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 ملخصال

 

 ملخصال

عيىاخ مه انعلاماخ  نسرحانهذف مه انذساسح هى اسركشاف الاسرمشاس والامرثال نهمعاييش، خلال فرشج انرخزيه/انرسىيك،  

، مه انعمش الأول وانثاوي، وانري ذم خمعها مه صيذنياخ مخرهفح تىلايح انمسرىسد انرداسيح انمخرهفح نمسحىق حهية الأطفال

ذمييم انصفاخ انفيزيائيح  تعذ. 2020مه فثشايش إنى ماسس  انممرذج اندزائش، خلال انفرشجتشج تىعشيشيح، شمال ششق 

انرانيح:  مرىسط انميمكيميائيح ىورائح الاخرثاساخ انفيزياعطد  اخرثاساخ( وإحصاء الأوىاع انميكشوتيىنىخيح. 8) انكيميائيح

pH: (6.58انحمىضح انماتهح نهمعايشج ،)(D°(:)18.3انكثافح ،) (g/cm³ (:)1.03( انهزوخح ،)mPa.s(:)02.6 ،)

فيزيىكيمياويح  كاود خميع انعيىاخ راخ خىدج (.g/l(:)82.87إخماني انمسرخهص انداف) (،1884.5((:µs/cm)ىالهيحان

،  Escherichia coliانسامح:  نلاخىاس ، وغياب انثكريشيح وفماً نهمعاييش انىطىيح، وخانيح مه انمهىثاخ ممثىنح

Staphylococcus aureus ،Salmonella spp.  وCronobacter spp.. نعيىريه انمىنىوياخ ذم ذسديم وخىد E1  و

E5  10⁴×  16.7، تمعذلاخ (UFC/g)  ³10× 39و (UFC/g).وراخ  جانعيىاخ مسرمش مدمم يثذو أن ، عهى انرىاني

ومع رنك، فإن اسركشاف خىدج واسرمشاس هزي انمادج  نهمعاييش انىطىيح،مطاتمح خىدج فيزيائيح كيميائيح وميكشوتيىنىخيح 

عذد كثيش مه انعيىاخ نالاخرثاساخ انثيىكيميائيح وانميكشوتيىنىخيح  تاخشاء عذد اكثش مه انرعمكيرطهة انغزائيح، ، 

 وانعلاماخ.

، انمىاصفاخ،  كيميائيحىالاخرثاساخ انفيزيحهية الأطفال، انرحانيم انميكشوتيىنىخيح، مسحىق : الكلمات المفتاحية

 الاسرمشاس.

 



Résumé 

 

Résumé 

 L’objectif d’étude est l’exploration de la stabilité et la conformité aux normes nationales, 

durant la période de conservation/commercialisation pour six échantillons, de différentes 

marques du lait infantile en poudre (premier et deuxième âge), collectés de différentes 

officines, dans la wilaya de Bordj Bou Arreridj, Nord-Est d’Algérie, durant la période 

Février-Mars 2020. Par évaluation des qualités physicochimiques (8tests) et dénombrement 

des flores et espèces microbiologiques. Résultats des tests physicochimiques ont donné les 

valeurs moyennes suivantes: pH(6,58) acidité titrable(18,3°D), densité(1,03g/cm
3
), 

Viscosité(02,6 mPa.s), conductivité(1884,5 µs/cm), et extrait sec totale(82,87g/l). L’ensemble 

des échantillons étaient d’une qualité conforme aux normes nationales, exempts des flores 

indicatrices des contaminations récentes et anciennes, absence des espèces toxinogènes: 

Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella sp.et des Cronobacter sp. Deux 

échantillons E1 et E5 ont marqué la présence des coliformes totaux, avec des taux 16.7×10
4 

et  

39×10
3
 UFC/g. L’effectif des échantillons, semble stable et d’une qualité physicochimique et 

microbiologique conformes aux normes. Cependant, l’exploration de qualité et de la stabilité 

de cette denrée alimentaire, en poudre, mérite d’être approfondie par un nombre élevé 

d’échantillons, de marques et de tests Biochimiques et Microbiologiques. 

Mots clés: Lait infantile, Poudre, Analyses microbiologiques, Analyses physicochimiques, 

Normes, Stabilité. 

 

 



Abstract 

 

Abstract 

 Study aimed the stability exploration and compliance with national standards, during the 

storage/ marketing period for six different infant powder milk brands samples, collected 

during February-March 2020 period from different pharmacies in Bordj Bou Arreridj district 

North-Eastern of Algeria. Study was carried out by evaluation of physicochemical quality 

(8tests) and CFU/g counting microbiological flora and species By different culture media, 

enrichment broths and selective agar use. Physicochemical test results gave the following 

average values: pH(6,58), treatable acidity(18,3°D), density(1,03 g/cm
3
), Viscosity(02,6 

mPa.s), conductivity(1884,5 µs/cm), and total dry extract(82,87g/l). Microbiological analysis, 

samples were in accordance with national standards quality, free of indicative of recent and 

old contamination flora, absence of pathogenic/ toxinogenic species: Escherichia coli, 

Staphylococcus aureus, Salmonella sp. and Cronobacter sp. However, two samples E1 and E5 

marked the presence of total coliforms, with low levels 16.7×10
4 

and 39×10
3
CFU/g, located 

within the standards respectively. All powder milk samples studied, seem stable with 

physicochemical and microbiological quality in accordance with standards. However, quality 

and stability exploration of this powder foodstuff deserves to be deepened by a high number 

Biochemical and Microbiological tests, samples, brands. 

Key words: Infant Powder Milk, Microbiological Analysis, Physicochemical, Standards, 

Stability. 
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±: Plus ou moins.  

°C: Degré Celsius.  

°D: degré Dornic. 

µs/cm: microsiemens/centimètre. 

µs: microsiemens. 

AFNOR- NF: Association Française de Normalisation/ Norme Française. 

AFSSA: l’Agence Française de sécurité sanitaire des aliments. 

ANSES: Agence Nationale de Sécurité Sanitaire de l’Alimentation, de l’Environnement et du 

travailhttps://www.anses.fr/fr. 

API 20
E
: Appareils et procédés d’identification destinée pour les Entérobactéries. 

API 32: Analytical Profile Index. 

AT: Acidité titrable. 

BLVBRP: Bilié Lactosé au Vert Brillant et au Rouge de Phénol. 

BMK: Bouillon Muller Kaufman. 

BVM: Bouillon au Vert de Malachite et au chlorure de magnésium. 

C. sakazakii: Cronobacter sakazakii. 

C: Coliformes. 

Ca: Calcium. 

CE: Communauté Européenne. 

CF: Coliformes fécaux. 

cm
3
: centimètre cube. 

CT: Coliformes totaux. 

D: densité du produit en g/cm3. 

DA: Dinar Algérien.  

Dr.: Docteur. 

E. coli: Escherichia coli. 

E. sakazakii: Enterobacter sakazakii. 

E.S: Extrait sec. 

E: échantillon. 

https://www.anses.fr/fr
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EP: Eau Peptonée. 
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EST: Extrait Sec Total. 

FDA: Food and Drug Administration. 

FIL: Fédération Internationale de Laiterie. 

FTAM: Flore Aérobies Mésophiles Totale. 
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3
: gramme/centimètre cube. 
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GC: Giolitti et Contoni. 

HCl: Chlorure d’hydrogène 
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Kcal: kilo cal.  
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Introduction 

 Les laits et préparations en poudre destinées aux nourrissons, sont obtenus à partir de laits 

d’espèce bovine (Fredot, 2006), d’autres espèces, ou d’un mélange de ces laits et/ou d’autres 

ingrédients dont il a été démontré qu’ils conviennent à l’alimentation des nourrissons (Goulet 

et al., 2012). La transformation du lait cru en poudre, augmente sa durée de vie et permet de 

conserver sa valeur nutritive et ses caractéristiques sensorielles pour de longues périodes, 

même à température ambiante (Amariglio, 1986; Pal et al., 2016). Ces laits infantiles, doivent 

être composés de protéines, de glucides, de lipides, de vitamines, de sels minéraux et d’oligo-

éléments, et d’additifs alimentaires autorisés à l’exemple de certains pré-biotiques (Cariolis, 

2014). La fabrication et la conservation des laits infantiles est soumises à une réglementation 

stricte, définissant leur composition, les quantités nécessaires au bon développement du 

nourrisson (Goulet et al., 2012; J.O.R.A. N°: 49/ 2012). Cette composition, tend à se 

rapprocher au plus près du lait maternel et des besoins du nourrisson avec un rapport 

quantité/qualité conforme au stade de lactation et aux normes requises (Kent, 2015). Les 

opérations du contrôle de qualité physicochimique, visent à l’obtention d’un produit laitier 

stable, sans défauts organoleptiques et/ou rhéologiques (Gasmalla et al., 2013; Soceanu et al., 

2015). De même, les analyses de contrôle microbiologique, garantissent, un produit sain, 

exempt de risques bactériologiques (Kent et al., 2015) et/ou toxicologiques (Keck, 2009; 

Tahoun et Abdelfetah, 2015; Abdelkhalek et al., 2016). Par ailleurs, les laits infantiles en 

poudre, malgré leur faible teneur en eau (Aw de 3% à 4%), recèlent des flores indicatrices de 

contamination fécale récentes à l’exemple la flore totale aérobie, des entérobactéries 

(coliformes), et d’autres résultantes des pollutions fécales anciennes, comme les endospores 

des bacteries sulfito-réductrices, les streptocoques fécaux (Cho et al., 2019). En plus, des 

espèces bactériennes pathogènes et/ou toxinogènes (Kent et al., 2015); parmi celles- ci, les 

plus redoutables: Escherichia coli, Cronobacter sakazakii et Staphylococcus aureus, doivent 

être absents dans ces denrées (Pal et al., 2016). En outre, les bacilles formant des endospores 

sont des contaminants majeurs, dans les industries de transformation du lait (Haughton et al., 

2010; Heyndrickx, 2011). La présence, en nombre élevé, des endospores bactériennes, réduit 

la valeur du laits infantiles, et considérée, comme indice d’absence de bonnes pratiques de 

fabrication et présomption des contaminations fécales anciennes (Sadiq et al., 2016; Amrani, 

2017). A cet égard, des intoxications alimentaires ont été rapportées dans la littérature 

scientifique, à travers le monde, ou les laits infantiles en poudre, étaient des vecteurs 

potentiels, les endospores notamment celles des espèces Bacillus spp., surtout certaines 
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souches Bacillus cereus étaient fortement impliquées: Germany (Wiebe, 1999), l’Inde (Bendi 

et al., 2005), Egypte (Sadek et al., 2006; 2015), Brazil (Rezende-Lago et al.,2007), Korea 

(Hwang et al., 2008), Australia (Eglezos et al., 2010; Thompson, 2010), Irlande (Haughton et 

al.,2010), Italy (Di Pinto et al., 2013) et Malysia (Tong, 2015). Selon Becker et al., (1994), un 

taux de 54% des laits et formules infantiles étaient contaminés par des spores des Bacillus 

cereus sur un effectif de 261 échantillons fabriqués dans 17 pays. De l’avis de certains 

auteurs, les endospores aérobies des espèces Bacillus sp., peuvent  échappé à tout processus 

industriel, traitement thermique ou hygiénique par rayonnement, visant leurs élimination 

(Scurrah et al., 2006; Stoeckel et al., 2013; 2016; Rossi et al., 2018). De même, Ronimus et 

al., (2006), ont démontré que les endospores bactériennes, peuvent survivent dans la poudre 

du lait pour une période dépassant quatre-vingt-dix années. Les espèces Cronobacter sp., sont 

les plus surveillé, dans les laits et formules en poudre (Fakruddin et al., 2013; Pal et al., 

2019), notamment ceux conçus pour les prématurés et les nourrissons hypotrophes. De même, 

certaines formules épaissies, peuvent présenter des risques accrus, en fonction des ingrédients 

et additifs, qui les composent, du mode d’incorporation de ceux- ci lors de la fabrication 

(Proudy, 2009). A ce titre, les espèces Cronobacter sp. sont à l’origine des infections 

associées à des contaminations des préparations infantiles (Proudy, 2009; Henry et 

Fouladkhah 2019). Responsables de plusieurs épidémies à travers le monde: France 2004 

(Anonyme, 2005); Inde 2007 (Ray et al., 2007); Espagne 2007 (Conde et al., 2007); Mexique 

2015 (Jackson et al., 2015); USA 2017 (Bowen et al., 2017); Australie 2018 (Mc Mullan et 

al., 2018).En outre, les espèces de Salmonella sont des pathogènes intestinaux (Dupont, 

2007), présentes naturellement dans le tractus digestif d’homme et des animaux, qui ont statut 

leur réservoir principal; elles peuvent, suite à des contaminations fécales, survivre dans 

l’environnement et les aliments pendant plusieurs mois (Korsak et al., 2004). Des travaux 

scientifiques ont montré que les espèces Salmonella sp., peuvent survivre, pour de longues 

périodes dans la poudre du lait (Marth, 1969; Dhiaf et al., 2004; Brouard et al, 2005). 

Plusieurs épidémies, rapportées à l’échelle mondiale (Da Silva et al., 2018 ) et/ ou régionale, 

ou des sérotypes Salmonella sp. étaient impliquées, dont les laits infantiles en poudre étaient 

les vecteurs: Salmonella sérotype Virchow lactose positif (Usera et al., 1996 ), Salmonella 

enterica sérotype Anatum (Threfall et al., 1998), Salmonella enterica sérotype London (Park 

et al., 2004), Salmonella enterica sérotype Agona (Brourad et al., 2005). Bien que les laits 

infantiles soient commercialisés dans des emballages étanches, hygiéniques et très innovés, la 

stabilité de ces produits, lors de conservation, de transport, de commercialisation, constituent 

un défi pour les firmes activant en technologie laitière et les organismes chargés de contrôle 
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de qualité et d’hygiène (Dhiaf et al., 2004; Brouard et al., 2005). Par leur composition 

biochimique, riche en protéines, lipides, sucres, leur pH au voisinage de neutralité, les rend 

très vulnérables aux attaques d’enzymes microbiens, ces laits sont des milieux de culture 

idéales pour nombreuses espèces eucaryotes et procaryotes. De même, leurs richesse en 

composés oxydables; vitamines, lipides et des probiotiques, peuvent se transformer sous 

l'influence de la lumière, de l'oxygène et de la température (Luquet, 1990), d’où l’intérêt 

d’explorer leur stabilité par différents tests (Aman et al., 2016). En Algérie, les laits et 

formules infantiles en poudre, sont exclusivement d’importation. Dans ce contexte précis, se 

focalise l’objectif de l’étude, qui se veut une contribution partielle, à l’exploration de la 

stabilité physico-chimique par réalisation de sept tests: (Stabilité, Densité, pH, Acidité 

titrable, Viscosité, Conductivité, Extrait Sec Total). L’évaluation de qualité et conformité 

microbiologique, par dénombrement des Flores aérobies, coliformes, Streptocoques D et les 

endospores des procaryotes sulfito-réducteurs et recherche des espèces microbiennes 

pathogènes et/ou toxinogènes: (Escherichia coli, Salmonella sp., Cronobacter sp. et 

Staphylococcus aureus), pour un effectif de six échantillons (quatre marques) du lait en 

poudre, collectés de différentes officines, au chef-lieu de la wilaya de Bordj Bou Arreridj 

Nord- Est d’Algérie, durant la période Février- Mars 2020. Les résultats seront confrontés aux 

différentes normes nationales en vigueur et les normes de la littérature scientifique. 
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 I.1. Généralités sur les laits 

  I.1.1. Définition de lait 

 Le lait est la sécrétion mammaire normale d’animaux de traite obtenue à partir d’une ou de 

plusieurs traites, sans rien y ajouter ou en soustraire, destiné à la consommation comme lait 

liquide ou à un traitement ultérieur (Codex Alimentarius, 1999). Selon le Congrès 

international pour la répression des fraudes alimentaires tenu à Genève 1909: «Le lait est le 

produit intégral de la traite totale et ininterrompue d’une femelle laitière bien portante, bien 

nourrie et non surmenée. Il doit être recueilli proprement et ne doit pas contenir du 

colostrum» (Boudier et al., 1981). 

  I.1.2. Compositions du lait 

 Franworth et Mainville, (2010) évoquent que, le lait est reconnu comme étant un aliment 

complet et bon pour la santé. Etant source de calcium et de protéines, il peut être ajouté à 

notre régime sous plusieurs formes. Cependant, Les laits restent les seuls aliments naturels 

complets.  

 Tableau 01: Composition moyenne du lait entier Annexe 01 (Fredot, 2006). 

  I.1.3. Propriétés du lait 

   I.1.3.1. Propriétés organoleptiques du lait 

    I.1.3.1.1. La couleur 

 Le lait est un liquide blanc mat, opaque dû à des micelles de caséinates ou parfois bleuté ou 

jaunâtre du fait de béta- carotène ou de la lactoflavine contenus dans la matière grasse.  

    I.1.3.1.2. L’odeur 

 Elle est toujours faible et variable en fonction de l’alimentation de la femelle productrice.  

    I.1.3.1.3. La saveur 

 Elle est douceâtre, faiblement sucrée, en raison de sa richesse en lactose dont le pouvoir 

sucrant est inférieur à celui du saccharose (Amariglio, 1986). 

    I.1.3.1.4. La viscosité 

 La viscosité du lait reconstitué à partir de lait poudres est généralement mesurée par une 

méthode alignée avec l'application dans laquelle la poudre est destinée à l'emploi (Kajal et al., 

2012). 

   I.1.3.2. Propriétés physico- chimiques du lait 

-L’acidité du lait est due principalement à la présence de protéines (notamment la caséine et la 

lactalbumine), et d’acides organiques, tel que l’acide lactique (Amiot et al., 2002). 
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-Les valeurs du pH représentent l’état de fraicheur du lait et plus particulièrement sa stabilité, 

du fait que c’est le pH qui influence la solubilité des protéines, c'est-à-dire, l’atteinte du point 

isoélectrique (Amiot et al., 2002). 

-La densité du lait à 15°C de 1.028 à 1.035 pour une moyenne de 1.032 (Amiot et al., 2002). 

  I.1.4. Microbiologie du lait 

   I.1.4.1. Flore originelle: Il s’agit de microcoques, mais aussi streptocoques 

lactiques et lactobacilles. Ces microorganismes, plus ou moins abondants (Guiraud, 2003). 

   I.1.4.2. Flore de contamination: Elle est composée d’une flore d’altération, 

qui cause des défauts sensoriels ou qui réduire la durée de conservation des produits, et d’une 

flore pathogène dangereuse du point de vue sanitaire (Vignola, 2002). 

