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Or, connaft les difficultés de classer les bactéries 

en fonction de leurs affinités thei-z~iques. Les écarts entre les 

tecpératures z~iniriales et ;i=irlales de croissance sont tels 

qu'il est iqpossible c'e prendre en considération l'une et 

l'autre température. Par contre en tenant conpte des te-&- 

ratures ninir;la ou naxixa de déve1oppe:xmt ind6penda:~xent 

l'une de l'autre, on parvient plus facile!--lent fL cléfinir 
des groupes. On peut ainsi concevoir que les bactéries cultivant 

à 5Q0 + 1°C et au dessus correspond~nt aux thernophiles, celles - 
cultivant au dessus ot en.dassous de 50° + t ° C  ssidentifient * - 
arUL thersotrophes, enfin celles cultivant entre 60 + 10C et 

LL 

50°C  - + 1 OC soient qua1 ifides de inésophiles. 

Les groupes étant ainsi définis, toutes les souches 

que nous présentoizs ici se classent soit clans les thermophiles 

soit le plus souvent parni les thernotro2hes. 

Au cours Be cette étude nous envisagerons succe~si~~ent : 

1 - L'historique des Clostridiw:~ thernophiles 
II - Les techniques utilis6es 
III - Les résultats 





L'h i s to i re  des Clos t r id iuz  therrnophiles coaprend deux 

périodes : l a  prexière slétencl. de 1903 à 1924, e l l e  cor~espond 

aux descript ions ~orphologiques iizprécises ; l a  seconde, 6e 

1925 nos jours,  vo i t  appara$trc un plus grand noriibre de 

proprietés bi~chi:~l iqueç reposant sur dos bases enzyratiqucs. 

La prc..;ière espèce de Clostridiu-i ther..~ophiles e s t  

ddcr i t e  par TSIXL1IJS::Y (251, en 1903 ; aucun no-i ne l u i  e s t  

donné, il e s t  dénor:~~é "3ac i l l e  No 2. 11 e s t  trouvé dans l e s  

s e l l e s  d'un enfant e t  ré2ond aux caractères suivants : bgtonnet 

i rxob i l e ,  assez épais ,  G r m  p o s i t i f ,  opti.~f=i de croissance 

560 - 57O, pousse bien à 60 - 62O, léger  développer:&nt 5 37O, 

à c e t t e  te::ipérature il forne des spores excentriquo;nent disposées, 

il ne coagule pas l e  l a i t  e t  ne l iquéf ie  pas l a  géla t ine .  
I 

En 1922, IBILLON (26) déc r i t  t r o i s  espèces de ther:io- 

phi les  stricte:;ent aiaérobies i solées  du fa-l ier  : ther:xophile 6 ;  

the rmphi le  ; theraophile k' , seule 1 'espèce 6 e s t  sporogène . 
Thor~:lophile w\ : gros bac i l l e  GI-~:-.I néga t i f ,  i;x,zobile, 

allongé, avec bouts carrés à 37O, t r è s  allongé à 55O avec 

e ~ t r é ~ i i t é s  pointues, l e s  spores sont t emina los ,  e l l e s  r é s i s t en t  ,#.: 

30 :*linutes 80° ; il digère llalbusine cui te .  

Thenophi le  /3 : G r s i  néga t i f ,  assez allongé plut$t  g r&lc .  

Thernophile II : p e t i t  bac i l l e  g d l e  e t  court Gral 
xéga t i f .  

Les 3 espèces puven t  se développer ent re  20° e t  58O, 

e l l e s  coagulent l e  l a i t ,  digèrent plus ou ?:oins l a  caséine e t  

ferraentent l e s  sucres en donnant l e s  acides acétique, propionique--,-- 

e t  butyrique. E l les  ne sont pas pathogènes. 



En 1925, DUiOiq e t  FG"eiWt1 ( 6 )  Cécrivent quatre espèces 

de C l c s t r i d i u i ~  thcr;,:ophiles. Zl les  sont i so lées  de fécès de 

cheval. C e  sont fie. CPostridiu-i? therc~oputrificu:ti ; Clostr idiw~i 

themo chainus. 

CLOSTRIDIUIi TKZXJ:OPUTRIFICIJII - gossèlo ulr pouvoir putréf iant  

élevé, C'est  un batozmet court e t  u n i f o ~ ~ ~ e  ; G r a x  p o s i t i f  ; 

iiTxobile. Sur n i l i e u  à l a  viande, l e s  spores sont texl inales e t  

ovales. Il fermente l e  l ac tosc ,  l c  glucose, lla.ixicZon de 37O à 550 

r ~ ~ a i s  sas acide n i  gaz. Il ferzente I c  ::laltooe, ke glycérol ,  l e  

sucrose, l e  -2annitol e t  l ' i n u l i n e  de 37O & 55O avec procluction 

Ce gaz riais sans acide. Il procluit SEI2, ne do~me pas d1ir.dole, 

n 'attaque n i  l e s  n i t r a t e s  n i  l a  géla t ine .  Lcs  spores r é s i s t en t  

7 0  minutes de 110° à 1200. 

CLOSTPJDIUii TI~3Zï:O&3ROGEI~S - b&tonnet de t a i l l e  :izoycnne 7 x 1,8f i  

à Graci néga t i f ;  i;.wobile & spores teri-linales ovales. Il cul t ive  

de 45 à 55 O ,  il e s t  tué en t re  t 1 O0 e t  120° en 10 ..:inutes ; il 

ferriente l e s  lac tose ,  glycérol ,  sucrooe, ::annit01 e t  glucose 

sans gaz n i  acide,  l e  nal tose e t  l ' i n u l i n e  sont feraentés avec 

gaz .,lais sans acide.  LiarliCon e s t  fersenté  ûvec gaz e t  acide. Les ,' 

n i t r a t e s  sont rédui ts  cn n i t r i t c s ,  l a  gélat ine n ' e s t  pas l iquéf iée  

o t  il ne produit pas Ciindole. 

CL0STRIZ;IUii IITERISOACLGOPHILUS - long bgtonne t à eatréii.ités 

arrondies 10,8 x 1 ,2 ; G r =  -o.sitif i : ~ ~ o b i l e  h spores t e r i ~ i n a l e s  1 
ovales. La thcrniorésistar,ccc cst identique & c e l l c  du précédsnt. l 
I L  f e r ~ e n t e  les lac tose ,  ;.:altose, glycérol , . .~annitol, inulinc 

e t  glucose sans productioia d 'acide.  L'a-iidon e t  l e  sucrose sont 

feraentés avec légèrs ac id i f ica t ion  ? la is  ç a z s  gaz. Les n i t r a t e s  I 
sont r édu i t s  en n i t r i t e s ,  l a  géla t ine  n ' e s t  s a s  l iquéf iée  e t  il 

n'y a aucune production d'inclole. 



CLOST:UDIU"iuA rE3Ri;3CI-IkIIT7JS - bâtomc t de i~osphoiogie idcnt ique 

& cel lo  Cc therzioacicl3~hilus ; il cst Graï.: pos i t i f  e t  i:uLtobile. 

Il fer:~en%c Ics : laltosc, glycérol,  lac tose ,  :ïaiuzitol, inul ine  a t  

glucosc sails ac id i f ica t ion ,  l1a.i:lidon e t  l e  sucrose avec uile légèrû 

a c i d i f i c n t i o l ~  sans gaz ; l e s  a i t r a t o s  soiit réicuitç en n i t r i t o s .  

L a  géla t ine  n ' e s t  pas l iquéf iée  et l ' i n d o l s  n ' e s t  pas produit.  

Zn 1927, ?E3lX;kiJ c t  :.J%kïDX (28) h p-opos de l eu r  &tuce 

sur  ieç geii.:Ics y?oCucteurs Ge sul fure  de f e r  c a u s x ~ t  l J a l t é r a t i o n  

de conserves CIO .la!is S U C Y I ~ ,  proposent l e  nocl de V los t r i d iuz~  

a igr i f i cans  pour co t te  nouvolle espèce. Los carectèrcs fonLa:~entaux 

sont l e s  suivants : b$itomat de 0 , 3  2. 0,5p tlc largo,  3 , C  à 6 , ~ b  
de lo-irg ; l e s  spores sont ovale3 subter:zinales, siles d é f o ~ ~ ~ e n t  

légèrci3~nt l a  ce l lu le .  Il c s t  zob i le ,  G ~ = I  p o s i t i f .  II nc  l iquéf ie  

>as l a  gé la t ine ,  nc prosuit  pzs c'.'indolc, l ' a c t i o n  su r  l e  l a i t  

n ' e s t  pas -2ûntionnée. Il proc'uit de l'SI1 à v a r t i r  C c  l a  cyctéinc. 
2 

Lc glucose c t  12s autres  kydra-tcs de carbone ;rc s o ~ t  pas feln;~cii t6~.  

Les n i t r a t e s  ne sont >as yéi^Uits en a i t r i t e s .  Lz t x q é r a t u r e  opti:.ra 

ce c r o i s s ~ c e  e s t  de 55O,  il :?oasse égale;.ent cl-itre 3 1 0  e t  650 .  11 
a é t é  i so l é  du Fu.-;ier do chsval e t  c:u s o l ,  Les s-oFcs r é s i s t en t  

8 heures 5 100° 2 pH 7,O.  

AI 1929, W22L;ACT ( 2 7 )  poursuit  soi-, étude sur  J l o o t r i d i u : ~  

r z i g r i f i c ~ ~ a  . Lz physiologie , P ' içoic:;cnt, l ' ariginz-, l a  c'cscription 

ût l n  c l a s s i f i ca t i on  C e  c e t t s  cssèc2 ïotienricnt 3articulièrc:-lent 

son a t t en t ion .  Ceci dans l e  but c?!cffoctucr l e  contrale de 

l ' a l t é r a t i o n  $.es COLLSC"~VCT> de lém?es. 

Sn 1931 , PLCï1.E (21 ) étudie ungroupe d i f fé ren t  ie 

Clostridiu:li n iç~r i f i cans  s imalé  ,3ar CAI2l3OW, :TILTYIkiS e t  THOT.2SOIT 

eiz 1928, Les  aporos sont hautcxcnt r é s i s t ax t e s ,  l e s  souches 

produisont :.loias dc. SE oLles feri.:c-ntent l ' a rabi~zosc  e t  I c  
2 ' 

fructose ; l ' a c t i o n  sur  l e s  autres sucres e s t  i r r égu l i è r e .  Sales 

sont t r è s  légèrc:~cnt  protéoiytiques. 



& 1934,  iic CLU?.TG (16) l a s  soi1 étude : "Taxino::~ic des 

cultures ~!~es?èccs  thcrriophilcs czusasnt le boxbagc des conserves 

ali;:~ent aires '?  clorne Ic  no:^ C c  Clos t r id iur-  thcr.:osaccharolyticwn 

n. SP. & un  cd;icc b&+or;nc-k h sporcs sphéricyuos terr.linales 

&for:-lant l a  c e l l u l e ,  ,-lobile , Gra.; néga t i f ,  ne l iquéf iant  pas 

12 géla t inc  e t  ac id i f i an t  1c Lait .  La coagulation do cc dernier 

e s t  l cn t c ,  l o  c r i l l o t  e s t  fer:z!c e t  n lo s t  pas ?.igéré ; Ili-lrdolc 

n l c s t  pas produit ; il e s t  très gluciclolytiquc, nroduit acide 

ct g û u  S p a r t i r  dr3s sucres à llc;:ccption (3.1 ;.lai-ait01 c t  c'Lu 

giycérol ,  le t a r t r a t c  e t  l e  l a c t a t e  de ca1ciw.1 ne sont  pas 

f ~ n i e i l t b s  ; l e s  n i t rn tûç  non rédu i t s  en n i t r i t e o .  Il a dté  i s o l é  l 
de conserves bor-ibg~s ct du s o l .  

La ,lBr-xe année SIC CLUI\TG e t  ;Ic COY (18) décrivant ur. 

a i l i e u  Q base de ~1aITs e t  dc fo i e  particulièz-c::eat u t i l e  pour 

-.ict.t;~e en évidcncc lcs for:zlcs vég&tctives e t  Icç spores 

e'écha;ltillon C?G t e r r e  e t  Ce bouc. 

&1'1 1935 ilc CLeTlJG ( 1 7 )  passe en rcvuc l e s  C l o s t i i i i u a  

thor:.rophiles c:écrits. 13. signale un groupo clc gazegènes i?e 

aroduisant pas de H2S riais génératour S c  CO e t  d1E2 2 i ~ a r t i r  2 
~Ics sucres.  Lcs cul tures  &&gagent unc o h u r  Ce froxagc. La sculc 

cescr ip t ion coi-:part^blc e s t  c s l l c  C c  PiiI1TS en 1931. i , ~  CLUITG 

coi~f irsîe l a  &cscr ip t i sn  dc Clos t ï idiurt  n i g r i f  iczns C e  ?Bl.<WT 

e t  '!!AV%S cn 1927. La princi-ale sourcc Cc spo2es c s t  l e  s o l  

dloU l eu r  présencc dans l e  sucrc st Ira.-:idoii, 

Er, 7 9 3 7 ,  SJOLJL?jrDSI-t (23) & propos de son t r a v a i l  : "Les 

proeuit s Ce f erz~entat  ior ,  dc SI. theririosaccharolyticu;l:~ Cérzontre 

ciutun r2iliau à barjc dc .:lait e t  cl:e CaCO, scrnet  une plus co:nplète 
4 

J 

.zrtilioation des sucres par C l .  therz~osaccharolytic=l. .Les produits 

dc foi-zientatioti clu glucose e t  du xylose ooiit COp,  E2, acide 

acétique, butyrique e t  lact iquc.  



COY, 

clécrivont C1ostriciiut.1 ther+.~oaccticul.i h. sp. C ' a s t  UI bAto;-nrt 

,.;t O ,  4 x 2,5 ,kf, Graz-t 9ositi.f & o2ol-CS tcr:-.~illalcs 2rosquc rondes 

c t d6f orii~ant 1égèsnc:cnt l a  ce l lu le .  II cs t iL.~::obile en :::ilicu 

l iqu ide ,  :lais possèdo des f l age l l e s  pér i t r i chcs .  Le i e i t  tournoaoEé 

e s t  légère!;ient réciuit. Lcs glucooc, fructose e t  xylosc s'ait 

fortc::ent fcrxcntés riais s a s  p r ~ d u c t i o n  de gaz. Ecs gûlactose, 

:xannoae, d-arabinose, d-acide lactique, acide gluconiquo e t  

csculine sont +toias activer.le~it fez .ici%tés. Las  n i t r a t z s  sont 

i é ~ ~ i t s  cï i  n i t r i t c s  ; l a  t e~~pér r r tu re  o?tiiia de cul ture  cs t  s i t uée  

entre 550 e t  50° avcc ulie t c ~ ~ p é r a t u r e  :~ini:xa approxir~ative de 45O 
e t  :-~,=ui.xa de 550, Lca spores d ~ i s t e i z t  3 heures 1 00° :r:als non 

17 heures. S l lcs  piont encore vivcstos après un chauffage de 15 

ninutzç à 1200 .:ais non a p d s  30 ~ i n t i t e o .  Le 2r incipal  srocluit 

Ge fsrncntat ion e s t  11zcic2e acétique. Getts espècc e s t  isolée 

Cu fuc i c r  Cc clieval ; on 1; trouve aussi  daris l e s  riatières fécales .  1 

ib 1745 , ïI:,S3IïZC2:1 e t  VOLiTZ3VA (1 1 ) i so len t  ?ouï l a  

pre:2ière f o i s  uïle bac té r i s  butyrique therx;opliilc qui  a l e s  

caractères de C l .  s a s t c u ~ i m ~ u n .  211e aa i s t c  cn sbon6exce dans l e s  

s&di:?cnts cies fosses f eï:..~er_tati~r, . ~éthaniquc., 

231 1947, GAUGEAWJJ ( 8 )  observs que l e 3  ~ u l t u ~ e s  È bactér ies  

cellulo1ytiquc.s soilt fréquc::-x~cnt associéos 2- des Clûstricliu::: 

thc r i~osh i les  . Il s iwaIc  ClostriCiux tl~or:.~osaccharolyticu. r & é c r i t  

par ilc CLUTJG cil 193k, Clostzidiu:: nigrificc?ns décrié por Z X ' 1 - 2 U . T  - 
c t  ;FAW2 en 1927, Iss ClostricLiw,? therriioacidopl~ilum, thzrnoacrogenes, 

thcrï.~ochainus, the=-;oput?ificu tous dbcr i t s  par DPiIOIT e t  F 3 I ~ U R  

en 1925. L a  confusion pe r s i s t e  car TTJLXC~XT d'uns part c t  i;c CLUXG 

C ~ U X I ~ .  autl-c sont incapableo Go confiriier l a  nature clea souches 

décr i t es  e t  fournies pc".r DkiIOH oc FEEI2U1I. 



Zn 1948, Tki3RCI-IICIC c t  VkUGFX (24)  décrivent 23 souches 

provon~mt de 18 sources d i f f é r e n t ~ s  fcr::ent=t l c  cl-tartrrtc? . 
Toutes s ~ u i  2 sont i d e n t i ~ i é c s  :: Clostridiuri bu tyr icu ;~  ou 5 des 

v ~ r i é t é s  ou espèces étroite:-lent as-arz2téos. Les 2roduits 

t e r  lincrus: soilt l a s  ccidcs ûc8tiquc -.t butyrique. 

2k 1949,  L33Si.T ( 1 3 )  décr i t  =c nouvcile eai3èce : 

"Flcctridiu;.; causophilw:". C c  sont des bbtoni2ets àc 5/4& 7 b  3ar 
O,7 5 0 , 8 b  ; Gra:n pos i t i f  h aporos te~i- i i r~ales  ovales déforilantes ; 

cc t tc  ùspèce cu l t ivc  2 pr t i r  cic 41° ûvcc un optimx! à 5 5 O  ; 

les i;-ores r é s i s t en t  30 :~i=lutes & 10Co c t  ? O  .:i;~utes 5 115O cn 

bouillon VIi' glucosé. S l i c  iî;. Liqu6fi.c >as l a  géla t ine ,  coagule 

l e  l a i t  oa 4.8 heures ; ~ C T . - , C J ~ C  activci:ierit avec acide c t  gaz l e s  

glucosc, lévulose, gûlcnctooe, saccherose, lcc tose  e t  :altose. 

ITe fcr:icnte pas l a  glycériizc c t  1 'a : iCon.  Z l l c  nc rédui t  pas 

l e s  n i t r a t c s  CI-L n i t r i t e s ,  i -~o dorac pas Ci'iliiolc e t  pro2uit l e s  

acides zcétique, b u t y r i q u ~ ,  foi-:Aquc, lac t ique.  21Pc e s t  i so l ée  

su lo ivro  e t  6c diverses é2ices. 

3n 1951 , i 3 2 C 7 ; I  o t  VAUGHiJ (19)  zcgrczmcnt l l é tu&c  de 

TABACFiICZ e t  VXUGI-IiI cffccluée en 3948. Ils pro2oacr1t l e   no:^ CG 

C l o s t r i Z i u :  t a s t a r i v o m : ~  dont i l s  dolment l a  dcocription : 

b$tomct long et r:liiicc ; Gray: négatif  5 s y r e s  sphériques e t  

tcr3inalcs  ; l a  gé la t ine  n l e s t  pas liquéfiée. Lfcspèce ne groduit  

pas dT;I S h p a r t i r  dc Ia tnyptonc : z ~ a i ~  12 procluction e s t  v ~ r i û b l c  
2 

à 2 a r t i r  Gu th iosu l fa tc  cyc sodi tm.  L-arabinose, Ci-xylosc, 

glucosc?, f~ructose,  gelactosc,  :~zLtosc,  l ac tose ,  sucroso, s a l i c i ~ z e ,  

! . lax~itol o t  z;?iic?o;~ dç- go-.:e c h  t ~ r r e  sont fer-mntés ; g 1 ~ c é r 0 1 ,  

i nos i to l  e t  ccl luloçc no Ic sont pas. Les n i t r a t e s ,  1 2  s u l f i t e  

û t  1 2  su l f a t e  dc soc* iu~  ne sont pas rédu i t s .  La te;-lpérntux-e opti:;a 
- ,- 

6-c 28vclo-po~-~ent e s t  co; ~ p r i s e  ontrc 55 e t  6 0 b v o c  un .:îini::?a 

$. 370 c t  u r ~  - ~ u i r i i u  à 670, Le t a r t r a t c  c l e  czlciur? e s t  fcr:ienté. 

l e  trouve clas l e  301 e t  Ics  procuits  i-ictureis co~te ; la~. , t  du 

tnl-trc'tc. 



décrivent m c  osyècc d.2 tlier.lophile anaérobie 110uvcl1a : "Cillobac- 

tûriu:: thcrr.iopl1i.1~1~. C ' s o t  b$to-jinet de 4 &. 5 :>ar O , 4 p ;  

33u riobila ; Gr,?:.: pos i t i f  cn c u l t u r ~ s  t r è s  jeunes ;  CS spores 

résiste-r,% 10 x i i~u tos  k ? O 0  CIZ cul ture a r t i f i c i e l l e  e t  1 h s u r ~  30 

k 1009 daas l a  consarvc fL1os il a é t é  i so l é .  La tcnpérature 

opti.la dc cro i ssmce  o s t  dc 5 5 O .  Lc ~1i-r i i .1~ e s t  à 4 5 O  c-t l U  riiz;:F;i.a 

3. 570 .  L1ctsp&cc? rLe l i c p é f i e  par l a  g é i a t i i ~ ~  riais coagule l e  l a i t  

en 46 heuras. 3 l i c  fcr:?cnte l o s  glucoçc, lévulose, lac tose ,  

a;.iidon ~ v e c  gaz ; :le rédui t  pas l e s  x i t r a t .>s ,  s u l f i t e s  e t  su l f a t e s  ; 

elle sroduit  l e s  ccidcs acétipuc e t  butyiiquc. 

m 1957, CAilPBXLL, FUJX e t  IULL (5)  observent que les 

G e  5 souches de Clostriliu:: n ig r i f i cans  e t  Li souches dc Sporovibrio 

d e s u l f u r i c ~ ~ c  @ont identiques. J.,o tcr!xe Clootric~.im n igr i f i cans  - ' 1  

a s t  conservé p u i î q u ' i l  3 l a  > r i o r i t é  s u r  Sgorovlbrio Lcsulf 'ur icano~.~ 

(STA~:ZTZ~Y 1938).  X notre cor~zzcissûncc aucune zutre cr;p&cc dc 

sporulées r^iricérobies thcr- oph hiles n ' e s t  dgcr i tc  jusqul& i I O s  jours. , 

Lcs trzvciux ri,ettcnt llzccc.r,t sur  des étuclzs ûlochi!~lqucs c t  

onuyr~atiqucs d'cspèccs d é j à  roncontrQes CE : x r t i c u l i c r  do C 

Clos t r ic l iu~~ nigr i f ivans .  Le tableau f ~ $ s w - ~ c  Ics  caractères dcs 

souchos décr i tes  dails 12 l i t t é r z t u r c .  







