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1. Analyses physico-chimique du lait infantile "Biomil 1er age":
1.1. Présentation de Biomil 1er age:

BIOMIL® 1 est une formule spécialement étudiée pour les enfants âgés de 0 a 6 mois et particulièrement bien tolérée par eux. Il sert de lait de départ quand l'enfant n'a pas accès à l'allaitement maternel.

L'ingrédient principal de cette formule est Lactosérum déminéralisé, lait de vache partiellement écrémé qui est modifié à la fois pour répondre aux besoins nutritionnels spécifiques des jeunes enfants et pour proposer un aliment facilement toléré similaire au lait maternel.
Les ingrédients de Biomil 1er age:
     Lactosérum déminéralisé, lait partiellement écrémé, huiles végétales, lactose, minéraux et vitamines le lait de vache 
BIOMIL® 1 fournit tous les éléments nécessaires pour combler les besoins en énergie, protéine, acide gras essentiels et minéraux pendant les 6 premier mois de la vie, ses contenus en fer et vitamines sont étudiés pour prévenir toute carence. 
Le produit est stérilisé et empaqueté selon des techniques qui lui confèrent une durée de vie de 36 mois sans altération de ses qualités organoleptiques et nutritionnelles.
C est un aliment infantile qu a pris une place dans le marché algérien a partir de l année 2005 fabriqué et conditionné en Belgique.    

Tableau1.1. Composition de Biomil 1er age selon l étiquetage:

	Composition moyenne
	Par 100 g de poudres

	Protéines
	12.5        g

	Lipides
	28        g

	Glucides
	 54       g                   

	Minéraux
	3          g        

	Calcium
	50     mg

	Chlore
	300   mg

	Vit A
	1800 UI

	Vit D
	300   UI

	Vit E
	5       UI


1.2. Échantillonnage:                                                                                        
Les échantillons ont été achetés au hasard à partir de différents points de vente. pour réaliser l'analyse physico-chimique, nous avons pris 3 échantillons provenant de 3 lots différents.

1.3. Mode opératoire des analyses physicochimique:

1.3.1. Détermination de L'humidité:
· Définition:

On entend par la "teneur en eau du lait sec" la perte de masse de ce produit lorsqu'il es soumis a la dessiccation suivant la mode opératoire décrit dans la présente méthode et exprimée en pourcentage en masse.

· Principe:

Dessiccation à (103+-2) °c, d'une quantité déterminé de produit, jusqu'a masse constante.

· Matériel:

* Etuve 

* Capsule cylindrique en verre

* Dessiccateur

* Balance analytique

· Mode opératoire:

1) placer la capsule dans l'étuve à la température (103+-2) °c au mois pendant 1h, en suit placer dans le dessiccateur pendant 30mn pour refroidir.
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2) Introduire environ 2g de L'échantillon dans la capsule et mettre dans l'étuve pendant 3h, en suit placer dans le dessiccateur pour refroidir  (pendant 30mn) et le peser.
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3) Placer à nouveau la capsule dans l'étuve pendant 1h, en suite placé dans le dessiccateur pendant 30mn pour refroidir et peser à nouveau.

4) Répète les opération précédentes a jusqu'a la stabilité de la masse.

· Expression des résultats:

                                    M1 -  M2 

  L'humidité (g) = ───────── x100

                                    M1 -  M0
M0: la masse en g de la capsule

M1: la masse en g de la capsule et de la prise d'essai avant la dessiccation

M2: la masse en g de la capsule et de la prise d'essai après la dessiccation

1.3.2. Détermination des cendres:

· Définition:

Cendre du lait sec: substances résultantes de l'incinération de la matière sèche du lait déterminées selon la présente méthode et exprimées en pourcentage en masse.

· Principe:

Incinération de la matière sèche à (525+-25) °c dans un lent courant d'aire et pesée de résidu obtenu.

· Matériels réactifs:

* Balance analytique

* Capsules en para laine a incinération

* Four électrique

* Dessiccateur 

* Ethanol, solution a 95%

· Mode opératoire:

1) Chauffer la capsule dans le four électrique réglé a (525+-25) °c durant 1h, placer la capsule dans le dessiccateur et laisser refroidir a la température de la salle.
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2) Nous prenons 5g de l'échantillon dans la capsule et placer dans le four électrique réglé a 525+-25°c avec 2ml d'éthanol et chauffer durant 2 à 3h jusqu'a disparitions complète des particules charbonneuses dans la capsules, en suite placer dans le dessiccateur pendant 30mn pour refroidir et peser les résidus.
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3) Répète les opération précédentes a jusqu'a la stabilité de la masse.

· Expression des résultats:

                                     M2 -  M0 

 Les cendre (g) = ───────── x100

                                     M1 -  M0
M0: La masse en g de la capsule vide préparé

M1: La masse en gde la capsule et de la prise d'essai avant la dessiccation

M2: La masse en g de la capsule et de la prise d'essai après la dessiccation

NB: La différence entre deux résultats du même échantillon ne doit pas passer 0.01g de cendre pour 100g de lait.
1.3.3. Détermination de la matière sèche:
· Définition:

On entend par la "teneur en eau du lait sec" la perte de masse de ce produit lorsqu'il es soumis a la dessiccation suivant la mode opératoire décrit dans la présente méthode et exprimée en pourcentage en masse.

· Principe:

Dessiccation à (103+-2) °c, d'une quantité déterminé de produit, jusqu'a masse constante.

· Matériel:

* Etuve 

* Capsule cylindrique en verre

* dessiccateur

* Balance analytique

· Mode opératoire:

1) Préparation de l'échantillon pour essai: 10g de poudre du lait dans 100ml d'eau déstillé.




 

2) placer la capsule dans l'étuve à la température (103+-2) °c au mois pendant 1h, en suit placer dans le dessiccateur pendant 30mn pour refroidir.


3) introduire 5ml de l'échantillon dans la capsule en suite évaporé au bain marie





4) mettre la capsule dans l'étuve pendant 3h, en suit placer dans le dessiccateur pour refroidir (pendant 30mn) et le peser.





· Expression des résultats:

                                           M1 -  M2 

La matière sèche (g) = ───────── x100

                                           M1 -  M0
M0: la masse en g de la capsule

M1: la masse en g de la capsule et de la prise d'essai avant la dessiccation

M2: la masse en g de la capsule et de la prise d'essai après la dessiccation

1.3.4. Détermination de l'acidité:

· Définition:

On ente par l'acidité titrage du lait, l'acidité déterminée dans les conditions décrite par la présente méthode. Elle est exprimée conventionnellement en grammes d'acide lactique par litre de lait.

