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Introduction générale

Introduction générale

Le lait est un aliment de haute valeur nutritionnelle, trés riche en protéines, lipides,
glucides et surtout par un bon apport en oligo-éléments tel que le calcium.
Traditionnellement, le lait de vache est considéré comme un aliment de base dans de
nombreux régimes alimentaires. C’est une boisson saine puisque sa consommation est
associée a une alimentation de qualité. Il fournit une matrice facilement accessible, riche en
une grande variété de nutriments essentiels : des minéraux, des vitamines et des protéines
faciles a digérer. 1l est par conséquent essentiel a I'ensemble des fonctions du corps (Steijns,
2008).

En revanche, le lait représente un milieu biologique fortement altérable par voie
microbienne en raison de sa forte teneur en eau, de son pH voisin de la neutralité et de sa

richesse en composants biodégradables (lactose, proteines et lipides) (Huyghebaert, 2006).

En outre, lorsqu’il est prélevé dans de bonnes conditions, le lait cru contient peu de
germes (103 germes par ml) appelés saprophytes, comme les Streptocoques lactiques
(Lactococcus) et les Lactobacilles. Or, durant la traite et le stockage, le lait peut se contaminer
par une flore variée constituée essentiellement de bactéries lactiques appartenant aux genres
suivants : Streptococcus, Lactococcus, Enterococcus, Leuconostocs et Lactobacillus
(Bekhouche et Boulahrouf, 2005).

La consommation du lait contaminé peut engendrer un certain nombre de symptomes
comme les diarrhées et les vomissements suite a une toxi-infection ou une maladie
infectieuse. (Cohen et Barkia ,2011) Staphylococcus aureus, Salmonella et Clostridium

Perfringens sont les plus frequents.

Par conséquent, le risque d’altération possible de lait par différents germes ou bactéries
pathogénes nécessite un suivi hygiénique et microbiologique rigoureux des la traite jusqu’a la

réception au niveau de la laiterie.

Toutefois, 1’ Algérie se classe comme le premier consommateur du lait au Maghreb et le
deuxiéme importateur dans le monde apres la chine (Mansor, 2015). Cet aliment occupe une
place prépondérante dans la ration alimentaire des algériens. Il apporte la plus grande part de

protéines d’origine animale (Senoussi, 2008).

v



Introduction générale

Le but de ce présent travail est de comparer les résultats des quelque études qui ont été
menées sur la qualité microbiologique des laits cru et évalué la qualité bactériologique des
laits crus qui ont été déduits dans certaines etudes. La recherche concerne la flore aérobie
mésophile totale, les coliformes fécaux et totaux, ainsi que les germes pathogenes :

Staphylococcus aureus ...

Notre travail est scindé en deux parties: Une étude bibliographique présentée en deux
chapitres, dans le premier chapitre intitulé généralités sur le lait de vache ou on développer les
compositions du lait, ses propriétés nutritionnelle, les Caractéristiques physico-chimiques,
ainsi que les propriétés organoleptiques du lait de vache, le second chapitre est focalisé sur la
qualité microbiologique de lait cru. Tandis que la deuxiéme partie de notre mémoire ; la partie
expérimentale qui a été consacrée aux matériel et méthodes puis résultats et discussions et

nous terminerons par une conclusion générale.




Premiere partie :

Synthese bibliographie
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Chapitre 1 Généralités sur le lait de vache

1. Lelait:
1.1. Définition du lait :

Selon le congrés international pour la répression des fraudes alimentaires, tenu a
Genéve en 1908, le lait est le produit intégral de la traite totale ininterrompue d’une femelle
laitiére, bien portante, bien nourrie et non surmenée. 1l doit étre recueilli proprement et ne doit

pas contenir de colostrum. (Veisseyre, 1975)

Le lait est le produit le plus proche du concept « aliment complet » au sens
physiologique du terme car il renferme la quasi-totalité des nutriments indispensables a

I’homme.

Le lait cru est un lait qui n’a subi aucun traitement de conservation sauf la réfrigération
a la ferme. La date limite de vente correspond au lendemain du jour de la traite. Le lait cru
doit étre porté a I’ébullition avant consommation (car il contient des germes pathogenes). Il

doit étre conservé au réfrigérateur et consommé dans les 24h (Fredot, 2012).

C’est un aliment nutritif pour les étres humains, indispensable pour le nouveau-né.
Comme il s’avére trés bénéfique pour I’adulte, il constitue un milieu propice pour la
croissance de nombreux microorganismes, en particulier les bactéries pathogénes. (Chye et
al., 2004)

1.2. Composition du lait:

Le lait apparait comme un aliment riche en calcium et en phosphore, en lactose, en

matiéres grasses et en protéines.

Le lait de vache est un lait relativement pauvre en matiere grasse, moyennement riche
en lactose et en protéines et assez riche en calcium et en phosphore.(Tableaul)
(Leymarios, 2010)

-



Chapitre 1

Généralités sur le lait de vache

Tableau 1.Composition du lait de vache (Alais et al., 2008)

Composition g/l

Etat physique des composants

Eau 905 Eau libre (solvant) + eau liée
(3,7%)
Glucides (lactose) 49 Solution
Lipides 35
- Matiére grasse 34
- Lécithine (phospholipides) 0.5 Emulsion des globules gras (3 a
- Insaponifiable (stérols, 0.5 5um)
carotenes, tocophérol)
Protides 34 Suspension micellaire de
- Caséine 27 phosphocaséinate de calcium
- Protéines solubles (globulines, 2.5 (0.08-0.12pum)
albumines) Solution (colloidale)
- Substances azotées non 1.5 Solution vraie
proteiques
Sels 9
- Acide citrique 2
- Acide phosphorique (P203) 2.6 Solution ou état colloidale
- Chlorure de Sodium (NaCl) 1.7
Constituants divers
(vitamines, enzymes, gaz dissous) Trace
Extrait sec total 127
Extrait sec non gras 92

1.2.1. Les principaux nutriments du lait :

Le lait cru contient des nutriments essentiels importants pour la valeur nutritionnelle

tels que le calcium, les protéines et les vitamines.




Chapitre 1

Généralités sur le lait de vache

Tableau.2.Propriétés des principaux nutriments du lait (Kabir, 2015).

Nutriment Fonctions Intérét sanitaire

Minéraux Formation de I’os, Contraction Prévention

Calcium musculaire, Coagulation du sang, d’ostéoporoseetdefractures
Regulation d’enzymes. del’hypertension artérielle et

ducancerducélon.