33SCi2IPTIOIJ CES TXCIIIJI 2 U J S  UTILISZES 

1Jous r~ous so+ rapide.-lelit û-erçus quc l e s  i i l ieux 

u t i l i s é s  c0ura.r- nt pour cu l t iver  l e s  Clostr idiurl  mésoph+J-es, 

on y r t i c u l i c r  ceux à base cc v imdc ,  r i l i eux  dc Roscnow (31 ,  
VL ( ex t r a i t  do viantic e t  clc levure)  ( 3 ) ,  VF (cligcstion pcpsique 

dc vimdc e t  de f o i e )  nc convenaient pas & l a  cul ture des 

C l o s  tridiu:.? thernophilzs : ou bierr de no.1breuçcs zspèces 

nc cul t ivaient  pas su r  ces . i i l ieux ou bien il é t a i t  impossible 

d 'obtenir  unc subculturc au 2è3e rcpiquzgc. Des essa i s  p ré l i a i -  

nnircs des t inés  à détcr:-lincr l c  i,zilieu lc plus favorable furent  

donc en t repr i s .  

Les essa is  p r é 2 i ~ i n ~ i r e s  ont é t é  r é d i s é s  avec dos 

cultures pures des souches provcnast d'un e x t r a i t  do viande de 

balcine, d'un e x t r a i t  do vi'andz de cuchzlot, &'un éch,antillon 

d û  poudre dgnlgucs. Lcs culturcs l iquides é ta ient  di luées cie 

IO-' & 1 Clœ6 et chaque S i lu t ion  axe.-~encéo raison 2c 0,50 -11. 

par tube de 180 x 9 contcna~it l ' u n  dcs .-:ilieux suivants : 

1 - Trypticusa 

S n t r a i t  de levures 

Agar 

j3~t.u ~ i s t i l l é e  

15 gr .  

10 gr .  

4 gr .  

1000 : i l .  



2 - T r ~ - ~ ~ t i c n s &  15 gr .  

3 x t r n i t  cic levures I O  U T .  

Glueovz 0,fO gr .  

Agar 4 g r .  

3au : i s t i l l é e  1000 A. 

3 - Tryy>tics-se 25 gr.  

2xtrni-k cl2 lcvurcs 10 gr. 

Glucos2 0,10 gr .  

kgnr 7 gr- 
dnu Cis t iP lée  1000 3 1 .  

Li - Try-ticnsc t 5  gr .  

3;:tr~it (Ic ~ C V U ~ C S  10 g r .  

Glucoscc: 0,10 g r .  

ChloryCzrate de cystéinz 0,30 gr .  

A g r r  4 g r .  

2:-u d i s  t i l l é c  1000 ..il. 

5 - Soytone 10  gr .  

d x t r ? i t  (-12 lcvuren 10 gr .  

Glucosù 0,10 gr. 

Agar 4 g ~ .  

Sc-u d i s  t i i l é c  1000 11. 

Lcs r é s u l t a t s  çant cxpri116s ccas l e  tublcs-u II. Ils 

correspondent pour los souchcs e x t r a i t  G c  viasSs cc  b21disv 

c t  i d  cachalot aux colonies  o b t e ~ u ù s  2 l a  C i lu t ioa  cc t o - ~  c t  
-5 pour 12. poudrc C'nlgucç & c e l l e s  Lc 10 . 



: d x t r n i t  a;. vi-adc: 3 x t r i i . t  dc virade : Poudre 
: de balciizo Ce cnclzc?,lot :dlnLguos 

56 
gaz - 

62 
güz - 

63 
gaz 18 bulles 

48 
gaz - 

65 : gaz 15 bu l l e s  

5 .  42 65 : 300 
g2z + ~ C L Z  ++ . . gaz +++ 

Les c h i f f r e s  corrcsi3ond~nt au noiibro Ca c o l o ~ i c o  contenues ims 

Io  tubs. 

Etu6.e de 5 ..:iliùux c h  cu l tu re  v i s  2~ v i s  Co 3 souches 

do  C l .  ther:-iophilcs . - 

Ainsi lo : i i l i o u  h la soytonc ( 5 )  c s t  n ~ t t c . ~ e ; i t  plus 

favoriiblo q ~ c  l o s  a u t r s s  3our l a  souchc "poudie d ln lgues" ,  aucune 

a u t r e  f o r . 1 ~ 1 ~  no l u i  convient.  Il est t r è s  s a t i s f i i o m t  pour l o s  

deux :iutrcs nouchos. i , insi  i; pciltona de  S O ~ C  e s t  donc un 

ingréCiont dc clioix pour l c s  C l o s t r i d i u ?  t l i~r r iophi lcs .  S n  concon- 

t r a t i o n  o p t i  -a n ' e s t  rév6lSc dc IO gr par  l i t r c .  

Xcchcrche Z ' u i i  f a c t e u r  n - t u r ~ l  f avor i san t  l a  croissance 

X t a i t - i l  ponoibic d12ug:cntcr encore l n  q u a l i t é  2u 

: i l i a u  à l n  soytone on l u i  ajouta;zt des e x t T n i t s  dcs produi ts  

n a t u r ~ l s  dcsquclo on l e s  i s o l c  l c  plue souvent. 



Pour ccla il f a l l a i t  u t i l i s c r  10s ingrédiczts  

d 'origine vég6talü ou =uii:nnle s o i t  à l ' é t a t  naturd1 s o i t  

sous for;:~e d ' e x t r a i t s .  

IJous avons nCopté un ~ i l i c u  de baso si;,;.pls dépourvu 

Cilinhibitc.ur de l a  croiss,uico sur  lequel  12s d i f f é r ~ n t e s  souches 

isoléos  ne donnaient pas de cul ture .  La for-lule e s t  l n  suivcu~tc : 

Soytone 1 gr .  

Cystéine (ch tc )  0,60 gr .  

Agar 4 gr .  

3au distillée 1000 11. répa r t i s  en tubes dc 

i 8 0  x 9 ,  s t é r i l i s é s  à l ' autoclave 

20 :iinutcs à 1200. 

Les  e x t r a i t s  végktcmx ont é t é  obtenus Zn ag i tzn t  l e s  

végétaux eiï poudru zvcc dz l ' c z u  d i s t i l l é e .  Cctts  préparation 

é t a i t  s o i t  autocl~.véc ( A )  s o i t  chcuîféd CU bain-::inrie boui l lant  (c ) .  
Lc l iquide obtenu é t a i t  a lo rs  ajouté à raison de c!e base. 

Los  cx t ra i to  cl1 originc m i - x z i ~ ,  baleino , ezchalot , viade de 

boeuf é ta ient  s o i t  autoclavés, s o i t  s t é r i l i s é s  pur  f i l t r a t i o n  

su r  lei-~brane (F) e t  a,joutéa h. I n  concentration 2s 1$ .  Deux 

tér~oins  ont ét6 u t i l i a & a  c?. 'une part l a  base & l n  soytone, d ' au t re  

?a r t  l e  :-iilieu 5 qui ava i t  C-OIVL~ l e s  i .~ei l leurs  r é su l t a t s  l o r s  C e s  

précédents e s sa i s .  L c s  souches ont é t é  cri-se;.ie~icées p a r t i r  

d luile cul turc  en :.:ilieu de ho sen os^. dans 3 tubes, par épuiso:zio&t 

?à 18 pipet te  Tasteur f e r . 2 6 ~ .  

Les r é s u l t a t s  s.ont consignés dans l e  tableau III. 



. 
Extraits Souches . . :Farine 

: de 
:poisson . . - 

Pomme de terre <C i - - : + :  - 
: - - - : + : + 

++ . + 
. . - 

Poireau -<$ - . ++ . ++ . ++ . + . +  
++ + f ~ersii--,~~ : + + +  + . - - : illis. :illis. : illis, 

: . . . 
A * .. - . - : oignon d ' E g y p t e s C  : . ++ . - - + - : ++ . - 

: Pois : C C  gaz + : ++ :++ az ++:*gaz+++: . - 
+ : + ( + )  : + $ + )  : ++ : - . * 

. 
- - + : Cresson . . - ; + i  - - - - . - . 

: Moutarde A :  
. . -c : - . - : + . - 

- - - - + - . .. + - : Chou fleur . . - 
. + - ." . ++ . - . 
: Farine de poisson A : - - + : (+)  : - . 

+ . 
: ++ + Extrait de b a l e i n e 4  . - - f . ++ - 

+ + Extrait de <F i + : + : +  - +- - - cachalot - 
A :  + - - : + :  - Extrait de viande<p , . .S. . .. - : de boeuf : + :  . - . 

: Témoin base - - - - . - 

Action de différents extraits de produits naturels sur la 
li 3 5 

croissance de 5 souches de Clostridium thermophiles Li O 
TABISAU III 



Certains e x t r a i t s  sont peu fzvorables 2 la croissance : 

l ' izxt ra i t  (le poxw dc t e r r e ,  d'oigxroli diE,yp-éc, de cresson, de 

-?outarde, de chou-Tleur, d e  viancle de boeuf. 

E 1 = x t r a i t  de p e r s i l  ac t ive  l a  croissmce l o r s q u l i l  

est u t i l i s é  saas chauffage: préalable, de :.:&:;c l ' e x t r a i t  C s  

cachalot. Lhfin 6cux e x t r a i t s  favorisent  l e  développc;ient ; 

l l e x t r a i t  cia poisson c t  l ' e x t r a i t  6-e pois  avec UYX net  avantage 

pour cc d n l i ~ r .  L G ~  rérjultats coi l f imci~t  l e s  travaux clz ~ZPICER 

e t  Coll. (1 9 )  qui  reco:,?;.im-Caient l e s  ciilisux rtux pois pour 

i cu l t i ve r  l e s  Clostridiuri ther:zophiles. Ainsi la soytonc 1 O / S C  + 
e x t r a i t  de pois Conne des r é s u l t a t s  identiques au :?i l isu 

j soytonc 1 5 0 / c  G + e x t r a i t  &c levures. C e  dernier  ::lilieu e s t  ccacndait 

\ préférable, sa préparation e s t  si.iplc e t  l e s  const i tuznts  sont 

ataridardieés. IIous l 'avons en coiiséqucnco adopté au cours Go ce 
i 

Uous avons constaté quz 1c . l i l iou  soytone-extrait de 

levures-glucose-gélos6 &. 7 d'agap r é p a r t i  en tubes dc ' le0 x 9 pour l l i s o l c ~ i c n t  cn profondoui ~-;rinqilait Cc s é l e c t i v i t é .  

Il per;?ot l 3 isoler~~lelït clos C l o s  tricliw: -éher :~o~hi les  .& con?.ition 

q u ' i l s  ne soient  pzo acco-i_nagnés Ce Bacil lus cui t ivant  haate 

te1;pératurc. FLws cc  cas ci? e f f e t  l e s  3 ~ c i l l u s  .riasqucnt 

co-2plèto:lcnt l e s  Clostridiur.:. D1uiie par t  i l s  cult ivent  plus 

rnpiCc.2ent que l e s  azlrérobics e t  d l cu t r c  par t  i l s  envahissent 

l e s  r:ilious par d i f fus ion dans l e  gcl  dlrigûr k 12 fûvcur dcs 

Sra0entations 6.o L e  colonne Cie :?i&icu provoqu&es par 12s gaz 

prozuits  par l e s  C1ostridiu;:l nssoci.6~. 

Nous avons donc recherche l e s  soss ib i l i t6s  d 'addit ionner 

l e  i~ iL ieu  h ia soytone c_"agonts s é l e c t i f s .  L1rssociat ion s u l f i t e  

d û  sodiini.sulfacliazinc poly,.:ixinc s ' e s t  rév6lée l n  plus intérc-ssc'li2tc. 

Lcs ;iiilieux s u i v m t s  ont é t é  rssayés : 



Soytoac. 

S a t r a i t  2s l ev i rcç  

Glucose 

CllTû 

A g a r  c:.ifco 

d i s t i l l é -  

2 - I i i l icu 1 additionné de O,5O gr. pour 1000 dc 

ç u l f i t ~  de soàiu-1 ct dc C , 3 O  pour tOOO ï ~ i t r a t c  

G e  f e r .  

10 gr. 

10 gr. 

0,lO gr, 

5 g r *  

7 gr* 
1 O00 al.  

3 - &Ii l icu  1 add.itioiiné dv 0,01 pour 1000 de su l f a t e  Ca 

p02y ~ ix i i i c  . 

5 - iIil.ieu 1 ~~dc'i t iozmé de su l f a t e  Gc i30ly. lixine (0,01 % 
e t  Cc sulfuUiazine ( 0 , 1 0 ~ / 3 0 ) .  

6 - I;i l icu 1 zclditiomîé de s u l f i t e  cle sodiurl O,SC :Jour 

IOOC, su l fa tc  C c  - o l y ~ i x i n c  0,31 2our 1000, oulfa- 

diûsine 0,10 gr .  -Our 1000, ci'crrite ds for 0,5G gr .  

pour 1000. 
:; 

n - '  * :. - Sept produits naturclç contciïant dos Clos tïidiu:-! tkicr-:O- 
1 -  

phi2cs associés $- des 3ac i l lus  thorr~ophilcs ont é té  sélcctiom6s 

pour Ics esszis : :2oudrd dlalgucs, ex t r a i t  dc cachalot,  z x t r z i t  

Cc bnléiïzc , far ino do  vimcls , f n r i l z ~  G a  poisson, cleux 6chûntillons 

Cc 2otz.go CéshydrctG. 

Lds  r é s u l t z t s  sont consignés dans l a  tableeu I V .  
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11s autorisent  l e s  constatnt isns suivcntes : 

des Clos t r id iu :~  th~rr.~o;?lzilcs crllaucuri Ces 6 échznti l lons.  Les 

Bacil lus cul t ivent  seuls  daaç 5 e l s n t r c  cu:~. Ccttc obsorvr-tion 

sst co;ifir:.:6c pal llc?,bo;ncc dc g ? ~ .  Les cultur2ç obtcliucs 5 

2 a r t i r  dc 1:: fc r ine  de vi~ad-c  sont gasogèncs, I c  C1ostridiu.x s los l ;  

d&velopgé :wis l e s  3ac i l lus  on t  snvahi l e  x i l i eu .  

3 - Lc? ;îolyïiixine soulc inhibc l a  f c i s  12s Bacil lus 

et Ica C l o ~ t r i d i ~ ~  tScr::iophilcs. 

4 - La sulfadiazine seule dirniiiuc l e  no:::bre Ges 

Dacillus :r,ais il e s t  C ~ I C O ~ C  i:lpossibIe d l i s o i e r  l e s  C l o s t r i G F u - ' ~  

ther::~op;lilcs dans L a  plupart des cas. 

3 - LI associat ion sulf a?.iazine ~ o l y l i x i n e  2-oime c k s  

r é s u l t a t s  idciztiques h ccm: obtcnus ûvcc I r z  2oly. ~iïrilie soulc. 

6 - L'z.ssociatio= s u l f i t e  - sulfadiazinc - -poly:ixi~c 

se  révèlc f ~ v o ~ a b l c .  Le s-ulîi tc suppri__;c 1s i>r>uvoir inh ib i teur  

&e l a  su l fûCiaz in~  + p o l y ~ i x i l ~ û  tout clz pe r~ :c t tx i t  Ia c r o i s s ~ c e  

c'.es C l o s t r i i i u . ~  t h ~ r ï r o ~ ~ h i l c s ,  3cns t o u s  I c s  cz-s les 3ac i l lus  sont 

iiihibés :mis l e s  Clos t ~ i d i u : ~  S C  cl6vclo:ppcnt z.c.pidfc-.cn-t en domCant 

dcs co13nics i s o l é c s .  Leur isolzii.cnt 15evicnt p o s s i b l ~ .  Les ~ O U C ~ O S  

gazogè~cs  Cisloquerit 12 colonne dlaagar. Ce r:ilicu nous a rencZu 

de grz.n&c, s ~ r v i c c s .  Il ;c é t é  u t i l i s é  systér::atiquz:.~c~?t au cours 

clc. ce trav,ilL. iTo~is l avons cl6no;x-16 SSS? : ebrévi,-,tio* do soytonc, 

s u l f i t e ,  oul fa ts  , poly:?iziz~c. 

IO gr. 

10 gr. 



Chtc clc cyst6ino 

Glucûsc 

Agzr 

Su l f i t e  dc soüixi  

Ci t ra to  f o r  

Po1y:;i::inc (sulfate) 
3uIfadiazine 

Xnu distillée 

0,00  gr. 

1 gr. 

7 g r .  

3,5û gr.  

0 , S O  gr .  

0,01 gr .  

G,12 gr .  

1 O00 ::il. 

Cc ~ i l i c u  n ' e s t  c o p c n l a ï ~ t  pas cf î icacc  dans tous l e s  

c m .  11 ac peri.ict  as IF. croissance dc C l .  thcrAioaceticu:l par  

cxcL~p13. Certains ~ u t r c s  Clostric'iurl thcr.iophi2c.s éch-np-ent 

zusçi A. 1 1 isolc;.;c;zt. Linsi  Crins certili;ls cus le d6gagc:nont 

du gaz obuc.rv6 d:ms uil :.lilieu l iquide o n s ~ :  zclzcé avec WI produit 

suspcct o t  incubé à 55°  t8;wigne c h  la ?r&scl;co cl'ui~ Clostr iGiu;~ 

thei--:ophile. Cc? d c r ~ ~ i c r  e s t  tr,zns:.!issiblc de :.:iiicu l iquide en 

:.lilicu liquide, :,:ais son i s o l ~ r i c n t  échorie j n r  id fau t  ic. culturc 

sur  ; - ~ i l i c u  s & l c c t i f ,  cc dcrnicr  iphibant la f o i s  195 

C l .  thsr:;oshileo et l e s  3ac i l l u s  qui lùur soxt associés.  D m t ;  CQS - 
cas dcs cssa i s  on% é té  r6r,lioés en x 1 ~ . . ~ l û ç . ~ t  1; s~ytonc? par la 

trypticas~ L ra-isoa cl2 1 0  gr. par litrc. Les  r6 su l t a t s  ifurclzt 

co:zgorabl~s. 

La ; ~ i l i c u  & l a  soytonc aiditioiuié dc 15 pour 1000 d'a 

coulé cn bokte d e  P é t r i  û é t é  éprouvé pour Psolcr I c s  souchcs e 

surfacc en mzdrobiosc r6zliséc3 s o i t  par 13 techi~iquc su 

pyrogallol (20 , 2 )  so i t  par l a  jarre Uc i k c  I n t o s h  ( 1 5 ) .  Lcs 
r é su l t a t s  furnrit ~&cov ; i :~ t s ,  l c s  Clostridiafi thcr:- oph hiles 

cul t ivent  . i s t l  cn surface, i l s  s ' aceo:.iodcnt z i ~ u x  des .-~ilicui: 

profonds. 



Aussi l c ï  i i i l içun L1ioolc::!ont i i t i l i a é s  sont de deux 

Soyto2s 

3::trait dc. l e7u rc s  

Chtc dc cyatéinc 

Glucose 

GllTa 

3au ~ i ç t i l l é e  

10 gï'. 

1 0  gr.  

0,66 gr. 

1 gr. 

5 gr. 
1000 ;-Il. 

e t  s t f r i l i s é  :? 1200 gi.;;Cûnt 20 :tinutcs conviont & l n  croissance 

dos C l o s t r i C i a : % c r r i o ~ i i i l o s  à conCition C o  r é n l i s c r  l s n  cultures 

cn sacérobioss s o i t  en tubcs s c ~ l l é s  nous vide s o i t  c 2 2 5  WC j m r o  

c;o iiac Ia tosh e t  +ildos. il&?;noiïis, lo . : i l icu  enr ichi  r r  un 

fragmi.:it Sc corvslli- ~ u ï - r : s t  L o b t e i ~ i r  c ï i t u r e  DIUS abonchntc 

e t  plus r~pii;. L1û;ldition c:c ver t  jmua co:rA.i indicntcur Cc rE 

par:-1-t p:r l e  virago Su .:auvc au inmc rlc d&c?lcz a lus  fûcilc:ycnt 

12  cul ture  Cos souchos nor. gozogèiids e t  non cc iCi f imtos .  

3;:trcit Cc! I v v l r r û s  

Chtc 9c cyçtéins 

CL;.Ja 

Glucose 

10 f=?. 

10 gr. 

3,60 gr. 

5 gr. 

9 gr. 



Ph0Sph;ltt 2 i0;10p0ta-~~ iq7-L 1 G=i. 

311oop'iizt:> f i ~ ~ i i q ~ ù  12  C 3,137 g r .  
"2 

S-ralukio?, c'a + r i A  JC-:~U:, : 1 2 , 5  ':3. 

