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Résumé  

Staphylococcus aureus est l'une des bactéries les plus dangereuses pouvant provoquer des 

intoxications alimentaires. C'est une bactérie pathogène capable de produire des entérotoxines 

dans les aliments. Le lait est un milieu de croissance idéal pour Staphylococcus aureus, dont la 

consommation peut poser problème, notamment chez les nourrissons. L'objectif de cette 

recherche était de détecter la présence de Staphylococcus aureus dans le lait en poudre pour 

nourrissons et étudier la capacité de cette bactérie pour former le biofilm. Trois échantillons du 

marché ont été utilisés pour l'isolement et l’identification de Staphylococcus aureus, d’une part. 

D’autre part, évaluer la capacité des souches identifiées à former le biofilm. L’étude a obtenu des 

résultats d’énumération spécifiques pour chacune. Pour l'échantillon 01, le nombre de bactéries 

isolées est de 37,27x101 ufc/ml, tandis que l'échantillon 02 montre une concentration estimée de 

S. aureus à 40,90x101. Quant à l'échantillon 03, nous avons relevé une valeur dépassant les deux 

précédents échantillons, atteignant ainsi 224,54x101. Les trois échantillons présentent une 

évolution similaire de la formation de biofilm sur microplaque, avec une augmentation 

progressive des densités optiques sur 24 heures. Toutefois, à long terme, les capacités diffèrent 

selon les souches. La souche 2 de l'échantillon 1 (DO = 0,318), la souche 2 de l'échantillon 3 

(0,315) et surtout la souche 3 de l'échantillon 3 (0,325) montrent une capacité nettement 

supérieure à former un biofilm mature. Ces souches ont une capacité de formation de biofilm plus 

supérieur sur les surfaces de verre. En effet, toutes les souches ont été positives au test du rouge 

Congo. 

Mot clés : Poudre de lait infantile, Staphylococcus aureus, biofilm.  



 

 
 

Abstract 

Staphylococcus aureus is one of the most dangerous bacteria that can cause food poisoning. 

It is a pathogenic bacterium capable of producing enterotoxins in food. Milk is an ideal growth 

medium for Staphylococcus aureus, whose consumption can pose a problem, especially in 

infants. The objective of this research was to detect the presence of Staphylococcus aureus in 

infant powdered milk and to study the ability of this bacterium to form biofilm. Three market 

samples were used for the isolation and identification of Staphylococcus aureus, on one hand. On 

the other hand, evaluate the ability of the identified strains to form biofilm. The study obtained 

specific enumeration results for each sample. For sample 01, the number of isolated bacteria was 

37.27×10¹ CFU/ml, while sample 02 showed an estimated concentration of S. aureus at 

40.90×10¹ CFU/ml. As for sample 03, it recorded a value exceeding the previous two samples, 

reaching 224.54×10¹ CFU/ml. The results showed that the three samples exhibit a similar trend in 

biofilm formation on microplates, with a gradual increase in optical density over 24 hours. 

However, in the long term, the capacities vary depending on the strains. Strain 2 from Sample 1 

(OD = 0.318), Strain 2 from Sample 3 (0.315), and especially Strain 3 from Sample 3 (0.325) 

show a significantly higher ability to form mature biofilms. These strains demonstrate a greater 

capacity for biofilm formation on glass surfaces. Indeed, all the strains tested positive for the 

Congo red test, indicating a potential to produce a biofilm on microplates and glass. 

Key words:Infant powdered milk, Staphylococcus aureus, and biofilm. 

  



 

 
 

 ملخص

ٌعُتبر المكور العنقودي الذهبً من بٌن أخطر البكتٌرٌا التً ٌمكن أن تسبب التسممات الغذائٌة. فهو بكتٌرٌا ممرضة قادرة على إنتاج السموم 

المعوٌة فً الأغذٌة. وٌعُدّ الحلٌب وسطًا مثالٌاً لنمو هذه البكتٌرٌا، مما ٌجعل استهلاكه ٌشُكل خطراً، خاصة عند الرُضع. كان الهدف من هذا 

البحث هو الكشف عن وجود المكور العنقودي الذهبً فً حلٌب الرُضع المجفف، ودراسة قدرة هذه البكتٌرٌا على تكوٌن الغشاء الحٌوي 

)الباٌوفٌلم(. تم استخدام ثلاث عٌنات من السوق لعزل وتحدٌد المكور العنقودي الذهبً من جهة، ومن جهة أخرى تقٌٌم قدرة السلالات المُ حددة 

على تكوٌن الغشاء الحٌوي. وقد أظهرت النتائج أن هذه السلالات تمتلك القدرة على تكوٌن الباٌوفٌلم، حٌث أن جمٌع السلالات كانت إٌجابٌة فً 

 اختبار الكونغو الأحمر، مما ٌدل على قدرتها على إنتاج الغشاء الحٌوي على الألواح الدقٌقة وعلى الزجاج

 الكلمات المفتاحٌة: حلٌب الرضع المجفف، المكورات العنقودٌة الذهبٌة، الأغذٌة الحٌوٌة

.  
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L'allaitement maternel est crucial pour les nourrissons car il leur fournit tous les éléments 

nutritionnels nécessaires pour une santé optimale au cours de leurs premiers mois de vie (Ahern 

et al., 2019). Le lait maternel ne se limite pas à être une simple combinaison de nutriments, il 

renferme des hormones, des facteurs de croissance, des cytokines, des cellules immunitaires, 

entre autres, et présente de nombreuses propriétés biologiques. En raison de ces caractéristiques, 

il est irremplaçable (Turck, 2005).   

Toutefois, il peut arriver que le lait maternel ne soit pas en quantité suffisante ou ne soit 

pas disponible. Dans de telles situations, il est parfois nécessaire de se tourner vers la poudre de 

lait infantile. Celle-ci est conçue pour reproduire au mieux la composition nutritionnelle du lait 

maternel (Ahern et al., 2019 ; Green et Shurley, 2016). 

Cependant, il est important de noter que l'augmentation de la production de poudres de 

lait peut entraîner des risques pour la sécurité sanitaire (McHugh et al., 2017). Les poudres de 

lait pour nourrissons, tout comme autres produits alimentaires, peuvent contenir des 

microorganismes qui peuvent être préjudiciables pour la santé (Costa et al., 2020 ; Chitrakar et 

al., 2019 ; Wu et al., 2018 ; Sadiq et al., 2016 ; Chap et al., 2009 ; Iversen et Forsythe, 2004). 

De ce fait, les poudres de lait pour nourrissons sont considérées comme des aliments à haut 

risque, surtout après reconstitution, car elles peuvent renfermer des bactéries pathogènes (Yang 

etal., 2017 ; Kent et al., 2015 ; Haughton et al., 2010 ; Forsythe, 2005). Il est important de 

souligner que les nourrissons sont particulièrement sensibles aux infections bactériennes en 

raison de leur système immunitaire encore immature (Vidic et al., 2020 ; Costa et al., 2020 ; 

Cho et al., 2019 ; Cortese et al., 2016 ; Hilliard et al., 2003). 

Le lait pour nourrissons peut contenir différents types de bactéries, dont Staphylococcus 

aureus. C’est une bactérie nuisible qui peut entraîner diverses maladies chez les nourrissons si le 

lait contaminé est consommé(le loire, 2003). Staphylococcus aureus a la capacité de générer un 

biofilm, perçu comme une couche biologique se développant sur les surfaces, ce qui favorise sa 

survie et sa propagation (Otto, 2008). 
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L’objectif de la présente étude est d’une part l’isolement et l’identification des souches de 

Staphylococcus aureus à partir de la poudre de lait infantile de trois marques de lait (lait de 01 

âge) commercialisées en Algérie, d’autre part étudier la capacité de ces souches à former le 

biofilm par une approche qualificative via la méthode du Rouge Congo et une approche 

quantitative par la méthode du cristal violet sur le verre et les microplaques de titration a 96 puits 

en PVC. La structure du présent manuscrit est la suivante :  

Dans un premier temps, une synthèse bibliographique présentent des généralités sur le lait 

infantile, Staphylococcus aureus et biofilm. Ainsi, la partie expérimentale est consacrée en 

deuxième lieu pour présenter les techniques appliquées. La troisième partie constitue les résultats 

obtenus et leur discussion. Une conclusion est présentée à la fin pour conclure le travail. 



 

 

 

 

 

 

 

 

Partie I : 

Synthèse bibliographique 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Chapitre I : 
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Chapitre I : Généralités sur le lait infantile  

Quand un enfant naît, la première nourriture idéale et naturelle est le lait maternel. C'est 

propre, à la température parfaite et répond aux besoins nutritionnels du bébé. Cependant, il arrive 

que l'allaitement ne soit pas une option, que ce soit par choix ou par impossibilité, ce qui pousse 

les fabricants à créer des formules de lait pour nourrissons à base de lait d'animaux (Agatha, 

2021). 

I.1. Définition  

Les laits infantiles sont des produits alimentaires spécialement conçus pour les enfants, de 

la naissance jusqu'à l'âge de douze mois ou plus. Ils peuvent être utilisés dès la naissance, que ce 

soit comme seule source d'alimentation ou en complément de l'allaitement maternel (Rajf, 2021). 

Ces préparations sont en concurrence avec le lait maternel et sont destinées à une catégorie de 

consommateurs particulièrement vulnérables. En raison de ces caractéristiques, ces produits sont 

soumis à des réglementations internes et internationales visant à prévenir toute pratique nuisible à 

l'allaitement maternel et à garantir leur qualité nutritionnelle (Dénèm et al., 2018). 

I.2. Historique  

Depuis longtemps, les mères qui ne pouvaient pas allaiter leurs nouveau-nés les confiaient 

à des nourrices à domicile pour les familles aisées ou les envoyaient chez des nourrices à la 

campagne pour les classes sociales moins favorisées. Moins fréquemment, elles utilisaient des 

laits artificiels préparés par elles-mêmes, souvent à base de lait de vache non stérile, ce qui 

entraînait la mort de nombreux bébés (Andrew, 2003). Grâce aux progrès des traitements 

thermiques tels que la pasteurisation et à l'apparition du biberon équipé d'une tétine en 

caoutchouc, ainsi qu'à l'augmentation du nombre de femmes travaillant en dehors du foyer et à 

l'évolution des mentalités, au cours du 19ème siècle, l'utilisation préférentielle de ces laits 

artificiels à base de lait animal, de farine de céréales et de sucre s'est progressivement généralisée, 

même s'ils étaient encore mal formulés, entraînant des risques pour la santé (Fildes, 1986). 

Les problèmes gastro-intestinaux, les déshydratations aiguës et les intoxications sont des 

risques associés à l'alimentation des nourrissons (Mary et al., 1994). Le lait maternel de 

substitution a été inventé par le professeur de chimie Justus Von Liebig pour ses deux petits-

enfants qui ne pouvaient pas être allaités. En 1865, après avoir comparé la composition chimique  
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du lait humain et du lait de vache (figure 01), le premier lait artificiel pour nourrissons a été 

développé en mélangeant de la farine de blé, de l'extrait de malt et du bicarbonate de potasse, à 

diluer dans de l'eau et du lait de vache écrémé. Henri Nestlé a suivi cette approche en créant une 

préparation lactée similaire en 1866, qu'il a commercialisée avec plus de succès en 1867 que son 

prédécesseur (Berthold, 2010). Justus Von Liebig a décrit son produit comme une "nourriture 

parfaite pour les nourrissons" malgré le manque de connaissances sur sa valeur nutritive à 

l'époque (Fomon, 1987). 

Par la suite, Otto Heubner et Max Rubner ont contribué à une meilleure compréhension 

des besoins énergétiques des nourrissons en développant la première méthode d'alimentation 

calorimétrique (Cone, 1976). Au début du 19ème siècle, l'absence d'assainissement était 

répandue et les biberons mal lavés constituaient ainsi la principale cause de décès chez les 

nourrissons au cours de leur première année de vie (Stevens et al., 2009). 

A partir de 1970, on assiste au développement d’une industrie des préparations pour 

nourrissons et les préparations commerciales étaient utilisées plus fréquemment. La majorité des 

nourrissons ont commencé à recevoir de manière régulière des préparations à base de lactosérum 

au cours des six premiers mois de vie ou du lait de vache jusqu'à un an (Martinez et Dodd, 

1983). En 1980, la première norme du Codex Alimentarius pour les préparations pour nourrissons 

a été publiée (Codex Alimentarius Commission « CAC », 1981). 

Au cours de cette période, l'utilisation de préparations pour nourrissons a continué à 

augmenter (Martinez et Dodd, 1983). À partir des années 1980, bien que les taux de 

consommation de préparations pour nourrissons soient restés élevés, on a observé une 

augmentation des taux d'allaitement (Fomon, 1987). Au fil du temps, des effets néfastes liés aux 

préparations pour nourrissons ont commencé à être constatés sur la santé, tels que 

l'hypersensibilité, l'obésité et le diabète (Stevens et al., 2009). 
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Figure 01 : Les quatre étapes de l’adaptation de lait de vache à l’alimentation du nourrisson (Simard, 

2001). 
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I.3. Substitut de lait maternel  

 En raison des avancées dans le domaine de la santé publique et de l'importance cruciale 

de l'allaitement maternel et du lait maternel pour le développement humain et la santé tout au 

long de la vie, il est parfois nécessaire de recourir à des substituts au lait maternel (Organisation 

Mondiale de la santé « OMS », 2003). Ainsi, les parents et les soignants peuvent se tourner 

vers des alternatives au lait maternel dans des situations où ce dernier n'est pas disponible, 

nécessite une supplémentassions en raison de problèmes de santé ou de déséquilibres 

hormonaux, ou lorsque la mère n'est pas en mesure d'allaiter (Palmquist et al., 2019 ; OMS, 

2003). 

L'OMS et l’UNICEF (United Nations International Children's Emergency Fund) 

recommandent différentes alternatives, comme le recours à l'allaitement par une autre femme en 

bonne santé, l'utilisation d'une banque de lait maternel, ou le recours à des substituts du lait 

maternel tels que les préparations pour nourrissons. 

Si les deux premières options ne sont pas possibles, il est alors nécessaire d'avoir recours 

aux préparations pour nourrissons. Ces produits sont formulés pour reproduire au mieux la 

composition nutritionnelle du lait maternel et sont considérés comme des substituts efficaces 

(Ahern et al., 2019 ; Green et Shurley, 2016 ; OMS, 2003). 

