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ETUDE SUR LES CLOSTRIDIUM THERMOPHILES
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INTRCDUCTION

Or connait les difficultés de classer les bactéries
en fonction de leurs affinités theitiiques. Les écarts entre les
températures mininales et naximales de croissance sont tels
gu'il est impossible ce prendre en considération l'une et
l'autre température. Par contre en tenant compte des tempé-
ratures minigaa ou maxima de développement indépendariient
l'une de l'autre, on parvient plus facilement & définir
des groupes. On peut ainsi concevoir que les bactéries cultivant
a 500 + 1°C et au dessus correspondsnt aux thermophiles, celles
cultivant au dessus et en-dessous de 50% + 1°C s'identifient 5
aux theruotrophes, enfin celles cultivant entre 6° + 1°C et

50°C + 1°C soient qualifiées cde mésophiles.

Les groupes étant ainsi définis, toutes les souches
que nous présentons ici se classent soit dans les thermophiles

soit le plus souvent parmi les theriiotrophes.

Au cours ce cctte étude nous envisagerons successivient :

I - L'historique ces Clostridiun thermophiles

II - Les technigues utilisdées
III - Les résultats



CEHAPITRE I



L'histoire des Clostridiun thermophiles comprend deux

Y a

périodes : la preniére s'étend de 1903 & 1924, elle correspond
aux descriptions morphologigques iriprécises ; la seconde, de
1625 & nos jours, voit apparaftre un plus grand nowmbre de

propriétés biochimiques reposant sur des bases enzymatigucs.

La preniére espéce de Clostridiun theriophiles est
cécrite par TSIZLINSKY (25), en 1903 ; aucun noi ne lui est
domné, il est démouwrné "Bacille H°® 2., Il est trouvé cdans les

selles d'un enfant et répond aux caractéres suivants : bitonnet
imunobile, assez épais, Gram positif, optiau: de croissance

56° - 57°, poussc bien & 60 - 62°, l1léger développerent & 37°,

a4 cette teupérature il forme des spores excentriquenent disposées,

il ne coagule pas le lait et ne liquéfie pas la gélatine.

z

En 1922, VERILLOM (26) décrit trois espdces de theriio—

philes strictesent anaérobies isolées du funier : thermophile oX ;
"y
theriophile E ; thermophile % , scule l'espeéce =L est sporogéne.
ry

Thermophile > : gros bacille Gran négatif, immobile,
allongé, avec bouts carrds & 37°, trés allongé & 55° avec
extré:ités pointues, les spores sont terminales, elles résistont

30 mdinutes & 8C° ; il digére l'albumine cuite.
Thermophile p ¢ Gram négatif, assez allongé nlutdt grélc.

Thermophile X : petit bacille gréle et court & Gran
' négatif.

Les 3 espéces pneuvent se développer entre 20° et 580 ,
elles coagulent le lait, digérent plus ou moins la caséine et
feruentent les sucres en donnant les acides acétique, propionique

et butyrique. Zlles ne sont pas pathogeénes,
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N

Bn 1925, DANON et FRIRER (6) décrivent quatre espéces

=y

cde Clecstridiwn theriiophiles. Zlles sont isolées de fécés de

cheval., Ce sont de. Clostridium therunoputrificun ; Clostridium

thernoacerogencs : Clostridium ther.:oacidophilus et Clostricdiunm

thermochainus.

CLOSTRIDIULN THoRIQOPUTRIPFICUIL - posseécde un pouvoir putréfiant

’

élevé, Clest un bltonnet court et uniforme ; Grama positif ;
irmmobile. Sur milieu & la viancde, les spores sont terminales et
ovales. Il fermente le lactose, lc¢ glucose, l'amidon de 37° & 55°
mais sans acide ni gaz. I1 fermente le maltose, le glycérol, le
sucrose, le mannitol et 1l'inuline de 37° & 55° avec nroduction

cde gaz mais sans acide, Il procduit SE o

ne d as d'indole,

27 7
n'attaque ni les nitrates ni la gélatine. Les spores résistent

10 nminutes de 110° a 1209,

[
8
)
®
3

CLOSTRIDIUI! TEERIIOATROGEITES — bétonnet de taille moyenne 7 x 1,8M

& Gram négatif) irriobile & spores terninales ovales. Il cultive
de 45 & 55°, il cst tuéd entre 110° ot 120° en 10 ~inutes s il

fernente les lactose, glycérol, sucrose, annitol et glucose

0y

{9
c‘

sans gaz ni acide, le maltose et 1l'inuline sont fermentés avec
gaz :1ais sans acide, L'anidon est ferizenté avec gaz et acide. Les
nitrates sont réduits en nitrites, la gélatine n'est pas liquéfiée

et il ne produit pas dtindole.

CLOSTRILIULI TEERNKOQACIDOPHILUS - long bAtonnet & extrémités
arrondies 10,8 % 1,2 M ; Gra: nositif i:ziobile & spores ternminales

ovales. La thermorésistance est identique 2 celle du précédent.
Il feruente les lactose, :1altose, glycérol, .annitol, inuline

et glucose sans production d'acide. L'anicdon et le sucrose sont
feruentés avec 1légére acidification mais sans gaz. Les nitrates
sont réduits cn nitrites, la gélatine n'est pas liguéfide et il

n'y a aucune production c¢'incole.
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CLOSTRIDIUL THERIIOCHAIIIUS - bAtonnct de mornhologic identique

o
21le <ce thermocacicophilus j; il est Gram positif et immobile.