32.u c ~ - i s t l ~ f  se  1200 :1. , Cios?uc:rc CE luiocnt  

bouilLir, aj=stL: 1; $1 5 7 , 2 ,  r o p o r t ~ ? ~  A l ' 6 b u P l i t i c z  ~ v n i z m t  

10 :l;:-aLc,a, f i l t r 2 7  sur ---uicr 'JL.- :;ouille, r6;2,-,rtir 12 :A .  -3r tube 

cc 150 :: 15 G î z s  I;squ.:l~ on ri p ~ a c d  ru pr6c,l,--blz u i ~  p c t é t  :larcc?au 

62 =icrbrc 51c;lc r:u V O ~ U  :c CI ' U ~ C  ::ois d - k  Le 3 t  ~ 1 1  f~-.g.-:c::t C:U vol= :C 

- - 5k:xz grasoc ;nais>-tUc Cc: c c ~ v , ? ~ - -  ic 302~2 ou c'.' r?outon c*iurcie 
P .  , . p2T s@;our Tc cb,o-:S~c E r o l c l 2  ùt cl6'u?z-r>yssv c.zs ::enr,gc:s e t  

V F - ~ S S ~ ~ I ~ ; :  s ~ p ~ i - f i c i c I s .  0-1 ~ t & l n i ~ i s ~ - ?  L j t > ü t o c i ; ? v ~  & 1 <5(;. 

1 ) iJc :..:ilieu ~ ~ y t o : ~ ~ - c ~ y v ~ l l ~ - v , . * t  jr,:lui; i o i t  e"i;ro ?',s~é,&,&ll 
V 

. . j.::nlSdi*tc:-:;;.ïit ,v=-,t l 'r.i~sc:.:crIccr:~~i~%. Toul- C C ~ ; >  xi ~ucfi i . t  f;e 12 

?3l,-,cci- - f.aj?s un b:_ilr-:-;;;,ri,> bcuilja1-i.b r_iur~ji-;; 1 ij 5 20 : : inutcs ; & t r o i s  

ou quz~trc  r~-~iscs, CU cours  c3.u cli::mlfngs, a12 c'.oni?i;. ='.CS 2 c t i t s  

couiss s u r  I,-i -arcri ctu tubc nfii? Cc pz?:;.:cttse =u gr"; c'.issous dc 

s d-chr:ypcr ? lus  fucil;i.;,?r,t. 0x1 ----?-- L o i 6 i t  LC tub2 SOUS U:I courr~?-t 

f ? 9 i C Z ~  ,-,v?pt 11 ~~I: ;~)-~.c:~cc_T.  T,~.Z~C)-.?- L , , ~ I C ~  Cc ~-6gén6z?kion 

:t ! i:;hiùc pz3 , C ; ? ~ C E C ~ ~ : . ~  , 1;). ~ ' . 6 v ~ l o ~ - y ~ : . - ~ ~ , t  - zu&ro>ic : ;  ; lc 

te;:!pa .;:c ~ , - . t  c::co l > ~ 6 ~ S ~ I ~ i 2 t  IZ CTO ir; VCLICG C S  t SZLII>::T~-~~ 3 1 ~ ~  1013.g. 





t - à i ' i s o l e  idnt :ïuivnnt Lr '  nc-turc tiu ~ ~ p d ~ i t  ~ n v i ~ . ~ - g é  

2 - & l"tudLz Ce l n  iorphologie Ces coloaic; 

3 - A. 1'6tuLc dt lS2 :orphologic cos bac td r i e s  e t  5c l n  çporu l~ . t ion  

k - a l ' é t u c : ~  c?t7 I r -  i ob i l i t é  

5 - & 1 '8 tuds  Gu type r c s p i r z t o i r ~  

6 - $ Ildtudi: des t e  ipsrrrturc?~ li:.-ii :r- ~t - 2 ~ x i  17- C.2 croissr-lice 

7 - l f&tucl ,  6 2 3  C O U ~ S C S  ~e C ~ O ~ S S : : I I C C  

8 - i '8tucic d ë  1: longévit6 

9 - 2, 2 . 1  étudu ('2 ln t h e r  îorb:;istn:~cz 

10  - I l 6 t u i c  6,. lC réoistiince dos sporcs EUX c,gofits chi. liques 
u t  c:a In s c f i s i b i l i t é  nu L:Lctate 62 t y los inc  

11 - c? 1'étuc.c C'ts c:tract&rzs b iochi  liqucs 

z) ; > r o ~ u c t i o n  ci, gr-z 

b )  ~ r o c ~ u c t i c n  cd SE2 

c )  roiuctiori  fie; .$O E n  NO2 
3 

d) r é ~ u c t i o ; ~  dcç 30  
3 

L )  rccherchi, CLCS f ~ ~ ? e n t ~ t t i o z s  des o u b s t m c ~ s  hydrocc?rbo;l6c~ 

(sucres  - 321s ~ ~ ~ a c i c ' c s  o r g c ~ ~ i ~ u ~ s )  

f )  d&tcr7iix-.tion 22:; :;cic?cs vol;r-éils 

g )  ,-'ction s u r  1 ~ -  gé lc t inc  

h )  groc?uctiori c' ' indolt: 

i) ac t ion  s u r  lo l a i t  

j )  .rcch,rcSc C u  39uvoir ccl:-ulolytiquo 

1 2 - à 1' 6tuc:r: du pouvoir p?-thogènc ;~our  1 ' zni  :iLl 

L2ç cii lutions &es procui t s  à c;rz-- : insr  ont é t é  syst& inti-  

q u o ~ i c ~ t  s&,? l i sées  c ~ - ~ L ~ s  1c l,iili~7u tryptonc: s e l  ci2 forxulc  : 

t ryptonc 1 gr. 

C l i ' J a  8 g r .  

Srtu ~ i s t i l l 6 c  t 000 -11. F-i ru  dissoudre.  Ajuster  l e  

pE ?L 7 , 0 0 ,  f i l t r ù r  c t  r é p a r t i r  en flucons de 100 i l .  ~,utoclrtvcr 

20 ~iiiu-écs à 120' .  



Sucre ct !nélassc 

Unc solution Clc: sucre ou Ge -idlasso à 50 9 clpas de 
l'eau îdistilléc est utilisée. Après un cx$::ien niscrocopique 

direct on procèdo à l cnsc-icncerient des milieux d isole lent. 

1) On introduit 4 :al. dc la solution dans un tube dc milieu 
soytonc-cc-rvellc-vert janus préclablc.ncnt.'régénérd et recouvert 

dlunc couche dc gélose bl'anche fon6uu. On incubc &. 55% On observe 

quot iciicnnerient pcridant 8 jours. Les ,ailic-ux supportant uns culturc 

sont alors cnscnencCs par 6puise:lcnt dans 5 tubes dc siilic-u SSSP 

entube do 180 x 9 XI:?. On incube nouveau à 55" ct on rcpiquc 

les àiffércnts tyscs de colonics &évclo~~écs p?.r épuisc:.ient 

èCms trois tubes C?c izilieu à 12 soytonc? contcncznt 7'/,,, ci'agar 

réparti on tubes dc 180 x 9. Cetta dernière cst rcpiquéc dans 
un "~ilicu soytonc-ccrvüllc-vürt j,anus. 

Parallèle.- ont à cct isole-nx?t en profonctcur on affcctue 

dcs culturcs ,?n surface sur Le ~llicu soytone & t e j 0 / o o  dlagar 

coulé cn boîtz de pétri incub6cs cn Lu?a8robiosc réalisée par la 

tcchniquc au pyrogallol alcalin. Après incubation à 553 les 

différents types de colonics sont rcpiqués sur rlilieu à la 

soytonc. en tub6 de 180 x 9 r a i  et finzlczicnt cn :ailieu liquide 

soytone-ccrvellc-vert janus. 

LI cnse -iencc-:cnt direct en i;iilicu liquide soytone- 

cervdllc-vert janus est indispcns2.blc car le pouvoir inhibiteur 

dc l'association sulfite + poly.iixini: e sulfc?dirtzina s10;3posc 
à la ger?~ination des spores cnseracncécs avec la solution sucrée. 



2 )  Les sT9ores sont déno :br6cs ex ,-!~iss,ncn$ûnt 2 :1. de l a  

s o l u t i o n  sucrée A 50 j% dan3 c* . :~s   tub^:; de 200 x 20 ~ : î .  ~0;itcnr'int 

l e  .- l i l icu 2 Ir' soytonu? &. 7 " / ~  O d l ~ . g n r  omîs s u l f i t e  de oodiur-i 

n i  polyiiixino n i  sulf?.Cinzinù. I c i  l c s  r é s u l t a t s  s o i ~ t  cil gén6rnl 

décdvants, l c s  colonies Ce BP-cillus f réquents  dans ccs  produi t s ,  

iiztcrfèrcr?t r.vzc c c l l e s  6 . c~  Clostr idiu.?  e t  tou t  ci6no;qbrc. icllt 

sp&cif iquc dcvicnt i - ïposs ib lc  . Seuls  sont in tc rp ré t?b lcs  l e s  

r é s u l t a t s  grovcncnt i c  so lu t ions  contcnnnt l c s  Cloutr idiu:~ 

thcr:-mphiles non .nssociés ?ux Baci l lus .  

PrSpar~.t iono s p é c i ~ - l e s  pour 1 'cnfnnco 

Lcs dch,zrrtillons nous p r v i c i m e n t  hnbitucl1c:xent cn 

f lacons  dc 150 gr .  far,;iés par un bouchon riét.----lliquc. ~ i ~ f é r e n t s  

typcs de p r é p r ~ r ~ t i o n s  ont é t &  cxa,?inés, en p ~ r t i c u l i e r  : 

poulet-légurles CO-:posée de cn ro t t c s  , ?o.-iles de t c r r c  , poircaux, 

û:iidon do .:~zf s , 301, SUCI-c ; "VCF-u jrrrdinière " co:?posée dc 

poi-izcs Cie t c r r c ,  c n r o t t c s ,  pois ,  oignon, f a r i n e  C1c rinTs, s ù l ,  
e ,  sucrc.  Tous ccs  niii.ients sont  nutoclcvcs zl dcs tevLipérntilrcs 

voiçinûs dc 125" 2 ~ n d n n t  20 a inu tes .  

L1oxa.ncn clc ces 2rodui ts  c o - i p r ~ n ~  : 

- uiit: incubation du f l zcon  h 55' pc:-rdcmt 8 jours ,  

puis  un ùxa':en -.licroscopiquc? Ci rcc t  nprès &tale:.;icnt 

s u r  une 1a::ic gorte-objat  2 %  c-,loratia;> 2 ~ - r  2s- .-.&21mfa 

c'z G r m  C% 

-- enf in  des ei1se::lcncc lerits sclon l e  protocole ci-dessous 

l é c r i t s  : 

4 i l u t i o n  - 1 gr .  de pïocui t  c s t  t r i t u r é  . v e c  m- agitateur 

s t d r i l e  221:s 10 r t l .  dc t r y ~ t r > p e  s e l ,  r é p a r t i r  dpns un ver re  2 

pied s t é r i l e .  011 ob t i en t  une cii lution 2.u 2/10. 

1 :II. de c e t t e  Lernière c ç t  introcluit  clans 9 :II. de s o l .  dc 

tryptoiie s c l  2our ob tcn i r  une d i lu t io i i  à 1/100. 



I \ xnsz:icnce:?ent - 11 e s t  ré.tlir;c: a pc - r t i r  -2s c:.ilutions C ~ T U Ê ~ ~ C S  

ou non ch2uff6cs. 

Produi t  non chcuffd 

I L )  1 '-11. de ch;zcuizc des cii lutions (1/10 e t  1/100) sst 

cns2 ienc6 d-~,r,s un tube ç!z -1ilicu C 1: s o y t o n ~  co:~tc~?lz t  7 gr. 

pour 3000 i"ng?.r r d ? ? L i . ~ i  ci1 t~ibL C c  200 x 20 A rz ison  ci.c 25 .il. 

par tube. U n 0  couch3 2.lh.niI.z dc  v?szl inc 2 s t  r é p a r t i 2  8 1~-  

aurfzcc da ~h2~quc  -;iilicu pour & v i t s r  l '&v?por2t ion .  

2 9  1 711. ùc clmque d i l u t i o n  .ist ~,.nsê;~iencé l a s  dt-u;: tubcs 
- 

i c  [p:ilic?u l iqu ide  : ;iosc.no.c? c t  i i l i e u  soytono-cervcllz-vert j ~ n u s  , 
r é p z r t i r  5 zqaison dc 12 '11. par tube CC 160 >c 2 6 pré~. lc~blc~-xnt  

rSgénér8s ~t r c c o u v ~ r t s  d  un^ coucha c:.c p?a--ff inc . 
Produit  c1i;:uff d 

Les :>16;.las op&:-r-tions sont prntiqu6cç A :>.-lrtir clos & i l u t i o n s  

pr&:.ilable.~icl~t chnuff &es 1 O ;ilinutes .& 8 8 ° C .  

I \ Lfincub-ztion e s t  r4:iliscc a 5 5 ° C  pcndX1t 10 jours. 

1;ilicui: soliclcu ,urofor?-ds - Lds co lon ic?~  sont rocherc::&cs & l n  

loupe (2: 1 0 ) .  3ilc.s sont cil gdnér21 C; i f f i c i l c s  Z obscrvcr cn 

ra ison  Gcs débr is  v & g & t + - ~ x  constituc~i-lt L1inoculutr ~t rGpartis dzns 

l a  :lasso. ciu 1-:ilieu. 

i i i l i r t ix  1 iquie .z~  - 3x1. *;ilic?u cic -ioscnow - L?. .noc'if i c n t i o n  

22pzrzntc du i i l i c u  e s t  p e i ~ c  décc lablc ,  seu l  Ic sou2&vcnsnt 

dz 1:-- p n r ~ . f f i n t  <?nns l c  cas de l n  pr6scncc c:lune b a c t s r i c  

guzogènc g~errnot Cc suspecter  uno cu l tu ro .  Prir c o n t r ~  CZLCZS le 

-.lilicu ?i l? soytonù + v e r t  j-.i;us, Cèe bnctér ic  ni:ri&robio 

se  dGvcloppc, l f i n d i c n t d u r  c s t  ?&duit  c t  l e  r-xilicu vir,: ,?u jzunc. 

Ilès l o r s  un cxarian ,,;icroscopiqus ,-,près co lora t ion  C c .  G r x - :  

r6vèle 12  pr8sznc2 de b ~ c t 6 r i c s  c h s i  que l e u r  rippect ~ o r p h o l o g i ~ u u .  

D - n s  le cz-s dcs PSE nous n12vons jric~zis r e n c o n t r ~ r  dc- Bncil lus  

i i ~ i s  seu1~:nent àcs  Clostric' ,iuf.~ thc r :~oph i l c s .  D e  cc: f a i t  un 



r a p i q u n g ~  c c 1:: cu l tu rc  2 t LUI C ~ > L ~ C : : < > D C C ~ L C ~ I ~  p21- LTuisc.  CE^ 

d e  12 t u ' u ~ s  dc .zi l iou ~ r o f o n d  $. 1: soytoiîc ;~cr..lv t 'cnie~i t  

d'obtenir des voloniaç i so ldes  ct - C S  s o u c h o ~  purcs corrcs2on- 

c m t c s .  Los  : : i l ieux sont recouverts ci'unu cou ch^ d t h u i i s  dc 

v,- ,sûli ï i~ 2 t i:~cubds &. 55 ' . 
I'Jous pouvoiis rcssi li1c.r à ces produi ts  l e s  conscrvcs 

6.l6pi1inrcls qui  nous çont .n,drass6ss p2r b o î t e s  s e r t i e s  dc 5 k i l o s  

s t 8 r i î i s ~ c s  pzr  x~toc i~~v:- .gc .  

Lorsquo l a  souchc c s t  9urc clle e s t  rc2iq-d6c s u i  

.7:ilic?u l i q u i d e  soytonc-cl?rvolld-vert jvzus . 31: g&;;&;-:-.l l c s  

bactéries qucl nous Tvons runcoiîtr6cs c t z ~ s  . les  P3Z nt-. (;o;-~t p ? ~  

gnzogènes . 
Potages, f nrinz Ge bé t7- i l ,  oxtrs:it  cl'nlgucs , c z t r z i t s  ie b z l c i i ~ o  

c t  de cnchnlot 

Un grn:?i-x d c  procui t  e s t  i n t r o d u i t  d ' u i ~ c  r)nrt iL>ms 

un tube oc. =. i l i cu  d u  ltoscno7r cystdin; r6~ ;&lé ré  ?;,rnfSiiz6, 

df? .utrc  pp-rt c?,rls un tubs 22 >:~iLiau LiquiGc. 2. 1~. soytoiïz-vert 

jrnnus régén6rd e t  p:rL--ff i z L .  L x  i r i c u b u t i ~ r  ù s t  ~ b c l i s 6 c  h 55 TC. 

Dés qu1u;2c cu l tu re  se  - a - - - 4 r  , .,r..,i e s t e  , 3 o i t  Cécûlorntio:-L c2.ù 
. .. l l i n d i c ~ . t c u r  s o i t  p2r 1:: :3roi*uction CL g z z ,  wî ISOLC.-I:~?-~ e s t  

p r ~ t i q u 6  su r  . i i l i ~ u  s6lueti.f S J 3 P  r G p , - r t i  2n tubes cc 120  x 9 .  

~ ' e x 2 é r i c n c e  i ~ o u s  2 .2oritrL q u v  c 'bx iç  12 plu-ûrt des cp-s I c s  

C l o s t r i d i u ~  tho?.!ophilcs 6hniCnt ?ssociL.s h cles 9,?cil_lus, L s  

.:ilicu SJSP ics &li,lir?e et sertlis 12s --xz6robics c u f t i v o ~ t .  

L ' i s o l ~ . i e ~ t  c t  4: ~ u r i f i c a t i o r ?  ics souchos s fc l foc tue i i t  s?r 

rcpiquzigc de Ci.ve,.ro typez clz colonies cul i i l i e u  psicfonc. 5 1: 

soytons.. Lorsquo 1a souchc ~ s t  suse ùiae co t  rc.->iquéc c ln~~s  UII 

l i l i e u  l i q u i i c  soytonc-corvcllc-vert j2nus. 

LCS c;bno, :bro..ici~ts sont c f f  cc tuds L;? . i i l icu l iqu idc  

u t i l i ~ i ~ a t  lA t v c h i q u e  Cu no ; b s ~  1 û  plus ~robc.ble .  Dans cc. cas 

l e  pro'uit c.st ho.:ogén&iss ,ru -.loyvn d u n  ~i:-;sr G a n ç  ruic solutiosi 



6 ,  try2toni: sel. pour cb tex~ i r  ur~i:  Z i lu t ion  k 1/10. O n  -roc&c7c 

-Sors  5 C r o  <tilutioiis  & 1 O-', 1 ori LEC;> :cncl 1 i l .  dc 

chzctilz.~ d l ~ L l c s  r:,iso:~ C'.Z 1 11. pr.r tub1 f~ L : i l i c ~  soyto12~'-vcrt 
# , , ,  

j --nus c t 2osc?zosr rcgoncré. p2z-?IL f̂ i z L  . Les  ir?oculu : coz-?ùs;?or-idcnt 

donc & 0,13 g ï . ,  3 , O t  g r .  , 0,30t gr. L '  incubr-tiori ds-kï6:lis&e 

& 55". Lcs r é o u l t ; ~ t s  so;it c".oïa&s ,AI :?o*:ùrc clc s->oras psi- c.;~:_LT.Ic 

dc 2rodui t .  

L:- r ~ c h c ~ c h e  ( C S  s.nords hautc :dnt r6s i~ t i+ i i tc ; - s  5 1; 
I I 

chclvui- rr 6tA r<r. l iséz cl? ho3.iogenLioint 3 gr. Cu ~ r o d u i t  

&tuc!ii?~. d,xis 5 .:l. fllulzc solutions Sz s ~ c c h s r o o c  h 550 o t  en 

sou.-3ctt~'rit ce l l a -c i  & lC2 t c L ~ $ r n t u r s  dc: I2O3C scriiczt 1 l-izure 

6-22s u i  bnin dc ;>nraff iiic . L1 di2sc::cncc. ient 6 tx i . t  crisuitc r&,-.lisj 

c~,u^s un : i l i c u  soytol?v-cerve1lc.-vcrt jnnus incub6 C 5 5 ° C .  

01: procède dc façoia i d ù ~ t i q u e  3. c d l l c  ~ d c r i t c  c l c s s  I c  

y.r::grz:>ho sréc8dent.  

- I~iO:!PEIOLOGI;i: DUS C 0LOi-TI23 

Le soucl~vs 2urco nnr i s o i c  :en% r-u ri:- Zroi t  en s t r i c s  3. 7 3  

surfncc c l u z  5 l i c . u  1:- soytox~c. ?iCZitiom& c'u 15 ' / -  - C1r.g--r 
, -  , 

cou?'& cn boft ,  Csz ~ 6 t r i  (2). L'~ :Lc~-6zob i s sc  6 t z i t  r c n i i s e c  s o i t  

FP-r l e  proc6f.t l u  p y r o ~ z ~ l l o l  s o i t  ;X-I- l p L  teck3iquz c'ka i-zc In tosh  
> ct F i l d ~ s .  .,preo i A ~ c u b r t i o n  % 55' Ic tc.-~ps ~ 6 c o s s ? ~ i r z  ?L 

llobtu:,tiox c'vs c o l o n i ~ s ,  I ' o b a e r v n t i s l ~  u l ~ f f o c t u r ,  2 PI loupc: 

biaoculriir; :iu g r o s s i s  SC.. ~ ù ; z t  Cs 20 c:ic2: :&t?ès . 3-as ct3s ~011Clitioi18 

ccp~z16,zmt 1:i crois;a;?c2 c k s  C l o s  t r i a i u .  : therr>ophileu 1 7 ~  ' r, J C Z ; : ~ L ~ ~ S  

&t& ey;tin--,-,. ,,. :-r,t s;?tisf~-iso7ntc.  L J O U S  - - ;?n Furdons r o s ~ ~ o n a u b i c  l n  



Pour ce t t c  ïcisoii  l e s  i ~ i l i e u x  p o f  onds :ic: cor~to~iant  que 6 21 

8 3 / ,  3 ?.Iagzr domont do zc i l l eu r s  r6çul tn ts .  Les colonico sont 

obtenues 30r 12 ;néthode c l m s i q u ~  cl' épuise-.:e~it de l1 inoculu ,~  

i lz pisettrj  Pcstcur forr.téc ti~cns cies ;.iilioux r j p a r t i s  entubos 

de 180 x 9 m>. Les  colo-ilica soirt obscirv6as & l2 loupc à un 

grossisscracnt c?c 8 Cinîlètreo. 