I.4. Classification de lait infantile  

Le lait pour bébé est classé en trois catégories : standard, pour des besoins spécifiques et à 

visée thérapeutique. Pour chaque catégorie, les laits sont regroupés en fonction de l'âge de 

l'enfant (Allaoui et al., 2015 ; Proudy, 2009) : 

I.4.1. Laits standards : Ces laits sont adaptés à tous les nourrissons et jeunes enfants en bonne 

santé, et sont similaires aux laits infantiles classiques. La plupart des nourrissons utilisent ces 

types de laits. Ils se divisent en trois sous-catégories : 

I.4.1.1. Poudre de lait infantile 1
ér

 âge : Les préparations pour nourrissons du premier âge (1
er

 

âge) sont spécialement conçues pour les bébés de la naissance jusqu'à l'âge de 6 mois. Pendant 

cette période, il est recommandé que l'alimentation du nourrisson soit exclusivement basée sur le 

lait maternel. Cela est dû au fait que les reins du nourrisson ne sont pas capables de gérer de 

grandes quantités de protéines et d'électrolytes, et que son système enzymatique n'est pas encore 

développé pour digérer de grandes quantités d'amidon (CAC, 2007). 
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I.4.1.2. Poudre de lait infantile 2eme âge : La Poudre de lait infantile du deuxième âge, 

également connue sous le nom de préparation de suite, est élaborée pour les bébés de six à douze 

mois. Durant cette phase, les nourrissons entament une période de transition alimentaire avec la 

diversification, qui consiste en l'introduction progressive d'aliments autres que le lait. Les 

préparations de suite, conçues pour répondre aux besoins nutritionnels des nourrissons de 6 à 12 

mois, visent à combler d'éventuelles lacunes nutritionnelles résultant de la diversification 

alimentaire, notamment en acides gras indispensables et en fer, tout en évitant les excès de 

protéines (Beylot, 2009). 

I.4.1.3.  Poudre de lait infantile 3eme âge : Après une année, les nourrissons reçoivent des laits 

de croissance, aussi connus sous le nom de PLI. A l'âge de 12 mois, leurs systèmes digestif, rénal 

et neurologique sont suffisamment matures pour pouvoir digérer une alimentation similaire à 

celle des adultes. Durant cette période, les enfants sont en pleine croissance, ce qui signifie qu'ils 

ont encore des besoins importants en protéines, calcium, fer et acides gras essentiels. Cependant, 

il est fréquent que lors de la diversification alimentaire à cet âge, les enfants reçoivent trop de 

protéines, un déséquilibre lipidique avec des graisses animales en excès et peu d'acides gras 

essentiels, ainsi qu'un apport limité voire insuffisant en calcium et en fer. Ainsi, le remplacement 

de certains aliments par du lait de croissance au petit-déjeuner et au goûter présente de nombreux 

avantages pour la santé des enfants (Beylot, 2009). 

I.4.2 Lait et préparations pour indications spécifiques : Les produits cités présentent des 

spécificités dans leur composition nutritionnelle, comme des épaississants, des pré- ou pro-

biotiques. Ces éléments sont élaborés pour traiter certaines maladies et pour améliorer des 

symptômes parfois associés à des problèmes digestifs mineurs chez les nourrissons en bonne 

santé (Labarth, 2013). 

Les laits hypoallergéniques, les laits acidifiés, les laits à prédominance de caséines, et 

d'autres types de laits sont inclus dans cette catégorie. Le médecin décidera de la nécessité 

d'utiliser ces produits après avoir examiné les besoins spécifiques du nourrisson lors de la 

consultation médicale. Ces laits peuvent être plus couteux et ne fournissent pas toujours les 

mêmes bénéfices nutritionnels que les laits standards (OMS, 2009). 
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Il est essentiel de contrôler régulièrement s'il est nécessaire de continuer à prescrire des laits 

spécifiques, notamment lors du passage au lait de suite. Après l'âge de six mois et avec 

l'introduction d'aliments variés, la majorité des bébés n'ont plus nécessité de laits spécifiques 

(Agence nationale de sécurité sanitaire de l’alimentation, de l’environnement et du 

travail«ANSES», 2016). 

I.4.3. Laits et préparations pour indications thérapeutiques : Ces articles sont conçus pour les 

bébés qui ont été diagnostiqués avec une pathologie (Allaouia et al., 2015). 

I.5. Fabrication des laits infantiles  

La production de lait infantile dans la réalité nécessite l'utilisation d'une variété d'éléments, 

certains étant dérivés du lait tandis que d'autres ne le sont pas. Parmi les composants lactiques, 

on peut citer le lait de vache, la crème et le lactosérum déminéralisé. En ce qui concerne les 

composants non lactiques, on peut citer les matières grasses végétales, les sels minéraux, les 

vitamines et différentes types de glucides tels que le lactose, le saccharose et la maltodextrine 

(Pubert, 2013). 

I.5.1. Les prétraitements du lait de vache : Au début du processus, le lait de vache est collecté 

chez l’agriculteur et soumis à des analyses pour vérifier l'absence d'antibiotiques et le taux de 

matières grasses. Ensuite, il est entreposé dans des cuves à la laiterie où il fait l'objet de nouveaux 

contrôles. Après cela, le lait est pasteurisé en étant chauffé à 72°C pendant 15 secondes, puis 

refroidi, afin d'éliminer les micro-organismes nocifs pour la santé humaine (Centre national 

interprofessionnel de l'économie laitière « CNIEL », 2021). 

Par la suite, différentes étapes peuvent être suivies : 

I.5.1.1. L'écrémage : le lait est centrifugé pour séparer la crème riche en matières grasses du lait 

écrémé (0% de matières grasses). Ensuite, de la crème peut être ajoutée pour obtenir du lait demi-

écrémé (1,5 à 1,8% de matières grasses par litre) ou du lait entier (3,5% de matières grasses par 

litre). Ce processus permet de standardiser la teneur en matières grasses du lait, qui peut varier en 

fonction de la saison et de l'alimentation des vaches (CNIEL, 2021). 

I.5.1.2. La coagulation suivie de l'égouttage : Cette étape est réalisée grâce à l'action de la 

présure (ou des bactéries lactiques) pour obtenir une composition protéique similaire à celle du  
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lait maternel. Elle permet d'obtenir du lactosérum (riche en lactose et en protéines solubles) et du 

caillé (utilisé pour la fabrication du fromage). L’égouttage permet d’éliminer le lactosérum ou au 

contraire de le récupérer selon l’objectif (Follain, 2015). 

I.5.2. Le mélange : Lorsque les ingrédients lactiques (comme les protéines du lactosérum, le 

lactose et les minéraux) et non lactiques (comme les huiles végétales, les vitamines et les 

émulsifiants) sont combinés en quantités appropriées, cela se fait dans une phase liquide pour 

recréer la formule lactée voulue. Pour assurer une dispersion efficace de la matière grasse et 

stabiliser le mélange, il est essentiel de passer par un homogénéisateur (Pubert, 2013). 

I.5.3. L’homogénéisation : Ce processus implique de fragmenter les globules de graisse en 

petites particules qui se dispersent de manière uniforme dans la partie aqueuse du lait, empêchant 

ainsi la formation de deux phases distinctes. Pour ce faire, le lait est chauffé et poussé à travers 

une buse à une pression comprise entre 100 et 250 bars. La taille des globules gras est déterminée 

par la température et la pression, passant d'environ 3 à 6 μm à un diamètre moyen de 1 μm. Cela 

rend la formule lactée plus facile à digérer (Qadir et al., 2016). 

I.5.4. La concentration : La formule lactée est par la suite concentrée afin de diminuer la teneur 

en eau de la préparation qui passe de 90% à 50% après concentration. La formule est alors 

d’aspect visqueux (Beart et al., 2024). 

I.5.5. L’atomisation : En premier lieu, la formule lactée est déshydratée dans une chambre de 

séchage où elle est atomisée. L'atomisation est effectuée en utilisant des buses "haute pression" 

ou des turbines de pulvérisation qui propulsent le mélange à une vitesse de 70 m/s. Les gouttes 

résultant de la pulvérisation entrent en contact avec de l'air filtré et sont injectées à une 

température supérieure à 200°C. Cela permet de transformer les gouttes en une poudre contenant 

moins de 4% d'humidité. Afin d'obtenir une formule lactée facilement soluble, la déshydratation 

n'est pas complète : la présence d'une faible quantité d'humidité résiduelle favorise la formation 

de granulés poreux (Inzan, 2018). 

I.5.6. Le séchage à lit fluidisé : Le produit est acheminé vers un appareil à lit fluidisé après quoi 

les particules se déposent sur une plaque vibrante perforée pour être séchées. Des prélèvements 

d'échantillons de la préparation sont réalisés à chaque étape de la production pour détecter toute  
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éventuelle présence de germes. Enfin, le lait obtenu est soumis aux derniers contrôles qualité 

avant d'être conditionné (Pubert, 2013). 

I.5.7. Emballage et stockage : Le lait est généralement stocké après avoir été emballé dans des 

conditions aseptiques, souvent dans un emballage hermétique (Walstra, 2006). 

I.6. Composition de lait infantile  

Le lait pour bébé est principalement composé de lait de vache dans la plupart des cas. Ce 

type de lait est destiné à un animal dont le système digestif diffère de celui de l'être humain. A 

l'état naturel, il n'est pas adapté à la consommation par les bébés et doit subir des 

transformations pour se rapprocher autant que possible du lait maternel (Pubert, 2013). 

I.6.1. Protéines : Les protéines jouent un rôle essentiel dans la construction, l'entretien et la 

réparation de tous les tissus du corps humain (Allaoui et al., 2015).    

Les laits infantiles fournissent des protéines en quantités adéquates, correspondant aux 

besoins de croissance et au métabolisme de l'enfant. Un excès de protéines peut provoquer une 

surcharge rénale et des déséquilibres métaboliques. Il est crucial que ces protéines soient de 

hautequalité car elles renferment des acides aminés indispensables tels que la tyrosine, la cystine, 

l'histidine, la cystéine et la taurine, qui doivent être présents en quantités comparables à celles du 

lait maternel (Gibney, 2009). 

Les besoins en protéines restent relativement stables, avec une recommandation d'environ 

7g par jour jusqu'à 9 mois, 8g par jour jusqu'à 24 mois, et 9,5g par jour jusqu'à 3 ans (Martin, 

2001). Il est recommandé que les enfants consomment 10g de protéines par jour. Ces protéines se 

divisent en deux catégories principales : les caséines et les protéines solubles (Labarth, 2013). 

I.6.1.1. Caséines : Les protéines représentent 40% des composants du lait maternel, se présentant 

sous forme de micelles. Elles ont la particularité de coaguler en présence de présure ou de 

bactéries lactiques, formant ainsi des flocons insolubles dans l'estomac du nourrisson. Cette 

action ralentit le processus de vidange gastrique, procurant ainsi un sentiment de satiété au 

nourrisson. Cependant, un excès de ces protéines peut entraîner des problèmes de constipation 

(Labarth, 2013). 
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I.6.1.2. Protéines solubles : Les protéines qui représentent 60% du lait maternel ne coagulent pas 

ensemble lorsqu'on ajoute de la présure. Elles se composent principalement d'albumine et de 

lactoglobulines. Ces protéines sont mieux adaptées aux besoins physiologiques du nourrisson, ce 

qui favorise une meilleure digestion du lait et des selles plus molles (Labarth, 2013). 

I.6.2. Glucides : Les laits infantiles contiennent en moyenne 7,8 à 8,2g de glucides pour 100 ml 

(Labarth, 2013). Le lactose et la dextrine maltose sont les principaux composants de la fraction 

glucidique des laits pour bébés, bien que certains ne contiennent que du lactose, et un type 

spécifique contient même du saccharose. Dans les laits AR (Anti-Régurgitations), une partie des 

glucides est parfois substituée par des amidons tels que le maïs, le riz, la pomme de terre, ou par 

de la farine de caroube (Saad, 2008). 

I.6.2.1. Lactose : Le lactose, un sucre présent naturellement dans le lait de vache, est décomposé 

en glucose et galactose dans le système digestif. Il constitue 40% de l'énergie totale du lait 

maternel. Les prématurés et les nouveau-nés jusqu'à environ 2 mois peuvent souvent présenter 

une difficulté à absorber le lactose en raison de l'immaturité de leur système digestif. Ce qui n'est 

pas absorbé va fermenter dans le côlon, favorisant le développement de la flore intestinale et 

entraînant des gaz et des douleurs abdominales, communément appelées "coliques". Une plus 

grande quantité de lactose dans le lait entraîne une accélération et une facilitation du transit 

intestinal (Follain, 2015). 

I.6.2.2. Autres sucres complexe : En raison de leur immaturité sur le plan immunologique, les 

nourrissons ont un système immunitaire très important. Certains aliments comme la dextrine 

maltose (qui réduit la fermentation et les ballonnements, et est donc recommandée pour les 

coliques du nourrisson), l'amidon et le fructose peuvent être bénéfiques (Auxpuer, 2014 ; 

Labarth, 2013 ; Chauraqui, 2005). 

I.6.3. Lipides : Ils sont d’origine végétale ou animale, tout en jouant un rôle important : 

I.6.3.1. Une source essentielle d’énergie : Il est crucial de fournir une quantité adéquate de 

lipides à un enfant jusqu'à l'âge de trois ans, car ils devraient représenter entre 45 et 50% de son 

apport énergétique. En revanche, chez les enfants plus âgés et les adultes, la proportion 

recommandée est de 35 à 49% (Follain, 2015). En fin de compte, la teneur en certains minéraux 

dans le lait n'est pas très importante car de l'eau de source ou de l'eau minérale y est ajoutée, 

lesquelles contiennent également des minéraux. 
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I.6.3.2. Une source majeure d’acides gras essentiels (AGE) : Il est essentiel de fournir les 

éléments nécessaires pour favoriser le développement cérébral et la maturation des fonctions 

neurosensorielles (Auxpuer, 2014). 

I.6.4. Vitamines : Les vitamines sont des substances organiques essentielles en petite quantité 

pour le métabolisme des organismes vivants. Ces substances ne peuvent pas être produites en 

quantité suffisante par l'organisme (Follain, 2015). 