Phosphore Métabolismeénergétique(ATP). Développementetmaintiendela
Coenzyme NADP. masseosseuse.

Phospholipides des membranes

Magnésium | Cofacteurdansplusde300réactionsméta | Prévention de
boliques. troublesdusystémenerveux:conv
Transmissiondel’influxnerveux. ulsions,hallucinations.

Potassium Controlede la contraction musculaire. | Maintiendelaforcemusculaire.
Equilibredeséchangescellulaires(avec | Prévention de I’hypertension
Na). artérielle.

zZinc Constituantdel’insulineetdeplusde200 | Croissance,puberté.
enzymesengagésdanslacroissance et
I’immunité. Défense contre les infections.

Vitamines CoenzymesFADetFMNdumétabolism | Protectiondesmuqueusesetdelape

Riboflavine | eénergétique. au.Visionnormale.

Vit. B12 Cofacteurdanslasynthésedesacides Prévention de I’anémie
nucléiques(avecfolate). pernicieuse

Biotine Cofacteur de réaction carboxylation- | Activité cardiaque et appétit
décarboxylation. normaux

Pantothénate | CoenzymeAdumétabolisme Préventiondel’insomnieetde la
La synthése des constituants fatigue.
lipidiques.

Niacine Coenzyme NAD Prévention contre la
etdesynthesedesacides gras. pellagre(dermatite,démence,diarr

hée)

Vit. A Constituantd unpigmentvisueldela Préventioncontrelacécite,les
rétine. infections,ledessechementdelap
Développementdesos,desdents, eau etdesyeux.
delapeau...

Vit. D Facteur favorisant le systéeme actif Prévention de problémes de
d’absorptionintestinaleducalcium. développement osseux.

Pyridoxine Cofacteurderéactionsdesynthéseetde Prévention de convulsions
modificationd’acidesaminés (déficit ensérotonine).

Thiamine Coenzymederéactionsdumétabolisme | Préventiondubéribéri(déficitme
desglucides ntal,cardiaque..).

Proteines Sourced’acidesaminésessentielsalasy | Prévention contre les retards

Leu, Lys, nthésedesprotéinesdesparoiscellulair | decroissance. Résistance et

Met, es, fibres musculaires, enzymes défensecontrelesinfections

Thr,Trp,P ethormones.

he,Val

-



Chapitre 1 Généralités sur le lait de vache

2.1. Caractéristiques du lait cru de vache :
2.1.1. Caractéristiques physico-chimiques :

Les propriétés physico-chimiques du lait dépendent de 1’ensemble des constituants du
lait. (El Hachemi ,2019)

- La densité varie entre 1,028 et 1,035 a 15°C.
- L’acidité de 15 a 17°D

-pH de 6,6 4 6,8.

- Le point d’ébullition a 100.5°C.

- Le point de congélation de -0,530°C a-0,575°C. Un point de congélation supérieur a -

0,530°C est soupgonné par I’addition de I’eau.
2.1.2. Caractéristiques organoleptiques :

Juger de la qualité du lait par son go(t et son ardme demande beaucoup d'habileté. La
consistance, la couleur, l'odeur et la saveur du lait cru peuvent étre vérifies comme certains

indicateurs de la qualité du produit (Guiraud, 2003).
Les principaux caractéres organoleptiques du lait cru de la vache :
- Couleur : Blanc mat, Blanc jaunatre (tres riche en creme)
- Odeur : Odeur faible
- Saveur : Saveur agréable
- Consistance : Homogene
3. Consommation du lait en Algérie :

Le lait est considéré comme étant un produit de base dans le modéle de consommation
algérien avec en moyenne une consommation de 110 litres par an et par habitant. L’ Algérie
est classée comme le second pays importateur au monde de lait et de ses dérivés (Bekhouche-
guendouz, 2011 ; El Hassani, 2013).

-



Chapitre 1 Généralités sur le lait de vache

La consommation des produits laitiers est en hausse continuelle ; 1I’Algérie demeure le

premier consommateur du lait au sein du grand Maghreb (Leksir, 2012).

-
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Chapitre 2 La qualité microbiologique du lait cru de vache

4.1. Microbiologie du lait cru :

Le lait contient un nombre variable de cellules ; celles-ci correspondent a la fois a des
constituants normaux comme les globules blancs, mais également a des éléments d'origine

exogene que sont la plupart des microorganismes contaminants (Gripon et al., 1975).

Les microorganismes, principalement, présents dans le lait sont les bactéries. Mais, on
peut aussi trouver des levures et des moisissures, voire des virus. De trés nombreuses especes
bactériennes sont susceptibles de se développer dans le lait qui constitue, pour elles, un
excellent substrat nutritif. Au cours de leur multiplication dans le lait, elles libérent des gaz
(oxygene, hydrogene, gaz carbonique, etc.), des substances aromatiques, de I’acide lactique,
diverses substances protéiques, voire des toxines pouvant étre responsables de pathologie

chez I’homme (Institut de 1’élevage, 2009).

L'importance et la nature des bactéries contaminants le lait, dépendent, de I'état sanitaire
de I'animal, de la nature des fourrages, mais aussi des conditions hygiéniques observées lors
de la traite, de la collecte, de la manutention et de la température de conservation du lait
(Robinson, 2002).Le lait est considéeré comme peu contaminé s'il renferme quelques centaines
a quelques milliers de germes par millilitre, un lait fortement pollué peut en contenir plusieurs

centaines de milliers a plusieurs millions par ml (Ramet, 1985).
4.1.1. Flore originelle :

Le lait contient peu de microorganismes lorsqu’il est prélevé dans de bonnes conditions

a partir d’un animal sain (moins de 103germes/ml) (Cug, 2007).

La flore originelle des produits laitiers se définit comme I’ensemble des
microorganismes retrouvés dans le lait a la sortie du pis, les genres dominants sont
essentiellement des mésophiles (Vignola, 2002).I1 s’agit de microcoques, mais aussi

streptocoques lactiques et lactobacilles.

Tableau 3.Flore originelle du lait cru (Vignola, 2002).