~ j é t u d c  dc 1~. gosi t ion de 17. spore e s t  cz-itale 

d x ~ s  13 d6tcc3ination cZcs C l o s  tricliurri. Lr. plusr'rt des Clos tridiu.: 

thef.r~ophi1c.s sporulent d i f f  icile:r~cllt dms  los  i.tilicux n r t i f  i c i ù l s  . 
11 é t 2 i t  donc opportw dc rcchcrcher i c s  conditions fnvor i smt  

l n  sporulntion. Les tcchniquos suivuntes ont 6 t h  x-iiscs en oeuvrz : 

a )  Ililiou 21 1:: soytone zddition:~é d e  su l f c t e  de r a , i i g ,  

~ n r i c h i s  dc di f f4ren ts  procuits na ture l s .  
m4 

i l i l ieu  de bcse : soyto~ic .............. 3 gr .  

cystéinu (clilte) ....... 0,40 g r ;  

., .,.,,r T- ( ~ i f c o )  . . . . . . . .  4 gr.  

eau d i s t i l ldc ,  ......... 10GO ;il. 

f I ~ t ~ ~ l ? . ~ ~ r  20 ;.linutes k 120; , ri);xrtir 20 ..11. i32r tube 

200 x 20. Trois  : -~ i l i eux  cn ci6riveilt : 

1 - Base .............. 1 CO0 ;il .  

............. SO iii2 4 C , i O  gr. 

2 - i3me .............. 1000 ::il. 

............. SO i;g 4 G,05 g r .  

s ~ ~ ( i r x ~ ) ~  . . . . . . . a  0105 E r .  

3 - Sasc .............. 1000 21. 

SO iirl ............ 4 0,10 gr .  

SO i I g  ............. 4 O,05 gr .  

S O ~ ( F ~ ~ ) ~  ......... 0,05 gr* 



Chncuri Ctzux ~ s t  ~ x r i c h i  l ' u n  dos: ~ x t r c i t s  su ivants  : 

pois  caosgs , b c l c i n ~ ,  c,?ch?lot, far i r ie  de poisson, potuge 

d6s~iyclrnt& ffvolzilZo-vcrr;iccllcu ; ~ & g t x . . i c s  ~~Gshydra tés  : crcsson,  

épinards,  poirscux, p c r s i l ,  L~outurc:e, chou-flcur ; t e r r e  de jardin 
n 

e t  un -~5l;tnge colist i tué dd 53 ;J cie ~ u b s t m c e s  végétales 

(?oivr3 2 g r . ,  oippon dt3gyptc 2 g r . ,  erûsson 4 g r . ,  v e r : i c c l l c  

7 , 5  g r . ,  poircaux 7 gr. ,  épices  2 g r . ,  fn r i cc  de b l 6  4 gr . ,  

wlidon 4 gr. ) + 26 $ de o u b s t ~ ~ ~ c c s  d 'o r ig ine  mi:..zr'le ( l a i t  

Gcrir~é I O  g r .  ) + î 7 6s s e l .  Cos ~ r o 6 u i t s  soizt i n t r o d u i t s  

c'ais l o s  :;iilicux de deux frrçoi~s : en s ~ c h e t s  de cello;?krr;l~ ou 

sous îorr:~o d ' c x t r c i t s  aqueux. 

S?-chcts da c c l i o p h ~ n e  : on d & ~ o s c ,  s u r  une f o u i l l e  

d e  ccllophûne de 10 c:-z2 environ. 1 g r .  dcs subs ta i~ccs  cilviaz.gdcs, 

l e  çcchet e s t  confcctionnd cn r é w ~ i s s ~ ~ n t  I c s  bords zvcc un f i l  

?.o l i n .  11 - n t  n lo r s  i n t r o d u i t  dans un tubc de 200 x 20 contenzs-t 

l c  : ~ i i l i c ~  e t  s t 6 r i l i s é  ?. 11,-utoclr-vc 10  zirzutcs 120". L1cnsc- 
# .  r>~cr-ceilent e s t  r sz- l i se  a ;;rLrtir d'une cu l tu rc  jeune de 12 souche 

i?i dtuclizr ( 1  -11. si~viroia) . Or, rocouvrc d'uizc couchf: d l h u i l c  

do vc-.selin.r s t & r i l e ,  on irrcubo 3 5 5 = .  LIcx;-I;c~ mic-roscopi~ae 

=près c o l o ~ z t i o n  de G ï r . ~ :  c s t  offectu6 dès 112py- r i t ion  t ic l a  

cu l tu rc .  Cc t t c  dcriqièrc e s t  znsui tc  abc"~5.onn6e 2. l2 tei?,p6r~.turc 
. #  -. du 1,-boi.ntoirc e t  dxn~:~inec z in-tcrvr ' l lc d 'WC sc : in i i l~  -clidûr_t 

1 .-%ois ou p lus .  

---- a, . t rui ts  q u e u x  : Ic 2i.oCuit e s t  introciuit  C~?IIS - i  

ballol:, il e s t  d i lu6  ?.u 1/10&-:c dms r2o l ' c 2 u  distillée, z g i t é  

:>Our o b t e n i r  1.~12 suspensio:~ ho::zogèzc, d i v i s é  cri c:.2xs: p n r t i c s  : 

l tm e s t  autoclav6c 10 .:iillutcs & 120 , l t e u t r o  z s t  c h ~ u f f 6 c  

20 T;inutcs &. 100 . Les o:rtrzits obtenus sont f i i t r d s  sur p p i c r .  

Cou;: p r o v c c ~ z t  dc 13 p ~ r t i v  ~ L u t o c l ~ v 6 e  sont s t é r i l i s C s  3:1r 

?-utoclr'vagc 5 120; -c;lcc~~it 10  :i-nutss, ccux obtv-:ms à p z r t i r  

5-i? l ' - x t r e i t  ckn.ulf6 S i OOù s o ~ t  h ~ O U V C C - u  ~ > O ~ > . i i s  5- ce t ra i te - :ez t  

thcr-iiquc. L3 r & p c r t i t i o n  dans l c s  r:iiiou:: s ' e f fec tue  s tdr i fencr , t  

& 12 p i ; x t t e  C; m i s o n  62 3 :XI. par tubc clic 25 -;i. Gc r ~ i l i e u .  



L l L 2 ~ l ~ ~ , , ~ c ~ c < .  1c:zt ut . rb,cL2i*clrc rLs S ; O ~ , Y   SOI:^ r 6 2 l i s t s  C O  L.;G 

c".?xa 1, ccs dc Ihz -l;échl;iquz C d s  sclciiùts. 

1 ) sGrru.? C.i-: chvv2.3- + e;r_tr>it cT-2 vic~;;rCi? 1 :'/(! ,> + sulln,i;c d2 

r 12gn2 s iu-:: 0,05 gr. :'/ r - . 
2 ) 34i"3-; C:L CIIGTJ:~ + soyto-I+ 4 "/ : + S U I ~ C - ~ C  CO =:~i,glZsiu I 

0,OS g ~ .  * /  + s u l î n t s  c:'n.;:~oniu~ 0,05 gr .  - / 3 -  + s u l î ? t c  

de  :c-ngnilèsc @ , l a  

~?<;:zrt ir  CI: tubes Cc 160 5: 1 6  ~r?iso;: C ~ C  3 .A. 137r 

txbe . C o ? g u l * 2 r  c n  posi t  ioï: i11clin6c ch?-uf f >g,/ CIL 2 hcurcs 

8- 75 , -c ,  

. - .  LL s .=.i~rcu,-; s ~ , l t  el:se::ericd s ,>IL 126-os-xt L l z u r  surfûcr? 

10 govlttcs c; 'u,ie C U ~ ~ U ~ C  j ~ u ~ i :  c:î 1 2 i l i ~ u  ~ o y t o ~ c - C B T V O ~ ~ C  <.v 

l--L souche 2 é tuL- i s r .  Lcs tubds s ~ s t  :lors s c z l l s c  soüs vide 

z t  ineubbs h 5 5 O  p ~ : ? i - ~ , t  8 '. 10 :ours. LI' zcc:1~rcl-ic. ces  s;>orcs 

~ s t  sf fdctuéi: p::r éxs, licrasco;3iquc rL2rSs co1orztio:-1 C-2 

Gre:-; ou i;..r ensd:.;c.;ic, ;cxt 22r8zi ch:uf f : y g b  k ôO"ai?d?~?.t 1 S. 

li;-iiltcs c l  quelquds gouttr,.s C L  1 -  sus:?c-~rsioa i.e b l ~ ~ c - t < ~ i z s  

r 6 c o i t < >  F-u f o z i  i u  Lubz. 

Cc. aili2u ?or .c.t Ir. s;;o~xl-.tien C c  ?~o :~~brèuscs  LST&CGS C C  

Vlostr iSiu :.Il - pour E'or.:;~lo : ; L ~ ) ~ O I I C  (Z*Z,ZY~S) 10 gr. , 
L-b-Lz:lco (o::ofc;) 1 C p., ,2cLt3tc c ' e  soï'.iu 1 k.;yor?td 5 g ~ . ,  

c:itrnit C.c levures  1 ,SO gr., :i-:ifon solublc  1 g r . ,  g l u ç o s ~  

1 g r . ,  L. eystLic6 3,5\3 g r . ,  ecLu c - r l s t i 1 l c i . r ;  1000 :11. 9 1  7 , l ,  7 , 2 .  
, , # 

11 est rLp2rtF 2- ?::iço:~ c1c 20 11. 22- tube. c:ù 203  ;: 2 ~ ; G c z n u r c  
I \. ct ,;-.,a z.!diîcc. r. ; ~ - ~ : t i ~ '  C: ' WIC C U ~ ~ U I ( ;  cl1 , :i-iiuu ?. 1~ s o y t o ~ ~ - c ~ i - v c I -  

12. L1i~cuS, - , t io ï i  '- 55 est i?.iTLtelî~;. i l u s i ~ z r s  j o u r s  ut 1 icx,?_mdn 

: ic rooco~iquc  cr^f -cku& ;-&s colorztioiz de Grr.:-1. Lcç cull;ur,,f; 

so:;L;t C O I I S C ~ V < U S  i: 1;. t o, ;$~=tui-c c:& :bl>i,-.ntc. pdndzmt p lus ivurs  i iois 

c', cx-,:ii_16es 2: i ; î t c ïv~ . i . l é~ ;  i -6gul iérç . .  
O /  



.4 - LIZTmE D3 Lii TiOI-3ILIT;i: o s t  rLnl i séc  & p a r t i r  dc cu l tu re  clc 

quûlqucs houres mi . - . i l icu s o y t o n i f - c ~ 1 * ~ ~ 1 1 ~ ,  obtonuc. & l a  te!??érn- 

t u r c  opti:nz de croissance, pcr s;:~?~,-lcn .?icroscopiquc e a t r c  1a.m e t  

l ~ n c l l c . .  

Les c i l s  ont 6t6 recherck&s pa r  l a  t s c h i ~ i q u ~  d c  =son (14). 

5 - Li TYP3 3?,SPILXATOIriE ?. é t é  d é t ~ r . l i n 6  pcr c u l t u r e  cn s i i l iûu 

h l2 saytond 5- c!12gz,r r é p a r t i  en tubes I c  180 x 9. IJous 

cvons a i n s i  rotenu d a s  c c t t e  étude l c s  souchcs c?a2érobios 

s t r i c t e s  c t  ~ n i c r o ~ 6 r o p h i l c s  ,urabrobics cic pr62i lcct ioi i .  Le 

carac tère  ~ a ~ é r o b i e  s t r i c t  n 6th confir;.~d par l r~ .bscncc  Cc? cu l tu re  

s u r  :::ilicu 12 1-2 soytone cri sur face  o n  rtérobiosc rSr Pn t~3!;:~Lrr'turc 

optk la  Cc c r o i s s ~ ; r ~ c z  dc l a  souclic. é tudiée .  

Cc t t c  c16ter:;inntion :: $ t é  rd?-iisgc pzT c u l t u r c  A l a  f o i s  

cn . r i l i e u  l iqu ide  L Ir. soytonc-ccrvollc-vc-t jctr~us c t  c n  ~ i i l i o u  

solicic profoncl & 12 soytono ?: C J 2 / 0 3  i l a g r t r .  Les ; -~ i l ioux Lt:ijent 

i:?icub&e C m s  b,?in-: 12ri c? c:o::t l n  t o  :lp[raturc 6 tc'it régldc 

& + O , i  "C. LL? tc::;36ri7turil dc 5 5 O  st-,it 13risul CO.Z'IC Szse : t ou tcs  - 
;:os souches cu l t iv?x t  à c e t t e  te.i:p&rnture. 13rc iiouvcnux e s s a i s  

Stniont  r5,--lls&s à c ~ o s t c : i ~ ~ r ~ ~ t u r c s d ~ c r o i s s c C n t c s  c k  2 2c.n 2°C 

(53-51-49 ctc. ..) ou c r a k s m t ~ s  de 2 c,r 2 ; C  (57-59-51 e t c . .  .) 
jusqul& cc qutnucunc c a l t u r c  nc si2 .::?P-ifzstc 3. aa f o i s  c n  , :~ i l i eu  

liquic?c ct c n  i i l i e u  soliclo. 

Des css=is  c i 1 ~ d - p t c L t i o ~ ~  & c u l t i v û r  5- CZL t e - . :p&r~ . tu r~s  

sub,,iini:.;nlos ont 6 t6  t cn tds  pour c c r t a i a c s  souches. 21-usicurs 

rapiqucgcs s u c c ~ s a i f s  ?yant L t 6  rEc . l i sCa  en *:i i icu iiquicic 

s o y t o ~ o r v c L l ~ - ~ ~ 1 ~ ~  ' . l n  t@.npdrûturc ::ini:;a d c  c r o i a s m c c ,  12s 

;.Zilicux cnse.2enc6ç avec c c t t c  souche Ctuicnt iacub&s è l n  



7 - LES S O K B Z S  DL: C X O I  JS, ïTCU o;it < t obt ~ I L U ; ? ~  c.vec 7 ' n;s;;.creil 

c:~-,rcgistrcur cL3 130i.IMm, id1,U2Y c t  JOUAIT 2 c ~ ~ ~ c . t  t x z t  c: l oS tsn i r  

<:2s t e  ïL3drnturzs  v?r i?xt  ?.c 37 2. 5 2 -  ut i l i sûs? t  Ic, ; s i l i z u  Ge bas2 

ooytond 10 g r . ,  c x t r i i l  C 3  ~ C W I ? C L - >  1.3 gr., S1i:;~ 5 gr., Chte Cc 

cystCi:îe 0 , 6 û  gr., c::t~ i i s t i l l 6 e  1000 11. pI-z 7 , 2  e t  r?uc;ucl. Ci.s 

qur+ntitgn v-rizbles 6-: giucosc é t a i e n t  P-jout&cs. 

C - L~3TT~~C:~~L,,LOi?G~VI13 r i  StC ï 6 ~ ~ l i s L c :  s u r  d i f f 6 r ~ i l t ç  
- i . l i l icu;r : -\033110?1 c y ç ~ 6 i ~ 6  , soy- ton2 + ép i i~c t i i ;~  cil gr?-ins + 

v e r t  jc-nus, soytonu-ccrvcll.?- v u ~ k  j ~ ~ n u s .  48 tabca 6:; ch?.cu-: ~ ? c  

ccs ,:iilicu:: 312% <té v::~c ? C I T C ~ S  zvêc ci11 Lure ce 1.:. souchc L 

&tucicî^. I l s  orizt 6 t 6  iccub6s à 55 jusqul& l 1 ~ b t : n t i o n  c ' r  Ir' 

ph~su .  lor;r:rili?_,-iq;uc Cr, croiss?-i-!.cc: , i; crinsi ~ 2 ~ 3 r ~ r t i ç  : 

12 ont StL i31.-.eLs ?& - 20 2 ; 12 2 + k ; 72 (1 1 ~ -  te.iy&rc-- 
- # t u r c  z:bi?~-_ t~ ; 12 o i ~ t  6 t6  :>~~I~c : IuL;  ?. + 55 ' V .  3 2 s  c:~:I~:.I- 

b1-2. isnt s co: :^;T-rrit i f s  o ~ ~ t  & t e :  v ~ c c t u d s  I 2 n r i ; i r  i un 
f .  

tube c3.c chzcun~ Lus s d - 1 ~ ~  ?- ~ ~ I ~ C T V T - ~ L G S  ~ -Lgu l i e r s  

s ' 6choL~mîa~:~t CU 5 jours k 5 s,î. :-.inLs. 

I .  Li: rz;ist.?lîce icç sports h 3--- ciic.lv?ur ;:dut Qt-C' G6tcr*-'nia6~ 

;lit 5 - : = r - k i r  clcs ;>rocluitç ~ l . , ? t u r ~ l o  s o i t  5 ;??-i'tPr dc c u 1 t u r ~ s  

è n  --Ilicu ~ r t i f i c i z l .  



L-Y s u c r - s  soi;t  :is r ; ~  u o l u t i o l z  :* 5.3 5 Y S - n r t i c  C rci isoir  - 
cl(.: 10 zF. 3>r t u b L  d z  150  x 1 6 .  U123 ssx-ie ic tubes CS-k i 3 1 ~ c 6 ~  d ~ i .  s 

u:? bi-in- r a r i e  b o u i l l r i ~ ~ t  ( 1  00 ' c )  l. ' -.c t ï , .  -. T- - -  - L C - L o  - UE b~i2ii; de ; ~ ~ r ~ . l î i ~ ? z  

cilr.ufZ5 LL i 20 C .  ,',u c o u ~ ç  ( 3 ~  C L S  o ~ d r r ' t i o i î s  il. e s t  i n c ? i s ; ~ c i ~ o u b l ~  

~2 c o  : ^ I S t c r  12 ni-ir~-.u r.v2c C;C i.' C,LI c ; i c t i l i S c  C~IC' .UL~ :30ui 

CO ipelîsêr 1' 5-~? :>o~- - t ion .  Lsa  t u b t s  s o n t  s o r t i s  2. i 1 î t r r v ~ 1 l c . s  

r & G ~ l à c r s ,  ï - - ? L r o i i i s  s o u s  cour?r:-k C'ci-u f r 3 l C ~  c t  l u  c o ~ i t c ~ z u  

L:?LSV:'CECL 211 l i l i 2u  s ~ ' j r t o ~ ~ ~ - ~ ~ r v ~ l l ~ - ~ ~ ~ : r t  jr,lzus A r a i s o l ?  Ce 

4 il. , 3 - l,2;:lpzr t u b c .  .",pr&s -voir r c c o u v z r t  IF- surfrics des 

. ? i l i zu : :  C. !ri;ac c o u c h s  c'c ,-ic.rxff il%: , 1' i a c r a b - k i i n  c s t  r 6 z l i s é e  

& 55 . Und  0 p 6 ~ n t  l o ~  i C e n t i q u 8 2  sc px-xtique ? + ~ r & s  c h m f  f - g e  dk2 1 O 

*: inutcs  t 0 0 -  p o u r  v é r i f i e r  2: - r & s z ~ - c e  cc s-3orzs.  

L e s  jr6p;:r-:t i o n s  s s d c i n l c  s p o u r  1 CI:;?-I:CC s o n t  zi:?si 

tr,rit<.?s : C ' w z î  p a r t  c lL ;o  s o x ~ t  :ises 213 s ~ s g c - - ~ - -  L L ~ i ~ ~ ;  -U 1 / 2  ims 

m e  s o l u t i o n  c'i: t r y - t o ~ ~ c  SLL ( p / v ) ,  c - ' c m t r v  p ~ x - t  l l l c s  s o n t  clii;i&cs 

xi 1/3  c:ni?s u n -  uoiir t io:-  - v  s r - e c ? ~ ~ r o s ~  $- 50  :J. LrL p r c ; ~ i è r ~  
. \ -p&gnrc t io lz  çs* c l~- :u f f&c  2- 'i L 3  C ;  1:-L c-auxxc :c? 2st c i? ; l~ffé \3  s o i k  ~ C ' J ~ S  

wl Szi- do par?-f f i~:z  5 3 2 C - ' C  s o i t  c's:,~ uc ~_rr.tocl,-,v, C 120-5 .  

3:ms I c s  cleux c z c  I r  - ~ o l i l  :c. est : ? . i i ~ t ~ n ~  co;:stxlt 2i.r r . i i F t i o r i  

C'eau a i ç t i ï l d û  ch;u&ê. L c s  t u b c a  u ~ x . t  s o r t i s  des 6 . i ~ î G r c n t s  

b?"ii~s h i n t  z rv? - l lk2s  r 6 g u ~ i . o ~ s ,  z - c f ~ o i d i u  s o u s  uiI c o u r r a t  C ' e a u  

f r o i c l o  c t  L c  co:ztci?u L 'L?S~: :CK.C~ CE ? i l i e u  :;oyto:~c-ccrvclLI>-vûrt 

jcmus o u  CI= . i l i ~ u  s o y t o n z  gCIooL -3oroi1i TOU-, '~-13.:?3~cr ICS 

s p o r c s  r r v i v i f l n b l c s  . 
P . , ,  . 

