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Résumeé

Titre : Conditions de production et biodiversité bactérienne des produits laitiers fermentés
traditionnels du Sénégal

Au Sénégal, Ic lait cru de vache ou de chévre est utilisé dans la fabrication de produits laitiers
artisanaux, notamment les laits fermentés (a base de lait de vache) et les fromages de chevre.
Dans les procédés de fabrication de ces produits, la fermentation est tributaire de la microflore
indigéne présente dans le lait et dans les ateliers de fermentation. Notre travail décrit les
conditions de production des laits crus et des produits laitiers fermentés issus de ces laits et dresse
un inventaire des populations bactériennes présentes dans tous ces produits. Les enquétes de
terrain et les prélévements d’échantillons ont été effectués dans 12 exploitations bovines
appartenant aux 3 systémes d’élevage (intensif, semi-intensif et extensif) habituellement décrits
au Séncgal ct dans 2 fromageries artisanales.

Ces enquétes ont montré que I’hygiéne dans les étables et au cours de la traite diminue au fur et a
mesurc qu’on s’¢loignait du systéme de production intensif. De fagon générale, que ce soit pour
’obtention de lait fermenté ou de fromage, la fermentation du lait se faisait a la ferme sans ajout
de levains industriels (sauf pour la fromagerie A). Les schémas de fabrications n’étaient pas non
plus standardisés. Les dénombrements de la microflore lactique ont montré que les lactocoques et
les lactobacilles mésophiles codominaient dans tous les produits analysés, et que les lactobacilles
mésophiles et thermophiles coexistaient. Les numeérations moyennes en lactobacilles mésophiles
étaient de 2,86.10° ufc/mL de lait cru de vache et de 1,37.107 ufc/mL de celui de chévre. Dans les
laits fermentés et dans les fromages, ils atteignaient respectivement 2,17.107 ufc/mL et 2,86.10°
ufc/g. La population des lactocoques était évaluée a hauteur de 535.10° ufe/mL de lait cru de
vache, 1,14.10% ufc/mL de celui de chévre, 2,20.10° ufc/mL de lait fermenté de vache et 1,84.10°
ufc/g de fromage de chévre. Sur le plan moléculaire, plusieurs especes de bactéries appartenant
aux genres Lactococcus (Le. lactis, Le. garvieae), Lactobacillus (Lb. delbrueckii, Lb. bulgaricus,
Lb. brevisfjonhsoni, Lb. acidophilus Lb. plantarum, Lb. gasseri), Streptococcus (Str.
thermophilus, Str. caseolyticus) et Leuconostoc (Ln. mesenteroides, Ln. citreum) ont été
identifiées dans les échantillons. D’autres espéces de bactéries non lactiques mais d’intérét
technologique comme les staphylocoques a coagulase négative et les bactéries corynéiformes
étaient également présentes. Cette flore d’intérét coexistait malheureusement avec des germes
potentiellement pathogenes tels qu’Escherichia coli. Les résultats obtenus indiquent également
que dans les conditions locales de production, le lait de chévre.a de meilleures aptitudes
fromageres et nutritionnelles que le lait de vache. Dans le lait de chévre, la teneur moyenne en
protéines totales a €té de 42,2 g/L contre 36 g/L, pour le lait celle de la mati¢re grasse était de 51,6
g/L contre 38 g/L. Les fromages issus de lait de chévre contenaient 19,2 % de protéines et 19,4 %
de mati¢re grasse (fromagerie A), 12,96 % de protéines et 11,25 % de matiére grasse (fromage B).
Dans les laits fermentés, la teneur moyenne en protéines totales était de 38 g/L celle de 1a maticre
grasse de 42 g/L.

Mots clés : Lait, Sénégal, lait fermenté, fromage, bactérics lactiques, protéines, matiére grasse.
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Summary

Title: Conditions of production and bacterial biodiversity of fermented traditional dairy
products from Sencgal

In Senegal, raw cow or goat milk is used in the manufacturing of the dairy products, in particular
fermented cow milks and goat’s cheeses. In these processes, fermentation is dependent on the
indigenous microflora present in the mitk and in the fermentation compartments (of the animals).
Our work describes the conditions of production of raw milks and draws up an inventory of the
bacterial populations present in raw milks and their fermentation products. Field investigations
and samplings were carried out in 12 bovine farms belonging to the 3 breeding systems (intensive,
semi-intensive and extensive) usually described in Senegal and in 2 traditional goat's milk cheese
factories.

The farm investigations showed that hygicne in the cattle sheds and during the milking decreases
as one moves away from the intensive system of production. The fermentation of milk was done
on the farm without industrial starter addition (except for the cheese factory A). Process flow
diagrams were not standardized either. The lactic microflora count showed that the Lactococcr
and mesophilic Lactobacilli shared equal domination just as mesophilic and thermophilic
Lactobacilli coexisted in all the samples. The average count in mesophilic Lactobacilli was
2.86.10° ufc/mL in raw cow milk, 1.37.10° ufc/mL in raw goat’s milk. In fermented milks and
cheeses, they respectively reached 2.17.107 ufc/mL and 2.86.10% ufc/g. The Lactococci count was
of the order of 5.35.10° ufc/mL in raw cow milk, 1.14.10% ufe/mL in raw goat’s milk, 2.20.10°
ufe/mL in fermented cow milk and 1.84.10% ufc/g in goat's cheese. The content and the diversity
of lactic microflora of the samples analyzed were confirmed by molecular biology techniques and
tools. Several species of bacteria belonging to the genus Lactococcus (Lc. lactis, Le. garvieae),
Lactobacillus (Lb. delbrueckii, Lb. bulgaricus, Lb. brevisfjonhsoni, Lb. acidophilus Lb.
plantarum, Lb. gassert), Streptococcus (Str. thermophilus, Str. caseolyticus) Leuconostoc (Ln.
mesenteroides, Ln. citreum) were identified in the samples. Other non-lactic species but of
technological interest like the negative coagulase Staphylococei and Coryneforme bacteria were
also present. This flora of interest unfortunately coexists with potentially pathogenic germs such
as E.coli which was highlighted in certain samples. From the data that was obtained, it also arises
that under local conditions of production, goat's milk has better cheese-making and had better
nutritional aptitudes than cow milk. The average total protein content was 42.2 g/L (goat)
compared to 36 g/L (cow), the fat content was 51.6 g/L (goat) compared to 38 g/L (cow). Cheeses
from goat's milk contained 19.2% proteins and 19.4% fat content (cheese factory A), 12.96%
proteins and 11.25% fat content (cheese B). In fermented milks, the average total protein content
was 38 g/L that of the fat content was 42 g/L.

Key words: Lactic bacteria, proteins, fat content, raw cow milk, raw goat’s milk, fermented milk,
cheese, Senegal
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Introduction

1. Problématique

Depuis fort longtemps, I'élevage a eu un poids important dans I'économie sénégalaise ou le
sous-secteur élevage constitue la deuxieme grande activité du secteur primaire aprées
I'agriculture. En 2007, le cheptel sénégalais a été estimé a 3,2 millions de bovins, 5,1 millions
d'ovins, 4,3 millions de caprins, 0,5 millions d’équins, 4600 camelins et 0,3 millions de
porcins(Anonyme 1, 2007)Si d'un point de vue économique, chaque spéculation apporte sa
pierre a I'édifice, il faut reconnaitre qu'au Sénégal, I'élevage bovin est le plus important en
termes de ressources généreées, des investissements qu'il recoit de la part des pouvoirs publics,

sans oublier les préférences des éleveurs et des consommateurs.

Les 3,2 millions de bovins exploités au Sénégal sont dans des systémes de production mixte
(viande et lait) mais avec des élevages orientés davantage vers la production laitiere. Ce
cheptel est réparti dans trois systémes d’élevage : le systeme pastoral de type extensif, le
systeme agro-pastoral ou semi-intensif et le systeme intensif. Le systeme extensif regroupe
prés de 30% du cheptel bovin et est présent au nord et au centre-nord du pays. Le systeme
extensif exploite les races autochtones a faible potentiel laitier. La rareté des ressources
alimentaires et linsuffisance de la couverture sanitaire des animaux demeurent des
contraintes a la production du lait dans ce syst@ue(rtre et al., 2010).Le systéme agro-
pastoral estretrouvé au centreet dans le sud du pays. Il exploite les races locales
essentiellement mais on note, depuis les années 1995, les essais d'introduction d'animaux
exotiques, en croisement pour améliorer la production laitiere. Enfin, le systéme intensif se
retrouve principalement a la périphérie de la région de Dakar, dans la zone des Niayes ou le

climat est propice a I'élevage des races exotiques a haut potentiel laitier.

Au Sénégal, malgré une longue tradition laitiére et des atouts majeurs du lait pour la sécurité
alimentaire : source de protéines animales et source de revenus réguliers, grande implication
des femmes dans la gestion et la distribution dyNaitsabyemariya, 1997)Ja collecte et la
transformation du lait sont restées trés artisanales. Le lait étant une denrée trés périssable,
apres la traite, en absence de moyens de conservation classiques tels la chaleur ou le froid, les
producteurs locaux n’ont recours qu'a la fermentation suivie ou pas d'une déshydratation
partielle pour une conservation a trés court terme. Selon les estimations, en Afrique
occidentale et orientale, 71% de la production du lait sont transformés en lait fermenté
(Duteurtre, 2003).
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Au Sénégal, le lait fermenté de vache appelé communément “lait caillé” est pratiquement la
seule forme de valorisation du lait de vache produit localement. Pour I'année 2008, cette
production a été estimée a plus de 120 millions de (i&keenyme 2, 2009)Le lait caillé fait

partie des aliments de base. Il est tres populaire grace a son golt agréable mais aussi grace a
I'élargissement de I'offre par I'ajout d’autres aliments, tels que les céréales. Couplé a I'eau et

sucré, le lait devient une boisson tres rafraichissante.

La fermentation des aliments est un phénomene essentiellement microbien. Lors de la
fabrication industrielle des produits laitiers fermentés, la matiere premiere subit au préalable
un traitement d’assainissement pour détruire la flore indigene du lait, avant d’étre ensemenceé
par un cocktail de bactéries appelé communément « ferment » ou levain. Dans le cas des
procédeés traditionnels sans ensemencement préalable, le processus de la fermentation est
assuré par les microflores apportées par le lait cru matiere premiére ou par I'environnement de

la traite et de la transformation du lait.

Le lait cru est susceptible de contenir une flore microbienne diverse et variée. Plus de 150
especes microbiennes ont été répertoriees dans des laits crus, chaque lait ayant son propre
équilibre en terme d'espéces et de soudBablan et al., 2007, Delbest al. , 2007).La flore

naturelle ou indigéne du lait inclut aussi bien celle d'intérét technologique que celle
potentiellement pathogene pour ’lhomme tels ggeherichia colientéropathogend,isteria
monocytogenesStaphylococcus aurewet Salmonella sgLatorre et al., 2009 ; Oliveret al.,

2005 ; Schoder et al., 2003).

En technologie laitiere, la flore d’intérét est constituée essentiellement de bactéries lactiques.
Les bactéries lactiques regroupent un ensemble d’especes tres hétérogéne dont le point
commun est la production d'acide lactique a partir de différents sucres, notamment le lactose,
qui est le sucre spécifique du ladllaglio et al., 1994). Les bactéries lactiques définissent

en grande partie les caractéristiques sensorielles des produits laitiers fermentés. De
nombreuses études prouvent que les produits laitiers fermentés au lait cru ont des saveurs plus
marquées et plus typiques que ceux fabriqués au lait pasteurisé ou mickGéltod et al.,

2005 ; Coulon et al., 2005 ; McSweeney et.al1993).
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L’'importance des bactéries lactiques ne se limite pas que dans la fabrication des aliments
fermentés. De part leur capacité a s'implanter dans le tractus digestif, elles sont susceptibles
de modifier la flore intestinale de I'héte, en particulier de diminuer la quantité de germes
indésirables (Adamset al., 1988 ; Arvola et al., 1999 ; Beausoleil et al., 2007 ;
Benkerroum et al., 2002 ; Holzapfelet al., 1995 ; Leplingard et al., 2006 ; Lewiset al.,

2009 ; Tuohyet al., 2007) D'autres effets bénéfiques tels que la diminution du cholestérol
sanguin et le renforcement du systeme immunitaire ont été également attribués aux bactéries
lactiques (Drouault et Corthier, 2001 ; Loones, 1994)Dans les matrices alimentaires,
certaines souches de bactéries lactiques produisent des substances ou composés organiques
gui constituent une barriére vis-a-vis des espéces pathodatasg et al., 1995 ;Batdorj et

al., 2007 ; Benkerroumet al., 2002 ; Capplice, 1999)

Au Sénégal, malgré l'importance de la microflore du lait en santé publique et en industrie
agro-alimentaire, peu d’'informations existe sur les flores microbiennes des produits laitiers
artisanaux et traditionnels. Les rares travaux disponibles n'ont concerné que la flore totale et
d’altération. De plus, ces études ont été basées sur les méthodes phénotypiques avec des
étapes préalables d'isolement et de culture des microorganiimésq et al., 2001 ; Seydi,

1993). Méme si ces méthodes dites « culturo-dépendantes » demeurent d'actualité, leurs
limites ont été largement documentées. Parmi ces limites, on peut citer la non-cultivabilité ou
la perte de cultivabilité de certaines souches, la sélectivité des milieux de culture, la
méconnaissanca priori de toute la microflore ea fortiori le moyen de cultiver toutes ses
especesAmann et al., 1995 ; Masco et al., 2005).La conséquence de cet état de fait serait

une sous estimation de la diversité microbienne des produits laitiers produits localement au
Sénégal. Les différents auteurs n'ont pas cherché non plus a relier la flore des laits avec les
conditions de production alors qu’il a été démontré que la composition microbiologique des

laits varie selon les pratiques des producteDatidn et al., 2007 ; Michelet al., 2001).

C’est dans ce contexte que nous avons entrepris ce travail de recherche dont le but est de
contribuer a I'amélioration des meéthodes traditionnelles de fermentation. A terme, les
résultats de cette recherche pourront servir dans I'amélioration des méthodes traditionnelles
de fermentation, de méme qu’ils pourraient ouvrir des perspectives d’'utilisation des souches
de bactéries lactiques «locales» dans le domaine de la santé, de la nutrition ou de la bio-

conservation.
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2. Hypotheses de recherche

Les hypothéses que cherche a confirmer ou infirmer ce travail de recherche sont articulées au
tour de trois points suivants :

v' Les microflores lactiqgues qui conférent aux laits fermentés et fromages artisanaux
sénégalais des propriétés organoleptiques bien spécifiques et appréciées des
consommateurs, sont originelles et peuvent varier d’un terroir a un autre, d'un systéeme
d’élevage a un autre. Elles peuvent également étre isolées dans des laits ou fromages

n‘ayant subi aucun traitement thermique puis identifiée.

v La caractérisation qualitative de ces microflores lactiques permet de connaitre le profil
microbien des laits fermentés et fromages artisanaux sénégalais et d’en déduire leurs
caractéristiques. Sur place et a I'échelle du paysan, certaines des souches isolées
localement pourraient avoir des utilisations potentielles dans I'amélioration des

technologies traditionnelles de fermentation.

v' A I'échelle industrielle, les souches de bactéries lactiques autochtones pourraient
avoir des applications dans le domaine de la santé, de la nutrition et de la

bioconservation.

De ces hypothéses, découlent la question et les objectifs de recherche.

3. Question et objectifs de recherche

La question de recherche qui a été le fil conducteur de cette these était « quelles sont les
populations microbiennes présentes dans les laits et produits laitiers fermentés sénégalais ?
Y-a-il une variation de ces dernieres en fonction des systémes d’élevage ? ». Cette question
de recherche a été associée a un objectif général qui était d’estimer la diversité bactérienne
des laits et produits laitiers fermentés produits au Sénégal en relation avec les pratiques
d’élevage et les procédés de fermentation artisanale ou traditionnelle du lait au Sénégal. Les
objectifs spécifiques de ce travail étaient de :
v' Décrire les pratiques d'élevage, des pratigues autour de la traite et de la

fermentation du lait au Sénégal ;
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v' Faire la caractérisation physico-chimique et microbiologique des laits crus de
chévre et de vache ainsi que de leurs produits de fermentation (lait fermenté de
vache et fromages de chévre) ;

v' Dégager les liens entre les parameétres analytiques et les pratiques des éleveurs et

transformateurs laitiers.
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COMPOSITION CHIMIQUE ET INTERET NUTRITIONNEL DU LAIT

Le Codex Alimentariu§CODEX STAN 206-1999) définit le lait comme étant « la sécrétion
mammaire normale » d’animaux de traite, obtenue a partir d’'une ou de plusieurs traites, sans
aucune addition ou soustraction, destinée a la consommation comme lait liquide ou a un
traitement ultérieur ». Plusieurs espéces animales (vache, brebis, chévre, chamelle, bufflesse)
fournissent du lait destiné a la consommation humaine, mais le lait de vache est le plus
commun, en terme de quantité et de disponibilité. Sur le plan physico-chimique, le lait est une
émulsion de matiére grasse, sous forme globulaire, dans un liquide qui présente des analogies
avec le plasma sanguin. Ce liquide est lui-méme une suspension de matiéres protéiques dans
un sérum. Ce dernier est une solution neutre contenant principalement du lactose et des sels

minéraux.

1. Composition globale du lait de vache

La composition globale du lait de vache est donnée dans le tableau I.

Tableau | : Composition globale du lait de vacheAmiot et al., 2002)

Constituants Valeurs moyennes (%) Variations limites (%)
Eau 87,5 85,5-89,5
Glucides 4,6 3,6-5,5
Matiere grasses 3,7 2,4-5,5
Protéines 3,2 2,9-5,0
Minéraux 0,8 0,7-0,9
Constituants mineurs : pigment (Bcarotene), enzymes (lipase, phosphatase, protéase,
lactoperoxydase), vitamines (A, D, B), gaz dissous (gaz carbonique, oxygene, azote)

2. Matiere azotée du lait

Au moment de la traite, le lait de vache contient en moyenne 32 g/L de matiere azotée. Cette
derniere est constituée d’'une fraction essentiellement protéique (95%), le reste étant composeé
d’'urée, de créatine, de créatinine, d'ammoniaque, d’acides aminés libres, de vitamines et de
nucléotides (Amiogt al., 2002).
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Les protéines du lait se répartissent en deux grandes classes : les casgingsg f§ et «)

(80% et les protéines du sérum ou protéines solubles (20%) constituées essentiellfnent de
lactoglobuline, da-lactalbumine, de protéoses-peptones et d'immunogludsiAmiot et al.,

2002 ; Keenan et Patton, 1995)

La valeur nutritionnelle des protéines laitieres est excellente. Elle repose sur leur forte
digestibilité (>95%) et sur une composition en acides aminés essentiels particulierement bien
equilibrée permettant de satisfaire les besoins de I'horhgmn{l et al., 2001). Les protéines

du lait sont également riches en phosphore, ce qui leur confere une bonne capacité a fixer
certains minéraux (calcium) et oligo-éléments (fer, zinc), sous une forme assinAlalide (

et al., 2002). En plus de cet intérét nutritionnel indéniable, les protéines laitieres et certains
peptides issus de leur digestion ont des effets biologiques sur différents systemes de
'organisme. Parmi ces effets, on peut citer I'activation du systéme immunitaire, des effets
hypotenseurs, les actions antimicrobiennes et antistit€@gse( et Swaisgood 2000 ;
Maubois, 2008 ; Maubois et al., 1991)

Le tableau Il donne quelques bienfaits des protéines du lait sur la santé.

Tableau Il : Effets bénéfiques des constituants protéiques et peptidiques du lait sur la
santé (Léonil et al., 2001)

Digestion | Pression|Immunité | Inflammation Activité anti | Activité
sanguine microbienne anti cancer

Protéines sériques - + + + + +
Sérum albumine - - - - - +
Lactoferrine - - + - + +
a-lactalbumine - - - - - +
Peptides + + + +
Lactoperoxydase - - + - + -
Glycomacropeptides + - - - + -
Phosphopeptides + - + - - -

+ : effet avéré
- : absence d'effet
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Sur le plan technologique, la structure et les propriétés physico-chimiques des protéines du
lait offrent d'autres atouts. Dans le lait, les molécules de caséines sont associées entre elles et
a des composants minéraux (calcium et phosphore) sous forme de particules sphériques
appelés micelles de caséines dont le diametre varie entre 30 et 3QBlcviahon et
McManus, 1998 ; Swaisgood, 1995)Au pH habituel du lait frais, en moyenne 6,6, les
micelles de caséines sont en suspension colloidale dans la phase aqueuse. Les micelles de
caséines coagulent sous l'action de la présure ou des bactéries lactiques a un pH d’environ
4,6. La fabrication des produits laitiers fermentés est basée sur cette propriété des caseines
(Amiot et al., 2002 ; Bruléet al., 1997 ; Daviauet al., 2000). Les protéines sériques quant a

elles, sont solubles a pH 4,6, précipitent sous l'action de la chaleur et ne sont pas coagulées
par les enzymesAfiot et al., 2002). Lors de I'égouttage des fromages, elles vont se

retrouver en majorité dans le lactosérum.

3. Matiere grasse du lait

A la vente, les laits de consommation sont proposés en fonction de leur teneur en matiére
grasse (MG), respectivement 3,5 % pour le lait entier, entre 1,5 et 1,8 % pour le lait demi-
écrémé et moins de 0,5 % pour le lait écrémé. A la traite, le lait de vache contient en moyenne
37 g/L (Amiot et al., 2002). La matiere grasse du lait se présente sous la forme d'une
emulsion de globules gras d’'un diametre moyen de 0,2 @l %Elle est composée a 99,5 %

de lipides, le reste étant constitué de substances liposolubles appelées également «substances
lipoidiques» ou « fraction insaponifiable ». Cette derniére est constituée d'hydrocarbures (dont
le carotene), d'alcools (dont le cholestérol), de tocophérols et de vitamines liposolubles A, D

et K (Amiot et al., 2002)

Du point de vue nutritionnel, la matiére grasse ne véhicule pas toujours une image positive
auprés des consommateurs. Pourtant ses intéréts nutritionnels sont bien réels. Les acides gras,
particulierement les acides gras saturés dont la proportion peut aller jusqu'a 62 % dans les
produits laitiers, sont utilisés comme source d’énergie. La matiere grasse fournit a elle seule
48 % de la valeur énergétique du lait en{miot et al., 2002). Les effets bénéfiques de
certains acides gras sur la santé ont été rapportés par plusieurs auteurs. L'acide butyrique
serait un modulateur de la fonction génomique et interviendrait dans la prévention du cancer
(German, 1999).L’acide laurique exercerait des fonctions antivirale et antibactérienne, et

pourrait agir contre les caries et les plagues dentai@asy et al., 2007)
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Les acides gras insaturés ne sont pas en reste. L’'acide oléique qui est I'acide gras insaturé
ayant la plus forte concentration dans le lait, 8 g/L, réduirait les concentrations de cholestérol
plasmatique, de LDL-cholestérol et de triglycérid&sig-Etherton et al., 1999) Selon
Mensink et al. (2003),le remplacement des acides gras saturés par I'acide oléique réduirait
les risques de maladie coronarienne. A c6té de ces acides gras, d’autres composantes
lipidiques qui accompagnent la matiere grasse au cours de son absorption comme les

vitamines A et D, jouent également un rdle essentiel dans I'organisme.

4. Glucides du lait

La fraction glucidique du lait est essentiellement représentée par le lactose dont la teneur est
voisine de 46 g/litre(Amiot et al., 2002). Sur le plan alimentaire, le lactose a un role
énergétique et représente environ 30% de la valeur calorique du lait entier. Lors de son
utilisation par I'organisme, le lactose se digéere facilement en glucose et en galactose par une
lactase produite par la muqueuse intestinale apjetdactosidasél éonil et al., 2001) La
localisation de cette enzyme en bordure de I'intestin la rend tres sensible. Tout ce qui perturbe
lintégrité de la muqueuse intestinale peut entrainer un déficit temporaire en cette enzyme
dont I'activité décroit également avec I'dge. Dans les cas extrémes et tres rares, le déficit en
lactase peut étre congénital. Lors de la consommation du lait, les personnes qui ont un déficit
en lactase présenteront une intolérance au lactose qui se traduira par des troubles digestifs
comme la diarrhée, les coliques et les flatuleridesiot et al., 2002). Actuellement, grace au
progrés technologique, il est possible de proposer au consommateur des laits a teneur réduite
en lactose. Dans ce cas, le lactose est partiellement éliminé par ultrafiltration ou par hydrolyse
enzymatiquell est également bien établi que des personnes ayant des déficiences primaires
ou secondaires en lactase tolerent mieux les laits ferméhtagoni et al., 1994, Salomns,

2002).

En technologie laitiere, la présence du lactose est indispensable a la fabrication des produits
laitiers fermentés car ce dernier constitue le substrat des bactéries lactiques, responsables de la

fermentation.
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5. Minéraux et les vitamines

La richesse du lait en différents minéraux comme le calcium (1,2 g/L), le magnésium (108
mg/L), le zinc (3,9 mg/LYAmiot et al., 2002) en fait un aliment trés adapté a la croissance
des jeunes et des adolescents. Le lait contient également plusieurs vitamines du groupe B qui
interviennent dans le métabolisme énergétique. C’est aussi une excellente source de vitamine
B12 qui potentialise I'acide folique, qui a son tour, active la synthése des protéines nécessaires
a la croissance cellulaire. La teneur du lait de vache en différents nutriments et leurs effets

bénéfiques sur la santé sont récapitulés dans le tableau IlI.
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Tableau Ill : Teneur du lait de vache en différents nutriments et leurs effets bénéfiques
sur la santé (Haug et al., 2007)

Constituants Teneur par L Apport Effets sur la santé

de lait entier Journalier
pour 0,5 L

Matiére grasse 339 - Source d’énergie

Acides gras saturés 199 - Augmentation du HDL, du LDL et du
cholestérol total, inhibition des bactéries et
des virus

Acide oléique 8¢ - Réduction du cholestérol plasmatique, de
LDL-cholestérol et du CDH

Acide laurique 0,8¢ - Antiviral et antibactérien

Acide myristique 3,09 - Augmentation du LDL et HDL

Acide palmitique 8¢ - Augmentation du LDL et HDL

Acide linoléique 129 - Source d’'Oméga-6

Acide clinolénique 0,75¢g - Source d’'Oméga-3

Protéines 329 30-40% Acides aminés essentiels, peptides bioactifs,
facteurs de croissance et activité
immunostimulante

Lactose 53¢ - Source d’énergie

Calcium 119 40-50% Formation et entretien des os et de dents,
maintien de la pression sanguine, contraction
musculaire.

Magnésium 100 mg 12-16% Traitement de Il'asthme, prévention | du
vieillissement

Zinc 4 mg 18-25% Fonction immune, expression des genes
développement du feetus

Sélénium 37 g 30% Réduction des cancers, des allergies et du
CDH

Vitamine E 0,6 mg 2% Antioxydant

Vitamine A 280 g 15-20% Vision et différenciation cellulaire

Folate ou vit B 50 g 6% Synthése d’ADN, division cellulaire et
métabolisme des acides aminés.

Riboflavine (vit B) 1,83 mg 60-80% | Métabolisme énergétique de toutes les
cellules, croissance et réparation des tissus,
production d’hormones, formation des
globules rouges.

Vitamine B> 4.4 9 90% Fabrication des globules rouges et du tissu

o0sseux, entretien des cellules nerveuses
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. MICROORGANISMES DU LAIT ET DES PRODUITS LAITIERS
FERMENTES

La composition de la microflore du lait et des produits laitiers fermentés se différencie en
celle dite «sauvage» naturellement présente dans le lait de fabrication et dans I'environnement
et la microflore ensemencée dans le lait sous forme de ferments encore appelés levains. Cette
microflore est constituée en majorité de bactéries et dans une moindre mesure de levures et
moisissures (Desmasures et al., 1997b ; Michel et al., 2001).

1. Bactéries

Dés la sortie de la mamelle, le lait cru a déja sa microflore qui peut inclure aussi bien les
germes d'intérét technologiqgue que ceux potentiellement pathogénes pour I'tfbataree
et al., 2009 ; Oliveret al., 2005 ; Schoderet al., 2003). La présence d’autres germes est

préjudiciable a la durée de vie du lait et des produits laitiers.

1.1. Bactéries d'intérét technologique

La microflore d'intérét technologique participe a la définition des caractéristiques sensorielles
des produits laitiers fermentés. Cette microflore est constituée essentiellement de bactéries
lactiques et dans une moindre mesure de bactéries corynéformes, de staphylocoques a

coagulase négative, de levures et de moisissures.

1.1.1. Bactéries lactiques

Du point de vue phylogénique, les bactéries lactigues appartiennent au phylum des
Firmicutes a la classe deBacilli et a I'ordre des.actobacillales L'ordre ded_actobacillales
regroupe  six familles Aerococcaceae, Carnobacteriaceae,Enterococcaceae,
Lactobacillaceael eucocaceaet Streptococcaceae) dans lesquelles on dénombre plusieurs
genres dont 15 seulement forment le groupe de bactéries lactiques. Il s’agit des genres
Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus, Enterococcus, Oenococcus,
Lactobacillus, Carnobacterium, Weissella, Aerococcus, Alloicoccus, Dolosigranulum,

Globicatella, Tetragenococcus ¥agococcus (Stiles et Holzapfel, 1997).

12|



Synthése bibliographique

La figure 1 représente I'arbre phylogénétique des bactéries lactiques avec leur distance basée

sur les séquences du gene codant pour 'ARNr 16S.

Lactobacillus delbrueckii
' group

Weissella

Lactobacillus casei - Pediococcus

Leuconostoc/
group

—

Oenacaccus oeni
~ Lactococcus

Tetragenococcus
Vagococcus |

Enterococcys | Streptococcus

Carnobacterium”

" Bacillus
; = Staphylococcus
Aerococcus  Listeria

Figure 1 : Arbre phylogénétique des bactéries lactiques avec leur distance basée
sur les séquences du gene codant pour I'ARNr 16S (Axelsson, 1998)

Les bactéries lactiques doivent leur nom a la production massive d’acide lactique a partir de
différents sucres dont le lactose, sucre majeur du lait. Les bactéries lactiques utilisées dans
'alimentation sont considérés comme non pathogenes et sont reconnues au niveau
international comme « GRAS » poufenerally Regarded As Safec’est-a-dire saines dans

leurs conditions d’utilisationdams et al., 1995 ; Salminenst al., 1998) Dans les aliments
fermentés, les bactéries lactiques contribuent a la texture, a la saveur et a la production de
composés aromatiques. Elles inhibent la prolifération de micro-organismes indésirables en
abaissant le pH de leur environnement, en produisant des composés inhibiteurs, comme le
peroxyde d’hydrogene et les bactériocinéslgms et al., 1988 ; Batdorj et al., 2007 ;
Ennahar et al, 1999 ; Marty-Teyssetet al., 2000). Certaines espéeces produisent également
des exopolysaccharides qui modifient I'aspect et la texture des produits fernveartésdef

Meulen et al., 2007)
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Deux groupes de bactéries lactiques, les lactocoques et les lactobacilles ont un intérét majeur

en technologie laitiére.

1111 Lactocoques

Le genreLactoccoccusest formé de bactéries & Gram positif dont les cellules, en forme de
coques, sont associées par paires ou en chainettes de longueur variable. Elles sont dépourvues
de catalase et ne sont pas capables d'utiliser 'oxygene mais se multiplient en sa présence
(anaérobies aérotolérantes). Les lactocoques retrouvés dans le lait ont pour origine principale
le fourrage (Dellaglio et al., 1994 ; Michel et al., 2001).