Microorganismes Pourcentage (%)
Micrococcus sp. 30-90
Lactobacillus sp 10-30
Streptococcus sp / Lactococcus sp <10
Gram négatif <10

-



Chapitre 2 La qualité microbiologique du lait cru de vache

4.1.2. Flore de contamination:

Cette flore est ’ensemble des microorganismes contaminant le lait, de la récolte jusqu’a
la consommation. Elle peut se composer d’une flore d’altération, qui causera des défauts
sensoriels ou qui réduira la durée de conservation des produits, et d’une flore pathogéne

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

Des microorganismes peuvent se trouver dans le lait, lorsqu’il est issu d’un animal
malade. Il peut s’agir d’agents de mammites, c'est-a-dire d’infections du pis : Streptococcus
pyogenes, Corynebactérium pyogenes, staphylocoques, etc. Il peut s’agir aussi des germes
d’infection générale qui peuvent passer dans le lait en 1’absence d’anomalies du pis
Salmonella ; Brucella, agent de la fiévre de Malte, et exceptionnellement Listeria
monocytogenes, agent de la listériose ; Mycobacterium bovis et tuberculosis, agents de la
tuberculose ; Bacillus anthracis, agent du charbon ; Coxiella burnetii, agent de la fiévre Q, et
quelques virus.(Vignola, 2002).

4.1.3. Flore mésophile aérobie totale :

La flore mésophile aérobie totale est constituée d’un ensemble de microorganismes
variés correspondant aux germes banaux de contamination. Son dénombrement refléte la
qualité microbiologique générale du lait cru et permet de suivre son évolution au cours de sa
transformation. Ainsi le nombre de germes totaux pourra donner une indication de 1’état de

fraicheur ou de décomposition (altération) du lait (Guiraud et Rosec, 2004).

Des valeurs élevées n’indiquent pas nécessairement la présence de pathogenes, aussi des
valeurs basses peuvent accompagner la présence de pathogenes a des niveaux dangereux
(Sutra et al., 1998).

Cependant, la seule mesure des germes totaux ne suffit pas a bien évaluer les risques
liés a ces groupes microbiens qu’il convient, alors, de dénombrer pour améliorer le diagnostic

(Institut d’¢élevage, 2009).
4.1.4. Les bactéries de contamination fécale :

Certaines bactéries ou groupes bactériens mis en évidence peuvent étre considérés
comme témoins de contamination d’origine fécale et indiquent la présence possible de germe

pathogene (Sutra et al., 1998). Parmi eux, nous avons :

-
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4.1.4.1. Les coliformes :

Les coliformes sont des entérobactéries (bacilles Gram-, sporulés, glucose+, oxydase-,
nitrate réductase+, aérobies anaérobies facultatifs) qui fermentent le lactose avec production
de gaz. Il s’agit d’un groupe disparate non défini sur le plan taxonomique qui comprend les
genres Escherichia (avec espéces coli, intermedium, freundii), Citrobacter, Entérobactérie et
Klebsiella (Cuq, 2007). Leur développement est freiné par 1’abaissement du pH et leur
croissance stoppée lorsque le pH est inférieur a 4,5. lls sont peu résistants a la chaleur
(Leminor et Richard, 1993).

Les coliformes se répartissent en deux groupes distincts :

- Les totaux dont I’origine est ’environnement général des vaches, ils sont détectés dés

30°C.

- Les fécaux dont I’origine essentielle est le tube digestif, qui sont plus thermo -tolérants

(détectes a 44°C). Escherichia coli fait partie de ce dernier groupe.(Jakob et Winkler, 2009).
4.1.4.2. Streptocoques fécaux :

Les streptocoques fécaux (Entérocoques ou streptocoques du groupe D) sont des
commensaux de I’intestin. Entérocoques fécales et E. faecium sont les deux especes le plus
souvent identifiées chez I’humain (Clausenet et al., 1977 ; Gleeson et Gray, 1997). Elles sont
présentes dans les intestins d’environ 75% des humains, a des concentrations variant de 10° a

108 bactéries/g(Gleeson et Gray, 1997 ; Hancock et Gilmore, 2000).
4.1.4.3. Staphylocoques :

Le genre Staphylococcus appartient a la famille des Staphylococcieau. Ce sont des
coques & Gram positif de 0,5 a 2,5um de diametre, non sporulés et immobiles, seules les
souches productrices d’entéro-toxine sont impliquées dans une intoxication alimentaire
(Leyral et Vierling, 2007).

Staphylocogues est un germe mésophile dont la température optimale de croissance est
compris entre 30 et 37°C, il est capable de se multiplier a des valeurs de pH comprises entre

4,2et 9,3 avec un pH optimal de croissance de 7,0 a 7,5. Comme beaucoup d’espéces de

-
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staphylocoques, S.aureus est un germe halotolérant, qui peut se multiplier en présence de

concentrations élevées de chlorure de sodium (en général jusqu’a 10%) (Cuq, 2007).
5. Les critéres de la qualité du lait cru de vache :

D’aprés Sablonniére (2001), la qualité alimentaire est nécessaire a la protection sanitaire
des consommateurs. Le lait doit répondre aux besoins de I’individu sans porter atteinte a sa
santé. C'est-a-dire dépourvu de germes pathogénes ou de substances toxiques susceptibles

d’engendrer des maladies.

Les articles 9 et 10 du décret n°69 du 27/10/1993 du Journal Officiel de la République

Algeérienne et Populaire donnent les critéres suivants :
- Le lait doit étre conserve immédiatement apreés la traite a une température < 6°C.

- Le lait doit étre mis a disposition des entreprises laitieres dans les conditions

suivantes :

* Les délais entre la traite et la délivrance du lait aux entreprises laitieres, est fixe a

48 heures au maximum.
* Le délai entre la traite et le premier traitement thermique est fixe a 72h

D’apres le journal Officiel de la République Algérienne n°35 du 27/05/1998. La charge des

principaux germes pathogeénes ne doit pas dépasser les seilles mentionnées dans le tableau 4

Tableau 4.Les seilles des principaux germes pathogénesdu lait cru mis en vente (Annexe n°1)

Les germes Le taux toléré
Germes aérobies a 30°C 10° germes/ml
Coliformes fécaux 10° germes/ml
Clostridium sulfito- réducteurs a 46 °C 50 germes/ml
Streptocoques fécaux Absence /0,1ml
Staphylococcus aureus Absence
Résidus d’antibiotiques Absence

.
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6.1. But du travail:

Le but de ce travail est d’étudier les différentes méthodes microbiologiques utilisées par des

chercheurs dans différents régions et pays pour analyser la qualité bactériologique de lait cru de la

vache. Plus précisément, la recherche de les bactéries qui contaminent le lait cru. Et donc, sur la base

d'études ultérieures, nous comparerons les méthodes de comptage et déterminerons les taux de

contamination de certains microorganismes tels que : FTAM ,Staphylococcus aureus , Salmonella et

Listeria monocytogenes , Coliformes totaux et fécaux , Clostridium sulfito-réducteur , Escherchia coli

6.2. Matériel et méthodes :

6.2.1. Matériel :

Il s'agit du matériel biologique (Lait cru de vache ) et matériel de manipulation

6.2.1.1. Instruments et réactifs utilisés :

-Etuve (incubateur)

-Bain marie

-Une glaciere pour le transport des prélevements.