L m s  c c . r t r - i n s  c ~ s  nocs  r-vozl:; -roucc-i L u n c  t~jr,c!~13_Fs?.tiorr 

s e l o n  Ic =ch[.?-. ( v o i r  ~ 2 - g ~  3 6 ) .  

L e s  notc'gcs d 6 s l l y 6 r i . t < s ,  ê: : t ; ici ts  dc -oissa : i s ,  C t ? . i , ~ d c s  

o u  l e s  f'nriizss i c  b L i ; ? i l  oizt d t &  . L i s  cn suspc.iir;ions 12cl;:s 
n s o l u t i o r z  dc t r y g t o x 3  s c l  :Z LjO ,J ou :i 1/3, c ~ - , ~ ~ . n ~ f & z , ? ç  2-u D~.i:---:?ni?ic 

2. 100 ~ û z C r , : - , t  VL.; t c i l ~ s  v;iizs?-k c,c 2 . . A E ~ u t c s  1.. 150 . : i :autcs. Le  

C O ~ L ~ T ~ ~ L  i ' . ~  li- s u T v i c  6t:i-L r L n l i s 6  >-.I" û i ~ ~ c . , o ; ~ c e ; . i r : k  oc 1 .11.,  

C 5 -1. , C 1 11. ic ccs susy;z;lon:, 21: - ; i i i c u  3- 1:1 s o y i o n u  2t i n c u -  

bri-tio~: 5 5 5 \ C .  
4. 





1, p-ï-tir  Cc. a ; > o ~ i s  f o r -  i b ~ ï  iiî - - i i l i zu  i r t i f i c i ~ l .  1î 

Le 2ro-.:icï cnt ohr.uff: 10'  C D O a C e  $1 c o t  r i t i l i a d  
. \ 

CO;L:C $6: :oin cc 12 s g o r u l c t i o n  ; 1: <oarle::i. est oh2buzf6 

20' 2. 80' ; li. t i ' o i s i è . : ~  30' & 3 C . .  

i.r;rès sc.froiiisoa:.ie:it irs tubcï SOUS c o u r ~ r ~ t  i1tîau 

? r o i S c ,  les c-çc.::~ncc:~z~ltî  o n t  licu en -7i l icu ooytoac-corvcllc 

-. 

t c i ~ p : ~ i . t u r e  Ic >Lus &Lcvbo >s:~cz-=.'; 30 ' , lc t u :  12s c ' . ~  chr-uf fcgd 

oot :jrolo;:gd juspu':. 1 Z ,  2 , $ iI, Û :i. 

Il 6t:i-L i t  c c  ildter.:iaz- l e  c a ~ p o ~ t o r : o n t  

dcs s g g r e n  < C S  z ~ o s t r i c : + ~ . :  t h c r  : o ? l h i l ~ a  vis 5 vis ccs ~ é s i n f ~ c -  -- 



~;u;: n c t i v l t ; ~  o i . t  Lt6 rochLrch6cs : s s o r i c i d ~  ctlune 

p z r t ,  ~ n t i - g c r  linritivc I1 iut rs  j n r t  . 

Action s-oricido 

Les s j o r a s  ,uroviënncrzt c h  : i l i c u  1~ plus fxvornblc 

à 1:: sporulr t i o n  pour 1-1 souchc étudi6e.  

On i n t r o d u i t  1 11. do l n  cu l tu re  pr&slrzbles~ent 

ch-affLe 10 '  à S 0  d,nns une s6ric: de 7 tubcs c'; 160 x 16 ,  yuis  

rcspc.ctivc:~ent 1 . - i l .  clc so lu t ion  ?qucusc dc c:itigènc à 0 , 2  ,:, 
1 ,:, 2 ;:, 4 $, 10 2 3  ,: 1c s c p t i è  le tub.; recevpnt 1 - 2 1 .  'c?,u 

d i s t i l l é e .  i , i ~ ~ s i  l o s  cor ,ccntr~, t ions de 0,10 ;;, 0 , 5  $, 1 $, 
2 ,\ 5 ,/o, 10 $J s o ~ ~ t  r6ulisc':es. ;,près r'qgit?tiorr, 01-1 l n i s s e  ctz 

contrict pdzclrziit 30 -m, 60 rr, 5 hzures ,  24 hcurcs. LL ti ips de 

cont tct  écoul6, on noutr-dis,  lt cntigènù e s  z j o u t ~ ~ n t  O , 5  ::1. C c  

j:.une C.'o;uf d,ms ch?cun cias tubes,  puis 0 x 1  ei-1~2 ;dlicc 1 O gout tes  

C e s  divcrs  :&lc.izgès ci;z~s un tubo dc : - ~ i l i ~ u  soytone-vcrt janus. 

On rccouvrc d lunc  couche de p i a f f i n <  e t  Oi1 incube à 55 ' .  

i , ~  t ion *in$ i g z r  ;ii-i:rt i vc  

Le vztigè?zz c s t  i n t r o d u i t  iL~;rns und ç z r i u  dc . ~ i l i e u x  

profonds 5 1-. soyto;?? à 8 ~ / 2  i l;,g:ir rép,?r t is  ci? tubcs de 

180 x 9 à ~ 2 s  concrntr-:tiens 10 r o i s  plus frriblos que c d l l è s  

u t i l i s d e s  pour 6tuCier 1 ' - c t i o r ,  ç ~ o r i c i ~ l ~ .  Les  . i l i ~ u x  sont a l o r s  

enso :cncés avec 2 gout tes  . i i l i c u  contcnnnt dos spores ,  

ch2uff6 5 liïzutcs à OG ' C .  bn incube 55- . L ' o b s - ? r v n t i o ~ ~  dlwiri> 

croissanci, inciiquc qud 12 concelî t r z t i o n  II' i n h i b ~  yns l e t  gcr-A- 

n?t ion.  

Ln tcchi iquc blétuci> Gc c e t  -gent c s t  iccnt iquc  à c c l l ê  

u t i i i s d c  pour l e  cntigènc. Ccpund,2nt l l c f f c t  spor ic idc  2 étL, 



Lcs 2ss::is o a t  é t 6  r621isSs h p , i r t i r  :?IL proc'Luits 

ii:iturcls c n  ~ ~ r t i c u l i ù r  Pes r: l i  icnts çp6cirLu:c ?GUI- 1' dnfr'nc?. 
I ,  

I O  gr.,' i L  ~s 1 2  ; J T G ~ U ~ ~  ont c t e  .:is cl1 susp2nsi0-2 2-11s 100 ;1. 

dfe*iu d i s t i l l 6 e  s t é r i l d  l a i s s & s  oz corît-ct pai-~C;f,;lt 1 hsrire. 

Lù surinngcnnt ,,çt d&cmt6  d t  cc?ntïifug6 penC-nt 3 0  iinutcs ?.i 

5000 tours /  m .  Lc culot  conti-?~~-_nt 12s sporzs e s t  r c p r i s  ycr 

10 . i l .  c"c-:u U i s t i l l s c  + 2 11. <.c. c e t t c  suspcnsioi: so3t i n t r o d u i t s  

respcct ivc  :cnt S.-:-LS 8 ttibes di: 150 x 1 S.  01, - j o u t e  5 chq.can 

d '  eux u i ~ î  qu-li?tit(: c:6ter7>inéc ï!, ' h y n ~ c h i o r i t c  Four obteni r  

I n  conccntrr-tion C ~ G  3,3 tg. 6c  EClO p r  l i t r e .  O n  zgitc.. ;.près 

~5ci.s c'6lr-is de 5 -;II, 10 x, 15 a, 30  -n, 1 hcurc, 2 heures, 

3 heures oi? neut r - l i sc  le Cl 22r un C X C ~ S  d l h y p o s u l f i t ~  dc 

sodiu : ct on .xse.;aice 1-i tot::lit& dzns un l i l i c u  soytono- 

ccrvcl lv-vert  je:nus. Oi i  incube & 55 ) .  

Sur i~ne bn-lcld cic 2,,pier f i l t r i :   cl^ 5 x 1 c :, on dépose 

10 gout tcs  cl2 l i l ic.u colnteri-iiit d-cs sporss .  Lcs  b,:nclzs sont --lis.>- va  

Ld l n c t ~ t c  de ty los ino  é tan t  us? : intibiotiquc i R b i i c ,  

nous nvons pcnsz quc son u t i l i s r ~ t i o : ~  pouv:iit zv3i.r quclquc 



intdr-et pour s t é r i l i s i ? r  c c r t - i i ~ c s  conz,:rv;s conti.-ii;~ézs pnr dc.s 

C los t r id iu  1 t l x r  i0phil .u~ h?utuilciLt t h ~ r  i^ordsist:mts. NOUS nous 

so: ! res ndrdss4s 5 S.CS pr6:)~.r?tions s36ci  -.les pour 1 l ,xlf ance. 

i';u px.&r,l --blé ;?eus t!voris F.6 t dr -:in& 1:' closL ~ i n i + - i ? ~  

i r h i b i t r i c e  ( I l i l )  du G ~ V C ~ O ~ ~ C  i ~ n t  tics f o r  ;es ~<~&t , - . t ivd , . s  c% 

ilrtroc:uis~nt l ? : i i t i b i o t i q u c  c n  s o l u t i o n  nqucusc Gxns c-es tubes 

C'O : i l i du  s o y t o r ~ ~ - c ~ ~ > v c 1 1 ~ . - v c r t  j, ~ i u s  -i;s~.. :dilc& rivcc l:? sou ch^ 

& c t u d i c r .  Lcs c o n c ~ i ~ t r r - t i o n s  su iv ïn tcs  oi2t &t: ::do;>t;us : 

lrty/-.l. -0,5pg/A. - G , l p g / ~ l .  - 0 , 0 5 P g / - l .  - ~ ~ ~ 2 5  ,fig/ 11. 

0,01 i l .  - un tubc: d r  - i1ic.u sr -3s  n-,tibiotin,uc ~ ? L ~ ~ s ~ . z L . I I c ~  

d ~ x s  l c s  . i6;rvs concïitioris serv? i  t de t & - ~ o i = .  

;,grès rivoir r ~ c , - > u v e r t  1,. surf?-cc dos : i l i>ux  i'uo'ic 

coucho pnr::ffine, i l s  ét?.icnt incubés i 55 . E2 cl6colorntio:-: 

GU v e r t  j<?.cus indique quc 1.: cul ture  c s t  pos i t ivc  u t  pq-r cons6qu~-t 

q u ~  l e  l ~ - c t : > ~ t c  d u  ty los inc  i,e s r c s t  22s :?o;:trL x c t i f .  

i, un 6cl1rlr,tillor7. d 2  P S i3 ~ ~ O U S  .-vans n lors  ?.jouté 2 Dix 

G L  ty los ind .  iiotis l '::vo:~s incubc 5: 55 ? pc~~(? - .~n t  3 c t t  10 jour)s, 

cfiri di: p r o v o q u ~ r  1-1 g z r  ! in>tion G S S  sp3r i s .  -,CS quzi l t i t&s 

v r ? r i ~ b l e s  2 r o g r ~ s s i v i :  :~i?t d ~ c r ~ i s s ~ a t ~ s  Ci: procui t  d t z i c n t  ?.lors 

brms;..?c;rc& 2s ci1 . :ilidu l iqu i -2  soytor - , -cçrvc1I~-v~r t  j?nus pour 

: . P P ~ C ~ i ~ r  1 -  c*i ,~inut iox dcs Clostric:iuA; aurvi -~i -n ts .  



Dans 10 deuxiè : .~~ cns 1' npprdcir,tion c?u dGg?ge. zoqt 

gzzeux ~s t d i r f  icilci-lc.ilt ?pp rCc i~ . lb~ .  Le disquo de 

puraff inc,  l iquéf ié  & 55:, ne sc  soulèvc p2s sous 19. 

pression &ês gp-z d t  sou12 l ' obsz i~? . t i on  62 bul les  

rerionti-nt Su fonc: du tubc nu xivczu du -aorccau dc 

ccrvcllc rcnc; CO.-apte 3.u pouvoir gilzogèno . 
b) Production dc SH 

Le - :~ i l i eu  u t i l i s e  c?, pour forr.mle : 

Soytone TO g r . ,  oxtrrlit d o  lcvures 10 gr . ,  chlorure 

ùc sodiu:  5 g r . ,  Chte dc cystéinc G,60 gr . ,  ::gn.r 

( ~ i f c o )  0,50 g r . ,  su l fz tc  fcr ïcux 0,20 g r . ,  hyposulfite 

cLe sociiu.: 0,30 gr .  , cc.u Cis t i l léc-  1000 :.il. Ajuster l e  

pH à 7,2. Aspart ir  à raison do 4,5 :-II. g r ~ r  tub0 dc 

160 x 16 c ? t  s t C r i l i s c r  20 .?inutes pzr ~.utoclnvngc à 

120°C. C c  . ~ i l i c u  est cs~sc.;ncr,cé à p a r t i r  c'ulrc? cul turc  

cri l i i icu  soytone-corvcllc-vert jmus  à r p i s o ; ~  dlunc 

dcni p ipe t tc  Pusteur pnr tubs z t  iï1cub8 5 55% LL' in tens i té  

du xoircissc-lent poriwt c;'z?pr@cicr l n  production de SH2. 

c l  ~é<.uct ion Ccs n i t r x t c s  on n i t r i t e s  - 
Soytorrc P O  gr., c;rtr:iit c : ~  I c v u ~ z s  10 g r . ,  chlorurc 

de socSu 5 gr. , Chtc dc cys tbinc 0,60 gr .  , agnr  if C O )  

0,50 g r . ,  glucose 2 gr . ,  n i t r n t c  clc socX.u.zt 5 g r . ,  eau 

c'iistill6e 1000 Lil. , , jus t~x-  l c  pE & 7,2. L1cnsci::cncc-iont 
i \ e s t  réa l i s6  CO:-L+.L pr6céC:c t x n t .  ~43res incubntion i 55 

on njoutc: 5 gouttos d'acide ~sulfz-~r , i l îqu~ 2. & % ' / , O  c!ms dc? 

l T 2 c i d c  nc6tiquo 5 I? et 5 gouttes d l ~ c  solut ion d l %  

naphtyl?:-~ine &. 5 5 C,ms dc l ' ccidc zctéiquo 'j N. LEI. 

présexce Le n i t r i t o  e s t  rév&l&c p i r  uno color?-tion 

rouge p o u r p r ~  . 



Lorsque 17- r6ac t ion  e s t  négative il c s t  i n d i s p e n s ~ b l c  

Cc rccharchcr s i  l c  st:~<.> n i t r i t c  n ' c s t  p2.s d&pziss& 

c t  s i  1 2  rr ,dicol l lOZ n ' n  pris f t ;  t rmsfor , ié  on azote.  

Pour celn il s u f f i t  do rochsrchcr l e s  n i t r ? t e s .  Leur 

prescnce s i g n i f i e  quc lT i6duct ion u s t  n6gztive cldst-à-  

que l e s  HO n 'on t  p r s  & t é  rél iui ts  on NO2. L1lbscncc 
3 

de n i t r i t d s  z t  de n i t r ~ . t c s  indique urie u t i l i s ~ t i o n  dcs 
# ,  n i t r i t ü s  f o r ~ c s  a p - r t i r  &os n i t r a t e s .  

O n  z. joutc donc m e  pincéc cl2 pou1.r~ G e  zinc.  En pr6sencz 

?.c TJO 12 colorr--tien rouge 53 $6veloppe, cnns ic cas 
3 

coiltrnirc 2ucunc colorr ' t ion ne s e  produi t .  Ua : l i l i c u  

non cnso,:onc6 s e r t  de t& loin à l n  rénct ion.  

d) 9,; , Lduction cics s u l f i t e s  

; ; i l iuu : 

Soytonr 19 @P., e x t r a i t  dc lcvurcs  10 g r . ,  chlorurc 

dc: sodiu:.: 5 g r .  , Chte de cys té inc  0,60 gr . ,  ag2.r 

( ~ i f c s )  1 0  gr . ,  s u l f i t c  do s o d i u ; ~  2,50 gr . ,  czu distillée? 

1000 -1. iL jus ta r  12 1 3 ~  n 7 , ~ .  2 s - z r t i r  & r3.isori CC L c , ~  ::II. 

p-r tube do 130 x 9. ~ t s r i l i s z r  prrr c.utoclava-rg,: 20 r ~ i n u t c s  

à 1 203. .Ijoutc>ï ~xt~~ipor:=6: . i rnt  à chaquc tube W C  
' ,  s o l u t i o n  d ' a lun  az f c r  & 5 ;3 e rc-.içon d-2 2 gout tes  pcr 

tubc,. Ori ensc?.!encc 2 ~,-.rtir 6 1 w ~ c  cu l tu re  en : . ~ i l i c u  

soyton~.-vert  j raus nvsc une ;?ipc ttc. PT-s tdur  f cr:::&c. 011 

incube à 55 ' . Li: aoircissor.lent Su .2ilidu indique que 

l c s  s u l f i t z s  ont 6t6 r é d u i t s  un su i furz .  

c )  Lct ion su r  Ics oubstç?~iccs hydrocnrbonécs ou scls d 'ac ides  

organiques. 

H y d r ~ t c s  de carbone I 
Lc . : ~ i l i c u  de bnso s o  :i-solido à l n  ooytonc a été u t i l i s é .  

il n pour for-iulc. : soytone 10 g r . ,  cxtrp-it  Cc lavurcs  10 gr. 



chlorur;;. ~c so::Ii-i; : 5 g-. , Cktc clc cyç t6ino 0,60 gr. , 
1 agzr   ifco coi C , S O  FI". , e:>u Cioti1li.c:: 3 G G 3  -:1., a j u s t e r  

I L  & 7 , 4  - 7 9 5  c t  ré-.-:iqtiï t' ~rnisoc dz 4,5 ~ 1 .  -3-r 

tube dc. 180 3:. 5 ou 9 : n i .  tubc C c  160 :c 75. S t d r i l i s c r  

5 12O:C ;xnr;.~--.lit 25 ~.~i;iutc,-, a 2'-_utoclr.vc. i,u ..:o~i~ï>t 62 

1' 3 . l : T . i  oi 1 ~ 2  ir-LEieu ,::;t pa :,cd dans un b~,in-na.x-5-t: bouilf  -lit 

pour &tré ~4g6nZr& ; on l ü i  ?.joute z ~ o ~ ç  0 , 5  ,:il. c:'une 

s o l u t i s s  s t G r i l i s & e  2nr f i l t r - t i o c  c'.'hydr~-tc de C 8 10 $ 
pour obt2ni.x- conc~ntr ,?- t ion fi~nlc U e  1 ;;. L1enoe- 

; :?c~~ccr.;~nt ~;:;3t r ~ , - - ~ i s ~  aiDrès ~ e f ~ - o i ~ i s s ~ r . ; o : 1 ~  kt- 45 ? C  

& p:y-bil C:rIui~z cv,ltur;;. en i-liliex s o g r t o l ~ e - c ~ r v e l ~ ~ - v c r t  

jrr'nus en i9troûuisclzt O ,  5.::i. 3-?pir>;:i;:1?-tivc:-izzt ?Lu f o11d 

du tube. VI% . .~ i l ic .u  c:.c bc,sz ne c<)-it~xl?i-~t 132s 62 sucre ,  

c;:_s c;.;c;lc6 i.>;ls ~2 s : ;&::i~f C O ; % $ . ~ ~ ~ O Z S  ~ c r t  i:c t6: lo i i l .  

L1 ir;cabcLtion 55,- :C C J ~  sre13ng&c. 12 to-,:c>s ; ~ & c e s s a i r o  

ri llobtcntio-iz 6 . l ~ ~  cu l tu re  .;r?s:i-:;a ; (sès I c r s ,  l e  tubc 

cc : ; i l iau t4:..10i~- iiViS& CI-1 CC%:.: ~ - - t - j ~ s  LJ. .r sgr , l eu ,  L:r 
. \ 2is::iere e s t  u t i l i s 6 u  :Our r e c h e r c h c ~  SIPndoic prLr 1,:- 

- <.-ction ,.. 5 1' ?.ci$.c z?i.kdique nitY.>u;:. L;'. de~: i&: , lc  e s t  

~ - d d i t i o ~ m & e  tic. 20 gout tes c'.' i r i d i c : - _ t c  -c1ivcrsci  p u r  
I .  73-3re 2zc'r * .. % 

A .. 1 2  GI. Tous I c s  itubes conten,?;î_t 13s :xi.licu,~: 
sucl&s ycço-jve:~t cn surrncc l e  -,-4 kb..s, 7 -  ~ 9 1 ~ :  ?C ~ ' . ~ i l l d i c ? ~ t e u r .  

-- a , ? ~  16gb:-c ngitî-tion g z ~ : : s t  ic 1, ..:&L,->zg~ï ,:-J~c 12 t i3-s 
. - sup6r icui  5.c f colomr,z Pi-urae.  . L  Trois  teintes ;>euvcat 

etiC -..ri* ?r- 
j ,  

a \r b i r . . I ù ~ ~  e t  i:;t :!i--r~tecs : 

vur t?  : s?-s <-.ciCif icntion 

jr-ura, : L:ible >cic?if icytioln (cl) 

~r?-ng&a OU L ~ U ~ U  : forte ~ ~ c i L . i î i c ? t i o ~  04 
n-.? U. .r  a tous L e s  CF-s Ir, t ù i ; ; t ~ ?  CC k t i ~ ? d i c ~ t . x u ~  c0;1t311~ 

t ,  C?2:3 12s -1ilicux SUCTLS scr; co::pwree a c d l l z  du 12ilieu 

t s  :oi;a sc.r?,s suc ic .  L1c.bonixnco Ci: 1:- culturi? c s t  i:~.leiqués . -r:r + c +++. 