  I.1.5. Types de lait 

 Les principaux types du lait selon le ministère de l’économie de l’industrie et de l’emploi 

(2009).  

 Figure 01: Représente les différents types du lait (Annexe 01). 

  I.2. Généralités sur la poudre du lait infantile 

  I.2.1. Définition du lait infantile 

 Les formules infantiles sont alors l’unique alternative au lait maternel. Ces préparations 

doivent se conformer à un cadre législatif fixant la fourchette de concentration pour les 

protéines, les glucides, les lipides, les vitamines et les oligo-éléments selon la directive 

2006/141/CE de la Commission européenne du 22 décembre 2006 concernant les préparations 

pour nourrissons et les préparations de suite, et modifiant la directive 1999/21/CE 

(Commission européenne, 2006) (Proudy, 2009). 

Ont connu des évolutions considérables en terme de composition et de bénéfices 

fonctionnels, pour se rapprocher le plus possible du lait maternel, avec un minimum d’une 

trentaine d’ingrédients entrant dans leur formulation (Proudy, 2009). 

  I.2.2. Classification du lait infantile 

 Selon Proudy, (2009). On distingue actuellement trois catégories de « laits » infantiles: 

   I.2.2.1. Les préparations pour nourrissons (ou préparations de 1er âge) 

 Destinées à la période d’alimentation exclusivement lactée, à défaut d’allaitement 

maternel, c’est-à-dire jusqu’à l’âge de 4 ou 6 mois.  

   I.2.2.2. Les laits de suite (ou laits de 2éme âge) 

 Destinés à la période de transition correspondant à l’introduction progressive d’une 

alimentation diversifiée, au plus tôt à partir de l’âge de 4 mois mais en général vers 6 mois. 
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   I.2.2.3. Les laits de croissance 

 Formulés pour les bébés âgés d’au moins 9 à 12 mois et pour la deuxième année de vie.   

  I.2.3. Composition de lait infantile 

 Le lait infantile, c’est d’abord du lait de vache (dans l’immense majorité des cas). Un lait 

qui convient à un animal ayant un système digestif très différent de l’homme, c’est pourquoi, 

sous sa forme brute, il n’est pas adapté au bébé humain et doit être transformé pour se 

rapprocher le plus possible du lait maternel (Pubert, 2012).  

 Tableau 02: Composition des formules infantiles, lait humain et lait de vache (Annexe 01) 

(Bocquet et al., 2002). 

  I.2.4. Propriétés du lait en poudre infantile (PIF) 

 Les paramètres importants de qualité pour le lait en poudre sont: les propriétés 

organoleptiques, physico- chimiques, ainsi que la qualité microbiologique (Deeb et al., 2010). 

   I.2.4.1. Propriétés organoleptiques 

-Le goût du lait en poudre de bonne qualité, devrait être similaire à celui du lait frais une fois 

reconstitué.  

-La saveur est propre, douce et agréable et peut donner une perception légèrement cuite ou 

chauffée.  

-La couleur du lait écrémé en poudre doit être uniforme et montrer l'absence totale de taches 

étrangères, de particules brûlées et de brunissement. Le produit doit avoir une couleur blanc 

crème ou jaune clair (varie avec la couleur de la graisse) (Kalyankar et al., 2016). 

-Le lait en poudre dégageait une odeur agréable et doit être franche (Kelly et Patrick, 2016).  

   I.2.4.2. Propriétés physico- chimiques 

    I.2.4.2.1. La taille 

 La taille des particules est une propriété physique importante et peut être liée à son 

apparence, à sa reconstitution et à ses caractéristiques d'écoulement. La différence de taille 

des particules peut conduire à une stratification de la poudre avec les solides les plus 

concentrés au sommet, ce qui affectera la reconstitution du produit sec (Kalyankar et al., 

2016). 

    I.2.4.2.2. Densité 

 La densité apparente est une propriété ayant une grande importance pour des raisons 

économiques et fonctionnelles. Une densité apparente élevée est souhaitable pour réduire les 

coûts d'expédition et d'emballage (Kalyankar et al., 2016). 
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    I.2.4.2.3. Fluidité 

 C’est la capacité d'une poudre à couler librement sans formation de grumeaux ou 

d'agrégats (Kalyankar et al., 2016). La Fluidité est un attribut important dans le domaine du 

transport, d'emballage et de la manutention (Deeb et al., 2010). 

    I.2.4.2.4. Mouillabilité 

 L’aptitude du lait à pénétrer facilement dans l’eau. La poudre doit être capable de 

surmonter la tension superficielle entre elle-même et l'eau (Deeb et al., 2010). 

    I.2.4.2.5. Solubilité 

 C’est une condition d’une bonne qualité de la poudre, et également nécessaire pour 

l'élimination ultérieure de matériau non dissous (Deeb et al., 2010). 

    I.2.4.2.6. Viscosité 

 Le contrôle de la viscosité est important dans les produits secs. La viscosité du lait 

reconstitué à partir de la poudre (Kajal et al., 2012). 

    I.2.4.2.7. Stabilité à la chaleur 

 La stabilité thermique du lait reconstitué est affectée par les mêmes facteurs que le lait frais 

(pH, l'activité des ions calcium, concentrations de caséines et protéines de lactosérum), il est 

de bonne qualité résiste au chauffage à 140 °C pendant au moins 15 minutes mais la stabilité 

est variable (Kelly et Patrick, 2016). 

    I.2.4.2.8. Propriétés moussantes et émulsifiantes 

 La poudre offre de bonnes capacités émulsifiantes et moussantes. Les phospholipides de la 

membrane des globules gras du lait sont dispersés dans une phase aqueuse contenant des 

protéines de lait, du lactose, des sels et des minéraux (Olga, 2013). 

   I.2.4.3. Propriétés microbiologiques 

 Il n’y a aucun doute que les laits pour nourrissons sont généralement considérés comme 

produit de bonne qualité microbiologique, sans risque d'altération, mais plusieurs facteurs 

peuvent contribuer à modifier ses propriétés qui réduisent sa durée de conservation et donc sa 

valeur commerciale (Rajput et al., 2009). 

    I.2.4.3.1. Les bactéries d’altération 

 La microflore dépend du nombre et du type de bactéries présentes dans le lait cru, la 

température de préchauffage et les conditions de fonctionnement de l'évaporateur. Un grand 

nombre de microorganismes dans le lait cru peut se retrouver dans la poudre (Deeb et al., 

2010). 
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    I.2.4.3.2. Les bactéries pathogènes 

 Elles ont un intérêt majeur, et comprennent des salmonelles, Bacillus, Staphylococcus et 

Escherichia coli. Alors que ces organismes ne se développent pas dans la poudre, ils restent 

nombreux pour de longues périodes et peuvent se développer lorsque la poudre est 

reconstituée et conservée à température favorable (Deeb et al., 2010). Les principaux groupes: 

a) Microcoques.  

b) Streptocoques thermo- résistants. 

c) Corynebactéries.  

d) Les spores bactériennes  

e) Des contaminants divers, éventuellement non thermorésistants, qui peuvent provenir d’une 

contamination atmosphérique ou d’un contact direct (Kherbouche, 2014).
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 II.1.Transmission des salmonelles et surveillance 

  II.1.1. Historique 

 Salmonella a été identifiée pour la première fois en 1885. Elle a été nommée d'après l'un 

des deux hommes qui l'ont découverte, Daniel Elmer Salmon (l'autre était Theobald Smith). 

Ils ont d'abord trouvé Salmonella chez des porcs atteints d'une maladie appelée choléra du 

porc. À l'époque, ils ont nommé l'organisme «Hog-cholerabacillus». Aujourd'hui, nous 

appelons ce même organisme Salmonella cholera- suis. Il n'a obtenu le nom de Salmonella 

qu'en 1900, lorsque le scientifique français Joseph Léon Lignières a suggéré d'appeler 

l'ensemble du groupe porcin Salmonella en l'honneur du saumon (Brands et al., 2006). 

D’après l’Organisation Mondiale de la Santé, 420 000 personnes dont 125 000 enfants 

meurent chaque année d’infections alimentaires (ANSES, 2011; OMS, 2015). 

 Pour l’Europe, le nombre de décès s’élève à 260 personnes pour l’année 2014 (Guinet, 

2018). Les maladies diarrhéiques sont responsables de plus de la moitié des décès. En France, 

les salmonelles expliquent à peu-près 50% des infections alimentaires (Guinet, 2018). Les lait 

en poudre (du 1
er

 âge) sont les principaux vecteurs des salmonelles (EFSA, 2004; Brouard et 

al., 2005; Jourdan et al., 2008; Keck, 2009; Da Silva et al., 2018). Les coûts pour les prises en 

charges des salmonelloses sont de l’ordre de plusieurs dizaines de millions d’euros. Ces couts 

s’élèvent lorsque les contaminations sont industrielles (Brouard et al., 2005; Guinet, 2018). 

  II.1.2. Taxonomie 

 Le genre Salmonella, qui appartient à la famille des Enterobacteriaceae, doit son nom au 

docteur Vétérinaire Salmon, bactériologiste américain du 19e siècle. Il soit divisé en deux 

espèces distinctes: S. enterica et S. bongori. La première espèce est elle- même subdivisée en 

6 sous-espèces: enterica, salamae, arizonae, diarizonae, houtenae et indica (Korsak et al., 

2004). 

   II.1.2.1. Classification 

 Selon Menad, (2010), Salmonella classé comme suit: 

-Classe: Gammaproteobacteria. 

-Ordre: Entérobacteriales. 

-Famille: Enterobacteriaceae. 

-Genre: Salmonella. 

  II.1.3. Sources de Salmonella sp. 

 Humain: La transmission de Salmonella de personne à personne est bien reconnue et la 

transmission secondaire de Salmonella lors d'épidémies a été démontrée, le transport dans les 

fèces (Gilbert et al., 2010). 
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 Animal: Salmonella peut être trouvée chez les mammifères, les poissons, les reptiles, les 

amphibiens, les insectes et les oiseaux. La plupart des colonisations par Salmonella chez les 

animaux ne produisent aucun signe clinique (Gilbert et al., 2010). 

 Aliments: les viandes rouges et blanches, les produits à base de viande, les laits, le 

fromage et les œufs sont considérés comme les principales sources alimentaires de 

salmonellose humaine (Gilbert et al., 2010). 

 Environnement: Les salmonelles présentes dans les effluents d'eaux usées ou les 

excréments d'animaux peuvent contaminer les pâturages, le sol et l'eau. Ils peuvent rester 

viables pendant des mois dans le sol (Gilbert et al., 2010).  

  II.1.4. Les caractères de Salmonella sp. 

    II.1.4.1.  Les caractères bactériologiques 

 Selon Korsak et al., (2004), les Salmonella sont: 

-Des bacilles à coloration Gram-négative, non sporulants, aéro- anaérobies, la plupart du 

temps doués d’une mobilité propre grâce à des flagelles péritriches (à l’exception de 

Salmonella Gallinarum).  

-Des bâtonnets varient entre 2 et 5 μm de longueur sur 0,7 à 1,5 μm de largeur. 

 Selon Brands et al., (2006), les Salmonella peuvent se multiplier: 

-À température 37°C, mais a la capacité de croître à une large gamme de températures de 6 à 

46°C. 

-À pH de 4,1 à 9 qui est légèrement basique à fortement acide. La croissance optimale se 

produit à un pH de 6,5 à 7,5. 

   II.1.4.2.  Les caractères biochimiques 

 Les principales caractéristiques biochimiques de Salmonella sp. sont résumés dans le 

tableau 03.  

 Tableau 03: Caractéristiques biochimiques de Salmonella sp. (Annexe 01) (Korsak et al., 

2004). 

  II.1.5. Pouvoir pathogène 

 Les salmonelloses recouvrent deux principaux types d'infections: d'une part, la fièvre 

typhoïde et les fièvres paratyphoïdes et d'autre part les salmonelloses non typhiques (ou non 

typhoïdiques) ( Aubry et Gaüzère, 2018). 

-La fièvre typhoïde: est due à S. enteritica, sérovar S. typhi. Elle est devenue rare dans les 

pays industrialisés du fait des progrès de l’hygiène et de l’amélioration des conditions 

d’approvisionnement en eau potable.  

-Les fièvres paratyphoïdes: sont dues à S. paratyphi A, B et C. 
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-Les salmonelloses non typhiques (NTS): improprement dites mineures, sont responsables 

d’infections sporadiques ou épidémiques, le plus souvent en raison de la contamination des 

aliments ou du portage asymptomatique. Ce sont les bactéries le plus souvent en cause dans 

les toxi-infections d'origine alimentaire. Elles entraînent des gastroentérites, des formes 

invasives étant observées chez les malades à risques, en particulier les malades 

immunodéprimés.  

  II.1.6. Epidémiologie 

 Malgré les efforts de lutte contre les salmonelles dans les produits à base au lait en poudre, 

au cours de la période de 20 ans de 1985 à 2005, il y a eu au moins 6 foyers d'infection à 

Salmonella chez les nourrissons liés à la consommation de PIF (Cahill et al., 2008).  

 Tableau 04: Flambées de salmonellose au cours de la période 1985-2005 liées à des 

préparations pour nourrissons en poudre (PIF) (Annexe 01) (Cahill et al., 2008). 

  II.1.7. Méthodes de recherche et de dénombrement des Salmonella dans les 

aliments: 

 Il existe plusieurs méthodes standard publiées utilisant des combinaisons de milieux de 

culture telles que la méthode dit de routine ou AFNOR NF 08.052 (Joffin et Joffin, 1999). La 

méthode horizontale ISO actuelle, ISO 6579: 2002 (mise à jour en 2007) pour la détection de 

Salmonella, y compris Salmonella Typhi et Salmonella Paratyphi, applicables aux produits 

destinés à la consommation humaine et à l'alimentation des animaux et aux échantillons 

environnementaux dans le domaine de la production et de la manipulation des aliments 

(Andrews W., 1997; Odumeru et León-Velarde, 2012). Des méthodes standards similaires ont 

été publiées ailleurs, notamment dans le FDA Bacteriological Analytical Manual (Barakat, 

2012). 

   II.1.7.1. Méthode de routine ou méthode AFNOR NF 08.052 (Joffin et 

Joffin, 1999)  

 La présente norme susmentionnée, décrit une méthode de routine pour la recherche et 

dénombrement des Salmonelles dans tous les produits destinés à l’alimentation humaine et 

animale.  

 Figure 02: Méthode de (routine) recherche de Salmonella sp. (AFNOR NF 08.052) 

(Annexe 01). 

   II.1.7.2. Méthode horizontale pour la recherche de Salmonella sp. 

(J.O.R.A. N°44/ 2017) (ISO 6579: 2002) 

 La présente méthode a pour objet de fixer une technique horizontale pour la recherche des 

Salmonella spp. 
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 Figure 03: Méthode horizontale pour la recherche et de dénombrement  de Salmonella sp. 

(J.O.R.A. N°44/ 2017) (ISO 6579: 2002) (Annexe 01). 

II.2.Transmissions et surveillance des espèces Cronobacter sp. 

  II.2.1. Historique 

 Les espèces du genre Cronobacter « Enterobacter sakazakii » sont considérées comme des 

pathogènes émergents opportunistes car elles ont été impliquées dans des épidémies 

d’infections néonatales graves (Proudy, 2009). Cronobacter sp. a été isolé des préparations 

lactées pour nourrissons en poudre par de nombreux enquêteurs. De plus, il y a eu de 

nombreux rappels de préparations pour nourrissons contaminées par Enterobacter sakazakii 

aux États- Unis. En novembre 2002, un rappel national de plus de 1,5 million des boîtes de 

préparations en poudre pour nourrissons contaminées par E. sakazakii ont été signalées. Le 12 

avril 2002, la Food and Drug Administration (FDA) des États-Unis a lancé une alerte aux 

professionnels de la santé américains concernant le risque associé aux infections à E. 

sakazakii chez les nouveau-nés nourris avec des préparations pour nourrissons en poudre à 

base de lait (Amalaradjou et al., 2009). 

  II.2.2. Taxonomie 

   II.2.2.1. Données ancienns 

 Les espèces de Cronobacter spp. étaient à l'origine appelées Enterobacter cloacae à 

pigments jaunes. En 1980, il a été reclassé comme nouvelle espèce, Enterobacter sakazakii 

(Qiongqiong et al., 2013). 

   II.2.2.2. Données récentes 

 En 2007, le genre Cronobacter a été créé pour accueillir les biogroupes d'E. sakazakii, 

avec C. sakazakii comme espèce type. Le genre a été nommé pour Cronos, le Titan du mythe 

grec, qui a dévoré ses enfants à leur naissance. E. sakazakii a été classé comme un nouveau 

genre, Cronobacter dans les Enterobacteriaceae. 

 En 2007: Quatre premières espèces nommées étaient C. sakazakii (comprenant deux sous-

espèces), C.turicensis, C. muytjensii et C. dublinensis (comprenant trois sous-espèces) plus 

une espèce sans nom appelée génomospécies Cronobacter I. 

 En 2008: La taxonomie a été révisée pour inclure une cinquième espèce nommée C. 

malonaticus, qui en 2007 avait été considérée comme une sous-espèce de C. sakazakii.  

 En 2012: Génomospécies Cronobacter I a été officiellement renommée C. universalis, et 

une septième espèce a été décrite appelée C. condimenti (Amer et Mekky, 2019). 
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 Trois d'entre eux, à savoir C. sakazakii, C. malonaticus et C. turicensis, sont des agents 

pathogènes opportunistes humains et les autres n'ont été associés à des maladies humaines que 

récemment (Pall et al., 2019). 

   II.2.2.3. Classification 

 Selon Shareef, (2012), Enterobacter sakazakii classé comme suit: 

-Groupe: Proteobacteria. 

-Phylum: Gamma Proteobacteria. 

-Classe: Enterobacterials. 

-Famille: Enterobacteriaceae. 

-Genre: Enterobacter. 

-Espèce: Enterobacter sakazakii. 

  II.2.3. Ecologie 

 Proudy, (2009) rappelé que Cronobacter spp. est ubiquiste, Les isolats proviennent à partir 

de: 

   II.2.3.1. Prélèvements cliniques  

 Entre autres, le liquide céphalo-rachidien, le sang, la moelle osseuse, les yeux, les oreilles, 

les plaies cutanées, les voies respiratoires, les crachats, le tube digestif, l’appendice, l’urine et 

les selles. 

   II.2.3.2. L’environnement naturel  

 Le sol,  l’eau, les végétaux et des animaux (les rongeurs et les insectes). 