I.6.5. Minéraux : Les minéraux sont fournis sous une forme neutre, ce qui signifie qu'ils sont liés 

à un élément qui neutralise les ions. Par exemple, on retrouve le carbonate de calcium, le sulfate 

de fer et le phosphate tricalcique. Tous les laits pour bébés contiennent : sodium, potassium, 

chlore, calcium, phosphore, magnésium, fer, zinc, iode, cuivre, manganèse et sélénium. Certains 

minéraux ne sont pas toujours ajoutés, tels que le fluor, le chrome et le molybdène (Follain, 

2015). 

I.6.6. Autres élément : Il y a plusieurs ajouts à l'alimentation, y compris les prés biotiques et les 

probiotiques, qui sont des composés non digestibles favorisant la croissance ou l'activité des 

bactéries dans le côlon, les facteurs de fermentation du lactose, les agents épaississants comme 

l'amidon et la caroube, ainsi que des substances supplémentaires comme les nucléotides, 

précurseurs des acides aminés avec des effets immunologiques, et la taurine, qui n'est pas 

essentielle pour le lait maternel. 

I.7. Propriétés physicochimiques du lait infantile en poudre  

Les critères essentiels de qualité pour le lait en poudre incluent : la qualité microbiologique, 

les propriétés organoleptiques ainsi que physico-chimiques.  La qualité physicochimique des 

poudres est principalement déterminée par les paramètres technologiques utilisés lors de leur 

production.  La valeur nutritionnelle est influencée par la force des traitements thermiques 

durant le processus technologique, ce qui tend à réduire la disponibilité des nutriments 

(destruction de vitamines, réduction de la quantité de lysine, dénaturation des protéines) ou à 

générer des composants nutritifs tels que le lactulose (Deeb et al.,  2010 ; Jeantet et al., 2008). 

I.7.1. Taille : La dimension des particules est une caractéristique physique essentielle qui peut 

influencer l'apparence et le comportement d'écoulement d'une substance. Une variation de taille  
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des particules peut entraîner une séparation des particules, avec les plus grosses se retrouvant en 

haut, ce qui peut impacter la reconstitution du produit sec (Kalynker et al., 2016). 

I.7.2. Densité : La densité du lait n'est pas fixe et varie selon les types de lait. À une température 

de 20 °C, les valeurs moyennes se situent entre 1,030 et 1,033 (Vierling, 2008).  

La densité apparente finale est le résultat de la densité des particules (air piégé et densité 

des solides) ainsi que de l'air interstitiel (air entre les particules). Plusieurs facteurs peuvent 

influencer la densité apparente, tels que la densité des solides et la quantité d'air interstitiel 

(Kalynker et al., 2016). 

I.7.3. Fluidité : Selon une étude menée par (Deeb et al., 2010), la fluidité est un attribut 

important dans les secteurs des transports, de l'emballage et de la manutention. D'après les 

recherches de (Kalyanker et al., 2016), la fluidité se définit comme la capacité d'une poudre à 

s'écouler librement sans former d'agrégats. Ce phénomène dépend de plusieurs facteurs tels que la 

taille et la forme des particules, leur densité et leur charge électrique. 

I.7.4. Mouillabilité : lors de la reconstitution d'une poudre, il est essentiel que celle-ci soit 

d'abord pénétrée par l'eau dans laquelle elle est dissoute. Pour que la poudre de lait puisse se 

mélanger à l'eau, elle doit être capable de vaincre la tension superficielle entre elle et l'eau. Une 

méthode courante pour évaluer la capacité de mouillage consiste à placer une quantité mesurée de 

poudre sur la surface d'une quantité déterminée d'eau, à une température spécifique, puis à 

chronométrer le temps nécessaire pour que toute la poudre disparaisse sous la surface de l'eau 

(Azza et al., 2010). 

L'influence principale sur le degré de mouillabilité est la quantité de matière grasse et la 

condition du lactose (Kelly et al., 2016). 

I.7.5. Solubilité : La capacité de se dissoudre est essentielle pour de nombreux autres attributs 

fonctionnels, car si une poudre ne peut pas se dissoudre efficacement, elle ne pourra pas fournir 

l'attribut souhaité de manière efficace. Lorsqu'une poudre n'est pas entièrement dissoute, cela 

peut entraîner des problèmes lors du traitement, tels que l'obstruction des filtres et la perte de 

matière due à la sédimentation. De plus, la dissolution complète est également nécessaire pour 

éliminer ultérieurement les matières non dissoutes (Azza et al., 2010). 
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I.7.6. Viscosité : La gestion de la viscosité est primordiale dans les produits secs.  La viscosité du 

lait reconstitué à partir de la poudre est généralement évaluée en utilisant une méthode conforme 

à l'application pour laquelle la poudre est prévue (Kajal et al., 2012). 

I.7.7.  Stabilité à la chaleur : les laits reconstitués à partir de poudres, une fois incorporés dans 

un produit, sont exposés à des températures variées lors du processus de chauffage. Il est essentiel 

de chauffer le lait pour éviter qu'il ne s'épaississe ou ne coagule trop. Plusieurs méthodes ont été 

développées pour évaluer la stabilité thermique des poudres. Une méthode courante consiste à 

mesurer le temps de coagulation d'une solution contenant une certaine quantité de matières 

solides de lait, à des températures comprises entre 120 et 140 °C (Kajal et al., 2012). 

I.7.8. Propriété moussante et émulsifiant : La poudre présente de bonnes propriétés 

émulsifiantes et moussantes. Les phospholipides provenant de la membrane des globules gras du 

lait se dispersent dans une solution aqueuse qui comprend des protéines laitières, du lactose, des 

sels et des minéraux (Olga, 2013). 

I.8. Propriété microbiologique du lait infantile  

Les préparations pour nourrissons peuvent être contaminées pendant leur préparation, leur 

reconstitution, leur transport et leur stockage. Étant donné que les nouveau-nés sont considérés 

comme faisant partie d'un groupe à haut risque, il est logique que les produits utilisés pour eux 

soient plus sûrs que les aliments destinés aux adultes, qui ont développé plusieurs mécanismes 

de défense contre les infections (Tahoun et al., 2015). 

I.8.1. Bactéries d’altérations : Il est important de noter que les germes d'altération sont 

influencés par le nombre et le type de bactéries présentes dans le lait cru, la température de 

préchauffage et les conditions de fonctionnement de l'évaporateur. Ainsi, un grand nombre de 

microorganismes présents dans le lait cru peuvent se retrouver dans la poudre (tableau 01) (Deeb 

et al., 2010). 

I.8.2. Bactéries pathogènes : Les bactéries telles que Salmonella, Bacillus, Staphylococcus et 

Escherichia coli sont des préoccupations majeures. Bien qu'elles ne se multiplient pas dans la 

poudre, elles peuvent proliférer lorsque le lait infantile en poudre est reconstitué et conservé à 

une température favorable (Deeb et al., 2010). 

 



Synthèse bibliographique 

15 
 

Tableau 01 : Composition microbiologique de lait en poudre (Pierre, 2003) : 

Microorganismes Nombre de microorganisme par g 

Flore aérobie mésophile 

totale 

<5.10 

Coliformes totaux <10 

Coliformes fécaux <1 

Streptococcus aureus Absence 

Salmonella (dans 25g) Absence 

Bactérie sulfato-reductrice Absence 

Levures et moisissures <10 

 

I.8.3. Bactérie de contamination : Les microorganismes provenant de diverses sources 

constituent ce qu'on appelle la flore contaminant qui affecte le lait pour bébé : 

I.8.4. Source de contamination : Le lait en poudre est un produit alimentaire complet en raison 

de sa composition. Cependant, il peut aussi favoriser la croissance des microorganismes, ce qui 

peut être dangereux pour la santé des consommateurs. Les risques de contamination du lait 

infantile proviennent de diverses sources, notamment : 

I.8.4.1. La qualité de la matière primaire : Le lait non pasteurisé peut être contaminé par 

diverses sources microbiennes, telle que (Tableau 02) : 

 Les excréments et les poils de l'animal : Coliformes, Entérocoques, Clostridium, Salmonella. 

 Le sol : Streptomyces, Listeria, bactéries sporulées, spores fongiques. 

 L'air et l'eau : Diverses flores, bactéries sporulées (Guraud, 2003). 
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Tableau 02 : Les principaux groupes bactériens de lait (Michel et al., 2001) : 

Groupes Caractères 

1-Bactéries lactiques •Activité biologique : fermentation du lactose. 

2-Microcoques • Flore banale de contamination du lait. 

•  Activité enzymatique réduite. 

3-Staphylocoques • Anaérobies facultatifs, fermentent le lactose. 

• Exemple : Staphylococcus aureus. 

• Développement dans le lait à 15°C pendant plusieurs heures. 

4-Bacillaceae • Mésophiles, inhibées à 45°C, 

• Absentes dans le lait crus et les produits laitiers qui n’ont pas été chauffés. 

• Responsables des altérations des laits insuffisamment stérilisés. 

5-Entérobactéries • Des coliformes, fermentent le lactose. 

• Leur présence est liée à une contamination fécale. 

• Moins abondantes dans le lait par rapport à d’autres Gram (-). 

• Ces espèces résistent aux antibiotiques, se développement à des 

températures très différentes. 

6-Achromobactériaceae • Ces microorganismes forment l’essentiel de la flore psychrotrophe. 

• Ne fermentent pas les sucres. 

7-Bactéries divers • Les plus importantes Pseudomonas véhiculées par les eaux non potables et 

Brucella pathogène. 

 

I.8.4.2. Contamination à partir de l’équipement : Il est fréquent que des biofilms laitiers se 

forment, étant dominés par diverses bactéries. Ces biofilms, lorsqu'ils se développent sur les 

équipements, peuvent causer des problèmes d'hygiène graves et des pertes économiques en raison 

de la détérioration des aliments et de la dégradation des équipements (Flint et al., 1997). Les 

microorganismes présents dans les biofilms favorisent les réactions chimiques et biologiques qui 

entraînent la corrosion des métaux dans les tuyaux et les réservoirs, et ils peuvent également 

réduire l'efficacité du transfert de chaleur s'ils deviennent suffisamment épais (Simoes et al., 

2009). 

I.9. Caractères de bonne qualité de lait en poudre infantile  

Quand il s’agit de la santé d'un nourrisson, il est essentiel de prioriser ce point. Ainsi, il est 

donc crucial de choisir le meilleur lait premier âge pour votre enfant. Cependant, il peut être   
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difficile de faire le bon choix parmi la diversité de produits disponibles sur le marché. Le choix 

du produit non approprié peut présenter des risques pour la santé du nourrisson (Tahoun et al., 

2015). Les critères déterminant la qualité d'un lait reposent sur la qualité du lait cru utilisé, le 

traitement thermique du lait, les méthodes de concentration, de séchage et les conditions de 

stockage (Bourgeois et al., 1991). 

Les caractères d’un bon lait sont les suivant (Makambala, 2012) : 

 La capacité de reconstitution est importante pour obtenir facilement un liquide homogène 

sans particules visibles. Cette capacité dépend des propriétés de mouillabilité et de 

solubilité. 

 Il est essentiel que le liquide reconstitué ne présente pas de saveurs anormales telles que le 

goût de cuit, de brûlé ou de rance. De plus, il doit être exempt de germes pathogènes tels 

que les salmonelles et les staphylocoques, ainsi que de toxines et de micro-organismes 

nuisibles à sa conservation ou à son utilisation. 

 Il est également crucial que le liquide ne contienne pas de substances anormales comme des 

antibiotiques ni de résidus provenant des différentes étapes de production, de récolte et de 

conservation du lait. Enfin, sa structure et sa composition physico-chimique ne doivent pas 

être altérées, afin de préserver sa valeur nutritionnelle et ses propriétés technologiques. 

I.11. Marché des laits infantiles  

En 2019, la population mondiale est estimée à 7,7 milliards de personnes et devrait augmenter 

pour atteindre 8,5 milliards en 2030 (Nations Unies, 2019). Cette croissance constante va générer 

une forte demande de laits infantiles, ce qui va stimuler la compétitivité mondiale en matière de 

promotion et d'innovation des produits commercialisés (Statista, 2023). 

Dans le domaine économique, le marché mondial a été estimé à 45,12 milliards de dollars 

américains en 2018, avec 2,66 milliards de dollars pour les États-Unis et 6,18 milliards de dollars 

pour l'Union européenne (UE). On prévoit qu'il atteindra 103,75 milliards de dollars en 2026, 

avec un taux de croissance annuel d'environ 11 % au cours de la période 2019-2026 (Infant 

Formula Market Size, 2019). 

La prospérité du marché mondial est actuellement influencée par l'augmentation des ventes 

liée à la croissance de la population, ainsi que par l'attention croissante portée au bien-être et à la  
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nutrition des nourrissons. Les industries tirent avantage de cette tendance en introduisant des 

allégations marketing telles que "favorise le développement cognitif" ou "soutient la santé 

digestive", parmi d'autres. Cependant, la plupart de ces allégations peuvent être trompeuses pour 

les consommateurs (Hughes et al., 2017). 

I.11.1. Production et consommation, estimations en chiffres  

En 2017, on estime que la production mondiale de laits infantiles s'élève à 2,7 milliards de 

tonnes. L'Union européenne se positionne en tant que premier producteur, suivi par la Chine et 

l'Asie du Sud-Est. En ce qui concerne les exportations, l'UE domine largement avec les Pays-Bas 

à 33 %, la France à 23 % et l'Irlande à 16 %. En revanche, la production chinoise et celle de 

l'Asie du Sud-Est sont principalement destinées à la consommation locale (Pinson, 2018). 

Le principal flux d'exportation provient de l'Union européenne vers la Chine, représentant 50 

% du total. En outre, des exportations sont également dirigées vers l'Afrique du Nord, le Moyen-

Orient, l'Afrique subsaharienne et l'Asie du Sud-Est. Les échanges commerciaux en Amérique se 

caractérisent par des flux allant des États-Unis vers le Canada et l'Amérique du Sud (CRI            

« Credit Rating Information » Report, 2023) 

En Europe, tout comme à l'échelle mondiale, cinq grandes sociétés multinationales - Nestlé 

(Suisse), Danone (France), Mead Johnson (États-Unis), Abbott (États-Unis) et Friesland Campina 

(Pays-Bas) - dominent la production, contrôlant plus de 62 % du marché. Ces entreprises 

concentrent principalement leurs activités en Europe aux Pays-Bas et en Irlande, tandis que le 

marché français voit une augmentation des investissements chinois (Yi, 2018). 