U t:irt?-.,itc cSc ~ : ~ ? _ c l u  i ,  Ir,ct,---.éc C c  c z l c i u  :, ci t r r t tu  6e 

cnlciu,-: o n t  6 t 6  2joutSs T.U i i l i d u  Cz b232 :;justL & 6 , S  
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Sucre 

:Nombre de : 
Origine sou ch^ : Désignation des souches : . isolées : 

: IO - 1 1  - 15 B 18 - 21 à 23 - 26-27-29-30-33-37-39-40-46-46-47- : . : 48 S - 48 SPS - 49 S - 50 SPS - 50 S - 51 S - 51 SPS - 42 SPS R : . : 52 SPS D - 53 - 53 B - 54 - 55 AS - 55 B SPS - 56 A - 56 B - 57 : 

: 57 SPS D - 58 - 58 A - 69 - 70 SPS .- 71 S - 71 A - 71 B - 87-92 : 
: 93-94-95-97-98- 99 A - 99 B - 100-101 -1 0 ~ - 1 0 6 - ~ ~ - ~ - ~ - 1 0 9 - 1 1 C I :  

: Poudre d'algues 1 2 

: ~dlasse 2 112 A - 112 B . . 
< 7 - .  

: Potage . 2 . :  1 - 3  

: E x t r a i t  de cachalot 1 4 

: E x t r a i t  de baleine 1 5 

: Farine de b é t a i l  . 1 6 

: Epinards en conserves : 4 . 9 - 14 - 19 - 24 . 
:Préparations spéciales : 59 - 61 - 64 - 65 - 66 - 67 - 72 A - 73 A 
:pour lvsnfance (PSE) 

1 

r +- .; . 1 ' : Selle humaine . . 
: Jambon en bo5te 2 % 8 1 A - 8 1 B  \ h L  * ' .  

Origine des 101  souches étudiées 

TABLEAU V 



L'or ig iac  cloz souchcs e s t  très vzr i6e .  Ln 

plup-rt  ont 6 t 6  i so ïdas  de conserves de v&gLt2ua : 

D b a i p n t i o n  des souchcs 

Conserves dépin?Lria 

PSZ poulet-~Cgur~cs ( c n r o t t c s  

poi-i ic dc t c r r e  , poirczu, ~.i . l i-  

don dc iA~n ïs ,  s e l ,  sucre)  . 
Psi3 vc?-u j>.~cIinièrc (po:;~~:~c 

de te r -c ,  CP-rot tes ,  p o i s ,  o i -  

@ion, f z r inc  de ;.:zïs, s c P ,  s u m )  

F?.rinc dc r i z  

Sucre 

Bouu yri:.~nire condi t ioni:&c 

Terre  de j ~ . r d i n  

Terre  G e  bruyère 

Terrc pr6levéc à iaivcrs 

Terrc  c?3 1~ rsgion du TJord 

bi?-tièrcs f écu lcs  l?u:~~.ines 

L,-, tociiniquc c1'isoler::ezzt de c ~ t t c  cspècc n & t e  
d o c r i t e  lorsque nous cvons onvisngé l1exn:x?rî des P S 3  page 35. 

?Tous pouvons copcnCrrnt soul igner  qu;: 12 f o r t e  

theri .10rb~istsnce de3 SPOP'OS î i_c i l i tc :  l ' i s o l ~ i l ~ e n t .  LP- plupi.-t 

des spores r 8 s i s t c n t  cn c f f c t  à l ~ r r u t o c l ~ v ~ g c  e t  il s u f f i t  

x i n s i  dc ch?-uffc? Ic produit  en suspension d>as ur-c s o l u t i o n  

s,nccl-i,?rosée 5 50 $ s t 6 r i l c  pcndcrzt 80 n inutes  clnns un briin 

de p-".raffiizc à 1203 pour 6liir!inc.r l c s  sl>ores de 1: pluprtrt 



des autres cspèccs prdscntcs. On llcnscrncncc dcns un nilicu 

liquide soytonc-ccrvcllc-vert j,ulus, on incube à 55O pendant 

2 à 3 jours et on obtient urmc culture pure. 

Le nilicu soytonc-cervelle, le nilicu dc Roscnow 

sont les plus sntisfzisants. Lc croissance cependant cst 

lcntc ; à partir des produits naturcls elle SC in2nifestc 

souvont zprès f O jours dl incubp-tion à 55? ; à partir des 

souchcs de collection, 1û période de latencc atteint encore 

48 heures. hussi avons nous tcntd dlaaéliorcr 12- quc.lité 
du milieu soytonc-cervclle profond à 7 0 / 5 ~  dtzgar en rem- 

plz.ç,?nt lleau distilldc du nilicu par un extr2it dc conserves 

dlésinards obtenu ?-insi : 

- dcs épinards de conserve sont mis en suspension à raison 

d'une partic pour dix dtenu distilluc. La préparation 

cst st6rilis6e par ,?utocl?.vnge dc dix ninutcs à 120" 

puis filtrée sur papier. Le liquide obtenu est utilisé 

corne solvant des produits constituant le nilicu à 13 

soytonc ou 12 soytonc-ccrvellc précédc~ment décrit. 

~ c s  csszis ont 6 t 6  réalisés avec 9 souchcs dc 

collection cultivées cn milieu soytonc-cervelle diluées dLms 

ln solution tryptonc sel. O , 5  ml. dc chacune dc ces dilutions 

était cnsemenc6 dans un tube dc nilicu soytonc témoin scms 

épinards et dc nilieu soytonc à 1 l cxtrp-it d 1  épinards 

zdditionné de 7 0 / 0 3  dlag?.r répartis cn tubes de 180 x 9. 
Les résultats sont consignés dans le tablc<?u VI. 

Le jus dtépinnrds favorise la croiss~.nce puisque 

à ln dilution 1 0 - ~  on décèlc cncore des colonies pour 6 souchcs 



. Milieu à la soytone ternoin Milieu & la soytone additionne de 
jus d'épinards 

Dilutions Dilut ions 
: Souches : - 4 - 5 - 6 - 7 - 8 - 9 -  - 4 - 5 - 6 - 7 - 8 - 9 -  . 

e m p a r a i s o n  do la croissance entre les milieux liquides soytone-cervelle et ertrair dl<pinardr 
r i  iZI ytone-cervelle en milieu b ? O / O O  dtagar rkpartis en tubes de 180 x 9. 
Les chiffres indiquent le nombre de colonies. 
@= colonies confl.uentes . 

TABLEAU V I  

'JI 

' J  l 



s u r  9 a l o r s  que d?ns l e  ; - ~ i l i c u  t6:;loixi une scqlo souche 

dome unc colonic c e t t c  d i l u t i o n .  L i n  d i l u t i o n  I O - ~  

l e  no:xbre de colonies c s t  toujours  supdricur dc"as l c  wil icu 

à i ' 6pinm-d à c e l u i  du & - ~ i l i e u  t6~3oi.n. 

iiilieu:; l i qu ides  - D-;?-s l e  milieu soytone-cervelle- 

6pin2rds IF. c r o i s s x ~ c e  npp?.r??t cn t rc  24 ct 72 heures su iv in t  

l ' ii;ipost,-,nco de P ' inoculuoli. 

La  d6tcrc innt ion  7, été c f f c c t u é ~  cn ::?ilieux & 1~. 

soytonc soliclé ot & l2 soytonc-ccrvelle l i q u i d e ,  incubés 

7-u b2.i.11-rit-rie d i f f é ren tes  te.inpsr?-turcs . P?-~;:zi 1 4 souches 

t o s t é e s  : 

- 7 ont une terLip&r>turc ~.~i:iinr' dc croissance de 49?C 

c t :-~~-;:i~nn cle 69 , 

- 7 ont une tec!p6rntuie 1~inin2-  de c r o i s s m c c  de 49ûC 

c t :î~nxiioia cici 63 C . 
11 s ' a g i t  donc dtu-rie espèce thcrnophile  s t r i c t e .  

D ~ a s  l e s  conserves 21ir-iclztaires où 1 ' c n ~ i c h i s s e -  

:lent n 6 t 6  obtcï;u prii incub,ition de 10 jours 5 5 O ,  deux 

aspects  rlorphologiquos peuvent e t r c  observés. 11 peut 

of?-g i r  s o i t  dlun b8ton~e-k à G r c n  + àc 3 à 4/U x 1/LI  

i s o l é  ou c~ c? ip lob~-c i l l e ,  s o i t  d ' u n  : x & l r i ; ~ g c  de b5tonaets 

do 3 à 4  /L1 préscn t~"n t  une spore t c r : n i r ~ ~ l v  e t  de b $ t o m c t s  

sm?s spores .  Ces dern ie r s  soz t  toujours  p lus  abondmts 

que Les forncs  sporul&es.  

B~.ns l e s  nilieu:: n r t i f i c i c l s  , 12- morphologie 

c s t  ident ique ,  12 sporula t ion  e s t  cxccptiormello . 



Aucun milieu particulier ne favorise 1 ' apparition 
des spores. Une seule fois les souches 59 et 65 ont donné 
des spores en nilicu dc Xosenow, clles n'en ont plus 

produites nu cours des subcultures. Des nilisux à 13 soytone 

additionnés de sulfate de Plri, de i:g, d'N'HI, sculs ou associés, 

des nilieux à l'épinard ou à la terre, lc milieu DRCI; n'ont 

pas été plus favorables. Unc sculc fois lc milieu à 116pincnrd 

additionné des sulfntcs dc lin, Iig et Pl£3q a permis ln sporula- 

tion de 12. souche 72 lL. Lcs subcultures ne préscntzient 

plus dc spores. 

à 100" : Les essais ont ét6 réalisés avec les prépnrstions 

spéciales pour l'enfance incubécs 1 0  jours à 55O,  

diluées dans une solution dc tryptonc sel 

(tryptone 1 gr., ClTJa 8 gr., cau distilloe 1000 ml.). 

Le chauffage a été cffcctué au bain-marie bouillant 

pendant une durée varient de 10 minutes à 8 heures. 

Lcs contrales de survie ont été obtenus par enscncn- 

cenent en nilieu liquide 12- soytone-ccrvclle et en 

milieu à l2 soytonc en profondeur. Les résultats 

sont exprinés d,ms lc t2-bleau V ï I  . f;ucunc diminution 
du nombre des sporcs n'est enrcgistréc après chauffa- 

ge de 8 heures à 1003. 

à 1203 : Divers essais ont été r6alisés avec lcs préparations 

spéciales pour lfcnf,uice. 3 gr. environ d'aliment 

ont été ajoutés à 6 ni. d'une solution de saccharose 

à 50 $ et le chauffage effectué dLms un bain dc 
paraffine à 1 20°. Après une heure, le volume était 

reconstitué par addition d'eau distillée. 



f . 
Temps de chauffage en heures Souches : . 1 2 4 6 : O H 1 0  3 5 7 8 . 

: 65 : 4 col. : 4 col. : 4 col. : 4 col. : 3 col. : 3 coi. : 3 col. : 3 col. : 3 col. : 
* L . 

: 66 : 4 col. : 4 coi. : 4 col. : 4 col. : 3 col, : 4 col. : 4 col. : 3 col. : 3 col. : 

: 7 2 A  :3Qcol. : 3 0 ~ 0 1 ,  : :28col. : 

: 7 3 A  :50col. : 50col. : :55col. : . . 

~hermor6sietance des spores de Cl. thermaaceticun à 100°C 



dprès les diffdrcnts tcnps adoptés pour le contrôle 

de ln survic dcs spores, 1 ml. du ~16lnnge n été enscmencé 

dlune part en milieu profond à la soytonc et 2 ml. en nilieu 

liquide soytone-ccrvellc. Les résultnts sont rapportés d,ms 

le tableau VILE. Dans ces conditions, les spores des souches 

65,66 et 73 A résistent à t20°. La souche 72 A résiste 

deux heures à cette température, elle est détruite en 2 Hf5, 

mais une réduction du noribre des spores est appcrue après 

une heure de chauffage. 

Des essais comparatifs ont ét6 réalisés en souact- 

t m t  les spores dc la souche 72 il à llautoclavage à 120°. 

Les résultats furent légèrencnt différents, elles nlont 

résisté qu'l Hl5 dans ces conditions. 

Les spores de la souchc 72 Li forirées en ailicu 
artificiel aux épinards et testées en solution sacch?-rosée 

résistent aussi 2 heures à 720° d,ms lc bain de paraffine. 

Effct dc tvndûllisation : 

2 ml. de préparntion spgcialc pour l'cnfmce 

contennnt des formes sporulées ont Bté mélangés à 6 mi. 

dc solution de saccharose à 50 $ et lc chauffngc effectué 
dans un bain dc p2rzffinc à 120°. Lc survie des spores 

a été contrôlée par ensemencement de 2 ml. dans un milieu 

soytone-cervelle. Le protocole dc l'expérinentation est 

schénatisé ainsi : 

Icr essai 

Zcr chauffage 5 '  120" culture + 
incubation à 55O 24 heures 
contrôle de survie = + 





2ènc chauffage 5 ' 120Qulturc + 
incubation à 5 5 C  24 heures 

contrôle dc survie = + 

3ème chauffage 5 '  1205 culturc - 
2ème cssni - 

ler chauffage 10' 120" culture + 
incubntion à 550 24 hcurcs 
contrôle dc survie = + 

2èmc chauffage 10' 120° culturc - 

1 er chauffage 10' 1 20° culture + 
incubntion à 40 24 heures 
contr6lc de survie = + 

2èmc chauffage 1 0' 1205 culture + 
incubztion à k0 24 heures 
contr8ïc de survie = + 

3ènc chauffage 10' 120° culture + 

Ainsi 3 expositions de 5 ' à 1 20° à 24 H d 1  intervalle 
entre chaque op6ration sont n~ccssaircs pour tuer les spores 

de Cl. thernoeccticun à condition d'incuber le produit à 55O 

après chauffage. 

2 expositions de 10' à 1205 à 24 II d'intervalle 

entre les deux opérations suffisent à tuer les spores à la 

condition d'incuber le produit à 55O après le ter chauff~ge. 

Lorsque dans les mêmes conditions on incube à 40 
au lieu de 55 entrc deux chauffages, les spores survivent. 

Cc résult2t laisse présumer que le chauffage agit sur les 

formes vég6tntives issues des spores ayant germées à 5 5 O  

et non sur les spores elles-mêmes. 



Lc nombre restreint de spores contcliucs dans les 

cultures en r,lilieux liq-lides pcrrnet de les éliminer par 

dilution. C'est ainsi que lcs dilutions à  IO-^ dos cultures 
cn milieu de Roscnov ou à ln soytone-cervcllc ne contiennent 

que dcs foraes végétatives. Il était donc possible d'étudier 

la longévité des bactdrics cn ensencnçctat cn milieu profond 
-4 h ln soytonc des dilutions à 10 , 1 om5, 1 o - ~  dc 

cultures conservées 9 jours ct 28 jours à la tcrapératurc 

anbiante ct de dénombrer ainsi les bactéries rcvivifiablcs. 

Cctte exp6ricnce a été réalisée avec 3 milieux différents : 

Roscnow, soytone-ccrvclle-épinards, soytone-ccrvellc. Lcs 

r8suïtats sont consignés d,ws le tableau IX. 

Ils démontrent une longévité variable selon 

les souches et Ics milicux utilisés ; il ressort cependant 

que le milieu soytonc-cervelle convient dans la majorité 

dcs cas. 

La /? propiolûctono à la. concentration de 0,25 $o 
stérilise cn 30 minutes les spores de ln souche 72 A 

contenue dans la préparation légumes-poulet. 

Lc catigène T 80 détruit lcs spores dc la même 

souche après 18 heurcs dc contact à 1% concentration 

de 0,?0 $, après IO heures avec 0,50 $ et après 5 heures 

avec t $. La recherche de la survie a ét6 r6alisée par 
ensemencement du produit cn milieu soytone-cervcllc 

additionné de lécithine. 





L'oxyde dt6thylènc détruit les spores de la souchc 

72 A en 1 heure 30. Les essais ont été effectués en déposant 
une culture sporulée sur une languette de papier filtre 

séchée et introduite dans un appareil à stEriïisation corner- 

cial. 

La tyloslne inhibe la croissruico des formes 

végétatives de la souche 72 A ?a la concentration de 0,025 p g  
p,ar ml. de milieu soytone-cervelle-vert janus. 

L'antibiotique ajouté à la dose do 2 D1.U- à une 

préparation spéciale pour l'enfance aux légumes-poulet 

contenant la souche 72 A a permis de réduire le nombre de 

Clostridium de 1 0  fois après incubation de 1 0  jours à 5 5 O  

comme l'indique lc tableau X. 

Les 19 souches présentent les caractères suivants : 

Gaz : - 
Odeur : acétique légère 

Gélatine non liquéfiée 

Lait non modifié 

SHê : -t. 

Indole : - 
Nitrates : réduits en nitrites 

Sulfites : non réduits 

Glucose : + ( p ~  3,07) 

Xylose : e (14 souches), - (5 souchos) 
Saccharosc, lactose - mannitol, glycérol, 
salicine, amidon, arabinoso, cellulose : 

non fermentés. 

Type fermentaire : acides volatils : acétique. 



: PSE légumes-poulet (souche 72 A )  + : PSE fdgumes-poulet (souche 72 A )  

: Lactate de tylosine 0 , 0 5 p ~ / ~  (2 DNT.) j s a n s  lactate de tylosine (témoins) j 
* 

: ~uantitd de PSE en gramme ensemencée : 
: dans 15 ml. de milieu soytone-cervelle-: 

: vert janus : 2 t 0,50 0,25 U,30 

: Incubation 3 jours 

: Incubation 10 jours 

: à 55OC -b - ,.. - - 

Action du lactate de tylosine sur la souche 

72 A dans une PSE légumes-poulet 



Il est nul pour le cobaye (voie sous-cutcuiéc) et 

la souris (voie intrap6ritonéalc) après inoculation de 

culturcs en milieu à la soytone-cervelle, En outre, les 

souris nourrics avec les preparations spdciaics pour 

l'enfance n'ont préscnté zucun synptôme ,anormal. 

L2 problème consiste à discuter de la présence 

de Cl. thermoaceticum dans les conscrvcs. L'origine tclluri- 

que de cette espèce explique sa fréquence dane lcs conserves 

de léguncs. Les procédés classiques d'appertisation ne sont 

ccrtcs jamnis suffisants pour détruire les spores. Il faut 

donc pour s'cn préscrvcr évitcr leur présence dans les 

aliments ; pour cela, une désinfection préalable des végétaux 

semble le scul procédé efficace. Un autre rcnède consisterait 

à ajouter de la tylosine à 12 conccntrvtion de 0,2111~ pnr 

gramle , par cxcrnplc . 
L'altération des conserves infectées par 

Cl. thermoaceticum est pcu apparente ; la souchc n'est 

pas gazogène et pcu glucidolytique. L'odeur n'est pas 

modifiée. Les flacons dans lesquels nous l'avons mise en 

évidcncc accusaient un vide compris entre 220 mm de Hg et 

400 ml de Hg avec une moyenne situéc entre 320 ct 340 mm 

de Hg (normale = 400) ; lc p1-I le plus bas enregistré 

a été de 4,2 et le plus Clcv4 5 , 7 .  L~ucunc relation n'existant 

entrc ces constantes et le nombre de bact6rics observéos 

à llcxmcn i~icroscopiquc direct après incubation à 55O 
pendant 10 jours. L'cnrichissencnt par ce proc6dé est 

drailleurs variablc et, dans ccrtains cas, seulcs les 

culturcs sont capablos de dtcelcr les bactéries, l'examen 

r3icroscopique direct demeurant négatif. 



Dans dlautaes cas, les 616nen-t~ microbiens sont 

très nox;ibrcux nais l'acidité ou la diminution du vide nc sont 

pas obligztoircment les ténoins d'une pr6sence massive du 

Clostridiurn. 

Ces observations nous obligent à considérer un 

problèae d'ordre plus général : cclui de ln st6rilité des 

conserves alimentaires. Il ne fzit aucun doute quc de nombreux 

lots de conscrvcs de 18guncs ne peuvent etrc obtenues stériles 

en raison de la therrriorésistmce élcv6e de certaines spores 

hbbergées par les plantes. Lorsque ces cspèces altèrent le 

produit ou sont riuisibles à ln santé publique cllcs sont 

intol6rables ct lcs pr6p2rations les hébergeant doivent 8trc 

refus6cs. D m s  le cas contraire c'est-à-dire lorsque les 

produits renferment des spores incapables de germcr à la 

température ambiante ct lorsque menc une lnultiplicntion 

des formes végétatives se produisant aucune altération du 

goût, de 1 ~ -  couleur, de l'odeur ct de la consistance du 

produit n'est constatée, il est tolérable de soumettre La 

conserve à la consornr.~ation. Le problème dc la stérilité 

coinmercialc ou biologique se trouve unc fois de plus évoqué. 



GROUPE II - CLOST3IDIUi.I THERï~iOS~~CCH2JIOLYTICW~I : 6 4 s O U C ~ C  s 

OiIIGIPJZ E X  DDESIGNf&TIOZJ DES SOUCHES 

LE-' plupart des souches isolécs proviennent 

dléchantillons de sucre cristallisé comc cn témoigne le 

tableau XI. 

: Nature des &chan- : Nombre d'échm- Nombre de 
: tillons examinés : tillons exnninés : souches isolées : 

Sucre 50 62 

: Poudre d'algucs : 1 1 

Origine dcs 64 souches de Clostridium thernosaccharolyticun 

La technique dlisolcncnt a 6té décrite pr6c6deliment. 

