™) Dilution (10 Dilution (107)

1.X 0 0 0

11.X 0 0 0

1.X 1,31 9,53 62,33

LY 0 0 0

1.y 0 0 0

11R% 0 0 0

1.Z 0 0 0

1.z 0 0 0

.z 0,21 0,66 0

Tableau : résultats des trois essayes de dénombrement des Bacillus sur le milieu MOSSEL

des différents échantillons du lait.

Echantillons UFC/ml.10° UFC/ml.10°
Dilution 10 Dilution 10

1.X 0 /

1.X 0,19 2,81

1L.X 0,2 0,61

(N 0,21 /

1Y 0,14 1,48

LY 0,11 0,41

1.Z 0 /

1.Z 0 0

(1] W4 0 0
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Résultats des colonies :

Figure : Photos de différents types de colonies

(A) colonies de la FMAT sur milieu PCA ;(B) colonies des coliformes totaux sur
milieu VRBL ;(C) colonies des coliformes fécaux sur milieu VRBL et (D) colonies de

Bacillus sur milieu Mossel.
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Annexe 2 :
I-Matériels et produits utilisé

I-1.Matériels :
I-1.1 Appareillage :

e Plaque chauffante agit tante « Bio cote »
e Bain mari « MEMMERT »

e Autoclave

e Etuve (30;37;44°C)

o Vortex « IKA »

e Bec benzene

e Balance « KERN PLS 360-3 »

e Compteur de colonies « BIOBLOCK »

I-1.2 Verrerie et petits matériels :

e Erlenmeyer « VWR brand » 200ml

e Pipettes pasteur « ISOLAB » 3ml

e Béchers

e Spatule

e Tubes aessai

e Flacons en verre de 250ml

e Entonnoir

e Boites de petri « STAIRWY » (Dia 90mmx15mm)
e Anse de platine

e Ecouvillon stérile
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1-2. Produits :
1-2.1 Milieux de culture :

La gélose PCA
La gelose VRBL
Milieu MOSSEL
La gélose GN
Diluant TSE

NI NEE N NN

I-2.2 Réactives et produits chimiques :
Réactive :

v Kovacs
v VP1 + VP2
v TDA

Désinfectants :

v Eau de javel
v alcool

Il — Composition des milieux de culture :

+ Gélose PCA :

Tryptone 59
Extrait de levure 2,50
Glucose 19
Agar bactériologique 14 g
pH 7

Préparation : dissoudre 23.5g dans un litre d’ecau distillé ; autoclaver pendant 15min a
121°C.



Annexes

+ Gélose VRBL :

Peptone 79
Extrait de levure 39
Sels biliaires 1,5¢
Lactose 10g
Chlorure de sodium 5¢
Rouge neutre 0.03g
Cristal violet 0.002g
Gélose 149
Eau distille 1000ml
pH 74

Préparation : dissoudre 40.5g dans un litre d’eau distillé ; autoclaver pendant 15min a
121°C.

+ Milieu MOSSEL :

Extrait de viande 19
Peptone 10g
Mannitol 10g
Chlorure de sodium 109
Rouge de phénol 0,025g
Gélose 15g
Eau distillé 1000ml

pH 7.2
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Autoclaver 15min a 120°C .ajouter a 900ml de milieu de base en surfusion ,100ml d’une

émulsion stérile de jaune d’ceuf & 20% et 10ml d’une solution de sulfate de poly myxine a
0.1%.

+ Gélose nutritive :

Extrait de viande 19
Extrait de levure 29
Peptone 59
Chlorure de sodium 59
Gélose 159
Eau distillé 1000ml
pH 7,4

+ Tryptone —Sel Eau (TSE) :

Tryptone 19
Chlorure de sodium 8.5¢
Eau distillé 1000ml

pH 7
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7 Résume : \

Le lait pasteurisé fabriqué a partir de lait cru ou de lait reconstitué , est un lait qui a subi un
traitement thermique qui détruit plus de 90 % de la flore contenu dans le lait Les bactéries
sporiformes appartenant au groupe Bacillus cereus sont reconnues pour causer des problémes de
détérioration des aliments et/ou des problémes sanitaires en raison de leur capacité a former des
biofilms et a résister a la pasteurisation pratiquée dans les industries laitiere .Cette étude a été
réalisée dans le but de rechercher et dénombrer les Bacillus cereus dans le lait pasteurisé
commercialisé dans le marché local, trois types d’échantillons ont été prélevées pour les analyses
. Dans I’ensemble seuls deux échantillons (X et Y) sont contaminé par les Bacillus (Bacillus
cereus ,Bacillus coagulans et Bacillus lichinoformis).

Kl\/lots clé : Industrie laitiere - Lait pasteuriseé — Biofilms — Bacillus cereus. /
ﬁ)stract: \

Pasteurized milk made from raw milk or reconstituted milk is heat-treated milk that destroys

(

more than 90% of the flora in the milk Sporiform bacteria belonging to the Bacillus cereus group
are known to cause problems détérioration of food and / or health problems due to their ability to
form bifilms and resist pasteurization in the dairy industry.This study was conducted to search
and count Bacillus cereus in pasteurized milk marketed in the local market, three types of
samples were taken for analysis. Overall only two samples (X and Y) are contaminated with

Bacillus (Bacillus cereus, Bacillus coagulans and Bacillus lichinoformis).

Keywords : Dairy industry - Pasteurized milk - Biofilms - Bacillus cereus.
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