Avec sa croissance urbaine rapide, la Chine affiche une production et une consommation 

étendues, ce qui devrait lui permettre de détenir la plus grande part de marché (Infant Formula 

MarketSize,2019).
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Chapitre II : Généralités sur Staphylococcus aureus 

Staphylococcus est un genre de bactéries à Gram-positives qui comprend 55 espèces et 23 

sous-espèces. Parmi celles-ci, on trouve Staphylococcus aureus, également connu sous le nom de 

Staphylocoque doré (Madhaiyan et al., 2020). 

II.1. Définition  

C'est une bactérie qui se présente sous la forme de coques mesurant entre 0,5 et 1,5 µm de 

diamètre. Elles peuvent être isolées ou regroupées en diplocoques ou en amas ressemblant à une 

grappe de raisin (Landgraf et Destro, 2013). 

Il s'agit d'une bactérie omniprésente et peu exigeante qui peut se développer sur des milieux 

de culture non sélectifs. Sa capacité respiratoire aéro-anaérobie facultative lui permet d'être 

présente dans le microbiote cutané-muqueux en présence d'oxygène (Roberts et Chambers, 

2005) et dans des tissus peu oxygénés tels que ceux des plaies profondes (Turner et al., 2020). 

II.2. Historique  

En Allemagne, en 1880, Robert Koch et en France, Louis Pasteur a observé des amas de 

coques présents dans des pus d'origine humaine, tels que des furoncles et des ostéomyélites 

(Hennekinne, 2009). Ces amas ont été nommés "vibrions pyogéniques" (Trouillet, 2011). Plus 

tard la même année, le chirurgien Alexander Ogston a isolé ces bactéries dans le plus d'un abcès 

chirurgical situé dans une articulation du genou (Licitra, 2009), et il a proposé de les nommer 

"Staphylococcus" en raison de leur regroupement en amas irréguliers qui ressemblent à une 

grappe de raisin (Hennekinne, 2009). 

Par la suite, un chirurgien allemand du nom d'Anton J. Rosenbach a réussi à identifier et à 

isoler deux souches de staphylocoques qu'il a nommées en fonction de la couleur de leurs 

colonies. Ainsi, il a nommé Staphylococcus aureus, en référence à l'or en latin, et Staphylococcus 

albus, en référence au blanc en latin (Rosenbach, 1884). 
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II.3. Classification  

La famille des Staphylococcaceae comprend divers genres de Cocci à Gram positifs de l'ordre 

des Bacillales. En plus du genre Staphylococcus (Tableau 03), on y trouve d'autres genres moins 

connus tels que Gemella, Jeotgalicoccus, Macrococcus et Salinicoccus. À la fin des années 1990, 

le genre Staphylococcus était classé avec les genres Micrococcus et Stomatoccocus au sein du 

groupe des Micrococcaceae (Le Loir et Gautier, 2010). Cependant, en 2001, les chercheurs 

Garrity et Holt ont suggéré de retirer les S. aureus de la famille des Micrococcaceae (genre 

Micrococcus et Stomatococcus) suite à leur analyse des séquences de la sous-unité 16S de 

l'ARNr 16S et d'autres analyses génétiques (Dworkin, 2006). Le genre Staphylococcus compte 

environ 53 espèces et 28 sous- espèces (Touaitia, 2016). 

Tableau 03 : Classification de Staphylococcus aureus (Meyer, 2021) : 

Règne Bactéries 

Phylum Firmicutes 

Classe Bacilli 

Ordre Bacillales 

Famille Staphylococcaceae 

Genre Staphylococcus 

Espèce Staphylococcus aureus 

 

II.4. Caractères biologiques  

Ces bactéries sont caractérisées par plusieurs propriétés, qui sont : 

II.4.1. Caractères Morphologiques : Staphylococcus aureus est une coque à Gram positif 

(Figure 02, A) mesurant environ 0,5 à 1 μm diamètre, immobile, en forme d'orifice (Brun, 

2000). Souvent encapsulé, notamment dans son cycle contagieux (Ivain, 2017). Cette bactérie 

peut se présenter sous forme isolée dans les diplocoques apparaissent le plus souvent en grappes 

ressemblant à une grappe de raisin (Figure 02, B). 
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Figure 02 : A. Staphylococcus aureus sous microscope optique (x100) (Ragab et al., 2021) ; 

B. Observation par microscope électronique à balayage et à transmission de Staphylococcus 

aureus (Grossissement x10000) (Boi, 2021). 

 

II.4.2. Caractères culturaux : Concernant les conditions de culture, il convient de mentionner 

que les espèces poussent dans des environnements mésophiles (températures comprises entre 15 

et 45°C, avec une température optimale de 37°C), les neutrophiles (pH compris entre 4,5 et 9,5) 

et les halophiles (à présence de fortes concentrations de sel) (Bronsard, 2019 ; Trouillet, 2011). 

Quelques milieux utilisés pour l’isolement de Staphylococcus aureus : Sur milieu Chapman, les 

bactéries doivent une couleur dorée due à la production de pigments similaires aux caroténoïdes 

Xanthine de Staphylococcus. Ce pigment est considéré comme un élément de virulence car il 

protège les bactéries neutralisant les oxydants produits par le système immunitaire de l'hôte (Liu 

et al., 2009) (Figure 03). Les colonies de Staphylococcus aureus montrant leur couleur sur milieu 

Baird et Parker noir dû à la réduction de la tellurite avec un halo clair autour (protéolyse) suivi du 

halo devient ensuite opaque en raison de la production de lipase (Denis et al., 

2007).Staphylocoque doré peut également être cultivé sur des milieux gélosés classiques tels que 

CBA (Columbia blood agar), TSA (TrypticSoy Agar) (Figure 03) ou sous forme de brouillard 

dans un bouillon où une culture de S. aureus riche et uniforme, parfois avec des dépôts et des 

voiles en surface, sans pigmentation (Morgene, 2018). Les colonies typiques sur gélose au sang 

sont crème/gris/blanc cassé, jaunâtres à orange, lisses, intactes et légèrement surélevées et 

hémolyse (Baptiste, 2022) (Figure 03). 
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Figure 03 : A. Aspect macroscopique de Staphylococcus aureus sur milieu Chapman 

(https://droguetsebastien.emonsite.com/); B. Aspect macroscopique de Staphylococcus aureus 

(flèches blanches) sur gélose Baird-Parker (Juwita et al., 2022) ; C. Aspect macroscopique de 

Staphylococcus aureus sur milieux TSA (Kaser, 2017) et D. Aspect macroscopique de 

Staphylococcus aureus sur gélose au sang (Meyer, 2021). 

 

II.4.3. Caractères biochimiques : Les bactéries de l'espèce S. aureus sont des organismes 

chimio-organotrophes qui peuvent vivre dans des conditions aérobies ou anaérobies facultatives. 

Elles partagent des caractéristiques communes avec d'autres bactéries du genre Staphylococcus, 

comme le fait d'être catalase positive, ce qui les différencie facilement des Streptocoques qui, 

eux, sont catalase négative. Ces bactéries possèdent un ensemble d'enzymes spécifiques à leur 

espèce qui facilitent leur identification, notamment la capacité à produire de la coagulase, de la 

thermonucléase et de la protéine A, ainsi que la capacité à dégrader le mannitol sur un milieu de 

culture Chapman (Beaudry, 2011 ; Trouillet, 2011). Il est important de noter que S. aureus est 

capable de provoquer une hémolyse dans un milieu de culture contenant du sang en raison de sa 

capacité à produire quatre types d'hémolysines (alpha, bêta, gamma et delta) (Dinges et al., 2000) 

(Tableau 04). En général, les souches de S. aureus produisent principalement une hémolysine de 

type bêta (Figure 04) (Ploy, 2016). 

 

https://droguetsebastien.emonsite.com/
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Tableau 04 : Caractères biochimiques de Staphylococcus aureus (Le Loir et Gantier, 2009) : 

Enzymes  Métabolisme des sucres 

Positif Négatif Positif Négatif 

Arginine dihydrolase Omithine D-Mannitol D-Cellobiose 

Catalase décarboxylase D-Mannose D-Xylose 

Coagulase Oxydase D-Tréhalose L-Arabinose 

Hémolyse Pyrrolidonyl D-Turanose Raffinose 

Phosphatase alcaline arylamidase Maltose - 

Thermonucléase B-galactosidase Saccharose - 

B-Glucosidase B-Glucuronisase - - 

 

Figure 04 : La β-hémolyse causée par Staphylococcus aureus (Lainhart et al., 2018). 

 

II.4.4. Caractères génétiques : La capacité de S. aureus à coloniser divers environnements 

découle de son incroyable capacité d'adaptation, qui est étroitement associée à sa grande plasticité 

génomique (Costa et al., 2020). En général, le génome de S. aureus est constitué d'un seul 

chromosome renferme environ 2,9 millions de paires de bases et comprenant en moyenne environ 

2700 gènes (Park et al., 2019). La première analyse du génome de S. aureus a été réalisée en 

2001 (Kuroda et al., 2001).
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Chapitre III : Généralités sur les biofilms 

 

 Au cours des 150 dernières années, l'idée selon laquelle les bactéries ont une préférence 

pour la croissance sur des surfaces a été régulièrement avancée (Costerton, 1999). En parallèle, 

des observations au microscope optique ont révélé que les bactéries planctoniques se développent 

de manière différente une fois qu'elles se sont fixées à une surface et ont commencé à former un 

biofilm. Les termes "bactéries sessiles" et "bactéries planctoniques" font référence 

respectivement aux micro-organismes qui adhèrent à une surface et à ceux qui flottent librement 

dans une suspension. Les organismes sessiles peuvent adhérer à des surfaces abiotiques 

(matériaux inertes) ou biotiques (tissus ou cellules vivantes) (Dune, 2002). 

III.1. Définition   

 Une part importante des micro-organismes dans la nature se développe au sein de biofilms, 

des écosystèmes structurés (Figure 05) (Camba et al., 2024).Un biofilm est une population de 

cellules microbiennes se développant sur une surface et enfermées dans une matrice 

extracellulaire amorphe (Donlan, 2002). Le biofilm formé dans les environnements de 

transformation des aliments revêt une importance particulière, car il peut être une source 

chronique de détérioration des aliments ou de transmission de maladies. Les bactéries présentes 

dans les biofilms présentent une résistance accrue au nettoyage et à l'assainissement (Joseph et 

al., 2001 ; Bower et Daeschel, 1999). De nombreuses études ont montré que les bactéries sont 

capables d'adhérer et de former un biofilm sur des surfaces en métal, en verre ou en caoutchouc. 

Ils sont entourés par une matrice extracellulaire complexe de polymères, connue sous le nom de 

"substances polymériques extracellulaires" (EPS), qui joue un rôle essentiel (Josephet et al., 

2001 ; Sinde et Carballo, 2000 ; Wong, 1998).  

III.2. Historique  

Au 17ème siècle, Anthony van Leeuwenhoek a été un précurseur dans l'exploration 

microscopique du biofilm. En utilisant un microscope qu'il avait lui-même fabriqué, il a été le 

premier à observer les micro-organismes appelés "animalcules" qui se trouvaient à la surface de 

ses dents. Il a noté que même après le nettoyage, ces organismes microscopiques restaient aussi 

compacts que de la pâte, mettant ainsi en évidence la persistance du biofilm (Mirzaei et al., 

2024). 
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En 1933, Arthur Henrici a noté que la présence de boue au fond des navires était 

largement due aux bactéries. Il a remarqué que les bactéries présentes dans l'eau ne se trouvent 

pas principalement en suspension, mais qu'elles se développent en étant attachées aux surfaces 

immergées (Høiby, 2014). 

 En 1943, Zobell a avancé la théorie selon laquelle l'attachement des bactéries se déroule 

en deux phases distinctes : d'abord une adhérence réversible, puis une adhérence irréversible 

(Høiby, 2014). 

 Dans les années 1980, les recherches menées par William Costerton ont mis en lumière le 

fait que la plupart de la biomasse microbienne se trouve attachée à des surfaces. Ces micro-

organismes forment des communautés diversifiées qui sont encapsulées dans une matrice 

extracellulaire contenant une grande quantité d'eau, de sucres et de protéines. Ces structures, 

présentes dans divers environnements et associées à des surfaces minérales, végétales (telles que 

la surface des feuilles) ou animales (comme les muqueuses et les surfaces dentaires), sont 

couramment désignées sous le terme de biofilms (Roux et Ghigo, 2006). 

III.3. Caractéristiques du biofilm  

 L'EPS peut servir de source de nutriments, faciliter les échanges génétiques entre les 

bactéries, maintenir l'hydratation, offrir une protection contre les agents antibactériens, et remplir 

d'autres fonctions encore. La variété des structures des biofilms est étroitement liée à 

l'organisation des EPS (Cloutier, 2017).  

 Une caractéristique importante des biofilms, qui les distingue de leurs homologues 

planctoniques, est leur capacité à survivre dans des environnements hostiles. Par exemple, ils 

peuvent supporter aux rayonnements ultraviolets, aux métaux lourds, aux conditions acides, aux 

variations de salinité et d'hydratation, ainsi qu'à la phagocytose (Lebeaux et al., 2014). Leur 

résistance accrue aux antibiotiques aggrave les infections constituent une menace pour la santé 

humaine. En réalité, on estime que 60 % de toutes les infections microbiennes et 80 % des 

infections chroniques sont associées à la formation de biofilms (Flores et al., 2024). 
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III.4. Structure et composition du biofilm  

 Il existe diverses structures de biofilms décrites par les scientifiques. Les biofilms sont des 

structures tridimensionnelles qui se composent de cultures mono ou mixtes (Böhning et al., 

2024). 

 La plupart des biofilms présentent une grande diversité, composée de micro colonies de 

cellules bactériennes emprisonnées dans une matrice EPS et séparées par des espaces vides, 

créant ainsi des canaux d'eau. Ces canaux favorisent le déplacement de liquide qui contribuer à la 

diffusion des nutriments, de l'oxygène et même des agents antimicrobiens (figure 05) 

(Lewandowski et Evans, 2000). 

 L'EPS, qui peut constituer entre 50 et 90 % du carbone organique total des biofilms, est le 

principal composant de la matrice du biofilm. Il peut varier en termes de propriétés chimiques et 

physiques, mais est principalement composé de polysaccharides (Donlan, 2002). 