-Réfrigérateur

-Anses de platine.

-Bec benzéne.

-Pipettes pasteurs.

-Boites de pétri stériles.

-Flacons stériles pour les prélevements

-Verreries (béchers, fioles, pipettes)

6.2.1.2. Réactifs et milieux :
-Eau distillée.
-Gélose PCA (MA)
-Gélose TSC

-Gélose de Baird Parker (BP)

-
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-Milieu de Bile Esculine Azide (BEA)

-Milieu de ROTHE

-Bouillon Lactosé Bilie au Vert Brillant (BLBVB)
-Gélose de Desoxychalate

-Gélose d’Oxytétracycline (OGA)

6.3. Echantillonnage :

-Nettoyage soigné des trayons a la main s’ils sont trés sales

-Elimination des premiers jets, le plus souvent dans un bol a fond noir, la détection des

mammites clinies est donc bonne

-Pré-trempage des trayons dans un produit détergent, moussant et désinfectant attendre 30

secondes.

-Essuyage des trayons a I’aide de papier a usage unique
-Pose des manchons trayeurs

-Décrochage automatique

-Trempage des trayons dans un produit iodé et couvrant en hiver, pulvérisation de

chlorhexidine en été.
-Enlevez le bouchon du tube en le tenant avec ’auriculaire.
-Le bouchon doit étre tenu pour que I’intérieur soit tourné vers le sol.

-Sans toucher au trayon avec le tube, prélevez du lait dans le tube incliné presque

horizontalement pour éviter une contamination par des particules de fumier ou de litiere.

-Pour un échantillon composite, prélevez une quantité égale de lait de chacun des quatre

trayons. Apres avoir rempli le tube (maximum au 3/4), remettez le bouchon en place.
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- Inscrivez sur le tube : la date, le no de la vache, le quartier échantillonné et la raison de
I’échantillonnage. Utilisez un marqueur indélébile. Déposez les tubes dans un support s’il y a

plusieurs échantillons.

- Refroidissez rapidement 1’échantillon en le déposant sur de la glace au fond d’une glacicre
ou au réfrigérateur. L’envoi au laboratoire doit étre fait rapidement. Sinon, congelez

I’échantillon immédiatement.( Mialot,1983).
6.4. Méthodes microbiologiques :

Les méthodes traditionnelles telles que l'isolement et la purification de souches
bactériennes provenant de divers points de collectes sont trés importantes dans la recherche

microbienne.

L'isolement de micro-organismes dans des cultures pures peut fournir des informations
sur les fonctions bactériennes, les voies métaboliques et les caractéristiques physiologiques
(Shuangfei et al., 2018).

6.4.1 Préparation de I’échantillonnage :

L’échantillonnage a été fait dans différentes villes et régions dans plusicurs pays par des
chercheurs. Les prélevements ont été effectués 45 min a 1 h aprés apres la traite, Tous les
prélevements ont été placés dans des glacieres contenants des accumulateurs de froid pour
garder les échantillons entre 2 °C et 8°C avant qu’ils ne soient acheminés aux laboratoires,
tous les échantillons ont été prélevés d’une maniére aseptique dans des flacons en verres
(environ 400 ml de lait) stériles en polyéthylene apres ils sont mis dans des glacieres ensuite

direction les laboratoires.
6.4.2. Préparation des dilutions décimales:

Différentes dilutions avec une solution de Tryptone Sel Eau (TSE) ont été utilisées

selon la nature de 1’échantillon ; elles variaient entre 10 et 107

-Pour I’obtention de la dilution de 1/10 nous avons mélangé 1 ml d’inoculum a 9 ml du

diluant (TSE)

-Pour I’obtention de La dilution de 1/100 nous avons mélangé 1 ml de la premiere dilution a 9

ml d’eau physiologique (diluant).
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-Pour I’obtention de La dilution de 1/1000 nous avons mélangé 1 ml de la deuxieme

dilution @ 9 ml du diluant et ainsi de suite.

Nous avons adopté la méme méthode pour tous les échantillons.

On obtient ainsi une dilution mére de 10 a partir de laquelle on réalise des

dilutions décimales jusqu’a 10-°.
6.5. Modes de dénombrement de la Flore mésophile aérobie totale :

Le dénombrement de la flore mésophile aérobie totale (FMAT) se fait sur le milieu de
culture gélose glucosée a I’extrait de levure plate count agar (Annex n°2) (Sissao et al., 2015)

apres incubation a 30 °C pendant 72 h.

Les ensemencements sont réalisés par pipette pasteur en placant 1ml des dilutions : 10-
3 ,10-2, 10-1 et 10 successivement dans les boites de pétri qui contient le milieu gélosée
liquide, puis on mélange soigneusement les boites de pétrie quelques minutes, ensuite on met
les boites de pétri semi-ouvertes dans la zone stérile de bec de benzene pendant 15 mn pour
solidifier le milieu. Enfin on place les boites de pétri dans 1’étuve a 37°C pendant 72h (Afnor
2004)

6.6. Recherche des Staphylococcus aureus :

La sélection des Staphylococcus-aureus se fait dans un milieu de Chapman ou gélose
Baird Parker additionnée de jaune d’ceuf et de tellurite de potassium qui permet une
orientation pour I’identification de ’espéce Staphylococcus aureus (Labioui et al., 2009). Le
milieu de culture est coulé dans les boites de pétri, puis en préléeve 0.1 ml des delutions 10-
3,10-%, 10-1 et 10 successivement, on les introduit dans les boites de pétri, I’ensemencement se

fait par pipette de Pasteur. L’incubation est réalisée a I’étuve 37°C pendant 48 h.