Les résultats des dénombrements de spores réalisés à partir 

des différents échatillons examinés sont lcs suivants : 

Nombrc dc spores 
d a s  un gr. de sucre 

Nombrc dl&- 
chantillons 



1 gr. de nélasse contenait 60 sp./gr. 

1 gr. dc poudre dfnlgues contenait 2000 sp./gr. 

Cf'bCTERES CULTURAUX ET l4ORPHOLOGIE 

En milieu soytonc liquide la croissL2nce est rapide. 

La phase lognrithnique ~ s t  courte (4 heures), la production 
de gaz très abondante. Le trouble est homogène. 

En profondeur lcs cultures sont maérobies strictes, 

Les colonies en milieu à la soytonc à 7 0 / 0 0  dfagar 

sont de deux typcs souvent observées d,ms un même tube pour 

une même souche. Il s'agit de colonies lenticulaires ou 

irrégulières translucides ou opaques atteignant 1 à l , 5  mm 

dc diamètre. Toutcfois la forme de ces colonies est difficile 

à constnter en raison de lféclatcment précoce de la colonic 

provoqué par les gaz disloquant la colonne dfagar. 

Les colonies de surface obtenues sur milieu à la 

soytonc ont été observées à la loupe binoculaire à un 

grossissemcnt de 20 diamètres cn éclairage oblique. Ainsi 

17 variétés dc colonies ont étd dénonbrécs. Ellessont 

décrites et schématisées dans la figure 1 ct classées en 

fonction de la morphologie des bactéries corrcspondc?ntcs. 

Ainsi deux groupes principaux ont et6 constitu~s. 

Lc premier comprend les bact4ries présentant l'aspect 

d'un Lactobacille cn l'absence de toute forme sporulée 

apparente. La deuxième correspond à des formcs sporulées. Il 

s'agit dc batonnets iclentiqucs à ceux du preiiiic-r groupe p d  

sentant des spores rondes, terminalcs. Enfin, un troisième 

groupe constitué par une seule souche (48 S) ; clle se 
présente cn bStonnet large droit ou incurvé souvent 

cloisonné. Toutes sont mobiles parcils péritriches. 



Aspect des colonies de Clostridiun thermosaccharolyLicum 

FlGC?RB 1 



1 ) Type non sporulé - iI 
/1 rz 

Bombée, contour régulier, Contour régulier, Contour irrégulier, 
centre opaque blanc, centre opaque, granuleuse plate, 
p&riph&rie translucide. pkriphérie légèrement R. reflet bleu verdâtre. 

\* " " 

Translucide, 
centre opaque, 
contour irrégulier. 

Granuleuse, 
opaque au centre, 
irrégulibre. 

Transparente, 
excentrique blanc 
opaque. 

Périphgrie granuleuse, opaque, Très petites, transparentes, 
reflet blanc ou rosé, centre opaque l i s s e ,  114 à 112 ml de diamktre. 
contour régulier. 

~rrégulibre, plate centre légèrement Blanche, opaque, plate, Translucide, rugueuse, 
opaque, contour plus transparent, rugueuse, contour irrégulier plate,co~itour irrégulier. 

blanches. 3 mm de diamétre, 



4, 
k k' 
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Les techniques d'isolement de cette espèce sont 

rapportées d,ms le chapitre II. Mous insisterons toutefois 

sur ln fréquence toute pzrticulière des Bacillus thcrmophilcs 

d m s  le sucre. En lT,?bscncc dc milieu sélectif l'isolcnent 

dcs Clostridiux eut été impossible. 

Température de croissance 

Lcs tcnpératures s16chelonnent entre 30 ct 650C 

corne l'indique la figure II. Toutes les souches cultivent 

à des tcmpératurcs inférieures à 40%. 
30° 370 400 5 oO 600 630 650 700 

26 souches 
8 ! - . .- 

9 souches 
f ! 

14 souches I I 

13 souches t i . - ,  , 

~empératures limites de croissance des souches dc 

Cl. therrnosaccharolyticun 

FIGURE II 

Il s'agit donc d'une espèce thernotrophe. 

Etudc des courbes de croissance cn nilieu soytone liquide 

en fonction dc la température d'incubation et de la concentra- 

tion cn glucosc 

Ccttc espèce se prêtait tout particulièrement à une 

telle 6tudc en raison des facilités de culture. Nous avons 

choisi la souche 52 SPSR. 



Nous avons réalisé : 

1 " )  lfétudc dc la croissance à 37O aux concentrntions 
dc 0,10 - 1 - 3 - IO - 20 pour 1000 de glucosc 

20) l'étude de la croiss,ance à 5 2 5  aux conccntrations 

de 0,10 - 1 - 5 - 10 - 20 pour 1000 de glucose. 

L'examen des courbes autorise les conmentaires 

suivants : 

Lc glucosc possède une action stimulatrice quelle 

que soit 12 concentration et lc tcmp&rature dtincubation 

(figures111 et IV). 

A 37O (figure III) l'action la plus favorable 
s'observe pour les concentrations de 5 - 10 - 20 pour 1000 : 
aucune difference sensible ne se manifeste entrc elles. 

Toutcs trois sont plus favorables que ln concentration de 

1 ~ / o o  et cettc dernière l'est dav,antage que 0,l ~ / o o .  La 

concentration optimale se situe donc entre 1 et 5 pour 1000. 
La phzse logarithmique de croissance stétale sur 10 heures. 

lL 5 2 O  (figure IV) on assiste à une modification 

profonde dos résultp-ts. Lc concentration optin~.le en glucosc 

devicnt 1 "0 o. Lc phase lognrithrraiquc dz croissrcncc est de 

4 heures et rapidement ln densité optique diminue indiquant 
un début d'autolyse bien connu chez 1 ~ s  thermophiles. Il 

s'agit de la tempdrnturc optiinzlc de ddveloppcment car 

,?ucune inflection dc ln courbe n'est observ6c d'ans les 

prernièrcs heures comme c'est le ccs & 3 7 O .  Les concentrations 

de 1 0  - 5 - 0,1 ~ / o o  donnent des résultats superposables 

plus satisfaisants que ceux obtenus à la concentration de 

20~/,, qui semblc inhibitrice. 



Ternpç on heures 

-------- 20 p. 1000, ? O  p. 1000, 5 p .  1000 de glucose 

1 p. 1000 de glucose 

-- témoin s a n s  glucose - O,? p. 1000 de glucose 
Concentrations variables eii glucose - Croissance à 77. 



Temps en heures 

1 p. 1000 gliicose 

+ 

= - + 10 p.  1000, 5 p. 1000 et 0,1 p. 1000 de g 

--------- 20 p. 1000 de glucose L\  il L 

- I I _  
sans glucose = témoin 

Concentrations variables en glucose - Croissance à 520 

FIGURE IV 



Des dénombrements dc foraes vég6tatives cffcctu6s 

à ln 12èmc heure sur chacun des échantillons révèlent que 

dans les deux c2s lc nonbre de bactéries est sensiblement 

identique quelle que soit 12" concentration en glucose ou 

1c tcnpérzture envis3g6e. Le nombre des formes rcvivifiablcs 
8 oscillo entre 3 x 108 ct 5 x 10 por ml. Les témoins sans 

glucose méritent une ?ttcntion p~~rticulière : à 5 2 O  le 

nombre de germes atteint 5 x 106 ; à 37' à. ln 12ènc heure 

il est dc 5,5  x Io8. Ainsi le nombre dc germes est différent 
selon que ln culture s 'opère 3 7 O  ou à 52 OC. 

Cette compar<>ison entre les tenp&rntur@s de 37O 

et 52O est reprise individuelleiaent poln les témoins s m s  

glucose et avec les diverses conccntrrtions en glucose 

ds'ns les figures V - VI - VI1 - VI11 - IX. Dzns tous les 
c ~ s  la croissance est plus rapide à 52O qu'à 37O. ~ ' é c ~ r t  

le plus important concerne la concentrntion de 1 pour 1000 

(figure VII) à 5 2 O .  La phase l~g~rithmiquc dure 4 heures 
au lieu de 10 à 3 7 O .  Ainsi se trouve confirmé le choix 

de 1 O/O o de glucose dzns le milieu à In soytone recommd6 

pour cultiver les Clostridium thcrmophiles. 

Toutes les culturcs sont rcvivifinbles nprès 

un s6jour de 6 scfiiaincs en milieu soytone-cervelle-vert jûnus 

aux températures de - 20°C j + h°C , + 20°C +55OC. Un essai 

particulier n été effectué avec ln souche 53 B. Il a consisté 
à dénombrer les bactéries rcvivifi~bles nprès un séjour 

de 10 jours ct 28 jours d'mç trois nilieux diffQrents. Le 

tableau XII indique qu',-,près 10 jours les milieux dc Rosenow, 

soytone-cervelle-vert j,uius enrichi ou non d'extrait dt8pi- 

n~-rds possèdent l2 même valeur : 



Temps en heures 

~dmoin sans glucose 

~empérature de croissance 52 et 370 

FIGURE: V 



Temps en heures 

-- 37O BQ:, 
,-\ L L.L 

Concentration eri glucose 0,1 p. 1000 

~empdrature de croissance 52 et 37. 

O 

FIGURE VI 



4 6 8 

Temps en heures 

Concentration en glucose 1 p. 1000 

~empdrature de croissance 52 et 37O 

FIGURE VI1 



4 6 8 

Temps en heures 

Concentration en glucose 10 et 5 p. 1000 

Tempdsatures de croissance 52 et 3 7 O  



Temps en heures 

Concentration en glucose 20 p. 1000 

~emperature de croissance 52 e t  3 7 O  

FIGURE IX 





ln survie est identique d ~ i ~ s  les trois cas. Après 28 jours 

les milieux les plus favorables sont soytonc-cervelle-vert 

jnnus avec et sc~as extrait cl'épinnrds ; tous deux contiennent 

encore des bactérics rovivifinbles 5 1~. dilution IO-'. Lc 
-4 milieu de Roscno~~ n'en contient qu'à la dilution 1 0  . 

Sporulation : 

Les résultats dcs essais sont consignbs d'ans le 

tableau =II. Il ressort quc le milieu conten'mt les sulfates . 
de iul, tig, IW enrichis par dc l'extrait dc pois cassés ainsi 4 
que lc milieu de Roscnow conviennent le mieux à ln sporula- 

tion : 3 souches sur 7 (d,ws le premier cas) 4 sur 7 (dans 
le second) ont produit des spores visiblcs à l'exancn nicros- 

copique. Lu terre et le nélangc complexe sont moins fuvorables. 

Lrcxtr>.it d'épinards, le DRCM, le sérum coagulé n'ont pas 

ét6 satisfaisants. 

Les r8suïtats sont exposés dans les tablerrux XIV et 

xv . 
Tcnpo de chauffage à 100°C Désignation des souches 

ayant r6sisté 

~heraor6sistance des sporcs en suspcnsion d m s  des 

solutions saccharos~es à 50 $ chzuffées à 100°C puis 

ense:?iencées en milieu soytonc-vert jmus à raison dc 

4 ml. par tube corrcspondmt à 2 gr. dc sucrc. 

T~LBLEAU XIV * / O  





Les spores dc 13 souche 2 (poudre d'algues) en suspcnsion 

dans le milieu soytone-vert janus où elles ont &té produites 

résistent 2 H 30 à 100° >u lieu de 5 H 30 en soluti~n 

snccharosGe. 

Tenps de chauffage à 1203C D&sign?.tion des souches 
ayant résis tC 

~hernor8sistancc des spores en suspension dans une 

solution dc saccharose à 50  '$ chauffées à I2O0C dzms 

un bain-marie de paraffine puis ensemencées en milieu 

soytone-vert jmus à rcison de 4 ml. par tube. 

TABLEAU XV 

On remarque que les souches les plus r6sistLmtes 

à 100° ne sont pas toujours cclles qui résistent le plus 

& 1200. Cette apparente discordancc relève de l'absence 

dthomogénéit& dans lu population. Or les sucres utilisés 

pour rézliser cette exporionce conticnncntde très faibles 

quantités de spores, il est donc possible que llé'chantillon 

dc 2 gr. chauff6 à 100° renferme une spore plus résistcnte 

que 116chantillon chnuff4 & 120Qou vice versa. Cette fzible 

quantité de spores nous c? d'ailleurs interdit toute possi- 

billte de d&noribrcmcnt nu cours du chauffage et d'établir 

ainsi la courbe de disparitica cn fonction du temps. 



Lcs pr incipaux CS-ractères biochimiques mctiv,ant 

1z réunion dc 64 souche; sont : 

1 0 )  d'être gazab' *enc s 

2 ~ )  de ne poss6dcr aucun pouvoir prctdolytiquc 

3 0 )  dlêtrc fortcncnt glucidolytique (glucose,s~ccharose, 

lactose, sclicine , ?-:aidon, crabinosc , xylose ferment6u , 
glycéroa ct cellulose non fermentés) 

4 0 )  de coaguler lc lait 
5 0 )  de produire uniformément les acides ?.c&tique ct butyri- 

que. 

Ce sont les cnr~.ctères essentiels de l'espèce 

Cl.thermosaccharolyticum. Cependant 2 groupes peuvent être 

envisagés, 51 souches ne fcrrnentcnt pas le mannitol et 1 3  
le fermentent ; donc chacun dtcux pourrait se diviser en 2 

s~us-groupes selon que les sulfites sont r&uits ou non. Le 

tableau XVI rend co::~pte dc cette différenciation. 

Les cultures dcs souchcs 70 SPS, t O G ,  37, 71 inocul6es 
au cobcye par voie sous-cutanée et la. souris pzr voie 

intrcpéritonéale n'ont présent6cs aucun pouvoir infectieux. 

1) Les caractères nous permettcat d'identifier nos souchcs 

avec l'espèce Clostridiurn thcrmosacchnrolyticum correspond~nt , 

exacteincnt à ceux décrits dcms la littdrature cn ce qui 

concerne les 51 souchcs mannitol négatives. Nous avons 

pourtant trouvé 73 souchcs fermentant cet hydrate de carbone 

s,ms qu'il soit possible de les assimiler à une autre espèce. 



P O * ]  +a B) 



Pour cette raison nous ?.vans divisé les souches en deux 

groupes. 211 fait il sefilble justifié de considhrer qu'il 

existe une variété Clostridiilin thermosaccl-irrolyticum 

nnnnitol + qui nc diffère de l'espècc type p2r aucune autre 

différence. 

2) L'origine des souches de Clostridiun thermosuccharolyti- 

cun isolées est assez uniforme. Nous l'avons rencontrée - 
essentiellemnt dans des é~h~antillons de sucrc raffin6 

(O2 souchcs sur 64). Bien quc le noabre de spores contenu 

drns 7 grc?mc de produit soit rclativcmcnt fp-iblc, en moyenne 

1 0  par gr2mLic, le problème dc 1'6liliiination de ces spores 

se pose. L'origine dc ln cont?.ninc.tion c s t  sans nul doute 

lc betterave sucrière souillée par la tcrrc. Or, pp-rmi les 

no~:brcuses espèces de Clostridiun thcrnophilcs susceptibles 

de contc?mincr 13 bctter2vc, seul Cl. thcrnosacch~rolyticum - 
cspèce saccharolytique par cxccllence - parvient à se mnin- 

tenir à tr?.vers toute Pa chaîne des nombreuses opérations 

conchisznt ,iu sucrc rcffiné. O n  se trouve ainsi cn présence 

d'un tropisnc de lfcspècc pour les produits sucrés ct seule 

uoc désinfection efficace et fréquente du mc-tériel devrait 

ûn6liorer ln qualit6 bactériologique des sucres. 



GROUPE III - CLOSTRIDIUi; NON IDEI~TIFIXS 

Ce groupe conprcnd 18 souches quc nous n'avons 

pu rn t t cchcr  à espèce connue. Nous lco avons n r b i t r û i r c -  

ment d iv i sées  en 9 sous-groupes pour lcsqucls  une c l c f  

de d6terninr . t ion n b t 4  6 t z b l i c  ( tzblcnu XVII). 

Sous-groupe 

...................... h - Non gazogènc 1 

B - Gczogène 

7 )  Non protéolytique 

................... - indole  - 
aa - indole  + 

........... 1 - saccharose - 

........... 2 - sacchsrose + 
bb - m,umitol + 

................... c  - xylosc - 5 
cc - xylose + 

................. d  - n i t r a t c s  - 

................. dd - n i t r a t e s  + 

................. a  - n i t r a t e s  + 8 

aa - n i t r a t e s  - ................. 9 

2 se  d i f f 6 r c n c i c  dc 3 pnr indole -, sncchcrosc +, n x m i t o l  +, 
SR2 +. 

2 se  d i f f i - rencie  dc 6 par indolc  -, xylosc +. 
3 oc d i f f é r e n c i e  dc 4 par sncchnrose -, SH2 - zmidon-. 

4 sc  d i f f6 renc ie  dc 5 par s u l f i t e  -, mannitol -, s o l i c i n e  -. 
5 sc d i f f é r c n c i c  dc 6 par xylosc -. 
6 se  d i f f6 rcnc ie  de 7 par NO -, l ~ - c t o s c  -, 'amidon + , sn l i c inc - .  

8 se  d i f f é r e n c i e  de 9 par n i t r a t c s  +, sncchcrosc +, m ~ l n i t o l  +, 
s c l i c i n e  +, amidon +. 
Clef de dé tern ina t ion  dcs Clos t r id iun  du groupe III 



Lcs caractères diffQrenticls sont groupés dnns les tableaux 

XXVI et XXVII. 

SOUS-GROUPE 1 

11 est représcnt8 par une seule souche (112 A) 

Origine 

Ltisolenont n été obtenu à partir d'un dchnntillon 

de m6lasse. Il contenait 30 spores par gramme. 

D m s  lc ailieu soytonc-cervellc les bactéries se 

présentent sous formc dc bfitonnets droits non sporulés 

à Gram + du type Lactobacille. 

Car2ctèrcs culturaux 

L1abscncc de production dc gaz constitue le 

principal ca-rnctèrc de différenciation. 11 n'a pas été 

possible d'obtenir de colonies en surfxe. En profondeur 

les colonies sont irrégulières. 

~a temp8raturc ninina dc croisoancc est de 37O ; 

la tcnpdrature naxinc- do 51 O .  

Les caractères biochiniques figurent d ~ n s  le tablecm XXVI. 

Cettc espèce très pcrticulière acidifie fortcmcnt le 

milieu témoin non sucré dont le pH stabi.iss~ à 5 , 7 .  Lc. 

culture en milieu glucosé atteint un pH de 4,8. 

SOUS-GROUPE 2 (2 souches)(81 A - 81 B) 

Origine 

Lcs deux souches ont At& isolées de jzmbon en boîte. 

* / O  



Il s ' 2 g i t  de b a c i l l e s  à Gran + à c i l s  p d r i t r i c h c s  

dont l e s  spores sont cen t ra le s  ou subtcrininalcs, déforrlcmtes. 

Caractères cul turaux 

La- souche 81 A présente des colonies t ranspurentes ,  

rnuqucuscs, A contours i r r d g u ï i e r s  e t  à cent re  opaque. 

Ln souche 81 B donne des colonics  t r ans luc ides ,  

p l a t e s  à centre  opzquc, aux contours r é g u l i e r s .  E l l e s  

mesurent 0 ,5 i?i 1 ma de d i ~ m è t r e .  

En profondeur l e s  colonies sont lenticulaires 

au namzlonnées e t  houppcuses. Ln tempér~.turc de c r o i s s m c e  

e s t  coiaprise e n t r e  37 e t  61 OC, 

CD-rr-.c t è r e s  biochimiques 

11s sont  présentés  d m s  l e  tab leau  =VI. 

SOUS-GROUPE 3 ( 1  souche) ( N O  5 )  

L?. s eu le  souchc r c p r é s e n t ~ m t  ce sous-groupe 

a d té  i so l6e  d 'un  d c h m t i l l o n  de vir?nde de baleine déshydraté 

contenL2nt 20 spores  dc c e t t e  cspècc p2.r grcCw-ne. 

La forme non sporulée e s t  un b m i l l e  à Gram + 
préscntp'nt l ' a s p e c t  d 'un L ~ c t o b n c i l l u s .  La forme sporul8e 

appara î t  dans un mil ieu 2u potûge " v o l a i l l e  vcrmicellc" 

e n r i c h i  en sulf ,? tcs  de >in, iig, Pmq. Le tnblenu XVIII rend 

compte dc l a  sporuln t ion  en fonct ion du temps c t  dc quclqucs 

milieux cssnyés. 





La thernorésistance des spores est de 30 minutes 

à 80° et 1 minute à 100° lorsqulelles provienneilt de milieux 

artificiels. A partir du milieu naturel la thermorésistante 

à 100° s'est élevée à 30 minutes. Les spores ont été 

détruites après chauffage de 1 heure à 1 OOO. 

Les caractères culturaux 

En surface les colonies sont transparentes, elles 

ont des contours irréguliers et un centre opaque. En milieu 

liquide les températures extrêmes de croissance sont de 37O 

et 61°. La longévité à 5 5 O  est de 25 jours. A - 20°C, 
+ b°C, + 20°C elle dépasse 40 jours. 

Les caractères biochimiques de la souche sont 

exposés dans le tableau =TI. 

SOUS -GROUPE 4 

Il est représenté par 2 souches (4 - 6 )  

Origine 

Elle cst indiquée dans le tableau XIX. 

: Nombre de : : Nature des Wonbre dtéchan- ~ésignation des. spores par: 
échantillons ' tillons exar,~inés: souches isolées: 

g. de pro-: 
: duit 

: Extrait de : 
: viande de Ca-: 
: chalot 

: Extrait de 1 
viande pour : 1 6 160 : bétail 

t 

Origine des souches du sous-groupe 4 

TABLEAU X I X  
O / *  



Morphologie 

La forme non sporulée est représentée par des 

bâtonnets à Gram + droits présentant l'aspect de Lactobacilles. 
Les cils sont péritriches. 