Stoodley et al., (1997) ont identifié plusieurs critères ou caractéristiques qui peuvent être utilisés 

pour décrire de manière générale les biofilms. Ces critères comprennent la présence d'un film de 

base mince, pouvant aller d'une monocouche de cellules inégale à un film de plusieurs couches 

d'épaisseur contenant des canaux d'eau. De plus, les organismes constituant le biofilm peuvent 

avoir un impact significatif sur sa structure. 

 

Figure 05 : Observation du biofilm par microscope électronique (Robert, 2012) 
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III.5. Les étapes de la formation du biofilm  

 La formation de biofilm est un processus continu. Il se développe en suivant différentes 

étapes sur une période de 24 à 48 heures (Pereira et al., 2020) (Schématiser dans la figure 06). 

Les étapes impliquées dans la formation du biofilm sont (Mahamuni-Badiger et al., 2020) : 

• L’attachement initial ou réversible 

• L’attachement irréversible 

• La formation de micro colonies 

• La maturation ou le développement 

• La dissémination ou le détachement de la matrice  

III.5.1. L’attachement initial ou réversible : Il est possible d'observer que la première phase de 

cette adhésion réversible se déroule de manière rapide. Cela est principalement dû à la présence 

des appendices générateurs qui facilitent le rapprochement de la bactérie vers la surface à 

coloniser. Lors de ce premier contact, une liaison temporaire se forme, permettant ainsi à la 

bactérie d'évaluer la nature de la surface sur laquelle elle se trouve (Guilhen, 2017). 

III.5.2. L’attachement irréversible : En temps réel, un certain nombre de cellules adsorbé de 

façon réversible restent fixées et deviennent ensuite adsorbées de manière irréversible. D’après 

une hypothèse avancée, les structures physiques des bactéries comme les flagelles, les fimbriae et 

les pili surmontent les forces physiques répulsives de la double couche électrique. Ces structures 

entrent ensuite en contact avec le réseau global de la couche de conditionnement, ce qui provoque 

des réactions chimiques comme l'oxydation et l'hydratation, ce qui renforce le lien entre les 

bactéries et la surface (Garrett et al., 2008). 

III.5.3. La formation de micro colonies : Les bactéries qui s'attachent commencent à se 

reproduire, ce qui entraîne la création de petites colonies. Grâce au quorum sensing, ces petites 

colonies produisent une substance polymère extracellulaire, favorisant ainsi le développement et 

la croissance de la matrice EPS (Mahamuni-Badiger et al., 2020). 

III.5.4.La maturation ou le développement : On observe actuellement une croissance des 

communautés tridimensionnelles. 
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III.5.5. La dissémination ou le détachement de la matrice : Les bactéries se détachent enfin de 

la structure sessile pour redevenir planctoniques. Cela leur permet de se disperser et de coloniser 

d'autres surfaces (Rasamiravaka et al., 2015). 

 

 

 

Figure 06 : Etapes de formation de biofilm (Sauer et al., 2022) 

 

III.6. Facteurs favorisant la formation du biofilm  

La constitution d'un biofilm est un processus complexe, influencé par divers éléments : les 

propriétés du substrat où les bactéries se fixeront, les forces en présence dans l'environnement 

aqueux (hydrodynamique du liquide), les caractéristiques de cet environnement et les propriétés 

superficielles des cellules (Donlan, 2002). 

III.6.1.  Caractéristiques de la surface : Tout matériau en contact avec un liquide contenant des 

bactéries peut servir de base pour la création d'un biofilm.  L'adhésion des bactéries à une surface 

et la création d'un biofilm sont affectées par la rugosité, les caractéristiques chimiques d'une 

surface et l'existence préalable de films protéiques (De Chalvet et De Rochemonteix, 2009). 

III.6.1.1. Rugosité de la surface : Plus une surface est irrégulière, plus sa colonisation par de 

petites colonies est significative (Characklis, 1990). Les surfaces rugueuses sont 

préférentiellement colonisées du fait de forces répulsives plus faibles et d'une surface de fixation 

accrue, en raison de l'existence d'aspérités (Donlan, 2002). 
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Cependant, des souches sauvages de bactéries colonisent également des surfaces lisses.  

Ainsi, les biofilms ont tendance à se développer sur les irrégularités des matériaux, créant des 

zones propices à la multiplication bactérienne et moins réceptives aux désinfectants ou 

antiseptiques (Donlan et Costerton, 2002). 

III.6.1.2. Propriétés physico-chimiques de la surface : Les caractéristiques physico-chimiques 

de la surface peuvent affecter le niveau et l'étendue de l'adhésion. Les micro-organismes ont une 

plus grande propension à adhérer à des surfaces non polaires et hydrophobes telles que le Téflon 

ou divers plastiques, plutôt qu'à des matériaux hydrophiles tels que le verre ou les métaux 

(Bendinger, 2003). 

III.6.1.3. Présence de films protéiques sur la surface : L'existence de polymères sur un 

matériau change les caractéristiques physico-chimiques de sa surface et impacte directement 

l'adhésion des bactéries à celle-ci.  Effectivement, la présence d'un film protéique tel que le sang, 

les larmes, l'urine, la salive, le liquide interstitiel et les sécrétions respiratoires sur un biomatériau 

influence l'adhésion des bactéries à sa surface et favorise la création de biofilms (Nobbs, 2009). 

III.6.2. Caractéristiques de milieu : Le développement et la formation d'un biofilm requièrent 

des outils enzymatiques spécifiques ainsi que des structures particulières, dont l'activation est 

influencée par des éléments environnementaux critiques (Goller, 2008 ; Martinez, 2007 ; 

Donlan, 2002 ; O'Toole et al., 2000). 

III.6.2.1. Température : Elle est cruciale non seulement pour son impact sur l'activité 

enzymatique et métabolique des bactéries, mais aussi parce qu'elle modifie certains facteurs 

physicochimiques tels que le pH, l'activité ionique, la turbulence thermique et la solubilité des 

gaz, en plus d'affecter les caractéristiques de surface des microorganismes. La mobilité cellulaire 

et la production de flagelles, et par conséquent l'adhésion, peuvent être grandement influencées 

par la température de croissance (Dumas, 2007). 

III.6.2.2. pH : L'environnement modifie la charge de surface des microorganismes et celle des 

supports solides en raison du déplacement des équilibres d'ionisation (protonation/déprotonation) 

des groupements fonctionnels exposés, en fonction de leur pKa (Hamadi et al., 2004). Cela peut 

entraîner une diminution ou une hausse des interactions électrostatiques répulsives qui sont 

défavorables à l'adhésion (Boutaleb, 2007). 
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III.6.2.3. Sources de carbone disponibles : Elles ont un impact sur la création d'un biofilm et 

son processus de maturation (Martinez, 2007). 

III.6.2.4. Concentrations en nutriments : Dans un environnement statique, une concentration 

élevée en nutriments est nécessaire pour la formation d'un biofilm, ce qui n'est pas le cas dans un 

milieu hydrodynamique (Spormann, 2008). 

III.6.2.5. Concentrations en certains cations : L'accroissement de la concentration de divers 

cations (sodium Na+, Calcium Ca2+, ion ferrique Fe3+) affecte l'adhérence de Pseudomonas 

fluorescens sur des surfaces en verre, en diminuant les forces répulsives qui agissent entre les 

bactéries à charge négative et la surface verre (Fletcher, 1988). 

III.6.2.6. Hydrodynamique du fluide : En fonction de la position du matériau dans un fluide, 

son exposition aux turbulences sera plus ou moins importante. La zone de fixation, éloignée des 

courants laminaires, est celle qui présente les moindres turbulences. 

C'est exactement dans cette région où les micro-organismes ont une meilleure chance de 

s'adhérer à une surface, car ils sont moins affectés par les forces liées au fluide (Donlan, 2002). 

III.6.3. Propriétés des cellules  

L'adhérence des bactéries à une surface est influencée par plusieurs facteurs, tels que 

l'hydrophobicité de la surface cellulaire, la présence de fimbriae et de flagelles, ainsi que la 

production d'exopolysaccharides.  L'adhésion des micro-organismes à une surface est influencée 

par sa nature hydrophobe.  Plus les matériaux sont moins polarisés, plus les liaisons hydrophobes 

prennent de l'importance (Donlan, 2002).Les cellules bactériennes ont la capacité de former des 

biofilms grâce à la production d'exopolysaccharides. Ce processus implique l'utilisation de deux 

structures externes, à savoir les flagelles et les pili de type 3, qui sont essentiels pour leur 

adhérence à une surface.  

La majorité des bactéries ont une charge négative et possèdent sur leur surface des zones 

hydrophobes.  Divers aspects structuraux des bactéries jouent un rôle dans leur capacité à se fixer 

à une surface : les flagelles, les fimbriae et les polysaccharides.  On peut observer des 

compétitions ou des collaborations entre cellules lorsque plusieurs espèces bactériennes sont 

impliquées.  Les surfaces hydrophobes semblent être principalement attirées par les polymères 

apolaires présents à la surface des cellules, tels que les fimbriae, certaines protéines et les acides 
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mycoliques, qui sont des éléments constitutifs de certaines bactéries Gram positives (Song et al., 

2021). 

Les exoploysaccharides et les lipopolysaccharides jouent un rôle prépondérant dans les 

processus d'adhésion à des surfaces hydrophiles (Donlan, 2002). 

III.7. Le quorum sensing  

Le quorum sensing (QS) est un mécanisme interne permettant aux bactéries de 

communiquer, d'interagir avec leur environnement et de fonctionner comme des entités 

multicellulaires (Abisadoetal., 2018). Cette communication repose sur la capacité des bactéries à 

produire des molécules de signalisation chimique de faible poids moléculaire, également appelées 

auto-inducteurs (Quecan et al., 2019 ; Li et al., 2018 ; Mizan et al., 2016). Ce système joue un 

rôle crucial dans divers processus biologiques, notamment la formation de biofilms (Mizan et al., 

2016 ; Yuan et al., 2018). 

Les bactéries à Gram négatif utilisent le système AHL (homosérine lactone acylée) pour 

contrôler la formation de biofilm, (Machado et al., 2019 ; Li et al., 2018 ; Skogman et al., 

2016). En revanche, les bactéries Gram positif utilisent le système AIP (autoinducteur 

peptidique). Les deux types de bactéries, font également usage d'un autre système appelé AL-2 

(autoinducteur-2), comme observé chez des espèces telles que Bacillus cereus et 

Campylobacterjejuni, (Preda et Sandulescu, 2019 ; Brackman et Coenye, 2015). Ces bactéries 

se servent de ce système pour former leur biofilm, (Bezek et al., 2016 ; Duanis-Assaf et al., 

2015). 

III.8. Problèmes liés aux biofilms en industrie agroalimentaire  

Il est largement reconnu que la formation de biofilms sur les surfaces dans l'industrie 

agroalimentaire constitue une importante source de contamination microbienne (Diaz et al., 2016 

; Winkelströter et al., 2014). Plusieurs facteurs contribuent à ce phénomène, tels que l'humidité, 

la forte concentration en nutriments et la présence de matières premières contaminées par des 

bactéries (Curcic-Trajkovska, 2015 ; Bower et al., 1996). Une fois établis, ces biofilms 

entraînent divers problèmes causant des pertes économiques, notamment l'altération des aliments 

transformés, la réduction de leur durée de conservation, la corrosion des matériaux, la diminution 

du transfert de chaleur, l'augmentation de la résistance au frottement du fluide, et par conséquent, 

la détérioration des équipements. Les biofilms représentent un risque pour la santé publique car 
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ils favorisent la transmission de maladies causées par des microorganismes pathogènes associés 

aux aliments (Malek, 2019 ; Laura et al., 2016 ; Winkelströter et al., 2014 ; Simoes et al., 

2010 ; Gram et al., 2007 ; Bremer et al, 2006 ; Sharma et Anand, 2002). 

III.9. Facteurs favorisant la dispersion du biofilm  

Quand l'environnement se détériore, les cellules du biofilm se détachent. Cela peut 

entraîner l'isolement de certaines bactéries de la colonie principale. Ces bactéries peuvent alors se 

déplacer pour explorer les environs à la recherche de nouvelles surfaces à coloniser (Romain et 

al., 2012 ; Spormann, 2008). 

Des changements environnementaux tels que la modification du pH ou la présence de 

certains composés spécifiques, la limitation en oxygène, et la diminution de la concentration ou la 

modification de la nature des nutriments peuvent induire la dispersion du biofilm (Gjermansen 

et al., 2005 ; Sauer et al., 2004). 

Il y a un lien mécanique entre l'attachement et le détachement. Afin de provoquer le 

détachement, il est essentiel de désactiver (ou rompre) les facteurs moléculaires impliqués dans 

l'attachement. Ainsi, les mécanismes moléculaires du processus d'attachement cellulaire jouent un 

rôle important dans la régulation du détachement. 

Lorsque l'oxygène est limité, cela entraîne une diminution de l'activité respiratoire, ce qui 

conduit à un état de faible énergie pour les cellules qui forment un biofilm. Cela déclenche la 

dissolution du biofilm et le détachement des cellules. Il est important de noter que le processus de 

détachement dépend de l'âge et/ou de l'épaisseur du biofilm (Spormann, 2008). 

Il arrive parfois qu'un biofilm se disperse lorsque les nutriments se font rares ou lorsqu'il est 

attaqué (Romain et al., 2012). Par exemple, cela peut se produire avec la mort des cellules du 

biofilm provoqué par des bactériophages. 

Divers éléments peuvent provoquer le détachement du biofilm, comme l'impact mécanique 

d'un écoulement de liquide ou l'arrêt de la production de composants du biofilm tels que les 

polysaccharides de la matrice (Spormann, 2008). 
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III.10. Les biofilms à Staphylocoques  

 Il est observé que les bactéries du genre Staphylococcus ont la capacité de former des 

biofilms sur diverses surfaces, qu'elles soient biotiques ou abiotiques. Ces biofilms créés par 

Staphylococcus sont reconnus pour leur résistance élevée au stress environnemental, comme les 

températures élevées et les agents antimicrobiens. Dans le secteur alimentaire, cette bactérie 

s'adapte et développe ses biofilms dans les chaînes de production alimentaire. Généralement, 

cette contamination est principalement causée par les manipulateurs ou les matières premières, en 

particulier pour les aliments d'origine animale (Shan su et al., 2019 ; Galié et al., 2018 ; Fetsh, 

2018 ; Grare, 2016 ; Duhfour et al., 2012 ; Vázquez et al., 2012 ; Simon et Sanjeev, 2007 ; 

Trampuz et Widmer, 2006). 