· Principe:

Le lait présente une activité qui peut être déterminé et ceci s'effectue par le titrage de la soude (hydroxyde de sodium) en présence de la phénophtaléine.

· Matériel et réactifs:

* Burette graduée en acidimètre

* Erlenmeyer

* fiole de 100ml

* pipette a lait 10ml

* balance analytique

* solution de soude (0.1N)

* solution phénophtaléine

* plaque agitatrice

· Mode opératoire:

1) Préparation de l'échantillon pour essai: 10g de poudre du lait dans 100ml d'eau dessillé.


2) Dans le Erlenmeyer on introduit 10ml de lait, on ajout quelques gouttes de  phénophtaléine.



2) On titrer par la solution de soude le contenu du Erlenmeyer avec un agitation jusqu'un virage rose rouge et on lit la valeur sur la burette.



· Expression des résultats:

              V1*0.01*100        V1
L'acidité = ───────── = ── x10

                             V0                V0                 

 V1:est le volume en ml de la prise d'essai d'hydroxyde de sodium 0.111N nécessaire

  V2: est le volume en ml de la prise d'essai.

NB: La différence entre deux résultats du même échantillon ne doit pas dépasser 0.5g de l'acide lactique pour 100g de lait.

1.3.5. Détermination du PH:
· Définition:

Le terme PH sert a désigner le degré ou l'intensité d'acidité, La valeur du pH logarithme de l'inverse de la concentration en ions H+ dans une solution.

· Principe:

Il s'agit de potentiométrique avec un PH mètre.

· Mode opératoire:

1) Préparation de l'échantillon pour essai: 10g de poudre du lait dans 100ml d'eau dessillé.


2) régler la température de l'échantillon et les solutions tampon utilisée à la température ambiante (20 à25°c), et régler le compensateur thermique en fonction de la température observée.

3) l'étalonnage de PH mètre

4) Rincer et éponger les électrodes ; les immerger ensuite dans l'échantillon et relever le PH, en laissant l'appareil se stabiliser pendant une minute.



5) Rincer et sécher les électrodes et répéter l'opération avec une nouvelle portion d'échantillon.

NB: Déterminer deux valeurs de pH au moyen de l'échantillon bien mélangé. Les deux lecture doivent correspondre entre elles pour indiquer l'homogénéité de l'échantillon.

1.3.6. Détermination La teneur en chlorure:

· Principe:

Les chlorures du lait sont dorés par un titrage argentimetrique avec la méthode de CHARPENTIER-VOLHARD.

· Matériel et réactifs:

* fiole de 200ml

* centrifugation

* pipette de 50ml

* burette

* Erlenmeyer

* ferrocyanure de potassium

* acétate de zinc

* acide nitrique

* nitrate d'argent

* alem de fer ammoniacal

* thiocyanate de potassium 0.1N
· Mode opératoire:

1) Préparation de l'échantillon pour essai: 10g de poudre du lait dans 100ml d'eau dessillé.

2) Défication:

Introduit 20ml de lait a analyser dans une fiole de 200ml, on ajoute 2ml de ferrocyanure de potassium et 2ml d'acétate de zinc et on compléter au trait de jauge.

On laisser reposer 15mn, puis on effectue une centrifugation a 5000tr/mn pendant 5mn.






3) Dosage argentimétrique:

On prélève 100ml du surnagent, on ajoute 1ml d'acide nitrique, 5ml d'une solution de nitrate d'argent, 2ml d'alem de fer ammoniacal.

NB. On peut ajouter également 3ml de nitrobenzène afin de protéger le précipité de la dissolution.

L'excès de Ag+ (qui n'a pas réagi avec le cl) est titré par une solution de thiocyanate de potassium 0.1N.




· Expression des résultats:

* La teneure en chlorures en g par litre est donnée par la relation suivante: (5-V) x 0.355
* La teneure en chlorures de calcium e g par litre est donnée par la relation suivante:       
(5-V) x 0.585

NB: La précision ainsi obtenue est de +-0.05g de chlorures 

1.3.7. Dosage de  la matière grasse:
La méthode dite de gerber est une technique conventionnelle permettant d'évaluer la teneur en matière grasse des lit non homogénéises.

· Principe:

Attaque du lait par l'acide sulfurique et séparation, par centrifugation en présence d'alcool iso amylique, de la matière grasse libérée.

· Réactifs:

* acide sulfurique P20= 1,820+-0,005

* acide iso amylique P20= 0,811+-0.002

· Appareillage:

* Butyromètre du lait

* pipette a lait de 11ml

* pipette de 10ml

* pipette de 1ml

* Bain marie a 65 -70°c 

*Centrifugeuse électrique

· Mode opératoire:

1) Préparation de l'échantillon pour essai: 10g de poudre du lait dans 100ml d'eau dessillé.


1) Introduire successivement dans le butyromètre10mlacidesulfurique, 11ml de lait (sur les bords du butyromètre par mesure de sécurité), on ajoute 2ml de l'alcool iso amylique


2) Bien fermer le butyromètre et agiter pour but dissoudre dans l'acide.



3) lacer le butyromètre par paire vis- à vis les un des autres dans les gaines d'une toupie de la centrifugeuse pendant 5mn (1200 tour/mn)

Retirer les butyromètre et les placer 5mn au bain marie a 65 à70°c pour mentez la matière grasse





4) lire le volume (agir sur le bouchon de façon à faire coincer la partie inférieure de la colonne de MG avec un grand trait.
1.3.8. Dosage des protéines:

· Principe:

La matière organique est té truite par l'acide sulfurique au cours de cette meniralisation, elle est transformé en co2+H2o est l'azote organique se trouve sous forme de sulfate d'ammonium.

On utilise un catalyseur pour accélérer La réaction. L'ammoniac de sulfate d'ammonium est en suite placer par la soude.

(NH4)2SO4 + 2NaOH ---------> 2Nh4OH + Na2SO4

L'ammoniaque libérée est entraînée par la vapeur d'eau et recueillie dans la solution absorbante et dosée par un acide fort de titre connu.