& ce

Il fermente les maltose, glycérol, lactose, mannitol, inuline et
glucosc sans acidification, l'amidon ct le sucrose avec une légdre
acidification sans gaz ; les nitratces sont réduits en nitrites,

EZn 1927, WERIIWAT ot WIZAVER {28) & »ropos de lcur étuce
sur ies germes nrocducteurs de sulfure de fer causant ll'altération

e conserves de .iafs sucré, proposcent le nom de Clostridiun

aigrificans pour cette nouvellic esnéce. Les caractércs fondanentaux

ont les suivants : bAtonnet de 0,3 & 0,5M ¢e large, 3,C & 6,0/”

cde long ; les snores sont ovales subterainales, cllies déforriend
légérenent la cellule. Il est mobile, Gram positif. Il aic liquéfic

gelatine, ne produit mnas d'indole, l'action sur le lait

Ve
o
6]
[
()

n'est pas entionnéde. I1 nrocduit de 1’3H2 & partir de la cystéine.

Le glucose ¢t les autres hydrates de carbone nc sont pas feriicntés.

5,

Les nitrates ne sont pas réduits on nitrites. La tompérature op

4]

de croissance est de 55°, il nousse égalerment cntre 3i° et 65°., Il
a été isolé du fusier de choval et du sol. Les snorces résistent

O
O

<4

8 heures & 100° & g

7,0.

L - \ ) o e
In 1929, WEIUITAIT (27; noursuit son étude sur Clostridiunm

ot

nigrificans. La physiologie, 1l'isoleciient, l'originc, la cdescription

(

4

et la classification de cette cspéce retiennent particulidérenent

A

S

3

son attention. Ceci dans le but dl!ecffectucr le contrdle de

l'altération des comserves de léguies.

2n 1931, PATUZ (21) étudic ungroupe différent co

Ciostridiun nigrificans signalé par CAITRRCN, TTILLIALIS et THOLP3OIT

et 1928, Les spores sont hauternent résistantes, les souches
produisent moins de on, elles feruientent l'arabinose et le
fructose ; l'action sur les autres sucres cst irrdgulidre. Blles

sont trés légeérciient nrotéoiyticucs.

of's



! v . . -
CLUIIG {{6) cdans son étude : "Taxinomic des

En 1934, i

&
ultures d'esnéces thermophiles causant le bornbage des conserves

Q

alinmentaires" domne le mnou de Clostridius: theriosaccharolyticua

n. 5. & un siince b&tormet A& gsnores sphdricuces terminalcs

déforrmant la ccllule, mobile, Gra:: négatif, ne liquéfiant pas

4 latine ¢t acidifiant le lait. La coagulation cd¢ ce dernier
ente, le caillot est fermic et n'cst pas digéré ; 1ll'indole
pas produit ; il est tres glucidolytique, produit acide

¢t gaz & partir des sucres & llexception du mannitol ot du
glycérol, le tartratc ct le lactate de calciw: ne sont pas
fermentés ; les nitrates non réduits en nitrites. Il a été isolé
de consecrves bontbées ct du sol.

&

La 18mc année ilc CLUNG ct iic COY (18) décrivent un
L

by

base de mais ¢t de foie particulierement utile pour

mili

b

©

u
nettre en évidence les foromwes végétatives et les spores

rd
é
ctéchantillon de terre et de boue.

¥ { \
UG {17/ passc cen revuce les Clostridiwa

sn 1935 ilc CL
theriophiles cdéerits. Il signalc un groupe de gazogeéncs no

3 ’ 4 2 - .
lais geénerateur de CO, et &'H, & partir

2

ces sucres. Les cultures degagent une oceur <e fromage. La seulce

e PATIIE en 1931. iic CLUIIG
i

procduisant pas de

description cox:

confirme la des idiun nigrificans de YERRMAILT

e
et WEAVER en 1927. La »rincinale source ce snores cst le sol

d‘os\ leour —-jréﬁnvlcﬁ d g le s e 2t 1'addo:
£ 8 T I SCllce dans ile sucrire &t L'amicon.

: T ~\ s
Err 1937, SJOLAIDER (2); & propos de son travail : "Les

procuits cde fermentation de {1, thermosaccharolyticun" déimontre

. . L3 - Z
qu'un milisu a basc de aalt et ce Ca003 permet unce plus coupléte
utilisation des sucres nar Cl, thermosaccharolyticun, Tes produits

cde fermentation du glucose et cdu xylose sont 002, H acicde

2’
acétique, butyrique et lactique.



En 1942, POUTATIIIZ, PETERSON, lic COY, JOHISON et RITTER (7)

cecrivent Clostridium thexra

0
G2 O,h,ﬁ‘x 2,8 M, Gram nositif & spores terminales piesque rondes
et déformant légéresent la cellule. Il est iuucbile en milieu

&de cdes flagelles péritriches. Le lait tournosoléd
éduit. Lcs glucosce, fructosce et xylosc sont
fortenent fermentés mais sans production de gas. Les galactose,

~

mannosce, d-arabinocse, d-acide lactique, acicde gluconiquc ct
csculine sont moins activenent femaentés. Les nitrates sont
réduits cn nitrites ; la températurc ontia de culture est située
entre 55° et 60° avec une température iinina approximative de 45°
et maxina de 65°, Les spores résistent 8 heures & 100° mais non
17 heures. Blles sont encore vivantes aprés un chauffage de 15

09 :jais non apreés 30 minutes. Le principal produit
ion est i'acide acétique. Cciitz cspéce est isol

. . = 5 % . N o~ 2
du fumier de cheval ; onn la trouve auscsi dans les natieéres fécalces.