Les lactocoques ont été les premiers a avoir fait I'objet de sélection et de production pour
l'industrie laitiere. Ce sont des levains mésophiles en ce sens que leur température optimale
de croissance s’étend de 25 a 35°C, respectivement pour les soudteetodeccus lactis

ssp. cremoriget Lactococcus lactissp. lactis lls sont capables de croitre a 10°C mais pas a

une température supérieure a 40°C. Les lactocoques comprennent des especes acidifiantes,
telle quelLactococcus lactissp. lactis et celles qui participent a la formation d’arémes
commelactococcus lactissp. cremorigt diacetylactisS/Ayad et al., 1999 ; Yvon etRijnen,

2001)

1.1.1.2. Lactobacilles

Les bactéries du genteactobacillusont des aspects variés allant du bacille long et fin au
coccobacille en passant par la forme batonnet court ou légerement flexueux. Ce sont des
Gram positif, non sporulés, fréequemment associés en chainettes et immobiles. Contrairement
aux lactocoques, il existe trés peu d’'informations concernant les populations de lactobacilles
dans les laits. lls sont, en effet, souvent dénombrés indistinctement des autres bactéries
lactiques, telles que les leuconostacles pédiocoqueémarigny, 1997) Parmi le genre
Lactobacillus I'espéecelb. delbrueckiissp. bulgaricusjndispensable a la préparation du

yaourt est la plus utilisée en industrie laitiere

Le métabolisme des sucres des lactobacilles permet d'y distinguer trois groupes. Le premier
groupe est constitué de lactobacilles homofermentaires stricts qui produisent tres

majoritairement de I'acide lactique.
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Les principales especes de ce groupe sbnacidophilus, Lb. helveticus, Lb. delbruedsp.

lactis et Lb. delbrueckissp. bulgaricus Le deuxieme groupe comprend les lactobacilles
hétérofermentaires facultatifs qui produisent de 'acide lactigue en méme temps que d’autres
composeés, géneralement l'acétate et I'éthanol. Les représentants de ce groupb. sont
plantarum, Lb. sakeet Lb. casei Enfin le dernier groupe est composé de lactobacilles
hétérofermentaires stricts représentés principalementLparbrevis et Lb. fermentum

(Desmasures et Guéguen, 1997)

1.1.1.3. Autres bactéries lactiques

Les Leuconostocs sont frequemment rencontrés dans le lait cru mais les données quantitatives
les concernant sont quasiment inexistantes car ces derniers sont le plus souvent dénombrés
indistinctement des autres bactéries lactiqPgsmasures et Gueguen, 1997)Les
leuconostocs interviennent dans le golt et I'ardme du lait grace a la production de certains
composés aromatiqgues comme l'acétoine et le diacétyle. Les especes fréquemment isolées

sont Ln. pseudomesenteroides, Ln. lactis et Ln. mesenteroides

Le lait et les produits laitiers peuvent contenir les bactéries lactiques dubggarecoccus

Les entérocoques présents dans le lait cru proviendraient d’'une contamination fécale au cours
de la traite ou lors du stockage du ([@esmasures 1997)es especes les plus fréquemment
rencontrées en industrie laitiere soBhterococcus faecium, Enterococcus faecadis

Enterococcus durans.

Des streptocoques sont également présents dans I8tlaihermophilussp. salivariusest
associé a.b. delbrueckiissp. bulgaricuglans le yaourtD’autres streptocoques non lactiques
comme Streptococcus agalactiae, Streptococcus ubetiStreptococcus dysgalactiasent

retrouvés dans le lait cru en cas de mammite

Le tableau IV donne quelques espéces de bactéries lactiques utilisées dans la fabrication de

certains aliments fermentés.
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Tableau 1V: Quelques utilisations des bactéries lactiques dans I'alimentation
(Atlan et al., 2000)

Utilisation

Bactéries lactiques (et autres micro-organismes associés)

Laits fermentés

Yaourt
Autres laits fermentés
Kéfirs

Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus et Str. thermophilus
Lb. acidophilus, Lb. casei
Lb. kefir, Lb. kefiranofaciens, Lb. kefirgranum, Lb. acidophilus, Lb. bre

VIS

Fromages affinés

Camembert et Brie

Lc. lactis ssp. lactis et Lc. lactis ssp. cremoris

Emmental et Gruyéere

St. thermophilus et Lb. helveticus ou Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus @
delbrueckii ssp. lactis

u LI

Mozzarella Str. thermophilus et Lb. helveticus ou Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus

Cheddar Lc. lactis ssp. lactis et Lc. lactissp. cremoris et Lc. lactissp. lactis
biovar. diacetylactis

Roquefort Str. thermophilus et Lc. lactissp. lactis et Lc. lactissp. cremoris et Lg.
lactis ssp. lactis biovar. diacetylactis

Viandes

Saucisses Pc. acidilactici et Pc. pentosaceus, C. divergens, Cl. piscicola, Lb.

Lb. curvatus

Semi-conserves

Ln. carnosum et Ln. gelidyr@. divergens, C. piscicola

Poissons marinés

T. halophilus, Lb. brevis, Lb. buchneri, Ln. mesenteroides

Sauce de soja

T. halophilus

Boulangerie Lb. sanfrancisco, Lb. fermentum, Lb. brevis

Panification Lb. plantarum (en association av&accharomyces cerevisiae)
Boissons

Vins Oenococcus oeni (Saccharomyces cerevisiae)

sake

C. : Carnobacterium ; Lc.: Lactococcus ; Ln : Leuconostoc ; Lb : Lactobacillus ; Pc :
Pediococcus ; Str : Streptococcus ; T : Tetragenococcus

1.1.2. Bactéries non lactiques d'intérét technologique

Dans les laits fermentés et a la surface de certains fromages, on trouve suite a un

ensemencement naturel et/ou dirigé une flore d'affinage non lactique constituée de bactéries

corynéformes et de staphylocoques non pathogenes. Pendant longtemps, le terme de bactérie

corynéforme a regroupé les bactéries dont la morphologie était en forme de « massue ». Sur le

plan taxonomique, ce groupe a beaucoup évolué et inclut les ordfdscdssoccineae et des
CorynebacterineaeStackebrandt et al., 1997).
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Les especes les plus fréeguemment retrouvées dans les produits laitiers appartiennent aux
genres Arthrobacter Brevibacterium Corynebacterium Microbacterium et Micrococcus

Grace a leurs propriétés lipolytiques et protéolytiques, les bactéries corynéformes participent
a l'aromatisation des produits laitiers fermer{téattray et Fox, 1999)et a la coloration de
certains fromageg¢Dufosséet al., 2001). Enfin, les staphylocoques a coagulase négative
d’origine laitiere ont des propriétés lipolytiques et protéolytiques qui leur permettent de
participer a la formation de la crolte des froma@astin et al., 2002)et a I'aromatisation

des produits laitiers fermentés (Hoppe-Seyler e aD04 ; Irlinger et al., 1997).

1.2. Bactéries d'altération et/ou potentiellement pathogénes

1.2.1. Les bactéries psychrotrophes

Les germes psychrotrophes sont définies par leur aptitude a se développer a des températures
inférieures a +7°C et sont donc capables de se multiplier aux températures habituelles de
réfrigération du lait, c'est-a-dire + 2 a + 4°C. Agents de toxi-infections alimentaires ou
d'altération de la qualité marchande des denrées, ils constituent un facteur limitant la
conservation des produits réfrigérés. Les bactéries du drgeedomonaseprésentent la
majorité de la microflore psychrotrophe mais d’autres especes appartenant aux genres
AchromobacterAlcaligenes Acinetobacter Flavobacterium Aeromonasu Arthrobacteren

font également partie(Desmasures, 1997a).D’autres bactéries psychrotrophes et
potentiellement pathogenes tell€ampylobacter jejunit Listeria monocytogenesnt été
également mises en évidence dans du lait cru ou dans des produits laitiers fermentés au lait
cru (Lattore et al., 2009 ; Oliver et al., 2005 ; Schodest al., 2003).

1.2.2. Staphylocoques a coagulase positive

Les staphylocoques sont souvent présents dans le lait et les produits Hiitiegsg]., 2009 ;

Bonfoh et al., 2005 ; De Buyseret al., 1998 ; Michelet al., 2001, Minl'a et al., 2001).
Certaines especes productrices de coagulase libre et/ou d’entérotoxines sont potentiellement
pathogenes. Ces derniéres sont au nombre de septS(@phylococcus aureus, S.
intermedius, S. lutrae, S. delphni, S. schleiferii subsp.coagulans, S. hyicus et S.anaerobius

De toutes les especes de staphylocoques a coagulase p8siduegusest la plus pathogene

et a été plusieurs fois impliquée dans des intoxications aliment@ee3uyser, 2001)
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1.2.3. Entérobactéries

On désigne sous le vocable d’entérobactéries, les bactéries de la faamterdbacteriaceae

qui colonisent letractus digestif de I'hnomme et des animaux. Dans la famille des
Enterobacteriaceaeon retrouve les coliformes fécaux (ou thermotolérants) et les coliformes
non fécaux. Les premiers ont leur optimum de croissance a 41-44°C et ne se développent pas
en dessous de 4°C. Les principales espéces de ce groupe rencontrées dans les produits laitiers
appartiennent aux genre€itrobacter, Enterobacter, Escherichia, Hafnia, Yersing
Klebsiella.Les coliformes non fécaux sont psychrotrophes et ne se multiplient pas a 41-44°C.
Les principales especes laitieres appartiennent aux geenegtia, Enterobacteet Klebsiella

(Coiffier, 1992 ; Ogier et al., 2002 ; Tornadijo et al., 2001) Sur le plan technologique, les
coliformes sont souvent associés a un défaut d’aspect, principalement dans les fromages a
pate molle ou ils sont responsables d'un gonflement précoce et de la formation de trous dans
la pate pendant les premiers jours d’affindgex(et al., 2000).

1.2.4. Bactéries sporulées

Les bactéries sporulées sont répandues dans le sol et I'environnement des étables. Elles
peuvent se retrouver dans le lait méme pasteurisé en raison de la persistance de leurs spores
apres traitement thermique. Certaines bactéries, coBew#lus cereussont redoutées en

raison des risques qu’elles présentent pour la santé du consommateur. En France, la

contamination des laits crus par les spores varie avec les saisons : faible en été (100 a 500
spores par litre), elle présente un pic pouvant atteindrepdes par litre en hiver, du fait de

la consommation d'ensilage dans lequel les spores sont capables de Nkchedref al.,

2006)

2. Champignons : levures et moisissures

Les levures sont des champignons unicellulaires alors que les moisissures sont des
champignons filamenteux unis ou multicellulaires.

Les levures sont présentes dans le sol, I'air et les eaux. Elles peuvent étre isolées de nombreux
produits alimentaires et font partie de la microflore banale du lait cru. Les especes dominantes

retrouvées dans le lait et les produits laitiers appartiennent aux g€aedida,
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Kluveromyces, DebaryomyceSaccharomycesTorulaspora et Yarrowia (Baroiller et
Schmidt, 1990 ; Fréhlich-Wyder, 2003).En fromagerie, les levures interviennent dans la
désacidification progressive de la surface des fromages, permettant ainsi I'implantation et le
développement de la flore bactérienne superficielle acido-sensible et halotolérante, comme les
bactéries corynéformes et les staphylocoques a coagulase n€Qatisetti et al., 2001). Les

levures contribuent également a la flaveur des fromages (Choisy £08i7b)

La présence des moisissures internes ou superficielles caractérise divers types de fromages.
Penicillium camembertst le champignon des fromages a pate molle et a crodte fleurie, type
Camembert, Brie ou Roquefdttenoir et al., 1984)ou de fromages de chey@hoisy et al.,

1997b) Dans les laits fermentés, la présence des levures et moisissures est associée a un

défaut d’hygiéne.

3. Facteurs de variation de la composition microbienne des laits

3.1. Variation saisonniére de la composition microbienne des laits

Des études portant sur I'évolution de la composition microbiologique des laits des différentes
exploitations montrent que le profil des microorganismes utiles est globalement conservé sur
une année(Callon et al., 2007, Tormo et al., 2011a). La microflore d’altération
(Pseudomongsest caractérisée par une variabilité saisonniere importante alors que les
especes potentiellement pathogén8saphylococcus aureus, Listeria monocytogeres
Escherichia coli par leur apparition sporadique, restent des microorganismes de

contamination@esmasures 1997a ; Michel et al., 2001).
3.2. Variation en fonction des pratiques d’élevage

Les études conduites dans les exploitations frangaises pour trouver les liens entre la
composition microbiologique des laits et les pratiques des producteurs ont montré que ces
deux parametres sont corrélés. Ces microorganismes utiles semblent étre également
caractéristiques de chaque exploitation (Cakbal., 2007, Tormoet al., 2011a, 2011b).

Le profil microbiologique d'un lait donné peut donc s’expliquer par I'état sanitaire des

animaux, la nature des fourrages, les pratiques en matiere d’hygiene du matériel de traite et
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des soins apportés aux mamelles, le systeme de traite (longueur des canalisations) sans oublier
les conditions de stockage du lai¢hel et al., 2001)
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II. LES PRODUITS LAITIERS FERMENTES

Pour conserver le lait, aliment hautement périssable, I'homme a de tout temps et en tout lieu
cherché a le préserver en le transformant (allongement de la durée de vie, concentration des
eléments nutritifs). Selon les estimations de la FAO, environ 60 % des ®@B8ghs de

tonnes de lait produit a travers le monde en 2008, ont été acheminés vers l'industrie laitiere
pour la transformation. Parmi les techniques de transformation disponibles, figure la
fermentation qui consiste en une coagulation de la caséine du lait par des ferments lactiques
ou par la présure. Les produits issus de cette fermentation sont essentiellement le yaourt, les
laits fermentés et certains fromages. En Afrique occidentale et orientale, 71% de la production
du lait sont transformés en lait ferment@ufeurtre, 2003) Au Sénégal, le lait fermenté
appelé communément « lait caillé » est pratiquement la seule forme de valorisation du lait

produit localement (Anonyme 1, 2007).

La dénomination « lait fermenté » est réservée aux produits & base de lait, partiellement
concentré ou non, qui ont subi une fermentation principalement lactique aboutissant a la
formation d’'un gel ilermier et Accolas, 1989)Par définition, le yaourt ou yoghourt est un

lait fermenté exclusivement ensemencé avec deux bactéries spécifiqotsbacillus
delbrueckiissp. bulgaricugt Streptococcus salivarius ssp thermophilus.

Les fromages sont défingans la norme internationa@®dex Alimentariuscomme étant « le

produit frais ou affiné, solide ou semi-solide, dans lequel le rapport protéines de
lactosérum/caséine n'excede pas celui du lait. Il est obtenu soit par la coagulation du lait, lait
ecreme, lait partiellement écrémé, creme de lactosérum ou babeurre, seul ou en combinaison,
grace a l'action de la présure ou d'autres agents coagulants appropriés, et par égouttage partiel
du lactosérum résultant de cette coagulation ; soit par I'emploi de techniques de fabrication
entrainant la coagulation du lait et/ou des matieres obtenues a partir de lait, présentant des
caractéres physiques, chimiques et organoleptiques similaires a ceux du produit défini plus

haut » (Commission du Codex Alimentariusl978).
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1. Phénomene de la coagulation du lait

1.1 Coagulation acide

La coagulation acide est un processus au cours duquel le lactose, sucre majeur du lait, est
transformé en acide lactique par les bactéries lactiques. La production d’acide lactique
entraine la régression de l'ionisation des fonctions acides des caséines et par conséquent la
diminution du pouvoir séquestrant des caséinest § vis-a-vis des minéraux. Les micelles

ainsi dépourvues de leur élément stabilisateur (phosphate de calcium) se désagréegent en leurs
sous-unités, les submicelles. Si le lait est en mouvement, il apparait un « floculat » baignant
dans la phase aqueuse. Par contre, lorsque le lait est au repos, les submicelles se lient entre
elles pour former un réseau protéigue qui occupe tout le volume initial en englobant dans ses
mailles, la totalité de la phase aqueuse. Si I'acidification se poursuit jusqu’au pH isoélectrique
moyen des caséines (pHi=4,6), leurs charges se neutralisent, leur hydratation se réduit
fortement et leur structure submicellaire disparait. A ce stade, le gel correspond a une
organisation tridimensionnelle de protéines relativement fragile car les liaisons mises en place
bien que tres nombreuses sont de trés faible éndvijgtt@n et al., 1994 ; St-Gelaiset al.,

2002)

La coagulation acide dépend essentiellement de la teneur en protéines des laits de fabrication,
de la température, de la vitesse et du niveau d’acidification et de I'apport en minéraux. Pour
une méme valeur de pH, un caillé a base de lait de brebis est plus ferme qu’un caillé de lait de
vache lui-méme plus ferme qu'un caillé de lait de chgBeGelais et al., 2002). La
température agit sur les équilibres minéraux du lait et par conséquent sur la quantité de
calcium et de phosphate liés aux protéines dans la micelle. La vitesse d’acidification, qui
dépend de la nature du ferment, de la température et dans le cas de fabrication fromagére du
pH obtenu en fin de pré-maturation, a une trés grande importance sur la cohésion du gel et sa
propension a I'égouttage. En ce qui concerne les apports en minéraux, lorsque le lait de
fabrication est chauffé a haute température (95°C pendant 1 a 5 min), il est souvent enrichi en
ions calcium pour améliorer la séparation des phases. En effet, sous I'effet du chauffage une
grande partie de calcium est insolubiligdaema, 2009 ; Law, 1996)Dans la fabrication de
certains fromages traditionnels, il est courant de saler le lait juste avant I'emprésurage. Le
sodium déplace le calcium, ce qui améliore la coagulation. Le coagulum résultant d'une

coagulation acide est de consistance plus ou moins ferme, sans exsudation de lactosérum.
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En fromagerie,pour obtenir un caillé plus ferme, l'on utilise des enzymes coagulantes

combinées ou pas a l'acidification par les bactéries lactiques.

1.2. Coagulation enzymatique

Diverses enzymes protéolytiques ont la propriété de coaguler le lait. Elles sont d'origine
animale, végétale ou microbienne. Toutefois, les préparations coagulantes d’origine végétale
sont rarement utilisées en raison de leur pouvoir coagulant tres variable et de leur activité
protéolytique excessivieck, 1999). La présure, constituée d'un mélange de chymosine (80
%) et de pepsine (20 %) est I'enzyme la plus ancienne et toujours la plus employée. Les
fromages a caractére présure dominant sont obtenus par l'utilisation de doses élevées de
présure (de 25 a 40 mL de présure au 1/10 000 pour 100 L de lait). Le tableau V donne

I'origine des différentes enzymes utilisées en fromagerie.

Tableau V : Origine de différentes enzymes utilisées pour coaguler le lait (Miettcat al.,
1994)

Origine Enzymes
Ruminants
* Veau
e Chevreaux Chymosine +Pepsine
_ * Agneaux _ _
Animaux « Bovins adultes Pepsine+ Chymosine
Monogastriques .
e Porcs PepSIne
Oiseaux _
« Poulets Pepsine
» Figuier (suc) Ficine
* Ananas (tige) Broméline
Vegetaux « Chardon, artichaut
e Galillet
* Endothia parasitica Protéase
e Mucor pusillus Protéase
Moisissures e Mucor miehei Protéase
. Aspergi”us niger ChymOSine « génétique »
Levures * Kluyveromyces lactis Chymosine « génétique »
» Escherichia coli Chymosine « génétique »
Bacteries - Bacillus subtilis Subtiline « génétique »
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2. Technologie de fabrication des produits laitiers fermentés

2.1. Yaourt

Le yaourt peut étre préparé avec des laits écrémés ou non, pasteurisés, ou stérilisés,
éventuellement additionnés de poudre de lait. L'adjonction de la poudre de lait permet
d'améliorer la consistance du yaourt. Le lait pasteurisé ou stérilisé est refroidi jusqu'a la
température d'ensemencement (42-45°C) qui se fait avec les deux bactéries spécifiques du
yaourt Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus et Streptococcus salivariusssp.
thermophilus. Ces deux bactéries ont des réles tres complémentdigstobacillus
delbrueckiine produit que de l'acide lactique et sa croissance optimale se situe autour de 45-
50 °C. Streptococcus thermophilusst moins acidifiant mais participe a la production de
composeés aromatiques, principalement I'acétaldéhyde, I'acétoine et le diacétyle. Au terme de
la fermentation qui dure environ 2 heures a une température de 42-45°C, le lait coagulé est
devenu un yaourt contenant 100 millions de bactéries vivantes par gramme. Il est ensuite

refroidi et/ou conditionné avant d'étre soumis a la vente ou a la consommation.

La figure 2 résume les étapes de la fabrication du yaourt.
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Lait

l

Standardisation du mélange (matiére grasse, extrait sec)

Homogénéisation

|

Traitement thermique (thermisation, pasteurisation ou stérilisation)

!

Refroidissement a température d’ensemencement (42-45°C) et addition de
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricesStreptococcus salivarius subsp. thermophilus

/ \

Conditionnement Fermentation en cuve (42-45°C/2-3h)
l Brassage du coagulum
Fermentation en chambre chaude (42-45°C/2-3h)

l Refroidissemel (4-6°C)

|

Refroidissement (4-6°C) Conditionnement

l

Yaourt ferme Yaourt brassé ou a boire

Figure 2 : Diagramme de fabrication du yaourt (Lamontagne, 2002)

2.2. Les autres laits fermentés

Alors que le yaourt est un lait fermenté exclusivement ensemencé Laceabacillus

delbrueckii subsp. bulgaricus et Streptococcus salivariussubsp.thermophilys la

dénomination "laits fermentés" concerne des laits ou d’autres bactéries sont employées.
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Tout comme dans les yaourts, au moment de la consommation, les bactéries lactiques des laits

fermentés devraient étre vivantes et en nombre suffisant.

Dans le groupe des laits fermentés, on peut citer les laits fermentés aux bifidobactéries, les
laits a l'acidophile, le Kéfir, le Koumis, le leben et le babeurre fermenté ou buttermilk. Les
bifidobactéries ont toutes une origine intestinale animale ou humaine, I'espéce la plus utilisée
en industrie laitiere edifidobacterium animalisQuant au lait a I'acidophile, il fut imaginé

aux Etats-Unis apres les études d’Orla-Jensen qui avaient montré que les bactéries du yaourt
étaient incapables de se développer dans lintestin, et que certaines bactéries lactiques

pouvaient étre isolées a partir de feces de nourrissaysgere, 1975)

Parmi les laits fermentés, il faut noter également les laits caillés traditionnels africains dans
lesquels la fermentation est sous la dépendance des bactéries lactiques non définies,
naturellement présentes au départ dans le lait ou apportées par I'ambiance des ateliers de
fabrication.

Au Sénégal, les laits fermentés traditionnels sont obtenus a partir du lait cru de vache.
Cependant, lorsque la production laitiere devient faible, on utilise la poudre de lait
reconstitué. Pour accélérer la fermentation, certains transformateurs artisanaux ajoutent des
comprimés « caille lait », contenant des enzymes coagulantes et vendus en pharmacie.
D’autres utilisent la technique du pied de cuve en ajoutant un peu de caillé de la veille pour
fermenter le lait cru du joubDuteurtre, 2003 ; Seydiet al., 1993)

Dans les fermentations industrielles, deux types de levains sont eégalement distingués : les
meésophiles et les thermophiles. Les levains mésophiles (constituélsaalecoccus
Leuconostoc sont utilisés pour les fermentations dont la température des caillés pendant la
phase d’acidification ne dépasse pas 40°C, alors que les levains therm@théptooccus
thermophilus Lactobacillus helveticyd.actobacillus delbrueckiisont employés lorsque la

température en début de fabrication dépasse 4€&€t( 1999 ; Parente et Cogan, 2004)

Le tableau VI donne quelques exemples de laits fermentés et leurs caractéristiques.
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Tableau VI : Quelques exemples de laits fermentés et leurs caractéristiqgues (Anonyme 3,

J

2009)
Nom Pays d’origine | Description Levains
présumé
Yaourt ou Asie, Balkans | Produit ferme ou brassé, acid&tr. thermophilus, Lb. bulgaricus (4
Yoghourt arbme caractéristique Lb. acidophilus et Bifidobacterium
sp. selon les réglementations)
Lait & Etats-Unis Produit ferme, brassé ou Lb. acidophilus
I'acidophilus liquide, faible arbme
Caucase Boisson brassée, consistancd._c. lactis, Lc. cremoris, Lb. kefir, Lk
Kéfir crémeuse contenant du €& | casei, Lb. acidophilus, Leuconosto
méme de |'éthanol sp., levures
Mongolie Boisson pétillante, acide, Lb. bulgaricus, Lb. acidophilus,
Koumis godt rafraichissant levures
Inde Boisson laitiere aigre diluée | Lactococcus sp., Lactobacillus sp.,
Lassi avec de I'eau, consommeée | Leuconostoc sp., levures
salée, épicée ou sucrée
Dahi Inde Produit ferme ou brassé, ou | Str. thermophilus, Lb. bulgaricus
boisson liquide ; flaveur Lc. diacetylactis, Leuconostoc sp.
agréable, acide ou faiblement|
acide
Leben Moyen Orient | Produit ferme ou brassé, Str. thermophilus, Lb. bulgaricus
golt et arbme agréable Lb. acidophilus, Lc. lactis, levures
Filmj6lk Suede Boisson brassée visqueuse,| Lc. lactis, Lc. cremoris, Lc.
saveur acidulée diacetylactis, Ln. cremoris
Villi Finlande Produit brassé visqueux, Lc. lactis, Lc. cremoris, Lc.

acidulé et godt agréable

diacetylactis, Lc. dextranicum,

Geotricum candidum

Lc. : Lactococcus ; Ln. : Leuconostoc ; Lb : Lactobacillus ; Str : Streptococcus

2.3

Fromages a pate molle

Sur le plan technologique, le fromage est le produit obtenu par coagulation du lait suivie d'un

égouttage du coagulum. La masse obtenue qu'on appelle également «caillé » ou

« caillebotte » peut étre consommée en I'état (fromage frais) ou subir des transformations

enzymatiques et microbiennes au cours de l'affinage. Cette masse constitue alors le fromage

affiné ayant des caractéristiques organoleptiques spécifiques, en fonction de la conduite de

hY

laffinage. Les fromages a pate molle sont définis dans la norme internatiGodkex

Alimentariuscomme étant tous les fromages dont la teneur en eau apres élimination des

matieres grasses est supérieure a 67 % (Commission du Codex Alimenta9us).
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Selon la conduite de l'affinage, deux types de crolte peuvent se développer permettant de
diviser les fromages a pate molle en deux groupes : les pates molles a crodte fleurie comme
les Brie ou le Camembert et les pates molles a cro(te lavée ou crolte morguée comme les

Epoisses et le Munster.

Quatre ingrédients principaux interviennent dans la fabrication des fromages a pate molle : le
lait, la présure, les micro-organismes et le 8arésford et al., 2001).La composition du

fromage varie donc en fonction du type de lait utilisé et des paramétres technologiques
appligués. Ces variations se traduisent au niveau des pourcentages des constituants majeurs

du fromage que sont I'eau, les lipides, les glucides, les protéines et le calcium.

De facon générale, la fabrication du fromage comprend quatre étapes principales, la

coagulation, 'égouttage, le salage et I'affinage.

La coagulation peut étre précédée ou pas d'une étape de maturation ou pré-maturation ou
maturation froide. La maturation froide consiste a ensemencer dés la réception les laits de
fabrication par une faible quantité de ferment lactigue mésophile, de I'ordre de 1% et en
laissant reposer les laits pendant 12 a 18h a une température de 10 a 15°C. La pré-maturation
a pour but d'améliorer le lait en tant que milieu de culture, pour les bactéries lactiques et de
'amener a son pH optimum pour I'emprésurage. Pour la fabrication des fromages a pate
molle, la coagulation est dite mixte puisqu’elle résulte a la fois d’'une acidification par les

bactéries lactiques et de I'action d’enzymes coagulantes telles que la présure.

L'égouttage est le résultat de deux phénomenes physiques différents : un phénomeéne actif, la
synérése, qui est due a la contraction du gel et un phénomene passif, résultant de I'aptitude du
coagulum & laisser s'écouler le lactosérum inclus. Cette exsudation spontanée du sérum est

une des caractéristiques des gels lactiques.

Le salage des fromages permet dans un premier temps de compléter I'égouttage. Il contribue
egalement a la formation de la crolte. Par la régulation de I'activité de I'eau (Aw), le sel

inhibe le développement de certains micro-organismes nuisibles.
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Enfin, l'affinageestune succession de transformations biochimiques, réalisées a la fois par
des enzymes déja présentes dans le lait ou le caillé, et par des enzymes synthétisées par la
microflore qui se développe au cours de la maturatdhoicy et al., 1997a ; Mahautet al.,

2000)

3. Réles des bactéries lactiques dans les produits laitiers fermentés

Les bactéries lactiques utilisées dans la fabrication des produits laitiers fermentés ont pour
principale fonction la production d’acide lactique. Par leurs métabolismes divers, elles
participent aussi a I'élaboration et a la définition des qualités des produits laitiers fermentés.
Certaines bactéries lactiques sont capables de produire des substances a activité bactéricide ou

de produire des effets bénéfiques sur la santé lorsqu’elles sont ingérées avec les aliments.

3.1. Production d’arbmes par les bactéries lactiques

La formation des arbmes par les bactéries lactiques fait appel a leur activité protéolytique et
glycogénolytique. Le catabolisme des acides aminés, issus de la dégradation des caséines du
lait, conduit a la production d'une large gamme de composés aromatiques. Sous certaines
conditions de fermentation et pour quelques souchelsad®coccus lactisune partie du
pyruvate peut également dévier de la voie centrale de la glycolyse et étre a I'origine de la
formation de divers composés : acétaldéhyde, éthanol, acétate et foGuatendlla et
Broadbent, 2001 ; Helincket al., 2004 ; Yvon et Rijnen, 2001)L’autolyse de certaines
bactéries lactiques peut conduire également a la libération des enzymes bactériennes
intracellulaires dans la matrice fromagere. Ces enzymes acceélérent I'affinage et contribuent au
développement de la flaveur dans les from#¢@edlins et al., 2003 ; Gobbetti et al, 1999).

3.2. Préservation de la qualité sanitaire

Les bactéries lactiques sont utilisées depuis l'antiquité pour conserver les denrées
alimentaires Du point de vue hygiénique, les bactéries lactiques jouent un réle fondamental
dans linhibition de certaines flores bactériennes et fongiques indésirables. Cette action
inhibitrice est due a la production de substances antagonistes tels que les acides organiques
(lactique et aceétique), le peroxyde d'hydrogene et le diacégekérroum et al., 2002
Holzapfel et al., 1995).
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Certaines bactéries lactiques produisgmtomposés anti fongiques tels que les acides gras
(Corsetti et al., 1998)ou l'acide phényl-lactiquev@lerio et al., 2004).D’autres produisent

des bactériocines qui sont des protéines complexes produits et libérés dans le milieu extérieur
et ayant un effet antagoniste contre d'autres bactéries, généralement phylogénétiquement
proches De Vuyst et Vandamme, 1994 ; Ennahar et gl 1999 ; Flynn et al, 2002)

3.3. Allégations santé sur les bactéries lactiques

A l'origine, l'intérét majeur de la fermentation du lait était de lui conserver ses principaux
constituants. Au fil des années, les produits laitiers fermentés en I'occurrence le yaourt et le
fromage, ont été reconnus comme des aliments possédant des qualités nutritionnelles
indéniables. Actuellement, les produits laitiers fermentés frais sont classés parmi les aliments
fonctionnels. L'ILSI (International Life Science Institute) définit un aliment fonctionnel
comme ayant un effet bénéfique sur une ou plusieurs fonctions cibles dans I'organisme, au-
dela des effets nutritionnels habituels, comme améliorant I'état de santé et de bien-étre ou
réduisant le risque d'une maladMarteau et al., 2002). Lorsque cette fonctionnalité est en
relation avec l'activité de leurs ferments, ce sont aussi des aliments probiotiques ou « novel

foods ».

Les probiotigues sont définis comme des microorganismes vivants, qui aprés ingestion,
exercent des effets bénéfiques sur la santé allant au-dela des vertus nutritives inhérentes a
l'aliment uller, 1989, Schrezenmeiret al., 2001). L'efficacité de ces probiotiques a été
prouvée dans l'amélioration de la digestion du lactdseigoni et al., 1994), dans le
traitement des diarrhées infectieuses et des troubles digestifs liés a la prise d’antibiotiques
(Beausoleil et al., 2007 ; Fukushima et Miyaguchi, 2007 ; Tuohyet al., 2007) et dans
'augmentation de I'activité phagocytaire des granulocytes et des lymphocytes B s@bguins
Simone et al., 1992 ; Schiffrin et al., 1995)

Les bactéries lactigues consommés avec le lait, de part leur capacité a s’'implanter dans le
tractus digestif, sont susceptible de modifier la flore intestinale de I'hn6te, en particulier de
diminuer la quantité de germes indésirablesp(ingard et al., 2006). Ainsi, plusieurs études
indiquent que l'ingestion de lait fermenté phdr. acidophilusest susceptible de réduire le
nombre dE. coli dans les selles qui contiennent alors considérablement pluksb.de

acidophilusqui, par ailleurs, fait partie de la flore intestinale humahkdaMms et al., 1988).
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D’autres effets bénéfiques tels que la diminution du cholestérol sanguin et le renforcement du
systeme immunitaire ont été également attribués aux bactéries lac{Qumsault et
Corthier, 2001 ; Loones, 1994).
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V. FILIERE LAITIERE TRADITIONNELLE SENEGALAISE

1. Approvisionnement en lait : production locale et importations

Le secteur laitier sénégalais est marqué par une forte opposition entre d'une part, une
production locale majoritairement issue des systemes extensifs et d’'autre part un secteur
industriel basé sur l'utilisation de la poudre de lait importéstre 2004 et 2006, les
importations des laits et produits laitiers ont connu une hausse de pres de 30 % (tableau VII).
L'essentiel de ces importations était constitué par la poudre de lait a hauteur de 86%
(Anonyme 1, 2007)La poudre de lait importée va se retrouver dans 3 circuits différents : le
circuit industriel qui offre des produits frais notamment les laits pasteurisés et fermentés, le
circuit de micro-conditionnement du lait en poudre et enfin le circuit des micro-entreprises
artisanales qui proposent du lait fermenté reconstitué. En tout état de cause, l'industrie laitiére
sénégalaise est dominée par la transformation artisanale méme si on y trouve quelques
multinationales dont les plus importantes sont Nestlé et Gloria. Ce secteur industriel n'est pas

non plus connecté a la production locdeiteurtre, 2006).