   II.2.3.3. L’environnement industriel  

 Notamment les industries alimentaires sont un réservoir important pour les Cronobacter 

spp. Les aliments en poudre pour bébés, en particulier les préparations en poudres, sont mis 

en cause et surveillés dans de nombreux pays. 

  II.2.4. Les caractères de C. sakazakii  

   II.2.4.1.  Les caractères bactériologiques 

 Selon Proudy, (2009) les Cronobacter spp. sont: 

-Des bacilles mobiles de 1à 3 mm de longueur, anaérobies facultatifs, à Gram négatif, 

péritriches, caractérisés par la production d’un pigment jaune. 

-Possèdent une résistance substantielle aux pH acides. 

-Résistent au stress osmotique et à la dessiccation, comparativement aux autres 

entérobactéries. 

-Les espèces de ce genre peuvent croître à des températures comprises entre 6 et 47°C avec 

une température de croissance optimale de 39°C (Fakruddin et al., 2013). 
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   II.2.4.2. Les caractères biochimiques 

 Les Cronobacter spp. caractérisés par oxydase négative et catalase positive, la production 

d’une α-glucosidase, d’une Tween 80 estérase et d’une déoxyribonucléase extracellulaire 

ainsi que par l’absence de fermentation du sorbitol et l’absence d’activité phosphoamidase, et 

par la Fermentation de lactose, notamment dans le lait, pour produire du L- et du D-lactate 

(Proudy, 2009). 

 Les principales caractéristiques biochimiques de Cronobacter spp. résumés dans le tableau 

ci- dessous: 

Tableau 05: Principaux caractéristiques biochimiques de Cronobacter spp. (Proudy, 2009). 

ARA CEL RAF SAC SOR ADH CIT H₂S LDC MR 4-NP-α-

Glc 

ODC VP 

+ + + + - + + - - - + + + 

Note: ADO: Adonitol, ARA: Arabinose, CEL: Cellobiose, RAF: Raffinose, SAC: Saccharose, SOR: 

Sorbitol, ADH: Arginine Dihydrolase, CIT: utilisation du milieu citrate de Simmons comme seule 

source de carbone, H2S: production de sulfure d’Hydrogéne, LDC: Lysine Décarboxylase, MR: test 

au Rouge de Méthyle, 4-NP-α-Glc: métabolismedu4- nitrophényl-α-D-glucopyranoside, ODC: 

Ornithine Décarboxylase, VP: épreuve aux réactifs de Voges-Proskauer. 

  II.2.5.Mode de transmission 

 Les sources de C. sakazakii et de ses véhicules de transmission ne sont pas toujours claires. 

Bien que l'organisme ait été détecté dans plusieurs sources alimentaires, une forte association 

n'a été trouvée qu'avec le PIF (Préparations pour nourrissons en poudre). Une contamination 

intrinsèque et extrinsèque du PIF avec C. sakazakii peut se produire. La contamination 

intrinsèque résulte de l'introduction de l'organisme dans le PIF à un certain stade du processus 

de fabrication. En revanche, une contamination extrinsèque peut résulter de l'utilisation 

d'ustensiles contaminés, tels que des mélangeurs et des cuillères; dans la préparation du PIF 

(Fakruddin et al., 2013). 

  II.2.6. Pouvoir pathogène 

 Cronobacter spp. est l’agent d’infections rares mais sévères touchant particulièrement les 

très jeunes enfants, les personnes âgées et les sujets immunodéprimés, ces infections étant 

beaucoup plus souvent identifiées chez les prématurés que chez les adultes. Les personnes les 

plus à risques sont les nourrissons de moins de 4-5 semaines. Cette bactérie a été associée à de 

nombreuses pathologies graves potentiellement létales, incluant des méningites, septicémies, 

entérocolites nécrosantes, spécialement chez le prématuré et le nouveau-né hypotrophe 

(Leclercq, 2006). 
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   II.2.6.1. les facteurs de virulences 

    A/Toxines 

 Plusieurs types de toxines font partie de leurs facteurs de virulence, notamment des 

lipopolysaccharides (LPS), endotoxines communes aux bactéries à Gram négatif, des 

entérotoxines thermolabiles ou thermostables et des cytotoxines (Proudy, 2009). 

    B/Flagelles 

 La mobilité bactérienne est impliquée dans la virulence des germes pathogènes par sa 

contribution à l’adhésion, puis à l’invasion des surfaces d’un support ou des tissus d’un hôte 

(Proudy, 2009). 

    C/Pili et fimbriae 

 Les pili ont un rôle dans la conjugaison bactérienne (pili sexuels ou pili F) et que les 

fimbriae sont impliquées dans l’attachement des bactéries aux cellules eucaryotes (Proudy, 

2009). 

    D/Biofilms 

 Les biofilms sont des communautés structurées de microorganismes fréquemment incluses 

au sein d’une matrice muqueuse constituée de substances polymères extracellulaires (EPS: 

exopolysaccharide). Ces polymères fournissent aux cellules une protection en concentrant les 

nutriments, en séquestrant les métaux et les toxines, en parant à la dessiccation et en offrant 

une résistance accrue aux biocides (Proudy, 2009). 

  II.2.7. Epidémiologie 

 Plusieurs foyers dans différentes parties du monde ont été enregistrés au cours de 

différentes décennies. Le taux de mortalité élevé (40-80%), la gravité de l'infection chez les 

nourrissons, ainsi que la rareté des informations sur l'écologie et la pathogénicité de cet 

organisme ont justifié cet examen des caractéristiques cliniques et microbiologiques de ce 

pathogène putatif d'origine alimentaire (Erkekoğlu et al., 2009).  

 Tableau 06: De synthèse- Les épidémies à C. sakazakii à travers le monde (Annexe 01). 

  II.2.8. Méthodes de recherche et de dénombrement dans les aliments 

   II.2.8.1. Méthode ISO/TS 22964 

 L’Organisation Internationale de Normalisation (ISO) et la Fédération Internationale de 

Laiterie (FIL) ont récemment adopté conjointement une spécification technique (ISO/TS 

22964), citée comme méthode retenue par la FIL (RM 210), définissant une méthode de 

détection d’E. sakazakii dans les préparations en poudre pour nourrissons. Cette méthode a été 

adoptée comme méthode de référence dans le règlement européen concernant les critères 

microbiologiques (règlement (CE) N°2073/2005) (Leclercq, 2006).  
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 Figure 04: Méthode de recherche et de dénombrement de Cronobacter sp. ISO/ TS 22964 

(Annexe 01) (Proudy, 2009). 

   II.2.8.2. Méthode FDA (2002) 

 Une méthode d’isolement/dénombrement est recommandée par la FDA depuis 2002. Une 

méthode pour la détection d’E. sakazakii a été récemment développée. Cette méthode est 

applicable à la détection d'E. sakazakii, après enrichissement, dans des aliments suivants: 

préparations pour nourrissons en poudre, ingrédients laitiers et de soja en poudre (Leclercq, 

2006).  

 Figure 05: Méthode de recherche et de dénombrement de Cronobacter sp. FDA/ 2002 

(Annexe 01) (Proudy, 2009). 
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 I.1. Matériel 

  I.1.1. Objectif de l’étude 

 Le lait en poudre est un produit très riche en éléments nutritifs qui peuvent favoriser la 

croissance de divers micro-organismes surtout dans le cas où l'hygiène et les conditions de 

fabrication, ainsi que celles du conditionnement ne sont pas respectées, c'est pour cette raison 

qu'on réalise des analyses de contrôle de la qualité de la poudre du lait avant la reconstitution. 

Dans cette partie on s’intéresse à la réalisation des analyses physico-chimiques témoin (8tests) 

de la bonne qualité et de la valeur nutritive. Puis l’évaluation de la qualité microbiologique. 

D’une manière spécifique il s’agira de rechercher et de dénombrer des espèces bactériennes 

pour un effectif de 6 échantillons, de différentes marques de lait infantile. 

  I.1.2. Lieu de l’étude 

 L’intégralité de cette étude a été réalisée au niveau du laboratoire de microbiologie ainsi 

qu’au laboratoire de chimie, de la faculté SNV- STU relevant de l’université de Bordj Bou 

Arreridj, durant la période Février- Mars de l’année 2019/ 2020. Cette étude a nécessité le 

recours au matériel et aux méthodes analytiques indiquées ci- après. 

  I.1.3. Matériel lourd et léger 

-Le matériel et l’appareillage utilisés dans la présente étude sont cités dans l’annexe 02. 

-Les milieux de culture ainsi que leurs compositions sont décrits dans l’annexe 02. 

-Les réactifs et additifs des milieux présents dans l’annexe 02. 

  I.1.4. Origine des échantillons 

 L’ensemble des échantillons ont été collectés durant la période allant de Février 2020 au 

Mars 2020. Ces derniers, achetés de différentes officines situées au centre de la wilaya de 

Bordj Bou Arreridj de Nord- Est algérien. Notre étude expérimentale s’est porté sur 06 

échantillons de poudre de laits infantiles 1ère âge et 2
ème

 âge (tableau 07). 
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Tableau 07: Tableau illustrant les échantillons et leurs caractéristiques. 

Etiquetage 

 

 

Echantillon 

Poids 

(g) 

L’âge Prix 

(DA) 

Date de 

fabrication 

Date de 

péremption 

Date 

d’ouverture 

Type 

d’emballage 

Défauts 

visuels 

 
E1 

 

 

 

400g 

 

 

1er âge 

 

 

 

370.00 

 

 

28/10/ 

2018 

 

 

29/04/ 

2020 

 

 

29/02/ 

2020 

 

 

 

Etanche 

 

 

 

Abs 

 
E2 

 

 

 

400g 

 

 

2éme 

âge 

 

 

 

670.00 

 

 

02/10/ 

2018 

 

 

02/10/ 

2021 

 

 

01/03/ 

2020 

 

 

 

Etanche 

 

 

 

Abs 

 
E3 

 

 

 

400g 

 

 

2éme 

âge 

 

 

 

650.00 

 

 

07/10/ 

2019 

 

 

08/04/ 

2021 

 

 

01/03/ 

2020 

 

 

 

Etanche 

 

 

 

Abs 

 
E4 

 

 

 

400g 

 

 

2éme 

âge 

 

 

 

620.00 

 

 

07/01/ 

2019 

 

 

07/01/ 

2021 

 

 

01/03/ 

2020 

 

 

 

Etanche 

 

 

 

Abs 

 
E5 

 

 

 

900g 

 

 

2éme 

âge 

 

 

1230.0

0 

 

 

03/08/ 

2019 

 

 

04/08/ 

2021 

 

 

26/02/ 

2020 

 

 

 

Etanche 

 

 

 

Abs 

 
E6 

 

 

 

400g 

 

 

1er âge 

 

 

 

530.00 

 

 

28/12/ 

2018 

 

 

29/06/ 

2020 

 

 

03/10/ 

2019 

 

 

 

Etanche 

 

 

 

Abs 

Abs : Absent, DA: Dinar Algérien, g: Gramme, E: Echantillon. 
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  I.2. Méthodes: 

La méthodologie du travail adoptée dans cette étude est récapitulée dans la figure 06: 

 

Figure 06: Diagramme illustre les différentes étapes expérimentales. 
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  I.2.1. Analyses physico- chimiques 

  Objectif 

 La réalisation des tests physico- chimiques, permettre de vérifier la stabilité du produit, de 

déceler des probables défauts, des modifications invisibles ayant entachées le produit, de 

contribuer à la protection du consommateur. Les analyses physico-chimiques ont été 

effectuées pour les 06 échantillons de la poudre du lait infantile, Il s’agit essentiellement de: 

   I.2.1.1. Appréciation du goût et de l’odeur 

 Avec un test olfactif et gustatif, en goûtant une quantité de l'échantillon. 

 Expression des résultats: Le goût et l'odeur doivent être normaux (Vierling, 2003). 

   I.2.1.2. Détermination de la densité (g/cm
3
) 

 Définition: La densité du lait est une grandeur sans dimension qui désigne le rapport entre 

la masse d'un volume donné de lait à 20°C et la masse du même volume d'eau. 

 Principe: L'analyse consiste à immerger dans 250 ml de lait un lactodensimètre qui donne 

directement la densité du lait à 20°C. 

 Mode opératoire 

-Rincer l'éprouvette avec du lait à analyser. 

-Verser le lait reconstitué dans l’éprouvette; tenue inclinée afin d'éviter la formation de la 

mousse ou des bulles d'air. 

-L'introduction de lactodensimètre dans l'éprouvette pleine de lait qui doit provoquer un 

débordement de liquide. Ce débordement est nécessaire, il débarrasse la surface du lait des 

traces de mousse qui gênaient la lecture. 

-Plonger doucement le lactodensimètre dans le lait en le maintenant dans l'axe de l'éprouvette 

et en le retenant dans sa descente jusqu'au voisinage de sa position d'équilibre. 

-Attendre 30 secondes à une minute avant d'effectuer la lecture de la graduation (Pointurier, 

2003). 

 Lecture du résultat: Après stabilisation du lactodensimètre, lire la graduation apparente 

au niveau supérieur de la tige. La densité est calculée selon la formule suivante (Majdi, 2008): 

 

D: densité du produit en g/cm³. 

L: valeur indiquée sur la tige. 

   I.2.1.3. Détermination de pH 

 Définition: La valeur du pH a une importance exceptionnelle par l’abondance des 

indications quelle donne sur la richesse du lait en certains de ces constituants, sur son état de 

fraicheur ou sur sa stabilité. 

D₌ 1 x (L x 10³) 
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 Principe: L'évolution de l'acidité ou de l'alcalinité d'un lait ou encore l'activité métabolique 

des micro-organismes dans le lait se fait par la mesure directe de son pH à 20°C. 

 Mode opératoire 

-Etalonner le pH mètre à l'aide des deux solutions tampons HCl à pH 4 et NaOH à pH 7. 

-Plonger l'électrode dans l'eau distillée et lire la valeur du pH. 

-Introduire l'électrode dans le bécher contenant la poudre du lait reconstitué à analyser dont la 

température doit être 20°C. 

-A chaque détermination du pH, retirer l'électrode, rincer avec l'eau distillée et sécher. 

 Lecture du résultat: la valeur indiquée sur le pH mètre (Inolab) (Christensen et al., 1991). 

   I.2.1.4. Détermination de l'Acidité titrable en degré Dornic (°D) 

 Définition: On entend par acidité titrable du lait, celle exprimée conventionnellement en 

gramme d'acide lactique par litre du lait. 

 Principe: Titrage de l’acidité par une solution alcaline en présence de phénolphtaléine. 

 Mode opératoire 

-Introduire dans un Bécher 10 ml d'échantillon à analyser, auxquels on ajoute 2 à 3 gouttes de 

l'indicateur coloré. 

-Titrer avec la solution NaOH (N/9) jusqu'à l'apparition d'une coloration rose. 

Lecture:  

 

AT: Acidité titrable. 

V: le volume en ml correspond à la chute de la burette (volume de la solution de NaOH 

utilisé) (Luquet, 1985). 

   I.2.1.5. Détermination de la viscosité (mPa.s) 

 Définition: Les mesures de viscosité étaient réalisées par détermination directe des 

tensions de cisaillement, pour des gradients de vitesse définis, à l'aide d'un viscosimètre 

rotatif. 

 Principe: La viscosité est mesurée en milli Pascal par seconde, en utilisant le viscosimètre. 

 Mode opératoire 

-Remplir le seau de viscosimètre par 400 ml de lait reconstitué. 

-Fixer le rotor au viscosimètre. 

-Plonger le rotor dans le seau. 

-Allumer le viscosimètre et attendre jusqu'à stabilisation de l'aiguille. 

-Lire le résultat. 

 

AT= V x 10 (D°) 
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   I.2.1.6. Détermination de la stabilité 

 Test à l'alcool: Il consiste à mélanger dans un tube, le lait reconstitué et l'alcool éthylique 

à 80 % et à examiner la présence ou l'absence d'une floculation. Le test est dit négatif si on ne 

constate aucune floculation pendant au moins une minute. 

 Mode opératoire 

-Introduire 2 ml du lait à examiner dans un tube à essai. 

-Ajouter un même volume égal d'alcool éthylique puis, fermer le tube. 

-Tourner le tube deux à trois fois sans agitation. 

 Expression du résultat 

-Si le mélange s'écoule le long des parois sans laisser de traces, alors le lait est stable. 

-Si le mélange laisse des grumeaux le long des parois du tube, alors le lait n’est pas stable 

(Thieulin et Vuillaume, 1967). 

   I.2.1.7. Détermination de la conductivité électrique (µs/cm) 

 Définition: La conductivité électrique, est la propriété d’un échantillon à transmettre le 

courant électrique. Elle se mesure en milli ou en microsiemens par centimètre (ms ou µs/ cm). 

Cette propriété est majoritairement, due aux ions (essentiellement chlorures, phosphates, 

citrates, carbonates et bicarbonates de potassium, sodium, calcium et magnésium). Ainsi, tout 

changement de concentration en ions, dans le lait, reflètera une modification de la 

conductivité électrique de celui-ci. 

 Principe: Les électrodes sont dégraissées, avant toute séance de mesure, à l’aide d’un 

détergent usuel (ex: liquide vaisselle), afin d’éviter tout encrassement ou dépôt de graisse qui 

pourrait fausser les mesures. 

 Mode opératoire 

 Après introduction de l’électrode, dans un volume de lait de 50 ml, préalablement chauffée 

à 20°C. On procède, par la suite, à l’enregistrement de la valeur affichée par le conductimètre. 

Après chaque mesure, on rince l’électrode (Mabrook et Petty, 2003). 

   I.2.1.8. Dosage de l’eau et des solides totaux (extrait sec total) 

 Définition: Les solides totaux sont définis comme étant le résidu d’un aliment restant 

après élimination de l’eau, dans des conditions expérimentales données.  

 

 Méthode thermogravimétrique: La méthode thermogravimétrique est la méthode de 

référence pour la détermination de l’eau ou des solides totaux dans les aliments. L’analyse 

nécessite l’emploi d’une étuve ventilée ou d’un four à vide (100 à 105 °C). 

 

% H2O + % S.T = 100% 
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 Principe de la méthode 

-On pèse l’échantillon. 

-On élimine l’eau par chauffage, jusqu’à ce que la masse de l’échantillon demeure constante. 

-On pèse l’échantillon sec, c’est- à- dire les solides totaux (AFNOR, 1995). 

 

 

  I.2.2.  Analyses microbiologiques 

 Les analyses microbiologiques (préparation des solutions mères, réalisation des dilutions, 

modes d’ensemencement, temps et température d’incubation) ont été effectuées selon le 

protocole préconisé par les experts de l’Institut Pasteur d’Algérie (Lebres et Mouffok, 1999). 