En 1945, IISZNRCII ot COLHSAVA (11) isolent nour la
premiere fois une bactérie butyrique thermophilc qui a les
caractéres de Cl. nasteurianuwa. 2lle cxiste en abondance dans lcs

z . T . 2 .
secinents des fosses & fermentation €thaniquc,

19L7, GAUGERAIT obscrve que les cultures & bactéries
’ o

cellulolyticques sont fréquozmcnt associées & des Clostridiun

thermophiles. Il signalce Clostridiw: thoruiosaccharolyticu: cdécrit

par llc CLUNG cn 193%&, Clostridiu: nigrificans déerit par VBRGIAN
et noa

WEAVER en 1927, les Clostridiwa ther

icdorhilum, thernoacrogencs,

=

.C
therimochainus, thermoputiificw: tous décrits par DALIOI et FRIRER

en 1925. La confusion persiste car UZRKIAN c'une part ct lic CLUNG
C'une autrc sont incapables de confirnier la nature des souches

' . ~ . N -
decrites et fournies par DAIIOH ¢t FEIARR.



En 1948, TABACHICXZ ct VAUGEN (24} décrivent 23 souches

provenant de 18 sources différentces feritentant le d-tartrote.
Toutes sauf 2 sont identifides & Clostridium butyricun ou & des

L)

. ” . .
varidtds ou espéces étroiterient epparcntées. Les procduits
n

4

. . ’ . .
teriinaus sont les acides acétigue 2t butyrigue.

3n 1949, LEBBRT (13) déerit unc nouveile espéce

iua causophilu:". Cc sont des b&tonnets de 5/7é 7/%1

id
c,7 & O,S/q ; Gram positif 4 spores terminales ovales déformantes ;

o

cette espdce cultive & »partir de 41° avec un optism: & 55° ;
t 1

les spores résistent 30 minutes a 100° et 10 minutes & 115° en
bouillon VI' glucosé. Zllc unc liquéfic pas la gélatine, coagule

le lait oen 48 heuresi feruiente activeient avec acide et gaz les
glucosc, levulose, galectosc, saccharosc, lactose ct £

e fermente pas la glycérine et llamidon. Elle ne réduit pas
les nitrates con nitrites, nc donne pas d'incole et procduit les
acides acétique, butyrigue, foruiique, lactique. 2llc est isoléc

i
du poivre et de diverses épices.

In 1951, BRCER ot VAUGHW (19) reprennent 1'étuce de
TABACEICY et VAUGHI! coffeccitude en 1948, Ils nroposent ie noa co
& e 5

Clostridiun tartarivorun dont ils domment la description

-

b&tonnet long ct mince ;

r1 négatif & spores sphériques ct
4,

crminales ; la gélatine n'est pas liquéfide. L'espéce ne produit
t u

nas d’HZS & partir de la tryp ction c¢st variablc

. g

a partir du ‘thiosulfatc de sodium, L-arabinose, d-xylosc,

glucose, rructosc, galactosce, maltose, lactose, sucrosc, calicine,
nmamnitol ot amidon d¢ pormie ce terre sont fermentds ; glycédrol,

’
&
inogitol et cellulosc nc le sont pas. Les nitrates, le sulfitc

1 .

¢t le sulfate de sodium ne sont pas réduits. La toupdrature optina

ts T
de développenent est couprise cntre 55° et 6C° avee un -inima
& 37° ot un naxima & 67°. Le tartrate de calciun est fermenté.

. le trouve ¢ le sol et les produits naturels contenant du
cartrate.



In 1954, PHEIVOT, THOUVENOT, PITRT ot BRISSOU (22)

}.-l

décrivent une cspéce de theruiophile anadrobie nouvelle : "Cillobac-—

teriun thermophilun", Clest un bAtonnet de 4 & 5 M var 0,4/;
B | 4

J
C
o

obile ; Grom positif en culturces treé
résistent 10 minutes & 70° en culture artifi

2 100° dans la comserve 2'ol il a été isoléd. La température
t

optiiza de croissance cst de 55°. Le minime est a 45° ot 1€ maxina
- . {4 .
2 579, L'espéce ne liquéfic par la gélatine nais coagule le lait

o
en 48 heurcs, Blle formente les glucose, 1évulose, lactose,
t

c
anidomn avee ga ne récduit pas les nitratas, sulfites et sulfates ;

3]
s

elle produit lecs acides acétiguc ot butyrique.