Les colonies de staphylocoques positifs sont entourées d’une zone jaune brillante tandis
que les colonies de staphylocoques non pathogénes présentent un halo rouge pourpre. A partir

de chaque boite, 5 souches ont été sélectionnées en vue d’une identification biochimique

]
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basée sur la recherche de la catalase et de la coagulase libre (Hakem et al., 2012; Lingathurai
et Vellathurai, 2013)

6.7. Recherche des Salmonella, Listeria monocytogenes:

La recherche des entérobactéries pathogeénes, a été effectué dans le milieu de Hektoen, a
I’aide d’un étaleur ou pipette pasteur en verre flambé et stérile, on pipette 0.1ml des dilutions
10-3 et 10-2, 10-1 et 10 successivement sur toute la surface de boite de pétri contenant le

milieu de culture.

Les salmonelles sont recherchées en trois étapes, un pré-enrichissement dans 1’eau
peptonée tamponnée (EPT) 24 heures a 37°C, suivi d’un enrichissement sur Bouillon Sélinité
cysteine (SFB) 24 heures a 37°C, puis le dénombrement et 1’isolement ont été réalisés sur le
milieu Hecktoen aprés incubation 24 heures a 37°C (Afif et al., 2008; Labioui et al., 2009).

6.8. Recherche des Les coliformes :

Le dénombrement des coliformes a été effectué par un ensemencement en profondeur
sur gélose Désoxycholate a 1 %o (IPA ®). La séparation entre coliformes totaux (CT) et
coliformes fecaux (CF) a été réalisée apres incubation pendant 24 heures a une température de
37°C pour le dénombrement des coliformes totaux et 44 °C pour les coliformes fécaux (Afif et
al., 2008; Labioui et al., 2009) .

-Les coliformes thermotolérants (CT) ont été dénombrés sur gélose biliée lactosée au
rouge neutre et cristal violet (VRBL) (Annex n°2), incubée 24 h a 44 °C. Toutes les colonies
rouges (lactose +) d’un diamétre de 0,5 mm minimum apparues sont considérées comme étant

des coliformes thermotolérants (Afnor,1996).
6.9. Recherche d’Escherichia coli :

La recherche d’E. coli a été realisée par repiquage de 5 colonies caractéristiques prises
au hasard partir de chaque boite retenue de CF. La production d’indole a été recherchée pour

I’identification biochimique d’E. coli

6.10. Recherche des streptocoques fécaux :
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Les streptocoques fécaux (SF) ont été dénombrés sur le milieu de Rothe (Kouame-Sina
et al., 2010; Labioui et al., 2009). Un millilitre de chaque échantillon & analyser a été ajouté a
9 ml de bouillon TSE. On obtient ainsi une dilution mére de 10-! a partir de laquelle des
dilutions décimales ont été réalisées. Ensuite, un millilitre de chaque dilution a été placé dans
trois tubes du milieu présomptif de Rothe. Aprés incubation pendant 48 h a 37 °C.

les contenus des tubes positifs, c’est-a-dire présentant un trouble, ont été ensuite
ensemences sur gélose a la bile, a I’esculine et a ’azide de sodium (BEA) utilisée pour la

confirmation et soumise a une incubation a 37 °C pendant 24 et 48 h
6.11. Dénombrement des Clostridium sulfito-réducteurs:

Recherche des spores des anaérobies sulfito-réducteurs : A partir de chaque dilution de
lait, 5 ml sont prélevés aseptiquement dans un tube stérile. La sélection des formes sporulées
est realisée par chauffage de 10 mn a 80°C pour détruire les formes véegétatives (Guiraud et
Rose, 2004), 0,5 ml d'une solution a 5 % de sulfite de sodium et 2 & 3 gouttes de solution de
citrate de fer a 5 % sont ajoutées. Apres agitation, les tubes sont refroidis a température
ambiante et 7 ml de gélose viande foie (VF) est ajoutée pour assurer l'anaérobiose.
L'incubation est réalisée a 37°C pendant 24 a 48 heures. Les grosses colonies noires,
produisant des sulfures a partir des sulfites qui ont précipité avec les ions de fer, sont

considérées clostridies sulfito-réducteurs ( Joffin ,1999)
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7. Résultats :

7.1. Résultats de dénombrement des différents germes du lait cru dans les

différentes régions d’ Algérie:

Tableau 5. Résultats d’analyses microbiennes dans déférents régions d’ Algérie

actérie | o @ % " = = "
= o = £
s £% = Sx 2 x S 12 |3 S
SIS S 9 ) x5 oo > 2 g x
€5 S @ o Q8 S |8 Ev | 83
- — 5 = = O
28 | £3 =0 L & £ 83 |g®
Zone S & = ) Q S 7 =R =
o e Z O © it 82 | °
d’étude 58
Jijel  ]6.97.10° |[0.1.10° |absent |2.4.10* absent absent | 0.2.10% | 1.4.10*
UFC/ml UFC/ml UFC/ml UFC/m | UFC/m
| |
Blida |7.4.10° 2.2.10° absent 6.2.10* absent absent | 0.35.10 | 4.8.10*
UFC/mI UFC/mI UFC/mI 2 UFC/m
UFC/m !
|
Régions | 1.26.10% | absent 1.07.107 | 1.99.10° | absent absent | absent | 8.13.10
de | UFC/ml urc/mi | YFE/mI 4
Gharb UFC/m
|
Alger- | 3,7+0,4.10 | 8,7£0,9.1 | 2,7+0,9. | 2,6+0,3.10 | 2,6+0,9.1 | absent | 8.13.10 | absent
centre | ® 02 102 6§ UFC/.ml | 02 4
UFC/.ml UFC/.ml | UFC/.ml UFC/mI- UFC/m
|
>10° présence | >103 >103 absent absent | absent | >>10°
Tiaret | UFC/ml UFC/ml | UFC/mI UFC/m
|
Tissemsi | 4.10° absent >>103 <10° absent absent | absent
It UFC/ml UFC/ml | UFC/ml absent
/01 ml
Ouest | 10* 6.10° absent 108 absent absent | 50 0.64.
. 107
algerie UEC/m UFC/ml UFC/ml UEC/
ml
Ghardaia | <10° absent absent 108 absent absent | 50
absent
UFC/ml UFC/ml absent
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Djelfa | >10° absent >10% >10* Faible Faible | 50 absent/
UFC/ml UFC/ml | UFC/ml présence | présen 01 ml
ce
Mitidja | 1,4.10* 5.7.10° |3,5.10% |52 3/11 faible | 1/7 >10*
(Algeria | ufc/ml cas+
) UFC/ml UEC/mI §germs/m| cas+ IUFC/m

Résultats d’analyses microbiennes dans déférents régions en Algérie:

Tous les résultats obtenus sont présentés dans le tableau 5. L'analyse de ces résultats a

montré qu'il existe des différences significatives entre toutes les regions tudis.