Ainsi que sur les dispositions microbiologiques indiquées dans le Journal Officiel de la 

République Algérienne (J.O.R.A. N°44/2014). Avec, parfois, de légères modifications dans 

les protocoles en fonction de la disposition de produits ainsi que diverses conditions de 

travail. 

   I.2.2.1. Préparation des dilutions  

 Introduire et diluer aseptiquement 25 g de l’échantillon Lait infantile qui constitue l’unité 

d’analyse dans un flacon stérile, contenant au préalable 225 ml de dilution EP (Eau Peptonée), 

qui va permettre de revitaliser les micro-organismes présents. Afin d’obtenir une solution 

mère (SM) à la dilution 10
-1 

par rapport au produit de départ. Par la suite 1ml de la solution 

mère a été prélevé aseptiquement à l’aide d’une micropipette avec des embouts stérile et 

introduit dans un tube à essai contenant 09 ml d’eau peptonée stérile. On obtient ainsi la 

dilution 10
-2 

et on répète la même procédure jusqu’à la cinquième dilution.  

 Figure 07: Préparation de la solution mère et des dilutions décimales (Annexe 02). 

   I.2.2.2. Les germes recherchés pour cette denrée et leurs dénombrements 

 Notre analyse microbiologique se base sur le dénombrement des groupes microbiens 

recherchés dans le lait infantile et qui sont:  

-Les bactéries témoins de contamination fécale: Flore Totale Aérobies Mésophiles (FTAM), 

les coliformes totaux et fécaux, les spores sulfito- réductrices et les Streptocoques fécaux. 

-Flore pathogène: Staphylococcus aureus, Salmonella sp. et Cronobacter sp. 

    I.2.2.2.1. Les bactéries témoins de contamination fécale 

     I.2.2.2.1.1. Recherche et dénombrement de FTAM 

 But: Le dénombrement de ces germes reste la meilleure méthode permettant d’estimer 

l’indice de salubrité et la qualité de lait infantile dans le contrôle microbiologique. 

% S.T = Masse (S.T.) /Masse (échantillon) x 100 

% H2O = 100 - % S.T 
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 Mode opératoire 

-A partir de dilution 10
-2 

et 10
-3

 préparer lors de l’échantillonnage citer plus haut, prendre 

aseptiquement 1 ml de chaque dilution et le mettre dans une boite de Petri vide préparée à cet 

usage. 

-Compléter ensuite avec environ 15ml de gélose PCA fondue puis refroidie à 46°C. Faire 

ensuite des mouvements circulaires et de va- et- vient en forme de «∞» pour permettre à 

l’inoculum de se mélanger à la gélose et Laisser solidifier sur paillasse. La boite sera incubée 

à 30°C pendant 72h. 

- Il est indispensable d’employer des pipettes stériles et changées pour chaque dilution.  

 Incubation: Les boites ont été incubées couvercle en bas à 30°C pendant 72h avec: 

-Première lecture à 24 heures. 

-Deuxième lecture à 48 heures. 

-Troisième lecture à 72 heures. 

 Dénombrement: Il s’agit de compter toute les colonies ayant poussé sur les boites tenant 

compte des facteurs suivants: 

-Ne dénombrer que les boites contenant entre 15 et 300 colonie. 

-Multiplier toujours le nombre trouvé par l’inverse de sa dilution. 

-Faire ensuite la moyenne arithmétique des colonies entre les différentes dilutions. 

 

Figure 08: Dénombrement de la flore totale aérobie mésophile sur PCA. 

     I.2.2.2.1.2. Recherche et dénombrement Les coliformes totaux et fécaux 

 But: Le dénombrement des coliformes permet la mise en évidence d’une population fécale 

et donc la possibilité d’une contamination par l’entérobactérie pathogène. 
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 Mode opératoire 

 Pour les 04 premiers échantillons: 

-Pris des boites de Petri vide préparées à cet usage et numérotée pour chaque dilution. 

-A partir des dilutions décimales (10
-3

,10
-4

, 10
-5

) porter aseptiquement 1 ml dans les boites de 

pétri. 

-Verser ensuite avec environ 15ml de gélose VRBG fondue puis refroidie a 45°C. 

-Faire ensuite des mouvements circulaire et va et vient en forme de « 8 » pour permettre à 

l’inoculum de se mélange a la gélose utilisé et laisser solidifier sur paillasse. 

 Pour les 02 derniers échantillons: 

-Pris des boites de Petri couler préalablement par 15 ml de la gélose VRBG et numérotée pour 

chaque dilution. 

-A partir des dilutions décimales (10
-3

,10
-4

, 10
-5

) porter aseptiquement 1 ml dans les boites de 

Petri. 

-Etaler à l’aide d’un râteau sur la surface de la gélose. Puis, laisser sécher. Cette opération doit 

être effectuée en double pour chaque dilution car: La première série de boites sera réservée à 

la recherche des coliformes totaux et la deuxième série de boites sera réservée à la recherche 

des coliformes fécaux. 

 Incubation: Les boites seront incubée couvercle en bas pendant 24heures à 48 heures à: 

-37°C pour les boites de coliformes totaux. 

-44°C pour les boites de coliformes fécaux. 

 Dénombrement 

-Ne dénombrer que les boites contenant entre 30 et 300 colonie. 

-Multiplier toujours le nombre trouvé par l’inverse de sa dilution. 

-Faire ensuite la moyenne arithmétique des colonies entre les différentes dilutions. 

-Il est impossible de trouver plus de coliformes fécaux que des coliformes totaux.  

 

Figure 09: Protocole de recherche et de dénombrement des coliformes sur gélose VRBG. 
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      I.2.2.2.1.2.1. Teste de Kovacs (E. coli) 

 Pour les boites de coliformes fécaux positive: 

-Sélectionner une colonie typique de chaque boite de coliformes fécaux. 

-Ensemencer aseptique dans un tube à essais contenant 9 ml de l’eau petonée exempte 

d’indole (EPEI) stérile. --Incuber à 44°C pendant 24h. Après l’incubation, ajouter quelques 

gouttes de réactif de Kovacs à la surface de la suspension avec un peu d’agitation. 

 Lecteur: Apparition d’un halo rouge à la surface: Présence d’E. coli. 

     I.2.2.2.1.3. Recherche et dénombrement des spores sulfito- réductrices 

 But: Les anaérobies sulfito- réductrices ou (leurs spores), bactéries commensales de 

l’intestin ou saprophytes du sol, sont dénombrées afin de rechercher une contamination fécale. 

 Mode opératoire 

 Les tubes contenant la solution mère (10
-1

) et la dilution 10
-2 

seront soumis: 

-D’abord à un chauffage à 80°C pendant 8 à10 mn au bain Marie. 

-Puis à un refroidissement immédiat sous l’eau de robinet (choc thermique), pour éliminer les 

formes végétatives. 

-Les tubes de dilution (10
-1 

et 10
-2

) compléter par la gélose de viande foie VF (avec les deux 

réactifs sulfites de sodium et alun de fer) volume par volume. 

-Laisser solidifier sur paillasse pendant 30 mn. 

 Incubation: Les tubes ont été incubées à 30°C pendant 72h avec: 

-Première lecture à 24 heures. 

-Deuxième lecture à 48 heures 

-Troisième lecture à 72 heures. 

Dénombrement 

-Les spores se développent sous forme de grosses colonies noires. 

-Chaque colonie noire est issue d'une spore. 

-On détermine le nombre de spores dans le produit. 
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Figure 10: Protocole de recherche des  spores sulfito- réductrices. 

     I.2.2.2.1.4. Recherche et dénombrement des Streptocoques fécaux 

(Entérocoque de groupe D selon la classification de Lancefield) 

 But: Les entérocoques sont des témoins de contamination fécale animale ancienne. 

 Mode opératoire 

 Dans le lait et les produits laitiers, les streptocoques du groupe D (classification de 

Lancefield) sont recherchés et dénombrés en milieu liquide par la technique NPP (Nombre le 

Plus Probable). La technique en milieu liquide fait appel à deux tests consécutivement à 

savoir: 

-Test de présomption: Se fait sur milieu de Rothe S/C. 

-Test de confirmation: Se fait sur milieu Eva Lytski. 

   a. Test de présomption 

 Préparer dans un portoir une série de tubes contenant le milieu sélectif de Rothe S/C à 

raison de trois tubes par dilution. A partir des dilutions 10
-1

,10
-2 

et 10
-3

, porter aseptiquement 

1ml dans chacun des trois tubes correspondant à une dilution donnée comme l’indique la 

figure 11. Bien mélanger l’inoculum dans le milieu. 

 Incubation: Elle se fait à 37°C pendant 24 à 48 heures. 

 Lecture: Sont considérés comme positifs les tubes présentant un trouble microbien.  

 Remarque: Aucun dénombrement ne se fait à ce stade, les tubes positifs feront l’objet 

d’un repiquage. 
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   b. Test de confirmation 

 Chaque tube de Rothe trouvé positif lors du test de présomption fera l’objet d’un repiquage 

à l’aide d’une anse bouclée dans un tube contenant le milieu Eva Lytski. Bien mélanger 

l’inoculum dans le milieu. 

 Incubation: Elle se fait à 37°C, pendant 24 h. 

 Lecture: Sont considérés comme positifs, les tubes présentant à la fois un trouble et une 

pastille blanchâtre ou violette au fond du tube. La lecture finale du nombre de streptocoques 

fécaux s’effectue par le NPP selon la table de Mac Grady (Annexe 02), en tenant compte des 

tubes Eva Lytski positifs. 

Figure 11: Protocole de recherche des streptocoques fécaux. 

    I.2.2.2.2. Flore pathogène 

     I.2.2.2.2.1. Recherche et dénombrement de Staphylococcus aureus 

 But: Staphylococcus aureus est une bactérie à l'origine de nombreuses infections ou 

intoxications alimentaires. 

 Mode opératoire 

a. Enrichissement sélectif 

 On ensemence aseptiquement 1ml de la dilution 10
-2 

et 10
-3 

dans un tube contenant 9ml de 

milieu Giolitti Cantonii (GC). Incubation à 37°C pendant 24 h. 

 Lecteur: Les tubes ayant viré au noir sont considérés comme positif. 
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b. Ensemencement 

 0.1ml du contenu du tube positif ayant noirci est étaler sur des boites de Pétri contenant de 

la gélose Chapman. Incubation à 30°C pendant 24h. 

 Lecteur: La présence des colonies de taille moyenne  lisse, brillant, pigmentées en jaune et 

pourvues d’une catalase et d’une coagulase indique la possibilité de présence de 

Staphyloccocus aureus.  

 

Figure 12: Protocole de recherche et de dénombrement des Staphylococcus aureus. 

     I.2.2.2.2.2. Recherche et dénombrement de Salmonella spp. 

 But: Bactérie pouvant être à l’origine de toxi- infection alimentaire très grave, elles sont 

présentes dans le tube digestif des animaux et de l’homme.  
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 Mode opératoire 

  A. Méthode de routine (AFNOR NF 08.052) 

   a. Pré-enrichissement non sélectif 

 Prélever 25g de la poudre du lait dans un flacon stérile contenant 225ml d’eau peptonée 

(10
-1

). Broyer cette suspension dans un agitateur. Incubation à 37°C pendant 18 h. 

b. Enrichissement en milieux sélectifs liquides 

 L’enrichissement doit s’effectuer sur deux milieux sélectifs différents à savoir: 

-Le milieu de Rappaport Vassiliadis (R-V) réparti à raison de 10 ml par tube. 

-Le milieu de Sélénite- cysteïné (SFB) réparti à raison de 100 ml par flacon. 

 L’enrichissement proprement dit, se fait donc à partir du milieu de pré-enrichissement de la 

façon suivant: 

-0.1 ml en double pour les tubes R-V. 

-10 ml en double pour les flacons de SFB. 

 Incubation 

-Le premier tube de R-V sera incubé à 37°C pendant 24h. 

-Le deuxième tube de R-V sera incubé à 42°C pendant 24h. 

-Le premier flacon de SFB sera incubé à 37°C pendant 24h. 

-Le deuxième flacon de SFB sera incubé à 42°C pendant 24h. 

  c. Isolement 

 Chaque tube et chaque flacon fera l’objet d’un isolement sur deux milieux gélosés 

différents à savoir:  

-Le milieu gélosé Hektoen. 

-Le milieu gélosé bilié lactosé au vert brillant et au rouge de phénol (BLVBRP). 

 Incubation: Toutes les boites ainsi ensemencées seront incubées à 37°C pendant 24h. 

 Lecture des boites et identification 

 Les Salmonella se présentent de la façon suivant: 

-Colonies roses entourées d’une zone rouge sur gélose BLVBRP. 

-Colonies le plus souvent gris bleu à centre noir sur gélose Hektoen.  

  d. Identification morphologique et biochimiques des souches Salmonella sp. 

 Des colonies caractéristiques et distinctes feront l’objet d’une identification morphologique 

et biochimique qui se déroule comme suit: 

-Etat frais (bacilles, mobilité). 

-Coloration de Gram (bacilles Gram négatifs). 
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Les souches suspectées, ayant comme appartenance à la salmonella sp. répondant aux 

caractéristiques susmentionnées, sont identifiées par des galeries API 20
E
.  

 

Figure 13: Protocole de recherche et de dénombrement de Salmonella sp. (AFNOR NF 

08.052). 
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  B. Méthode horizontale pour la recherche de Salmonella sp. (J.O.R.A. N°44/2017) 

(ISO 6579/ 2002) 

   a. Pré-enrichissement non sélectif 

 Prélever 25g de la poudre du lait dans un flacon stérile contenant 225ml d’eau peptonée 

(10
-1

). Broyer cette suspension dans un agitateur. Incubation à 37 °C ± 1 °C pendant 18 h ± 2 

h. 

b. Enrichissement sélectifs sur trois bouillons sélectifs 

 Ensemencement de 1 ml de cultures obtenues dans 03 bouillons sélectifs: 

-10 ml de SFB (Bouillon au sélénite-cystine), puis incubation pendant 24 heures à 43°C 

(J.O.R.A. N°44/ 2017). 

-10 ml de BVM (Bouillon au Vert de Malachite et au chlorure de magnésium), puis 

incubation pendant 24 heures à 43°C (J.O.R.A. N°44/ 2017). 

-10 ml de BMK (Bouillon Muller Kaufman), puis incubation pendant 24 heures à 43°C 

(J.O.R.A. N°44/ 2017). 

 Lecteur: La lecteur s’est faite par évaluation visuelle des troubles de croissance, contre un 

tube témoin négatif. 

c. Isolement 

 A partir des cultures obtenues (tubes positifs), ensemencement par inondation environ 1 ml 

du milieu sélectif solide Hektoen (avec l’additif), puis incubation à 41°C pendant 24 heures 

(J.O.R.A. N°44/ 2017). 

Lecteur: Apparition des colonies lisses et de couleurs bleues-verdâtres  ou grises-bleues au 

centre noire. 

d. Identification biochimiques des souches Salmonella sp. 

 Les souches suspectées, ayant comme appartenance à la salmonella sp. répondant aux 

caractéristiques susmentionnées, sont identifiées par des galeries API 20
E
. 

1ml 
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Figure 14: Protocole de recherche et de dénombrement de Salmonella sp. (J.O.R.A. N°44/ 

2017) (ISO 6579/ 2002). 

     I.2.2.2.2.3. Recherche et dénombrement présomptif des espèces 

Cronobacter sp. 

 But: bactéries considérées comme des pathogènes émergents opportunistes très graves car 

elles ont été impliquées dans des épidémies d’infections néonatales graves.  

  Méthode de recherche et de dénombrement ISO/ TS 22964 (Proudy, 2009) 

 L'Organisation internationale de normalisation (ISO, 2006 ISO/TS 22964) a élaboré des 

protocoles techniques standard pour l'isolement et la détection des espèces de Cronobacter sp. 

à partir des laits infantiles en poudre: 
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a. Préparation de l’échantillon (Pré-enrichissement) 

 Prise d’essai de 10g du produit testé (lait en poudre), à diluer (10
-1

) dans 90 ml d’eau 

peptonée. Incubation à 37°C pendant 18±2h. 

b. Enrichissement sélectif 

 Transfert de 1 ml de la culture en eau peptonée dans un tube à essai contenant 10 ml de 

mLST (10
-2

). Incubation à 44°C pendant 24 ±2h. 

c. Isolement sélectif 

 Etalement à l’aide d’un ose calibré, de 10 ul de culture en mLST sur le milieu ESIA. 

Incubation à 44°C pendant 24 ±2h. 

 Lecture: Colonies typiques (bleues sur milieu chromogène ESIA) considéré comme 

cronobacter spp. 

d. Conformation 

 Conformation par détection d’un pigment jaune: sélection de trois colonies typiques de 

boite ESIA et isolement chacune d’elle sur TSA. Incubation à 25°C pendant 48± 4h. 

 Conformation par caractérisation biochimique: sélection d’une colonie jaune  par boite 

TSA et caractérisation sur galerie biochimique (ex: API 20E, API 32 ou Biolog). 
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Figure 15: Protocole de recherche et de dénombrement de Cronobacter sp. (ISO/ TS 22964) 

(Proudy, 2009). 
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 II.1 Résultats  

  II.1.1 Résultats obtenues des analyses physico-chimiques de «Poudre de Lait 

infantile» 

 Les résultats des analyses physicochimiques, effectués sur les 06 échantillons de la poudre 

du lait infantile sont représentés dans le tableau 08: 

Tableau 08: Résultats des analyses physico- chimiques. 

Ech* Goût/ 

Odeur 

Densité 

 g/cm
3 

pH 

 

Acidité 

(°D) 

Viscosité 

m Pa.s 

Stabilité Conductivité 

µs/cm 

EST 

g/l 

E1 Normal 1,03 6,66 17,62 2,5 + 1827 87 

E2 Normal 1,02 6,42 18,5 2,8 + 1788 79 

E3 Normal 1,04 6,75 18 2,9 + 1794 80 

E4 Normal 1,03 6,52 19,2 2,6 + 1547 80,16 

E5 Normal 1,05 6,81 17,8 2,5 + 2610 86 

E6 Normal 1,02 6,32 18,7 2,7 + 1741 85 

M Normal 1,03 6,58 18,30 2,6 + 1884,5 82,86 

N.N ND 1,030/ 

1,034 

6,6/ 

6,8 

15/18 ND ND ND ND 

E: échantillon, Ech: échantillon, pH: potentiel d’Hydrogène, °D: degré Dornic, g /cm3: 

gramme/centimètre cube, mPa.s: mili pascal, S: Second, EST: Extrait Sec Total, g/l: gramme/litre, 

µs/cm: microsiemens/centimètre, (+): positif, M: moyenne, N.N: Norme Nationale. 