Tableau VIl : Evolution du disponible en lait de 2000 a 2006

Année Production locale (en Importations Disponible
million de litres)

Vache Chévre Total Total (millions Pourcentage Total (millions Par habitant

de L) (par rapport aude L) (L)
disponible)
2000 97,7 20,9 118,6 188,0 61 306,6 32
2001 100,1 21,5 121,6 168,2 58 289,8 30
2002 86,0 15,5 101,5 192,3 65 293,8 29
2003 92,3 18,1 110,4 254,2 70 364,7 35
2004 95,9 18,3 114,2 238,4 68 352,6 33
2005 97,3 18,9 116,2 288,4 71 404,5 37
2006 100,7 19,4 120,1 331,1 73 451,2 41

Source : Anonyme 1, 2007
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2. Elevage au Sénégal

2.1. Troupeaux et leur potentiel laitier

Sur le territoire national, la production de lait est essentiellement assurée par les races
bovines, la production de lait de chevre restant trées marginale. Le cheptel bovin est constitué
de races locales, de races exotiques ainsi que de produits de leur croisement. Au Sénégal, trois
types génétiques locaux sont exploités : le z8ms (ndicusou Bos africanuy le taurin (Bos

taurug et leurs produits de croisement. Ces animaux sont exploités en mode extensif avec une
productivité limitée. Le rendement laitier par vache varie de 1 a 3 litres par jour. Pour pallier
cette faible productivité, les races ou les genes des espéces bovines a hautes potentialités
laitieres ont été introduits a partir des années 19685 genes exotiques les plus
communément exploitées sont NMontbéliarde la Jersiaise le Girolando et laHolstein

(Séry, 2003). Toutes ces especes bovines, locales, exotiques et métisses vont se retrouver
dans trois systémes d’élevages rencontrés au Sénégal.

2.2. Systémes de production

Un systéme d'élevage est un ensemble de techniques et de pratiques mises en ceuvre par une
communauté donnée pour exploiter dans un espace donné des ressources végétales par des
animaux, en tenant compte de ses objectifs et de ses contraimbaste(et al., 1993). Au

Sénégal, la production du lait est assurée par trois systemes de production, le systéme pastoral
de type extensif, le systeme agro-pastoral ou semi-intensif et le systeme intensif.

Le systeme extensif ou pastoral ou systeme de production traditionnelle est le plus important,
tant du point de vue des effectifs d’animaux exploités que de la population humaine
concernée. Il est présent au Nord et au Centre-Nord du pays et exploite les animaux a faible
potentiel laitier. La rareté des ressources alimentaires en saison seche et l'insuffisance de
couverture sanitaire des animaux, demeurent des contraintes majeures a la production du lait
dans ce system®(teurtre et al., 2010). Le systeme agro-pastoral ou systeme semi-intensif
estretrouvé au centret dans le sud du pays. C'est un systéme de production mixte caractérisé
par un élevage de type sédentaire avec lintégration dans les activités pastorales, de cultures

vivrieres ou de rente comme l'arachide et le coton.
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Dans ce systeme, en plus de la production laitiere, les animaux remplissent d'autres fonctions
telles que I'amendement des terres et la culture attelée. C’est également dans ce systeme que
'on trouve des projets d’amélioration des races locales par l'insémination artificielle. Le
systeme de production intensif se retrouve principalement a la périphérie de la région de
Dakar, dans la zone des Niayes ou le climat est propice a I'élevage des races importées. Des
fermes laitieres ont été créées le plus souvent par des opérateurs privés. Leur existence est
dictée par le désir de satisfaire la forte demande en lait de I'agglomération urbaine de Dakar. Le
mode de conduite des troupeaux repose sur la stabulation permanente. Le régime alimentaire

est a base de fourrages et de compléments sous forme de conCrrigédre et al., 2010)
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Figure 3 : Carte des zones éco-géographiques du Sénégal (Bakhoum, 2006)

En résumé, l'essentiel des animaux laitiers sont élevés de maniére extensive et sont donc peu
productifs. Les secteurs de la collecte et de la transformation sont trés peu organisés et
performants. La production locale n’est pas non plus connectée a l'industrie. Le lait de vache

produit localement va se retrouver la plupart du temps dans un circuit traditionnel.
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3. Filiere lait local et les produits laitiers fermentés

Le lait étant une denrée trés périssable, en absence de moyens de conservation efficace,
'essentiel de la production est transformé en lait caillé ou fermenté. C’est ainsi que sur
'ensemble du territoire national, les laits fermentés appelés communément laits « caillés » et
'huile de beurre diwnioor) font I'objet d’'un commerce tres florissant. Les produits laitiers
fermentés issus de la filiere traditionnelle du lait vont se retrouver dans deux circuits de
commercialisation principalement : ventes directes auprés des ménages ou au niveau des
marchés ruraux hebdomadaires. Ces ventes sont relayées par des réseaux de femmes

collectrices et détaillantes.

Cependant, il faudra noter que cette fermentatjpm permet d’allonger la durée de
conservation du lait, de donner aux produits une saveur plus agréable que le lait frais se fait de
facon «artisanale», sans aucun contréle sur les microorganismes qui en sont responsables. La
pasteurisation, seul moyen capable de détruire les germes pathogenes susceptibles d'étre

présents dans le lait cru, est absente de la chaine.

Pour améliorer la disponibilité et I'accessibilité du lait produit localement, plusieurs tentatives

de mise en place d’'un systeme de collecte de lait ont été testées sans trop de succes. Ce fut le
cas entre autres de Nestlé qui avait installé en début des années 1990 un centre de collecte
autour de la ville de Dahra mais ce centre de collecte a fermé en 2003. Parallelement a ces
initiatives basées sur la collecte réfrigérée, on assiste aujourd’hui a I'’émergence d’entreprises
de collecte et de transformation du lait aux dimensions plus modestes. Ces mini-laiteries
semblent constituer un modéle beaucoup plus durable du développement de la filiere lait
locale(Duteurtre et al., 2010).

Malgré ce dynamisme apparent de la filiere lait, la contribution de la production locale a la
satisfaction des besoins en lait et produits laitiers demeure faible. Ceci s’explique par les

diverses contraintes auxquelles est confrontée la filiere locale du lait au Sénégal.
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4, Contraintes au développement de la filiere locale du lait

Dans les systemes de production extensif et semi-intensif, les contraintes a la production
laitiere sont représentées par les faibles performances des animaux de traite, l'insuffisance
d'équipements et le faible niveau de technicité qui ne garantissent pas la qualité et la régularité
du lait produit localement. Le manque d’infrastructures pour conserver ou acheminer le lait
des zones de production vers les zones de consommation fait que le lait et les produits laitiers
issus de la filiere locale sont de qualité organoleptique inconstante et de qualité hygiénique
meédiocre Seydi et al., 1993 ; Min'la et al., 2001)

Dans le systeme intensif, méme si on fait appel aux génotypes importés dont les potentialités
laitieres sont importantes, la cherté des intrants alimentaires et médicamenteux augmente les
colts de production du lait. Le lait produit localement est alors fortement concurrencé par la

poudre de lait importée.

En ce qui concerne les importations, la nouvelle taxation de la poudre de lait n'est pas non
plus en faveur de I'émergence de la filiere locale. En effet, jusqu’'en 1999, une taxe douaniere
(colt assurance fret) de 29,6 % était appliqguée a la poudre de lait importée, mais cette
tarification a été modifiée suivant les dispositions arrétées par TUEMOA (Union économique

et monétaire ouest-africaine). Ce systeme harmonisé en vigueur dans l'espace UEMOA,
appligue une taxe de 5 % pour les industriels contre 26 % pour les importateurs ordinaires. De
ce fait, les produits laitiers issus de la transformation de la poudre de lait importée par les
industriels de Dakar deviennent relativement moins chers que ceux issus de la transformation

du lait frais produit localement.

Malgré toutes ces contraintes, la filiere laitiere locale n'est cependant pas en voie de

disparition. Elle a méme de beaux jours devant elle.

5. Opportunités au développement de la filiere locale du lait

Au Sénégal, les atouts de I'élevage laitier sont liés au prestige de la possession du bétail et en
particulier de la vache auquel s'ajoute l'image trés positive véhiculée par le lait local.
L'élevage du gros bétail a un poids économique et social important. En milieu rural, la vache

est un bien précieux. Sa possession est une source de prestige et de reconnaissance sociale.
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Le bétail représente une source alimentaire, une source d’engrais, une source de revenus et
une garantie contre toutes sortes d'aléas. L'élevage des animaux laitiers constitue également
une sécurisation et une fructification des fortunes de diverses origines. Dans la zone des
Niayes, en périphérie de Dakar, les élevages intensifs sont des entreprises commerciales
appartenant aux hommes d'affaires qui ont fait fortune dans les finances, ou a l'import-export,
mais également des hauts fonctionnaires en fin de carriére internationale ou $ergle (

2003)

Sur le plan alimentaire, le lait de vache est I'un des traits majeurs de la civilisation pastorale
sahélienne ou le concept lait est I'un des principaux reperes d'appartenance a I'ethnie peul.
Dans les autres franges de la population sénégalaise, aussi bien en ville qu'a la campagne, le
lait bénéficie d'une appétence particuliere par les consommateurs de tout age et de toute
catégorie sociale. En zone d'élevage, le lait constitue la principale source de protéines
animales. Prés de 80 % du lait produit en milieu rural est destiné a I'autoconsommation
(Metzger et al., 1995) Le lait est consommeé frais, fermenté ou sous forme de beurre. De part
sa texture, sa conservation relative et son goQt acidulé, le lait fermenté est le produit laitier le
plus apprécié. Il entre dans la composition de divers mets froids ou semi liquides a base de
céréales locales. Coupé a l'eau et sucré, le lait fermenté devient une boisson tres
rafraichissante. Enfin dans la culture pastorale, une efficacité thérapeutique et esthétique

particuliere est attribuée au lait de vache.
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V. IDENTIFICATION DES MICRO-ORGANISMES DES ALIMENTS

Depuis la découverte du premier microorganisme en 1677 par le microscopiste hollandais
Antoine van Leeuwenhoek jusqu’aux dernieres puces a ADN, les méthodes d’identification
bactérienne ont fortement évoluées. Pendant longtemps, les méthodes classiques (observation
microscopique et isolement sur milieux de culture sélectifs), ont été les plus utilisées. Les
microbiologistes ont ensuite franchi une étape, en faisant appel a I'analyse de la structure des
composes cellulaires. Mais, c’est surtout grace au progres de la biologie moléculaire qu’il a
été possible non seulement de clarifier la classification des microorganismes, mais aussi de les

identifier de fagon précise.

1. Taxonomie bactérienne

La taxonomie bactérienne se définit comme I'étude des relations qui existent entre les
bactéries. Elle englobe la classification, la nomenclature et l'identification. Ces trois parties
consistent respectivement a classer et a arranger les micro-organismes dans des groupes sur la
base de similitudes, a donner des noms aux groupes trouvés et a identifier des entités
inconnues pour déterminer s'ils appartiennent aux groupes déja d&fimsont, 1998).

Pendant tres longtemps, les microorganismes ont été classés selon leur structure cellulaire, en
eucaryotes et procaryotes. Cette classification a évolué depuis pour aboutir a la constitution
des cing regnes du vivant : les procaryotes (bactéries principalement), les protistes (eucaryotes
unicellulaires), les champignons (eucaryotes multicellulaires), les plantes (eucaryotes

multicellulaires) et les animaux (eucaryotes multicellulaires).

La taxonomie bactérienne a permis également de construire des échelons hiérarchisés au
sommet desquels nous avons le régne puis viennent, 'embranchement, la classe, l'ordre, la
famille, le genre et enfin I'espece. L’espéce bactérienne se définit comme un groupe de
souches d’origines différentes, provenant de nouveaux isolements ou de nouvelles collections,
ayant en commun beaucoup de caracteres mais différent des autres espéces au niveau
phénotypique et génotypiqy&rimont, 1998). De ce fait, on peut distinguer deux méthodes

de taxonomie : les méthodes phénotypiques et les méthodes génotypiques (moléculaires).

38|



Synthése bibliographique

1.1. Taxonomie phénotypique

Chez les bactéries, la taxonomie phénotypique est basée sur des caracteres morphologiques,
culturaux, physiologiques, biochimiques, métaboliques et immunologiques. Deux bactéries
appartiennent a la méme espece lorsqu’elles partagent plusieurs de ces caracteres. La
taxonomie phénotypique présente de nombreuses limites dont le manque de fiabilité du fait de
l'instabilité des caractéres phénotypiques mais aussi de son faible pouvoir discriminant

(Euzéby, 2006) Aujourd’hui, elle est remplacée par la taxonomie moléculaire

1.2. Taxonomie moléculaire ou génotypique

La taxonomie moléculaire est basée, en priorité, sur I'étude des protéines et des acides
nucléiques ribosomaux, ADNr ou ARNr. Actuellement, plusieurs techniques sont disponibles

pour étudier la diversité taxonomique des microorganismes.

1.2.1. Détermination du pourcentage guanine + cytosine (G+C p. cent ou % G+C)

L’ADN est le support de l'information génétique. La molécule d’ADN est une double chaine
de nucléotides reliés par les bases azotées selon les compatibilités suivantes: adénine (A)-
thymine (T) et guanine (G)-cytosine (C). Dans toutes les molécules d’ADN, il existe autant de
molécules de T que de A et autant de molécules de G que de C. C’est le grand principe de
complémentarité selon lequel, a une adénine correspond toujours une thymine et a une
cytosine vient toujours s’apparier une guanine. La détermination du % G+C est la méthode
génotypique la plus simple. D’'une maniére générale, la variation du % G+C ne dépasse pas 3
% entre les individus d'une méme espéece et pas plus de 10 % pour un méme genre
(Stackebrandt et al., 1993). Le % GC dans le monde bactérien varie entre 24 et 76 %. Il est
aussi courant de classer les especes bactériennes en deux groupes : les haut % GC (% GC
supérieur a 55%) et les bas % GC (% G+C inférieur a 55 &tl)iéz et al., 2002)

1.2.2. Hybridation ADN/ADN

Le pourcentage d’hybridation ADN/ADN et la baisse de la stabilité thermique de I'hybride
sont utilisés pour décrire I'esped&/dyne et al., 1987)
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Deux organismes qui ont 70% d’homologie ADN présentent au moins 90% d’identité de
séquence (Stackebrandit al., 1994). D’'une maniere générale, les taxonomistes ont décidé
gue deux souches appartiennent a une méme espeéce, lorsque leurs ADN sont homologues a
plus de 70%, avec une difference de température de demi dénatusdimndu double brin

hybride d’au plus 5°CTailliez et al., 2002). La technique d'hybridation ADN/ADN suppose
d’avoir une idée a priori de I'espéce a laquelle appartient la nouvelle souche a identifier, que
cette derniere appartienne a une espéce déja décrite et gu’elle soit cultivable. Ce qui constitue

une limite.

1.2.3. Autres technigues basées sur la réaction de polymérase en chaine (PCR)

1.2.3.1. Réaction de polymérase en chaine (PCR), comme base des méthodes
moléculaires

La PCR (Polymerase Chain Reaction) est une méthode d'amplification directe d'une séquence
d'ADN, comprise entre deux régions s'hybridant chacune avec une amorce spésdiue (

et al., 1985). Cette technique repose sur la synthése enzymatique d’ADN, par une ADN
polymérase a partir de deux amorces de polarité opposée et dont la séquence est spécifique de
chacune des bornes du fragment a amplifier. La synthese de polynucléotides a partir des
extrémités du fragment amplifi€, génére des matrices qui peuvent a leur tour étre recopiées, et
conduire de cette maniére a une population de molécules d’ADN dont la multiplication est
exponentielle. Les éléments nécessaires a une réaction de PCR sont les suivants :

» une matrice d'ADN constituée par un brin parental ;

» des nucléotides propres a I'ADN et contenant le désoxyribose et des bases sous formes
de nucléosides triphosphates (dATP, dTTP, dCTP, dGTP). L'ensemble de ces
nucléotides est souvent nommeé dNTPs ;

* une polymérase, le plus souvent la Taq, qui est une enzyme thermorésistante isolée de
Thermus aquaticus, une bactérie qui se développe a haute température ;

« certains ions comme le Mg;

e un couple d'amorces composé d’'une oligomere complémentaire de I'extrémité 3’ du

monobrin d’ADN a amplifier et d’'un autre de I'extrémité 5’ du brin antiparalléle.

Une réaction PCR comprend une répétition de cycles de transition de température, chaque
cycle contenant 3 étapes qui sont la dénaturation, I'hybridation et I'extension ou élongation.
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Les différentes étapes d’'une PCR sont schématisées dans la figure 4.
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Figure 4 : Les différentes étapes d’une réaction de PCR classique (Anonyme 4, 2001)

Avant de commencer les cycles de PCR, une étape de chauffage est généralement nécessaire.
Cette étape permet de déshybrider les ADN double brin, de casser les structures secondaires,
d’homogénéiser le milieu réactionnel par agitation thermique et éventuellement de dénaturer

d’autres enzymes qui pourraient étre dans la solution.

La dénaturation thermique de 'ADN matrice bicaténaire permet de séparer les deux brins
complémentaires antiparalleles orientés 5-3' et 3-5'. L’hybridation consiste en
'appariement des deux amorces spécifiques complémentaires a chacun des deux brins de
I’ADN matrice.
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L’élongation se fait a partir des extrémités 3'OH libres des amorces par polymérisation
enzymatique de précurseurs désoxyribonucléotides. La température d’hybridation, le temps
d’élongation et les amorces dépendent de la taille du fragment a amplifier.

A patrtir des principes d’'une réaction PCR classique, plusieurs techniques ont été développées.
Parmi ces derniéres, on peut citer les méthodes qui reposent sur 'emploi des enzymes de
restriction et le séquencage des acides nucléiques.

1.2.3.2. Analyse de séquences ou séquencgage

Le séquencage des acides nucléiqgues notamment les ADN ribosomiques (ADNr) permet
d’identifier une espece en comparant les séquences d’ADN obtenues aprés amplification puis
clonage a celles de bases de données préexistantes. Les genes rRNA (rDNA) sont
universellement distribués, et généralement bien conservés, avec de plus ou moins grandes
variabilités a différentes sections de la moléclleng et al., 1985). Les ARNr bactériens

sont classés en fonction de leurs taux de sédimentation en centrifugation. Ainsi, au niveau du
chromosome bactérien, on distingue les genes 5S, 16S, et 23S. L’ARNr 16S est la plus petite
sous-unité de ribosome. C’est la molécule qui a été la plus étudiée. Deux bactéries ayant des
séquences d’ADN ribosomique 16S qui divergent de plus de 3% appartiennent a des espéces
différentes (Stackebrandtet al., 1994). Les ARNr 16S et 23S se caractérisent par une
alternance de domaines trés conservés et de domaines hypervariables. Sur 'ARNr 16S
d’Escherichia coli, les régions conservées sont au nombre de dix et sont annotées de A a J. De
ces régions peuvent étre extraites des amorces ou sondes dites « universelles ». Entre ces
régions conservees existent des régions dites « hypervariables » au nombre de neuf et notées
de V1 a V9.La plus grande variation de séquence est observée dans la rédioae\éBal.,

1996 ; Neefs et al 1993)

1.2.3.3. Techniques reposant sur I'emploi d’enzymes

Les technigques qui reposent sur les enzymes de restriction comme I'AFLP (Amplification
Fragment Length Polymorphism) et la PFGE (Pulsed Field Gel Elecrophoresis) étudient la
diversité moléculaire de souches au sein d'une méme espéce alors que la RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA) et la RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)

permettent de séparer des souches d’especes tres proches
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L’ADN génomique est d’abord coupé a l'aide d’enzymes de restriction puis séparé par des
techniques électrophorétiques a savoir, I'électrophorése classique sur gel d’agarose ou
d’acrylamide et I'électrophorése en champs pulsés pour la PFGE. Ces techniques sont assez
simples a mettre en ceuvre une fois les souches isolées. Elles sont d'ailleurs de plus en plus

utilisées en épidémiologie moléculaifiea(lliez et al., 2002)

2. Etudedes micro-organismes du lait et des produits laitiers

Comme nous l'avons vu plus haut, certains microorganismes du lait, notamment les bactéries
lactiques ont de nombreuses propriétés métaboliques que les industriels et les nutritionnistes
cherchent a valoriser. D'autres bactéries du lait ont un intérét en santé publique ; sécurité des
produits lesquels ne doivent pas contenir des germes potentiellement pathogenes ou dans la
salubrité (germes d’altération). Pour tirer le meilleur parti des microorganismes du lait, il est
donc nécessaire d’avoir une technique d’identification et de différenciation aussi précise que

possible des espéces constitutives des écosystémes laitiers.

2.1. Méthodes traditionnelles

Traditionnellement, le suivi des microorganismes des laits et produits laitiers se fait par une
approche classique qui allie a la fois les caractéres morphologiques, biochimiques et
physiologiques des colonies isolées sur milieux de culture. Méme si ces méthodes ont permis
d'identifier la plupart des microorganismes présents dans les laits, les limites de ces méthodes
dites « culture-dépendantes » sont désormais bien connues. En effet, elles ne donnent qu’'une
pale idée des populations microbiennes car une souche répond difféeremment aux tests
phénotypiques suivant son stade de croissance et les conditions de culture. Il existe également
des biais liés a la non-cultivabilité ou a la perte de cultivabilité de certaines souches et a
I'identification de souches ayant des caractéristigues morphologiques proches. A cela s’ajoute
la sélectivité des milieux de culture, la méconnaissanpeori de toute la microflore e

fortiori le moyen de cultiver toutes ses especes. Le passage par une étape de culture favorise
egalement les especes les mieux adaptées aux conditions de croissance. Ce qui entraine, dans
la plupart des cas, une sous estimation de la diversité microbianmeniy et al., 1995 ;

Mascoet al., 2005) Ces méthodes sont également longues, fastidieuses et colteuses. Toutes

ces limites et biais plaident en faveur de I'utilisation des outils moléculaires.
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2.2. Nouvelles approches moléculaires

A partir des principes d’une réaction PCR classique, plusieurs techniques ont été développées
pour discriminer et/ou identifier les micro-organismes des écosystémes complexes comme
c’est le cas des produits laitiers. Ces méthodes peuvent étre scindées en deux groupes. Le
premier groupe comprend les méthodes permettant de faire une identification globale de
toutes les espéces présentes et le second permet de détecter une espéce particuliére.

2.2.1. Identification globale des especes présentes dans une matrice laitiere

Les méthodes d'identification globale des espéces présentes dans une matrice laitiere
comprennent les inventaires moléculaires et les techniques électrophorétiques. Ces derniéres
se difféerencient d’'une part en électrophorese en condition non dénaturante, c’'est le cas de la
SSCP (Single Strand Conformation Polymorphism) et la T-RFLP (Terminal Restriction
Fragment Length), et d’autre part en électrophorése en conditions dénaturantes dont les plus
connues sont la TTGE (Temporal Temperature Gradient Electrophoresis) ou gradient
dénaturant de température et la DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) ou

(gradient dénaturant chimique) (Tailliez et al., 2002)

2.2.1.1. Analyse de fragments : la SSCP

L’'analyse par SSCP repose sur le comportement électrophorétique d’'un fragment d’ADN
simple brin dans un gel de polyacrylamide. Apres I'amplification par PCR des acides
nucléiques totaux, ces derniers sont dénaturés en ADN simple brin puis déposés sur gel de
polyacrylamide. Une communauté microbienne est représentée par un profil de pics
correspondant a une séquence. L’aire de chaque pic donne une indication sur 'abondance du
micro-organisme au sein de la communaBtén@iti, 2004 ; Duthoitet al., 2003 ; Tailliezet

al., 2002).

2.2.1.2. TRFLP

La T-RFLP est une méthode d’identification des espéces basée sur un polymorphisme de

restriction. Elleconsiste a hydrolyser par des enzymes de restriction des séquences d’ADN

amplifiées par PCR.
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L’amplification est réalisée avec des amorces universelles dont une est marquée en 5’ par un
fluorochrome. Le produit PCR obtenu est ensuite digéré avec une ou plusieurs enzymes de
restriction, générant des fragments de diverses longueurs selon la séquence de I'ADN et la
spécificité de I'enzyme. Seuls les fragments de restriction terminaux marqués avec le
fluorochrome sont visualisés et mesurés par un séquenceur automatique. C’est une technique
sensible et rapide permettant d’accéder rapidement a la diversité microbienne de différents
environnements\arsh, 1999)

2.2.1.3. Electrophoreses en conditions dénaturantes : TTGE et DGGE

Le principe d’'une séparation de fragments d’acides nucléiques sur un gel d'électrophorése
avec gradient dénaturant est basé sur une perte différentielle de leur vitesse de migration
dépendante de leur température de %2 dénaturation. La dénaturation progressive des fragments
d’ADN au fur et a mesure de leur progression dans le gel entraine une nouvelle conformation
ouverte des molécules qui ralentit leur migraiidtuyzer, 1999 ; Ogieret al., 2002). L'ajout

d’'une répétition de bases guanine et cytosine (@&tp) sur I'extrémité 5 de l'une des
amorces permet d'éviter la dénaturation totale des produits PCR. Compte tenu de la
composition de cette séquence GC, son Tm, tres élevé, prévient toutes possibilités de
dénaturation compléte du fragment ampl{fiéyers etal., 1985) Dans le cas de la TTGE, les
amplicons vont étre séparés par un gradient linéaire croissant de température alors que pour la

DGGE, c'est plutét un gradient chimique urée/formamide.

L'un des avantages des techniqgues TTGE et DGGE est que I'on peut découper les bandes
d’intérét, les amplifier par PCR et effectuer un séquencage des bandes individuelles d’ADN
pour accéder directement a l'identification des micro-organismes par interrogation des bases
de donnéegOgier €t al., 2002 ; 2004) Cependant, des limites, contraintes et biais ont été
également observés lors de l'utilisation des méthodes TTGE et DGGE. Outre les biais
pouvant étre engendrés par I'extraction d’ADN total, les étapes de choix des amorces et
d’amplification par PCR sont fondamental@srcolini, 2004, Giraffa et Neviani, 2001)
Généralement, sur les gels TGGE et DGGE, chaque bande correspond a une espece.
Cependant, il arrive qu’'une bande soit assignée a deux ou plusieurs espéces ou qu’une espece
soit représentée par une double bande. La co-migration d’espéces différentes peut s’expliquer
par le fait que ces dernieres ont la méme température de demi-dénaturation bien qu’ayant des

séquences différentes.
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Les profils multi-bandes sont dus au fait que certaines espéces présentent un polymorphisme
entre les différents opérons dans la région de I’ADNr ciblée pour I'amplificaorolfni,

2004 ; Giraffa et Neviani, 2001 ;Henri-Dubernetet al., 2004) Enfin, les techniques TTGE

et DGGE ne permettent d’identifier que les espéces majoritaires. Pour qu'une espece sous-
dominante soit amplifiée, il faut qu'elle représente plus de 1 % des espéces les plus
dominantes (Muyzer et al., 1999 ; Ogier et a12002).

2.2.2. Détection des especes particulieres dans une matrice laitiere

Les méthodes de détection d’'une espece spécifigue nécessitent bien entendu d’avoir non
seulement la connaissance de ce qu’on cherche mais aussi de pouvoir les retrouver. Parmi ces
meéthodes, on peut citer I'hybridatian situ, I'hybridation sur membrane et les PCR

spécifiques.

2.2.2.1. Hybridation in situ ou méthode FISH

L’hybridation in situ ou méthode FISH (Fluorescent In Situ Hybridization) permet
l'identification d’'une celluleplacée dans son environnement par l'utilisation de sondes
fluorescentes, complémentaires d’'une séquence d’ADN spécifique de I'espéce recherchée
(Tailliez et al., 2001) Les sondes sont mises au contact des cellules et viennent s’hybrider
spécifiguement a leur région homologue sur I'’ADN. Aprés excitation des marqueurs
fluorescents, les cellules sont visualisées par microscopie a épifluorescence ou détectées par
cytométrie en flux Amann et al., 1995 ; Wagneret al., 2003). La FISH a été utilisée pour
identifier et quantifier difféerentes espéces de bactéries lactiques en meélange dans des laits

fermentés ou des levainglgtte-Tailliez et al ., 2001).

2.2.2.2. Hybridation sur membrane

La technique d’hybridation sur membrane nécessite au préalable une extraction des acides
nucléiques suivie d’'une dénaturation et d'une fixation sur membrane. Cette technique suppose
d’avoir un minimum de connaissances de I'espéce ou groupe d’'especes ciblées de maniéere a
synthétiser une sonde spécifique, complémentaire d’'une séquence d’ADN de I'espece. Les
sondes utilisées sont marquées par des molécules radioactives ou des systemes non radioactifs
comme des enzymes ou des molécules fluorescdiess(et al., 2003 ; Wu et al., 2001).
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2.2.2.3. PCR spécifiques

Les PCR spécifiqgues sont basées sur I'amplification d’'une région spécifique d’'une espece
donnée. C'est un héritage de la technique d’hybridation ADN/ADN. Elles sont intéressantes
pour identifier tres rapidement des souches d’espéces pour lesquelles il n'existe pas de
caracteres d’identification simples et fiabl&€sl(k et al, 2000).
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Matériel et Méthodes

SCHEMA GENERAL DE L’APPROCHE METHODOLOGIQUE

Pour

la réalisation des travaux de cette thése,

nous avons adopté une approc

he

meéthodologique qui allie a la fois les méthodes descriptives par les enquétes de terrain et les

meéthodes analytiques par les analyses de laboratoire. La figure 5 présente sous forme de

schéma la méthodologie générale d’approche.

Conditions de production des laits et
produits laitiers fermentés artisanaux :
- Caractéristiques des exploitations

- Entretien des femelles laitieres
- Conduite de la traite
- Conduite de la fermentation

12 exploitations bovines appartenant au
systemes d’élevage :

Le systeme intensif (Dakar), systéme
semi-intensif (Kaolack) et systeme
extensif (Richard Toll et Dahra)

Seize exploitations caprines

Deux fromageries artisanales. La
fromagerie A (Thies) et la fromagerie B

(Saint-Louis).

Typologie des pratiques

Caractérisation physico-chimique et
microbiologique des laits et produits laitiers
fermentés:

- Acidité titrable, protéines et matiere

grasse totales, teneur en NaCl et en ¢au

- Microflore d'intérét, microflore
d’altération et potentiellement
pathogene.

Prélevement (lait cru et fermenté de vache) au
niveau de 3 lots de production, soit au total 36

échantillons de lait cru de vache et 36 échantillans

de lait fermenté de vache.

Prélevement (lait cru, lait thermisé (fromagerie A)

et fromage affiné de chévre) au niveau de 4 lots
production, soit 8 échantillons de lait cru, 4
échantillons de lait thermisé et 8 échantillons de
fromage.

de

Typologie des produits et d’espece
bactérienne:

Figure 5 : Schéma d’approche méthodologique

48|

S



Matériel et Méthodes

|. CONDITIONS DE PRODUCTION DES LAITS ET PRODUITS LAITIERS
FERMENTES DANS LES ELEVAGES ET ATELIERS FERMIERS SUIVIS

Le volet enquéte de terrain avait pour but de décrire les parametres de production des laits
crus de vache et de chévre ainsi que de leurs produits de fermentation, essentiellement laits
fermentés de vache et fromages de chévre. Au cours de ces enquétes, les races exploitées pour
la production laitiére, les conditions de logement, les stratégies alimentaires, I'hygiéne
générale dans les étables et I'hygiéne de la traite ont été appréciées. De méme, les procédés de

fermentation du lait ont été décrits.

1. Choix des exploitations suivies

Le travail de terrain a été mené dans 12 élevages bovins et dans deux ateliers fromagers. Les
élevages bovins ont été choisis dans les trois systemes d’élevage habituellement décrits au
Sénégal et qui correspondent aux différentes zones éco-géographiques. Ces systéemes sont le
systeme pastoral de type extensif, le systéme semi-intensif et le systéme intensif. Ce choix se
justifie par la diversité des systemes d’élevage et des climats qui pourrait influencer les

techniques de fermentation et les microflores impliquées dans ces fermentations.