· Réactifs:

* Sulfate de potassium K2SO4
* Acide sulfurique H2SO4  0,01N

* Peroxyde d'hydrogène H2O2 à 35%

* NaOH 35%

* L'eau distillé

* Acide Borique a 4% H3BO3
* Hcl 0.1N

* indicateur tachiro

· Matériel:

* Le tub digestion 

 2 a 3 régulations d'ébullition 

* Tube distillation

* Erlenmeyer

* Becher

* Burette

· Mode opératoire:

1) Préparation de l'échantillon pour essai: 10g de poudre du lait dans 100ml d'eau dessillé.



2) Minéralisation (digestion):

* prélever 5ml du lait et verser dans le tube digestion; ajouter 7g de K2SO4, 7ml de H2SO4(0.01N), 5ml de H2o2 à 35%, on ajoute 2 à3 billes de verre pour régulation l'ébullition.

* placer le tube digestion dans l'apariél

* chauffer 20mn à 420°c

* laisser refroidir les tubes de digestion jusqu'a 50 à60°c





3) La distillation:

* On verse le contenu du tube digestion dans le tube distillation puit ajouter 50lm de NaOH à 35% + 50ml de H2OH. 

* Dans Erlenmeyer de réception on ajoute 25ml de H3Bo3 (4%) puit en lancer la distillation pendent 4mn (en récupérer 125ml de distillation)







4) Dosage:

Ajoute l'indicateur dans la solution de Erlenmeyer de réception puit tirer par Hcl 0.1N jusqu'a changement de couleur  (en verte a gris au rose)

· Expression des résultats:

                              1.40 x N x (V1-V0)

  Azote total (%) = ───────────

                                         PE

Le poids d'azote trouvé, multiplié par 6.38 donne la quantité de matières protéines pour cent de produit.

N: normalité de l'acide chlorhydrique

V1: quantité d'acide chlorhydrique en ml utilisée au cours du dosage

V0: quantité d'acide chlorhydrique en ml utilisée au cours de l'essai blanc

PE: prise d'essai en ml

NB: L'écart maximum entre deux détermination ne devra pas dépasser 0.005 d'azote.

1.3.9. Dosage des sucres:

· principe:

La solution glucidique à doser est portée à l'ébullition avec un axées de liqueur cupro-alcaline. L'oxyde cuivreux prévenant de l réduction est séparé par filtration. Puit traité par la solution acide de sulfurique ferrique qui est réduit quantitativement avec formation de sulfate ferrique.

Cu2O + (So4) Fe2 + SO4H2 = 2SO4Cu + H2O + 2SO4Fe

Le sel ferreux formé est finalement dosé par une solution titrée de permanganate.

· Réactifs:

* solution cuprique 

* solution tartro alcaline

* solution ferrique

* solution de permanganate de potassium

* acétate de plomb (neutre)

* soude aqueuse

* acide chlorhydrique inversé

· Matériels:

* feitere en verre fritté

* fiole a vide

* bain marie

* Erlenmeyer

* bec benzer

* 2 a 3 régulations d'ébullition

· Mode opératoire:

1) Préparation de l'échantillon pour essai: 10g de poudre du lait dans 100ml d'eau dessillé.




2) défécation:

Dans une fiole de 200ml, placer 5ml l'échantillon, ajouter 5ml d'acétate de plomb est une pincée de sulfate de sodium. Agiter le contenu de la fiole avec 2/3d'éau, puit Compléter au trait de jauge. Laisser reposer 10mn et filtrer.








· Les sucres réducteurs:

* dans un Erlenmeyer de 300ml verser: 20ml de cuprique, 20ml de tartro alcaline, 20ml de filtrat.

* placer l' erlenmeyer dans un bec benzer, compter 3mn à partir du moment ou liquide entre en ébullition. Après 3mn d'ébullition exactement. Refroidir immédiatement sous un courant d'eau sans agiter.

L'oxyde de cuivre se déposer. Après complet refroidissement filtrer la liqueur sur le filtrer en verre fritté en activant la filtration par l'aspiration de la pompe à eau laver à 3 reprises l'oxyde de cuivre avec 20ml eau bouillée.









3) titrage: 
Titrage le filtras contenant la solution ferrique réduite, par la solution KMnO4 (permanganate e potassium).

Le virage est obtenu la couleur passe du vert franc au rouge (rose persistant)



4) Expression des résultats:

La quantité de sucre contenu dans la prise d"essai de liqueur sucrée à doser est donnée par le tableau ci point

                                                Lecture x 200 x 100

  Sucres réducteurs (g pour %) = ───────────── …….. (A) 
                                                           PE x 20 x 1000

· Les sucres totaux:

1) Hydrolyse:

Introduire 10ml de filtrat après déification dans une fiole ajouter 10ml d'acide chlorhydrique inversé. Porter au bain marie 30mn à 70°c. Après refroidissement, neutraliser l'acide par quelque goutte de NaOH aqueuse en présence d'un indicateur (phénophtaléine).

Compléter a 100ml avec l'eau distillée, Agiter et procéder de manière que pour les sucres réducteurs.







 


2) Expression des résultats:

                                                        Lecture x 200 x 100

  Sucres réducteurs (g pour %) = ────────────── x 100 …….. (B)
                                                         PE x 10 x 20 x 1000

D'après le volume de permanganate versé, déterminer au moyen de la méthode berthrand la quantité de sucres totaux dans la prise d'essai soit A si B en g, st la quantité de sucre réducteurs préexistant trouvé dans la même prise d'essai, la quantité de saccharose en g dans la prise d'essai est:         

(A-B) x 0.95

Sachant qu'un gramme de sucres interverti correspond a 0.95g de saccharose.
2. Analyses physico-chimiques du lait maternel:
Le lait maternel est l'unique aliment provenant de l'être humain, d'une composition particulière et le menu adapté aux nourrissons sains. Par curiosité nous nous sommes intéressé a l étude  de certains paramètres physico-chimique de ce lait et de voir en pratique l influence de certain conditions extra organisme sur sa qualité.
2.1. Échantillonnage:

Nous avons pris 2 échantillons à partir  de deux femmes allaitante en premier stade de lactation (2 ème mois de lactations).  Les femmes on été choisis volontairement ?, remarque d une grande différence Socio économique et nutritionnelle

Tableau n°1.2. Le menu d'alimentation des ces deux femmes durant la semaine du prélèvement du lait maternel
	
	1ère femme

Age: 34 ans 

Poids: 53 kg

Santé: normale

4 éme accouchement                                      
	2émé femme

Age: 29 ans

Poids: 67 kg
Santé: Problème rénale

1er accouchement               

	Samedi
	· Café au lait + fromage

· Poisson + riz +salade

· Soupe + salade
	· Café au lait+ beurre

· Lentille+ salade

· Pomme de terre

	Dimanche
	· Café au lait + beurre+ chocolat.