   II.1.1.1. Goût et odeur 

 Odeur peu accentuée, saveur légèrement sucrée. 

   II.1.1.2. Densité 

 Les 06 échantillons analysés de la poudre du lait présentent des valeurs de densité entre: 

1,02 g/cm3 et 1,05 g/cm³ avec une moyenne de 1,03 g/cm³ (figure 16). 

 
Figure 16: Histogramme représentatif des variations de la densité. 
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   II.1.1.3. pH 

 Les résultats obtenus montrent que les 06 échantillons analysés de la poudre du lait ont un 

pH légèrement acide. Le pH est compris entre: 6,32 (min) et 6,81 (max) avec une moyenne de 

6,58 (figure 17). 

 
Figure 17: Histogramme représentatif des variations du pH. 

   II.1.1.4. Acidité titrable 

 Les 06 échantillons analysés de la poudre du lait présentent une acidité en degré Dornic 

cerné entre 17,62 °D et 19,2 °D avec une moyenne de 18,30°D (figure 18). 

 
Figure 18: Histogramme représentatif des variations de l’acidité. 

   II.1.1.5. Viscosité 

 La viscosité des 06 échantillons analysés est comprise entre: 2,5 mPa.s et 2,9 mPa.s avec 

une moyenne de 2,6 mPa.s (figure 19). 
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Figure 19: Histogramme représentatif des variations de la viscosité. 

   II.1.1.6. Stabilité 

 Les résultats du test de la stabilité obtenus pour tous les échantillons de la poudre du lait 

analysée sont positifs. 

   II.1.1.7. Conductivité électrique 

 La conductivité des 06 échantillons analysés de la poudre du lait est comprise entre: 1547 

μs/cm et 2610 μs/cm avec une moyenne de 1884,5 μs/cm (figure 20). 

 
Figure 20: Histogramme représentatif des variations de la conductivité. 

   II.1.1.8. Taux de l’eau et des solides totaux 

 La teneur en extrait sec total des différents échantillons analysés de la poudre du lait est 

cernée entre: 79 g/l et 87 g/l avec une moyenne de 82.86 g/l (figure 21). 
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Figure 21: Histogramme représentatif des variations de l'EST. 

  II.1.2. Résultats obtenues de l’analyse microbiologique du de «Poudre de Lait 

infantile»: 

 Les résultats des analyses microbiologiques, effectués sur les 06 échantillons de la poudre 

du lait infantile sont représentés dans le tableau 09: 

Tableau 09: Résultats du contrôle de la qualité microbiologique. 

          Echantillon 

 

Germes recherchés 

Résultats d’analyses  

M 
1 2 3 4 5 6 

FTAM 

UFC/g 

(-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) 

CT 

UFC/g 

16,7×

10
4
 

(-) (-) (-) 39×

10
3
 

(-) 10,3 x 10
4
  

CF 

UFC/g 

(-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) 

E. coli (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) 

CSR 

UFC/g 

(-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) 

SF 

UFC/g 

(-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) 

S. aureus 

UFC/g 

(-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) 

Salmonelles (Méth 01) 

UFC/g 

 

(-) 

 

(-) 

 

(-) 

 

(-) 

 

(-) 

 

(-) 

 

(-) 

Salmonelles (Méth 02) 

UFC/g 

 

(-) 

 

(-) 

 

(-) 

 

(-) 

 

(-) 

 

(-) 

 

(-) 

Cronobacter sakazakii 

UFC/g 

 

(-) 

 

(-) 

 

(-) 

 

(-) 

 

(-) 

 

(-) 

 

(-) 
(-): Absence, UFC/ g: Unité Formant Colonie par gramme, FTAM: Flore totale aérobie mésophile, 

CT: Coliformes totaux, CF: Coliformes fécaux, E. coli: Escherichia coli, SSR: Spores sulfito- 

réductrices, SF: Streptocoques fécaux, S. aureus: Staphylococcus aureus, Méth: Méthode. 
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Tableau 10: Illustre les normes utilisées pour l’interprétation des résultats. 

 Les normes 

Flore microbienne Journal Officiel N°35 mai 1998 

(J.O.R.A 35/ 1998) 

Journal Officiel N°39 mai 2017 

(J.O.R.A 39/ 2017) 

FTAM 5×10
4 

UFC/g à 30°C ND 

C 5 UFC/g ND 

E. coli ND ND 

CSR Abs à 46°C ND 

SF ND ND 

S. aureus Abs 10 UFC/g 

Salmonella spp. Abs dans 25g Abs dans 25g 

Cronobacter sp. ND ND 

UFC/g: Unité Formant Colonie par gramme, FTAM: Flore totale aérobie mésophile, C: Coliformes, E. 

coli: Escherichia coli, CSR: Clostridium sulfito-réductrices, SF: Streptocoques fécaux, S. aureus: 

Staphylococcus aureus, ND: non déterminé, Abs: Absence 

   II.1.2.1. Recherche et dénombrement de la Flore Totale Aérobie Mésophile 

(FTAM) 

 Le dénombrement de la FTAM a montré que la plupart des échantillons analysés révèlent 

l’absence de FTAM. 

   II.1.2.2. Recherche et dénombrement des coliformes totaux et fécaux 

 Le dénombrement de coliformes totaux et fécaux a montré que la plupart des échantillons 

analysés révèlent l’absence de coliformes totaux et fécaux. Cependant, deux échantillons (Ech 

01 et Ech 05) contiennent une charge variable de coliformes totaux de 16,7×10
4 

et 39×10
3
 

UFC/g respectivement avec une moyenne de 10,3×10
4
 UFC/g pour l’ensemble des 

échantillons (figure 22).  

 Figure 23: Deux photos illustres les résultats de recherche des coliformes totaux 37°C pour 

l’échantillon 01 et 05 (Annexe 02).  

 

Figure 22: Histogramme représentatif des variations de coliformes totaux. 
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 Tous les échantillons étaient propres et ne présentent aucune contamination par les E. coli 

considérés comme témoins de contamination fécale. 

Tableau 11: Illustre les résultats de tests de Kovacs (E. coli) avec témoin. 

Echantillon 1(10
-4

)
                

 2(10
-3

)
                

 

 

 

Résultats 

  

   II.1.2.3. Recherche et dénombrement des spores sulfito- réductrices 

 Nous avons constaté que la totalité des échantillons analysés ne présentent aucun résultat 

positif de présence de spores.  

 Tableau 12: Illustre les résultats de recherche des spores sulfito- réductrices (Annexe 02).  

   II.1.2.4. Recherche et dénombrement des streptocoques fécaux (SF) 

 Nous avons constaté que la totalité des échantillons analysés ne présentent aucun résultat 

positif de présence des streptocoques fécaux (SF). 

   II.1.2.5. Recherche et dénombrement des Staphylococcus aureus 

 La recherche de Staphylococcus aureus a été négative, pour tous les échantillons. 

   II.1.2.6. Recherche et dénombrement des Salmoella sp. 

    Méthode 01: Méthode de routine (AFNOR NF 08.052) 

Tableau 13: Estimation visuelle des troubles (de croissance bactérienne) sur deux bouillons 

sélectifs pour Salmonelles: SFB, R-V. 

E/Bouillon SFB* R-V* 

E1 00 00 

E2 00 00 

E3 00 00 

E4 00 00 

E5 ++ 00 

E6 00 00 

E: échantillon, SFB: Bouillon sélénite- cystéine, R-V: Rappaport Vassiliadis. 

(00) Aucune croissance, (+) Croissance modérée, (+ +) croissance élevée, (+ + +) croissance 

très élevée.  

 D’après nos résultats (illustrant dans le tableau 13), bouillon cystéine au sélénite est le 

meilleur pour la détection de Salmonella, par rapport au bouillon  Rappaport Vassiliadis. 
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 Identification des Salmonella sp. par repiquage sur Hektoen 

 Aucun résultat positif de présence de Salmonella sp. n’a été trouvé pour l’isolement sur 

Hektoen et BLVBRP à partir de bouillon SFB et R-V. 

    Méthode 02: Optimisation de la méthode horizontale pour dénombrement 

des Salmonella sp. (ISO 6579/ 2002) 

Tableau 14: Estimation visuelle des troubles (de croissance bactérienne) sur les trois 

bouillons sélectifs pour Salmonelles: SFB, BVM et BMK. 

E/Bouillon SFB* BVM* BMK* 

E1 00 ++ 00 

E2 00 00 00 

E3 00 00 00 

E4 00 00 00 

E5 ++ ++ 00 

E6 00 00 00 

E: échantillon, SFB: Bouillon sélénite- cystéine,  BVM: Bouillon au Vert de malachite, BMK: 

Bouillon Muller Kaufman, (00) Aucune croissance, (+) Croissance modérée, (+ +) croissance 

élevée, (+ + +) croissance très élevée. 

 D’après nos résultats (illustrant dans le tableau 18), le bouillon au vert de malachite est le 

meilleur pour la détection de Salmonella, par rapport aux bouillons: bouillon à la cystéine au 

sélénite et le bouillon Muller kaufman en l’occurence. 

 Identification des Salmonella sp. par repiquage sur Hektoen: 

 Aucun résultat positif n’a revélé la présence de Salmonella sp. après l’isolement sur 

Hektoen à partir des bouillon: SFB et BVM et BMK. 

   II.1.2.7. Recherche et dénombrement de Cronobacter sp.: 

 Aucun résultat positif de présence de Cronobacter sp. n’a été trouvé pour l’ensemble des 

échantillons analysés. 
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 II.2. Discussion 

  II.2.1. Discussion des analyses physico-chimiques 

 Au sens des dispositions du règlement technique, on entend par« nourrissons » les enfants 

âgés de moins de douze mois (J.O.R.A. N: 49/2012). Les résultats des tests physicochimiques, 

ont été confrontés (par extrapolation) aux normes nationales, qui sont en vigueur pour les laits 

en poudre laits sec et laits crus. Il s’agit essentiellement des comparaisons aux textes 

législatifs suivants: L’arrêté interministériel du 27 octobre 1993 modifiant et complétant 

l’arrêté du 29 Safar 1414 correspondant au 18 août1993 relatif aux spécifications et à la 

présentation de certains laits de consommation (J.O.R.A. N°: 69/1993): (Goût et odeur franc 

du lait et de couleur blanche. Fixant les pH entre 6,6 et 6,8; Acidité titrable cernée entre 15 et 

18°D; densité 1,030- 1,034g/ cm
3
; les résultats du test à l’alcool sont positifs). L’arrêté 

interministériel du 22 Dhou El Hidja 1434 correspond au 27 octobre 2013 modifiant et 

complétant l’arrêté du 28 Ramadhan 1433 correspondant au 16 août rendant obligatoire la 

méthode de détermination de la teneur en matière sèche dans le lait, la crème et le lait 

concentré non sucré (J.O.R.A. N° 54/ 2013): (l’Extrait Sec Totale fixé à la norme à 110- 112 

g/l). 

 Les résultats d’analyses physico-chimiques, ont donné les valeurs moyennes suivantes: 

Densité: (1,03); pH: (6,58); Acidité titrable: (18,3); Viscosité: (02,6); Conductivité: (1884,5), 

situées dans les intervalles normes. Alors que l’Extrait Sec Total (EST): 82,87 g/L, valeur en 

dessous des normes. Deux principaux facteurs, de variation opposés, déterminent la densité 

d’un lait: La concentration des éléments dissous et ceux en suspension (solide non gras) et la 

proportion de matière grasse (Alais, 1984; Luquet, 1986). D’après nos résultats, l’ensemble de 

nos échantillons: 1,050 (max E) et 1,020 (min E), une moyenne de 1,030. Ces valeurs sont 

très proches des normes nationales (J.O.R.A. N° 69/1993). Ghaoues, (2011), a montré que la 

densité des différents échantillons des laits en poudre (après recombinaison), étaient similaires 

et proches des valeurs rapportée par la FAO, (2010) et cernées entre (1,028 et 1033g/cm
3
). 

Ces dernières étaient proches des valeurs notées par Aboutayeb, (2011) soit (1,028- 

1,035g/cm
3
). D´autre part, nos résultats diffèrent de ceux rapportés par: Rezkellah et 

Mekhnache, (2013);Taleb, (2016); Gherbi, (2017), pour le lait déshydraté commercialisé en 

Algérie. A ce titre, une méthode standard, pour déterminer la densité doit être suivie (Arrêté 

du 6 Ramadhan 1439 correspondant au 22 mai 2018 rendant obligatoire la méthode de 

détermination de la masse volumique du lait sec et  de certains produits laitiers en poudre 

(J.O.R.A. N° 38/ 2018). 



Partie expérimentale Chapitre II: Résultats et discussion 

44 
 

 Acidité titrable et pH: La prise des valeurs des pH, a été validé à l’aide d’un pH mètre, 

après rinçage (Chamba et Prost, 1989; Thomas et Chamba, 2000). L’acidité, en degré Dornic, 

est estimée par neutralisation, à l’aide de la soude N/9, de 10 ml de lait, auquel est ajouté un 

indicateur de pH (solution alcoolique de 01% de phénolphtaléine, (1°D= 0,1 g/L d’acide 

lactique). Le degré Dornic (°D) est une expression de l’acidité développée dans le lait par 

transformation du lactose (principal sucre du lait) en acide lactique, un degré Dornic (ºD) 

correspond à 0,1 d’acide lactique dans un litre de lait (Chamba et Prost, 1989; Mathieu, 

1998). Donc, l’acidité titrable, en degré Dornic (°D) est considérée comme un paramètre de 

fraicheur pour les laits crus, on peut déduire que nos échantillons sont frais. Arrêté du 4 

Moharram 1437 correspondant au 18 octobre 2015 rendant obligatoire la méthode de 

détermination de l'acidité titrable dans le lait sec (J.O.R. A. N° 58/2015). 

 A cet égard, nos résultats relatifs aux pH et à l’acidité titrable, diffèrent de ceux notés par: 

Gasmalla et al., (2013), proches de ceux rapportés par: Soceanu et al., (2015), ayant 

enregistré, lors d’une étude comparative entre laits infantiles en poudre et laits crus, que les 

premiers présentent des pH plus acides. 

 Viscosité en (mPa.S) d’un lait est une propriété  rhéologique, la plus complexe, qui est 

particulièrement affectée par les particules colloïdes émulsifiées et dissoutes dans le lait. 

Cependant, les teneurs en graisse, en caséines, possède l'influence la plus importante sur la 

viscosité .  

 En outre, la viscosité  dépend, en plus, d’un certain nombre de paramètres technologiques, 

également des conditions extrinsèques du lait, à l’exemple de la température ambiante, de la 

pression atmosphérique. La viscosité  est une caractéristique importante de la qualité  du lait, 

étant donné qu une relation existe entre les propriétés rhéologiques et la perception de la 

qualité  du lait par le consommateur. La valeur moyenne de la viscosité, pour nos échantillons, 

variée entre: 2,9 Ca.Pas (max E1) pour Echantillon 3 et 2,5 (min E5) Ca.Pas respectivement. 

Avec la moyenne de 2,6. 

 Ces valeurs étaient légèrement plus élevé, que les valeurs moyennes rapportées par: 

Ghaoues, (2011); Gasmalla et al., (2013); Soceanu et al., (2015); Taleb, (2016). 

 Conductivité électrique, est la propriété d’un échantillon à transmettre le courant 

électrique. Elle se mesure en milli ou en micro siemens par centimètre (ms ou μs/cm). Elle est 

due à la présence des ions, et reflètera la teneur du lait en ces éléments. Donc tout changement 

de concentration en ions dans le lait, se traduit par une modification de sa conductivité. Pour 

l’ensemble de nos échantillons, on a constaté qu’il existe de grandes fluctuations (écarts) entre 

les valeurs de la conductivité. Les deux échantillons ayant donné des valeurs extrêmes de 
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conductivité: Echantillon 5 ayant marqué la plus élevé, avec un maximum de 2610 μs/cm, qui 

présente donc la teneur en ions la plus élevée. L’échantillon 4, pour lequel, la valeur minimale 

est observée avec 1547 (μs/cm). 

 La moyenne est de 1884,5 μs/cm. En plus, la détermination de la teneur en extrait sec total 

des différents échantillons de la poudre du lait analysés, a révélé que nos résultats, sont 

inférieurs aux normes nationales, qui sont fixées à (110 à 112 g/l). 
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  II.2.2. Discussion analyses microbiologique 

 Ces analyses permettent, de s'assurer, par des tests, consistant à la recherche et 

dénombrement des flores (groupes) témoins des contaminations et des espèces pathogènes et 

/ou toxinogènes, que le produit est de bonne qualité marchande, tout au long de sa durée de 

vie, cela par comparaison des résultats aux normes nationales (Arrête interministériel de 24 

janvier 1998 relatif aux spécifications microbiologiques de certaines denrées, Journal officiel 

N: 35 du 27 mai 1998) (J.O.R.A. N°: 35/1998), et l’arrêté interministériel du 2 Moharram 

1438 correspondant au 4 octobre 2016, fixant les critères microbiologiques des denrées 

alimentaires (J.O.R.A. N°: 39/2017). Puis, par comparaison aux résultats des travaux de 

recherche. Lors de la réception des échantillons, l’examen visuel, était d’allure normale. Nous 

avons noté l’absence de tout défaut sur emballage, d’étanchéité, de gonflement, d’odeur, de 

couleur, d’aspect ou de consistance. De même, pour l’ensemble des échantillons, nous avons 

noté un respect des étiquetages, des prescriptions des dates de fabrication et de péremption, du 

model de présentation et de préparation des échantillons. Donc les échantillons semblent en 

parfaite conformité aux dispositions du l’arrêté interministériel du 23 février 2012 (J.O.R.A. 

N°: 49/2012). 

 Globalement, les résultats des analyses microbiologiques ont montré que, hormis 

l’echantillon: E1 et l’echantillon: E5; ou nous avons enregistré des coliformes totaux (avec 

absence des coliformes fécaux et des E. coli), à des taux de: 16,7×10
4
 UFC/g et 39×10

3 
UFC/g 

respectivement. 

 L’ensemble des échantillons étaient exempt de toutes contaminations, avec absence des 

indicateurs de contaminations anciennes (Streptocoques D et les spores), absence des espèces 

toxinogènes: Enterobacter sp., Staphylococcus sp. et Salmonella spp. 

 Dans les conditions de réalisation de l’étude, il est difficile de déterminer l’origine des 

coliformes totaux, dénombrés pour les enchantions: E1 et E5. Il est probable que la 

contamination avait lieu au laboratoire, lors de préparation des dilutions, de manipulation, car 

les autres indicateurs des contaminations et E. coli sont absents. 