Selon le tableau 5, tous les échantillons analysés de différentes régions d’études étaient

infectés par FMAT et les coliformes fécaux.

Pour Staphylocoques aureus, la plupart des échantillons étaient infectés, 54% des

régions d'étude.

En comparant les résultats, on constate que tous les échantillons qui ont éte prélevés
dans les zones d'étude était des résultats négatifs pour les germes d’E-colli et salmonella et
Clostridium sulfito-réducteurs (36.36% les échantillons dans la region d'étude sont

contaming) a I’exception de deux régions qui content une faible présence d’Escherichia colli

Pour les streptocoques fecaux Les chercheurs ont trouver que le pourcentage

d'échantillons infectés dans la régions d'étude était d'environ 46%

En revanche, toutes les échantillons analysées sont infecté par les coliformes fécaux et

totaux.

7.2. Résultats de dénombrement des différents germes du lait cru dans les

différentes régions hors d’Algérie:

.
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Tableau 6. Résultats d’analyses microbiennes dans déférents régions hors d’Algérie

actéries | " n
=2 @ L S 3 - c 8
28 s =x :x 2 g g9,
(2] o= _ =| o
£l EE L %0 3| S £ 25| 2.8
détude, | £[° o ® 39 2 2 S 3@l =
S| 3 O Q - 2 O b=
LL © 2] O @) = 175)
Burkina | log(6 + Log (5,57 Absent Log(5,35 | absent
Faso | 0002) | £003) +0,01)
UFC/ml | UFC/ml UFC/ml
Trinidad 5.10° 3,9.10°
(India) UFC/ml UFC/m
Bénin | 1,08.10® |3,97.10' |6,17. 9,24.10% | 0,40.10* | absent | 0,38. 10" | absent
UFC/ml 102 UFC/ml
UFC/ml UEC/mI UFC/ml UFC/ml
Tadla |10,4.10° |9.10* 3,6 . 2,1.10° | absent absent | Faible absent
(Maroc) | UFC/ml UFC/ml. 10* UFC/ml présence
UFC/ml
Dire 6,87 Log 1,24
Dawa UFC/ml Log
(Ethiopia) UFC/ml
Mnasra | 6,38.10° | absent 2.10* 5,2.103 absent | absent 04,10
(Marog) | UFC/mI UFC/ml | UFC/ml UFIC/
ml.
Abidjan 7,05.108 3,2.10° 1,5.108 absent 3.1.108
(Cote UFC/ml [ UFC/m| UFC/ml UFC/m
d’Ivoire) !
Madurai 6,2.10° 6,85. 8,67. 3,4.103 Plus
(India) UFC/ml | 103UFC/ | 10* UFC/ml faible
UFC/ml
ml
Ogbomos 2,6.10° 1,1.10
0 UFC/ml SUFC/
(Nigeria) ml
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Résultats des analyses microbiennes international:
Les résultats obtenus de toutes ces études étaient différentes en fonction des pays

Selon le tableau 6, presque tous les échantillons analysés de différentes régions d’études

étaient contamine par FMAT et les coliformes fécaux.

Pour Staphylocoques aureus, la plupart des échantillons étaient infectés 40 % des
régions d'étude.

Pour Escherichia coli est 20% des echantillon inféctée mais sont c’est une faible

signification.

A noter que tous les régions d'étude on des résultats négatifs pour les germes des

salmonella.ll était absent sauf une région qui presente dans un faible pourcentage

Le germe Clostridium sulfito-réducteur generalement est absents dans tout les pays a

I’exception de deux régions qui en présent mais avec faibles signification

Pour les streptocoques fécaux on a faible valeur par rapport les autres germes sauf en

deux payes.

-
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8. Discussion:

Les résultats des recherches menées dans notre travail montrent que la qualité du lait cru
varie d'un pays a l'autre et d’'une region a une autre . Cette différence significative est

généralement causée par les pratiques d'hygiene adoptées par chaque coopérative
8.1. Discussion de résultats de laFlore mésophile aérobie totale:

L’énumération de cette flore pour les motifs collectés a montré qu'il existe une
contamination significative du lait cru dans tous les régions qui ont été¢ des cibles d’études.
Cette forte contamination est sans aucun doute associée au manque d'hygiéne pendant la traite
ou au matériau utilisé pour la traite. En outre, la charge microbienne pour la région de
Ghardaia (Debouz et al., 2014) et 1’ouest d’Algérie (Aggad et al.,2010) est comparable a
celle de journal Officiel de la République Algérienne n° 35 du 27/05/1998.

Tous les résultats de dénombrements des FMAT dans le lait des régions d’études hors
d’Algérie sont admissibles a une mauvaise qualité lorsque aux normes Frangaises ou
Américaines d’évaluation de la qualité du lait cru. Les charges maximales tolérées par les
deux réglementations sont respectivement de 5 x 10° UCF/ml et 3 x 10° UCF/ml ( Afif et
al.,2008)

En fait, toute la flore aérobie mésophile dépasse les criteres microbiologiques du lait
dans tous les modeles analysés. Cette forte contamination est sans aucun doute associée a

I'écart hygiénique pendant la traite ou le transport ( Farougou et al., 2011).

Toute la flore mésophile la plus recherchée dans les analyses microbiologiques pour La
qualité hygiénique du lait cru. La présence de ces bactéries est due soit a une contamination
pendant le conditionnement, soit a une mauvaise pasteurisation. ( Afif et al.,2008; Sisao et al.,
2015)

8.2. Discussion de résultats de staphylocoque aureus:

Les résultats obtenus indiquent la présence de spathylocoques aureus dans la plupart des
échantillons analysés des régions étudies. Cependant, la non présence de Staphylococcus

aureus n'a été trouvée que dans quatre régions d’études ( Tir et al., 2015; Titouche et al.,
2016; Ghazi et Niar ,2011)

-
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De méme, plusieurs auteurs en Algérie ont rapporté la présence de Staphylococcus
aureus dans le lait cru, mais l'incidence est trés variable (Tir et al., 2015; Titouche et al.,
2016 ; Ghazi et Niar, 2011).