La forme sporulée a été obtenue dans les condi- 

tions décrites dans le tableau MI. en fonction du milieu 

utilisé. Les spores sont subterminales, centrales, ovales 

et déformantes. 

:6ème 
:jour : - + - 
: 73ème : 
: jour : + .  - + + + .  + 

Sporulation des souches du sous-groupe 4 

en fonction de différents milieux 

TABLEAU XX 

On remarque que les milieux enrichis en potage 

au cresson sont les plus favorables. 

Thermorésistante des spores à 100°C - Elle est indiquée 
dans le tableau XXI. 



:Temps de chauffage en minutes à 100°C: 
: Souches : Nilieux : 

: 1 1 0  : 2 0  3 0 .  40 : 150 : 
artificiel : + .  + .  + .  

naturel : 
;(~xt.cachalot) + .  : + :  + .  : + :  . + .  : +  i 

artificiel : + .  

naturel : 
:(~xt.de viande): + : + 

~hermorésistance à 100° des souches du sous-groupe 4 

TABLEAU XXI 

Pour les deux souches la thermorésistante à 100° 

est plus élevée pour les spores contenues dans le milieu 

naturel que celle obtenue avec les spores formées dans le 

milieu artificiel à la soytone. Pour la souche 4 elle varie 

de 20 minutes à 150 minutes et pour 6 de 1 à 10 minutes. 

Caractères culturaux 

En surface deux types de colonies sont observés : 

l'un (souche 4), transparent à contour irrégulier, à centre . 1 
opaque ; l'autre (souche 6), transparent à contour irrégulier. 1 

En profondeur les colonies sont soit lenticulaires 

soit mamelonnées ou houppeuses. 

Les températures de croissances sont comprises 

entre 37 et 610. 

La longévité dépasse 30 jours à 55O pour la souche 
4, elle est inférieure à 30 jours pour la souche 6. 



Les caractères biochimiques des 2 souchcs sont 

exposés dans le tableau XXVI.  

SOUS-GROUPE 5 (7 souchcs) (1 13 A - 113 B - 113 C - 118 A - 
119 h - 120 A, - 121 A) 

Origine - Lcs 7 souches proviennent soit de boue primairc 
conditionnée soit d'échantillons de terre 

(tableau =(II). 

Naturedes : Nombre No::~bre de 
échantillons : d'échantillons : souches 
cxaninés examiné s isolées 

Boue primaire 
: conditionnée 1 3 

: Terre 4 4 

Origine des souchcs du sous-groupe 5 

TABLEAU Y J J I  - 
Elles ont été décelées à raison de 1 par gr. de 

l'échantillon dc bouc et respectivement, une et deux, 

pour les échantillons de terre. 

Il s'agit de bacilles à Gran + à cils péritriches 

et à spores centrales ou subterninales déformantes se 

formant facilement sur les milieux à la soytone. La thermo- 

résistance des spores est constante pour les 7 souches. 
A partie des ailieux naturels et dans une solution saccharo- 

séc à 50 /o dans un bain de paraffine les çpores ont résisté 

60 minutes à 120° et ont été détruites après 80 minutes. 

* / O  



caractères culturaux 

En surface les souchcs 11 3 A et 121 A donnent 
des colonies transparentes, plates à contours dentelés ; 

les souchcs 113 B, 1 1 9  A ,  120 A des colonies transparentes, 

rondes à contours réguliers ; la souche 113 C des colonies 

granuleuses de 1 mm de diamètre à contours irréguliers. En 

pronfondeur les colonies sont lenticulaires, mainelonnées 

ou houppeuses. 

~ernpérature de croissance 

Les températures extrhes de développement sont 

de 30 et 63OC. 

Les caractères biochimiques sont exposés dans le tableau 

m. 

SOUS-GROUPE 6 ( 1  souche) ( N O  1 )  

Origine 

La souche a été isolée d'un échantillon de potage 

déshydraté. 

Les bactéries sont des bâtonnets à Gram + à cils 

péri triches sporulant difficilement . Le tableau XXIII rend 
compte des essais réalisés pour obtenir les spores. 

L'extrait de pois cassés apparaît plus favorable 

que les autres extraits utilisés et l'association des 3 
sulfates de lin, Hg, d'ammonium semble bénéfique. Les spores 

sont subterminales, centrales, déformantes. Elles résistent 

30 minutes à 80°C et 15 minutes à 100°C ; elles sont 

détruites après chauffage de 20 minutes à 100°C. 





Caractères culturaux 

En surface les colonies sont transparentes, à 

contours irréguliers et à centre opaque. En profondeur 

elles sont lenticulaires, :namelonnées ou houppeuses. 

Les texpératures extrêmes de croissance sont de 

37 et 6 1 0 ~ .  

La souche est encore revivifiable après un séjour 

de 39 jours à 55OC. 

Les Caractères biochimiques sont décrits dans le tableau 

XXVI . 
SOUS-GROUPZ 7 ( 1 souche) (1 1 7) 

Origine 

La souche a été isolée de fumier de cheval. 

Il s'agit de bâtonnets à Gram + sporulant facile- 
ment sur les milieux à la soytone. Les spores sont subter- 

minales ou centrales, ovales et déforaantes, Elles résistent 

50 ininutes à 120° et sont tuées après 1 heure de chauffage 

à cette tenipérature. 

Caractères culturaux 

Zn surface les colonies sont granuleuses à con- 

tours irréguliers. Elles mesurent 1 mr? de diamètre. Les 

températures extrêmes de croissance sont de 30° et 6 3 O C .  

Les caractères biochimiques 

Ils sont décrits dans le tableau XXVL. 



Les sous-groupes 8 et 9 comprennent des espèces 
liquéfiant la gélatine et digérant le lait. 

SOUS-GROUPE 8 (1 souche) (NO 3) 

Origine 

La souche a été isolée d'un potage déshydraté. Il 

contenait 40 spores par 1 gramne. 

tlorphologie 

Il s'agit de bâtonnets à Gram + non sporulés dans 
les milieux ordinaires de culture, mobiles par cils péritri- 

ches. La sporulation est hautement favorisée par l1associa- 

tion des sulfates de Bin, de :ig et dlammonium cornle l'indique 

le tableau XXIV.  Le sulfate de manganèse semble défavorable 

à la sporulation. Les milieux les plus satisfaisants sont 

ceux au potage "volaille vermicelle" et au potage au cresson. 

~hermorésistance des spores 

Les spores résistent 30 minutes à 80°C et 15 minutes 

à 1000C. Elles sont détruites après 20 minutes de chauffage 

à 100°C. La longévité dépasse facilement 39 jours à 55OC. 

Caractères culturaux 

Les colonies de surface sont transparentes et 

présentent des contours réguliers. En profondeur elles sont 

lenticulaires, aainelonnées ou houppeuses. 

Les températures extrêmes de croissance sont 24 

Caractères biochimiques 

Ils sont exposés dans le tableau XXVI. 





SOUS-GROUPE 9 (2 souches) (NO 115 et 116) 

Les différences essentielles entre les sous-groupes 

8 et 9 doivent &tre recherchées dans la réduction des nitrates 

et les fermentations sucrées. 

La souche du sous-groupe 8 réduit les nitrates et 

fermente fortement les glucose, saccharose, amidon al-s 

que les souches du sous-groupe 9 fermentent faiblement 
le glucose mais non le saccharose et l'amidon. 

Origine des souches 

La souche No 115 provient de matières fécales de 
cobaye, la souche No 116 de fécès de poule. 

Ce sont des btltonnets à Gram + du type Lactobacille 
pour lesquelles il ne nous a pas été donné d'observer les 

spores par examen microscopique. Nous avons cependant détermi- 

né leur thermorésistante : eles réaistent 30 minutes à 120° 

mais sont détruites après 50 minutes de chauffage en solution 

saccharosée. 

Caractères culturaux 

Il n'a pas été possible d'obtenir de colonies sur 

les milieux solides en surface. En profondeur leur forme 

varie dans un marne tube de milieu. 

Les te~pératures extremes de croissance sont 30°  

Caractères biochimiques 

Les deux souches différent par la production 

d'indole corne l'indique le tableau XXVI. 



DISCUSSION 

1) Les origines variées de chacune de ces espèces 

indiquent une très large répartition des Clostridiun 

thermophiles dans la nature. Ce sont des germes telluriques 

(tableau XXV) 

Nombre de : Sous-groupes Origine . souches 

1 1 ~élasse : 
: Jambon on boîte 

:viande de baleine déshydratée: 

:Extrait de viande de cachalot: 

i~xtrait de viande pour bétail: 

: Boue primaire conditionnée : 

: Terre 
: Potage déshydraté 

Fumier de cheval 

1 : Potage déshydraté 

1 Fécès de poule 
9 1 : Fécès de cobaye 

Origine des espèces du groupe III 

TABLEAU XXV 

2) Le classement des 18 souches en sous-groupes se 

justifie en étudiant les relations existantes entre les 

souches. Toutes sont des Clostridiul;~ therrnotrophes à spores 

subterminales ou centrales, déformantes. Elles possèdent 

le meme type fermentaire aceto butyrique et ne sont pas 

pathogènes pour l'animal. 



.... 

l e u  

Nitrate de Na 

Sulfite de Na 

Lait 

Saccharose 

Amidon 

L + arabinase 

Lactate de Ca 
Citrate de Ca 

................. 



Le sous-groupe 1 non gazogène se différencie des 

six autres tous gazogènes. Il est en outre fortement glucido- 

lytique et acidifie meme le milieu témoin non sucré de façon 

non négligeable. 

Les sous-groupes 8 et 9 sont protéolytiques. 8 
réduit les nitrates et fermente les sucres, 9  est nitrate - 
et faiblenent glucidolytique. 

Les sous-groupes 2 - 3 - 4 - 5 - 6 - 7  présentent 

des caractères apparemment rapprochés ne permettant pas 

toutefois de les confondre les uns avec les autres. Les 

principaux critères de différenciation se trouvent réunis 

dans le tableau XXVII. 

Les sous-groupes rapprochant le plus sont 6 et 7 ,  

4 et 5 ; 6 et 7 diffèrent par la réduction des nitrates, la 
fermentation de l'amidon et les températures extrernes de 

croissance ; 4 et 5 par la réduction des sulfites, la 
fermentation du tgannitol et de l'amidon. 

3) Les températures extrêmes de croissance ne sont pas 
homogènes et ne permettent pas de rapprocher les sous-groupes 

~ossédant une certaine affinité biochimique comme les 

sous-groupes 8 et 9 ,  4 et 5 par exemple. 

: ~emp6ratu.res : Sous-groupes : 





4) Est-il possible dlidentificr l'un de ces sous-groupes 
avec des espèces décritos dans la littérature ? 

En comparant les tableaux 1 et XXVI on remarque 

qu'auctme espèce antérieurement décrite ne s'identifie avec 

les espèces mentionnées. Le petit nombre de souches étudiées 

ne permet cependant pas d'établir des espèces nouvelles. 

5) Les thermorésistantes des souches envisagées sont 
toujours élevées. 

A 100° le temps de survie le cioins élevé est de 

20 minutes et le plus long de 150 minutes. 

A 1 20° en suspension dans une solution saccharosée 

et en bain de paraffine, nous avons enregistré des survies 

de 50 et 60 minutes. 



DSSCUSSIONS GENERALES ..................... 

L'Qtude de 101 souehes de Clostridium thermophiles 

autorise quelques commentaires. Ils concernent essentielle- 

mont : 

1) la nature  de^ espbcse isolees et leur frdquonce 

2)  les te ,pér?turcs c a t r b  :es LLZ croissz-ice 

3) 13 ç~~orülc~tio;= 

4) 12 tiicr Lorc5sistu-:ce clas olorcs 

5) k ' isole. .r:~t 

1 - ~ialgré l'origine tellurique évidente des espèces 
rencontrées et étudiées au cours do ce travail, une 

certaine sélection s'opère en fonction de la nature du 

produit contsminé. Ainsi parmi les 50 é~h~antillons de sucre 

examinés nous n'avons isolé qu'une seule espèce : 

Cl. thermosaccharolyticun. Il est cependant rationnel 

de supposer que d'autres espèces therziophiles et thermoré- 

sistantes soient susceptibles de conta;?iner le sucre au 

cours des différentes étapes de sa fabrication. Soule 

Cl. ther ;osaccharolyticur~ s ' est :-laintenue e t nêile enrichie. 

Cl. theraosaccharol~ticu~ trouve donc dcs conditions 

favorisant son développcrnent dans le aatériel des sucreries. 

Son affinité pour les hydrates de carbone en est une expli- 

cation, elle n'est cependant pas suffisante. Il en est de 

mgne pour les préparations spéciales pour l'enfance où 

nous n'avons trouvé qu'une seule espèce : Cl. thermoaceticutk. 

Par quel mécanisme ce Clostridium s'est-il ainsi maintenu 

alors que les légumes sont également contaminés par des 

spores aussi thermorésistantes que celle dc therrnosaccharoly- 

ticum ? - 



2 - Les températures extr8mes de croissance ne sont pas 
constsntes pour une espèce déterminée. Ainsi, à cet égard, 

les souches de Cl. thermoaceticum se divisent cn deux 

cntégories : la première comprendles souches cultivant 

de 49 à;690 ; ln deuxième, celles se développant de 49 à 6 3 0 .  

Il en est de meme pour Cl. thernosaccharolyticum : 4 groupes 

se constituent 30 - 63 ; 30 - 65 ; 37 - 63 ; - 37 - 65. 
Aucun n'est en rapport avec la faculté de fermenter ou non 

le mannitol ou de réduire ou non le sulfite. 

3 - Lc sporulation des Clostridiurn thermophiles est en &né- 
ral difficile & obtenir. Nous n'avons trouvé aucune règle 

conditionnant l'apparition de ln spore. Les résultats 

varient d'une souche à l'autre quelle que soit l'espèce 

envisagée. 

1 4 - La thermorésistûnce des spores des Clostridim thermophi- '$ 
les est souvent très élevée. Cette thermorésistante est 

P 

G 
ik 

toujours plus accentuée pour les sporcs formées dans les 

conditions naturelles que pour celles obtenues dans des 

milieux artificiels. Il s'agit là d'un phénomène non encore ! 
expliqué. Il est cependant regrettable de ne pouvoir établir 

la courbe de disparition des spores en fonction du temps de 
- 1 

chauffage. La difficulté d'obtenir des spores d'une part, 

l'absence de garantie d'une germination totale d,ms les 

milieux de culture utilisés nous interdit d'établir une 

telle statistique. Nous avons tcnté de le fûire pour 

Cl. thorrnoaceticum nais le nombre insuffisant de spores 

contenu dans nos milieux ne nous a pas donné de résultats 

signif icatif S. 

5 - Tous les Clostridiuni thermophiles ne bénéficiant pas du 
milieu soytone-sulfite-sulfadiazine-polynixine pour l1isole- 

ment. De nombreuses espèces ne cultivent pas sur ce milieu 

et de ce fait, lorsqulelles sont associées à des Bûcillus 

thermophiles, nc peuvent 6trc nises en évidence ou isolées. 
* /  



Les Clostridium thcrnophilcç soulèvent de multiples 

problèmes intéresscant autant la bactériologie générale, que 

ln bactériologie alimentaire ou ln microbiologie du sol. 

Lcs systèmes enzymatiques aussi complcxcs que ceux permet- 

t,mt d'obtenir un nétabolisne & des températures aussi 

différentes que 24 et 63O néritcnt une attention particulière. 

La thermorésistance aussi éïevde, la sporulation difficile 

sont autant de phénomènes à expliquer. La description des 

espèces cnfin est lain d'être complète. 

Le bactériologiste alimentaire se trouve constam- 

ment aux prises avec ces Clostridium aussi largement 

répandus dans la nature d'une part parce qu'ils sont 

insuffisamment connus et d'autrc part parce qu'ils sont 

toujours difficiles à supprimer. Certes lcs conditions 

de température favorables au développencnt des thernophiles 

sont rarement réalisossrnais les Clostridi- therrnotrophcs 

ne sont pas à négliger et occasionnent souvent des altéra- 

tions désagréables. Les remèdes dencurent difficiles à 

trouver surtout lorsque la therrnorésist~ce des souches 

en cause dépassc les températures recommandées par lcs 

barèmes de stérilisation. Seules les notions de propreté 

et de désinfection du matériel sont dès lors susceptibles 

de solutionner le problème. 

Ainsi les Clostridium thermophiles constituent 

un chaap d'investigation très large qui mérite dl&trc 

prospecté. 



Quantitation of Clostridiun perfringens in foods. 

Appl. Iiicrobiol . , 1962, î0, 193-1 99.  

~rocédé simplifié de culture on surface des bactéries 
anaérobies. 
Comparaison avec la technique utilisant la culture en 
profondeur. 

Ann. Inst. Pasteur Lille, 1958, l 0 ,  183-192. 

( 3 ) BEEFtENS E . , TAHON CASTEL Li . M .  

Infections humaines à bactéries enaérobies non toxigènes. 

Presses Acad. Europ. Bruxelles , 1965, 1 vol. , 194.  

( 4) BEERENS H . , TAHON CASTEL L i .  M .  

En préparation. 

( 5 )  CaÏPBELL L.L.JR., FRANK H . A . ,  HALL E.R. 

Studies on thermophilic sulfate reducing bacteria. 
Identification of ttSporovibrio desulfuricanstt as 
ttClostridium nigrifi~ans'~. 

( 6 )  DAIION S.R., FE IRE^ 1'J.A. 

fuiaerobic sporulating thcrmophiles. Some observations 
on a new group of bacteria. 

J. Bact., 1925, 10 ,  37-46. - 
( 7 )  FONTAINE F . E . , PETERS ON II .H . , Pic COY E . , JOHNSON E i .  J . , 

RITTXR G . J . 
A ncw type of glucosc fcrmcntation by Clostridium 
thermoaccticm n. sp. 

J. Bact., 1942, 43, 701-715. 

The terriiophilic microorganisins. 

Bact. Rev., 1947,  ll, 189-225. 



( 9) GIBBS B.K., FUJE B. 

i.lctho& for thc recovcry of Clostridia from foods. 

J. appi. Bact., 1965, 28, 95-111. 

( 1 0 ) G7JILLI.UI.E J . , BEETCENS K. , OSTEUX R . 
~ t u d c  des acides volatils aliphntiqucs de C à C6 pro- 1 duits par 215 souchcs de bactéries anaérobies. 

hnn. Inst. Pasteur, 1956, 90, 229. 

( 1 1 ) IFESENEXICI A. A. , SOLNZEVA L .I . 
~ûctérics butyriques thermophiles. 

&iicrobiol. , 1945, 14, 324-329. 

L prelirninary report of a new gelatine liquefaction. 

J. Clin. Path., 1953, 6 ,  249. 

(1 3) LEBERT F. 
Etude d'une bactérie anaérobic thermophile nouvelle 
des conserves de viandc et légumcs : Plectridiurn 
causophilun n. sp. 

im. ïnst. Pasteur, 1949, 76, 548-550- 

(14) LEIFSON E. 

Stûining, shapc and arrangement of bacteria flagella. 

J. Bact., 1951, 62, 337-389. - 
(1  5 ) PihC INTOSH J. , FILDES P. 

A ncw npparatus for the isolation ,and cultivation of 
anacrobic nicroorganisms. 

L,ulcet, 1916, 1, 768-770. 

Taxonorxy of culturcs of n thornophiléc species 
causing swclls of canned foods. 

J. bact., 1934, - 29, 189-203. 

(17) Mc CLUNG L.S. 
Studies on anaerobic bacteria, historical revicw and 
technique of culturc of certain thcrmophilic anaerobos. 

J. Bact., 1935, 2, 173-187. 



(18) Mc CLUNG L.S., COY E. 

A corn liver medium for the dctcction and dilution 
counts of various anaerobes. 

J. Bact., 1934, 28, 267-277. 

(19) PIERCER W.A., ViLUGHIg R.H. 

Thc characteristics of sonc thermophilic, tartrate- 
fcrinenting cmaerobcs . 

(20) iIOSSEL D. A .A. , GOLDSTEIN BROUlflERS G .II .M. , DEBRUIN A. S .  

A sinplificd mothod for thc isolation and study of 
obligatc anaerobcs . 
J. Path. Bact., 1959, 78, 290-291 

Somc observations on thcrmophilic cuiaerobes. 

Zbl. Bakt., 1931, 82, 122-129. 

(22 ) PRZVOT A . X .  , THOUVENOT H. , PITRE J. , BRESSOU BI. 

Stude d'une espèce thernophile anaérobie nouvelle : 
Cillobacterium thermophilum n. sp. 

L m .  Inst. Pasteur, 1954, û6, 776-778. 

(23) SJOLliNDER N.O. 

Studics on anacrobic bacteria XII. Thc fermentction 
products of Cl. thcrrnosaccharolyticum. 

Characteristics of tartratc-fermenting species of 
Clostridim. 

J. Bact., 1948, - 56, 435-443. 

(25) TSIKLINSICY P. 

Sur la flore microbienne thermophile du canal 
intestinal de l'homc. 

L m .  Inst. Pasteur, 1903, 17, 217-240. - 
(26) VEILLON R. 

Sur quelques microbes thermophilcs stricteritent 
anadrobies. 

W .  Inst. Pasteur, 1922, 36, 422-438. - 



& ?  < 
F Pi.'  - 
$'.j+ 
,.@ :. 
.z:-'.: 
5:; 
;t5,,::; &...;;\ 
, .,~&2'( 
C.' ';'. 
\-!$-: 
141 i; &- 

"it*? .i ' i&f;a<:: ,.. !,i. . 
$ 4 .  

bpi:: 
@;c: 
5:: -7; 

5e.i; - 
/A..;; 

'.. 
&y;;, 
i .72  t-'! 
, * , ' y  .. > .... 

'#. y. 

C . H . ,  TiEAVER H . J .  