 A cet égard, Richeter et al., (2000); Richter, (2001); Kent, (2015); Kent et al., (2015); Pal 

et al., (2016), dans des publications différentes, on met l’accent sur la nécessité de 

l’établissement d'une réglementation standard, à l’échelle mondiale, pour les préparations des 

laits, formules laitiers et des autres aliments pour nourrissons. Les recommandations des 

auteurs, semblent bien justifiées, surtout, avec l’évolution des échanges commerciaux 

internationaux, les épidémies et les accidents enregistrés suite à la consommation de cette 
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denrée alimentaire, dans diverses régions du monde (EFSA, 2004; Brouard et al., 2005; 

Jourdan et al., 2008; Keck, 2009; Da Silva et al., 2018). 

 En outre, selon Cho et al., (2019), les pratiques des soins des nourrissons, ainsi que celles 

relatives aux préparations des laits en poudres représentent des risques élevés de 

contamination et de transmission des espèces pathogènes très sous-estimés. A titre comparatif, 

nos résultats relatifs aux analyses microbiologiques sont en concordance avec ceux enregistrés 

par: Kabir, (2014); Taleb, (2016), ayant noté lors de deux études sur le lait en poudre 

commercialisé en Algérie des échantillons conformes aux normes nationales. Alors que, nos 

mêmes résultats concordent partiellement ceux notés par: Rezkellah et Mekhnache, (2013); 

Amrani, (2017), ayant relevé respectivement, lors de deux études, réalisées sur la poudre du 

lait d’importation, commercialisée en Algerie, une charge assez importante en FTAM et des 

spores des Bacillus cereus, a des taux de 14%, indiquant un lait en poudre de qualité 

microbiologique très en dessous des normes nationales. Nos résultats concordent ceux relevés 

par EL-Sayed Mostafa et al., (2002); Abdelkhalek et al., (2016), ayant rapportés l’absence des 

germes de contamination et/ou espèces pathogènes dans différentes marques des laits 

infantiles en poudre, commercialisés en Egypt. Cependant, nos résultats divergent de ceux 

notés par: Tahoun et Abdelfatah, (2015), ayant enregistrés un taux de 54% des échantillons 

contaminés par différents germes, pour un effectif de 27 échantillons de lait infantile en 

poudre collectés en Egypte. En outre, Aman et al., (2016): Sur un total de cent (100) 

échantillons de lait en poudre, prélevés dans pharmacies du gouvernorat de Kafrelsheikh- 

Egypte: ont noté que 19% des échantillons ont présentés des espèces B. cereus, 11% des 

spores, 42% des formes végétatives ayant présentés des gènes codant pour la virulence: hblc. 

Ce qui est contradictoire avec nos résultats. 

 En outre, lors d’une étude portée sur un lot de 84 échantillons du lait et formules pour 

nourrissons commercialisés en Libye, Shadlia- Matug et al., (2008), avaient relevé des 

niveaux élevés de contamination, avec la présence des Bacillus sp. dans 64,3%, suivi par des 

Staphylococcus sp. dans 42,9%, des Entérobactéries dans 26,3% avec isolement des 

moisissures à l’exemple des genres: Aspergillus sp. et Penicellium sp., ce qui divergent de nos 

résultats. Nos résultats divergent ceux notés par: Hussein, (2007), ayant relevé, sur un effectif 

de soixante échantillons, de lait en poudre collectés au Soudan, ou des espèces aérobies 

sporulées et des FTAM dépassant les normes ont été relevé. En outre, Nos résultats d’analyses 

microbiologiques, sont en totale corrélation avec ceux enregistrés par: Majeed et al., (2002), 

Shiamee et Naji-Ajmi, (2016), ayant travaillé respectivement sur 10 et 05 marques du lait 

infantiles, commercialisées en Iraq. Les auteurs avaient noté des échantillons conformes aux 
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normes iraquiennes (IQS) et celles ISO. D’autre part et sur un total de 65 échantillons du lait 

et formules infantiles collectés dans la province Iraquienne Hilla 53,8 % étaient contaminés. 

Les isolats les plus fréquemment identifiés étaient: Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, 

Klebsiella pneumoniae, Enterobacter cloacae et Citrobacter freundii (Al- Timimi, 2007). Ce 

qui est contraire à nos résultats. 

 Spores des bactéries sulfito- réductrices: Le dénombrement des spores des bacilles sulfito-

réductrices, a été réalisé sur le milieu complexe viande-foie, semi solide, après un chauffage 

de 10min à 80ºC, pour chaque échantillon, dans le but de récupérer toutes (le maximum) les 

formes végétative et/ou de résistance. L’incubation (en anaérobiose) s’est validée à 30ºC, avec 

lecture tous les 24heures pendant 72h. Le choix de ce point de température (30ºC) est dicté 

dans le but de récupérer l’ensemble des spores (formes de résistance) thermophiles et 

mésophiles. De l’avis de Rajkovic et al., (2008) même les méthodes utiliser pour le 

dénombrement présomptif des espèces Bacillus cereus en l’occurrence: ISO 7932 et ISO 

21871 ont un pouvoir analytique très limité, pour distinguer entre des espèces B. cereus 

toxinogènes des non toxinogènes. A cet égard, il est à signaler que la différentiation entre les 

espèces B. cereus sensu stricto, agents potentiels d’intoxication alimentaire (responsable de 

syndrome diarrhéique et hémolytique Ombui et al., 1997a; Wijnands et al., 2002; 2006b; 

IDF/FIL, 2016), des autres espèces B. cereus non toxinogènes, des autres espèces du genre 

Bacillus sp. est un sujet de grand controverse (IDF/FIL, 2016; Rossi et al., 2018). Selon 

Rajkovic et al., (2008), les spores des espèces Bacillus cereus peuvent survivre dans la poudre 

du lait et formules infantiles, la reconstitution du lait lors d’usage donne à ces formes de 

résistance les conditions optimales pour germination et prolifération (Ronimus et al., 2006). 

D’autre part, Bacillus cereus semble le principal agent pathogènes dans le secteur laitier, suivi 

par les espèces Clostridium tyrobutyricum (Heyndrickx, 2011; Aman et al., 2016). L’habilité 

des spores Bacillus cereus, pour survivre dans la poudre du lait et les produits laitiers (denrées 

à faible activité de l’eau), semble souche dépendante, cependant, cette survie est influencée 

par un certain nombre de paramètres à l’exemple de la température (Igura et al., 2003), les 

changements des pH (Sala et al., 1995) et la présence des flores compétitives (Valero et al., 

2003; 2007; Cressey et al., 2016). Plusieurs intoxications alimentaires ont été rapportées dans 

la littérature scientifique, ou les laits et formules infantiles en poudre étaient les vecteurs, les 

espèces Bacillus sp., notamment les formes de résistance de certaines souches B. cereus 

étaient fortement impliquées: Germany (Wiebe, 1999), l’Inde (Bendi et al., 2005), Egypte 

(Sadek et al.,(2006), Brazil (Rezende-Lago et al., (2007), Korea (Hwang et al., 2008), 

Australia (Eglezos et al., 2010; Thompson et al., 2010), Irlande (Haughton et al., 2010), Italy 
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(Di Pinto et al., 2013) et Malysia (Tong, 2015). En outre, dans une étude sur deux types des 

laits: Lait UHT (effectif n: 20 échantillons et lait infantiles (effectif n:12): La recherche des 

Bacillus cereus par deux méthodes; dénombrement en UFC/g sur milieu sélectif et par 

méthode PCR a montré que: 

 Les niveaux des contaminations par les B. cereus étaient plus élevés dans le lait infantile 

que dans le cas des laits UHT. Alors que la recherche des B. cereus par la méthode PCR a 

montré que: 41,7% des laits infantiles étaient contaminés par les B. cereus contre 30% des 

laits UHT (Lesley et al., 2017). D’après Becker et al., (1994), un taux de 54% des laits et 

formules infantiles étaient contaminés par B. cereus sur un effectif de 261 échantillons 

fabriqués dans 17 pays. 

 Sur 16 souches Bacillus sp. sporogènes, aérobies, isolées des 07 différents aliments 

déshydratés y compris les laits en poudre ont été testé pour leur thermo-résistance pendant 30 

min, dans deux milieux (lait et tampon phosphate) a différentes température (110ºC, 120ºC et 

125ºC). L’étude a montré que les spores Bacillus sp. résistent pendant 30 mn aussi bien dans 

le tampon phosphate que dans le lait Stoeckel et al., (2016). De l’avis de certains auteurs, les 

spores aérobies des Bacillus sp., peuvent échappé à tout processus industriel visant un 

traitement hygiénique (Scurrah et al., 2006; Stoeckel et al., 2013; 2016; Rossi et al., 2018). 

 Dénombrement des salmonelles: s’est validée par deux méthodes différentes:  

 La 1ère de routine ou AFNOR 08.052 consistant à un enrichissement non sélectif sur EPT 

puis double enrichissement sélectifs de 24H (à 37°C et à 41°C) sur deux bouillons sélectifs en 

l’occurrence: R-V et SFB. Enfin isolement sur deux géloses sélectifs: BLVBRP et Hektoen. 

 La 2ème méthode, dite horizontale ou méthode ISO 6579-2002, à consister à un 

enrichissement non sélectifs à 37°C sur EPT puis triple enrichissement sélectifs à 43°C sur 3 

bouillons: SFB, BVM et BMK  respectivement, enfin isolement sur la gélose Hektoen. 

L’ensemble de nos échantillons était exempt des souches Salmonelles. Le bouillon BVM 

utilisé lors de réalisation de la 2
ème

 méthode, semble meilleur pour la récupération des souches 

stressées, suivi par le bouillon SFB, ce qui est en contradiction avec les données de la 

littérature scientifique. 

 A cet égard, Li Cari et Potter, (1970), ont démontré la survie des Salmonella sp. au cours 

du séchage par pulvérisation et de la manipulation ultérieure de la poudre de lait écrémé. 

 En outre, Brouard et al., (2005) lors d’une enquête épidémiologique, ont isolé l’espèce 

Salmonella enterica, sérotype Agona des chaines de production de plusieurs marques du lait 

infantile en France. 
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 D’après Lang et al., (2018), l’inactivation cellulaire des Salmonella sp., pendant le séchage 

du lait est étroitement liée à une perméabilisation des membranes et que le traitement 

thermique des cellules séchées affecte principalement leur activité respiratoire. 

 D’après Nassib et al., (2003) une combinaison Eau-Peptonée et bouillon Muller- Kaufman 

et isolement sur gélose au vert brillant et rouge de phénol, donne des résultats meilleurs pour 

le dénombrement des Salmonelles dans les laits et produits laitiers. Ce qui concorde nos 

observations lors de la réalisation de la 2
ème

 méthode. D’autre part et selon Vassiliadis et al., 

(1984) le bouillon R-V utilisé dans un rapport de 10V/ 1V du bouillon de pré-enrichissement 

à 43ºC est très efficace pour l’isolement/ dénombrement des Salmonelles en comparaison 

avec les bouillon R-V original et le R-V 25. Ce qui est en contradiction avec nos observations. 

Le choix des bouillons adéquats pour le pré-enrichissement, l’enrichissement et les milieux 

pour l’isolement des Salmonelles en microbiologie alimentaire et/ou d’environnement est un 

sujet très controversé, les données scientifiques relatives à ce sujet sont contradictoires. 

Vassiliadis et al., (1987) dans une étude portée sur un lot de 308 échantillons, lors des séries 

des combinaisons pour pré-enrichissement et l’enrichissement des Salmonelles sur l’eau 

peptonée et le R-V additionné ou non de Teepol (un détergent), ont remarqué que l’eaux 

peptonée (pré-enrichissement) et le bouillon R-V à 37°C (enrichissement) s'est révélée 

supérieur aux autres combinaisons, tant en termes de taux de récupération des souches, 

d'isolement que d'apparition de colonies suspectes, ce qui est en contradiction avec nos 

observations. De l’avis des Davies et al., (2000), le bouillon sélénite- cystéine (SFB) et la 

gélose Hektoen sont inefficaces comme moyen d’enrichissement et d’isolement des 

Salmonelles. A cet égard, Davies et al., (2000), lors d’une série de combinaisons des 

protocoles de routine, utilisés par des laboratoires Américains, pour la détection des 

Salmonella dans la matière fécale et des échantillons d’environnement:  

 -1
er

 protocole: 10g + premier enrichissement non sélectif (EPT) puis enrichissement 

sélectif sur R-V à 37°C. 

 -2ème protocole: 01g de matière fécale avec double enrichissement sur les bouillons 

Muller- kaufman puis sur le R-V à 42°C: Le double enrichissement sur EPT puis sur le R-V à 

42 ºC semble meilleur pour récupération et détection des Salmonella sp. 

 A ce titre, plusieurs normes régissent la recherche/dénombrement des Salmonelles en 

hygiène alimentaire. Globalement ces normes recommandent un protocole de recherche en 4 

étapes successives ou on distingue: Des normes horizontales, applicables à tous types de 

produits. -Au niveau international il s’agit de la norme: ISO 6579- 1993. -Au niveau 

Européen, c’est la norme NF- EN 12824 1998 (Humbert, 1998; Joffin et Joffin, 1999). Ces 



Partie expérimentale Chapitre II: Résultats et discussion 

51 
 

normes sont applicables en routine, puisque elles obligent à l’isolement après 24 h mais aussi 

après 48h d’incubation de chacun des deux milieux d’enrichissement, sur les 2 milieux 

sélectifs d’isolement différents (Annexe 03). En France, ces normes constituent la référence 

en cas de litige (Humbert, 1998). En outre, il existe une norme de routine, c’est la norme 

AFNOR V08-052 1993 (Humbert, 1998). Cette méthode est largement utilisée dans les 

laboratoires d’hygiène alimentaire (Humbert, 1998).  

 Dans le protocole, J.O.R.A.(42/2005) et J.O.R.A.(44/2017), le législateur Algérien stipule 

pour la recherche des Salmonella sp., dans les denrées alimentaires 4 étapes: 

1. Pré-enrichissement non sélectif (sur EPT).  

2. Un enrichissement sélectif sur deux bouillons sélectifs différents (Muller- kaufman avec 

incubation à 43ºC), et sur le bouillon sélénite-cystéine, incubation à 37ºC). 

3. L’isolement à partir des deux bouillons précédent, sur deux milieux sélectifs solides: la 

gélose au rouge de phénol et au vert brillant et la gélose au sulfite de bismuth. 

4. L’identification biochimique et sérologique. 

 Dénombrement des espèces Cronobacter sp. 

 Durant toutes les étapes d’enrichissement et d’isolement, les six échantillons étaient 

exempt des souches Enterobacter spp. La méthode normalisée ISO/TS 22964 (Organisation 

internationale de normalisation 2006), utilisée la quelle préconise un pré enrichissement en 

eau peptonée et un enrichissement en bouillon sélectif au lauryl-sulfate et tryptose (mLST, 

Modified Lauryl Sulfate Tryptose) (Proudy, 2009).La méthode standard actuelle pour la 

détection d’Enterobacter sakazakii dans les laits en poudre et produits laitiers a été 

documentée et recommandée par l’Organisation internationale de normalisation et la 

Fédération internationale de laiterie (FIL). L’inconvénient de cette méthode est sa lenteur 

comprenant un enrichissement en deux étapes puis l’isolement sur milieu sélectif (Fox et 

Jordan, 2008). La contamination du lait peut survenir lors de la fabrication, de la 

reconstitution, ou de l’entreposage du produit (Proudy, 2009). Plus de 90% des infections par 

Cronobacter ont été liées épidémiologiquement à des préparations en poudre pour nourrissons 

(PIF) (Kalyantanda et al., 2015).Plusieurs méthodes ont été conçues, pour la récupération/ 

détection des phénotypes Cronobacter sp. dans les laits en poudre (Iversen et al., 2004; 

Iversen et Forsythe, 2007; Fox et Jordan, 2008; Lampel et Chen, 2009; Osaili et al., 2010). 

 A cet égard, des géloses sélectives: ESIA, DFI et Compass, ont été comparées par Derzelle 

et al., (2007) et estimées équivalentes du point de vue sensibilité pour la détection des 

Cronobacter spp.  
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 Kandhai et al., (2004) ont développé une méthode de routine, basée sur le criblage des 

souches Cronobacter spp., ayant une α glycosidase constitutive et pigmentées en jaune, 

lorsque sont cultivées sur la gélose TSA. En outre, Iversen et Forsythe, (2007), ont comparé 3 

bouillons d’enrichissement: bouillon d’enrichissement Enterobacteriaceae (EE), le bouillon 

sélectif Enterobacter sakazakii (ESSB) et le bouillon de laurylsulfate modifié (mLST) à un 

nouveau bouillon conçu pour la récupération maximale d’E. sakazakii, bouillon 

d’enrichissement E. sakazakii (ESE). Sur 177 souches (100%) ont poussé dans l'ESE, alors 

qu'entre 2 et 6% des souches n'ont pas poussé dans l'EE, mLST ou ESSB. En outre, Al Holy-

Rasco (A-R), ont proposé un nouveau bouillon pour la détection et l'isolement de 

Cronobacter spp. dans le lait infantiles. La composition du nouveau milieu est un bouillon 

générique d’infusion cœur- cervelle avec l’addition de 1% de NaCl, 15% de saccharose et 

0,80 g/l de désoxycholate de sodium en tant qu’ingrédients sélectifs (Al- Holy et al., 2011). 

De l’avis de plusieurs auteurs Gurtler et al., (2005); Shaker et al., (2008); Proudy, (2009); 

Norberg et al., (2012) la présence des souches Cronobacter n’est pas limitée aux préparations 

laitières en poudre pour nourrissons et l’environnement clinique, on peut également le 

détectés dans une large gamme d’installations de traitement des aliments, dans l’eau, le sol et 

d’environnement notamment les chaines de production du lait en poudre. 

 De ce fait il est nécessaire de mettre en place des mesures rigoureuses de contrôle pour 

réduire les risques de contamination à différents niveaux:  

- Industriel, pour éviter la contamination de la production, en réduisant les risques de 

contamination des produits reconstitués lors de la préparation, de la manipulation et du 

stockage;  

- Au niveau législatif, en établissant des lignes directrices et des recommandations émises par 

les autorités compétentes afin de garantir la sécurité des aliments pour nourrissons. 
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Conclusion  

 L’objectif préalablement fixé pour la présente étude était l’exploration de la stabilité et de 

la conformité aux normes nationales, durant la période de conservation/commercialisation 

pour six échantillons de différentes marques du lait infantile d’importation, collectés de 

différentes officines au chef-lieu de la wilaya de Bordj Bou Arreridj Nord Est d’Algérie, 

durant la période Février-Mars 2020.  