· Pomme de terre + choufleure.

· Viande rouge +salade
	· Café au lait +beurre

· Les pâtes

· Pomme de terre +salade.

	Lundi
	· Café au lait + beurre

· Lentille + salade

· Volaille+ olive
	· Café au lait +beurre

· Riz 
· Soupe

	Mardi
	· Café au lait + fromage

· Pois cassé + salade+ oeufs
· Volaille + pomme de terre
	· Café au lait + fromage

· Pomme de terre + salade

· Les pâtes

	Mercredi
	· Café au lait +beurre

· Poisson + pomme de terre.

· Riz + volaille
	· Café au lait + beurre

· Haricot + aubergine

· Soupe

	Jeudi
	· Café au lait +beurre

· Haricot+poisson

· Viande rouge+ pomme de terre.
	· Café au lait + beurre

· Lentille +salade.

· Pomme de terre +salade.

	vendredi
	· Café au lait+ fromage

· Volaille+ pâtes

· Soupes + salade
	· Café au lait + beurre

· Pomme de terre + salade.

· Soupe + salade


2.2. Mode opératoire des analyses physico-chimique du lait maternel:
     Les mêmes caractères physicochimiques étudier pour le lait artificiel est réalisé et de la même façon pour le lait maternel.
(La matière sèche, L'acidité,  PH, chlorure, MG, Protéine, sucres,) 


1. Analyses microbiologique du lait infantile "Biomil 1er age":

        Pour pouvoir évaluer la qualité microbiologique de ce lait nous avons pris 5 échantillons a partir de 5 lots différents.
Selon les critères microbiologiques, on doit rechercher dans le lait infantile (Biomil 1er age) les germes suivantes:
· Germes aérobies mésophiles totaux (G.A.M.T).

· Coliformes totaux et fécaux.

· Staphylococcus aureus

· Clostridium sulfito-reducteurs

· Salmonelles

· Levures et moisissures.

1.1. Matériels utilisés:

· Balance de précision.

· Bain marie.

· Bec benzène.

· Autoclave.

· Plaque chauffante agitatrice.

· Verreries.

· Etuves.

1.2. Milieux de culture:

· TSE (Tryptone Sel Eau).

· PCA

· VRBL

· PB.

· VF

· HEKTOEN

· OGA

Se sont des milieux de cultures déjà préparés (provenance institut pasteur Alger).

1.3. Réactifs:

· Alun de fer.

· Sulfite de sodium

· Vert brillant

· Tellurites de potassium.
1.4. Préparation des échantillons:

Chaque fois qu'il est nécessaire, il est procédé à une homogénéisation des produits.

La prise d'essai est effectuée sur l'échantillon homogénéisé en tenant compte de plusieurs facteurs à savoir:

· La nature du produit.

· Le nombre d'échantillons.

· Les opérations analytiques à conduire.

La première étape consiste à faire la pesée, la prise d'essai est effectuée à un endroit représentatif.

Au près d'une flamme on pèse 10g de lait infantile (Biomil 1er age) préalablement misent dans des flacons stériles après avoir etalonner la balance de précision.

1.5. Préparation de la suspension mère et des dilutions décimales:

Elle est réalisée en homogénéisant 10g d'échantillon pour essai en présence de 40 ml d'une solution de TSE, a fin d'obtenir une suspension mère diluée au 1/5.
Des dilutions décimales sont obtenues a partir de la suspension mère avec la solution TSE.

Introduire ensuite aseptiquement a l'aide d'une pipette en verre graduée et stérile 1 ml de la DM dans un tube a vis contenant au préalable 9 ml du même diluant; cette dilution est alors 1/10…….ainsi de suite jusqu'à la dilution 1/1000.

(Voir Figure n° 1.1)

 Ces dilutions serviront à la recherche des germes suivants : 

· Germes aérobies mésophiles totaux  

· Coliformes totaux et fécaux   

· Staphylococcus aureus 

· Levures et Moisissures.
10g d'échantillons + 40ml de TSE (SM)











Figure n° 1.1: préparation des dilutions

1.6. Mode opératoire:

1.6.1. Recherche et dénombrement des germes aérobies mésophiles totaux:



· Ils sont présents dans les aliments à la faveur  d'un couple temps / température favorable à leur croissance.
· Germes (= microbes = bactéries + levures + moisissures)  qui se développent en présence d'air (aérobie) à température moyenne (mésophile: 25 – 30°C).

Ces caractéristiques sont celles de la méthode d'analyses en   laboratoire. Elles correspondent à des conditions optimales de développement de ces germes, appelés aussi germes d'altération.
Pouvoir pathogène: Bien que, pour la plupart des espèces, ces bactéries ne soient pas dangereuses pour la santé, leur détection dans les aliments traduit une altération. Elle amoindrit la qualité intrinsèque de la denrée (goût, odeur, aspect).
· Technique:

A partir des dilutions décimales allant de 10-3  à  10-1 voire 1, porter aseptiquement 1 ml dans une boite de Pétri vide préparée à cet usage

Compléter ensuite avec environ 20 ml de gélose PCA fondue puis refroidie à 45±1°C 
Faire ensuite des mouvements circulaires et de va-et-vient en forme de « 8 » pour permettre à l’inoculum de se mélanger à la gélose utilisée.

Laisser solidifier sur paillasse, puis rajouter une deuxième couche d’environ 5 ml de la même gélose ou de gélose blanche. Ce double couche à un rôle protecteur contre les contaminations diverses. (Figure n°1.2)
· Incubation : 

Les boites seront incubées couvercle en bas à 30°C pendant 72 heures avec :

- première  lecture  à  24  heures,

- deuxième lecture  à  48  heures, et

- troisième  lecture  à  72  heures.
· Lecture : 

Les colonies des G A M T se présentent sous forme lenticulaire en masse.
· Dénombrement : 

Il s’agit de compter toutes les colonies ayant poussé sur les boites en tenant compte des facteurs suivants : 

- ne dénombrer que  les boites contenant entre 15 et 300 colonies, 

- multiplier toujours le nombre trouvé par l’inverse de sa dilution, 

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





· Ajouter environ 20 ml de gélose PCA

· Laisser solidifier sur paillasse 

· Ajouter une double couche (5 ml)

· Incuber à 30°C, 24 – 48 et 72 h 
· Dénombrer les colonies lenticulaires en masse.
Figure n° 1.2:Recherche et dénombrement des germes aérobies mésophiles.