Les résultats de (Lingathurai et Vellathurai, 2013) dans la ville de Madurai ont montré
qu'environ de 61 % des échantillons de lait analysés étaient positifs a S.aureus avec une
fréquence de détection allant de 53% en région de I'Est a 67% dans les régions de l'ouest et du

nord quia montré un nombre de S. aureus significativement plus élevé

Selon les résultats de I'analyse de Kouamé-Sina et al., (2010) et Farougou et al., (2011)
au Cote d'lvoire et en Maroc respectivement, Staphylococcus aureus était présent dans les
échantillons de lait analysé, mais dans une proportion conforme aux critéres
microbiologiques. Staphylococcus aureus est reconnu comme 1’agent causal des mammites
cliniques et subcliniques en élevage (bovin), tandis que S. aureus était apporté

secondairement dans le lait par I’eau de traite et les mains des trayeurs .

Le nombre de bactéries considerées comme pathogenes peut étre di a une mauvaise

qualité de manipulation.

Bien que la présence deStaphylococcus aureus dans les échantillonsétudie soit
imprudente en raison de la réduction du nombre d'échantillons, des mesures adéquates doivent
étre prises pour lutter contre cette contamination en raison de la présence de Staphylococcus

aureus dans les aliments.
8.3. Discussion de résultats des coliformes :
8.3.1. coliformes totaux :

Comme la flore totale, ces bactéries sont des indicateurs de qualité d'hygiéne et de non-
respect des bonnes pratiques d'hygiene et de fabrication. Jusqu'a présent, la Iégislation
algérienne ne considere pas la CT comme une norme d'évaluation de la qualité microbienne.
La contamination du lait par des bactéries coliformes dans les régions d ‘études dont leurs
résultats est positif (Aggad et al.,2010; Baazize-ami et al.2019; Tir et al. ,2015 ; Titouche et
al., 2016 ) est une source de préoccupation, car les bactéries coliformes en cas de prolifération
d'un grand nombre ou pendant une période spécifique d'acceptation par le consommateur
entraineront des risques pour la santé, mais leur existence aussi explique d'autres conditions

similaires existent comme les bactéries.
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Selon (Afif et al., 2008; Farougou et al., 2011), la présence de coliformes n'indique pas
necessairement que le lait est directement contaminé par des matiéres fécales, mais elle est

considérée comme le résultat de mauvaises pratiques d'hygiene .

A la ferme, la bouse de vache est le principal réservoir de la flore coliforme (Kouamé-
Sina et al., 2010).

8.3.2. coliformes fécaux:

La recherche des coliformes fécaux indiquant une contamination fécale peut déterminer
I'état sanitaire du produit. Méme a faible teneur, ils peuvent prouver que les conditions
sanitaires se dégradent lors de la traite ou du transport (Labioui et al., 2009). Leur présence
est genéralement liee a des entérobactéries pathogeénes, telles que Salmonella, Shigella,

Yersinia et certains biotypes d'E. coli.

8.4. Discussion de résultats des streptocoques fécaux:

La présence de streptocoques fécaux dans le lait cru indique une source de pollution
environnementale. Leur abondance dans le lait cru reflete le non-respect des regles d’hygiéne
requises pour la traite lors de la récolte du lait et une possible contamination lors du stockage

du lait. ( Hamiroune et al., 2016 ; Kouameé-Sina et al., 2010; Farougou et al.,2011)
8.5. Discussion de résultats des Clostridium sulfito-réducteur:

Clostridium sulfito-réducteur est présent dans l'alimentation animale (aliments en
contact avec le sol) et contamine le lait directement ou par les selles. Ce sont des bactéries
pathogenes, et leur présence témoigne d'une pollution fécale ou du sol, quelle soit récente ou

ancienne.

Selon Afif et al. (2008), I’analyse microbiologique de clostridium n’a pas montré de

contamination.

En général I’isolement des clostridiums est difficile a mettre en évidence. Le faible taux

de la flore indicatrice de contamination fécale trouvé est en faveur de ce résultat.

-
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8.6. Discussion de résultats des Salmonella:

Les salmonelles sont absentes dans tous les échantillons de lait analysé. Ce résultat est
en accord avec ceux d'Afif et al. (2008), Farougou et al. (2011), Hakem et al., (2012), Labioui
et al. (2009), Lingathurai et Vellathurai (2013), Oladipo et al. (2016) et Sisay et al. (2015). lls
indiquent que Salmonella spp. N’est pas une menace pour les consommateurs de lait des
localités prospectées. Donc I’absence de salmonelles indique une bonne santé des vaches des

deux étables et une bonne hygiéne de la traite.

8.7. Discussion de résultats de E.coli:

La contamination a été étudiée sur des echantillons de lait de mauvaise qualité
bactériologique, En dehors de la source fécale, des mains des trayeurs et des ustensiles, la
contamination du lait peut étre due a I’excrétion mammaire en cas d’infection a E. coli.

(Adesiyun et al., 1995; Kouamé-Sina et al., 2010)

Selon (Farougou et al., 2011) , La présence de Escherichia coli est un indicateur de
contamination fécale, aussi révele le risque de présence d’une autre entérobactérie pathogene
dans I’échantillon. Cependant, les bovins laitiers semblent étre un réservoir majeur pour ce

pathogene, méme si avec un prévalence tres faible (Lingathurai et Vellathurai, 2013)

Sisao et al. (2015) prouvent que la présence de Escherichia coli dans le lait pasteurisé
de la laiteric prouve que les régles d’hygiéne n’étaient pas totalement maitrisées et cela

pourrait étre dd a de mauvaises conditions de conditionnement du lait.

g
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Le lait présente sans aucun doute un intérét particulier pour I'nhnomme car il répond
pleinement aux besoins humains, car il contient une teneur élevée en nutriments essentiels
(protéines, lipides, lactose, vitamines et sels minéraux) importants pour les jeunes et les

adultes.

La richesse de ce lait cru en le fait un terrain fertile pour I’environnement des bactéries.
En effet, la contamination microbienne peut rendre le lait produit extrémement périssable,
impropre & la consommation humaine apres détérioration sensorielle, ou constituer une

menace pour la santé publique.

Le contr6le de la qualité hygiénique du lait reste essentiel pour protéger la santé des

consommateurs.