Dans chaque systeme d’élevage, quatre exploitations ont été choisies. Ce choix a été orienté
avec deux criteres d’'inclusion communs aux douze exploitations ; une production continue
sur toute I'année et la fermentation spontanée du lait. D’autres criteres comme la taille du
troupeau et les quantités de lait produites ont été également pris en compte, mais a des
niveaux différents pour les trois systemes. La taille du troupeau devait étre de plus 50 vaches
pour les systemes intensifs et extensifs et d'au moins 5 pour le systeme semi-intensif. La
production laitiere devait étre au moins de 250 L/j pour le systeme intensif et de 10 L/j pour
les deux autres systemes. Enfin, l'aspect «genre » a également prévalu au choix des
exploitations pour pouvoir prendre en compte I'engagement des femmes dans la filiere laitiere
et en particulier dans la chaine de valeur ajoutée. C’est ainsi que sur les douze exploitations
suivies, quatre étaient gérés par les femmes (2 a Kaolack et 2 a Dahra). Les autres
exploitations bovines suivies sont situées dans la région de Dakar (4), dans la région de

Kaolack (2) et dans la région de Saint-Louis (2).
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Pour la production du lait et de fromages de chévre, deux fromageries sur les cing que compte
le pays avaient une production réguliere au moment de I'étude. Il s’agit de la fromagerie A
située dans la région de Thiés et de la fromagerie B située dans la région de Saint-Louis. Les

élevages et ateliers fermiers suivis dans cette étude sont matérialisés sur la figure 6.

100000 200000 300000 400000 500000 600000 TO0000 800000 ‘500000

Mauritanie

= e
s =
s g
2 - ]
s s
s E
2 W | F

1800000
1
T
1800000

L

=2

g A

E wg{‘nﬁalakn:!l
g r_l { ;d \ Dahra e g
g 7 g
£ << ;. |R i -8
- e - M ]

;Eia%gﬂlkam L\m_\
= wKeur Moussa 4 /
g ;- e _ 5
2 = R H
£ R _= > : L&
g - \ ™=« Hgane Saer /\A-’_ﬁ Y g
1

E = IKoual Ouclof [ 3

[T} :Ej

(=]

l}’
N

Sites éfudieés

1500000
1
T
1500000

Elevage bovin

(& m o

Elevage caprin

7 vallée du Sénagal

lil Ferlo

g 4 g
2 - A, A ]
3 } o N g

|:| Bassin arachidier L PR o

_ ro— )
Littoral nord Guinée Bissau Guinée Conakry
[:l Tambacounda - Casamance 0 80 180
Source: DTGC, Projection: UTM, WGS 1984, Zone 28 N ! | ikm
100000 200000 300000 400000 500000 600000 700000 300000 200000

Figure 6 : Carte du Sénégal indiquant la situation géographique des exploitations
et ateliers fermiers suivis dans cette étude

2. La conduite des enquétes

Les enquétes ont été conduites pendant trois mois, de janvier a mars 2008. Au préalable, un
accord avec I'éleveur pour le suivi de son troupeau et de I'activité de transformation du lait
avait été acquis. Pour la caractérisation des pratiques d’élevage des femelles laitieres, des
pratiques autour de la traite et de la transformation du lait, nous avons fait appel a des outils
empruntés des sciences sociales : I'observation désengagée et les entretiens de groupe. A cet
effet, une fiche d’enquéte a été élaboréengxe 1). L'observation désengagée est utilisée
lorsque les phénomeénes que I'on cherche a décrire peuvent étre constatés ou observes sans

gu'’il soit nécessaire de connaitre comment ils sont vécus de I'extérieur.
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Plusieurs séances ont été nécessaires pour éviter que notre présence influence la maniére

habituelle d’exécuter les taches pour lesquelles I'intéressé était observé.

En plus de l'observation désengagée, pour diversifier les opinions et trianguler les
informations sur les systemes de production et de transformation du lait, d’autres outils tels
gue les entretiens de groupes appelés communément « focus group » ont été utilisés. Dans
chaque localité, 2 groupes de discussions d’'une heure environ chacun ont été conduits. Le
nombre de participants était de 5 a 6 personnes. La sélection des participants a été basée sur le
fait d’exercer l'activité d’élevage et/ou de transformation du lait. Toutes les personnes
répondant a ce critere ont été approchées en vue de les convaincre pour participer aux groupes
de discussion. La contrainte majeure a été la disponibilité de ces personnes. Dans bien des

cas, les réunions ont été tenues dans la soirée, aprées les travaux ménagers et hors ménages.
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. RECHERCHE ET LE DENOMBREMENT DES FLORES PAR LES
METHODES CULTURALES

La recherche et les dénombrements microbiens ont été faits selon les protocoles normalisés
(FIL ou ISO). Les milieux appropriés a chaque groupe de bactéries disponibles dans le
commerce ont été utilisés. Le dénombrement de la microflore d’intérét technologique a
concerné les 4 groupes de bactéries lactiques habituellement isolés des laits et des produits
laitiers : Lactobacillus sp., Lactococcussp., Leuconostocsp. et Enterococcussp. Le
dénombrement des germes d’altération a concerné la flore totale mésophile uniquement dans
les laits crus. La recherche ou le dénombrement des germes potentiellement pathogenes ont
éte réalisés pour tous les échantillons et a conéesaléerichia coliListeria monocytogenes

Salmonella sp. et les staphylocoques a coagulase positive

1. Matériel biologique

Le matériel biologique était constitué des échantillons de lait cru de vache et de chevre, de
laits fermentés de vache et de fromages de chevre provenant des fermes et ateliers fermiers

localisés dans les régions de Dakar, Thies, Kaolack, Saint-Louis et Louga.

2. Méthodes

1.1. Echantillonnage

1.1.1. Echantillons de lait cru de vache

Les prélevements des laits crus de vache ont été réalisés entre janvier et mars 2008 dans 12
exploitations appartenant aux trois systemes d’élevage (intensif, semi-intensif et extensif)
décrits plus haut. Pour nous assurer de la stabilité des écosystémes et de la constance de la
gualité, dans chaque exploitation, les échantillons ont été prélevés au niveau de 3 lots de
production successifs, avec un intervalle de 30 jours, soit 3 prélevements par exploitation. Au
total, 36 échantillons de lait cru de mélange de la traite du matin ont été prélevés au niveau
des tanks de refroidissement et/ou des ustensiles de traite et ce dans un délai n'excédant pas
30 minutes apres la fin de la traite. Un échantillon de lait équivaut a environ 500 mL de lait

cru prélevés a I'aide des outils de la fermiere ou du fermier.
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Mis dans des bocaux stériles, ces échantillons ont été transportés dans une glaciere contenant
de la glace (température+4°C) jusqu’a l'arrivée au laboratoire ou chaqukaatillon a été

divisé aseptiquement en trois fractions. La premiere fraction a servi aux analyses physico-
chimiques, la seconde a la caractérisation phénotypique des microflores et la derniere a été
utilisée pour la caractérisation moléculaire des communautés bactériennes présentes. Les
analyses de microbiologie classique ont été faites sans délai. Les deux autres fractions
d’échantillons ont été congelées et conservées a -20°C pour les analyses ultérieures. La durée

de conservation était d’environ une semaine.

1.1.2. Echantillons de lait fermentés de vache

Vingt quatre heures apres le prélevement du lait cru, nous repassions systématiquement dans
chaque exploitation pour prélever le lait fermenté. Les laits fermentés sont donc issus des laits
crus prélevés la veille. Le protocole de prélevement a été le méme que pour le lait cru. Au

total, 36 échantillons de laits fermentés de vache ont été prélevés.

1.1.3. Echantillons de lait cru et thermisé de chévre

Dans chaque fromagerie, 4 suivies de fabrications fromagéres ont été réalisés. Ainsi, 4
échantillons de lait de mélange de la traite du matin (fromagerie A) et 4 échantillons d’'une
traite biquotidienne (soir et matin) pour la fromagerie B, soit 8 échantillons de lait cru de
chevre ont été prélevés. Pour fromagerie A ou le lait était thermisé par chauffage au bain
marie, apres la collecte, les prélevements ont été effectués apres ce traitement thermique, soit
4 échantillons de lait thermisé. Comme pour les laits crus de vache, un échantillon de lait cru
de chévre équivaut a 500 mL de lait prélevés juste avant le début des fabrications. Ces
échantillons ont été transportés dans les mémes conditions que celles déja décrites
(paragraphe 2.1.1) Au laboratoire ils ont été également traités comme décrits
précédemment, c'est-a-dire que chaque échantillon a été divisé en trois fractions pour servir

aux analyses de microbiologie classique, de microbiologie moléculaire et de physico-chimie.

1.1.4. Echantillons de fromage de chévre

Pour les 4 fabrications suivies, a la fin du processus d’affinage, les fromages ont été prélevés
au niveau de chaque lot de fabrication.
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Un échantillon de fromage est constitué de trois unités de vente, d’un poids moyen de 120 g.
Mis dans des bocaux stériles, les fromages ont été transportés dans une glaciere contenant de
la glace (température +4°C) jusqu’au laboratoire ou les trois fromages$ & mélangés
aseptiguement (broyage de 30 secondes dans des satbmtacher stériles) afin de
constituer une unité d’analyse homogene. Par la suite, I'échantillon ainsi obtenu a été divisé
aseptiqguement en trois fractions pour servir aux analyses de microbiologie classique, de

microbiologie moléculaire et de physico-chimie.

2.2. Dénombrement des bactéries lactiques

Les lactocoques ont été denombrés sur la gélose M17 (Difco, Elancourt, France) incubée a
30°C en anaérobiose pendant 24 h. Les lactobacilles mésophiles ont été dénombrés sur la
gélose MRS (De Man, Rogosa, and Sharpe, Difco) incubée a 30°C en anaérobiose. Les
lactobacilles thermophiles ont été dénombrés dans les mémes conditions que les lactobacilles
meésophiles a la seule différence que les boites ont été incubées a 45°C. L’anaérobiose a été
réalisée par incubation des boites dans une jarre contenant un générateur de gaz carbonique.
Les leuconostocent été dénombrés sur la gélose MRS a laquelle ont été ajoutés 50 mg/L de
vancomycine (Sigma, Saint Quentin Fallavier, France). L'incubation a été faite a 30°C
pendant 72 h. Enfin, les entérocoques ont été dénombrés sur la gélose de Slanetz Bartley

(Merck, Darmstadt, Allemagne) incubée a 44°C pendant 48 h.

2.3. Dénombrement de la flore totale aérobie mésophile
La flore totale aérobie mésophile a été dénombrée selon la norme I1ISO 4833-2003. Le milieu
de culture utilisé est le Plate Count Agar (PCA ; Biokar Diagnostics, Beauvais, France)
additionné de 1 % de lait écrémé stérile. Les boites ont été incubées a 30°C pendant 72 h.

2.4. Dénombremend’ Escherichia coli

Le dénombremerdesE. coli B-glucuronidase positiva été fait suivant la norme 1ISO 16649-
2, 2001. Le milieu de culture est la gélose TBX (Biokar) incubée a 44°C pendant 24 h.
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2.5. Dénombrement des staphylocoques a coagulase positive

Les staphylocoques ont été dénombrés sur le milieu de Baird Parker (Biokar) supplémenté
avec le jaune d'ceuf et le tellurite de potassium puis incubé a 37°C pendant 48 heures (norme
NF V 08-057-1). L'identification des staphylocoques présumés pathogénes, donc a coagulase
positive, s’est faite a la lumiere des tests de confirmation tels que le test a la catalase et la
recherche de la coagulase. La recherche de la catalase a été faite par 'émulsion des colonies
caractéristiques (colonies noires, brillantes, convexes et entourées d’'un halo clair) dans une
goutte d’'une solution de peroxyde d’oxygéne déposée préalablement sur une lame. Le test est
considéré comme positif quand il y a production de bulles d’air. La confirmation s’est
poursuivie par la recherche de la coagulase. Les colonies caractéristiques ont été ensemencees
dans 10 mL de bouillon cceur-cervelle (Biomérieux, Marcy I'Etoile, France). Les tubes ont été
incubés a 37°C pendant 20 a 24 h. La recherche de la coagulase libre s’est effectuée dans un
tube & hémolyse dans lequel a été introduit 0,1 mL de chaque culture provenant du bouillon
cceur-cervelle et 0,3 mL de plasma de lapin. Une premiére lecture a été faite aprés une
incubation de 4 a 6 heures a 37°C. En absence de coagulation, les tubes ont été ré-incubés
pendant 24 h pour une seconde lecture. Le résultat est positif lorsque le coagulum occupe ¥

du volume initial.

2.6. Recherche des salmonelles

Les salmonelles ont été recherchées dans 25 g de produit en suivant la norme ISO 4833-2003.
Une premiére étape de pré-enrichissement a été effectuée dans 225 mL d’eau peptonée
tamponnée (Merck) incubée a 37 °C pendant 24 heures. Une deuxieme étape
d’enrichissement sélectif a été réalisée a partir du bouillon d’enrichissement en ensemencant
10 mL de Rappaport-Vassiliadis (RV, Merck) par 0,1 mL de la culture précédente. Les tubes

ont été ensuite incubés a 42 °C pendant 24 h.

L'isolement sélectif a été fait sur les géloses Rambach (Merck) et Muller Kauffman au
tétrathionate-novobiocine (MKTTn) incubées a 37°C pendant 24 h. Les colonies
caractéristiques ont été purifiées sur la gélose nutritive (GN) incubée a 37°C pendant 24 h. La

recherche de I'oxydase a été faite a la sortie des boites de I'étuve en déposant une colonie
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isolée sur un disque imprégné d’oxalate de diméthylparaphenyléne diamine. Le résultat est
positif lorsque le disque change de couleur et devient violet.

Les colonies oxydase négative ont servi a I'ensemencement d’'une galerie APl 20 E
(Biomérieux). Aprés 24 h d’incubation a 37°C, a lieu la lecture et I'identification a I'aide d’un

catalogue analytique.

2.7. Recherche de Listeria monocytogenes

La recherche deisteria monocytogenes été faite dans 25 g d’échantillon selon la norme
ISO 11290-2004. Le pré-enrichissement a été effectué dans 225 ml de bouillon Fraser ¥
(Biomérieux) incubé & 30°C pendant 24 h. L’enrichissement a été fait par l'inoculation de 0,1
mL de la culture précédente dans 10 mL de bouillon Fraser complet (Biomérieux) incubé a
37°C pendant 48 h. L'isolement sélectif a été fait sur deux géloses. La gélose listeria selon
Ottaviani et Agosti (ALOA, Biomérieux) et la gélose Palcam (Biomérieux) incubées a 37 °C
pendant 24 h.
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[I. ETUDE DE LA BIODIVERSITE DES LAITS ET FROMAGES ANALYSES
PAR LES METHODES MOLECULAIRES

En complément aux méthodes de culture bactérienne, les outils d’écologie moléculaire
notamment la PCR-TTGE (Temporal Temperature Gradient Electrophoresis) et la PCR-
DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) ont été utilisés pour l'identification précise
des bactéries lactiques. Le choix des méthodes PCR-TTGE et PCR-DGGE est motivé par le
fait que ces derniéres ont déja fait les preuves dans I'étude la biodiversité bactérienne des
produits laitiers fermentéfCocolin et al, 2001 ; Ercolini, 2004 ; Henri-Dubernetet al.,

2004 ; Muyzer, 1999 ; Ogier et al., 2002 ; 2004)

Les PCR spécifiques ont été utilisées pour les especes sous-dominantes (< 1% de la
population totale) commigscherichia coli Staphylococcus aurewt Listeria monocytogenes
Enfin, le séquencage a été utilisé pour l'identification des bandes assignées a des espéces

inconnues a la base de données des référentiels TTGE et DGGE.

1. Matériel biologique

Le matériel biologique est constitué des échantillons de lait cru de vache et de chevre, de lait

fermenté de vache et de fromages de chévre ainsi que des souches de référence.

1.1. Echantillons de lait cru et fermenté de vache

Les échantillons de laits crus et fermentés de vache ayant servi a I'étude de la microflore par
les méthodes moléculaires sont ceux qui avaient été congelés (partie I, paragraphe 2.1.1 pour
les laits crus et 2.1.2 pour les laits fermentés). Cependant, compte tenu de la lourdeur des
méthodes TTGE et DGGE et de leur niveau de précision, au moins un échantillon par
exploitation a été retenu, sur la base de la qualité du culot cellulaire (culot propre) obtenu
aprés la digestion enzymatiqgue des matieres grasses et protéiqgues du lait. Ainsi, 12
échantillons de laits crus de vaches et 12 échantillons de laits fermentés ont servi a
l'identification moléculaire des bactéries lactiques. Pour les especes potentiellement
pathogenes, les échantillons analysés ont été ceux ou la présence des especes potentiellement

pathogenes avait été mise en évidence par les méthodes de microbiologie classique.
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1.2. Echantillons de laits crus et de fromages de chevre

Compte tenu de leur nombre relativement faible, tous les échantillons de lait cru et fromages
de chevre ou la digestion des matieres protéiques et grasses avait €té bonne ont été analyseés.
Comme pour les laits de vache, tous les échantillons ou des germes potentiellement
pathogenes avaient été mis en évidence par les méthodes de microbiologie classique ont fait
I'objet de test de PCR spécifiques.

1.3. Souches de référence

Les souches de référence utilisées dans cette étude proviennent de la collection du CNRZ
(Centre National de Recherches Zootechniques) de 'INRA (Institut National de la Recherche
Agronomique) Jouy-en-Josas. Pour les espéces bas % GC (visualisées sur le gel TTGE), les 4
souches de référence ci-aprés ont servi a la standardisation des distances de migration :

+ Lactococcus garviea€NRZ 1323 ;

+ Lactococcus raffinolacti€NRZ 1214 ;

+ Enterococcus fecalis CE 17 ;

+ Lactococcus lactis ssp lactis biov.diacetyla@NRZ 1260.

Le marqueur DGGE contient les 6 souches de référence ci-apres :
4+ Bacillus pumilusATCC 7725 ;

Klebsiella oxytoca ATCC 103434T ;

Kytococcus sedentaril@NRZ 880T ;

Arthrobacter citreus CNRZ 928T ;

Kocuria kristinae CNRZ872 ;

Propionibacterium jensenii Z87.

=+ & F &

2. Méthodes
2.1. Extraction de 'ADN génomique
Apres la décongélation des échantillons toute une nuit a +4°C, 'ADN bactérien a été extrait

directement de sa matrice laitiere (lait cru, lait fermenté et fromage).

La premiére étape a consisté en une digestion des protéines du lait a I'aide d’'une solution de
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pronase a 12,5 mg/mL (Roche Diagnostics, Meylan, France) fetacaptoéthanol (Serva,
Heidelberg, Allemagne). La pronase est un mélange de protéases isolées du liquide
extracellulaire deStreptomyces griseuklle est capable de digérer les protéines presque
completement en acides aminés. Quanp-awercaptoéthanol, c’est un agent réducteur qui
pemet de rompre tous les ponts disulfures contenus dans les protéines. Selon le type
d’échantillon (lait ou fromage), la digestion a été effectuée comme suit :
= A 35 mL lait sont ajoutés 4 ml d’'une solution de pronase a 12,5 mg/ mL et 100 pL
de p-mercaptoéthanol a 10% (p/v)
= 5 g de fromage sont dilués dans 30 mL d’une solution de tri-sodium citrate a 2%
p/N) (Merck, Eurolab, Fontenay-sous-bois, France) autoclavée. Le mélange est
broyé a l'aide d’'un ultra-turrax (T25 basic IKa, Labo Moderne, Paris, France) puis

4 mL de pronase a 12,5mg/mL et 100de B-mercaptoéthanol sont ajoutes.

Le mélange échantillon/pronaBahercaptoéthanol a été incubé pendant 3h dans un bain
marie a 52°C. A la fin de la digestion, lorsque les échantillons ont été bien clarifiés, ils ont été
centrifugés (centrifugeuse SERVALL RC 5C PLUS), pendant 20 min a 9500 g a 4°C. Le
surnageant est éliminé par retournement et la matiere grasse enlevée a I'aide d’'une spatule.
Les culots cellulaires sont repris dans 500 de tampon TES (Tris EDTA: 10 mL/L ;
Saccharose : 250 g/L). L'EDTA a pour réle d’inhiber les DNAses présentes dans le milieu,
alors que le saccharose permet de maintenir une bonne pression osmotique. Le mélange
tampon TES et culot cellulaire a été placé dans des tubes Eppendorf stériles de 1,5mL et
centrifugé 20 min a une vitesse de 13500 g a +4°C. Apres centrifugation, le surnageant a été
éliminé par retournement et le culot cellulaire repris puis re-suspendu dahsd&0tampon

TES. Dix sept microlitres de cette solution ont été ensuite déposés sur des membranes FTA

(Whatman®, Maidstone, Royaume-Uni) qui ont servi de matrice pour les PCR.

Le procédé FTA utilise des cartes imprégnées avec une formule chimique brevetée et sur
lesquelles on dépose une petite quantité d’extrait d’ADN en solution sous forme de spots. La
formule chimique imprégnée dans les cartes FTA lyse la membrane cellulaire bactérienne et
dénature les protéines. Les acides nucléiques alors extraits, sont enchassés et protégés dans les
fibres de la matrice pour un stockage a température ambiante. Lorsque les cartes ne sont pas
directement utilisées, elles sont gardées dans une enveloppe fermée a température ambiante, a
I'abri de la lumiére et de I'hnumidité.

Au moment de la réalisation des PCR, un disque de 0,2 mm de diametre a été prélevé a
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'emporte-piece sur la carte FTA puis lavé pendant 3 minutes a l'aide de_lD0n réactif

de purification FTA. Apres I'élimination de la totalité du réactif FTA par pipetage, le disque a

été rincé par deux lavages successifs de 3 minutes chacun avec de I'eau stérile, puis séché
prés de la flamme. Le disque sec est ainsi prét a étre analysé comme s'’il s'agissait d’'une
solution d’ADN classique. Le schéma d’extraction des ADN totaux par le procédé FTA est
matérialisé par la figure 7.

Dépbt de 17 j d’échantillon

Carottage d’'un disque de (2 mm
de @

ﬂ.\ = Ajout de 100 | de Kit de purification a la

membrane FTA, incubation de 3 min puis
D- retrait du kit

Purification et ringage de la
a9 ~ Ajout de 100 | d’eau stérile, incubation

membrane \vi de 3 min puis retrait d'eau
=  Ajout de 100 L d’eau stérile, incubation
— de 3 min puis retrait d'eau
PCR lj'

©

Figure 7 : Schéma d’extraction des ADN totaux par le procédé FTA
2.2.  Amplification par PCR des extraits d’ADN (ADNr 16S puis fragment V3)

Pour I'amplification des extraits d’ADN, nous avons utilisé la PCR emboitée ou Nested PCR
qui est une méthode de PCR en deux étapes avec deux couples d’amorces différents, le
second liant les séquences situées a lintérieur du premier amplicon. La premiere PCR a
permis d’amplifier une région conservée de I'’ADNr 16S sur environ 700 paires de bases en
utilisant des amorces universelles, W01 et W012 (MWG-Biotech AG, Ebersberg,
Allemagne).

Le volume réactionnel, de 50 pL comprenait :
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e un patch FTA de 0,2 mm, assimilé alLd’ADN ;

e 0,5 L de 'amorce W01 a 60(M ;

* 0,5 L de 'amorce W012 a 60M ;

e 1uL de BSA (sérum albumine bovine (Euromedex, Mundolsheim, France),
solution & 30 pg/uL ;

* 0,5pL de Tag polymérase a 5 U/(Q-Biogene, lllkrich, France) ;

e 47,75uL d’une solution composée de 1B de MgCh et de 200uM de chaque
dNTP (ATP, dCTP, dGTP, dTTP (Q-Biogéne).

Le BSA est un adjuvant utilisé pour optimiser des PCR sur les matrices riches en bases G+C
et donc difficiles a dénaturer. Il a été utilisé pour des concentrations variant de 0,2 a 0,8
UG/uL. Les PCR ont été réalisées a l'aide d'un thermocycleur MasteftyetFsonal
(Eppendorf, AG Hamburg, Allemagne). Le Programme PCR utilisé pour I'amplification de
I'ADNr 16S est le suivant :

» dénaturation initiale & 94°C pendant 4 min ;

e dénaturation a 94°C pendant 30 s

« hybridation & 50°C pendant 30 sec 30 cycles ;
» élongation a 72°C pendant 1 minute

» élongation finale & 72°C pendant 4 min.

La deuxieme PCR s’est faite sur les produits de la premiére, en amplifiant une région
discriminante de I'ADNr16S, la région V3 sur une longueur denviron 200pb avec les
amorces HDA-GC et HDA (MWG-Biotech AG). L'amorce HDA contient en son extrémité

5’ une queue GC (en anglais, GC clamp) de 40 nucléotides qui n’est pas destinée a s’hybrider
avec ’ADN mais va étre présente sur tous les fragments aprés amplification. Compte tenu de
la composition de cette séquence GC, son Tm, tres élevé, prévient toute possibilité de

dénaturation compléte du fragment amplifié.

Le volume réactionnel de 50 pL est composé de :
e 0,5 pL de produit de la premiere PCR ;
* 0,5puL de HDA-GC;
e 0,5uULHDA;
e 2 uL de DMSO (Diméthyl sulfoxyde, Euromedex) ;
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e 0,25 pL de Taq polymérase ;
e 46,75 pL de tampon Mggdt dNTPs.

Les cycles d’amplification sont programmeés comme suit:
* dénaturation initiale a 94°C pendant 4 min ;
e dénaturation a 94°C pendant 30 s
* hybridation a 58°C pendant 30 sec 30 cycles ;
» élongation a 72°C pendant 1 min

» élongation finale & 72°C pendant 5 min.

Les séquences des amorces utilisées pour les PCR 16S et V3 sont dans le tableau VIII.

Tableau VIII : Amorces utilisées pour la Nested-PCR

Couple Séquence (5-3") Position Température
d'amorces de fixation
WO01 AGA GTT TGA TC(AC) TGG CTC F9
Wo012 TAC GCATTT CAC C(GT)C TACA R702 50°C

HDA:-GC |CGC CCG GGG GB CGG GCG GGG GCA F338
CGG GGG GACTCCT 58°C
HDA, GTATTA CCG CGG CTG CTG GCA R536

La position indiquée correspond a celle de la premiére base de I'amorce en partant de I'extrémité 5’, définie sur
I'ADNr 16S d’E.coli. F et R correspondent respectivement a Forward et Reverse.

2.3. Vérification des produits PCR par électrophorése en gel d’agarose.

La vérification de la présence de I'ADN aprés les PCR 16S et V3 a été réalisée par
électrophorése sur un gel d’agarose (D-S DANN grade, Euromedex) a 1,5 %. L’agarose a été
dissous a chaud dans un tampon TBE 1X (10X TBE Buffer ; 0,89M Tris-Borate, 0,02M
EDTA, AccuGene, Verviers, Belgium). Le gel en surfusion a été refroidi a 50 °C,
complémenté de BET (Bromure d’éthidium) (Biorad) solutionufjQuL, pour atteindre une
conentration finale de 0,lug/mL. Apres coulage et solidification du gel, celuiec été
immergé dans une cuve a électrophorése horizontale contenant du TBE 1X. Les puits de gel
sont chargés avecid. de chaque échantillon d’ADN a visualiser additiésde 3uL de bleu
decharge (EDTA 100mM, bleu de bromophénol 1,5mg/mL et saccharose 40%). Un marqueur
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de poids moléculaires connus, GenRUeDNA Ladder Mix 0,5ug/uL (Fermentas, France)

ed mis a migrer parallélement pour servir d’échelle de taille moléculaire aux produits PCR.
La migration dure environ 1h30 sous un ampérage constant de 150 mA et une tension de 80
V.

2.4. Séparation des produits PCR par la TTGE et la DGGE
La séparation des amplicons a été réalisée grace au systeme « Dcode Universal Mutation
Detection System » (Biorad). Ce systeme utilise une cuve d’électrophorése dotée d’'un module

de chauffage et d'une pompe assurant la circulation du tampon de migration. L'électrophorése
a été réalisée sur des gels de 16 cm x 16 cm x 1 mm.

Module de contrble de
température

Gel vertical chargé
d’échantillor

Cuve d’électrophorése

Barreau

aimanté Homogénéiseur
de tampon de
migration

Plaque 9

magnétique

Figure 8 : Systeme « Dcode Universal Mutation Detection System » de Biorad utilisé pour la
TTGE et la DGGE
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2.4.1. Seéparation des produits PCR par le gel TTGE

Le gel TTGE a été préparé et coulé selon les protocoles optimis@giearet al (2002) Le

gel a 8% d'acrylamide dont la concentration en urée est de 6 mmol/L a été préparé en
mélangeant 14,4 g d’'urée (Euromedex) avec 18 mL d’eau milliQ stérile, 1 mL de tampon
TAE 50X (Biorad) et 8 mL d’acrylamide (solution d’acrylamide et bisacrylamide a 40% (p/v)
(Biorad). L'urée assure la dénaturation de I'’ADN alors que I'acrylamide permet de créer le
réseau des mailles dans le gel. Le mélange a été dissout a I'aide d’un agitateur magnétique. A
parfaite dissolution, le volume a été ajusté a 40 mL avec de I'eau milliQ puis tres rapidement
400pL de persulfate d’'ammonium a 10% (p/v) (Biorad) @4l de Temed (v/v) (Biorad) ont

été rajoutés. Ces derniers initient et catalysent la polymérisation de I'acrylamide. Le gel a été
coulé entre deux plaques de verres espacées de 1 mm. Apres coulage du gel, le peigne a été
inséré pour former des puits destinés a accueillir les échantillons puis le gel a été laissé

polymériser pendant environ 2 h.

Le gel polymérisé a été laissé migrer verticalement dans 7 litres de tampon TAE 1,25 X
préchauffé a 68°C. Les puits du gel ont été chargés avgt @6 produit PCR auxquels ont

et rajoutés 10uL d'un tampon de charge constitué d’EDTA 100 mM, deubide
bromophénol 1,5mg/mL et de saccharose 40%. Parallelement, &un marqueur de
standardisation contenant 4 souches de référeheetqcoccus garvieadCNRZ 1323,
Lactococcus raffinolacti€NRZ 1214 Enterococcus fecali€E 17 etLactococcus lactissp

lactis biov. diacetylactisCNRZ 1260) additionnées de 1. de bleu de charge ont été
déposés au début, au milieu et a la fin du gel pour servir de référence.

La programmation du module de contréle (points de consigne des températures et
d’'incrémentation a permis d’appliquer un gradient linéaire de température dans le temps. Le
tampon a été agité a l'aide d’'un barreau aimanté qui assurait I’'hnomogénéisation de la
température dans la cuve a tout instant. Apres dép6t des échantillons, la température a été
réglée a 63°C (incrémentation 200) et I'appareil a été mis en route pendant 1 min pour faire
pénétrer 'ADN dans le gel. Dés que 'ADN a été bien pénétré (environ 3 minutes), le
générateur de courant a été réglé avec les conditions de migration suivantes :

+ Temps de migration : 16 h ;

+ Gradient 0,4°C/h;

+ Température initiale : 63°C ;
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+ Température finale : 70°C ;
+ Voltage:41V;
+ Ampérage : 31 mA.

2.4.2. Seéparation des produits PCR par le gel DGGE

Le gel DGGE est composé de deux solutions de concentrations en urée-formamide
différentes. La premiere solution, faible densité, a une concentration de 40 % et la seconde,
haute densité, a une concentration de 70 %. Un dispositif particulier permet de couler le gel
entre les plaques et d’obtenir un gradient de concentration de 40 % a 70 % en urée-
formamide. Le gel DGGE a été préparé comme indiqué dans le tableau IX.

Tableau IX : Préparation des solutions de gel DGGE

Solution a 40% (faible densite) Solution a 70% (haute densité)

» Dissolution de 4,2 g d'urée dans 9 mL e« Dissolution de 7,35 g d'urée dans

d’eau milliQ stérile 5 mL d’eau milliQ stérile

e Ajout de 500puL de tampon TAE * Ajout de 500uL de tampon TAE
50X, 5 mL d’acrylamide et 4 mL de 50X, 5 mL d’acrylamide et 7 mL dge
formamide (Euromedex) formamide

* Apres dissolution, ajustement des volumes a 25 mL avec de I'eau milliQ stérile.

* Ajout a chaque solution de 125k de persulfate d’'ammonium 10% et 12)5de
Temed

» Aspiration de 23 mL de chaque solution a I'aide de deux seringues qui sont placées

par la suite sur le dispositif destiné a former le gradient

Les deux solutions ont été injectées entre deux plagues de verre espacees d’1l mm a l'aide
d’'un dispositif de coulageGradient delivery System Model 475 (Biorad) qui par I'action
d’une roulette, distribuait de maniére différente les deux solutions. Dés que le gel a été coulé,
les peignes ont été placés pour former les puits. Comme pour la TTGE, le gel polymérisé a été
placé verticalement dans un tampon TAE 1,25 X préchauffé a 68°C. Pour chaque échantillon,
10 uL de produit PCR ont été mélangés aveqll@’un tampon de charge puis déposés en

haut du gel.
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Trois marqueurs DGGE contenant 6 souches de référ@&amllgs pumilusATCC 7725,
Klebsiella oxytoca ATCC 103434TKytococcus sedentariu€NRZ 880T, Arthrobacter
citreusCNRZ 928T ,Kocuria kristinaeCNRZ 872 efPropionibacterium jensend87) ont été

également déposés.