657, CAIPBZLL, FRAITZ et HALLL (5) observent que lcs

2

propriétés morphologiqucs culturalces, irrtunologigues ot biochimiques

¢c 5 souches de Clostridium nigrificans ot & souches de Sporovibrio

2

:esuifuricang sont identiques, Le terme Clostridium nigrificans
cst conservé puisqu'il a2 la prioritéd sur Snorovibrio decsulfuricans

(STAREZY 1938). 4 notrc commaissance aucunce autre cspéce do
sporulées anaérobics thermophiles n'est déerite jusqu'd no

Les travaux nettont llacecent sur des édtudos biochimiquos et

7
2s e
Clostridiun nigrificans. Le tablcau I résume les caractéres des
t
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TECHNIQUES UTILISIEES



DIESCRIPTION DES TECHNIQULS UTILISER

A ~ MILIZUX DI CULTURE - RECHERCIDS FERASCIIIZLLES

-+

Hou

W
&

nous goivies rapideaent apergus que les ilieux

utilisés courarient pour cultiver les Clostridiua mésophiles,

base c¢c viande, milieux de Rosenow (3),

p

orn particulier ceux
VL (extrait de viande ct de levure) {(3), VF {digcstion pepsique
de viande et de foic) ne convenaicent pas & la culture des

Clostridiun thermophilcs : ou bicn de nomnbrcuscs o2speccs

nc cultivaient »nas sur ces ailicux ou bien il était impossiblec
d'obtenir une subculturce au 2&1e repiquage. Des cssais prélimi-
naires destinés a terminer le milicu le¢ plus favorable furent

cdonc centrepris.

MILISUZ SOLIDES

)

Les essais préliaincirces ont été réalisés avec des
culturces pures des souches provenant d'un extrait de viande de
balecine, d'un c¢xtrait de viande de cachalot, d'un échantillon
de poudre d'algues. Les culturces liquides étaicnt diludes deo

- —1 by -0 ] . N . -
iC e 10 ¢t chaque dilution e¢nsecmencée & raison de 0,50 ml.

par tube de¢ 180 x 9 contenant 1'un des ilieux suivants

1 - Trypticase 15 gr.
Extrait de levures 10 gr.
Agar L gr,
Bau distillée 1000 11.



2 —~ Trypticase 15 gr.
&xtrait de levures 10 gr.
Glucose G,10 gr.
Agar 4 gr.
ZTau distillée 1000 1.

3 - Trynticase 15 gr.
Bxtrait de levures 10 gr.
Glucose 0,10 gr.
Lgar 7 gr.
fDou cistillée 1000 =1.

i — Trypticasc 15 gr.
EBxztrait de lecvures 10 gr.
Glucose 0,10 gr.
Chlorydratc de cystéine 0,30 gr.
Agar L er.
Dru distillée 1000 ul.

5 -~ Sovtone 10 gr.
mxtrait dc levures 10 gr.
Glucosce 0,10 gr.
Agar L gr.
Zou distiilée 1060 =11,

La lecturc était offectude aprés une incubation de

18 heures & 55°,

Les résultats sont oxpriués cdans le tableau II. Ils

o

correspondent pour les souches extrait de viande de baleinoe
et do cachalot aux colonies obtenues a2 la dilution de 10_5 et
e

pour la voudre dl'algucs & celles e 10 7.



®s ®0 ®s se o4 ec se ss e e° % 4 e e oe os

Jfiliewsx @ Souchcs
| dxtrait de visnde. Bxtrait de viande | Poudre
: de baleine : ée cachalot .d'algucs
1 . 56 ) 20 ; -
: gnz - ; 1 bulle :
2 : 62 : 22 ’ -
: goz - : az 14 bulles :
3 : 68 : 63 P
: gaz -  gaz 18 bulles :
L : Lk : 65 : 22
: gaz - . gaz 15 builcs :
5 : 42 : 65 ‘300
: gon + : gaz ++ . gaz +++

Les chiffres corrcspondent au novibre <o colonics contenues dans
le tube.

a

Btucde de 5 ailicux doe culturce vis & vis de 3 souches

3

de Cl. thermwophiles.
TABLZAU IT

Ainsi le milieu & la soytonc (5) cost nettenent plus
favorable quc les autres pour la souche "poudre dl'alguces'", aucunc
autre forsmle ne lui convient. Il ¢st trés satisfaisant pour les
doux autres souches. Ainsi in poptone de goja est donc un

. & = . PRI . ~
ingredicnt d¢ choix pour les Clostridiwasa thormopnhiles. Sa concen-—

tration optia s'est révéléc de 10 gr nar litrc,

Recherche d'un facteur naturcel favorisant la croissanco

Itait-il possibic d'augacnter cencorce la qualité du
zilicu a la soytone cn lui ajoutant des cxtraits des produits

naturels desquels on les isole le plus souvent.

©a se %0 ®5 40 se se es e es e& ee s

es we oo we

se o ee

.o



= T4 =

Pour cela il fallait utiliser les ingrédicnts
élorigine végédtalc ou animale soit & 1'dtat naturcl soit

sous forne dlextraits.

lJous avons acopté un nilicu de basc simple dépourvu
Gl'inhibitcur de la croissance sur lequel les différentes souches
1

isolécs ne donnaicnt pas de culture. La for:ule cest la suivante :

Soytone 1 er.

Cystéinc (chte) 0,60 gr.

Lgar L4 er.
Bau distillée 1000 1. répartis en tubes do

180 x 9, stérilisés a l'autoclave

8
20 minutes a 120°,

Les oxtraits végétaux ont été obtenus on agitant les
végétaux en poudre avec de l'eau distillde. Cette préparation
était soit autoclavée (4) soit chouffée au bain-maric bouillant (C).
Le liquidc obtenu était alors ajouté & raison de 105 de base.