1.6.2. Recherche et dénombrement des coliformes totaux et coliforme fécaux:

   

· Coliformes : Il s’agit de Bacilles Gram Négatifs (BGN),  aérobies ou anaérobies facultatifs, non sporulés,  ne possédant pas d’oxydase, capables de se multiplier  en présence de sels biliaires et capables de fermenter  le lactose avec production d’acide et de gaz  en 24 à 48 heures à une température comprise entre  36 et 37°C, selon l’ISO.

· Coliformes Thermo-tolérants : Il s’agit là de coliformes possédant les mêmes caractéristiques que les coliformes mais à 44°C ; ils remplacent dans la majorité des cas l’appellation de «Coliformes fécaux ».

· Escherichia coli: Il s’agit là de coliformes Thermo-tolérants qui produisent, en outre,  de l’indole à partir du tryptophane  à   44°C. 

· Pouvoir pathogène: Les coliformes étant des bactéries vivant dans les intestins d'animaux ou humains, leur présence dans l'aliment indique une pollution fécale. Ce sont donc des organismes indicateurs de la qualité de l'aliment. Ils ne provoquent pas d'intoxication sauf Escherichia coli
· Technique:

A partir des dilutions décimales allant de 10-3  à  10-1, porter aseptiquement 2 fois 1 ml dans deux  boites de Pétri vides préparées à cet usage et numérotées comme l’indique  la Figure n°13
Compléter ensuite chaque boite avec environ 20 ml de la gélose VRBL,fondue puis refroidie à 45±1°C. 
Faire ensuite des mouvements circulaires et de va-et-vient en forme de « 8 » pour permettre à l’inoculum de bien se mélanger à la gélose utilisée.

· Incubation :

 Une série de boites sera incubée à 37°C, pendant 24 à 48 h et servira à la recherche de Coliformes totaux,

L’autre série sera incubée à 44°C pendant 24 à 48 h et servira à la recherche de Coliformes fécaux.
· Dénombrement : 

Il s’agit de compter toutes les colonies ayant poussé sur les boites en tenant compte des facteurs de dilutions, de plus : 

- ne dénombrer que  les boites contenant entre 15 et 300 colonies,

- 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 de Coliformes totaux. 

Que se soit à 37 ou à 44°C, les premières lectures se feront au bout de 24 h et consistent à repérer les petites colonies rouges ayant poussé en masse mais fluorescentes, ce qui signifie que la lecture doit se faire dans une chambre noire et sous une lampe à UV. 

Les autres colonies non fluorescentes ne sont ni des coliformes totaux ni des coliformes fécaux.
 




· Ajouter auparavant environ 20 ml de gélose au VRBL  Laisser solidifier sur paillasse 

· Dénombrer les colonies fluorescentes ayant poussé en masse 
*CT….coliforme totaux

*CF….coliforme fécaux
Figure n ° 1.3:Recherche et dénombrement de coliformes totaux et fécaux

1.6.3. Recherche et dénombrement de Staphylococcus aureus:


Famille: Micrococcaceae

Genre: Staphylococcus.    

Espèce: aureus

Morphologie: gram positif, coque en amas (grappes de raisin), immobile.

Caractères biochimiques: catalase positif, oxydase négatif, coagulase positif, fermente le glucose sans gaz et dégrade le mannitol sur la gélose Chapman.

Caractères culturaux: anaérobie facultative préférentielle, mésophile, neutrophile, halophile.

Pouvoir pathogène: Elle est responsable d'intoxications alimentaires dues à une entérotoxine produite dans l'aliment ingéré

Méthode de Baird Parker 
· Préparation du milieu:

Au moment de l’emploi faire fondre un flacon contenant 225 ml de gélose Baird Parker , le refroidir ensuite dans un bain d’eau à 45°C , puis  ajouter 15 ml d’une solution de jaune d’œuf au Téllurite de potassium. 

Mélanger soigneusement et aseptiquement, puis répartir le milieu en boites de pétri à raison de 15 à 18 ml par boite.

Laisser solidifier les boites sur paillasse, puis les sécher en les plaçant retournées couvercle en bas (bord de la boite sur le bord du couvercle)   dans une étuve de séchage réglée entre 45 à 55°C.

· Ensemencement:

A partir des dilutions décimales 10-3 dans le cas des contrôles de routine, porter aseptiquement 1 ml de chaque dilution réparti en surface à raison de 3 fractions sensiblement égales dans trois boites contenant le milieu de Baird Parker puis étaler à l’aide d’un même étaleur en commençant par les boites de plus forte dilution, comme l’indique la Figure n°1.4
· Incubation:

L’incubation se fait à 37°C pendant 24 à 48 heures.
· Lecture:

Seront considérées comme positives, les boites contenant des colonies caractéristiques à savoir des colonies noires, brillantes, convexes entourées d’une zone de transparence qui peut être translucide.

Après 24 heures, peut apparaître dans cette zone transparente, un anneau opalescent immédiatement au contact des colonies.






Figure n° 1.4:Recherche et dénombrement de Staphylococcus aureus.

1.6.4. Recherche et dénombrement de Clostridium sulfito-reducteurs:

Genre: Clostridium


 Espèce: perfringens
 Famille: clostridiaceae 

 Ordre: clostridiales

 Morphologie: bacilles, gram positif
 Caractères culturaux: anaérobie stricte, sporulée, immobile, croissance optimale à 45°C,  pH compris entre 5,0 et 8,0, réduction des sulfites en sulfures, production d'H2S lorsqu'il est une présence un acide aminé soufré.

     Pouvoir pathogène: cette bactéries est du a sa capacité de produire des entérotoxines, qui       est responsable a des toxi-infections alimentaires.

· Technique:

Selon la disponibilité des milieux de culture, deux techniques sont recommandées pour la recherche de Clostridium perfringens à savoir : 

· méthode générale   sur gélose Viande – Foie  à 37°C,

· méthode sélective  sur gélose TSN  ou  TSC  à  46°C.

· Préparation du milieu:

 Au moment de l’emploi faire fondre un flacon de gélose Viande foie, le refroidir dans un bain d’eau à 45°C puis ajouter une ampoule d’Alun de Fer et une ampoule de sulfite de sodium. 
Mélanger soigneusement et aseptiquement.

Le milieu est ainsi prêt à l’emploi, mais il faut le maintenir dans une étuve à 45°C jusqu’au moment de l’utilisation.