La température a été réglée a 60°C puis l'appareil mis en route pendant 1 min pour faire
pénétrer 'ADN. Des que I'ADN a été bien pénétré, le générateur a été branché avec les
conditions de migration fixées comme suit:

+ Température finale : 60°C ;

+ Voltage constant: 92 V ;

+ Ampérage : 65 mA ;

+ Temps de migration: 16 h.

Les gels TTGE et DGGE ont été révélés sous une légere agitation pendant 15 min dans un
bain de TAE 1X contenant Oyg/mL de BET puis rincés 20 min dans un bain d'ealbgém

Les gels colorés ont été visualisés sous une lampe UV puis photographiés avec le systeme
polaroid LTD (Saint Albans, Angleterre). Les photographies de gel ont été converties en
fichier image par l'intermédiaire d’'une caméra reliée a un ordinateur muni d’'un logiciel

approprié, Photo Capt Imager Sofware.

2.5. Assignation des bandes électrophorétiques aux empreintes d’espéces de la base
des données

Les photographies des gels TTGE et DGGE ont été analysées avec le logiciel GelCompar
(Applied Maths, Kortrijk, Belgique) afin de rechercher la correspondance des profils a une
base de données TTGE et DGGE. La base de données utilisée comprend deux référentiels
distincts : le référentiel bas GC%, établi a partir des profils TTGE et qui regroupe les especes
bactériennes dont la composition en bases GC de la séquence V3 est inférieure a 55% et le
référentiel haut GC%, établi a partir des profils DGGE et qui regroupe les espéces
bactériennes dont la composition en bases GC de la séquence V3 est supérieur@gies5% (

et al., 2002 ; Ogier et al., 2004)
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2.6. Identification des bandes a espéces non répertoriées dans la base des données
TTGE et DGGE

Les fragments d’ADN correspondant aux especes mal ou non assignées aux espéces
répertoriées dans la base des données ont été découpés sur le gel puis séquencés. La région
variable V3des fragments d’ADN a été amplifiee grace aux amorces HBans le GC-

clamp) et HDA. Les produits d’amplification ont été purifiés en utilisant leFkiteLinkTM

PCR purification (Invitrogen Corporation, Carlsbad, USA) selon les recommandations du
fabricant. La qualité et l'intégrité de I'ADN ont été vérifiées par électrophorése sur gel
d’agarose a 2 % alors que la pureté et la concentration de 'ADN élué ont été évaluées par
spectrophotométrie  (ND-1000 spectrophotometer (NanoDrop Technologies, Inc.,
Wilmington, USA). L'ADN a été ensuite dilué pour obtenir une concentration de 10 a 30
ngiuL dans un volume de 3@ avant d'étre envoyé au séquencage. Le programme&BN

(Basic Local Alignement Search Tool Nucledtida site NCBI(Anonyme 5, 2009)a été

utilisé pour l'identification des fragments obtenus.

2.7. Identification des especes sous-dominantes par les PCR spécifiques

Les techniques TTGE et DGGE ne permettent de détecter que les flores majoritaires, c'est-a-
dire représentant plus de 1% de la flore tof@lgier et al., 2002) Les PCR spécifiques des
espéeces potentiellement pathogénes confeoli, Staphylococcus aureusgt Listeria
monocytogenesnt été réalisées. Seuls les échantillons (laits crus de vache ou de chévre, lait
fermenté de vache et fromage de chevre) dans lesquels ces germes avaient été mis en évidence

par les méthodes de microbiologie classique ont fait I'objet de tests de PCR spécifiques.

Pour chaque échantillon, I'amplification de I'ADN total contenu dans un patch FTA de 0,2
mm a éteé réalisée dans un volume réactionnel de 50 uL composé de :

* 0,5pL de 'amorce sens a GM ;

e 0,5 L de 'amorce anti-sens a M/ ;

e 1uL de BSA a 30 ug/uL;

* 0,5 puL de Taq polymérase a 5 U/u

e 47,75uL d’'une mixture composéee de yM de MgCh, de 200uM de chaque

dNTP.
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La dénaturation initiale a été faite a 94°C/4 minutes. La dénaturation initiale a été suivie de 30
a 40 cycles comprenant une dénaturation des brins a 94°C pendant 30 secondes, suivie d’'une
phase de fixation de I'amorce pendant 30 secondes puis une phase d’élongation a 72°C

pendant une minute. La PCR a été terminée par une €longation finale de 5 minutes a 72°C.

Aprées I'amplification, les produits PCR ont été séparés par électrophorese horizontale en gel
d'agarose a 2 %. L'agarose a été dissout a chaud dans du tampon TBE 0,5 X. Le gel en
surfusion a été refroidi a 50 °C avant d’ajouter @igfmL de BET. Les produits PCR ont été
mélangés avec du tampon de charge puis déposés sur le gel, ainsi qu'un marqueur de taille
(GenRulef DNA Ladder Mix 0,5 g/uL) permettant d'estimer la taille du fragment amglifi

Le gel chargé a été laissé migrer horizontalement dans un tampon TBE 1X sous un ampérage
constant de 80 mA jusqu’a ce que le bleu de charge atteigne une hauteur de 5 cm (migration
pendant au moins 1h30). A la fin de la migration, les gels ont été visualisés sous une lampe
UV puis photographiés. lls ont ensuite été convertis en fichier image par I'intermédiaire d’'une
caméra reliée a un ordinateur muni d’'un logiciel approptiato Capt Imager softwarées

amorces utilisées pour les PCR spécifiques sont répertoriées dans le tableau X.

Tableau X : Amorces utilisées pour les PCR spécifiques d'espéces

Espéce Amorce sens (5-3") Amorce anti-sens Référence

Escherichia coli Eco 223: ATC AAC CGA Eco 455: TCA CTA TCQ Riffon et al.,

GAT TCC CCC AGT GTC AGT CAG TCA GAG | 2001
Staphylococcus STAA-Aul : TCT TCA| STAA-Aull : TAA GTC| Forsman et al.,
aureus GAA GAT GCG GAATA | AAACGT TAA CAT ACG | 1997
Staphylococcus sp| St1: GGA ATAACG TGA| St ll: TTC ACT CGT TTT

CAT ATT GTA TGCTTG G
Listeria Sens = LIM 2 :CTA AAG | LIMRE: CCA TTG TCT| Hein et al.,
monocytogenes CGG GAATCTCCCTT |TGC GCG TTA AT 2001

Streptoccocus Sther03: TTA TTT GAA| Sther08 : GTG AAC TTT| Furet et al,
thermophilus AGG GGC AATTGC T CCACTC TCA CAC 2004

Streptoccocus sp. | Str |l : TGT TTAGTT TTG| Str 1l: CGT GGA ATT| Forsmanet al.,
AGA GGTCTT G TGA TAT AGATAT TC 1997
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V. CARACTERISATION PHYSICO-CHIMIQUE DES ECHANTILLONS

La caractérisation physico-chimique des échantillons a concerné le dosage des protéines
totales et la matiere grasse dans toutes les matrices analysées (laits crus, lait fermentés et
fromages), la détermination de la teneur en eau et en chlorure de sodium dans les fromages et

enfin la mesure de I'acidité titrable dans les échantillons de laits fermentés.

1. Matériel

Le matériel biologique est constitué d’échantillons de lait cru de vache, de lait cru de chévre,
de laits fermentés de vache et de fromages de chévre prélevés dans douze exploitations

bovines et deux fromageries.

1.1. Echantillons de lait cru et fermenté de vache

Les analyses physico-chimiques ont porté sur les 36 échantillons prélevés dans les douze
exploitations suivies. A la différence de la microbiologie classique ou chaque échantillon a été
analysé individuellement, pour le dosage des protéines totales et de la matiére grasse, une
«unité d'analyse » a été formée, a partir de trois échantillons prélevés dans la méme

exploitation.

1.2. Echantillons de lait cru et fromages de chévre

Compte tenu de leur nombre relativement faible tous les échantillons de lait cru et fromages
de chevre ont été analysés individuellement, soit 8 échantillons de lait crus de chevre et 8
fromages de chévre affinés.

2. Méthodes

2.1. Détermination de I'acidité titrable

L'acidité titrable ou acidité Dornic a été mesurée en suivant la méthode de re{A@Ace

1996).Le principe de la méthode consiste a faire une titration classique @ul’'lide de la

soude caustique 1N en présence d’un indicateur coloré.

69|



Matériel et Méthodes

Une prise d’essai de 10 mL de lait a été mélangée dans un bécher avec 10 mL d’eau du
robinet. A ce mélange, il a été ajouté 3 gouttes de phénolphtaléine a 1 %. Le bécher a été
ensuite remué pour homogénéiser le mélange. Une solution d’hydroxyde de sodium 0,1 N
contenue dans une burette a été ajoutée au mélange goutte a goutte jusqu’a ce que le contenu
du bécher vire au rose. L'acidite titrable a été exprimée en degrés Dornic (°D) qui est le
volume en dixieme de millilitre (1/10 mL) de NaOH (0,1 N) utilisée pour titrer 10 mL de lait.
Ainsi 1°D = 1 mg d’acide lactique dans 10 mL de lait, soit 0,1 g/L ou 0,01 % d’équivalent

d’acide lactique.

2.2. Dosage de la teneur en protéines totales

La teneur en azote total a été dosée par la méthode de référence de Kidldat993). A

une prise d’essai de 10 g contenue dans un tube de Bichi, il a été ajouté 10 mL d’acide
sulfuriqgue concentré (96%) et un catalyseur constitué de 1 g de sulfate de cuivre, de 100 mg
de sulfate de potassium et de 1 g de sélénium. Les tubes ont été placés sous un bloc de
minéralisation lequel a été mis en marche sous une hotte. La minéralisation s’est poursuivie
jusqu’'a la disparition totale des vapeurs blanches (environ 1 heure). Apres refroidissement, le
minéralisat a été distillé a l'aide de I'acide borique a 4%. L’excés d'acide a été dosé par la
soude 0,5N. Un essai a blanc a été réalisé en remplacant la prise d’essai par une quantité
équivalente d’eau distillée pure. Le résultat est exprimé en % d’azote. La formule 1 a été

utilisée pour calculer le résultat.

Formule 1 : Calcul de la teneur en azote total dans les échantillons de lait ou de fromage

V: = volume d’acide nécessaire pour
titrer I'échantillon (mL)
Vo=volume d’acide nécessaire pour titrer
le blanc
P P = prise d’essai

14 = masse moléculaire de 'az

Azote (%)) _ (14 x (Vi-Vg) x Norm.) x 100

La teneur en protéines totales est calculée en multipliant le pourcentage d’azote par un facteur

de conversion qui est de 6,38 pour le lait et les produits laitiers.
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2.3. Dosage de la teneur en matiére grasse

Pour le dosage de la matiere grasse, nous avons utilisé la méthode Rose Gottlieb. Dans une
ampoule a décanter, il a été introduit 10 mL de lait ou 10g de fromage préalablement broyés.

A chacune prise d’essai, il a été ajouté 1 mL d'ammoniaque pure, 10 mL d'éthanol a 95%,
25 mL d’éther éthylique puis 25 éd'éther de pétrole. Le mélange a été agité fortement par
retournement puis I'ampoule a été laissée au repos jusqu'a la séparation nette des deux phases.
La phase inférieure a été récupérée par le bas dans un bécher et la phase supérieure par le
goulot de I'ampoule. Cette derniére a été filtrée sur 1 g d’hydrogénosulfate de sodium et le
filtrat a été recueilli dans un bécher préalablement taré et qui a été laissé sous la hotte pour
I'évaporation. Aprés I'évaporation, le bécher a été laissé a I'étuve a 100°C pour éliminer les
dernieres traces de liquide puis pesé. La masse de la matiere grasse dans I'échantillon

s’exprime en pourcentage et est calculée selon la formule 2 ci-apreés :

Formule 2 : Calcul de la teneur en matiére grasse dans les échantillons de lait ou de
fromage
MG (%) =100 (M2-M1) /P M1=Ila masse du bécher vide, M2 = la masse du bécher
apres I'extraction et P= prise d’essai sa masse

2.4. Dosage de lateneur en eau

La teneur en eau a été effectuée selon la méthode de I'étuve ventilée. Le principe de cette

méthode a consisté a peser 10 g de fromage dans une capsule en aluminium. La capsulé a été
placée dans une étuve ventilée a une température de 100°C pendant 3 h. La teneur en eau
exprimé en pourcentage par unité de masse calculée par la différence entre la pesée avant et

apres la dessiccation.

2.5. Dosage de la teneur en chlorure de sodium

Le dosage de la teneur en NaCl a été fait sur les fromages par conductimétrie avec un
chloruremeétre a lecture digital€orning 926 (Halstead, Essex, Angleterre). Le principe

consiste a oxyder les protéines contenues dans I'échantillon en utilisant une solution de nitrate
d’argent dans de I'acide nitrique concentré. La matiere organique est alors détruite et le chlore

précipite en méme temps.
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L’exces de nitrate d’argent est alors titré avec une solution de thiocyanate. Pour doser la
teneur en NaCl, & 5 g de fromage ont été ajoutés 20 mL d’eau citratée a 2%. Le mélange a été
broyé a l'ultra-turax pendant 1 minute, transvasé dans une fiole jaugée de 100mL et le volume
a été ajusté avec de I'eau milliQ. Apres homogénéisation, 0,5 mL de solution a été prélevé
dans la fiole puis mis dans un bécher contenant 15 mL de tampon combiné acide. Trois
mesures sont réalisées pour chaque échantillon et la moyenne des trois est retenue. L’appareil
affiche le résultat en mg de pourcentage de sel. Pour avoir le résultat en gramme de fromage,

il faut multiplier par 2 puis diviser par 100.

Vi ANALYSE STATISTIQUE DES DONNEES

Le traitement statistique a concerné surtout les données quantitatives issues des analyses
physico-chimiques et de microbiologie classique. Dans chaque exploitation, les prélevements
avaient été répétés trois fois, pour gu'a chaque paramétre soit associé une valeur moyenne et
un écart-type exploités pour réaliser des tests statistiques. Les données ont été saisies sous
Excel puis analysées par le logic®PSS 16.0 sous windawses moyennes et écarts types

ont été calculés au niveau de probabilité< ®.05. Une analyse de la variance avec un
intervalle de confiance de 95 % a été effectuée pour comparer les populations bactériennes
des laits crus des différents systemes d'élevage.
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Résultats et Discussion

CONDITIONS DE PRODUCTION DES LAITS ET PRODUITS LAITIERS
FERMENTES ARTISANAUX PRODUITS AU SENEGAL

L’étude des conditions de productiorsdiaits crus et fermentés de vache, des laits crus et des

fromages de chevre produits artisanalement au Sénégal a été centrée sur la caractérisation
morphologique des races exploitées, les pratiqgues adoptées par les éleveurs pour la conduite
du troupeau, I'appréciation de I'hygiéne dans les étables et au cours de la traite. Les procédés
de transformation du lait ont été également renseignés. Ces travaux ont été menés chez les
producteurs, dans les élevages et ateliers fermiers, et ce, sur la base d’enquétes ponctuelles

conduites pendant 3 mois (de janvier a mars 2008).

1. Reésultats

1.1.Caractéristiques des exploitations bovines suivies

Les caractéristiques des 12 exploitations bovines suivies et réparties dans les trois systemes

d’élevage habituellement décrits au Sénégal, sont résumées dans le tableau XI.

73|



Résultats et Discussion

Tableau Xl : Caractéristiques des exploitations laitiéres suivies

Exploitations de type intensif

Exploitations de type semi-

Exploitations de type

Parametres (n=4) intensif (n=4) extensif (n=4)
observés
Zone des Niayes (régions Bassin arachidier (région de Zone sylvo-pastorale
administratives de Dakar et de | Kaolack) (région de Saint-Louis et d
Localisation Thies) Louga).

D

Races exploitées

Races importées (France) :
Holstein, Normande et Jersiaise]
(3 exploitations/4)

Races importées (France et
Brésil) : Girolando et Nerolé
(2/4)

Races locales zébuBds
indicug, taurins Bos tauru} et
leur produit de croisement (2/4),

Produits de croisement entre leg
races importées et les races
locales (2/4)

Races locales, zébus et
taurins et leur produit de
croisement

Conduite du
troupeau

Stabulation permanente, rationg
adaptées au stade physiologiqu
des animaux : paille de brousse
de riz, fane d'arachide, mais
concassé, aliments usinés

« spécial vache laitiere »

Suivi sanitaire assuré par un
docteur vétérinaire (3/4), agent
technique d’élevage (1/4) salarid
a temps plein

Conduite sur paturage avec

b complémentation des vaches e
dhctation par les sous-produits
agricoles (fane et tourteau
d'arachide), provende
commerciale non spécifiée
«Jarga », absence de suivi
sanitaire (2/4)

psStabulation permanente,
alimentation équilibrée mais
insuffisante, suivi sanitaire
ponctuel (2/4)

Utilisation exclusive des
parcours naturels,
transhumance une partie ¢
lannée

Pas de suivi sanitaire, cas
d’automédication

e

Modalités de la
traite

Traite mécanique biquotidienne
en absence du veau (3/4) ; traite
manuelle biquotidienne parfois
en présence du veau (1/4)

Traite manuelle, biquotidienne
b systématiquement en présence
veau

Traite manuelle
dhiquotidienne toujours en
présence du veau

Hygiéne dans les
étables et lors de la
traite

Satisfaisante : batiments en dur
toiture en tole, revétement en
terre bétonnée, salle de traite,
réfrigération précoce du lait dan
des tanks de refroidissement
couplés au systéme de traite (3

Acceptable : batiments en dur,
traite manuelle, salle de traite
séparée des salles de repos,
lavage des mains du trayeur,
lavage des trayons, matériel de
traite en inox ou en matiere
plastique, filtration et
refroidissement du lait (1/4)

Médiocre : traite a I'air libre, pag
de lavage ni des mains du traye|
ni de la mamelle ; vaisselle

5 laitiere en matiere plastique ou ¢
végétal, pas de réfrigération du
Ahait (2/4).

Passable : traite dans la bouver
lavage sommaire a I'eau des
mains du trayeur, pas de lavagdg

aluminium ou en matiére
plastique, réfrigération du lait ay
plus tard une heure apreés la trai
dans des réfrigérateurs
domestiques en présence d’aut
denrées (2/4).

des trayons ; vaisselle laitieére ef

Médiocre : traite manuelle
Len plein air, pas de lavage
ni des mains du trayeur ni
brde la mamelle ; vaisselle
laitiere essentiellement en
bois

e,

(e

es

Production du
lait/'vache/jour

16 litres en moyenne (3/4), 12
litres en moyenne (1/4)

1 a2 litres (2/4), 4 a5 litres (2/4

)1 litre parfois moins par
vache et par jour
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La traite mécanique était pratiquée dans trois exploitations sur les douze suivies, les neuf
autres exploitations pratiquant une traite manuelle. Lorsque la traite était mécanique, elle se
faisait dans des conditions d’hygiene satisfaisantes alors que lorsqu’elle était manuelle,
'hygiene n’était toujours pas garantie. Les figures 9 etilll@trent respectivement les

pratiques d’'une traite mécanique et manuelle.

Figure 9 : lllustration d’une traite
mécanique (élevage intensif)

Figure 10 : lllustration d’'une traite manuelle
(élevage semi-intensif)

Photographies prises par Musabyemariya B.

Concernant le volume du lait produit, de facon générale, dans les élevages extensifs, la
production du lait subit des fluctuations saisonniéres. En saison séche (janvier a mai) la traite
est suspendue pour la majorité des vaches en lactation du fait de la raréfaction des paturages.
A l'opposé, la saison de pluie est une période favorable a la production laitiere car les
paturages sont bien garnis et I'eau est en gquantité suffisante. Cependant, pendant cette
période, l'inaccessibilité des zones ne permet pas d’acheminer le lait vers les centres de
consommation. Quant aux exploitations semi-intensives et intensives, elles fournissent du lait
toute I'année, méme si les quantités sont faibles pendant la saison seche du fait de la
diminution de la valeur alimentaire du fourrage fauché et son colt d’acquisition relativement

élevé lorsqu’il est échangé sur le marché.
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1.2. Caractéristiques des exploitations caprines suivies

Les exploitations caprines suivies fournissaient du lait a deux fromageries notées A et B. Pour
la fromagerie A, la matiere premiere était du lait de collecte provenant de 15 élevages mixtes
regroupant a la fois les bovins, les ovins et les caprins avec cependant une collecte
différenciée des laits des différentes especes. Le nombre de chévres par exploitation variait de
15 a 30. Ces chevres étaient toutes de race locale appelée communément « chevresdu Sahel
élevées sous un mode extensif et nourries exclusivement avec de I'herbe paturée sur les
parcours naturels. Aucun suivi sanitaire n’était assuré mais I'état de santé des chevres laitiéres
semblait satisfaisant. La production laitiere était faible, a peine 0,5 litre/jour/chévre. La
guantité de lait collectée par la fromagerie était en moyenne de 180 litres par jour. La traite
était biquotidienne (matin et soir) et se faisait manuellement sans aucune précaution
d’hygiene. Seuls les laits de mélange de la traite du matin étaient collectés pour la fromagerie,

le lait trait le soir étant réservé a I'autoconsommation.

La fromagerie B fait partie d’un systeme agropastoral multidimensionnel avec une chévrerie,
une étable laitiere et des infrastructures d’apprentissage. Le systeme intégrait la dimension
appui conseil a travers le placement de boucs améliorateurs au sein des chevreries des villages
environnants. Cependant, les laits de fabrication provenaient de sa chevrerie constituée de
25 chevres en lactation dont 8 de race locale, 4 de r&eanren »5 de race« Alpine » et

8 chévres métis issues du croisement entre les races imp&adee et Alpine) avec la race
locale. La conduite du troupeau était mixte. Pendant la saison seche, les chevres étaient
gardées en stabulation et nourries avec du foin. Pendant I'hivernage, elles allaient aux
paturages. Les chevres étaient logées dans des étables propres avec une litiere renouvelée
régulierement. Le suivi sanitaire était assuré par un vétérinaire installé en clientele privée, a
30 km de l'unité. La production laitiere était en moyenne 2 L/jour pour les races exotiques,
1L/jour pour les métis et 0,5 L/jour pour les chévres de race locale. La traite était manuelle et

se faisait aprés un lavage a I'eau des trayons et des mains du trayeur.
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1.3. Typologies de la fermentation du lait

1.3.1. Transformation du lait cru de vache en lait fermenté

En dehors du matériel utilisé pour la fermentation et les aspects organisationnels, , la

fermentation du lait ne différait pas techniquement d’'un systeme a l'autre.

Dans le systeme extensif, la transformation du lait est une activité purement domestique et
individuelle. Elle était assurée par des femmes d’age adulte (30 ans et plus), de culture
pastorale (ethnie peul) et donc ayant un savoir-faire ancestral en la matiere. Apres la traite qui
était également assurée par les femmes, le lait de mélange était remis a I'épouse de la
concession ayant en charge la préparation du repas familial pour la journée. En effet, dans les
villages ou cette étude a été conduite, le mode de vie était communautaire. Les membres
d’'une fratrie prenaient leur repas ensemble et géraient collectivement le troupeau considéré

comme un patrimoine familial.

Le lait de collecte était divisé en 3 parts :
+ une partie destinée a la consommation familiale : ce lait frais accompagnait le repas du
soir, qui est le plus souvent a base de céréales locales ;
+ une part qui devrait étre transformée en lait fermenté puis vendue pour I'achat des
condiments ;
+ une derniére partie revenant a la femme pour son usage personnel (accueil d’amis,

vente pour achat d’effets de toilette ou d’autres objets a usage personnel).

Dans les exploitations de type semi-intensif, il a été observé deux formes d’organisation.
Dans la premiere forme d'organisation le lait de collecte était livré a une mini-laiterie
communautaire acquise sous la houlette du Directoire des Femmes en Elevage (DIRFEL), une
association d’envergure nationale au Sénégal. Au niveau de la mini-laiterie, la fermentation
était assurée par des femmes (ethnie peul), membres du DIRFEL. Dans le deuxiéme cas de
figure, la transformation se faisait sous forme de petites entreprises individuelles. La traite
était tout d’abord assurée par un bouvier salarié qui livrait ensuite le lait au propriétaire des

animaux habitant généralement a proximité de I'étable.
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C’était I'épouse de ce dernier qui s’occupait de la fermentation et de la vente du lait. Enfin,
dans le systéme intensif, le lait était refroidi avant d’étre fermenté. Trois exploitations sur les
guatre étaient équipées de tanks de refroidissement et la quatrieme utilisait des réfrigérateurs

domestiques. La fermentation se faisait a la ferme et était confiée a une main d'oeuvre

masculine salariée.

En ce qui concerne le matériel utilisé pour la fermentation, dans le systéeme extensif, chaque
femme possédait sa collection de calebasses pour la traite et la collecte du lait, pour la
fermentation et pour servir le lait. Ce matériel est communément appelé « vaisselle laitiere ».
Les calebasses utilisées sont en [ffiggire 11) ou encoreen fruit deCucurbitaceaevidé et
séché(figure 12). On retrouve également dans la vaisselle laitiere des fouets et cuilleres en
fruits (figure 13) et des outres en peau de moltgure 14).

Figure 12 : Calebasse en « fruit » pour
fermentation du lait (Systeme extens)

la fermentation du lait (systeme extensif)

Figure 13 : Cuillere en « végétal » F'E
utilisée pour la mesure du lait (systeme

: . Figure 14 : Outre en peau de mouton
sem-intensif

pour fermentation et barattage du lait
fermenté (systeme extensif)

Photographies prises par Musabyemariya B.
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Le matériel utilisé pour traire et fermenter le lait avait généralement une place qui lui était
réservée dans la case, a l'avant du lit. Ces calebasses symbolisent tout le savoir-faire féminin
en matiere de transformation du lait car elles se transmettent de mére en fille. Certains
ustensiles qui nous ont été présenté avaient plus de 10 ans d'age. La décoration et la beauté de
cette vaisselle laitiére fait la fierté des femmes de I'ethnie peul (figures 15 et 16).

Figure 15 : Calebasse en bois Figure 16 : Calebasse en bois pour la
pour la vente du lait (systéeme fermentation du lait (systéme
semi-intensif) extensif)

Photographies prises par Musabyemariya B.

Pour les exploitations appartenant aux systemes semi-intensif et intensif, le matériel utilisé

était essentiellement en matiére plastique, en aluminium et parfois en inox.

Pour ce qui est des procédés de fermentation du lait, les schémas de fabrication dans les douze
exploitations suivies étaient les mémes. Il n’y avait pas d’espace réservé a proprement parler
pour cette activité. La fermentation se faisait dans les concessions ou a la ferme. Aprés la
traite le lait était filtré (a travers des tamis) ou non, puis mis dans des calebasses en bois
(systeme extensif) ou dans des bassines en matiére plastique ou en aluminium (systemes
semi-intensif et intensif). Les récipients étaient fermés (avec un van « layou » tressé pour les
calebasses) puis mis dans un coin. Aucun ferment ni caillé de la veille n’était ajouté au lait. Le
caillage durait environ 24 heures. C’'était I'appréciation visuelle du gel qui déterminait la fin

du processus de fermentation. Les opérations unitaires du diagramme de fabrication du lait
fermenté dans les exploitations fermiéres suivies sont résumées dans la figure 17.
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Traite et collecte du lait

N
Filtration a I'aide d’'une passoire pour enlever les
impuretés physiques

1

Incubation a température ambiante dans un récipient fermé
pendant environ 24 h

Figure 17 : Diagramme de fabrication des laits fermentés traditionnels

Apres le caillage, le lait fermenté était stocké en vrac a température ambiante pour les
exploitations de type extensif. Pour les autres exploitations, aprés un ensachage manuel, il
était refroidi dans des réfrigérateurs a usage domestique. Le lait fermenté était vendu sur place
ou dans des coins aménagés a cet effet. Les exploitations de type intensif, en périphérie de la
ville de Dakar, disposaient de véhicules réfrigérants et livraient du lait fermenté a des

particuliers, sur les lieux de travalil.

En ce qui concerne I'hygiene, tout comme lors de la traite, a I'exception des élevages de type
intensif, I'hygiéne faisait défaut au cours du processus de la transformation du lait. La

vaisselle laitiere était laveée a I'eau uniquement, le personnel affecté a la transformation n‘avait
pas de tenue de travail et I'état de propreté du lieu ou se faisait la production ne garantissait

pas non plus un lait fermenté exempt de contamination secondaire.
1.3.2. Transformation du lait de chevre en fromage

Comme pour les laits fermentés, les schémas de fabrication dans les deux fromageries étaient
de type fermier et n’étaient pas standardisés. Les technologies fromageres faisaient appel a un
caillage mixte (présure + levains lactiques). La fromagerie A produisait un fromage a pate
molle et a crolte fleurie. Aprés la thermisation (65°C/ 1 minute), le lait était refroidi dans des

bacs a refroidissement pendant une dizaine de minutes.
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L’ ensemencement se faisait a 23°C avec un levain condtifzél MA 01610 unités A ce
levain lactique, était ajoutée une enzyme protéolytique, substitut de la présuFsramse
TL».

Le fleurage des fromages se faisait a l'aide d'un mélange comp@&snidélium candidum

SAM, Penicillium Geo 1&tle VS. Le fromage affin€, dont le poids variait entre 100 et 120 g
était vendu aux grossistes au prix de 10.000 FCFA le kilogramme. La fromagerie B produit
un fromage qu’on pourrait qualifier de «fromage frais » car la maturation n’était que de

4 jours. La fermentation était totalement tributaire de la microflore endogéne. Les différentes
étapes des schémas de fabrication dans les deux ateliers suivis sont mentionnées dans le

tableau XII.
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Tableau XlI : Procédés de fabrication des fromages dans les deux fromageries suivies

Etapes

Fromagerie A

Fromagerie B

Préparation du
lait

Lait entier thermisé de chévre (traite du matin Lait entier cru de
mélange de la traite de
la veille au soir et du
matin

Elimination des
impuretés physiques
par filtration

uniquement)

Elimination des impuretés physiques par
filtration

Thermisation au bain marie : 65°C/1 minutg

S

Ensemencement
et maturation du
lait

Levain mésophile &zal MA 016-10 unités »
dilué dans 1 litre de lait stérilisé pour 400 L
de lait

Quelques g de chlorure de calcium
Penicillium candidunS8AM, Penicillium Geo
17 et le VS, une dose de chaque élément &
diluer dans 1 L d’eau pour ensemencer
1000 L de lait

Température du lait : 23-25°C

|

Bactéries
présentes dans les la
de fabrication

lactique

Emprésurage, * 50 gde 4romase TL », enzyme coagulante 7,5-10 mL de
coagulation d’origine microbienne, délayée dans 0,75 mL présure pour 100 L
d’eau stérile de lait
* Temps de coagulation : 45-90 minutes Coagulation a
* Acidité du caillé : 25°D environ 30-35°C
pendant environ
12 h
Décaillage » Si caillé bien ferme : 2 tranchages a la harpe Découpage en
espaces de 8 heures petits cubes
» Acidité : 35-40°D
Brassage » Brassage tres délicat a la harpe Pas de brassage
Soutirage * Acidité : entre 40 et 50°D Mise en moule a
« Mise en moule en transvasant le caillé louche
Autres « 1% retournement 5 h apres le moulage 3 retournements
opérations « 2*™retournement 8 h aprés le moulage espaces d'une
d’'égouttage «  3*™retournement 10 h aprés le moulage heure
(retournement)
* Immersion en saumure pendant 2 heures Immersion en
Salage « Ressuyage 3 a 4 heures sans ventilation puis saumure pendant
4 a 6 heures avec ventilation. 30 minutes
» Affinage pendant 12 jours dans un héloir a Affinage de 4 jours
10 -12°C, 90 % d’humidité a température
Affinage » Mouillage 3 fois par jour pour permettre ambiante (30-
conditionnement I'implantation de Penicillium. 35°C)
* Emballage des le fleurage qui a lieu 8-9 jours Emballage

apres la mise en haloir

55
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Les photographies ci-aprés illustrent certaines étapes de la production du fromage pratiquées

dans la fromagerie A.

_ o IR Figure 19 : Tranchage du caillé
Figure 18 : Filtration du lait a la (Fromagerie A)

réception (fromagerie A)

Figure 20 : Moulage et égouttage des

. Figure 21 : Moulage et égouttage des
fromages (fromagerie A) g g d g

fromages (fromagerie A)

L]
e | ot

g

Figure 22 : Fromage en cours Figure 23 : Fromage en fin d’affinage
d’affinage (fromagerie A) (fromagerie A)

Photographies prises par Musabyemariya B.
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2. Discussion

2.1. Conditions de production des laits crus et fermentés de vache

Les exploitations bovines suivies appartiennent aux trois systemes d’élevage décrits au
Sénégal. Cette typologie a été fondée sur les modes de conduite des troupeaux basés sur la
disponibilité des ressources végétaleboite et al., 1993). Dans cette étude, nous avons
classé les douze exploitations bovines suivies en prenant en compte d’autres éléments comme
les races exploitées, la conduite du troupeau, les pratiques de la traite et de la transformation
du lait. D’'apres cette nouvelle typologie, il nous est apparu deux sous-catégories dans les

exploitations de types intensif et semi-intensif.