"

Les extraits c'origine animalie, baleine, cachalot, viande de
bocuf étaient soit mutoclavéds, soit stérilisés par filtration
sur wmembrane (F) et ajoutés 2 la concentration de 1%. Deux
térioins ont été utilisés cd'une part la base & la soytone, d'autre
part le 7iilicu 5 qui avait domné les meilleurs résultats lors des
précédents essais. Les souches ont été ensemcncées 2 partir
d'une culture en :ilieu de Rosenow dans 3 tubes, par ¢épuiscront

& la pipectte Pasteur feriiée.

Les résultats sont consignés dans le tableau IIT.
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.

S8 s& &0 oR Se S0 40 ea we

R S8 €0 60 B0 WG ST RC 0 SN oF €6 05 A% SR A% AT &5 0 S0 MG 08 Se ae

te 28 sr es o

Extraits X Souches
H : . : : tFarine
.Potage 63, Baleine _Potage 72  Algue | de
H : : tpoisson
A ¢ - : - : - : + : -
Pomme de terre <<:::C . . X : . . N
X A f ++ f + f - 3 4 X -
P01reau..==:::::::::0 . .+ .+ N
; ——f i ++ : + : + P+ s +
Persil s .
pme SR o S - : - t illis. :illis. @ 4illis.
R A - : - : - ' ++ : -
Oignon d'Egypte.cz::C : : : Yoy :
. A :++ gaz + +4 i+ AZ 4+ 1 HHEaZ44+t -
Pois C : + o4 (+) ¢ s %+) e
L d . . . a
A . - . - » + . + . -
Cresson-:::::::::::c : : : : - :
A - : - : - : + : -
Moutarde we———""""""" | _ ) _ . _ . .
Al _ H . : _ N : _
Chou fleur <C : + : : . :
Farine de poisson A : - : - : + : (+) ¢+ -
. i + X ++ : + : + : -
Extrait d alein : H : : :
xtrait de bal e<:§ : - ‘ e : + : + : -
. A ¢ + : + 3 + : + :
Extrait de P s M : M ; N : * : +
cachalot i . : X X
. . : + : - : - : + : -
Extrait de v1ande<::g . . . . N .
de boeuf X . X N :
. . * . 3
Témoin base - : - : - : - : -

.
.

e os as

Témoin soytone 5 ++ gaz + ++ lbulle:+++48aZ+++ 4 EAZ+4 ¢ -

[
. . .

Action de différents extraits de produits naturels sur la /
croissance de 5 souches de Clostridium thermophiles , '

TABLEAU TITII
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Certains extraits sont peu favorables & la croissance

o

lt'extrait de pomme de terre, d'oignon d'igynte, de cresson, de

outarde, de chou-fleur, d¢ viancde de boeuf,

L'extrait de persil active la croissance lorsqu'il
est utilisé sans chauffagce préalabie, de méne llextrait ¢
cachalot. Znfin deuy extraits favorisent le développerent ;
ltextrait de poisgon et 1ltextrzit de pois avec un net avantage
. Les résultats confirment les travauz de IIERCER

derx r
et Coll. (19) qui

)
e

our cuic

(¢]
o

"
H
o

ommancaient les milieux aux pois pour

cultiver les Clostridiun theriophiles. Ainsi la soytonc 1°/q:

extrait de pois conne des résultats identiques au nilieu

soytone 15°/cs 4+ extrait de levures. Ce dernier milieu est ccpendan
’ . .

préférable, sa préparation est siaple et les constituants sont

e A RIE) ’ T 1 ~ . = . 2 -

standardisés. Hous l'avons cn conséquence adopté au cours de ce

travail .

MILIZU D'ISOLEILRT (1)

iTous avons constaté que le wilicu soytone-—-extrait de

loevures—-glucosc-gélosé & 7 ¥/, dlagar réparti on tubes de

180 x 9 pour l'isoleuent en profondeur nanquait de sélectivité.

Il permet ll'isolement des Clostridiw: thermophiles 2 condition

qu'ils ne soient pas accouapagnés de Bacillus cultivant & haute
tenpérature. Tans ce cas on effet les Bacillus asjuent

N

completernent les Clostridiw:. D'une part ils cultivent plus

rapicenent que les anaérobies ct dl'autre part ils envahissent

les milicux par diffusion dans le gel d'agar & la faveur des
raguentations cde la colomnce de milieu provoquécs par les gaz
produits par les Clostridiwa associés.
Nous avons donc recherché les possibilités d!'zdditionner
le milieu & la soytone clagents sélcctifs. L'association sulfite

e sodimm.sulfacdiczine polymixine s'est révéide la plus intéressante

Les milieux suivants ont été cssayés :

o



- 3 =

1 - Téroin soytonc

Soytone iC gr.

Bxtrait de levurcs i0 gr.

Glucosc G,10 zr,

Clila 5 gr.

Lgar difco 7 BT,

Zeu distillée 1000 =:l. PH 7,2

2 - liilicu 1 additionné de 0,50 gr. pour 1000 do
sulfite de sodiun et de C,50C pour 1000 de nitrate
cde fer.