· Ensemencement:

Les tubes contenant les dilutions 10-2 et 10-1 seront soumis : 

· d’abord à un chauffage à 80°C pendant 8 à 10 minutes.
· puis à un refroidissement immédiat sous l’eau de robinet, dans le but d’éliminer les formes végétatives et de garder uniquement les formes sporulées.

A partir de ces dilutions, porter aseptiquement 1 ml de chaque dilution en double dans deux tubes à vis stériles  de 16 mm de diamètre, puis ajouter environ 15 ml de gélose Viande Foie prête à l’emploi, dans chaque tube comme l’indique le schéma n°13. Laisser solidifier sur paillasse pendant 30 minutes. (Figure n° 1.5)
· Incubation:

Ces tubes seront ainsi incubés à 37°C pendant 16, 24 ou au plus tard 48 heures.

Lecture.

La première lecture doit se faire impérativement à 16 heures,  car, 

· d’une part les colonies de Clostridium Sulfito-réducteurs sont envahissantes auquel cas on se trouverait  en face d’un tube complètement noir rendant alors   l’interprétation difficile voire impossible et l’analyse est à refaire.

· d’autre part, il faut absolument repérer toute colonie noire ayant poussé en     masse et d’un diamètre supérieur à 0,5 mm.

Dans le cas où il n’y a pas de colonie caractéristique ré-incuber les tubes et effectuer une deuxième lecture au bout de 24 heures voire 48 heures.



Figure n° 1.5: Recherche et dénombrement de Clostridium sulfito-reducteurs
1.6.5. Recherche et dénombrement des levures et moisissures:


· Les levures:

Une levure est un champignon unicellulaire

 HYPERLINK "http://fr.wikipedia.org/wiki/Levure" \l "cite_note-0#cite_note-0" [1] eucaryotes apte à provoquer la fermentation des matières organiques animales ou végétales. Ces micro-organismes, de forme variable selon l’espèce (sphérique, ovoïde,  en bouteille, triangulaire ou apiculée, c'est-à-dire renflée chaque bout comme un citron) mais généralement ovales, d'environ 6 à 10 microns et jusqu’à 50 microns.

· Les moisissures:

Elles sont multicellulaires mais la notion de cellules est assez floue car leur structure est mycélienne et coenocytique. La paroi est riche en cellulose ou en chitine. Le corps d'une moisissure est fait de deux parties; le mycélium et les spores. Le mycélium est un ensemble de plusieurs filaments appelé hyphes.Chaque hyphe mesure de 5 a 10 micrometres de diamètre et possède un cytoplasme commun.
· Caractère physiologique:

Ce sont des eucaryotes, non photosynthétiques, hétérotrophes et immobiles. 
Elles sont   acidophiles et sont obtenues sur milieu à PH acide.

Elles sont mésophiles et d'autres sont multipliés à une température inférieure à 15°c.

· Technique:

A partir des dilutions décimales, 10-3 à 10-1, porter aseptiquement 4 gouttes dans une boite de pétri contenant de la gélose OGA, comme l’indique la Figure n° 1.6 
Etaler les gouttes à l’aide d’un râteau stérile, puis incuber à 22°C pendant 5 jours. 

· Lecture:

La première lecture doit se faire à partir de la 48 eme heure d'incubation; elle consiste d'abord en la lecture des deux boites témoins car si l'une d'entre elles présente des levures ou des moisissures, l'analyse est à refaire.

Dans le cas échéant, dénombrer les colonies de levures a part et les colonies des moisissures a part.






Figure n° 1.6: Recherche et dénombrement des levures et moisissures.

1.6.6. Recherche des salmonelles:

Famille: Enterobacteriaceae

Ordre: enterobacterial
Morphologie: Bacilles à Gram Négatifs, mobiles ou immobiles 

Caractères biochimiques: Oxydase (-), Catalase (+), Glucose (+), 
Nitrate réductase (+), Lactose (-), H2S (+) ou (-).

Caractères culturaux: Aéro-anaérobie facultatif, 
Pousse sur milieu ordinaire, La température optimale de croissance et de culture des Salmonella est de 37°C.
 Pouvoir pathogène: responsable a des toxi-infections par sa capacité de produire des endotoxines, qui dus des fièvres typhoïdes et paratyphoïde et les gastro-entérites.

· Technique:

La recherche des Salmonella nécessite une prise d’essai à part.

Jour 1 : Pré enrichissement.

Prélever 30 gramme de produit dans un flacon de 225 ml d'Eau Désilé Stérile + 1 ml de vert brillant qui sera incubé à 37°C pendant 18 à 24 heures.                                                                                                                                                                                                                          

Jour 2 : Enrichissement primaire : 

Ce dernier consiste à porter 10 ml du pré enrichissement sur bouillon Sélénite – Cysteïné réparti à raison de 100 ml par flacon, qui sera incubé à son tour à 37°C pendant 18 à 24 heures.
Une autres parties des tubes sera incuber a 44°c pendant 24 a 48 heures.

Jour 3 : Enrichissement secondaire et isolement : Prélever 0.1 ml de tube d'enrichissement et faire etalonner sur la gélose HEKTOEN. Incuber  à 37°C  pendant 24 h.
Les salmonelles se présentent sous forme de colonies le plus souvent grises bleue a centre noir sur gélose HEKTOEN.










Figure n° 1.7: Recherche des salmonelles

2.  Etude microbiologiques du lait maternel:

En se basant sur la littérature, nous avons confirmé que le lait maternel est riche en germes non pathogène en particulier staphylocoque coagulase (-), streptocoque α-hémolytique et bifidobacterium qui pouvait se transmettre au bébé sans aucun danger, on parle dans ce cas d'une  contamination qui favorise l'installation de la flore commensale. 

D’autre par la présence de certaines pathologie locale chez les femmes allaitant (Abcès, crevasse, favorise la contamination du lait par certain germes pathogènes (staphilocoque coagulase (+) et streptocoque  β-hymolyse, salmonelle).  
2.1. Présentation des germes recherchés:

2.1.1. Les staphylocoques 

Les bactéries de ce genre sont des coques (cocci) a Gram positif, groupés en amas ayant la forme de grappe de raisin, immobiles, non sporulés, catalase positive et oxydase négative.