Pour les exploitations de type intensif, la premiére catégorie comprenait trois exploitations
avec des animaux importés (France), une alimentation adaptée, un bon suivi sanitaire et une
traite mécanique propre. Ces conditions se traduisaient par une bonne intensification, en
moyenne 15 L de lait /vache/jour. La deuxiéme catégorie comprenait une exploitation avec
des races importées (France et Brésil), une alimentation adaptée, un suivi sanitaire correct,

une traite manuelle propre et une intensification moyenne (10 L/vache/jour en moyenne).

Parmi les deux catégories de pratiques émergeant des exploitations de type semi-intensif, la
premiere comprenait deux exploitations dont les vaches étaient issues d’'un croisement entre
les races importées et locales. Le troupeau, bien que relativement faible (7 tétes en moyenne),
était constitué majoritairement de vaches en production et en stabulation permanente.
L’alimentation était équilibrée (foin et aliment concentré) mais insuffisante en quantité. Le
suivi sanitaire et zootechnique était absent. Ces conditions se traduisaient par un niveau
d’intensification faible (4 L/vache/jour). La traite était manuelle et I'’hygiene satisfaisante. Le
deuxieme groupe était composé également deux exploitations avec des animaux de race
locale, une conduite mixte avec l'utilisation des parcours naturels et une complémentation des
vaches en lactation. On notait en plus une absence d’intensification (2 L/vache/jour en

moyenne) et une traite manuelle non hygiénique.
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De facon générale, dans les exploitations de types intensif et semi-intangifjs des
aliments fermiers (fane d’arachide, paille de riz, herbe fauchée) donnés aux animaux,
I'utilisation de I'aliment concentré améliore les performances des vaches. Cette observation a
déja été faite par d’autres auteurs pour d’autres types d’élevage ou le troupeau laitier était
conduit sur paturage naturélguwuy et al., 1993)

Les 4 exploitations du systeme extensif avaient toutes des pratiques homogénes qui
S'illustraient par I'exploitation des animaux de race locale, nourris exclusivement aux
paturages. L'appauvrissement des ces derniers en saison séche et le faible potentiel laitier des
animaux exploités étaient a 'origine de la faible production laitiere (a peine 1 L/vache/jour).
Les vaches étaient traites manuellement et ce, dans des conditions d’hygiene meédiocres. La
conduite du troupeau était marquée par les longues distances a parcourir a la recherche de
fourrage et d’eau. Méme si les races locales ont de bonnes aptitudes a la marche suite a la
sélection naturelle, un effort prolongé pourrait avoir pour conséquence la réduction de la
production laitiere comme cela a été observé dans les troupeaux francais conduits au paturage
(D'Hour et al., 1994). Par ailleurs, I'automédication pratiquée dans ce type d’élevage pourrait
causer de réels accidents technologiques ou méme étre un danger en santé publique. En effet,
les résidus d'antibiotiques dans le lait peuvent inhiber la microflore lactique impliquée dans
les fermentations. De méme, ils peuvent étre a l'origine d’'une émergence des souches

résistantes aux antibiotiques.

En ce qui concerne les pratiques de traite et I'environnement dans lequel se faisait cette traite,

il a été noté que lorsque la traite était manuelle, elle se faisait en plein air. Ce qui exposait le
lait a des contaminations diverses. De plus, aucune précaution particuliere n’était prise pour
assurer I'’hygiéne de la mamelle lorsqu’elle était sale et du matériel de traite. Lorsque la traite
était mécanique, elle s’effectuait dans une salle concue et aménageée a cet effet et I'hygiene
était mieux maitrisée, avec un souvent un systeme de nettoyage en place (NEP) pour la
machine a traire. Cependant, dans ce cas de figure, il est essentiel que ce systeme garantisse
que le lait ne contienne ni eau de rincage ni résidus de produits de nettoyage ou de
désinfection. Toujours dans les exploitations de type intensif, le refroidissement du lait aprés

la traite était lent. C’est seulement 8 h apres la traite que les tanks de refroidissement

affichaient une température moyenne de 10°C.
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De plus, le stockage pouvait durer jusqgu’a 4 jours. Ce stockage prolongé du lait cru pourrait
favoriser la prolifération microbienne, notamment celle des psychrophiles ou méme altérer la

gualité de certains composants du lait comme la matiere grasse.

Dans le milieu pastoral, le travail du lait se faisait dans des calebasses taillées dans du bois ou
en fruits de cucurbitacées vidés et séchés. Ce matériel n’était pas facile a nettoyer en raison de
sa porosité. Les surfaces en contact avec le lait avaient des microcavités qui constituent autant
de niches pour les bactéries. Lorsque le méme matériel était utilisé sur plusieurs cycles de
productions successifs, la contamination en était multipliée. Sur le plan technologique,
I'utilisation d’'une vaisselle en bois peut également participer a 'ensemencement naturel des

laits par constitution des biofilms sur le matériel (Licitra et al., 2007).

Pour I'ensemble des trois systemes, les exploitations laitieres n’étaient pas connectées au
secteur industriel dont la matiére premiere était constituée par la poudre de lait importée. Des
tentatives d’intégration de la production locale ont été menées par I'entreprise Nestlé mais les
guantités concernées sont restées tres faildesuiin et al., 2000). Dans ce contexte,
I'application de bonnes pratiques d’hygiene tout au long de la filiere devrait étre une priorité
pour limiter les pertes, améliorer la durée de conservation et les possibilités de distribution des

produits tout en préservant la santé des consommateurs.

Concernant la technique de fermentation, les femmes transformatrices avaient un savoir faire
empirique et une expérience suffisante qui leur permettaient de malitriser le procede.
Cependant, elles manquaient de notions de base en hygiéne des aliments. Ce qui ne leur
permettait pas d'user de certains leviers pour maitriser la qualité de leur produit. En élevage
intensif et semi-intensif, le personnel était plus sensible aux questions de salubrité et sécurité
du lait, 'encadrement par les techniciens étant régulier et rapproché. L’absence de maitrise de
la température d’incubation des laits fermentés reste un point critique dans le process de la
fermentation. En effeg.coli0157 : H7 est parfaitement capable de se multiplier dans du lait
fermenté, lorsque I'incubation se fait entre 25 et 37°C. Par contre, pas de croissance possible
lorque la température d’incubation est de 43°C (Ogwaro et al., 2002).
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2.2. Conditions de production des laits crus et des fromages de chévre

La fromagerie A utilisait les levains commerciaux, bien que le lait n’était pas parfaitement
pasteurisé. |l existerait alors une flore endogene, de nature et en quantité pas toujours
connues, qui participerait a I'acidification en méme temps que le levain commercial. Un
levain est un mélange de souches de bactéries lactiques adaptées a une fabrication donnée.
Pour les fromages a pate molle, ce sont les levains mésophiles (ex. Lactolceacanostac

qui sont généralement utilis§Eleet, 1999 ; Parente et Cogan, 2004Pu point de vue
technologique, l'utilisation de deux types de «ferment », endogéne et ajouté peut étre a
I'origine d’accidents de fabrication. En effet, la flore lactique ensemencée sous forme de
levains peut se trouver en compétition avec la flore endogene qui subsiste en absence de
traitement efficace d’assainissement. Ces interactions peuvent étre préjudiciables a la qualité
des fromages. L'utilisation de levains micro-conditionnés congelés ou lyophilisés pour
ensemencer directement les cuves individuellement, devraient également permettre d’éviter

les manipulations, source de contamination.

La conduite de I'affinage est différente dans les deux fromageries : a basse température (18°-
20°C) pour la fromagerie A et a température ambiante (entre 30-35°C). Méme si dans le
premier cas ces températures ne mettent pas totalement le produit a I'abri de la prolifération
microbienne, les conditions d’affinage dans le second cas sont propices a une prolifération
bactérienne, surtout de bactéries mésophiles qui trouveraient des conditions optimales pour

leur croissance.

3. Conclusion partielle

Dans les exploitations bovines, les enquétes de suivi ont révélé des pratiques différenciées en
termes de races exploitées, de conduite du troupeau et de pratiques de traite. Cependant, les
élevages ont pu étre classés en 5 catégories ayant des pratiques plus au moins homogeénes. La
premiére catégorie comprenait des élevages hautement intensifs, 16 L/jour/vache et qui
pratiquaient une traite mécanique propre. Les élevages de la deuxieme catégorie avaient un
niveau d’intensification moyen, 12 L/vache/jour en moyenne et une traite manuelle propre. La
troisieme catégorie regroupait des exploitations a intensification faible, 4 L/vache/jour et qui

s’illustraient par une traite manuelle assez propre.
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La quatrieme catégoriecomprenait les exploitations extensives, en moyenne de
2 L/ivache/jour et qui pratiquaient une traite manuelle sale. Enfin, la derniere catégorie
représentait des élevages hautement extensifs, a peine 1 L/vache/jour et ayant une traite

manuelle trés sale.

En ce qui concerne la transformation de lait de chevre, l'offre est tres atomisée pour la
fromagerie A. Celle-ci s’approvisionnait aupres de 15 petites exploitations regroupant a la fois
les bovins, les ovins et caprins. Le nombre de chevres en lactation par exploitation était
relativement faible, en moyenne 10. Ces chevres étaient toutes de race locale élevées sous un
mode extensif avec une production laitiere de moins de 0,5 L/chevre/jour. Les chévreries
s’illustraient par une traite manuelle sale. A I'opposé, la fromagerie B disposait de sa propre
chévrerie constituée de chévres de race locale, de races importées, « Saneen et Alpine » et des
croisées issues de deux. La conduite du troupeau était mixte. La production laitiere était en
moyenne de 2,5 L/jour/chevre pour les races importées et de 1,5 L/jour/chévre pour les métis

et 1 L/jour/chevre pour les chévres locales. La traite était manuelle et propre.

Pour les laits de chévre et de vache, la production n'était pas connectée au secteur industriel.
Les laits produits subissaient une transformation de type fermier pour donner du lait fermenté
de vache et les fromages de chevre. A I'exception d’'une diversité de matériaux utilisés pour la
vaisselle laitiere, les diagrammes de fabrication étaient simples et proches. La fermentation se
faisait sur I'exploitation, sans ajout de levains industriels (sauf pour la fromagerie A) et les
schémas de fabrication n’étaient pas standardisés. Ce manque de standardisation auquel
S’ajoutaient les pratiques différenciées en termes de races exploitées et d’affouragement des

animaux pouvait influer sur les caractéristiqgues des produits.
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Il. ETUDE DE LA MICROFLORE DES ECHANTILLONS ANALYSES PAR
LES METHODES DE MICROBIOLOGIE CLASSIQUE

1. Reésultats

Les résultats des dénombrements bactériens sont exprimés en Unité Formant Colonie (ufc)
par mL de lait ou par g de fromage. Pour les graphiques et certains tableaux, les numérations
ont été données en échelle logarithmique;()od-es résultats de la rechercHasteria et

Salmonella) sont exprimés par le substantif « absence » ou « présence ».

1.1. Microflore des laits crus de vache
Le tableau XIlIl donne les valeurs moyennes de chaque groupe de bactéries lactiques dans les
échantillons de lait cru de vache. Il permet aussi de dégager les flores microbiennes

majoritaires des laits crus en fonction des systemes d’élevage.

Tableau XllI : Résultat de dénombrements des bactéries lactiques (moyenne + écart
type en logoufc/mL) des échantillons des laits crus de vache issus des 3 types d’élevage

Sys.intensif Sys.semi- Sys.extensif  Moy. ESM  Valeur de

Bactéries (n=12) intensif (n=12) (n=12) générale P
lactiques
Lactococcus sp.  5,19+0,56 5,52+0,24 5,71+0,52 5,47+0,50 0,083 0,035 (S)
Lactobacillus sp. 5,19+0,50 5,20+0,27 5,33+0,48 5,24+0,42 0,071 0,678 (NS)
a 30°C

Lactobacillus sp. 3,87+0,54 4,53+0,29 4,26+0,78 4,22+0,62 0,103 0,028 (S)
a 45°C
Leuconostoc sp.  3,20+0,36 4,04+0,82 4,46+0,34 3,90+0,75 0,126 0,000 (S)

Enterococcus sp. 2,89+0,58 3,11+1,17 3,62+0,66 3,21+0,88 0,146 0,115 (NS)

Sys.: systéme ; ESM : Erreur Standad Moyen , Moy. : moyenne, S : significatif, NS : non significatif

Les lactocoques suivis des lactobacilles mésophiles étaient dénombrés en majorité, en
moyenne 5,47 log ufc/mL de lait cru (5,3.170ufc/mL) pourLactococcussp. et 5,24 log

ufc/mL pourLactobacillussp. a 30°C. Les leuconostocs et les entérocoques étaient les moins
représentés. Les laits crus des exploitations de type extensif suivi de ceux des exploitations

semi-intensif ont été les plus riches en bactéries d’intérét technologique.
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En plus de ces quatre genres de bactéries lactiques, d’autres germes témoins, de la qualité
hygiénique des procédés notamment la flore totaleseherchia coliont été retrouvés dans

les échantillons de lait cru de vache analysés. La teneur moyenne en flore totale aérobie
mésophile était de 5,30 lggufc/mL (8,1.18 ufc/mL). Escherichia colia ét¢ dénombré dans

72 % des échantillons avec une moyenne de population de 1;26fligiL de lait. D’autres

germes potentiellement pathogenes commestaphylocoques a coagulase positive ont été
retrouvés dans 27 % des échantillons. Aucun échantillon de lait cru de vache ne contenait ni

Salmonella sp. ni Listeria monocytogenes.

Tableau XIV : Teneurs moyennes en flore d’'altération ou potentiellement pathogene
dans les laits crus de vache

Systemes d’exploitation

Germes Intensif Semi-intensif  Extensif
Flore aérobie Fréquence 100% 100% 100%
meésophile d’apparition (%)

Charge moyenne

(logiod’ufc/mL) 4,90 40,83 4,75£0,81 6,24+0,23

Escherichia coli Fréquence (%) 100% 33,33% 83,33%
d’apparition

Charge moyenne

1,9740,63 0,45+0,69 1,36+1,05
(logio ufc/mL)

Staphylocoques Fréquence 25% 25% 33,33%
a coagulase + d’apparition (%)

Charge moyenne 1,48+0,21 2,52+0,31 2,57+0,64
(logyo ufc/mL)

1.2. Microflore des laits fermentés de vache

Comme pour les laits crus, I'analyse de la composition microbiologique des échantillons de

lait fermenté de vache a montré une richesse de ces derniers en flore lactique.
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Tableau XV : Résultat de dénombrement des bactéries lactiques (moyenne * écart type
en logoufc/mL) des échantillons de lait fermenté issus des 3 types d’élevage

Sys.intensif Sys.semi- Sys.extensif  Moy. ESM  Valeur de
Germes (n=12) intensif (n=12) (n=12) générale P

Lactococcus sp.  7,07+0,28 7,84+0,48 8,66+0,3f 7,86+0,74 0,123 0,000 (S)
Lactobacillus sp. 7,01+0,45 7,80+0,4% 8,87+0,27 7,83+0,79 0,131 0,000 (S)
a 30°C
Lactobacillus sp. 6,02+0,65 6,72+0,54 8,04+0,52 6,93+1,01 0,169 0,000 (S)
a45°C
Leuconostoc sp.  4,76+0,78 6,04+0,68 7,53+0,48 6,11+1,30 0,126 0,000 (S)
Enterococcus sp. 4,64+0,48 5,35+0,7% 6,01+0,82 5,34+0,87 0,347 0,000 (S)

Sys.: systéme ; ESM : Erreur Standad Moyen , Moy. : moyenne, S : significatif, NS : non significatif

La flore lactique des laits fermentés était quantitativement marquée par les lactocoques et les
lactobacilles mésophiles dont les numérations moyennes atteignaienfic@L. Les genres
Leuconostocet Enterococcusétaient les moins représentés. Dans tous les échantillons
coexistaient les lactobacilles mésophiles et thermophiles et ce, dans des proportions
importantes. Pour les quatre genres de bactéries lactiques, la population était maximale dans
les échantillons issus des exploitations de type extensif. Les laits fermentés des exploitations
intensives étaient les moins riches en bactéries d’intérét technologique.

En ce qui concerne les flores d’'altération ou potentiellement pathodeswwerichia colia
été retrouvé dans tous les échantillons issus des ateliers fermiers des élevages intensifs et
extensifs et dans 83 % des échantillons prélevés dans les ateliers fermiers des exploitations
semi-intensives. Les staphylocoques a coagulase positive ont été dénombrés respectivement
dans 33%, 25 % et 58 % des échantillons prélevés dans les ateliers de types intensif, semi-
intensif et extensif. Aucun échantillon de lait fermenté n’était contaminé $igharonella sp.

ni par Listeria monocytogenes.

Le tableau XVI indiqgue le nombre d'échantillons contenant les flores d’altération ou
potentiellement pathogenes dans chaque systéme ainsi que leurs valeurs moyennes dans les

échantillons contaminés.
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Tableau XVI : Teneurs moyennes en flore d’altération ou potentiellement pathogene
dans les laits fermentés

Escherichia coli Staphylococoques a coagulase

Systemes positive
d’exploitations Fréquence Charge moyenne Fréquence Charge moyenne
fermieres d’apparition (log;c ufc/mL) d’apparition  (logsc ufc/mL)
Systeme intensif 100% 2,31+0,56 33,33% 2,31+1,13
Systéme semi-intensif 83,33% 1,76x1,20 25% 2,37+0,21
Systeme extensif 100% 3,04+0,74 58,33% 3,24+0,41

1.3. Microflore des laits crus et des fromages de chévre

Le tableau XVII donne les valeurs moyennes de chaque groupe microbien dans les

échantillons de lait et fromages issus de ces laits.

Tableau XVII : Moyenne des numérations en différents groupes bactériens dans les
échantillons de lait et fromages de chevre

Parameétres Laits de fabrication Fromages
Fréquence Charge moyenne Fréquence Charge Moyenne
(%) (logioufcmL) (%) (logse ufc/g)

Flore totale aérobie a 100 6,70+0,19 Non réalisé Non réalisé

30°C

Lactococcusp. 100 7,54+0,86 100 8,01+0,53

Lactobacillus sp. a 100 7,00+0,45 100 8,0040,77

30°C

Lactobacillus sp. a 100 5,34+0,25 100 6,97+0,73

45°C

Leuconostoc sp. 100 5,26+0,25 100 4,36+0,57

Enteroccocus sp. 100 4,67+0,84 100 5,20+0,76

Escherichia coli 100 3,73+0,10 75 3,18+0,83

Staphylococcus sp. 100 3,28+0,66 50 2,87+0,84

Les analyses montraient que la flore lactique était quantitativement marquée par les
lactocoques qui atteignaient en moyenne 7,54 latc/mL. Les lactobacilles mésophiles

représentaient le second groupe de bactéries lactiques majoritairement retrouvées.
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Les lactobacilles thermophiles étaient également présents dans tous les échantillons. Dans les
fromages, les lactobacilles mésophiles étaient dénombrés en majorité. Il en était de méme
pour les entérocoques dont les numeérations étaient plus importantes que celles des

Leuconostogrespectivement 5,74.10fc/g contre 4,20.1ufc/g).

En ce qui concerne I'hygiene des produlscherichia coli edes bactéries appartenant au
genre Staphylococcusnt été retrouvées dans tous les échantillons de lait cru. Un seul des
échantillons de lait analysés était contaminé atmonellasp. Dans les fromages,
Escherichia colia étédénombrée dans 6 des 8 échantillons avec une charge moyenne de
2,91.16 ufc/g. L’échantillon le plus chargé contenait* 1ic/g. Les staphylocoques ont été
retrouvés dans 50% des échantillons de fromage. Un échantillon d fromage était contaminé

par Listeria monocytogenes. Salmonella sp. n'a été détecté dans aucun fromage.

Concernant les dénombrements bactériens chez les deux producteurs, les tableaux XVIII et
XIX montrent une variation des dénombrements moyens des groupes bactériens au niveau des

différents lots de fabrication.

Tableau XVIII : Moyenne des numérations desdifférents groupes bactériens des
échantillons de la fromagerie A

Microorganismes 1% lot 2°™ lot 3*™ ot 4°™ |ot

(logyo ufc/mL) LC LT From. LC LT From. LC LT From. LC LT From.
Lactococcusp. 7,70 3,70 7,70 6,30 3,00 8,48 7,00 3,30 8,60 795 3,0 8,70
Lactobacillussp.a 7,48 3,48 7,48 7,00 2,70 8,95 6,95 4,30 8,85 7,30 3,00 8,48
30°C
Lactobacillussp. a 5,30 2,48 6,60 530 2,70 7,90 5,60 2,30 7,30 570 4,00 7,48
45°C
Leuconostosp. 5,00 3,70 3,60 548 3,30 4,70 5,00 3,70 3,78 530 2,30 4,30
Enterococcusp. 4,95 4,70 5,30 530 4,95 4,70 5,60 3,38 4,30 570 4,00 4,95
Escherichia coli 4,48 ND 4,00 495 ND 3,78 4,60 ND 3,70 430 0,84 3,30
Staphylocoques a 3,30 ND 3,70 2,70 0,69 ND 4,00 ND ND 2,48 ND 3,48

coagulase positive

LC = lait cru, LT = lait thermisé, From. = fromage ; ND = non dénombré
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Tableau XIX : Moyennes des numérations dedifférents groupes bactériens des
échantillons de la fromagerie B

Microorganismes 1% lot 2°™ lot 3™ |ot 4°™ ot
LC Fromage LC Fromage LC Fromage LC Fromage

Lactococcusp. 6,48 7,48 8,60 7,30 8,48 7,95 7,78 7,90
Lactobacillus sp. 4 30°C 6,00 7,00 7,00 8,48 7,30 7,48 7,00 7,30
Lactobacillus spa 45°C 5,48 5,70 5,00 7,48 5,00 6,30 5,30 7,00
Leuconostoc sp. 5,60 4,30 4,95 5,00 5,30 4,85 5,48 4,90
Enterococcus sp. 3,60 6,30 4,00 4,48 4,48 5,30 3,70 6,30
Escherichia coli 2,70 ND 4,00 2,00 2,00 2,30 2,85 ND
Staphylocoques a coagulase 3,70 ND 4,30 2,00 2,85 2,30 2,90 ND
posmve

LC : lait cru ; ND : non dénombré

2. Discussion
2.1. Microflore lactique des laits crus de vache

Les quatre genres de bactéries lactiquesterococcus Lactobacillus Lactococcus et
Leuconostoc, habituellement présents dans les produits lalfigless €t al., 1997) ont été
dénombrés dangous nos échantillons. Les lactocoques (53.L6c/mL) suivis des
lactobacilles (2,9.f0ufc/mL) constituaient la flore lactique dominante des laits crus analysés.
Ce résultat differe de ceux des laits crus issus des troupeaux bovins fr@igasy €t al.,
1997b ; Desmasurest al., 1997a ; Henri-Dubernetet al., 2004 ; Michelet al., 2001)dans

lesquels les lactobacilles constituaient la flore majoritaire.

Les dénombrements obtenus dans cette étude sont supérieurs a ceux observés dans des laits
des troupeaux européens dont les taux dépassaient rarerfigic{riD (Aquilanti et al.,

2006 ; Bouton, 2005 ; Michel, 2001)L’appauvrissement des laits issus des troupeaux
européens en flore s’expliquerait par des mesures d’hygiéne rigoureuses dans les élevages et
pendant la traitéMichel et al., 2001 ; Michelet al., 2005 ; Tormoet al., 2011b). En effet,

dans I'objectif d’étre conforme aux normes européennes de plus en plus strictes, les éleveurs
adoptent des techniques de désinfection se traduisant par une diminution de la microflore
indigene composée aussi bien de microorganismes indésirables que de ceux d'intérét
technologique (Callon et al., 2007, Delbés et al., 2007).
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Par conséquent, dans cette étudeclhesges élevées en bactéries lactiques dans lesrlagt
s’expliqueraient pales pratiques plus respectueuses des flores du t{@apsence de lavage

ou le lavage collectif, 'absence de post trempage et la non élimination des premiers jets)
observées dans les élevages suivis. Le méme constat avait été fait auparavant dans les
troupeaux francaigCallon et al., 2007 ; Michel et al, 2001). Cependant, méme si ces
pratiqgues concourent a I'obtention des laits crus riches en flore d’intérét technologique, une
hygiéne minimale reste requise pour éviter la présence des germes potentiellement pathogenes

ou d’altération dans le lait.

Les comparaisons inter-systemes des numérations en bactéries lactiques montrent des
différences significatives entre les teneurs lactocoques et en leuconostocs des laits issus des
exploitations de type intensif et extensif. Ces derniers étaient les plus riches en ces deux
groupes de bactéries (p = 0,035 pour le lactocoques et p = 0,000 pour les leuconostocs). Les
niveaux €levés en lactocoques dans les exploitations de type extensif en comparaison a ceux
des exploitations intensif, trouvent leur explication dans les pratiques beaucoup plus
respectueuses de la flore indigéne du lait (traite manuelle et sans lavage du trayon, non
élimination des premiers jets) en vigueur dans les élevages extensifs. En effet, une analyse
portant sur la composition microbienne des éléments en contact direct avec le lait lors de la
traite, a identifié la surface des trayons comme étant I'élément hébergeant la plus grande
diversité des flores microbiennes avec prédominance des bactéries d'intérét technologique
(Michel et al., 2006). La traite en plein air, souvent méme sur paturage observée dans les
élevages extensifs augmenterait la probabilité d’avoir une charge élevée en lactocoques dont

la principale source est le fourrad@e{laglio et al., 1994).

Une différence significative (p = 0,028) a été également observée au niveau des teneurs en
lactobacilles thermophiles dans les laits provenant des exploitations semi-intensives et
intensives, les laits prélevés des élevages semi-intensifs étant plus riches en lactobacilles
thermophiles. La charge élevée en lactobacilles thermophiles dans les élevages semi-intensifs
serait due a des températures ambiantes plus élevées dans les élevages semi-intensifs

(Kaolack) que dans les élevages intensifs (zone des Niayes et banlieue de Dakar).
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2.2. Microflore lactique des laits fermentés de vache

Un stockage a température ambiante, sans ajout de ferment (acidification spontanée) permet
d’'obtenir au bout de 24 heures des laits fermentés avec des teneurs élevées en bactéries
lactiques. Les plus importantes quantitativement ont été les lactocoques et les lactobacilles
mésophiles, respectivement 7,86+0,74dadc/mL et 7,83+0,79 log ufc/mL de lait pour les
lactobacilles mésophiles. Les lactobacilles thermophiles ont été dénombrés autour de 6 £1, 01
logio ufc/mL. Comme pour les laits crus, les leuconostocs et les entérocoques étaient les

moins représentés.

Les teneurs en différentes bactéries lactiques dans les laits fermentés étudiés étaient proches
de celles des autres laits fermentés traditionnels africains. Dans le « Nyarmie », un lait
fermenté traditionnel produit au Ghana, les lactobacilles mésophiles ont été dénombrés entre
2,3.10 et 1,3.18 ufc/mL, les thermophiles entre 1,7°1 2,6.18 ufc/mL (Obodai et Dodd,

2006). Abdelgadir et al. (1998) ont travaillé sur le « Rob », un autre lait fermenté traditionnel
soudanais dans lequel les lactobacilles mésophiles atteignaferit/afl. En Afrique du

Sud, Beukes etal. (2001)ont dénombré dans un lait fermenté local, les lactobacilles en des
quantités allant de 2,6.3@ 1,28.18 ufc/mL pour les mésophiles et 7,6°807,65.18 ufc/mL

pour les thermophiles. Dans le Kule naoto, un lait fermenté tradititionnl produit par les
Maasai du Kenya, les populations de lactocoques et des lactobacilles avosinaient également
les 1 ufc/mL (Mathara et al., 2004). C’est en Egypte, dans le « Zabady », un lait fermenté
traditionnel, que les plus faibles teneurs en lactobacilles ont été notées, de I'ordfeode 10

nettement inférieures a 1 ufc/mEKBaradei et al., 2008).

L’'analyse de la variance montre que le facteur «systéme d’élevage » a un effet trés
significatif (p=0,000) sur les 5 groupes qui constituent la flore d’interét technologique. Les
laits fermentés issus des exploitations de type extensif étaient plus riches que ceux issus des
élevages semi-intensifs, eux-mémes plus riches que ceux des exploitations de type intensif.
Cette variation pourrait étre associée d’'une part a des facteurs climatigues notamment la
température ambiante, mais aussi aux matériels utilisés pour la fermentation du lait. En effet,
les trois systemes d’élevage recoupent les trois zones éco-climatiques avec des variations de

température ambiante.
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Pendant la période d’étude (janvier-mars 2008), les températures moyennes étaient
respectivement de 28°C, 35°C et 40°C en zone intensive, semi-intensive et extensive
(données fournies par le service de météorologie du Sénégal). L'utilisation des calebasses en
bois pour fermenter le lait, pratique généralisée dans les élevages extensifs et en partie dans
les élevages semi-intensifs expliquerait également les différences observées. De part sa
surface poreuse, la calebasse en bois offre plus de possibilités aux bactéries lactiques qui vont
s’implanter de facon durable en surface de cette vaiselle laitiere. Cette colonisation du
matériel de fermentation est facilitée par la capacité des bactéries lactiques a coloniser une
surface donné grace a’excrétion dun gel glucidique extracellulaire appelé
exopolysaccharide. Ce dernier assure un lien physique entre les cellules microbiennes et la
surface a coloniserZfttola, 1994). Un tel schéma d’organisation de plusieurs micro-
organismes sur une surface colonisée est appelé biofilm. Lorsque la surface colonisée est
lavée sommairement, la probabilité de voir les microorganismes s’y implanter augmente
(Licitra et al ., 2007)

Sur tout un autre plan, certaines bactéries lactiques présentes dans les échantillons analysés
pourraient présenter un intérét dans la biopréservation des aliments. En effet, du point de vue
hygiénique, dans les produits laitiers fermentés, les bactéries lactiques participent au contréle
du développement des bactéries pathogéidtet et al., 2007). L'inhibition des bactéries
lactiques envers les germes d’altération ou pathogénes est due a la production des substances
antagonistes comme l'acide lactique, I'acide acétique, le peroxyde d'hydr&geherroum

et al., 2002 ; Holzapfelet al., 1995).Cette propriété des bactéries lactiques est valorisée dans

la conservation des produits alimentaires a haute valeur ajoutée (saumon, filet de poisson

etc.).

Sur le plan nutritionnel, I'efficacité de certaines bactéries lactiques ingérées avec les laits
fermentés dans la prévention des perturbations digestives liées a I'antibiothérapie a été
prouvée Beausoleilet al., 2007 ; Tuohyet al., 2007). D’autres bactéries lactiques produisent
des bactériocines qui sont des agents anti-bactén¥\jyst et Vandamme, 1994, Naidu

etal., 1999, Tuohy et al., 2007).
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Enfin dans le domaine laitier, la richesse et la biodiversité des microorganismes des laits
fermentés auraient une action déterminante dans la « typicité » de ces produits. Ces derniers
auraient des caractéristiques organoleptiques (texture, aréme) bien différentes de laits

fermentés « industriels ».

2.3. Microflore lactique de laits et fromages de chevre

Dans les fromages étudiés et fabriqués a partir du lait de chevre, les lactocoques et les
lactobacilles constituaient la flore dominante. Ces résultats corroborrent les études antérieures
sur les fromages simulaird€asalta, 2001 ; Choisyet al, 1997 ; Colomboet al, 2010 ;
Desmasures, 1995 ; Henri-Dubernet et a004 ; Ouadghiri et al., 2005).

Du point de vue quantitative, leggésultats obtenus sont proches de ceux du Jben, fromage
traditionnel marocain ou les lactobacilles variaient d&108 ufc/g Benkerroum et al.,
2003 ; Ouadghiri et al., 2005) et ceux du Camembert dans lequel les numérations en
lactocoques et en lactobacilles ont été respectivement’as 10 ufc/g (Choisy et al, 1997 ;
Desmasures, 1995 ; Henri-Dubernet et ak004).

Dans le Venaco, fromage fabriqué en Corse, la population des lactocoques atteignait
également 10ufc/g et celle des lactobacilles était 1@c/g (Casalta, 2003) Les numérations
observées dans cette étude sont ceperstdgdtrieures a celles du Provolone, un autre fromage
italien dans lequeles bactéries lactiques ont été dénombréesa0ufc/g (Aponte et al.,
2008)et ceux des fromages de Serlitedja et al., 2008) ou les lactocoques avoisinaient les

10° ufc/g.