3 - .iilicu 1 additionné de 0,01 pour 1000 de sulfate de

polyniixine.,

b - lilieu 1 additiomné de C,10 pour 1006 cde¢ sulfadia-

zine,

5 - lidlicu 1 additionné de sulfate de polyixine {0,01%,)

et de sulfadiazine {0,10°/90).

cu 1 additiomné de sulfite cde sodiu: C,5C sour
e de polyaixine 6,01 nour 1000, sulfa-

i
0 gr. nour 1000, citrate de fer 0,5C gr.

Sept procuits naturcls contcnant des Clostridiun theiro-—

* z b ) - ) - - .
sociés & des 3acillus thermovhiles ont été sélectionnés
essais : poudre dl'algues, coxtrait de cachalot, extrait

farine dc¢ viande, farine de poisson, deux échantillons

Les résultats sont consignds dans 1o

@
cr
)
oy
ot
Q
0
far
i
<
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Ils autorisent lecs constatations suivantes @
1 - Le ilieu & la soytonc ne periet llisoleient
d Clostridium thernophiles J'aucun cdes 6 échantillons. Les
Bacillus cultivent sculs dans 5 d'a2atre cux. Cettc obscrvation
est confiruée par 1l'abso de gnz. Les culturcs obtenuces o
nartir de la farine de viande sont gazogéncs, lc Clostridiws s'est

développé mieis les Bacillus
2 ~ Le sulfite de
des Bzeillus.

La
a

et les Clostridium

polyuixine scule

sodiws: n'inhibe pas le dévcloppenent

inhibc &

h - La sulfacdiazinc scule diminuc le nombre des
Bacillus mais il est cencorce itipossible d'isoler les Clostridium
thermoniailes dans la plupart des cas.,

5 - L'association sulfadiazine polymixinc cdonne dos

obtenus avee la »oly:zixine sceule.,

sulfadiazince - polyaixine
nhibitcur

la croigsarnce

sont

Cs cos

1 ee Boodl Tine
les Bacillus

rapidement en donnant

cos Clostridius thermop
- . ’ -
inhibes mais les Clostr
des colonics isoléces.

cislogquent 12

colonne d'agar.

ssible. Les souchos

4

Cc ridlicu nous a rendu

¢ec grands scrvices. Il a été utilisé systématiquonent au cours
cde ce travail., Wous l'avons dénoixué 3S3P : zbréviation de soytone,
sulfite, sulfate, polynizine.
Forimule du milieu 5352
BExtrait de levures 10 gr,

Soytonie

i0



Chte de cystéine 0,60 gr.

Sulfite dec sodiux 0,50 gr.

Citrate de for 0,50 gr.

“ & ~ A} ~
Polyriixine (aulxatﬂ; 6,0y gr.
Sulfaciazinc G,12 gr.
Zau distillée 1000 1.

Ajuster lc pH & 7,2 - 7,kL.

Ce miliou n'est cependant pas efficace dans tous les

oissance dc¢ Cl. theriioaceticun par

cas, Il nc pernet pas la c
1

r
¢, Certains autres Clostricdium thor:iiophiles échoppent

el
suspcet ot incubé & 55° témecigne de la nrésence d'un Clostridiua

5

thermiophile. Co dernicr est transniissible de milicu ligquide en

milicu liguide, mais son isolement échouc pnar défaut de culture

comparablos.,

Lo milicu & la soytonce additionné de 15 pour 1000 d'agar
15 r

coulé en bofte dc Pétri a été énrouvé pour isoler les souches con
surface cn anaérobiosc réalisdes soit par la technigue au

cultivent 2l con surface, ils s'accomodent micux des mailicux
profonds.



ftassi leg milicux dlisoloment utilisés sont de deux
types
1 - Liilieu & la soyton: simple
2 - ldlicu & 1o soytons sdlicctif (SS5P)
ITLIBUL LIQUIDES
Le wilieu
Soytonc 10 gr
Sutrait de levures 10 gr
Chtc de cystéinc 0,60 gr.
Glucosc 1 gr.
Gllla 5 g1,
Zau distilléc 1000 11,
pH ajusté & 7,2 7.4, réparti cn tubes de 180 x 16
et stérilisé & 120° pendant 20 ninutes convient & la croissance
dos Clostricdiumthernophiles & condition ce réaliser lcs cultures
en anaérobiosc soit en tubes scolléds sous vide soit camns unc Jjarre
Ge llac Intosh ot Pildes. T4 oing, le wilieu cnrichi-xny un
fragment de cervelle peorrict dlobtenir une culture plus abondante
et plus rapide. L'addition de vert janus coiric indicatcour de rH
peruct par le virage du mauve au jaunce de déccler plus facilerent
la culture des souches non gazrogeénes et non acidifiantes.
Le milieu dénomuzd™idlicu soytone—cervelic-vert janus"
a¢ preparc ainsi
mélanger les ingrédicnis
Soytonc 10 g=.
Bxtrait de levures 10 gr.
Chte de cystéine 0,60 gr.
Clila 5 g%,
Glucosc i gr.