Parmi les 44 espèces du genre actuellement répertoriées, les principales sont S.aureus (plus communément appelé staphylocoque doré) se distingue généralement des autres staphylocoques appelés staphylocoques a coagulase négative (SCN) par la présence d'une coagulase: S. epidermidis, S. haemolyticus et S. saprophyticus, la première étant la plus pathogène. (DCEM1; 2003).

· Habitat:

Le réservoir naturel des staphylocoques est l'homme et les animaux a sang chaud. Cependant, éliminées dans le milieu extérieur, ces bactéries très résistantes sont fréquemment retrouvées dans l'environnement. (DCEM1; 2003)

· Caractères biochimiques:

Les staphylocoques ont un métabolisme aérobie prédominant et anaérobie facultatif. Ils sont catalase positive à la différence des bactéries du genre streptococcus qui n'ont pas de métabolisme aérobie. Ils sont capables de fermenter le glucose à la différence des microcoques. S.aureus est souvent mais pas obligatoirement associés a la pathogénicité. Le milieu de CHAPMAN est utilisé pour cette raison ou la fermentation se traduit par le virage au jaune du milieu de culture. (DCEM1; 2003)

La coagulase est nécessaire pour différencier entre S.aureus et les staphylocoques coagulase négative.

· Caractères culturaux:

sur le milieu CHAPMAN La plus part des souches de S.aureus donnent des colonies jaune orangé, tandis que les staphylocoques coagulase négatif donne des colonies de couleur différent par exemple les colonies de S.epidermidis sont blanches d’où le nom de staphylocoque blanc. (Verdier et all; 2000).

· Pouvoir pathogène:
L'espèce la plus pathogène de la famille des staphylocoques est staphylococcus aureus. En effet, il peut être responsable de plusieurs infections. S.aureus a un potentiel de pathogénicité très important et est responsable aussi bien d'infections communautaires que nosocomiales. Par opposition, les SCN sont en règle générale des bactéries opportunistes essentiellement responsables d'infections nosocomiales. (Verdier et all; 2000).
2.1.2. Les streptocoques:

Les bactéries des genres streptococcus sont des cocci a Gram positif, catalase négative, a métabolisme anaérobie. Le genre streptococcus rassemble les streptocoques sensu stricto et le pneumocoque. (DCEM1; 2003)
· Habitat:

Les streptocoques regroupent de nombreuses espèces. Certaines sont des parasites de l'espèce humaine (streptocoques des groupes A, C et G), d'autres des commensaux de la muqueuse buccale streptocoques du groupe B et streptocoques non groupables et non hémolytiques) ou de la muqueuse génitale (groupe B) ou de l'intestin. D'autres encore sont des commensaux des animaux ou des saprophytes. (DCEM1; 2003)
· Caractères biochimiques:

Les streptocoques sont des bactéries a métabolisme anaérobie mais aérobie tolérants. Ils n'ont pas de catalase (enzyme respiratoire), à l'inverse des staphylocoques. (DCEM1; 2003).
· Caractères culturaux:

Sur la gélose au sang frais, les ils donnent des petites colonies grisâtres, entourées d'une zone d'hémolyse totale (hémolyse bêta) pour les streptocoques des groupes A, C, G, tandis que les autres streptocoques donnent une hémolyse partielle (hémolyse alpha) ou pas d'hémolyse du tout. (Euzéby; 1998). 
· Pouvoir pathogène:

Les streptocoques sont, après les staphylocoques, les bactéries pyogène n° 2. Le plus pathogène d'entre eux est le streptocoque beta-hémolytique du groupe A, appelé streptococcus pyogènes, qui est responsable de la majorité des affections provoquées par les streptocoques.

Les réactions immunologiques de l'hote infecté par S.pyogenes sont beaucoup plus complexes que celles qui s'observent lorsqu'il est infecté par S.aureus et peuvent conduire a la formation d'anticorps spécifiques à un taux élevé et d'auto-anticorps. (DCEM1; 2003)



2.2. Echantillonnage:

L'étude a porté sur 12 échantillons de lait maternel collectés au bout de 15 jours au niveau de l'hôpital universitaire de tlemcen.

La collecte du lait a été effectuée dans le service de maternité de l'hôpital chez les femmes qui veulent participer a l'étude.

2.3. Matériels utilisés:

Pour les prélèvements:

· Eau physiologique

· Compresses stériles

· Tubes stériles.
· Ecouvillons.

· Manu-gel.

Matériel:

· Pipettes pasteur
Appareillage de laboratoire:

· Bec benzène

· Etuve 37°c

2.4. Les milieux de culture utilisés:

· Gélose Chapman

· Gélose au sang frais

2.5. Mode opératoire:

2.5.1. Le prélèvement:

Bien se laver les mains à l'eau et au savon plus une utilisation de Manu-gel puis mettre des gants stériles.
· Nous avons pris un prélèvement à partir de la peau et les mamelons de chaque femme: frotté l'écouvillon préalablement mouillé par un eau physiologie sur la peau et les mamelons

· Nettoyer le sein a l'aide de l'eau physiologique, appuyer sur la mamelle jusqu'à la sortie du lait et prélever quelques gouttes dans un tube stérile et fermer vite pour éviter la contamination.

2.5.2. Donner un numéro à chaque échantillon et mentionner les informations suivantes:

· Son age.
· Nombre de grossesse (G), et s'il y a eu des césariennes (C), on transporte les échantillons de lait au laboratoire et on les analyse selon la démarche de méthodes décrites ci-dessous.
2.5.3. Technique:

On étalonne une goutte de lait sur deux milieu de culture: la gélose au sang frais et sur Chapman, puis on incube la gélose au sang frais dans l'étuve sous Co2 a 37°C pendant 24 heures, tandis que le Chapman est incubé sous aérobiose a 37°C pendant 48 heures.
Pour les prélèvement de la peau et les mamelons: on ensemence une goutte d'eau physiologie sur les deux milieu de culture cités précédemment (gélose au sang frais et Chapman)

2.5.4. La numération:

· On compte le nombre de colonies identiques sur gélose au sang frais et sur Chapman:

· Si le nombre est inférieure a 10 colonies cela signifie que le nombre dans 1 ml de lait est ≤ 10³ UFC/ml;

· Si le nombre est supérieur a 10 et inférieur a 100 colonies c'est-à-dire que le lait contient ≤ 10 puissance 4 UFC/ml;

· Si le nombre des colonies est ≥ 100, on dit que le nombre de germes dans 1 ml de lait est ≥ 10 puissances 5 UFC/ml.