 Les résultats des analyses physico-chimiques ont révélé un produit stable, sans défauts 

perceptibles de gout, d’odeur ou de consistance et ont donné les valeurs moyennes suivantes: 

Densité (en g/cm
3
): (1,03), pH: (6,58), Acidité titrable (en °D): (18,3), Viscosité (en mPa.s): 

(02,6), Conductivité (en µs/cm): (1884,5), Extrait Sec Total (en g/l): (82,87).  

 Les résultats des analyses microbiologiques, ont révélés, pour l’ensemble des échantillons, 

un produit stable, sans défaut visuel d’emballage, d’étiquetage et l’absence des flores 

indicatrices des contaminations fécales anciennes: (Streptocoques D et bactéries sulfito-

réductrices), flores indicatrices des pollutions récentes: (coliformes totaux et fécaux). La 

totalité des échantillons était exempts des espèces pathogènes/toxinogènes: Escherichia coli, 

Staphylococcus aureus, Salmonella sp. et Cronobacter sp. Toutefois, l’échantillon E1 et 

l’échantillon E5, ont refléter la présence des coliformes totaux a des taux respectives de: 

16.7×10
4 

et de 39×10
3
 UFC/ml (avec absence des fécaux et d’Escherichia coli), ces valeurs en 

UFC/ g sont situés à l’intérieur des normes. Les conditions d’étude n’ont pas permet de 

détecter l’origine de cette contamination. 

 L’effectif des échantillons, semble stable et d’une qualité physico-chimique et 

microbiologique conformes aux normes nationales, cependant, l’exploration de qualité et de la 

stabilité de cette denrée alimentaire, à faible activité de l’eau, mérite d’être approfondie par 

l’étude d’un nombre élevé d’échantillons, de marques et plus de tests Biochimiques et 

Microbiologiques. 
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Annexe 01 

Tableau 01: Composition moyenne du lait entier. 

Composants Teneurs (g/100g) 

Eau 89.5 

Dérivés azotés 3.44 

Protéines 3.27 

Caséine 2.71 

Protéines solubles 0.56 

Azote non protéique 0.17 

Matières grasse 3.5 

Lipides neutres 3.4 

Lipides complexes <0.05 

Composés liposolubles <0.05 

Glucides 4.8 

Lactose 4.7 

Gaz dissous 5% du volume du lait 

Extrait sec total 12.8g 
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Figure 01: Représente les différents types du lait. 

 

Types de lait 

I.5.1. Laits de consommation 

Les laits de consommation se 

caractérisent notamment par le 

traitement thermique qui leur est 

appliqué pour leur conservation, et le 

taux de matière grasse. 

I.5.2. Laits aromatisés 

 

Cette dénomination est réservée aux 

boissons stérilisées, constituées 

exclusivement de lait écrémé ou non, 

sucré ou non additionné de substances 

aromatiques naturelles. 

I.5.3. Laits de conserve 

Ce sont les laits obtenus soit par concentration, 

soit par déshydratation. Leur transport, leur 

stockage et leur conservation sont grandement 

facilités. 

I.5.3.1. Lait concentré 

Le produit fini contient en 

poids, au moins 7,5% de matière 

grasse et au moins 25% d'extrait 

sec total provenant du lait. 

I.5.3.2. Lait en poudre (Lait totalement 

déshydraté) 

Le lait en poudre est un produit solide obtenu 

par élimination de l'eau du lait, du lait 

entièrement ou partiellement écrémé, de la crème 

ou d'un mélange de ces produits, et dont la 

teneur en eau n'excède pas 5 % en poids du 

produit fini. 

a)Lait en poudre riche en matières 

grasses: contenant, en poids, au 

moins 42 % de matières grasses. 

b) Lait en poudre entier: contenant, 

en poids, au moins 26 % et moins de 

42 % de matières grasses. 

d) Lait en poudre écrémé: 

contenant, en poids, au maximum 

1,5 % de matières grasses. 

c) Lait en poudre partiellement 

écrémé: contenant en matières 

grasses est, en poids, supérieure à 

1,5 % et inférieure à 26 %. 
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Tableau 02: Composition des formules infantiles, lait humain et lait de vache. 

Lait 

Compositions 

Lait infantile Lait humain Lait de vache  

Energie (kcal/100mL) 60-75 67 65 

Protéines (g/100mL) 

Caséines 

Protéines solubles 

1,2-1,8 

30%-80% 

20%-70% 

1,1 

40 % 

60 % 

3,7 

80 % 

20 % 

Lipides (g/100mL) 

Acide linoléique(mg) 

3,1-3,8 

500 

3,9 

350 

3,4 

80 

Glucides (g/100mL) 

Lactose 

7 

75% 

6,8 

85 % 

4,5 

100 % 

Fer (mg/100mL) 0,5-1,5 0,06 0,05 

Ca (mg/100mL) 46-93 33 125 

Kcal: kilo cal, Ca: Calcium. 

Tableau 03: Caractéristiques biochimiques de Salmonella sp. 

Lactose - 

ONPG (Orthonitrophényl-β-D-Galactopyranoside) - 

H₂S (production de sulfure d’Hydrogéne) + 

(Sauf S. Typhi, S. Paratyphi A 

Choleraesuis et Gallinarum ) 

Gaz (Glucose) + 

(Sauf Typhi) 

LDC (Lysine-Décarboxylase) + 

(Sauf S. Paratyphi A) 

ODC (Ornithine-Décarboxylase) + 

(Sauf S. Typhi) 

ADH (Arginine-Dihydrolase) - 

Uréase - 

TDA (Tryptophane-Désaminase) - 

Indole - 

Gélatinase - 

VP (test de Voges-Proskauer) - 

RM (Rouge de Méthyle) + 

Citrate de Simmons - 

(Sauf S. Typhi et S. Paratyphi 

A) 

Adonitol - 

Glycérol - 

DNase - 

Galacturonate - 
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Tableau 04: Flambées de salmonellose au cours de la période 1985-2005 liées à des 

préparations pour nourrissons en poudre(PIF). 

Localisation Année Nombre de nourrissons 

infectés 

Sérotype 

Salmonella 

Vecteur 

Royaume-Uni 1985 48 Ealing PIF 

États-Unis, Canada 1993 ≥3 Tennessee PIF 

Espagne 1996 ≥48 Virchow PIF 

Royaume-Uni, 

France 

1996-

1997 

17 Anatum PIF 

Korea 2000 30 London PIF 

France 2004-

2005 

141 Agona PIF 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 02: Méthode de (routine) recherche de Salmonella sp. (AFNOR NF 08.052). 

Préparation de l’échantillon /pré-enrichissement: prise d’essai de 25g du produit testé, à diluer 

1/10dans 225ml d’eau peptonée. 

Incubation 37°C pendant 18h. 

Enrichissement sélectif dans deux milieux différents: transfert en double de 0.1 ml de la culture en eau 

peptonée dans 10 ml de R-V et 1ml de la culture en eau peptonée dans 100ml de SFB (dilution 1/100). 

 Le deuxième tube de R-V. 

 Le deuxième flacon de SFB. 

 

 Le premier tube de R-V. 

 Le premier flacon de SFB. 

 

Incubation 37°C pendant 24h. Incubation 42°C pendant 24h. 

Isolement sur 2 géloses Hektoen et BLVBRP sélectif. 

Incubation 37°C pendant 24h. 

 Colonies roses entourées d’une zone rouge sur gélose BLVBRP. 

 Colonies le plus souvent gris bleu à centre noir sur gélose Hektoen. 

Conformation par caractérisation morphologique (état frais, coloration de Gram) et 

biochimique (API 20E). 



  Annexes 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 03: Méthode horizontale pour la recherche et de dénombrement  de Salmonella sp. 

(J.O.R.A. N° 44/ 2017). 

Tableau 06: De synthèse – illustrant les épidémies à C. sakazakii à travers le monde. 

Référence Année Pays Nombre de 

malades 

Souche Pouvoir 

pathogène 

Henry et 

Fouladkhah, 

2019 

1958 Angleterre 2 C. sakazakii Septicémie 

Bowen et 

Braden, 2006 

1961 Angleterre 2 C. sakazakii ND 

Henry et 

Fouladkhah, 

2019 

1965 Danemark 1 Enterobacter Méningite 

Henry et 

Fouladkhah, 

2019 

1979 Macon, 

Géorgie 

1 C. sakazakii Une septicémie 

Bowen et 

Braden, 2006 

1979 Géorgie, 

USA 

1 C. sakazakii ND 

Henry et 

Fouladkhah, 

2019 

1977-1981 Pays- Bas 8 C. sakazaki ND 

Henry et 

Fouladkhah, 

2019 

1980 Indianapolis, 

Indiana 

2 C. sakazakii Fièvre et 

d'épisodes de 

crise 

Henry et 1981 Oklahoma- 1 C. sakazakii Fièvre, 

Préparation de l’échantillon/pré-enrichissement: prise d’essai de 25g du produit testé, à diluer 1/10dans 

225ml d’eau peptonée. 

Incubation 37 °C ± 1 °C pendant 18 h ± 2 h. 

Enrichissement sélectif: Ensemencement de 1 ml de cultures obtenues dans 10ml de chacun de  03 

bouillons sélectifs (SFB, BVM, BMK). 

Incubation 43 °C pendant 24 h. 

Isolement sur géloses Hektoen sélectif.  

Incubation 41 °C pendant 24 h. 

Apparition des colonies lisses et de couleurs bleues-verdâtres  ou grises-bleues au centre noire. 

Conformation par caractérisation biochimique (API 20E). 
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Fouladkhah, 

2019 

City, 

Oklahoma 

grognements, 

fatigue 

Bowen et 

Braden, 2006 

1981 Inde, USA, 

Oklahoma  

1 C. sakazakii ND 

Henry et 

Fouladkhah, 

2019 

1982 la Grèce Plusieurs cas C.sakazakii ND 

Proudy, 2009 1983 Danemark 8 C. sakazakii ND 

Bowen et 

Braden, 2006 

1983 Pays- Bas 8 C. sakazakii ND 

Henry et 

Fouladkhah, 

2019 

1984 la Grèce 11 C. sakazakii ND 

Bowen et 

Braden, 2006 

1985 Missouri, 

USA 

1 C. sakazakii ND 

Henry et 

Fouladkhah, 2019 

1986-1987 Reykjavik, 

Islande 

3 C. sakazakii Méningite 

Proudy, 2009 1988 Tennessee, 

États- Unis 

4 C. sakazakii ND 

Henry et 

Fouladkhah, 2019 

1988 États- Unis 2 C. sakazakii ND 

Henry et 

Fouladkhah, 2019 

1988 Memphis, 

Tennessee, 

États- Unis 

4 C. sakazakii Bactériémie, 

infection des 

voies urinaires 

Henry et 

Fouladkhah, 2019 

1989 Porto, 

Portugal 

187 C. sakazakii Méningite 

Bowen et Braden, 

2006 

1989 Islande, USA, 

Tennessee 

3 C. sakazakii ND 

Henry et 

Fouladkhah, 2019 

1990 Maryland, 

USA 

1 C. sakazakii ND 

Gallagher et Ball, 

1991 

1990 Ohio 1 C. sakazakii Fièvre, méningite 

Bowen et Braden, 

2006 

1991 Ohio, USA 1 C. sakazakii ND 

Henry et 

Fouladkhah, 2019 

1993–1998 Jérusalem, 

Israël 

4 C. sakazakii 
 

Méningite 

Henry et 

Fouladkhah, 2019 

1994 France 13 C. sakazakii ND 

Henry et 

Fouladkhah, 2019 

1998 Bruxelles, 

Belgique 

12 C. sakazakii Entérocolite 

nécrosante 

néonatale 

Henry et 

Fouladkhah, 2019 

1999-2000 Jérusalem, 

Israël 

2 C. sakazakii Problèmes 

neurologiques 

Henry et 

Fouladkhah, 2019 

2000 Caroline du 

Nord, États- 

Unis 

1 C. sakazakii ND 

Bowen et Braden, 

2006 

2001 Israël 

Belgique  

2 

1 

C. sakazakii ND 
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Henry et 

Fouladkhah, 2019 

2001 Knoxville, 

Tennessee, 

USA 

1 C. sakazakii Une tachycardie, 

une perfusion 

vasculaire  

Poudy, 2009 2001 Tennessee, 

États- Unis 

10 C. sakazakii ND 

Bowen et Braden, 

2006 

2002 Israël 

 

2 C. sakazakii ND 

Poudy, 2009 2002 Belgique 1 C. sakazakii ND 

Henry et 

Fouladkhah, 

2019 

2002 Wisconsin, 

États- Unis 

1 C. sakazakii ND 

Henry et 

Fouladkhah, 2019 

2002 Chandigarh, 

Inde 

1 C. sakazakii Septicémie avec 

méningite 

Henry et 

Fouladkhah, 2019 

2003 USA 6 C. sakazakii ND 

Henry et 

Fouladkhah, 2019 

2004 France 2 C. sakazakii ND 

Proudy, 2009 2004 Nouvelle-

zélande 

5 C. sakazakii ND 

Henry et 

Fouladkhah, 2019 

2004 USA 2 C. sakazakii ND 

Henry et 

Fouladkhah, 2019 

2005 États- Unis 2 C. sakazakii ND 

Henry et 

Fouladkhah, 2019 

2006 Chandigarh, 

Inde 

1 C. sakazakii Septicémie 

Henry et 

Fouladkhah, 2019 

2007 Bilbao, 

Espagne 

1 C. sakazakii Septicémie 

Henry et 

Fouladkhah, 2019 

2010 Queretaro, 

Mexique 

2 C. sakazakii Diarrhée 

sanglante 

Henry et 

Fouladkhah, 2019 

2011 Missouri, 

Floride, 

Oklahoma et 

Illinois, États- 

Unis 

1 C. sakazakii ND 

Henry et 

Fouladkhah, 2019 

2015 Sydney, 

Australie 

1 C. sakazakii ND 

Henry et 

Fouladkhah, 2019 

2016 Pennsylvanie, 

États- Unis 

1 C. sakazakii ND 
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Figure 04: Méthode de recherche et de dénombrement de Cronobacter sp. (ISO/TS 22964) 

(Proudy, 2009). 

 

 

 

 

 

 

 

Préparation de l’échantillon /pré-enrichissement: prise d’essai de 10g×30* du produit testé, 

à diluer 1/10dans 90 ml d’eau peptonée. 

Incubation 37°C pendant 18±2h. 

Enrichissement sélectif dans de bouillon mLST: transfert de 0.1 ml de la culture en eau peptonée 

dans 10 ml de mLST (dilution 1/100). 

Incubation à 44°C pendant 24 ±2h. 

Isolement sur gélose sélectif chromogène (ESIA): étalement à l’aide d’un ose calibré, de 10 ul 

de culture en mLST sur ESIA. 

Incubation à 44°C pendant 24±2h. 

Colonies typiques (bleues sur milieu chromogène ESIA) considéré comme Cronobacter spp. 

Présumé. 

Conformation par détection d’un pigment jaune: sélection de cinq colonies typiques de boite 

ESIA et isolement chacune d’elle sur TSA. 

Incubation 25°C pendant 48± 4h. 

Conformation par caractérisation biochimique: sélection d’une colonie jaune  par boite TSA et 

caractérisation sur galerie biochimique (ex: API 20E, API 32 ou Biolog). 
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Figure 05: Méthode de recherche et de dénombrement de Cronobacter sp. FDA/2002 

(Proudy, 2009). 

 

 

 

 

 

Incubation à 36°C pendant 18 et 24 h. 

Enrichissement sélectif dans un bouillon Mossel, ou EE (enrichissement pour entérobactéries): 

transfert de 10 ml de chaque culture de pré-enrichissement dans 90 ml de bouillon EE. 

Incubation à 36°C pendant 18 et 24 h. 

Isolement sur gélose VRBG sélectif pour entérobactérie selon deux méthodes 

Etalement à l’aide d’un râteau 100 μl de 

chaque culture d’enrichissement en 

bouillon EE sur gélose VRBG. 

Isolement à l’aide d’une ose calibrée 10 μl de 

chaque culture d’enrichissement en bouillon 

EE sur gélose VRBG (ou moins trois 

quadrants). 

Incubation à 36°C pendant 18 et 24 h 

Colonies typiques (muqueuse violet ou pourpre sur milieu chromogène VRBG) considérées 

comme Cronobacter spp. Présumées. 

Conformation par détection d’un pigment jaune: sélection cinq colonies typiques par boite VRBG 

et isolement chacune d’elle sur TSA. 

Incubation à 25°C pendant 48 et 72 h. 

Conformation par caractérisation biochimique: sélection d’une colonie jaune par boite de TSA et 

caractérisation sur galerie biochimique (ex: API 20E, API 32E ou Biolog). 

Préparation de l’échantillon / pré-enrichissement: prise d’essai 100, 10, 1 g chacune de produit à tester (en 

triplicata) diluer au 1/10 respectivement dans 900, 90, et 9 ml en eau distillée stérile préchauffée 45°C. 
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Annexe 02 

Tableau: Illustre les accessoires et les verreries utilisés 

Accessoires 

 
Barreau magnétique 

 
Cuillère 

 
Film transparent 

 
Micropipette 

 
Papier aluminium 

 
Pince 

 
Pissette 

 
Portoir 

 
Rubans 

 
Marqueur 

 
Parafilm 

 
Etiquettes 
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Sachets d’emballage 

 
Embouts 

 
Ciseau 

 
Couteau 

 
Baguette 

 
Aiguilles 

 
Gants 

 

Verreries 

 
Béchers 

 
Tubes à essais 

 
Entonnoirs 

 
Eprouvettes graduées 

 
Erlenmeyers 

 
Fioles jaugé 
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Flacons 

 
Pipettes graduées 

 
Pipettes Pasteur 

 

Tableau: Illustre le matériel lourd (appareils) utilisé. 

Matériel Référence 

 
Réfrigérateur 

 

 

 

Samsung®, Algérie 

 
Congélateur 

 

 

 

Samsung®, Algérie 

 
Etuve 

 

 

 

Memmert (Germany) 

 
Bain marie 

 

 

 

Memmert (Germany) 
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Balance de pression 

 

 

 

KERN ALS220-4N(Germany) 

 
Compteur de colonies 

 

 

 

J.P.SELECTA ,s,a (Spain) 

 
Agitateur magnétique 

 

 

 

AGIMAIC-E 

 
Hote microbiologique 

 

 

 

STERIL-GEMINI(Italy) 

 
Distillateur 

 

 

 

Buchl Distillation Unite K-350 

(Switzer) 

 
Vortex 

 

 

 

Ficher Scientific FB15024 

 
Bec -Bunsen 

 

 

ITEGRA-Biosciences®, model 

FIREBOY eco, bec-Bunsen 
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Autoclave 

 

 

 

SANOCLAV LaM-3-20-ECZ-J 

 
Four Pasteur 

 

 

 

Memmert type UNB-400Germany 

 
Conductimètre 

 

 

 

Tertracon®325(Allemagne) 

 
pH mètre 

 

 
Inolabe pH370(Germany) 

 
Viscosimètre 

 

 
Densitomètre 
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Tableau: Illustre la composition (g/l) des milieux de cultures utilisés. 