Phospinate rnonopotossique 1 gr.
Phosplicte disodigue 12 HZC 3,107

Solution do vert jenus & 18 2,5 mi,

Tauw distililée 1000 1., dissoudre en faisant

ter 1o pE & 7,2, reporter a 1'ébulli

10 ndnuates, filtror sur papicr touilléd, rdéportir 1
jucls on o nilacd nu préaleblc un petit morccau
ac wmarbre blanc du voluiie dl'unc noigctic ot un fraguent du volu

¢ noisotte de cervellce de boouf ou do nouteon durcic

’ . . . ’ - 7
o ey -~ S — o~ - Aty < oy A I AT - —~ a o eyl L~
par segour o 1z chearthre froido © t deébarrx Qs33es e o len.a_.:b cs et

La conscervotion doe ce mdlicu ntcot »as infinice. A la
ture cu loborotoire il s'altdre rapicercmt (apreés 15 jours

A
v
nviron) par dégradation de Ll'oumtrait de corvelle. Aprés ceo

’ . A - ’ r 2 . T . > .
delni, =:8uc la régénceration au bain-taric bouillant cst incanable

ce iui regtitucr sa vaoleour primdtive.

Utilisation cu milicu

1°) Le idlieu soytonc-cervelle-vert janus coit &tre "régéndéré"

’

edinterient aovant l'oenscerienccenent., Four cola iL sufiffi

3.7

1 4

i
nloacer Cans un boain-maric bouillant duraont 15 & 20 inutes ;3 & trois

e

ou quatre ropriscs, au cours du chouffage, on domne des potits

coups sur la parci du tube afin do peruecttre au goz Jdissous do
’ - .

stechapper plus facilcoment., Cn refroidi

t
dleau froide avant de llenscerencer. L'absence de régéndration

- n ' - rd
ntinhibe pas, cependant, lo ddévelopnenent deg onadérodbics 3 lo
tenps <o lotence précedont la crsigsance cst sculement nlus long.

uvre la surfoace d'un travers

l--' Q

. n - R S -l-~'..' 2 -
gt do noraffince stérile prénlich
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mildicu @ poroifince (point Zo fusion 58 - 55°C : 20 i, »nar tube
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¢ 200 x 20). On bouche au coton cardd ot on sté
1'autoclave 20 cinutes & 120°, O fait fondre au bain-aric

"Y

bouillant ou cn pagsant o le tube dens le

IS

bee Bunson ~u aonent <o 1t

20 Lo fromment <o coervelle focdlite la culturce de tres
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nonpPreuses cgoe [eTSIN

3°> Lo
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poaraffine leo

guc chaufféc cans lz flamie d'un bee Bunsen. Lu cours de cette
0

nération on inclinc lc tube & L5° environ nour éviter que la
£i

’

ne fonduc obstruc llorifice acinsi idnagdé. Clest par co
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dernicr quo ilon introduit 1leffilurce de lao
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sculencnt les procédéds narticulicrs u

travoail. Tous onvisagerons succogsivelient
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1'isolenent suivant lo naturce du prpduit envisagé

1'étuce de la norphologic des colonics

i
[Vl

"étucde de la rorphologie des bactéries et de la sporulation

£ W -
1
-
-

tétude de 1o qiobilité

)
o

'étude du type respiratoire

|
o

I
e

11 A a . S a A - ) L - s - 2 H »
Il'etude cGes tonpératures ainiae et aaxiia de croissance
[P Yoo Gevem S T e ~ey ‘-

¢tude dos courbes o croissance

-

'dtude de 1la longdévité

1
jsid
s

1'étude de la theriiorésistanco

1
I
o

ek

- & 1'étufe de la résisteonce des spores aux agents chiniques

X

et do 1o scnsibilité nu lactate de tylosine

O O 03 o =
1
(Y
}_1

-

a 1'étude cdes caracteéres biochimiques

£y

Y
b
i

o} pdrocduction de goaz
b) mroducticon o SH
c) récduction des 1O
a) réduction des 30
c) rccherche des fernentations des substances hydrocarbonées
(sucres - scls d'acides orgonigqucs)

f) déterminction des acides volatils
g) nction sur lao gélatince

h)} production d'indolc

i) action sur l¢ lait

j) rechorche du pouvoir celliulolytique

12 -~ & 1'étude du pouvoir pathogénc pour 1l'animal

1 - TECHNIQUEZ 3 !'ISOLIENT

s dilutions ces produits a cxaciner ont été systdémati-

quenent réalisées dans le milicu tryptone scl de formulce

tryptonc 1 g7,
Clia 8 gr.

Zau distillée 1000 al. Frire dissoudre. Ajuster le

pH & 7,00, filtrer ot répartir cn flacons de 100 ml. sutoclaver
1

y
8

20 adnutes &
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Le mode d'isolemient varic cn fonction de la naturce

des produits.

Sucre et mélassec

Unc solution de sucre ou de aélassc & 50 % dans de
lt'eau distillée est utilisée. Aprés un examen miscrocopique

direct on proceédce a l'cnscricncencnt des milicux dlisolement.

1) On introduit 4 ml. de la solution dans un tube de milicu
soytone~ccrvelle~vert janus préalablement 'régénéré ct recouvert
dl'unc couche de gélosc blanche fonduc. On incube & 55°?., On obscrve
quotidienncment pendant 8 Jjours. Les milicux supportant une culturc
sont alors ecnscmencés par épuiscuent dans 5 tubes de milicu SSSP
entube de 180 x 9 ma. On incube & nouveau & 55° ¢t on repique
les différents types de colonies développées par épuiscment
dans trois tubes de milicu a la soytone contenant 7°/,, d'agar
réparti cn tubes de 180 x 9. Cette derniére est repiquéce dans

un miliou soytone-ccervelle-vert janus.