                Lait maternel


                            0.1 ml
                        0.1 ml


                          Chapman                                          gélose au sang frais

                  37°C pendant 48 heures                         Sous Co2 a 37°C / 24 h


Figure n° 1.8.: recherche des staphylocoques et streptocoques.

2.5.5. Les tests préliminaires :     
· La réaction aux colorants:
Un frottis culture pure est soumis à la coloration de gram.
Les staphylocoques sont des cocci gram positif isolé ou regroupés en diplocoques ou en amas sous formes de grappe de raisin.


Photo n°1.1 : staphylocoque. Coloration par la méthode de gram 
On notera l’aspect caractéristique du groupement en grappe de raisin.

Les streptocoques sont des coques gram positif isolés ou regroupés en diplocoque ou en chaînette.


Photo n°1.2 : streptocoque. Coloration par la méthode de gram 
On notera l’aspect très caractéristique du groupement en longues chaînettes.  

2.5.6. Les tests métaboliques :  

· Teste de coagulase:
Pour les staphylocoques présentent dans le lait, les mamelons :

Certaines souches "coagulase positives" de staphylococcus produisent une ou le plus souvent deux protéines différentes appelées coagulases.

   La coagulase libre (=coagulase vrai, ou staphylocoagulase) est relâchée dans le milieu. Elle se détecte par sa capacité a coaguler (c'est-à-dire former un caillot) du plasma contenant un anticoagulant comme le citrate, l'oxalate ou l'héparine. L'anticoagulant est nécessaire parce que, sans lui, le plasma coagulerait spontanément. Une version du test en tube consiste a ajouter dans un tube a essai, 0.5 ml d'une culture liquide (milieu TSB) de 18 a 24 heures de la souche a tester, a 0.5 ml de plasma.

Le tube est maintenu a 37°C et est examiné après 1, 2, 3, 4, et 24 heures, pour voir si un caillot s'est formé. 

       Ajouter 2 ou 3 

      Colonies de staphylocoques 


37°C / 18 a 24 h


                         TSB



0.5 ml de plasma de lapin

+ 0.5 ml de culture (TSB).
37°C/ 1, 2, 3, 4, 24h.
Figure n° 1.9: test de coagulase.


Photo n° 1.3 : résultats de test de coagulase.
· L’hémolyse :

Lorsque certaines bactéries se développent sur la gélose au sang, chaque colonie s’entoure d’un halo ou le milieu est modifié, soit qu les érythrocytes y aient été les, soit que le sang y ait été décoloré. Ce phénomène s’appelle l’hémolyse et est du à l’action de protéine (les hémolysines) libérées par les bactérie. Certaines espèces donnent une hémolyse incolore, transparente qui contraste nettement avec le milieu rouge opaque. C’est le cas pour les streptocoques pyogènes, par exemple.

    Photo n° 1.4 : les zones d'hémolyse.
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10 g de poudre


du lait





L'appareille distillation





Erlenmeyer récepteur








Tube de distillation





Le contenu du tube digestion


50lm de NaOH à 35%


50ml de H2OH





25ml de H3Bo3 (4%)











Tube de digestion





L'appareille digestion





5ml du lait


7g de K2SO4


7ml de H2SO4


5ml de H2O2 à 35%,














10 g de poudre


du lait





L'eau desstillé





Bain marie











Centrifugeuse





((





((





10ml acide sulfurique


11ml de lait


2ml de l'alcool iso amylique











10 g de poudre


du lait





L'eau desstillé





1ml d'acide nitrique


5ml nitrate d'argent


2ml d'alem de fer ammoniacal








100 ml





Centrifugeuse





Compléter au trait   de jauge





2ml de ferrocyanure     de potassium


2ml d'acétate de zinc





20 ml





L'eau desstillé





10 g de poudre


du lait





10 g de poudre


du lait





L'eau desstillé





phénophtaléine





10 ml





10 g de poudre


du lait





L'eau desstillé





Balance





Capsule





Dessiccateur





Etuve





Bain marie





5 ml





Capsule





Capsule





Etuve





Dessiccateur





L'eau déstillé





10 g de poudre du lait





Dessiccateur





Four





Balance





2ml  d'éthanol 





L'échantillon





Capsule





Balance





Dessiccateur





Capsule





Four





Capsule





Etuve





Dessiccateur





Balance





L'échantillon





Capsule





Balance





Dessiccateur





Etuve





Capsule





4





5





1





2





3





1ml





1ml





1ml





1ml





1ml





10-1





10-1





10-1





10-1





10-1





9 ml de TSE








1ml





1ml





10-3





10-2





10-1





PCA





PCA





1ml





1ml





1ml





10-2





10-3





10-1





PCA





10-3





10-2





10-1





1ml





1ml





1ml





1ml





1ml





1ml





VRBL





VRBL





VRBL





37°C, 24 à 48 h (CT)





VRBL





VRBL





VRBL





44°C, 24 à 48 h (CF)





Etalement des gouttes                                           Incubation à 37° C, 24 a 48 h








Chapman





Chapman





Chapman





1ml





1ml





1ml





10-3





10-2





10-1





10-1





10-2





Dénombrer les colonies noires ayant poussé en profondeur





Ajouter 15 ml de gélose V F par tube


Laisser solidifier sur paillasse, puis incuber à 37°C, 48h 9 ml de TSE








1ml





1ml





1ml





1ml





Chauffage à 80°C/8 à 10 min





OGA





1ml





1ml





1ml





10-3





10-2





10-1





1ml





OGA





OGA





Etalement / incubation 20° C pendant 5 jours





30 g de produit


225 ml EDS


1ml VB














Jour 1: pré enrichissement:


37°C /18 à 24 h














1ml 














44°C /18 à 24 h














BS














BS














1ml 














Jour 2 : enrichissement:

















37°C /18 à 24 h














GH





Jour 4 : lecture et identification :




















Jour 3 : isolement:


37°C / 24 h




















Ce travail a été, en grande partie réalisé dans les laboratoires du CAQCE de Tlemcen, dans un premier temps il a été procédé a une étude des différents paramètre physico-chimiques et microbiologiques du lait biomil 1 age acheter sur le marché.


Dans un second temps, nous avons procédé d’autres analyses physico-chimiques du lait maternel ramassé à partir de deux  femmes allaitantes au même stade de lactation. Dans le bute de compléter l'objectif de notre recherche certain caractères microbiologiques du lait maternel collecter a partir de différentes femmes allaitantes au niveau de CHU de Tlemcen été aussi réalisés.