En comparant la qualité du lait dans différentes zones d'étude, nous avons constaté que

le lait dans les régions ne répondait pas aux normes.

Le principal probléeme reste toujours I'hygiéne, ainsi que le temps et la méthode de

stockage du lait.

Concernant les coliformes totaux et les coliformes fécaux, tous les résultats d’analyses
qui ont été apportées contiennent un grand nombre de micro-organismes, mais le nombre de

micro-organismes varie d'une région a l'autre,

La contamination microbienne, qu'il s'agisse d'excréments ou d'agents pathogénes, n'est
que la conséquence logique d'une mauvaise surveillance par les vétérinaires, d'un manque de
mesures sanitaires, d'un manque de respect et d'une méconnaissance des conditions d'élevage,
notamment des conditions liées a la propreté, la sécurité des animaux et de leur

environnement.

Bien entendu, il existe également des conditions sdres pour le stockage et le transport du
lait, afin que des produits a plus haute valeur nutritionnelle puissent étre livrés aux

consommateurs.
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Par conséquent, les résultats actuels jettent les bases d'une étude épidémiologique
compléte, prenant en compte la qualité des micro-organismes pour toutes les maladies

zoonotiques (brucellose, tuberculose...) surtout a I'échelle nationale et internationale.

Cela permettra de mieux cerner la filiere en démontrant la contribution de I'hygiene
dans la production laitiére.

Enfin, pour sortir du tunnel, nous recommandons d'éviter la consommation de lait cru,
de former les éleveurs, les transporteurs de produits laitiers et méme les industriels, afin
d'ameliorer I'hygiéne du lait.
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ANNEXE I

CRITERES MICROBIOLOGIQUES RELATIFS A CERTAINES DENREES ALIMENTAIRES

CRITERES MICROBIOLOGIQUES DES LAITS ET DES PRODUITS LAITIERS

TABLEAU 1

PRODUITS n c m

1. Lait cru :

— germes aérobies a 30° C 1 — 105

— coliformes fécaux 1 s 103

— streptocoques fécaux 1 — abs/0,Iml
' — Staphylococcus aureus 1 = absence

— clostridium sulfito-réducteurs 2 46° C 1 = 50

— antibiotiques 1 - absence
2. Lait pasteurisé conditionné :

— germes aérobies a 30° C 1 —_ 3.10¢

— coliformes :

* sortie usine 1 —— 1

* alavente 1 — 10

— coliformes fécaux

* sortie usine 1 — absence

* ala vente 1 - absence

— Staphylococcus aureus 1 — 1

— phosphatase 1 — négatif
3. Lait stérilisé et lait stérilisé UHT

(nature et aromatisé) :

— germes aérobies a 30° C 5 2 < 10/0,1 ml

— test de stabilité 5 0 négatif

— test alcool 5 0 négatif

— test chaleur 5 0 négatif
4. Lait concentré non sucré :

— test de stabilité 5 0 négatif

— test alcool 5 0 negatif

—=test chaleur 5 0 négatif
5. Lait concentré sucré :

— germes aérobies a 30° C 5 2 104

— coliformes 5 0 absence

— Staphylococcus aureus 5 0 absence

— clostridium sulfito-réducteurs a 46° C 5 0 absence

— levures et moisissures 5 0 absence

— Salmonella 5 0 absence
6. Lait déshydraté conditionné (1) :

— germes aérobies a 30° C 5 2 5.10¢4

— coliformes 5 2 5

— Staphylococcus aureus 5 0 absence

— clostridium sulfito-réducteurs a 46° C 5 0 absence

— levures et moisissures 5 ) 50

— Sal.m-nn.ellu 5 0 abisencie

— antibiotiques 1 0 abicine




Annexes

Annexe n°2:

Figure 1. Colonies d'organismes coliformes dans VRBA (a gauche) et bactéries aérobies totales dans
des milieux PCA (a droite) sur un échantillon de lait cru cultivé de

Figure 2. Colonies d'organismes coliformes dans le VRBA (& gauche) et les bactéries totales dans le
milieu PCA (& droite) lorsqu'elles sont vues sous le compteur de colonies



1oadla
(Lo ne 5 Dlisalial) 5 dyiamall CNASI\} Ospall g i g pll) Aildall yualiall e daallyslial o) sie 5 JalSie elie culall ey
Al ) culad Ao o g g pSaall B sad) i ) Ll o Caags,

10 e Al Al all e s L5005 FMAT = it Jg0 oo Leilad 28 3l il capal ¢ Ll ol G
2 L Aaddiall il sall die A il o3a) Clostridium sulfite-réducteur <Salmonella Staphylococcus aureus
Ll e g el ol 5 gaiall duaall ol e

Lanall 53 sl ) 55 Lisese Ly yos E sk B Apma Gyl Jla 3 salall alad) sl cale S

Lnaa ¢ i salls ¢ ¢ Ay adil ¢ dn g g s Sae Ba s ¢ B ¢ cula rAalifal) cilalsl)

Résume

Le lait est considéré comme un aliment complet et équilibré du fait de sa richesse en plusieurs éléments

nutritifs (protéines, lipides, sels minéraux et vitamins...).
Notre étude a pour but de I’évaluation de la qualité microbiologique du lait, cru de vache.

Selon notre étude, les échantillons analysés de différentes payes étaient infectés par FMAT et les
coliformes fécaux. et I’absence des germes pathogénes (Staphylococcus aureus, Salmonella, Clostridium sulfito-
réducteur) , Ces résultats Méme a des niveaux faibles, ils témoigneraient de conditions hygiéniques dégradées

lors de la traite ou au cours de transport.

Mots-clés : Lait, qualité microbiologique, germes pathogéne, FMAT, CT, S.aureus ,

salmonella, hygiénénique
Abstract

Milk is considered to be a complete and balanced food because of its richness in several nutrients

(proteins, lipids, mineral salts and vitamins, etc.).
Our study aims to assess the microbiological quality of raw cow's milk.

According to our study, analyzed samples from different countries were infected with FMAT and fecal
coliforms. and the absence of pathogenic germs (Staphylococcus aureus, Salmonella, Clostridium sulfito-
reducing) ,These results Even at low levels, they would testify to degraded hygienic conditions during milking

or during transport.

Keywords: Milk, microbiological quality ,pathogenic germs, FMAT ,CT, S. aureus ,salmonella,
hygienic
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