Milieu de 

culture 

La composition La quantité pH La stérilisation 

Milieu solide 

 

 

 

 

 

Chapman 

Extrait de levures 

Peptone de caséine 

Gélatine 

Lactose 

Chlorure de sodium 

Phosphate dipotasique 

Gélose 

 

2.5g 

10g 

30g 

2g 

75g 

5g 

12g 

 

 

 

 

 

 

7 

 

 

 

Autoclaver 15 minutes 

à 120°c 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hektoen 

Protéose-peptone  

Extrait de levure 

Lactose 

Saccharose 

Salicine 

Sels biliaires 

Chlorure de sodium 

Triosulfate de sodium 

Citrate ferrique 

ammoniacal 

Bleu de bromothymol 

Fuchsine acide 

Agar (gélose) 

12g 

3g 

12g 

12g 

2g 

9g 

5g 

5g 

1,5g 

 

65mg 

0.1g 

13mg 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

7.6 

 

 

 

 

 

 

 

Stériliser par 5 minutes 

d’ébullition (ne pas 

autoclaver) 

 

 

PCA 

Peptone 

Extrait de levure 

Glucose 

Agar 

5g 

2,5g 

1g 

15g 

 

 

7,2 

 

Autoclaver 20 minutes 

à 120°c 
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 VRBG 

Extrait de levures 

Peptone 

Sels biliaires 

Glucose 

Chlorure de sodium 

Rouge neutre 

Cristal violet 

Agar 

5g 

7g 

1.5g 

10g 

5g 

30mg 

2mg 

12g 

 

 

 

 

 

 

7.4 

 

 

 

Stériliser par 15 

minutes d’ébullition (ne 

pas autoclaver) 

 

 

 

 

 Viande Foie 

(VF) 

Peptone viande- foie 

Glucose 

Amidon soluble 

Sulfite de sodium 

Citrate de fer ammoniacal 

Agar 

 

30g 

1g 

1g 

0.5g 

0.5g 

8g 

 

 

 

 

7,6

±0,

2 

 

 

Autoclaver 15 minutes 

à 120°C 

Milieu liquide 
 

 

 

 

 

Eva Lytski 

Peptone 

Glucose 

Chlorure de sodium 

Phosphate dipotasique 

Phosphate monopotasique 

Acide de sodium 

Ethyl-violet 

20g 

5g 

5g 

2.7g 

2.7g 

0.3g 

0.5g 

 

 

 

 

 

 

7 

 

 

 

Autoclaver 20 minutes 

à 115°C 

 

 

Bouillon 

Giolitti er 

Cantoni (GC) 

Peptone de caséine 

Extrait de viande  

Extrait de levure 

Pyruvate de sodium 

Chlorure de sodium 

10g 

5g 

5g 

3g 

5g 

 

 

 

6,9

±0,

1 

 

 

Autoclaver 20 minutes 

à 115°C 

 

 

 

 

 

 Bouillon 

Muller 

Tryptone 

Extrait de viande 

Extrait de levure 

Peptone 

Vert brillant 

7g 

1g 

2g 

5g 

9.5mg 

 

 

7,3 

 

 

 

 

Stériliser par 5 minutes 

d’ébullition (ne pas 

autoclaver) 
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Kaufman 

(BM) 

NaCl 

Iode 

IK iodure 

Na2S2O3 

CaCo3 

 

5g 

6g 

5g 

40.7g 

25g 

 

 

 

7.3 

 

 

 

 

 

 

Bouillon Roth 

Peptone 

Glucose 

Acide de sodium 

NaCl 

Hydrogénophosphate de 

potassium 

Dihydrogénophosphate de 

potassium 

2g 

5g 

0,2g 

5g 

2,7g 

 

2,7g 

 

 

 

 

 

 

7 

 

 

 

Autoclaver 20 minutes 

à115°C 

 

 

Bouillon 

Sélénite-

cystéine 

(SFB) 

Tryptone 

Lactose 

Phosphate disodique 

Sélénite acide de sodium 

Cystine 

5g 

4g 

10g 

4g 

100mg 

 

 

7,6 

Stériliser par 10 

minutes d’ébullition (ne 

pas autoclaver) 

 

 Bouillon au 

Vert de 

Malachite et 

au chlorure de 

Magnésium 

(BVM) 

Tryptone 

Oxalate vert de malachite 

NaCl 

KH2RO4 

MgCl2-6H2O 

4.5g 

36mg 

7.2g 

1.5g 

36g 

 

 

 

 

 

7,1

±7,

5 

 

 

Autoclaver 15 minutes 

à120°C 

 

 

 

 

 

 

Eau peptonée 

Sodium Glycérophosphate 

Peptone de soja 

Extrait de viande 

Lactose 

Peptone de viande 

 Peptone de caséine 

Extrait de levure 

Acide ascorbique 

Sulfate de magnésium 

19g 

5g 

5g 

5g 

2,5g 

2,5g 

2,5g 

0.5g 

0,25g 

 

 

 

 

 

7,2 

 

 

 

 

Autoclaver 15 minutes 

à120°C 
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Agar bactériologique 12,75g 

 

Eau 

physiologique 

Chlorure de sodium 

Eau distillée 

9g 

1000ml 

 

ND 

Autoclaver 15 minutes 

à120°C 

 

 

Rapppaport-

Vissiliadis 

Peptone de caséine 

Chlorure de sodium 

Phosphate monopotassique 

Chlorure de magnésium 

Vert malachite 

4.5g 

7g 

1,4g 

16.2g 

33mg 

 

 

 

5.5 

 

Autoclaver 15 minutes 

à110°C 

 
Tableau: Illustre les composants de réactifs et d’additif de milieux utilisés. 

Réactif/Additif Composition 

 
Réactif de Kovacs 

 

Diméthyl-amino-4-benzaldéhyde                     50g 

Acide chloryhydrique                                   250ml 

Alcool  isoamélique                                      250ml 

Pentanol-1                                                   1000ml 

 
Les additifs de milieu Vionde Foie 

 

 

Alun de fer 

Sulfite de sodium 

L’additif Hektoen Thiosulfate de sodium(Na2S2O3)                  240g 

Citrate de fer ammoniacal                             68.0 g 

Eau distillée                                                1000ml 
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Figure 07: Préparation de la solution mère et des dilutions décimales. 

Table de Mac-Grady 

Nombre Caractéristique Nombre de Micro-organisme 

000 

001 

010 

011 

020 

100 

101 

102 

110 

111 

120 

121 

130 

200 

201 

202 

210 

211 

212 

220 

221 

222 

223 

0,0 

0,3 

0,3 

0,6 

0,6 

0,4 

0,7 

1,1 

0,7 

1,1 

1,1 

1,5 

1,6 

0,9 

1,4 

2,0 

1,5 

2,0 

3,0 

2,0 

3,0 

3,5 

4,0 
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230 

231 

232 

300 

301 

302 

310 

311 

312 

313 

320 

321 

322 

323 

330 

331 

332 

333 

 

3,0 

3,5 

4,0 

2,5 

4,0 

6,5 

4,5 

7,5 

11,5 

16,0 

9,5 

15,0 

20,0 

30,0 

25,0 

45,0 

110,0 

140,0 

 

 

 

 

Figure 23: Deux photos illustres les résultats de recherche des coliformes totaux 37°C pour 

l’E 01 et 05.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

E1 E2  

EE
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Tableau 12: Illustre les résultats de recherche des spores sulfito- réductrices. 

Echantillon 

 

incubation 

 

1 

 

2 

 

3 

 

4 

 

5 

 

6 

 

 

24h /30°C 

      

 

 

48h/30°C 

      

 

 

72h/30°C 

      

Annexe 03 

Tableau: Illustre les normes relatives aux méthodes de recherche des Salmonella sp.  

 Matrices Méth

odes 

Intitulé Limite de 

validité - 

Validations 

ISO 16140 

(food) / ISO 

13843 (eau) 

Année de 

publication 

remarques/base 

légale 

modificati

ons entre 

la version 

26 et 27 

1 toutes denrées 

(11) + 

échantillons de 

l'environnement 

de manutention 

des aliments 

ISO 

6579-

1 (1) 

Méthode 

horizontale pour 

la recherche, le 

dénombrement et 

le sérotypage des 

Salmonella -- 

Partie 1: 

Recherche des 

Salmonella spp. 

 2017 ! Cette méthode 

peut ne pas 

retrouver toutes 

les S. typhi et 

paratyphi 

 

2 toutes denrées 

(11) + 

échantillons de 

l'environnement 

de manutention 

des aliments, 

matières fécales 

animales et 

échantillons de 

production 

primaire 

ISO/

TS 

6579-

2 

Méthode 

horizontale pour 

la détection, le 

dénombrement et 

le sérotypage de 

Salmonella -- 

Partie 2: 

Dénombrement 

par la technique 

miniaturisée du 

nombre le plus 

probable 

 2012   

3 cultures pures de 

Salmonella spp 

ISO/

TR 

Méthode 

horizontale pour 

 2014   
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6579-

3 

la détection, le 

dénombrement et 

le sérotypage de 

Salmonella -- 

Partie 3: Lignes 

directrices pour le 

sérotypage de 

Salmonella spp. 

4 lait et produits 

laitiers 

ISO 

6785 

Recherche de 

Salmonella spp. 

 2001   

5 Eau ISO 

1925

0 

Recherche de 

Salmonella spp. 

 2010 ! Cette méthode 

peut ne pas 

retrouver toutes 

les S. typhi et 

paratyphi 

 

6 toutes denrées 

(12) mais 

uniquement 

alimentation 

animale pour 

animaux de 

compagnie 

AFN

OR 

BIO 

12/1-

04/94 

VIDAS 

Salmonella 

(double voie) 

9/06/2022  reconduction par 

rapport ISO 6579-

1:2017 + 2 

nouveaux 

protocoles: cacaos 

et chocolats et 

poudres de laits 

 

7 toutes denrées 

(12) mais 

uniquement 

alimentation 

animale pour 

animaux de 

compagnie 

AFN

OR 

BIO 

12/10

-

09/02 

VIDAS 

Salmonella 

(simple voie) 

18/09/2022    

8 toutes denrées 

(13) 

AFN

OR 

BIO 

12/16

-

09/05 

VIDAS Easy 

Salmonella 

20/09/2021  reconduction 

selon ISO 16140-

2:2016 et ISO 

6579-1:2017 

 

9 toutes denrées 

(11) 

AFN

OR 

BKR 

23/04

-

12/07 

SESAME 

Salmonella Test 

4/12/2019  Détecte 

uniquement les 

Salmonelles 

mobiles 

 

10 toutes denrées 

(11) et 

échantillons de 

production 

primaire 

AFN

OR 

BRD 

07/06

-

07/04 

IQ-Check 

Salmonella II 

1/07/2020    

11 toutes denrées 

(11) 

AFN

OR 

BRD 

07/11

-

12/05 

Rapid'Salmonella 9/12/2021  reconduction par 

rapport ISO 6579-

1:2017 . 

possibilité 

d'utiliser le 

MALDI-TOF 

 

12 toutes denrées 

(12) 

AFN

OR 

GEN 

25/05

-

11/08 

GeneDisc 

Salmonella spp. 

28/11/2020    

13 toutes denrées AFN Salmonella Precis 4/12/2019    
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(11) OR 

UNI 

03/06

-

12/07 

14 toutes denrées 

(11) + 

échantillons de 

l'environnement 

de distribution des 

aliments, matières 

fécales animales 

et échantillons de 

production 

primaire 

AFN

OR 

BIO 

12/32

-

10/11 

VIDAS UP 

Salmonella 

6/10/2019    

15 toutes denrées 

(11) 

AFN

OR 

BKR 

23/07

-

10/11 

IRIS 

SALMONELLA 

7/10/2019    

16 viandes, produits 

laitiers, produits 

de la mer et 

végétaux frais 

AFN

OR 

NEO 

35/02

-

05/13 

NEOGEN ANSR 

Salmonella 

23/05/2021    

17 produits carnés, 

ovoproduits, 

produits de la mer 

et végétaux et 

aliments pour 

animaux de 

compagnie 

AFN

OR 

QUA 

18/08

-

03/15 

BAX SYSTEM 

REAL-TIME PCR 

ASSAY for 

Salmonella spp. 

26/03/2023    

18 toutes denrées 

d'alimentation 

humaine sauf lait 

cru et produits de 

lait cru, aliments 

pour animaux de 

compagnie et 

échantillons 

environnement de 

production 

AFN

OR 

BIO 

12/38

-

06/16 

Gene-UP 

Salmonella (2) 

30/06/2020  validation encore 

par rapport à ISO 

6579-1 : 2002 

validé aussi pour: 

viande crue (sauf 

volaille) 25g 

enrichissement 

court (EPT 8h) et 

viande crue (sauf 

volaille) 375g 

enrichissement 

court (EPT 10h) 

 

19 toutes denrées 

(12) 

AFN

OR 

BIO 

12/41

-

03/17 

SALMA One Day 23/03/2021  aussi validé pour 

les poudres 

infantiles (+ 

matières 

premières) et les 

échantillons de 

l'environnement 

de production au 

niveau des 

surfaces (sauf 

production 

primaire) 

 

20 toutes denrées 

(11) 

AFN

OR 

SOLUS 

Salmonella 

18/06/2021  reconduction par 

rapport ISO 6579-
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SOL 

37/01

-

06/13 

ELISA 1:2002 

21 toutes denrées 

(13), sauf 

échantillons de 

production 

primaire 

AFN

OR 

3M 

01/16

-

11/16 

3M Molecular 

Detection Assay 2 

-Salmonella 

25/11/2020  reconduction par 

rapport ISO 6579-

1:2002 

 

22 souches isolées 

sur XLD, BGA, 

RAPID'Salmonell

a, Brilliance 

Salmonella, 

ASAP ou tout 

milieu nutritif 

non-sélectif 

MIC

ROV

AL 

2017

LR73 

 11/02/2022  validation selon 

ISO/DIS 16140-

6:2016 

 

23 viandes de boeuf 

crues (fraîche ou 

congelée, 

assaisonnée ou 

non), lait 

pasteurisé et 

produits laitiers 

(dont lait infantile 

avec ou sans 

probiotique), 

cacao et produits 

à base de cacao 

AFN

OR 

ABI 

29/07

-

11/13 

 28/11/2021  validation par 

rapport à ISO 

6579-1 : 2017 et 

selon ISO 16140-

2: 2016 

 

24 viande de porc et 

de volaille crue, 

viandes de porc et 

de volaille prêtes-

à-être mangées et 

prêtes-à-être 

réchauffées et 

échantillons de 

l'environnement 

de production 

AFN

OR 

UNI 

03/12

-

01/18 

Thermo Scientific 

RapidFinder 

Salmonella spp, 

Typhimurium and 

Enteritidis 

Multiplex PCR 

Test 

25/01/2022  validation par 

rapport à ISO 

6579-1 : 2017 et 

ISO 6579-3 selon 

ISO 16140-2: 

2016 

 

25 toutes denrées 

(11) 

MIC

ROV

AL 

2014

LR43 

SureFast® 

Salmonella ONE 

28/05/2022  validation par 

rapport à ISO 

6579: 2002 selon 

ISO 16140-2: 

2016 

ajout 

 

 

 

Tableau: Illustre les normes relatives aux méthodes de recherche des Cronobacter sp. 
 

 Matrices Méthode Intitulé Limite de 

validité - 

Validations 

ISO 16140 

(food) / ISO 

Année de 

publication 

remarques/base 

légale 

modificati

ons entre 

la version 

26 et 27 
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13843 (eau) 

1 toutes denrées 

(11) + 

échantillons de 

l'environnement 

de manutention 

des aliments 

ISO 

22964 (1) 

Méthode 

horizontale 

pour la 

recherche de 

Cronobacter 

spp. 

 2017   

2 poudres de lait 

infantiles 

AFNOR 

BRD 

07/22-

05/12 

RAPID' 

Sakazakii 

10/05/2020    

3 poudres de lait 

infantiles et 

échantillons de 

l'environnement 

de production des 

aliments 

AFNOR 

BRD 

07/23-

01/13 

iQ-Check 

Cronobacter 

spp. 

31/01/2021    

4 laits infantiles 

(liquides ou en 

poudre), laits en 

poudre et 

compléments 

déshydratés des 

laits infantiles, 

matrices entrant 

dans la 

composition des 

laits infantiles 

(liquides ou en 

poudre) et lait de 

soja, échantillons 

de 

l'environnement 

d'industries 

préparant les laits 

infantiles et 

poudres de lait 

AFNOR 

BIO 

12/37-

11/14 

ESIA One 

Day 

27/11/2022  reconduction par 

rapport à ISO 

22964 : 2017 

 

5 poudre de lait 

infantile et 

échantillons de 

l'environnement 

de production des 

aliments 

AFNOR 

UNI 

03/11-

12/15 

Thermo 

Scientific 

SureTect 

Cronobacter 

species PCR 

Assay 

3/12/2019    

6 poudres de laits 

infantiles et 

céréales infantiles 

avec ou sans 

probiotiques, les 

matières 

premières et les 

échantillons de 

l'environnement 

de production 

AFNOR 

3M 

01/20-

03/18 

Détection 

moléculaire 2 

- Cronobacter 

22/03/2022  reconduction par 

rapport ISO 

22964:2017 

 

7 poudres de laits 

infantiles et 

céréales infantiles 

avec ou sans 

probiotiques, les 

matières 

premières et les 

AFNOR 

BIO 

12/42-

03/18 

GENE-UP 

Cronobacter 

23/03/2022  validation selon 

ISO 16140-2 : 

2016 et par 

rapport à ISO 

22964:2017 

ajout 
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échantillons de 

l'environnement 

de production 

8 souches isolées 

sur ESIA, CCI ou 

tout milieu nutritif 

non-sélectif 

MICRO

VAL 

2017LR7

2 

MALDI 

Biotyper - 

Cronobacter 

spp. 

confirmation 

28/02/2022  validation selon 

ISO/DIS 16140-

6:2017 

 

 