 Ce biofilm peut causer des pertes financières dans les secteurs alimentaires (Galié et al., 

2018). De plus, il peut entraîner des intoxications alimentaires chez les humains suite à la 

consommation d'aliments contaminés (Bhunia, 2018). C'est pourquoi il est essentiel de 

rechercher de nouvelles méthodes pour éliminer ce problème (Bevilacqua et al., 2017).
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Partie 01 : Isolement et identification de Staphylococcus aureus  

Afin d’évaluer la capacité de formation de biofilm par des souches bactériennes isolées de 

la poudre de lait infantile commercialisée dans la région de Tlemcen, 03 marques ont été choisis. 

Ce travail a été réalisé au niveau du laboratoire de Microbiologie Appliquée à l’Agroalimentaire 

au Biomédical et à l’Environnement (LAMAABE) à l’Université de Tlemcen et laboratoire de 

microbiologie d’Institut Sciences et Technique Appliquées (ISTA) Université de Tlemcen. Le 

travail a été réalisé durant la période de Février à Mai 2025.    

I.1.  L’échantillonnage  

Un total de 03 échantillons (Figure 07) a été choisi pour cette étude. Les PLIs sont 

achetés de la ville de Tlemcen. Elles ont été transportées au laboratoire et soumis aux différents 

traitements.  

 

Figure 07 : Les échantillons de poudres de laits infantiles utilisés pour l’isolement des souches 

bactériennes 

I.2. Isolement et identification de S. aureus  

I.2.1. Identification microbiologique : Pour la préparation de la solution mère et les dilutions 

décimales, nous avons réalisé à partir de lait infantile des dilutions successives en progression 

selon la méthode suivante :  

Pour obtenir une solution mère 1g de l'échantillon a été introduit aseptiquement dans un tube 

contenant 9ml du l’eau physiologie stérile. Il s’agit de la dilution 10
-1

, ensuite ce tube a été 

homogénéisé à l’aide d’un agitateur. Après cela, 1ml de la dilution 10
-1

a été prélevé à l'aide d'une  
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micropipette, puis introduit dans un tube à essai contenant 9 ml d’EP stérile, le contenu du tube a 

ensuite été homogénéisé à l’aide d’un vortex, c’est la dilution 10
-2

. Enfin, 1 ml de la dilution 10
-2 

a été prélevé dans un autre tube stérile et ajouté à 9 ml d’EP, pour obtenir la dilution 10
-3

 (Figure 

08). 

 

Figure 08 : Les dilutions de poudre de lait infantile  

A : dilution 10
-1

 /B : dilution 10
-2

 /C : dilution : 10
-3 

 

I.2.1.1.  Recherche et dénombrement de Staphylococcus aureus sur milieu Baird-Parker   

A partir des dilutions décimales (10
-1

 à 10
-3

), nous avons prélevé 0,1 ml de chaque dilution à 

l’aide d’une micropipette que nous avons déposé sur une gélose Baird-Parker, additionnée de 

tellurite de potassium, pyruvate de sodium et de l’émission de jaune d’œufs. L’incubation a été 

faite à 37°C pendant 24 à 48h. Les colonies typiques de Staphylococcus aureus apparaissent 

noires, brillantes, souvent entourées d’un halo clair dû à l’activité de la lécithinase. Les résultats 

sont rapportés en UFC/g, selon la formule de la norme AFNOR (1994) : 

 

 

 N : Nombre exprimé en UFC/g. 

 ΣC : Somme des colonies comptées sur les boites retenues de trois dilutions successives. 

 V : Volume de l´inoculum appliqué à chaque boîte, en ml. 

 n1 : Nombre des boîtes retenues à la première dilution. 

 n2 : Nombre des boîtes retenues à la seconde dilution. 

 d : Taux de dilution correspondant à la première dilution retenue. 
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I.2.1.2.  Recherche de Staphylococcus aureus sur milieu Chapman   

En cas de présence de Staphylocoques dans le milieu de Baird Parker (présence de colonies 

noires caractéristiques), un ensemencement est effectué sur le milieu Chapman. Ensuite, ils ont 

été incubés à 37 °C pendant 24 à 48 heures afin de détecter la présence de Staphylococcus 

aureus. Les colonies de couleur jaune doré qui sont apparues ont été transférées sur le même 

milieu de culture pour obtenir des colonies pures. 

I.2.2.  Identification biochimique  

Afin de réalisé une identification biochimique de 9 souches isolées, la coloration de Gram, 

le test de catalase, de coagulase, d’oxydase et d’hémolyse ont été effectués.     

I.2.2.1.  Coloration de Gram : Il s'agit d'une technique de coloration utilisée pour mettre en 

lumière les caractéristiques de la paroi bactérienne et utilisée afin de différencier et classer les 

bactéries en bactéries à Gram positif ou négatif. Cette méthode a été développée de manière 

empirique par le bactériologiste danois GRAM en 1884. 

Pour cela, un frottis est préparé à partir d’une culture bactérienne jeune de 24 heures. Le 

frottis est ensuite coloré avec une solution de violet de gentiane, également connu sous le nom de 

cristal violet et laisser agir pendant une minute avant de rincer à l’eau. Appliquer le Lugol et le 

laisser reposer pendant une minute, puis rincer avec de l'eau. La décoloration à l'alcool est 

effectuée rapidement, en seulement 15 secondes, puis suivie d'un rinçage. En dernier lieu, le 

frottis est soumis à une recoloration à la fushine pendant une minute. Les lames colorées sont 

examinées à l'objectif d’un grossissement de 10x100, en utilisant une immersion. 

I.2.2.2. Test de Catalase : Les bactéries à métabolisme respiratoire produisent abondamment 

une enzyme qui a la capacité de décomposer les peroxydes d’hydrogène H2O2. Cette enzyme 

peut transformer le peroxyde d'hydrogène en eau et dioxygène. Quelques colonies provenant 

d'une culture pure de 24 heures des souches sont mises au contact avec quelques gouttes de l’eau 

oxygénée sur une lame stérile. Si des bulles d'air apparaissent immédiatement, cela indique une 

réaction positive à la catalase. 

I.2.2.3. Test de coagulase : Le test de coagulase permet de distinguer les souches de 

Staphylococcus aureus des autres staphylocoques qui sont coagulase négative. L'enzyme 

coagulase est responsable de la coagulation du plasma en transformant le fibrinogène en fibrine. 
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Pour cela, une colonie pure de S. aureus est ensemencée dans 5 ml de bouillon cœur-cerveau 

et de l'incuber à 37°C pendant 18 à 24 heures. Ensuite, dans un tube stérile à hémolyse, mélanger 

0,5 ml de plasma de cheval avec 0,1 ml de la culture en bouillon des souches. Le mélange est 

ensuite incubé à une température de 37°C. Évaluer le test de coagulase après 4 et 24 heures. 

Lorsqu'un caillou est présent dans le plasma, cela signifie que la bactérie est dotée d'une 

coagulase. 

I.2.2.4. Test oxydase : Repose sur la détection de l’enzyme cytochrome c oxydase, qui se trouve 

dans certaines bactéries aérobies. Cette enzyme joue un rôle dans la chaine respiratoire en 

transférant des électrons à l’oxygène moléculaire (O2), ce qui conduit à la formation d’eau. 

Pour ce technique, il est recommandé de prélever une colonie fraiche en utilisant un 

bâtonnet ou une anse non métallique, puit déposer la colonie sur une bandelette oxydase ou sur 

un papier filtre imbibé du réactif et observez attentivement le changement de couleur dans un 

délai de 10 à 30 secondes. Un résultat est positif si une coloration violet est obtenue révélant la 

présence de l’oxydase et vice versa.  

I.2.2.5. Test de l’hémolyse : La toxine appelée hémolysine est cruciale dans la capacité 

pathogène de Staphylococcus aureus car elle provoque la destruction des globules rouges. En 

milieu clinique, le test d'hémolyse sur gélose au sang est un critère de sélection essentiel. 

Pour réaliser cette technique, 250 ml de gélose nutritive ont été mélangés avec 5 ml de sang 

de mouton. Des cultures de jeunes S. aureus ont été transférées sur des boites de gélose au sang à 

5% et l'ensemencement est réalisé en stries la surface de la gélose, puis les boite sont incubées à 

une température de 37°C pendant une durée de 24 heures. La présence d'un halo caractéristique à 

la périphérie de chaque zone ensemencée révèle le pouvoir hémolytique. 

I.2.3.  Conservation  

Toutes les souches pures et identifiées sont conservées à courte terme et à long terme. 

I.2.3.1.  Conservation à courte terme sur gélose inclinée : Après avoir ensemencé les tubes et 

les avoir placés dans une étuve à 37°C pendant 24 heures, ils sont ensuite conservés au 

réfrigérateur à 4°C pendant maximum 20 jours (Figure 09). 
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Figure 09 : Gélose nutritive inclinée stérile 

I.2.3.2.  Conservation à longue terme avec glycérol : Il s'agit d'une méthode de préservation 

qui implique l'ajout de glycérol aux suspensions bactériennes. Le glycérol est un cryoprotecteur 

qui aide à minimiser les dommages cellulaires causés par le refroidissement. 

 Nous avons ensemencé les souches à partir d’une suspension jeune dans 3ml de BHIB. Puis, 

incubé à 37°C pendant 18 à 24heures. Après l’incubation, 1ml de la suspension a été prélevé et 

transféré dans un tube Eppendorf. La centrifugation a été ensuite effectuée 13200 rpm pendant 

2min. Le surnageant a été éliminé, et le culot a été conservé. Par la suite, nous avons ajouté 500 

µL de BHIB stérile et 500 µL de glycérol dilué à 50%, puis la suspension obtenue a été stockée 

au congélateur (Figure 10) 
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Figure 10 : Les étapes de la conservation à long terme (A) : suspension bactérienne dans les tube 

Eppendorf./(B) : centrifugation les tubes à 13 200 rpm pendant 2min./ (C) : élimination le 

surnageant et conservation le culot./ (D) : l’ajoute de BHIB stérile et glycérol ) 50%./ (E) : 

suspension final 
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Partie 02 :   Evaluation de la capacité de formation de biofilm par Staphylococcus aureus 

 

 Pour évaluer la capacité de formation de biofilm des souches étudiées, les techniques 

suivantes sont appliquées :  

II.1. Détection de la production de slime sur milieu Rouge Congo Agar (RCA)  

 Il est possible d'utiliser la culture sur gélose Rouge Congo pour identifier les souches qui 

produisent du slime. Les souches exprimant le PIA (Polysaccharide Intracellulaire Adhésine) se 

caractérisent par des colonies noires à la surface rugueuse, tandis que les souches PIA négatives 

présentent des colonies rouges à la surface lisse. 

 Le mélange a été préparé en combinant 0,8 g de rouge Congo (Sigma) et 50 g de saccharose 

avec 1000 ml de Bouillon cœur cervelle et 10 g d'Agar, puis stérilisé à 121°C pendant 15 

minutes. Ensuite, le milieu a été inoculé avec une boucle de suspension des souches testées (une 

colonie dans 5 ml de bouillon nutritive). La lecture des résultats a été effectuée après une nuit 

d'incubation à 37°C, suivie de 24 heures supplémentaires à température ambiante. 

II.2. Evaluation de la formation de biofilm par la méthode de microplaques de titration à 96 

puits en polystyrène 

II.2.1. Préparation de la suspension bactérienne : Des colonies isolées ont été prélevé de 

gélose nutritive à l’aide d’une anse de platine stérile, puis transférer dans 5ml de bouillon cœur 

cervelle (BHIB) stérile pour chaque souche à tester, cette étape permet d’obtenir une culture 

fraiche en phase exponentielle adaptée à l’étude de la formation du biofilm. Chaque suspension a 

été ajustée à une densité de 10
8
 UFC/ml. La densité optique a été mesurée à 596nm à l’aide d’un 

spectrophotomètre, puis ajusté une DO comprise entre 0 ,08 et 0,1. 

II.2.2. Protocol de formation de biofilm : Pour évaluer la capacité de formation de biofilm des 

souches bactériennes étudiées chaque puits d’une plaque de titration à 96 puits en polystyrène a 

été rempli avec 200 µL de bouillon cœur-cerveau (BHIB) à 0,5% glucose. Ensuite, 10 µL d’une 

culture bactérienne fraichement préparée et ajustée a une densité d’environ 10
8 

UFC/ml 

(DO596nm= 0,08 à 0,1) ont été ensemencé dans chaque puits. Les plaques ont été incubées à 

température ambiante pendant différentes périodes de contact : 30 minutes, 1heure, 1heure 30 
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minutes, 2heures, 2heures 30 minute, 3heures, et 24 heures. Ces temps d’incubation variables 

permettent d’évaluer la cinétique de la formation du biofilm. Les puits du contrôle négatif sont 

ensemencés aves le bouillon stérile à 0,25% glucose. Après les différentes périodes d’incubation, 

les cultures non adhérées ont été éliminées délicatement de chaque puits. Les puits ont ensuite été 

lavés deux fois avec de l’eau distillée stérile afin d’éliminer les cellules non adhérentes. La 

plaque a été ensuite laissée séchée à l’air libre pendant 15 min. Par la suite, chaque puits a été 

rempli avec 250 µL de cristal violet à 1%, et laissé en contact pendant 15 min. L’excès du 

colorant a été éliminé en rinçant plusieurs fois les puits aves l’eau distillée, puis la plaque a de 

nouveau été séchée à l’air libre pendant 15 min. Enfin, 200 µL d’acide acétique à 33% a été 

ajouté à chaque puits afin de solubiliser le colorant retenu par les biofilms, pendant 30 min 

(Figure 11). La densité optique a ensuite été mesurée à l’aide d’un lecteur de microplaque (Elisa) 

à une longueur d’onde de 595nm, afin d’évaluer quantitativement la biomasse formée. 

 La classification des résultats obtenus est basée sur le DO du contrôle négatif. Les souches 

ont été regroupées de la manière suivante :  

 DO596≤0,5 : non formatrice de biofilm.  

 0,5 <DO596≤ 1,5 : faiblement formatrice de biofilm. 