Dans les fromages étudiés, les numérations en bactéries des gemeescoccus et
Leuconostoaans les laits de fabrication et dans les fromages ont montré que la population
d’entérocoques dans les fromages avait augmenté par rapport au lait cru alors que celle des
Leuconosto@vait diminuéTornadijo et al. (2001)avaient observé les mémes effets dans un
fromage type pate molle. Du point de vue quantitative, les numérations en bactéries
Enterococcussont simulaires & celles dénombrées dans le Jben, 3aifcl§ Benkerroum

et al., 2003 ; Ouadghiriet al., 2005).
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2.4.Microflore d’altération et/ou potentiellement pathogéne dans les échantillons
analysés

Des germes témoins de la qualité et de la sécurité des produits (flore Eotalk,et
Staphylocoques présumés pathogenes ont été retrouvés dans certains échantillons analysés.
Les laits crus de vache avaient une population moyenne en flore mésophile aérobie totale
5,3040,95 logy ufc/mL. Le niveau moyen en flore totale dans les échantillons de lait cru de
chevre était de 6,70+0,19 lggufc/mL. Les niveaux de flore totale étaient proches de ceux

des laits issus des troupeaux du continent africain. Le niveau de flore aérobie mésophile totale
dans les laits issus des troupeaux du Zimbabwé qui était de 5,6x#4, tliagnL (Mhone et

al., 2011)et marocains, de l'ordre de 6 log 10 ufc/mlfifAet al., 2008).Une étude faite sur

les échantillons de laits crus issus des fermes italiennes avait également dénombré des
niveauxéquivalents en flore totalé-fanciosi et al, 2009) Cependant, les résultats obtenus

dans cette étude étaient supérieurs a ceux des laits issus des fermes francaises, soit environ
10" ufe/mL (Desmasures et al., 1997a ; 1997b ; Michel et al., 2001 ; Tornebal, 2006).

Du point de vue réglémentaire, tous les échantillons issus des exploitations de type extensif,
n’étaient pas conformes aux exigences des normes européennes qui stipulent que la moyenne
géométrique des laits matiere premiére en flore totale constatée sur une période de 3 mois,
avec au moins un prélevement par mois, ne doit pas dépasses BftdmgL (Réglement CE
853-2004) Or dans cette étude, la moyenne en flore totale des laits issus des exploitations de
type extensif était de 6,24 +/- 0,23 jpgfc/mL.

La fréquence dE.coli dans les laits crus et fermentés de vache a été respectivement de 72,2 %
et 94,4 %. Ces observations sont proches de celles obtenues auparavant sur des échantillons
crus de lait de vache produit au Sénégal Braurec et al. (2010) pour qui lafréquence

d’E.coli était de 85,4 % dans le lait cru et de 72,7% dans le lait fermenté. Par contre, ces
mémes auteurs avaient trouvé des niveaux moyens beaucoup plus élevés que dans notre étude,
soit 6 logo ufc/mL contre respectivement 1,26 +1,01;tpgfc/mL et 2,37 £1,00 log ufc/mL

respectivement pour les échantillons de lait cru et fermenté analysés dans cette étude.
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Cependant, les résultats obtenus different de ceux des laits crus produits alAddanet
al., 2011)et au Zimbabwe (Mhonet al., 2011)et dans lesquels la prévalenc&.dcoli était
respectivement de 11, 2% et 40,8%.

Les staphylococoques a coagulase positive ont été dénombrés dans 28 % des échantillons de
laits crus de vache et 38% de laits fermentés. Ces observations corroborent une étude
antérieure réalisée pdreurec et al. (2010) et dans laquelle les germes cités avaient été
dénombrés dans 26% des échantillons de lait cru. Par contre, nos observations sont différentes
de celles faites en Norveége et qui avaient révélé une prévalerteadreusdans les laits

crus de vache de 47,3% (Jakobsen et al., 2011)

Les données des tableaux XIV et XVI suggerent les laits crus et fermentés de vache issus des
exploitations du type semi-intensif étaient moins chargék.eali et enstaphylocoques a
coagulase positive, donc de meilleure qualité que ceux des élevages intensifs, eux-mémes
meilleurs que ceux des élevages de type extensif. Cet état de fait trouverait son explication
dans la bonne gestion de la santé des vaches laitieres notamment la prévention des mammites
et 'application des régles élémentaires d’hygiéne lors de la traite dans les élévages intensifs et

semi-intensifs. Ce résultat est en adéquation avec ceeoldiberg et al. (1992)

Des germes témoins de la qualité et de la sécurité des proguitdi €t Staphylocoques
présumés pathogénes ont été retrouvés dans certains échantillons analysés. Les données de ce
tableau suggérent que les laits crus et fermentés de vache issus des exploitations du type semi-
intensif étaient moins chargés Ercoli et enstaphylocoques a coagulase positive, donc de
meilleure qualité que ceux des élevages intensifs, eux-mémes meilleurs que ceux des élevages
de type extensif. Cet état de fait trouverait son explication dans la bonne gestion de la santé
des vaches laitieres notamment la prévention des mammites et I'application des regles
elémentaires d’hygiéne lors de la traite dans les élévages intensifs et semi-intensif mais aussi
dans la taille du troupeau qui pourrait constituer un facteur multiplicateur de la
contaminination, les échantillons analysés étant des laits de mélange. De la méme facon, les
numérations moyennes en staphylocoques etE@oli dans les laits fermentés étaient
légerement supérieures a ceux des laits crus ayant servi a leur fabrication. L'une des

explications possibles serait une contamination secondaire due aux manipulateurs.
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Une acidification faible et lente, 24h a une température avoisinant les 30°C ; pourraient étre
€galement a l'origine de la persistance, voire 'augmentation des germes cités dans les laits
fermentés. Cette observation corrobore une étude antérieure qui a montré que méme en
présence d’'un starter selection&é;oli était capable de croitre dans du lait fermenté, lorsque
I'incubation se faisait entre 25 et 37°C. Néanmois, lorsque la température d’incubation était

de 43°C, il n’y avait pas de croissance possible (Ogwaro et al., 2002)

En ce qui concerne la qualité des laits et fromages de cheévre, les staphylococoques a
coagulase positive ont été identifiées dans la totalité des laits crus de chévre.

Des observations faites en Norvege avaient révélé une prévaler®eadecusde 98,8%,
(Jakobsenet al., 2011). Dans les fromages, les staphylocoques ont été retrouvés dans 50 %
des échantillons et leur charge moyenne (2,87 +0,84 ldg/g) avait également diminué par
rapport aux laits crus ayant servi a leur fabrication. La diminution de la teneur en
staphylocoques dans les fromages par rapport au lait de fabrication, avait été observée lors de
la fabrication des fromages égyptiens « DomiatEb-Baradei, 2008) Une acidification
poussée combinée a l'augmentation du taux de chlorure de sodium et a une diminution de
l'activité de I'eau (Aw) seraient les causes de la diminution des staphylocoques a coagulase

positive dans les fromaged¥l€yrand et Vernozy-rozand, 1999)

La thermisation, pratique courante dans la fromagerie A, a permis de réduire de facon
significative la population ¢.coli et de staphylocoques présumeés pathogenes. Toutefois, ces
germes ont été retrouvés dans les fromages. Deux hypotheses non exclusives peuvent
expliquer ce constat. La premiére revient a supposer que le chauffage n'a eu qu'un effet
transitoire sur la viabilité des bactéries. Celles-ci ont été stressées par la chaleur, les moins
résistantes ont été éliminées et les plus résistantes ont survécu a des concentrations en deca
des seuils de détection par dénombrement bactérien (moins d’une unité formant colonie par
mL de lait). Ces bactéries présentes en trés faible nombre, ont pu se multiplier dans le
fromage, lorsque les conditions sont devenues favorables. La deuxieme hypothése consiste a
considérer que le traitement thermique a réellement été efficace mais que les populations
microbiennes sont réapparues a la suite d’'une contamination secondaire par des manipulations

malpropres lors de la fabrication des fromages.
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3. Conclusion partielle

L’ensemble des résultats obtenus au cours de cette étude a mis en évidence la richesse en
bactéries lactiques des laits et produits laitiers fermentés produits au Sénégal :

+ les dénombrements moyens des lactobacilles cultivables & 30°C étaient de®2,86.10
ufc/mL dans le lait cru de vache et de 1,37.4f8/mL dans celui de chévre. Dans les
laits fermentés de vache et les fromages de chévre, les lactobacilles mésophiles
atteignaient respectivement 2,17.aft/mL de lait et 2,86.10ufc/g de fromage ;

+ la population des lactobacilles thermophiles (cultivables & 45°C) était de 4,16.10
ufc/mL de lait de vache, de 2,50°10fc/mL de lait de chévre, de 2,21710fc/g de
fromage de chévre et de 7,12.16c/mL de lait fermenté de vache ;

+ les lactocoques étaient dénombrés a hauteur de 5aFdML dans le lait cru de
vache, a 1,14.10ufc/mL de lait de chévre, a 2,20%1@fc/mL de lait fermenté de
vache et a 1,84.108 ufc/g de fromage de chévre ;

+ les leuconostocs et les entérocoques étaient les moins représentés, soit respectivement
2,35.1¢ ufc/mL et 7,62.18 ufc/mL de lait de vache. Dans les laits fermentés, les
numérations moyennes en leuconostocs atteignaient 1/88uf€@mL, celles
d’entérocoques 1,30.1@fc/mL.Dans les fromages, les leuconostocs étaient évalués a
4,20.14 ufc/g et les entérocoques a 5,74.aft/g de fromage.

Ces résultats suggerent que les lactocoques et les lactobacilles, éléments généralement
constitutifs des levains industriels pour la production de laits fermentés, ne sont pas les seuls
acteurs de la fermentation spontanée du lait au Sénégal. lls cohabitent souvent dans des
proportions importantes avec lesuconostocet les entérocoques. Par ailleurs, nous avons
montré que dans les échantillons analysés, coexistaient des especes bactériennes faisant

habituellement partie des levains mésophiles et thermophiles.

Pour les quatre genres de bactéries lactiguastgcoccus Lactobacillus Leuconostocet
Enterococcusretrouvés, les niveaux les plus élevés étaient ceux des échantillons issus des
exploitations extensives. Les laits fermentés des exploitations intensives étaient les moins
riches en bactéries lactiques. Par ailleurs, des germes potentiellement pathogénes, comme les

staphylocoques a coagulase positive, ont été retrouvés dans certains échantillons.
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Ces germes pourraient étre issus des laits de fabrication ou apportés par le personnel. Il est
aussi probable que ces germes aient perduré a chaque fabrication, si bien qu’ils ont fini par
s’intégrer a I'écosysteme de I'atelier de fabrication. Aucun échantillon de lait de vache n’était
contaminé ni paSalmonellasp. ni parListeria monocytogenes. Salmonedfa a été retrouvé

dans un échantillon de lait de chévreléteria monocytogenedans un échantillon de
fromage.
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II. ETUDE DE LA MICROFLORE DES ECHANTILLONS ANALYSES PAR
LES METHODES MOLECULAIRES

Les méthodes moléculaires ont permis de faire une analyse beaucoup plus fine des
populations bactériennes présentes dans les laits et les produits laitiers fermentés artisanaux
produits au Sénégal. L’ADNTr bactérien a été extrait directement a partir des matrices laitieres
(lait cru, lait fermenté et fromage) puis une double PCR (Nested-PCR) a permis d’amplifier le
fragment V3 de I'ADNr. Les amplicons ont été séparés par électrophorese en gel
d’acrylamide avec un gradient dénaturant de température (TTGE) pour les espéeces bas GC %
et dans un gradient dénaturant chimique d’urée/formamide (DGGE) pour les espéces haut
GC %. Les espéeces minoritaires ont été mises en évidence par des PCR spécifiques, leur

séparation a éte faite sur gel d’agarose a 2 %.

1. Résultats

Sur chaque profil électrophorétique des amplicons provenant des fragments de la région V3
de 'ADNr 16S, une bande correspond a une espesgefex) ou a un groupe d’espéces
taxonomiquement procheggpécey/espécez/....). L'intensité ou la largeur de la bande
renseigne également sur la proportion relative de I'espéce dans I'écosystéme. Seules les

espéeces dominantes (> a 0,1 %) ont été détectées.
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1.1. Microflore des laits crus de vache

Les profils électrophorétiques des échantillons de laits crus étudiés sont présentés dans la
figure 24 pour les especes bas GC % (TGGE) et la figure 25 pour les especes haut GC %
(DGGE).

M : marqueur de standardisation
TTGE contenant quatre souches
de référence ;

1: Lactococcus garvieae
CNRZ1323

2 : Lactococcus raffinolactis
CNRZ1214

3 : Enterococcus fecalis CE17

4 : Lactococcus lactis ssp. lactis
biov. diacetylactitNRZ1260
Profils I,a 14 : laits crus des
élevages de type intensif

Profil S; a S, : laits crus des
élevages de type semi-intensif
Profils E;a E, : laits crus des
élevages de type extensif

Figure 24 : Profils TTGE des amplicons V3 de I’ADNr 16S des échantillons de laits crus
de vache

a: Lactococcus garvieaeb; : Enterococcus faecium/hirae/durans ;; Pediococcus pentosaceud :
Staphylococcus auricularise: Lactococcus lactis ; g : Staphylococcus capitis/epidermis/cohnii/equarur
h: Streptococcus hominis/Lactococcus plantarumlLactobacillus acidophilusj;: Streptococcus uberis

k : Staphylococcus chromogenes Micrococcus haemolyticusm : Streptococcus thermophilus
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\'/ Profil M = marqueur de
standardisation DGGE contenant six
souches de référence :

a : Bacillus pumilusATCC 7725,

b : Klebsiella oxytoca ATCC 103434T,
¢ : Kytococcus sedentari®RZ

880T,

d : Arthrobacter citreus CNRZ 928T,

e : Kocuria kristinae CNRZ872,

f : Propionibacterium jensenii Z87.
Profils 1 a 3 : laits crus des élevages d
type intensif,Profil 4 a 6 : laits crus
des élevages de type semi-intensif
Profils 7 et 8: laits crus des élevages dt
type extensif

Figure 25 : Profils DGGE (espéces haut GC %) des fragments d’ADNr 16S (région V3)
des échantillons de lait cru de vache

g : Corynebacterium casei,

h : Brevibacterium linens/Clostridium flavescens,

k : Clostridium fermentans, | : Corynebacterium amonio,
| - Artrobacter citreus

Les profilsDGGE des laits crus avaient peu de bandes et donc peu d’espéces par rapport aux
profils TTGE. L'especeKocuria kristinae bande ¢ a étédétectée dans presque tous les
échantillons de lait cruCorynebacterium case{bande g) a été retrouvé dans deux
échantillons issus des élevages intensif et extemiévibacterium linens/Clostridium
flavescengbande h) a été mis en évidence dans deux échantillarisrobacter citreus

(bande I) et Corynebacterium amoniogeneat été retrouvés dans un échantillon de lait cru,

prélevé dans une exploitation de type extensif.
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1.2. Microflore des laits fermentés de vache

Les profils électrophorétiques des échantillons de laits fermentés de vache sont présentés dans
la figure 26 pour les espéces bas GC % (TGGE) et la figure 27 pour les especes haut GC %
(DGGE).

Ml Llzg b § SSMS PRRERPRREM

Le profil M=marqueur de
standardisation TTGE avec les 4 =
souches de référence, de haut en
bas Lactococcus garvieae
CNRZ1323, Lactococcus
raffinolactis CNRZ1214,
Enterococcus fecalis CE17 et
Lactococcus lactis ssp. lactis
biov. diacetylactiCNRZ1260.
Profils I, & I, : laits fermentés

des élevages de type intensif
Profil S; a S : laits fermentés des |
élevages de type semi-intensif |
Profils P, a P, : laits fermentés
des élevages de type intensif

Figure 26 : Profils TTGE des fragments d’ADNr 16S (région V3) des échantillons de laits
fermentés devache

a: Lactococcus garviaeh : Leuconostoc citreumc;: Staphylococcus epidermis/cohnii/equarum ;
d : Lactobacillus brevis/jonhsonStaphylococcus haemolyticus/xyloses,; k:Lactobacillus

acidophilus; f: Staphylococcus auricularg : Lactococcus lactid) : Streptococcus thermophilus.

Les profils des PCR-TTGE révélent une grande diversité des espéces bactériennes présentes
dans les produits laitiers fermentés traditionnels sénégalais. Du point de vue des espéces,
Leuconostoc citreunibande b),Lactococcus lactigbande g),Streptococcus thermophilus
(bande h) etLactobacillus delbrueckii/bulgaricugbandes k et i) restent les principales
especes de bactéries lactiques présentes dans tous les échantillons. D’autres bactéries
lactiques d'intérét avéré notammerdctobacillus brevis/jonhsonjbande d)Lactobacillus

acidophilus(bande €) ont été retrouvées dans les laits fermentés étudiés.
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Des especes de staphylocoques a coagulase négaB®vepidérmis/cohnii/equarum,

S.haemolyticust S.saprophyticugnt été également identifiées.

M 1 2 3 45 6 7M 8 9 10 11 12 M

- M = marqueur de
standardisation DGGE avec les
6 souches de référence, de haut
en bas : Bacillus pumilus
Klebsiella oxytoca,
Kytococcus sedentarius,
Arthrobacter citreus,
L \ Kocuria kristinae,
d Propionibacterium jensenii
Profils 1 a 4 : laits fermentés
des élevages de type intensif
™~ Profil 5 & 8 : laits fermentés des
-

\
'
/S

\

élevages de type semi-intensif
Profils 9 a 12: laits fermentes
des élevages de type extensif

i1\

\
H

Figure 27 : Profils DGGE des fragments d’ADNr 16S (région V3) des échantillons de laits
fermentés de vache

a: Kocuria kristinae b : Brevibacterium linens ;
c : Clostridium fermentans/Corynebacterium amoniogenes ;
d: Arthrobacter groupe | g : Brevibacterium sp.

Sur les gels de PCR-DGGE des laits fermentés (figure 29), les corynéformes tetqua

kristinae (bande a) ont été retrouvés dans 5 échantillons dont quatre provenant des élevages
intensifs. Dans les élevages de type extensif, c’est grthtibacteriumsp.qui a été mis en
evidence. Un échantillon des élevages semi-intensifs contenait a Bxdwibacterium linens,

Clostridium fermentans/Corynebacterium et Arthrobacter groupe 1.
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1.3.  Microflore des laits crus eides fromages de chévre

Les profils électrphorétiques d¢ amplicons provenant des fragments de la région V
'’ADNr 16S de 12 échantillons (5 laits de fabricat et 7 fromages) obtenus par TTGE
DGGE sont présentés respectivement dans les fi28 et 29.

M 4¢ 45 46 47 48 M 49 50 51 52 53 54 5

Figure 28 : Profils TTGE desampliconsV3 de '’ADNr 16S des échantillons de las crus
et fromages de chévr

Le profil M est un marqueur de standardise TTGE contenant quatre souches de référe(a:
Lactococcus garviea€NRZ1323, | : Lactococcus raffinolacti€NRZ1214, ¢ Enterococcusaecalis
CE17, d:Lactococcus lactissubp: lactis biov. diacetylactisCNRZ1260).Les profils 44 a48
correspondent aux échantillons de lait cru et les pr49 a % aux échantillons de fromage :
Listeria innoculata, f : Enterococcussp. g : Pseudomonas putida/Aeromonas sobria,
Staphylococcus saprophyticus : Leuconostoc mesenteroid8sphylococcus simulg, |
Pediococcus pentosacé8feptococcus casedicus k : inconnu, | :.Lactobacillus gasseri/johnsonr
m : Staphylococcus auriculal, n : Staphylococcus aurelgpidermicus/cohr, o : Lactobacillus
delbrueckii/Lb.acidophilusubs) bulgaricus p : Lactobacillus acidophilus
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Le profil TTGE montre que les échantillons de laits crus et fromages de chevres étaient riches
en bactéries bas GC % (< 55). Pas moins de 6 a 8 espéces bactériennes ont été identifiées dans
chacun des échantillontactococcus garviea¢bande a), Enterococcuspp. (bande f) et
Lactococcus lactigbande h) sont les trois espéces appartenant au groupe des bactéries
lactiques qui sont quasiment présentes dans tous les échantillons. Sur le plan quantitatif, par
l'intensité de sa bande (d)actococcus lactigpparait comme I'espéce dominante aussi bien

dans les laits de fabrication que dans les fromages. D’autres bactéries lactiques assignées a
Pediococcus pentosaceus, Streptococcus caseolyti€bande j), Lactobacillus
gasseri/johnsonnii (bande [), Leuconostoc mesenteroideande i) et Lactobacillus
acidophilus(bandes o et p) ont été également identifiées. Une empreinte qui n'avait pas été

identifiée a partir de la base des données (bande k) a été assigh&epimcoccus

thermophilus apres séquencage.

Une flore bactérienne technologique non lactique appartenant au groupe des staphylocoques a
coagulase négative Staphylococcus saprophyticus, Staphylococcus auricularis,
Staphylococcus epidermisy, également été mise en évidermaessi bien dans les laits de
fabrication que dans les fromages. Enfin, les outils moléculaires utilisés ont permis
d’identifier des espéces bactériennedies Listeria innoculata, Pseudomonas putiaa
Staphylococcus aureymuvant témoigner de la qualité sanitaire de nos échantillons

M12 3 45 M6 789 1011 1

Profil M est un marqueur de
standardisation DGGE contenant six
souches de référence

a : Bacillus pumilus ATCC 7726 :
Klebsiella oxytocaATCC 103434T

¢ : Kytococcus sedentarius CNRZ
880T

d : Arthrobacter citreusCNRZ 928T

e : Kocuria kristinaeCNRZ872 ef :
Propionibacterium jenseni87.
Profils 1-5: lait cru et 6-12; fromages

Figure 29 : Profils DGGE des amplicons V3 de ’ADNr 16S des échantillons analysés

Les laits fermentés étudiés ne contenaient pas d’espece haut GC % comme le montre la
photographie de gel DGGE (figure 29).
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1.4. Détermination des especes minoritaires par des PCR spécifiques d’esp:

Les espéces indicatricele I'hygiene des procédég.(coli) et de lasécuritc des produits
(Listeria monocytogenegt Staphylococcus aureusnt été recherchées par I'utilisati
d’amorces spécifiques a chaque es).

La présence@’E. coli a été confirmée dans tous échantillons ou ce gme avait été m en
évidence par les dénombrents bactériens (méthodes de microbiologie classique) com
montrent les figures 30 et 31.

{—

SERID 1 12 138 T B

et

-
-
-
-
—

Figure 30 : Révélation sur gel d'agarose a % des produits d’amplification par PCR
d’extraits d’ADNr présumés E. coli

M : marqueur de standardisation de poids moléculaire connu (Ger™ DNA Ladder Mix,

Fermentas) ; échantillons 1 & lits crus de vache issus des élevages intensifs, : laits crus de
vache issus des élevages sentensifs; 9 a 12 laits crus de vache issus des élevages ext ; 13 a
14 : laits crus de chévre
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—

13 14T TB

Figure 31 : Révélation sur gel d’agarose a 2% des produits d’amplification par PCR
d’extraits d’ADNr présumes E.coli

M : marqueur de standardisation de poids moléculaire connu (Gené€ROBA Ladder Mix,
Fermentas) ; échantillons 1 & 4 : laits fermentés de vache issus des élevages intensifs, 5 a 8 : laits
fermentés de vache issus des élevages semi-intensifs; 9 a 12 : laits fermentés issus des élevages
extensifs ; 13 a 14 : fromages de chévre

Les tests de PCR spécifiques p8taphylococcus aurelet Listeria monocytogenesnt été

négatifs.

2. Discussion

Les outils de biologie moléculaire ont confirmé la richesse et la diversité bactérienne des
échantillons de laits et produits laitiers analysés. Les profils TTGE des laits crus de chevre et
de vache de méme que ceux des produits de fermentation qui y sont issus comprennent des

especes bactériennes nombreuses et variées.

Les échantillons de laits crus de vache avaient entre 4 et 7 bandes, donc autant de souches ou

especes bactériennes différentes.
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De par lintensité des bandes et le nombre des bandes, les laits et leurs produits de
fermentation provenant des élevages extensifs sont plus riches et ont une plus grande
biodiversité en bactéries lactiques. L'utilisation des calebasses en bois dont toute la surface
constitue autant de niches pour I'implantation des germes, donc a faire les biztiltosa(

1994) expliquerait cette richesse en bactéries lactiques. L'existence de ces biofilms est
facilitée par la capacité de certaines especes rencontrées dans nos échantillons comme
Leuconostoc mesenteroides et Streptococcus thermophdasérer les biofiim@Licitra et

al., 2007). Ces résultats vont dans le méme sens que ceux de travaux antérieurs qui ont
démontré que l'application des mesures d’hygiene trop strictes réduisait I'apport de la
microflore utile dans les laitéMichel et al., 2001 ; Callonet al., 2007 ; Tormo et al.,

2011b).

L'utilisation des méthodes moléculaires a montré que trois espémet®coccus garvieae
Enterococcus faecium/hirae/duraesLactococcus lactisont quasiment présentes dans tous

les échantillons de lait cru de vache. Dans les laits fermentés de, vhobgpeces ;
Leuconostoc citreum, Lactococcus lactis, Streptococcus thermopéilusactobacillus
acidophilusapparaissent commes principaux acteurs de la fermentation, car présentes dans

tous les échantillons analysés. Ces espéces sont sensiblement les mémes ques celles isolées
dans les laits fermentés traditionnels africai@bddai et Dodd, 2006 ; Abdelgadiret al.,

1998 ; Beukes et a 2001 ; Mathara et al., 2004 ; El-Baradei et a] 2008).

Ces bactéries lactiques dénombrées dans les laits fermentés incluent les deux bactéries
spécifigues du yaourt, Streptococcus thermoph{lusuvelle appellation : Streptococcus
salivarius ssp. thermophiluset Lactobacillus delbrueckii (Lactobacillus delbrueclgsp
bulgaricus.En plus de ces deux especes de ferments dit thermophiles, les laits fermentés
analysés contenaient également les espéces du groupe de levains meésophiles comme
Leuconostoc citreurst Lactococcus lactigFleet, 1999 ; Parente et Cogan, 2004pe nos
résultats, il ressort que les laits de vache fermentés étaient le fruit de ferments endogéenes

mésophiles et thermophiles.
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Par ailleurs, des espéces du gehextobacillus ; Lb. acidophilus, Lb. rhamnosusb.
plantarum ;qui font partie du groupe deactéries lactiques non-levain ou NSLAB pdion

Starter Lactic Acid BacteriéMartley et Crow, 1993) étaient présentes dans les échantillons

de lait fermentésCes derniéres sont connues pour leur effets bénéfiques sur la santé en tant
gue probiotiquegHolzapfel et al., 1998 ; Marteau et Rambaud, 1998, Colladet al., 2007)

ou par leur capacitésecréter des bactériocines (Oozetesl., 1994 ; Elotmani et al., 2002).

Les profils DGGE des laits crus et fermentés présentaient peu ou pas du tout de bandes.
Quelgues espéces corynéiformes commdecuria kristinae, Corynebacterium casei,
Brevibacterium linens, Brevibacterium boeisKlebsiellaoxytocaont été retrouvées surtout

dans les laits crus de vache. Les corynéiformes, grace a leurs propriétés lipolytiques et
protéolytiques, participent & l'aromatisation des produits laitiers fermdrtagef et al.,

1997 ; Irlinger et al., 2004 ; Hoppe-Seyleret al., 2004). D’autrescorynéiformessont
capables de produire des bactérioci(Maldés-Stauberet al., 1997).Les bactériocines sont

dessubstances protéiques ayant des propriétés anti-microbidiyies ¢ al., 2002).

L’'analyse TTGE des échantillons de lait de chévre et des fromages fabriqués a partir de ces
laits a montré une large biodiversitéactococcus lactisubsp.lactis, Lactococcus garvieae,
Streptococcus thermophilet Leuconostoc mesenteroidesnt les quatre especes quasiment
présentes dans les échantillons aussi bien de lait que de fromage. Sur le plan guantitatif, de
part l'intensité de sa bandeactococcus lactissubpslactis biov. diacetylactis(bande d)

apparait I'espece dominante aussi bien dans les laits de fabrication que dans les fromages.

Les espéces de bactéries lactiques présentes dans les échantillons de fromages sont différentes
de celles trouvées dans les mémes types de fromages. lBasdcoccus lactisubsp. lactis,
Lactobacillus paracaseiet Lactobacillus plantarumétaient les trois especes les plus
frequemment rencontrées dans le Camemiedsmasures, 1995 ;Henri-Dubernett al.,

2004). Lactococcus lactissubsp. cremoris, Lactococcus garviae Enterococcus faecalis

étaient des espéces dominantes des fromages traditionnels italiens au lait cru de cheéevre
(Colombo et al., 2010).
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Dans le Bukuljac, fromages traditionnel de SemWikolic et al., (2008) avaient également
mis en évidence la prédominance laeetobacillus paracaseet Leuconostoc mesenteroides
alors que dans les |[&®mages a pate molle marocains, Lactococcus garvieae et Leuconostoc

mesenteroidesonstituaient la majorité des isola@uadghiri et al., 2005).

Dans les échantillons de laits et fromages de chevre analysés dans cette étude, coexistaient
egalement les espéeces mésoph(ilextococcusLeuconostocet thermophilegStreptococcus
thermophilus Lactobacillussp. a 45°C(Fleet, 1999 ; Parente et Cogan, 20Q4ar ailleurs,
lesbactéries lactiques non-levains ou NSLAB pblan Starter Lactic Acid Bacterigomme

Pediococcus pentosaceus, Lactobacillus johnsonnii et Lb. acidophilus ont été identifiées.

Il a été également observé dans nos échantillons la présence des espéces de bactéries lactiques
appartenant au genknterococcusommeEnterococcus hiraeEnt. faeciumet Ent. durans

Pour certains auteurs, la présence d’entérocoques serait un indice de conditions hygiéniques
insuffisantegDellaglio etal., 1994) Sur le plan technologique, les entérocoques jouent un

réle dans l'affinage des fromages par la production d’estérases et de protéases, enzymes qui
participent a la dégradation de la caséine et a la formation de certains composés d’arbme
(Wesselset al., 1990 ; Giraffa, 2003 ; Moraleset al., 2004 ; Ogier et Serror, 2008)
Cependant, leur utilisation dans les levains suscite un débat du fait de leur implication dans de
nombreuses infections nosocomiales ou opportunibrasf et al., 1999 ; Ogier et Serror,

2008 ; Martin-Platero et al., 2009)

Dans certains échantillons de laits de vache et de chévre ainsi que dans leurs produits de
fermentation (lait fermenté de vache et fromage de chévre), des espéces de staphylocoques a
coagulase négative S{aphylococcus epidermis, S. chromogenes, S. haemolyticus, S.
saprophyticuset St. auricularid ont été mises en évidence. Ces especes sont non pathogenes
car ne produisant ni de coagulase libre ni d’entérotoxiBasd-Parker, 1990 ; Freney et

al., 1999) Ces germes qui pouvaient étre d’origine mammaire et plus précisément du trayon,
ces espéces ont des propriétés lipolytiques et protéolytiques qui leur permettent de participer a
la formation de la morge des fromad€aurtin et al., 2002)et a 'aromatisation des produits

laitiers fermentéglrlinger et al ., 1997)
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Les profils DGGE des laits et fromages de chévre sont relativement simples car peu de
corynéiformes ont été mis en évidence. La non observation de ces especes s’expliquerait par
un biais qui a été introduit lors de la prise d’essai, celle-ci ayant été effectuée dans la masse,
les corynéiformes ne pouvaient pas étre présentes car ce sont des bactéries aérobies strictes et
sont donc plutdt présentes a la surface qu'a cceur des frorfiakigsases-Lechner et
Ginzinger, 1995 ; Feurer et al, 2004 ; Irlinger et al., 2004)

3. Conclusion partielle

L’analyse des échantillons de laits de vache et de chevre ainsi que de leurs produits issus
d’'une fermentation spontanée a mis en évidence la diversité et la richesse de ces produits en
bactéries lactiques. Pour tous les échantillons, les profils TTGE comprenaient 5 bandes pour
les échantillons les moins riches et jusqu’a 10 bandes pour les plus complexes. Plusieurs
especes d’intérét laitier avéré ont été mises en éviddmmetococcus lactis, Streptococcus
thermophilus, Lactobacillus delbrueckii/bulgaricus, Lactobacillus acidophilus, Streptococcus
caseolyticusD’autres espéces de bactéries lactiqgues dont le réle dans la fermentation n’a pas
été beaucoup étudié commectococcus garvieae, Enterococcus faecium, Pediococcus
pentosaceus, Leuconostoc citreum, Lactobacillus plantaru, Leuconostoc mesenteroides,
Lactobacillus brevis/jonhsoni, Lactobacillus gasseri/johnsorataient présentes dans les

échantillons analysés

Enfin, d’autres especes non lactiques mais d’'intérét technologique dans ce sens qu'elles
interviennent dans la définition des caractéristiques organoleptiques des produits laitiers
fermentés ont été également identifiées dans les échantillons analysés. Il s'agit des
staphylocogues a coagulase négati®taghylococcus epidermis, Staphylococcus cohnii,
Staphylococcus chromogenes$ Staphylococcus saprophytiQusnais aussi des bactéries
corynéiformes  (Klebsiella oxytoca, Kocuria kristinae, Corynebacterium casei,

Brevibacterium linens et Brevibacterium bovis).