 1,5 < DO596≤ 3 : modérément formatrice de biofilm.  

 DO596> 3 : fortement formatrice de biofilm.  
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Figure 11 : Détection et lecture de biofilm par méthode de microplaques de titration à 96 puits : 

(A) : rempli les puits par la suspension et BHIB/ (B) : incubation à température ambiante pendant 

différentes périodes de contact. / (C) : rinçage par l’eau distillée. /(D) : coloration par cristal 

violet. / (E) : L’ajoute d’acide acétique à 33%. 

II.3. Evaluation de la formation de biofilm sur surface en verre  

II.3.1. Préparation les lames en verre : Avant l’évaluation de la formation de biofilm, les lames 

en verre ont été soumises à une procédure de nettoyage rigoureuse afin d’éliminer toute impureté 

résiduelle et de standardiser la surface. Dans un premier temps, les lames ont été rincées avec de 

l’acétone pure, puis immergées dans une solution de soude (NaOH) à 1% pendant 1 heure pour 

éliminer les matières organiques et rendre la surface plus hydrophile. Après ce traitement, les 

lames ont été soigneusement rincées avec de l’eau distillée puis séchées à l’air libre. Elles ont 

ensuite été lavées avec de l’alcool à 70% pour assurer une désinfection supplémentaire, suivie 

d’un rinçage final à l’eau distillée stérile. Enfin, les lames ont été séchées dans un étuve à 121°C 

pendant 20 min afin d’assurer une stérilisation complète avant leur utilisation dans les tests de 

formation de biofilm. 
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III.3.2. Préparation de la suspension bactérienne : La suspension bactérienne des souches 

étudiées a été préparée comme décrit précédemment. 

III.3.3. Protocole de formation de biofilm : Après préparation et stérilisation, les lames en verre 

ont été placées individuellement dans les boite. Dans chaque boite de pétri stérile, un volume de la 

suspension bactérienne a été ajouté. L’incubation a été réalisée à température ambiante pendant 

différentes durées (30 min, 1h, 1h 30min, 2h, 2h 30min, 3h et 24h) afin d’évaluer la cinétique 

d’adhésion bactérienne. A l’issue de chaque temps d’incubation, les lames ont été rincées trois 

fois avec de l’eau distillée stérile pour éliminer les cellules non adhérentes. La fixation des 

biofilms a ensuite été réalisée par incubation des lames à 80°C pendant 30min. Les lames ont 

ensuite été immergées dans une solution de cristal violet à 1% pendant 15 min, puis 

soigneusement rincées à l’eau distillée et séchées à l’air libre. Pour quantifier la biomasse fixée, 

chaque lame a été placée dans une boite de pétrie contenant 5 ml d’acide acétique à 30%, et agité 

pendant 30 min afin de solubiliser le colorant. La densité optique de la solution obtenue a été 

mesurée à l’aide d’un spectrophotomètre à 596nm, ce qui permet une estimation quantitative de la 

formation du biofilm (Figure12). 

La classification des résultats obtenus est basée sur le DO du contrôle négatif comme décrit 

précédemment. 
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Figure 12 : Evaluation de la formation de biofilm sur les surfaces en verre. 

(A) : l’incubation des lames à température ambiante pendant différentes durées. / (B) : coloration 

avec cristal violet. / (C) : rinçage avec l’eau distillé. / (D) : séchage à l’aire libre. / (E) : ajoute 

l’acide acétique
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Partie 01 : Isolement et identification de Staphylococcus aureus 

Un total de 03 échantillons de poudre de lait infantile a été étudié dans le but de rechercher, 

dénombrer et isoler Staphylococcus aureus d’une part. Evaluation sa capacité à former biofilm, 

d’autre part. 

I.1. Identification microbiologique  

I.1.1. Sur le milieu Baird-Parker : Après l’ensemencement sur le milieu Baird-Parker et 

l’incubation à 37°C pendant 24h, nous avons obtenus des colonies typiques de Staphylococcus 

aureus apparaissent noires, brillantes, souvent entourées d’un halo clair dû à l’activité de la 

lécithinase (Figure 13).   Après dénombrement de Staphylococcus aureus les résultats ont montré 

que la plupart des échantillons analysés révèlent la présence de cette espèce. Tous les échantillons 

contiennent une charge variable (Tableau 05). Le nombre de bactérie isolée dans échantillon 01 

est 37,27x10
3
ufc/g alors que l’échantillon 02 présente une charge de S. aureus légèrement 

supérieure à l’échantillon 01 de l’ordre 40,090x10
3 

ufc/g. Pour l’échantillon 03 nous avons 

obtenu une valeur inférieure des deux échantillons, soit 22,45x10
3
ufc/g. 

 

Figure 13 : Aspect des colonies de S. aureus sur le milieu Baird-Parker. 

 

 

Une colonie noire 
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Tableau 05 : Résultats du dénombrement de Staphylococcus aureus à partir des 03 échantillons 

étudiés :  

Echantillons Valeur N (ufc/g) 

Echantillon 01 37,27x10
3
 

Echantillon 02 40,090x10
3
 

Echantillon 03 22,45x10
3
 

 

I.1.2. Sur milieu le Chapman : Après l’incubation, nous avons détecté la présence des colonies 

de couleur jaune caractéristiques de S. aureus (Figure 14). 

 

Figure 14 : Aspect des colonies de S. aureus sur Chapman 

I.2. Identification biochimique  

I.2.1. Coloration de Gram : un total de 09 souches a été soumise à la coloration de Gram, et les 

souches étudiées ont donné après coloration des bactéries sous forme de Cocci regroupées en 

grappes de raisin colorées en violet indiquant que les souches étudiées sont des souches à Gram 

positif (Figure 15). 
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Figure 15 : Coloration de Gram de Staphylococcus aureus sous microscope optique (Gx100) 

I.2.2. Test catalase : Le total des souches soumises au test de catalase ont montré un résultat 

positif avec formation des bulles d’air (Figure 16). 

 

Figure 16 : Test catalase positive de S. aureus. 

I.2.3. Test coagulase : Après le mélange du plasma de cheval avec la suspension bactérienne et 

l’incubation à 37°C pendant 4 et 24h, nous avons obtenu la formation d’un caillou (Figure 17), 

cela signifie que la bactérie est dotée d'une coagulase. 

 

Figure 17 : Test coagulase positive de S. aureus. 
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I.2.4. Test d’oxydase : Quand nous avons mis en contact la colonie avec le disque  d’oxydase, 

nous avons observé l’absence de coloration indiquant que les souches testées de S. aureus ne 

produisent pas l’enzyme cytochrome c oxydase (figure 18). 

 

Figure 18 : Test oxydase de S. aureus 

I.2.5.  Test de l’hémolyse : Après l’ensemencement sur la gélose au sang et l’incubation à 37°C 

pendant 24h, nous avons observé la présence d'un halo caractéristique à la périphérie de chaque 

zone ensemencée révèle le pouvoir hémolytique (Figure 19). 

 

Figure 19 : Aspect des colonies de Staphylococcus aureus sur gélose au sang 

 

Un halo clair 
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Partie 02 : Evaluation de la capacité de formation de biofilm de Staphylococcus aureus 

II.1.Détection de la production de slime sur milieu Rouge Congo Agar (RCA)  

 Après l’ensemencement sur milieu de culture de Rouge Congo Agar et l’incubation à 37°C, 

suivie de 24 heures supplémentaires à température ambiante, nous avons observé que toutes les 

souches testées produisent du slime, formant des colonies noires ou presque noires (Un total de 9 

souches présente un résultat positif) (Figure 20). 

 

Figure 20 : S. aureus sur RCA 

II.2. Méthode de microplaques de titration à 96 puits en polystyrène 

 La mesure de la densité du biofilm formé sur les microplaques de 96 puits a été réalisée à 

l’aide d’un lecteur de microplaque (Elisa). Après la solubilisation du cristal violet fixé au biofilm 

par l’ajout de l’acide acétique à 33%, l’absorbance a été mesurée à une longueur d’onde de 596 

nm. Les valeurs obtenues reflètent la biomasse du biofilm formé. 

 Les résultats de nos expériences ont montré que, les densités optiques de neuf souches de 

staphylococcus aureus mesurées à 30 min jusqu’à 24h d’incubation indiquent une faible capacité 

de formation de biofilm. La classification des résultats obtenus est basée sur la DO du contrôle 

négatif, servant de référence pour déterminer le seuil de formation de biofilm. 
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 L'évolution des densités optiques au cours du temps montre une augmentation progressive de 

la formation de biofilm pour les trois souches. À court terme, après 30 minutes, les valeurs restent 

faibles et proches : 0,057 pour la souche 1, 0,058 pour la souche 2 et 0,062 pour la souche 3. 

Après 1 heure, on observe une légère augmentation avec 0,101 (souche 1), 0,116 (souche 2) et 

0,105 (souche 3). À 3 heures, les densités optiques sont relativement similaires : 0,142 (souche 1), 

0,141 (souche 2) et 0,146 (souche 3), traduisant une activité comparable. En revanche, après 24 

heures, une différence marquée apparaît : la souche 2 atteint une densité optique de 0,318, contre 

0,251 pour la souche 3 et 0,229 pour la souche 1. Ces résultats indiquent que la souche 2 présente 

une capacité plus élevée à former un biofilm mature sur microplaque, suggérant un potentiel 

d'adhérence plus important que les deux autres souches. 

 

Figure 21 : Evaluation de la formation de biofilm des Staphylococcus aureus isolées de 

l’échantillon 1 en fonction du temps. 

Pour l'échantillon 2, la formation du biofilm évolue progressivement chez les trois 

souches étudiées. À 30 minutes, les densités optiques restent faibles : 0,062 pour la souche 1, 

0,054 pour la souche 2 et 0,061 pour la souche 3. Après 1 heure, une augmentation modérée est 

observée avec des valeurs de 0,111 (souche 1), 0,109 (souche 2) et 0,098 (souche 3).A3 heures, 

les trois souches présentent des niveaux similaires : 0,146 (souche 1), 0,144 (souche 2) et 0,147 

(souche 3), traduisant une activité équivalente de formation de biofilm. Après 24 heures, on 

observe un renforcement net de cette activité : la souche 2 présente la valeur la plus élevée avec 

0,315, suivie de la souche 1 avec 0,304, tandis que la souche 3 atteint 0,265. Ces données 
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suggèrent que les souches 1 et 2 développent un biofilm plus dense à long terme, la souche 2 

étant légèrement dominante. 

 

 

Figure 22 : Evaluation de la formation de biofilm des Staphylococcus aureus isolées de 

l’échantillon 2 en fonction du temps. 

 Pour l'échantillon 3, la formation du biofilm par les trois souches suit une évolution 

progressive au cours du temps. À 30 minutes, les densités optiques sont faibles et proches : 0,060 

pour la souche 1, 0,054 pour la souche 2, et 0,053 pour la souche 3. Après 1 heure, une légère 

augmentation est observée, avec 0,097 pour la souche 1, 0,105 pour la souche 2, et 0,117 pour la 

souche 3, qui se démarque légèrement. À 3 heures, les valeurs restent proches, témoignant d'une 

activité similaire : 0,143 (souche 1), 0,147 (souche 2) et 0,141 (souche 3). Après 24 heures, les 

écarts deviennent plus significatifs : la souche 3 présente la densité optique la plus élevée avec 

0,325, suivie de la souche 2 (0,315), puis de la souche 1 (0,270). Ces résultats indiquent une forte 

capacité de formation de biofilm à long terme, particulièrement pour les souches 2 et 3, la souche 

3 étant la plus performante dans cet échantillon. 
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Figure 23 : Evaluation de la formation de biofilm des Staphylococcus aureus isolées de 

l’échantillon 3 en fonction du temps. 

 Les trois échantillons présentent une évolution similaire de la formation de biofilm, avec une 

augmentation progressive des densités optiques sur 24 heures. Toutefois, à long terme, les 

capacités diffèrent selon les souches. La souche 2 de l'échantillon 1 (DO = 0,318). la souche 2 de 

l'échantillon 3 (0,31 5) et surtout la souche 3 de l'échantillon 3 (0,325) montrent une capacité 

nettement supérieure à former un biofilm mature. Cela suggère que certaines souches isolées, en 

particulier dans l'échantillon 3, présentent un potentiel d'adhésion et de persistance plus élevé, ce 

qui pourrait être préoccupant dans le contexte de la contamination des poudres de lait infantile. 

II.3. Evaluation la formation de biofilm sur les surfaces en verre  

 La lecture de la densité du biofilm formé sur les surfaces en verre a été réalisée à l’aide d’un 

spectrophotomètre. Après solubilisation du cristal violet fixé au biofilm par l’ajout de l’acide 

acétique à 30%, l’absorbance a été mesurée à une longueur d’onde de 596 nm. Les valeurs 

obtenues reflètent la biomasse du biofilm formé. 

 Nos résultats indiquent qu’entre 30min et 24 heures d’incubation, le total des souches testées  

présentent une faible capacité de formation de biofilm sur les surfaces de verre. La classification 

de ces résultats obtenus est basée sur la DO du contrôle négatif, pour évaluer la capacité des 

souches à former un biofilm. 
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 Pour les trois échantillons : une adhésion initiale faible, une montée en puissance vers un 

biofilm modéré en 1 h, puis une structuration forte à 3 h, et enfin une maturité vers un biofilm très 

fort à 24 h. À 24 h, l’échantillon 3 présente la densité optique la plus élevée (0,73), indiquant une 

capacité légèrement supérieure à former un biofilm mature sur verre. Les échantillons 2 (0,72) et 1 

(0,68) montrent également une formation robuste, mais avec un petit décalage. 

 

Figure 24 : La densité optique de biofilm des souches des échantillons 1, 2 et 3 en fonction du 

temps. 
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Discussion : 

 L’évaluation microbiologique est indispensable pour assurer la sécurité alimentaire, en tenant 

compte des conditions de stockage, des comportements alimentaires, et des particularités du 

produit. Le contrôle microbiologique est essentiel pour garantir que les produits conservent leur 

qualité commerciale et leur salubrité durant toute leur période de stockage. 

 Pour contrôler leur qualité, des échantillons de lait pour bébés ont été analysés en isolant, 

identifiant et dénombrant les Staphylococcus aureus tout en évaluant sa capacité de formation de 

biofilm. 