Cette biodiversité descosystemes bactériens des produits laitiers fermentés serait a l'origine
des caractéristiques organoleptiques bien particulieres des produits laitiers fermentés fermiers

sénégalais.
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Il est en effet actuellement reconnu que les produits laitiers fermentés au lait cru ont des

saveurs plus marquées et plus typiques que ceux fabriqués au lait pasteurisé et microfiltré.
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V. CARACTERISTIQUES PHYSICO-CHIMIQUES DES LAITS ET
FROMAGES ETUDIES

1. Reésultats

La caractérisation physico-chimigdes laits et fromages analysésoncerné : la mesure de
l'acidité titrable, le dosage des constituants majeurs que sont la matiere grasse et les protéines
totales dans tous les échantillons, la teneur en eau et en chlorure de sodium dans les fromages

uniquement.

1.1. Acidité titrable

L’acidité titrable ou acidité Dornic mesure l'acidité développée apres la traite, c'est-a-dire la
guantité d’acide lactique formée a partir du lactose, sous l'action des bactéries lactiques
responsables de la fermentation. Les valeurs moyennes de I'acidité titrable exprimées en
degré Dornic des échantillons de laits fermentés des exploitations appartenant aux systemes
intensif, semi-intensif et extensif sont respectivement de 67,0, 73,7 et 108,0°D. Les laits les

plus acides sont ceux issus des exploitations de type extensif comme le montre la figure 32.

160 -
1 a<: ateliers fermiers
140 1 des élevages de type
O 120 - intensif
o
o 100 -
3 8o . 5 a 8 : ateliers fermiers
= des élevages de type
QL 60 semi-intensif
i)
Q 40 -
<
20 - 9a12: ateliers
fermiers des élevages
0 - de type extensif
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Exploitations suivies

Figure 32 : Acidité moyenne des échantillons de laits fermentés produits dans les douze
exploitations fermiéres suivies

118|



Résultats et Discussion

1.2. Teneur en matiere grasse et protéines totales des laits frais et fermentés de
vache

Les teneurs en matiere grasse et en protéines totales dans les laits crus et fermentés de vache
provenant des trois systémes de production sont mentionnées dans les tableaux XXI et XXII.
Dans les laits fermentés, les teneurs moyennes en protéines et en matiére grasse augmentent

légerement par rapport au lait frais pour atteindre respectivement 39 g/L et 43 g/L.

Tableau XXI : Teneur moyenne en matiéres utiles dans les laits crus de vache

Systéeme Systeme semi-intensif ~ Systéme extensif
intensif
Protéines (g/L) 35,05 +0,44 35, 08+0,33 36,44+1,01
Matiére grasse (g/L) 34+0,81 42°+1,6 39°+1,15

Les moyennes d’'une méme ligne suivies de lettres différentes sont significativement différentes au seuil de 5 %

Tableau XXII : Teneur moyenne en matieres utiles dans les laits fermentés de vache

Systéeme Systeme semi-intensif ~ Systéme extensif
intensif
Protéines (g/L) 38,3 40,2 38,2+0,8 39,43+1,01
Matiére grasse (g/L)  39,25+0,5 42,28+0,5 43+0,81

Les moyennes d’'une méme ligne suivies de lettres différentes sont significativement différentes au seuil de 5 %

1.3. Teneur en protéines totales et en matiere grasse des laits frais et fromages de
chevre

Les résultats des analyses physico-chimiques pour les laits et fromages de chévre sont
présentés dans le tableau XXIIl. Les teneurs en protéines totales sont exprimées en g/100 mL
pour le lait et en g/100 g pour le fromage. Celles de la matiére grasse sont exprimées en

0/100 mL de lait et en g/100 g de fromage.

Pour les deux fromageries, I'examen des résultats de la composition des laits de chevre en
protéines totales et en matiére grasse a donné respectivement des valeurs moyennes de 4,21 et
5,16 g/100 mL de lait. Pour la fromagerie A, la teneur moyenne en protéines totales a été
évaluée a 19,20 g/100 g de fromage, celle de la matiére grasse a 11,25 g/100 g de fromage.
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Pour la fromagerie B, la teneur moyenne en protéines est de 12,96 g/100 g de fromages et

celle de la matiére grasse de 19,40 g/100 g de fromage.

Tableau XXIII : Teneurs en protéines totales et en matiere grasse dans les laits et
fromages de chévre

Paramétres Fromagerie A Fromagerie B
Lait de Fromage Lait de Fromage
fabrication fabrication
Protéines totales 4,24+0,08 19,20+0,34 4,19+0,05 12,96+0,15

(g/200 mL ou g/100 g)

Matieres grasses 5,21+0,25 11,25+0,5 5,11+0,25 19,40+0,3
(9/100 mL ou g/1009)

1.4.  Teneur en chlorure de sodium et en eau dans les fromages

Le dosage de la teneur en sel dans les fromages a donné les valeurs moyennes de 1,84 g/100 g
et 0,98 g/100g de fromage respectivement pour les fromageries A et B. Une variation de la

teneur en de chlorure de sodium a été observée entre les différents lots de fabrication des deux

fromageries (tableau XXIV).

Tableau XXIV : Teneurs en chlorure de sodium dans les fromages étudiés

Fromagerie A Fromagerie B
1¥lot | 2™lot | 3™ lot | 4™ lot 1*lot ™ot | F™lot | 4™ ot
NaCl (%) 2,82 1,73 1,45 1,36 1,54 0,77 0,81 0,79
Moyenne 1,84+0,67 0,9¢+0,38

La teneur en eau dans les fromages a été évaluée a 57,7 % pour les échantillons de la

fromagerie A et 65,4 % pour ceux de la fromagerie B.
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2. Discussion

Apres 24 heures de fermentation « spontanée » a température ambiante, une grande variation
de l'acidité a été observée entre les laits fermentés issus des trois systemes d’élevage. Les laits
issus des exploitations de type extensif étaient plus acides que ceux des exploitations de type
semi-intensif, eux-mémes plus acides que ceux provenant des exploitations de type intensif.
Cette variation dans les niveaux d’acidification pourrait s’expliquer en partie par I'absence de
contrle de température au cours de la fermentation. La fermentation est en effet totalement
tributaire de la température ambiante du lieu et du moment. Pendant la période d’étude
(janvier-mars 2008), les températures moyennes étaient respectivement de 28°C, 35°C et
40°C respectivement en zone intensive, semi-intensive et extensive (données fournies par le
service de météorologie du Sénég@dans un méme systéme, une variation du niveau
d’acidification était également observée entre les échantillons des différentes exploitations et
dans une méme exploitation entre les différents lots produdienconstat corrobore nos
observations précédentes qui signalaient un manque de standardisation des procédés de
fermentation. Enfin, des niveaux d’acidification faibles (de I'ordre de 60°D) ont été observés
pour les laits provenant des exploitations de type intensif. Cette faible acidification pourrait
favoriser la prolifération de microorganismes dans le lait comme l'ont déja soGlapadta

et al (1996). En effet, ces auteurs ont montré qu’en cas d’acidification insuffisante, le caillé
peut étre le siege d’'un développement des bactéries d’'altération et méme potentiellement des
bactéries pathogenéSasalta et al., 1996).

Les teneurs en protéines et en matiere grasse assurent la valeur alimentaire du lait et ses
usages en transformation laitiere. De facon générale, les laits de vache analysés avaient une
bonne teneur en matiére utile. Les teneurs en protéines totales et en matiére grasse dans les
échantillons de lait frais de vache étaient respectivement de 35,4 g/L et 38 g/L. Ces teneurs
sont légerement supérieures aux valeurs généralement admises dans le lait de vache, soit
respectivement 32 g/L pour les protéines et 37 g/L pour la matiere (st et al., 2002).

Les valeurs obtenues dans cette étude sont cependant inférieures a celles des laits frais issus
des troupeaux soudanais pour lesquels la teneur en protéines était de 37,3 g/L et celle de la
matiere grasse de 45,2 g/L (Mahboba et al., 2Q07)
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Elles étaient toutefois supérieures a celles des troupeaux marocains, respectivement de 31,7 et
37,5 g/L pour les protéinest la matiere grasg@nonyme 6, 2006)Les teneurs en matiere

grasse et en protéines totales variaient d’'un systeme d’exploitation a un autre. Des ces deux
parametres, le taux butyreux était le plus variable p = 0,005 pour la matiére grasse contre p =
0,035 pour les protéines. Les taux les plus élevés ont été observés pour les laits prélevés dans
les exploitations de type semi-intensif et les plus faibles dans les laits des exploitations de
type intensif. Ces différences s’expliquent d’une part par un régime alimentaire basé sur
I'utilisation des tourteaux d'arachide provenant des huileries traditionnelles dans les
exploitations du type semi-intensif, et d’autre part par le niveau de productivité plus important
dans le systeme intensif (16L de lait/'vache/jour) que dans le systeme semi-intensif (2,5 L de
lait/'vachel/jour). Ces liens entre la qualité chimique du lait et les pratiques d’élévage avaient
été observés auparavant (Goldberg et al., 1992 ; Srairi et al., 2009).

Dans le lait de chevre, la teneur en matiére grasse atteignait respectivement 5,21 g/L pour la
fromagerie A et 5,11 g/L pour la fromagerie B. Ces valeurs étaient proches entre les deux
fromageries mais supérieures a la valeur moyenne généralement admise qui est de 35-40 g/L
(Anonyme 7, 2007) Nos valeurs étaient supérieures a celles des laits issus des troupeaux
francais lesquels contenaient en moyenne 35 g/L de matiére grasse a |@viaalte et

Morgan, 2001). Casaltaet al. (2001) pour leur part, lors de la caractérisatidun fromage
Bastelicaccia, avaient trouvé que les laits de chévre qui servaient a la fabrication de ce
fromage contenaient 47,06 g de matiére grasse par litre de laitMBkulec et al. (2008),la

matiere grasse dans les laits de chévr€matie atteignait 59,6 g/L.

De par leur teneurs en protéines, les fromages provenant de la fromagerie A (19,20 %) étaient
proches du fromagEeta lequel contient 17,8 % de protéiri®assiliadis et al., 2009).Les
fromages B (12,96 % de protéines) sont plutét proches des fromages frais, soit 11,8 % (Codex
Alimentarius, 1978). Cependant, pour la fromagerie A, une bonne partie de protéines
solubles était éliminée avec le lactosérum lors de I'égouttage du caillé. Le dosage de la teneur
en protéines dans le lactosérum a donné 11,16 % de protéines contre 19,6 % dans les
fromages. L'ultrafiltration de lactosérum pourrait permettre de récupérer les protéines dans le

rétentat.
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Ce dernier pourrait étre incorporé dans les laits de fabrication pour améliorer le rendement
fromager et diminuer la pollution de I'environnement car le lactosérum était rejeté dans la

nature sans traitement préalable.

La teneur en chlorure de sodium (NaCl) des échantillons analysés indiquait également une
grande variabilité entre les différents lots de fabricationu. Ce qui témoignait d'un manque de
standardisation du processus. Dans la fromagerie A, 75 % des fromages avaient une teneur en
NaCl comprise entre 1,3 et 1,75 % tandis que 25 % avaient une teneur supérieure a 2,8 %. Ces
valeurs sont inférieures a celles des autres fromages saumurés coratae (¢ % de NacCl)
(Vassiliadis et al., 2009) ou le Domiati, fromage égyptien dont la teneur en chlorure de
sodium atteignait 6 %E|-Baradei et al., 2007).Le fromageBastelicaccia contenait 2,08 %

de NaCl Casaltaet al., 2001)alors que le fromage traditionnel de Croatie en contenait entre
2,52 et 2,1 % (Mukuleet al., 2008).

Les différences observées entre les échantillons des différents lots de production, seraient
dues au manque de maitrise des facteurs qui conditionnent la quantité de sel absorbée comme
le temps de salage et la concentration de sel dans la saumure. Ce qui témoigne encore une fois

du manque de standardisation du processus.

3. Conclusion partielle

Les analyses physico-chimiques qui ont porté sur I'acidité titrable, les teneurs en protéines, en
matiere grasse et en chlorure de sodium des échantillons de lait (cru et fermenté) et de
fromage ont montré que ces paramétres variaient d’'un systeme a un autre et d’une fromagerie
a une autre. L'acidité titrable des laits fermentés était en moyenne de 83°D, avec une variation
de plus de 70°D lorsqu’on passait des échantillons du systeme intensif a ceux du systeme

extensif.

Des données obtenues, il ressort que dans les conditions locales de production, les laits issus
des exploitations de type extensif suivis de ceux de type semi-intensif étaient plus riches en

protéines totales.
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Le taux le plus élevé en matiere grasse a été observé pour les laits provenant des exploitations
de type agro-pastoral avec 42 g/L, alors que la valeur la plus faible a été notée pour les laits
issus des exploitations de type intensif. Ces différences pourraient s'expliquer par les races de

vaches exploitées et par les régimes alimentaires auxquels elles sont soumises.

La grande variation de la productivité des vaches, en moyenne 3 L de lait/'vache/jour dans le
systeme semi-intensif, contre 16 L de lait/'vache/jour pour le systeme intensif expliquerait en
partie la valeur de la teneur en matiere grasse rapportée au litre de lait produit. L’utilisation de

la graine de coton et des tourteaux d'arachide issus des huileries traditionnelles serait aussi un
elément de réponse pour expliquer les teneurs élevées en matiere grasse dans les laits issus

des élevages semi-intensifs.

Des résultats obtenus, il ressort également que le lait de chevre avait de meilleures aptitudes
fromageres et nutritionnelles que le lait de vache (en moyenne 42,2 g/L contre 36 g/L pour les

protéines et 51,6 g/L contre 38 g/L pour la matiere grasse totale). Les fromages analysés
contenaient 19,2 % de protéines et 19,4 % de matiere grasse (fromagerie A), 12,96 % de
protéines et 11,25 % de matiere grasse (fromagerie B).
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Conclusion Générale et Perspectives

CONCLUSION GENERALE

Au Sénégal, le lait fermenté de vache appelé communément “lait caillé” fait parti des aliments
de base. Il est trés populaire en raison de son goQt agréable mais aussi grace a I'élargissement
de I'offre par I'ajout d’autres aliments, tels que les céréales. En 2008, la quasi-totalité des 120
millions de litres de lait dont 19,4 millions de litres de lait de chévre produits localement ont
été transformés en lait fermentés et ce, dans des exploitations fermieres et ateliers artisanaux.
Le but de ce travail de recherche était de décrire les parametres de production et les
caractéristiques analytiques (physico-chimiques et microbiologiques) des laits et produits

laitiers fermentés fermiers produits au Sénégal.

Les enquétes de suivi dans les exploitations bovines ont révélé des pratiques différenciées en
termes de races exploitées, de conduite du troupeau et de modalités de traite. Cinq catégories
d’élevage ayant des pratiques plus au moins homogenes ont pu étre constituées. La premiére
catégorie comprenait des élevages hautement intensifs, 16 L/vache/jour et qui pratiquaient
une traite mécanique propre. Les élevages de la deuxieme catégorie avaient un niveau
d’intensification moyen, 12 L/vache/jour en moyenne et une traite manuelle propre. La
troisieme catégorie regroupait des exploitations a intensification faible, 4 L/vache/jour et qui
s'illustraient par une traite manuelle assez propre. La quatrieme catégoroeipait les
exploitations extensives, en moyenne de 2 L/vache/jour et qui pratiquaient une traite manuelle
sale. Enfin, la derniére catégorneprésentait des élevages hautement extensifs, a peine

1 L/vache/jour et ayant une traite manuelle tres sale.

Pour la production des fromages de chévre, I'offre en lait de fabrication dans la fromagerie A
était tres atomisée. Cette fromagerie s’approvisionnait aupres de 15 petites exploitations
caprines, en moyenne 15 chévres par exploitation avec une productivité d'a peine
0,5L/chévre/jour. Ces chévreries pratiquaient une traite manuelle sale. A l'opposé, la
fromagerie B disposait de sa propre chevrerie constituée de chévres de races locale et
importée. La conduite du troupeau était mixte et la production laitiere était en moyenne de 1
L/chevre/jour. En ce qui concerne les procédés de transformation du lait, en dehors de la
vaisselle laitiere, les diagrammes de fabrication étaient simples et proches. La fermentation se
faisait sur I'exploitation, sans ajout de levains industriels (sauf pour la fromagerie A).
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Aussi bien pour la fabrication des laits fermentés de vache que pour celle des fromages de
chévres, les conditions technologiques de fabrication n’étaient pas contrdlées et pouvaient

varier d’une fabrication a une autre.

Ce manque de standardisation des procédés auquel s’ajoutent les pratiques différentes en
termes de races exploitées et de conduite des animaux avaient une incidence sur la teneur du
lait en constituants majeurs, notamment la matiére grasse pour laquelle une variation
significative, au seuil de 5 % a été observée, aussi bien dans les laits crus que dans les laits
fermentés. Le taux butyreux le plus élevé a été observé dans les laits provenant des
exploitations de type agro-pastoral avec 42 g/L, alors que la valeur la plus faible a été obtenue
dans laits issus des exploitations de type intensif. Des données obtenues, il ressort également
gue dans les conditions locales de production, le lait de chevre avait de meilleures aptitudes
fromageéres et nutritionnelles que le lait de vache, soit en moyenne 42,2 g/L contre 36 g/L
pour les protéines et 51,6 g/L contre 38 g/L pour la matiere grasse totale. Les fromages issus
des laits de chevre contenaient 19,2 % de protéines et 19,4% de matiere grasse (fromagerie
A), 12,96 % de protéines et 11,25 % de matiere grasse (fromage B). Dans les laits fermentés,
la teneur moyenne en protéines totales étaient de 38 g/L, celle de la matiere grasse de 42 g/L.

Les numérations en microflores bactériennes indiquaient une variation significative de la flore
lactique en fonction des types d’élevage. Les populations les plus nombreuses ont été
observées dans les échantillons provenant des exploitations de type extensif. Dans tous les
cas, tous les échantillons analysés étaient riches en flore lactique. Les dénombrements moyens
des lactobacilles mésophiles, étaient de 2,86Uf6/mL dans le lait cru de vache et de
1,37.10 ufc/mL dans celui de chévre. Dans les laits fermentés et dans les fromages, ils
ateignaient respectivement 2,17°10fc/mL de lait et 2,86.f0ufc/g de fromage. La
popuhbtion des lactobacilles thermophiles était de 4,T6uf6/mL dans le lait de vache,
2,50.16 ufc/mL dans celui de chévre, de 2,21.16c/g de fromage et de 7,12/@c/mL de

lait fermenté. Les lactocoques étaient dénombrés & hauteur de Bi8&/tL dans le lait cru

de vache, 1,14.10ufc/mL dans le lait de chévre, 2,20%10fc/mL dans le lait fermenté de

vache et 1,84.10ufc/g de fromage de chévre.
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Les leuconostocs et les entérocoques étaient les moins représentés soit respectivement
2,35.1¢ ufc/mL de lait de chévre et 7,62%0fc/mL de lait de vache. Dans les laits
fermentés, les numérations moyennes en leuconostocs atteignaient’ 1u88mQ, celles
d’entérocoques 1,30.8Qufc/mL. Dans les fromages, les leuconostocs ont été évalués a
4,20.14 ufc/g et les entérocoques a 5,74.aft/g de fromage.

La richesse et la diversité des échantillons analysés ont été confirmées par les outils de
biologie moléculaire. Plusieurs especes de bactéries lactiques d’'intérét technologique avéré
ont été mises en évidencéactococcus lactis, Streptococcus thermophilus, Lactobacillus
delbrueckii/bulgaricus,  Lactobacillus  brevis/jonhsoni,  Lactobacillus  acidophilus,
Streptococcus caseolyticuB’autres especes de bactéries lactiques dont le rdle dans la
fermentation n'a pas été encore bien étudié conuaetococcus garvieae, Leuconostoc
mesenteroides, Pediococcus pentosaceus, Leuconostoc citreum, Lactobacillus plattarum
Lactobacillus gasseri/johnsonmint été identifiées dans les échantillons analyEefn, des
espéeces non lactiques mais d’intérét technologique comme les staphylocoques a coagulase
négative taphylococcus epidermis, Staphylococcus cohnii, Staphylococcus chromeigenes
Staphylococcus saprophytiqust les bactéries corynéiformeKlg€bsiella oxytoca, Kocuria
kristinae, Corynebacterium casei, Brevibacterium linens et Brevibacterium bétaient
egalement présentes dans les échantillons analysés. Dans tous les échantillons, les
lactobacilles mésophiles et les lactocoques co-dominaient de méme que les lactobacilles
mésophiles et thermophiles co-existaient. Des espéces homofermel(taicésbacillus
acidophilus, Lactobacillus delbrueckii)et hétérofermentaires(Lactobacillus casei,
Lactobacillus brevis, Lactobacillus fermentum, Leuconostoc mesenterom#s)été
retrouvées. Ce qui indiquait la complexité des levains naturels des produits laitiers fermentés
étudiés.

Du point de vue salubrité et sécurité des produits, des colofieli’et de Staphylocoques

a coagulase positive ont été dénombréass certains échantillons, mais a des seuils
relativement faibles. Aucun pathogeralmonella spou Listeria monocytogenesja été
détécté dans un aucun échantillon de lait de vashbnonella sp a été retrouvé dans un

échantillon de lait de chévre et Listeria monocytogela®s un echantillon de fromage.
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Cependant, les PCR spécifigues d'especes n'ont confirmé ni la présentcestetea
monocytogenes ni celle de Stapylococcus aufensievanche, la majorité des échantillons

testés ont été positifs a la PCR spécifique fioaoli.

Globalement, I'ensemble des résultats obtenus montrait que quelque soient les pratiques, les
conditions locales d’élevage bovin et caprin permettaient d’obtenir des laits riches en matieres
utiles (protéines et matiere grasse). Les laits de vache et de chevre produits localement ont
donc une bonne valeur alimentaire et de bonnes aptitudes fromagéres. Ces mémes laits et
leurs produits de fermentation étaient riches en bactéries d’'intérét aussi bien laitier qu’agro-
industriels. Si I'lhygiéne a la ferme est maitrisée, ces productions fermiéres trouveront un écho
favorable chez certains consommateurs, soucieux d'une alimentation saine et qui désirent
participer au développement des filieres locales. De plus, les potentialités d'utilisation de la
microflore naturellement présente dans ces productions fermiéres dans la biopréservation et

dans la fabrication d’aliments santé sont bien réelles.
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. PERSPECTIVES

Les résultats de cette étude constituent les premiers travaux d’'un programme de recherche qui
devrait se poursuivre aussi bien en amont qu’en aval de la filiére locale du lait au Sénégal :

+ Le premier volet consisterait a faire une caractérisation plus poussée des rations
alimentaires données aux vaches laitieres (caractérisation floristique des paturages
naturels, des rations formulées) et voir leur impact sur la productivité et la
composition du lait en ses différents constituants chimiques (acides gras, profil

protéigue et autres micro-nutriments) et microbiologiques ;

+ Le deuxieme volet a visée technologique, consisterait a choisir 2 a 3 souches de
bactéries lactiques majoritairement présentes dans les laits fermentés produits
localement pour tester leurs aptitudes technologiques en tant que levain (pouvoir
acidifiant, production d'arbme, résistance au sucre, inhibition des germes pathogenes
tels queE.coli, Listeria monocytogenes Staphylococcus aureusapacité a produire

des biofilms) ;

+ Apres avoir mis sur pied le levain, le troisieme volet de ce travail de recherche
consisterait a faire des essais de fermentation au laboratoire et en milieu réel sur du lait
local pasteurisé pour l'obtention de lait fermenté et de fromage. Des analyses
sensorielles de ces produits permettront enfin d'évaluer I'acceptabilité des laits

fermentés obtenus aupres des consommateurs.
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A ce jour, ce travail a donné lieu a deux publications d’articles originaux dans une revue
internationale a comité de lecture et a deux communications orales dans des congres

internationaux.

Articles publiés
+ Caractéristiques technologiques, microbiologiques et chimiques de deux fromages
de chevre produits artisanalement au Sénégal. Revue Africaine de Santé et
Productions Animales (RASPA), 2009, 7 (2) : 97-103

+ Caractéristiques bactériologiques des laits crus de vache produits au Séneégal.
Revue Africaine de Santé et Productions Animales (RASPA), 2010, 8 (1) : 33-40

Communications orales:
+ l|dentification des eécosystemes bactériens des laits fermentés traditionnels
sénégalais par les techniques de biologie moléculaire : études préliminaires.
Communication présentée lors des XVII Journées médicales, pharmaceutiques,

odontologiques et vétérinaires de Dakar, 23-26 février 2009

+ Conditions de production et qualité des laits crus de vache au Séndy4t 16

Rencontres Recherches Ruminants, Paris, 2-3 décembre 2009
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Annexes

Annexe 1 : Guide d’entretien et d'observation dans les élevages et unités de
transformation laitiere

Informations générales

Nomdelaferme :............oooieiiiines Superficie de I'exploitation/ __ _/ /
Superficie réservée a I'élevage/ / /
Département :..........cooevieinnnnn. Arrondissement................oooen e

Date de déemarrage de l'activité :
Activités sur la ferme

Permanente Temporaire Occasionnelle

Production laitiere

Viande bovine/ovine

Aviculture

Apiculture

Agriculture (préciser la
spéculation)

Arbres fruitiers

Autres (a préciser)

Races exploitées pour la production laitiere

1.: 3.:
2. 4. :

Structure du troupeau (en nhombre)

Véles : Veaux : Génisses :

Taurillons : Taureaux Vaches en lactation :

Vaches taries :

R R R o

Nombre 1°" lactation 2™ lactation 3™ lactation + de 3 lactations

Race locale

Métis

Races
exotiques

Autres
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Durée moyenne de lactation par race

[ERY
w

Quantité de lait en litres/jour :
Destination du lait cru: o autoconsommation o transformé sur place
o vente sur place o livré a un tiers

Logement des animaux

Aire/salle de repos:

Type de revétement Terre battue o Terre bétonngée Autre o
Type de litiére: o Palille o Copeaux o Sciure o Autre
Drainage dusol o bon (sol sec) moyen omauvais

Fréguence de raclage du sol o 3 fois / jour o 2 fois /jour

o 1 fois / jour o moins d’ 1 fois / jour o 1 fois/semaine

o 1 fois/15 jours o 1 fois/mois

Présence de bouses seches et fraicheuo o non
Présence de bouses fraiches seules o oui o non
Absence ou rareté des bouses fraichesoui  onon
Désinfection du sol O Oui non
Fréguence de désinfection

Aire/salle de traite

Type de revétement Terre battue o Terre bétonnée Autre o
Drainage du sol o bon (sol sec) moyen omauvais

Fréguence de raclage du sol o 3 fois / jour 2 fois /jour

o 1 fois / jour omoins d’ 1 fois / jour o 1 fois/semaine
o 1 fois/15 jours o 1 fois/mois

Présence de bouses seches et fraichesouo o non
Présence de bouses fraiches seules o oui o non
Absence ou rareté des bouses fraichesoui  onon
Désinfection du sol O Oui non
Fréguence de désinfection
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Hyagiene de la traite

Liste et description du matériel utilisé pour la traite et le stockage du lait

1.

2.

3.

4.
Niveau de propreté (visuelle) du matériel de traite o satisfaisant
O acceptable 0 non satisfaisant
Appréciation de la nettoyabilité/rincabilité du matériel : osatisfaisant
O acceptable 0 non satisfaisant
Lavagedu faisceau trayeur o Jamais o Occasionnel o Systématique
Moyen de lavage : o eau froide o eau chaude

o Eau + désinfectant
Lavagedes mains avant la traiteo toujours gamais o quelquefois

Port d'habit propre réservé a la traite O oui
O non
Nettoyage pis avant traite O oui
O non
Méthode de nettoyage o A sec(par essuyage) A eau (par trempage)
Outil d’essuyage : o serviette en tissu serviette en papier
Vérification des premiers jets: o oui o non  oquelquefois
Nettoyage des trayons apres la traite O oui onon
Produits utilisés pour le nettoyage .........cccceeevveveveeveeeeennnn.
Lavage salle/aire de traite o chaque traite o chaque jour
L avagede l'installation o chaque traite o chaque jour

Produits utilisés pour le lavage de la salle :
Produits utilisés pour le lavage de la machine/ustensile de traite

Désinfection de la machine a traire/ustensile de traite o oui o non
Fréquence de désinfection o apres/avant chaque traite 1 fois/jour o 1 fois par
sanaine oMoins d’une fois par semaine o Jamais

Suivi médical des animaux
VEterinaire traitant & .......coovoeie e
Maladies infectieuses rencontrées ces 3 dernieres années :

Maladies nutritionnelles rencontrées ces 3 dernieres années
Y a-t-il un plan de prophylaxie médicale (vaccin) ? o Non o oui
Si oui type de vaccins :
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Alimentation des vaches laitieres

Régime alimentaire de base (en %)
Foin :

Concentreés :

Herbes paturées :

Transformation du lait en lait fermenté et en fromage

Diagramme détaillé de fabrication (bien préciser le temps écoulé entre deux opérations
successives)
Liste et description du matériel utilisé pour la fermentation et le stockage du lait
fermenté:

1.

2.
3.
4.
Niveau de propreté (visuelle) du matériel de traite o satisfaisant
O acceptable 0 non satisfaisant
Appréciation de la nettoyabilité/rincabilité du matériel : o satisfaisant o
aceptable 0 non satisfaisant
Lavagedes mains avant de manipuler le produit o toujours
O jamais o quelquefois
Port d'habit propre réservé a I'activité O oui o non

Nettoyage du matériel de transformation O oui O non
Produits de nettoyage :




Annexe 2 : Référentiel TTGE utilisé pour I'identification des bactéries bas GC %

u Lb thamnosus
h e Lb casei
L 2 Lb paracasei
I Lb reuteri
u bac lichenifor
u bac lentus
= bac subtilis
u E col
L} Stept. themop
[ 1 p | bac megaterium
m = Hafnia alvei
] L lactis diac
1 L lactis crem
1 Lc lactis lact
p Alcaligenes fa
1 Pe acidilactic
= Ac. Species
Ps alcaligenes
sfrep equinus
Strep dysgalac
Staph chromo
Ps fragii
Staph hyicus
Bac sphaericus
Ps stutzeri
Stwameii
Ec faecalis
Lc plantarum
bac circulans
Pc pentosaceus
Staph caseolyt
Sta. haemo
Lb del factis
Strep agalact
Staph saprophy
Ps aeruginosa
Lb del bulgari
Lb gallinarum
Lh crispatus

Lb helveticus
Lb amylovorus
L acidophilus
Bre. brevis
Strep.aga
Ae. goh%ia
Ps putida
Ec gallinarum
Chryseobacteri
inetoHacter
eissella para
Staph xylosus
Ln lactis
Ac. baumanni
Lb brevis
St haemoly
Ln pseudomesen
Ec hirag
Ec durans
Ec faecium
Ln carnosum
Pseudo fluo
Alcaligenes to
Al.tole 5595
Le raffinolact
Staph aureus
Staph epidermi
St simulans
Ln mes cremori
Ln mes mesente
Ln mes dextran
St lentus
Ec casseliflav
Lb fermentum
Listinnocua
il Ln citreum
Ln fallax
Acwoffi 29
Lb plantarum
Lb pentosus
Lb johnsonii
Lb gasseri
l Lc garviae
1 Pslcomspp




Annexe 3 : Référentiel DGGE utilisé pour I'identification des bactéries haut GC %

1 Propionibacterium thoeni
® | Propionibacterium jenseni
1 Propionibacterium acidiactic
1 Micrococcus kristinae
I 11 Brevibacterium inens
1 Propionibacterium frendenrichi

k] Brevinacterium casel
1 H Brevibacterium inens

1. Brevinacteium finens
1 n Brevi species

Brevibacterium Species
Brevibacterium Species

Arthrobacter rotoghormiae
Brachybacterum dimentarium

Brevibacterium epidermidis
Arthrobacter citrels
Breviiacterium iodinum
Arthrobacter Sulfureus
Corynefiacterium amoniogenes
Arthrobacter nicofiane
Arthrobacter urotoxydans

Arthrobacter globiformis

i Reférentiel des
t

Arthrobacter groupe |

Brachybacterlum tyrofermentans b - h
Brevibacterium fnens aC r|eS aUI GC%
Corynebacterium species
Pantoea Species
Kocuria rosea
Micrococcus llae
Micrococcus luteus
Micrococcus Sedentarius
Serrafia fonticola
Clostridium sporogenes
1 Aeromonas hydrophla.
B Corynechtenum Vitagrumenis
" Lactobacilus casei
' Serrafia marcescens
Lactobacilus reuten
1 Enterobacter sakazakii
. Enterobacter cloaceag
i Klebsiella oxytoca
- Semafa quefaciens
1 Clostridium butyricum
I Bacills pumilus
|
1
I
1
I

Corynebacterium variabila
Citrobacter freundi
Buttiuxella agrestis
Enterobacter Intermedug
Raoul Elanticola .
g | Enterobacter amnigenus
KleDsiella terrigena
Streptococeus thermphius
I Lactobacilus buchner

Vi