 Trois marques de lait infantile ont été analysées. Les résultats du dénombrement obtenus ont 

montré que l'échantillon 02 contenant la plus grande charge avec une valeur de 40,090x10
3
 ufc/g, 

tandis que l'échantillon 01 et l’échantillon 03 ont montré de valeurs inférieures de celle de 

l’échantillon 01, 37,27x10
3
 et 22,45x10

3
, respectivement. 

 Après isolement et identification biochimique incluant coloration de Gram, test de catalase, 

test d’oxydase, test d’hémolyse et de coagulase, un total de 9 souches a été identifiée comme 

étant appartient à l’espèce Staphylococcus aureus. La présence de Staphylococcus aureus à 

coagulase positive dans un produit destiné à une catégorie sensible d’individus à savoir les 

nourrissons dont leurs systèmes immunitaires ne sont pas assez développés est très inquiétant.  

 Nos résultats sont en accord avec ceux obtenus par Umoh et son équipe (1985) qu’ont 

démontrés dans leur étude sur 114 échantillons de préparations pour nourrissons prélevés auprès 

de mères allaitantes contenaient des staphylocoques viables, avec un nombre moyen le plus élevé 

de 1,0 × 10
2 

ufc g
-1

, provenant d'échantillons prélevés le jour de l'ouverture de la boîte. Le 

nombre total moyen de bactéries aérobies était de 2,6 × 10 3 ufc g 
−1

. 

 Xin Wang et ses collaborateurs (2012) ont trouvé les mêmes résultats que nous sur un total 

de 367 échantillons d'aliments pour nourrissons, dont 143 échantillons de lait en poudre pour 

nourrissons (LPN) et 224 échantillons de céréales de riz pour nourrissons (CRI), ont été collectés 

dans la province du Shaanxi en Chine entre juillet et août 2010 et analysés pour S. aureus. Leurs 

résultats indiquent que les LPN et CRI de la province du Shaanxi étaient contaminés par S. 

aureus. La présence de souches de S. aureus dans ces aliments pour nourrissons constitue une 

menace potentielle pour la santé des nourrissons. 
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 De même, Tahoun et Abdelfatah en 2015 ont fait des recherches en évaluant l’état 

microbiologique de poudre de lait infantile et le lait maternel. Les résultats de votre étude ont 

révélé que 27 (54 %) des échantillons de lait infantile réhydraté examinés étaient contaminés par 

différents microbes, avec une numération moyenne de 6,8 × 10 3 ± 2 × 10 2 UFC/ml. Dans le cas 

des échantillons de lait maternel exprimé, 78 % étaient contaminés, avec une numération 

moyenne de 3,3 × 10 5 UFC/ml. Staphylococcus epidermidis était le micro-organisme le plus 

répandu dans les deux types de lait, présent dans 10 % et 30 % des échantillons de préparations 

pour nourrissons et de lait maternel, respectivement. D'autres microbes, notamment des 

staphylocoques, des entérobactéries, des entérocoques, des levures et des moisissures, ont 

également été détectés avec des pourcentages variables. 

 Un travail de Palilu et ses collaborateurs (2017) ont fait le même objectif basé sur la 

recherche et de détection la présence de Staphylococcus sp dans le lait en poudre pour 

nourrissons. Quatorze échantillons du marché ont été utilisés pour l'isolement bactérien. 

L'isolement a été réalisé par une étape d'enrichissement sur bouillon BHI, puis sur gélose Baird-

Parker, qui produit une colonie typique. La colonie est ensuite prélevée et cultivée sur gélose au 

mannitol-sel, puis soumise à une coloration de Gram, un dosage de la coagulase et des tests de 

fermentation. L'étape de confirmation a été réalisée par API-Staph, qui a permis l'identification 

de Staphylococcus hemoliticus, Staphylococcus aureus et Staphylococcus epidermidis, avec un 

pourcentage d'identité compris entre 65,9 et 97,7 %. 

 La deuxième partie de travail consiste à évaluer la capacité des souches isolée de poudre de 

lait infantile à former le biofilm pour cela en mise en point 03 méthodes : une méthode qualitative 

par l’ensemencement sur rouge Congo, et deux méthodes quantitative par la méthode des 

microplaques en polystyrène à 96 puits, et une surface solide le verre parce que le verre est utilisé 

pour la fabrication des biberons.  

 Les 9 souches de Staphylococcus aureus isolées ont été testées pour mettre en évidence leur 

capacité à former le biofilm par techniques de Rouge Congo Agar (RCA). 

 Le slime est décrit comme une substance polymérique extracellulaire, aussi appelée exo-

polysaccharides (EPS). Dans le milieu RCA, les souches qui expriment le PIA (polysaccharide 

intercellulaire adhésion) produisent des colonies noires présentant une texture rugueuse, tandis  
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que les souches PIA négatif génèrent des colonies de teinte rouge et à surface lisse. Ces dernières 

interagissent directement avec certains polysaccharides bactériens pour former un biofilm et 

donner naissance à des colonies noires, à la différence des colonies non productrices qui 

demeurent rouges (Kara Terki, 2014 ; Wadher, 2013). 

 Krukowski et son équipe (2008) ont indiqué que parmi les 59 isolats de S. aureus prélevés 

de la sécrétion inflammatoire des glandes mammaires des vaches, 42,37 % produisent du Slime 

tandis que 57,68 % ne le font pas. 

 Gundogan et ses collaborateurs (2006), ont constaté que58 (52,7 %) des 110 souches de S. 

aureus isolées à partir de lait cru, lait pasteurisé et glaces des échantillons étaient productrices de 

Slime. 

 Selon Ciftci et son équipe (2009), sur les 59 souches de S. aureus prélevées dans les 

échantillons de lait, seulement 22 d'entre elles, soit 37,2%, ont produit du slime. 

 Achek et ses collègue (2020), qui ont détecté un taux de 100% pour des isolats provenant 

d'aliments. Vasudevan et son équipe (2003) ont signalé que 32 souches de S. aureus (91,4 %) 

isolées de mammites bovines ont été productrices de Slime. 

 Pour les microplaques en polystyrène à 96 puits, la densité du biofilm formé a été mesurée 

par un lecteur de microplaque. Le cristal violet a été appliqué pour la coloration du biofilm, suivi 

d’une dissolution dans l’acide acétique à 33 %. A une longueur d’onde de 596 nm, l’absorbance a 

été mesurée pour refléter la biomasse du biofilm. Plusieurs mesures ont été réalisées à différents 

moments : une demi-heure, une heure, une heure et demi, deux heures, deux heures et demi, ainsi 

que vingt-quatre heures. Les résultats ont révélé une faible formation de biofilm.  

 De nombreuses recherches précédentes attestent d'une grande disparité entre les souches, 

avec une prédominance de producteurs de biofilm faibles à modérés en milieu statique sur 

microplaques.  Par exemple, selon Xu et ses collaborateurs (2016), 74,3% des souches 

produisent un biofilm léger, 23,3% modéré tandis que seulement 2,3% le font de manière intense. 

Cette classification est fortement liée à la souche considérée et à la technique de mesure utilisée. 

 En ce qui concerne les souches de lait isolées, plusieurs études mettent en évidence une 

présence significative de producteurs faibles à modérés.  Selon Costa et son équipe (2018), 100 

% des souches de lait cru, pasteurisé et UHT ont formé un biofilm sur des plaques de polystyrène, 

bien que la majorité se situe dans une catégorie de densité faible à modérée.  Selon le seuil 
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employé, Costa, Lira &Aragão (2019) ont noté que 81,8% des isolats de lait cru, et 100% de 

ceux du lait pasteurisé et UHT formaient un biofilm.  Frontières et ses collègues (2019) ont 

aussi mis en évidence la présence de gènes tels que icaA, icaD, eno, clfA/B et fnbA/B dans des 

isolats de lait pasteurisé, tous étroitement associés au biofilm. Ils soulignent ainsi le potentiel 

latent de formation (Wu et al., 2019). 

 En comparaison, Singh et al. (2017) ont démontré que l'incorporation de 3% de NaCl et 

0,5% de glucose dans le milieu stimule la création de biofilm chez S. aureus sur microplaques.  

Selon Grossman et ses collaborateurs (2021), un stress osmotique ou nutritionnel influence 

l'expression des régulateurs agr et sarA, qui ont une importance cruciale dans la dynamique du 

biofilm. 

 L’évaluation de la formation de biofilm a été réalisée sur des surfaces en verre à divers 

intervalles : trente minutes, une heure, une heure et demie, deux heures, deux heures et demie, 

trois heures, et vingt-quatre heures. Les données ont révélé une capacité de formation de biofilm 

qui est faible mais observable. Ces observations laissent à penser que le verre utilisé dans la 

fabrication des biberons, s’il est exposé à température ambiante pendant une période prolongée 

après préparation du lait, peut constituer un support favorable au développement de biofilms 

bactériens.  

 La surface en verre, réputée pour sa nature hydrophile, facilite l'adhérence initiale des 

bactéries.  Cependant, d'après Grossman et son équipe (2021), une simple adhésion initiale ne 

garantit pas un biofilm mature : sans des stimulateurs (glucose, NaCl, agitation), le processus de 

maturation demeure restreint.  Donc, nos résultats même s'ils présentent quelques valeurs au-delà 

de 0,5 démontrent des souches en attachement partiel, plutôt que d'incorporer une matrice de 

protection complexe. 

 L’ensemble de ces techniques a permis de développer une approche intégrée pour détecter S. 

aureus et évaluer ses capacités de formation de biofilm sous différentes conditions et sur 

différentes surfaces, essentiel pour comprendre sa pathogénicité potentielle dans les produits 

laitiers pour nourrissons.
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 Le lait maternel est considéré comme le meilleur aliment pour les nourrissons. Cependant, 

dans certains cas, le nourrisson doit rester éloigné de sa mère et être alimenté en lait par d'autres 

moyens. Dans ce cas, nous avons le choix entre le lait maternel exprimé et les préparations pour 

nourrissons réhydratées. Le lait infantile est un élément essentiel dans l'alimentation des 

nourrissons, répondant aux besoins spécifiques de cette première phase de vie. 

 En raison de leur potentiel à transmettre des micro-organismes pathogènes aux 

consommateurs, le lait est un milieu idéal pour la croissance de microorganismes dont la 

consommation peut poser un problème pour les bébés. Ces produits industriels doivent faire 

l'objet d'un contrôle de qualité pour limiter tout risque.  

 Les analyses microbiologiques de lait infantiles ont révélé pour l’ensemble des échantillons, 

la présence de Staphylococcus aureus à coagulas positif, des bactéries les plus dangereuses 

pouvant provoquer des intoxications alimentaires. Nos résultats montrent que ces souches 

possèdent la capacité de former un biofilm. En effet, toutes les souches ont été positives au test 

du rouge Congo, indiquant une potentialité à produire un biofilm sur les microplaques et le verre. 

Ces observations soulignent un risque potentiel lié à l’utilisation des biberons en verre : si le lait 

infantile y est préparé et laissé à température ambiante pendant une durée prolongée, les 

conditions peuvent favoriser la formation d’un biofilm bactérien. Cela présente un danger pour la 

santé des nourrissons, notamment en cas de mauvaise conservation ou d’hygiène insuffisante. Il 

est donc essentiel de respecter rigoureusement les pratiques de préparation, de nettoyage et de 

conservation des biberons afin de limiter ce risque.   

 Ces résultats suggèrent que, bien que les souches soient potentiellement productrices de 

biofilm, les conditions environnementales influencent fortement leur expression de ce phénotype 

 Tous les biberons et équipements doivent être nettoyés efficacement afin de prévenir la 

formation de biofilm par le lait infantile et S. aureus.
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Annexe 1 : liste de matériel et accessoires utilisés. 

 

            Vortex Pipette Pasteur Densitomètre 

 

 

  Microscope optique Bec Bunsen Micropipette 
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     Anse de platine                            Centrifugeuse   Les lames 

 

      Etuve                                        Four Pasteur                                 Béchers 

 

 

        Eprouvette                                           Balance                                      Agitateur 
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Annexe 2 : Milieux de culture 

1.  Milieu de Baird Parker 

 Composition : 

Constituants Quantité en g/l 

Hydrolysat trypsine de caséine…………………………02g 

Extrait de viande de bœuf………………………………05g 

Extrait de levure………………………………………...01g 

Pyruvate de sodium……………………………………..10g 

Chlorure lithium………………………………………...05g 

Agar……………………………………………………..17g 

Glycocolle……………………………………………….12g 

 

2. Gélose nutritive pour conservation 

 Composition : 

Peptone………………………………………………….10g 

Extrait de viande ………………………………………...3g 

Gélatine peptone…........................……………………….5g 

Agar …………………………………………………….15g 
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3.    Milieu Chapman  

 Composition : 

Extrait de viande de bœuf ..................................................1.00 g 

Peptone de caséine et de viande (bovin et porcin) ….........10g 

Chlorure de sodium............................................................ 75.00 g 

Mannitol .............................................................................10.00 g 

Rouge de phénol .................................................................0.025 g 

Agar.....................................................................................15.00 g 

4.     Milieu Rouge Congo Agar (RCA) 

 Composition : 

BHIB…………………….……..………….……………..…37g/l 

Saccharose…………………………………………………..50 g/l 

Agar…………………………………………………………10 g/l 

Rouge Congo………………………………………………..0,4 g/l 

Eau distillée …………………………………………….......1000 ml/l 

 

5. Gélose au sang : 

 Composition : 

Peptone……………………………………………………..10 g 

Extrait de levure……………………………………………5,0 g 

Chlorure de soduim (NaCl)………………………………...5,0 g 

Agar………………………………………………………...15 g 

Eau distillée………………………………………………...1000 ml 

Sang…………………………………………………………5ml 

 

6.  Bouillon cœur-cervelle (BHIB) :  

 Composition : 
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Protéose-peptone infusion de cervelle de veau…………….10.0g 

Infusion de cœur de bœuf1…………………………………2.5g   

Glucose……………………………………………………..5.0g    

Chlorure de sodium…………………………………………2.0g       

Hydrogénophosphate de sodium……………………………2.5g       

Eau distillé………………………………………………….1000ml 

 

7. Bouillon nutritive : 

 Composition : 

Tryptone ....................................................................................10,0 g 

Extrait de viande ........................................................................5,0 g 

Chlorure de sodium.....................................................................5,0 g 

Eau distillé……………………………………………………..1000ml 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