Paralieéleucnt & cet isolement en profondeur on effectue
des cultures cn surface sur le ailicu soytone & 15°/¢c0 dlagar
coulé cn boftc de Pétri incubdes en anaérobiosc réaliséc par la
technique au pyrogallol alcalin. Aprés incubation & 55° les
différents types de colonies sont repiqués sur milicu & la
soytone en tube do 180 x 9 ma et finalement en milieu liquide

soytone~cervelle-vert janus.

L'ensenencenent direct en milicu liquide soytone-
cervelle—-vert janus est indispensablce car le pouvoir inhibiteur
3

de l'association sulfite + polymixince + sulfadiazine s'oppose

Y . . 4 - 4
a la germination des spores cnsemcncées avec la solution sucréc.
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4

2) Les spores sont dénotbrécs on cnsciacngant 2 ~l. de la

5

solution sucréc & 50 % dans des tubes de 200 x 20 :va. comtenant

£

Vg

le milicu & la soytone & 7°/co d'agar sans sulfite de sodium

ni polynixine ni sulfnadiazine., Ici les résultats sont cn général

a

décevants, les colonics de Bacillus fréquents dans ces produits,

2

interférent avec celles dos Clostridiun et tout dénombroe:ent

spécifique devient inpossible. Sculs sont interprétables les

résultats provenant c¢c solutions contenant les Clostridium

thermophiles non associés ~ux Bacillus.

Préparations spécinles pour 1'enfance(PSE)

’

Les echantillons nous parvienncnt habituellcement cn
flacons de 150 gr. fermés par un bouchon nétallique. Différents
types do préparctions ont été exanminés, con particulier :
poulet-léguncs composdée de carottes, poaies de terre, poircaux,
amidon de mafs, scl, sucrc ;"veau jardinieére!" composée de
pomies de terre, carottes, pois, oignon, farine de nafs, sel,
sucrc. Tous ces aliments sont autoclavés & des teupératures

voisines de 125° pendant 20 ginutes.

Ll'examen dec ces produits comprend :

A
\,

- une incubation du flacon a 55° pendant 8 jours,
puis un exancn aicroscopique dircet apreés étalement
sur unc lame porte-objet =zt coloration ner la éthode
< Gram - : : S -

- confin des enscuecncements selon le protocole ci-dessous

déerits

Dilution - 1 gr. de produit cst trituré avec un agitatour
stérile cdans 10 ml. de tryptome scl, répartir dans un verre 5

pied stérile. On obtient ainsi une dilution au 1/10.

1 ml, de cette cderniere c¢st introduit dans 9 ml. de sol. dc

= 0

tryptone sel pour obtenir unce dilution a 1/100,



- 27 -

Insencncenent — Il est réalisé & partiries dilutions chauffécs

’

ou non chauffées,

Procduit non chauffé

1°) 1 ml. de chacunc des dilutions (1/10 et 1/100) est
enseriencé dans un tube de milicu & lao soytone coatenant 7 gr.

pour 1000 <¢'agar rénarti en tubce de 200 x 20 & raison de 25 1.,

1=

p

par tube. Unc couche dthuile de vascline est répartic
surface dc chaque milicu pour éviter 1'évaporation.,

29) 1 w:al, de chacuc dilution c¢st ensemencé dans deux tubes
q

de milicu ligquide : Rosenow c¢t milieu soytonc-—cervelle-vert janus,

répartir & raison de¢ 12 irl. par tube de 160 x 16 prémlablement

régénérés et recouverts dl'unc couche do paraffine,
Produit chauffd

Les ménes opérntions sont pratiqudées & partir des dilutions

préalablement chouffdées 10 minutes & 80°C.

L'incubzation est réalisdéc & 55°C pendant 10 jours.

fonds — Les colonies sont recherchiées & la

Milicux solides pro
loupe (x 10). Blles sont on général difficiles & obscrver en
raison decs débris végdétoux constituant 1l'inoculun et répartis dans

la massce du milicu.

Hilicux liquides - Bn niilicu de Rosconow -~ La modification

apparcs i ilic st & e décels sc e sou cmen
apparcente du ilieu est a peine décelable, scul 1 oulévement

la paraffinc dons lc cas de la préscnce d'une bactéric

o

gazogeénc nermet de suspecter unce culturc. Par contre dans le
milieu & 1la soytonce + vert janus, dea aqu'unc bactéric anadrobic

¢ dévcloppe, l'indicateur est réduit ot lc milicu vire au jaune.

(6]

\ . I . *
Des lors un cxamen saicroscopigue apreés coloration de Gran
révele 1o préscnce de bactérics ainsi que leur agpect morphologique.
Drns le cas des PSE nous n'avons jamais rencontrer de¢ Bacillus

nais seulcement des Clostridium thermophiles. De ce fait un




repiquage de 1l culturce ot un enscroncement par épuiscuent

Ge 12 tubes de milieu profond =& ia soytone permettaient
d'obtenir des colonics isoldes et les souchcs purcs correspon-~
cantes. Les milicux sont recouverts d'une couche dl'huile de

vaseline ot incubés 3 55°¢,

Nous pouvons assitiler & ces produits les conscrves

'épinards qui nous sont adrossdéoes par boites sertics de 5 kilos
stérilisées par autoclavage.

Lorsque la souche cst ourc elle est repiquée sur un
milieu liquide soytone-~cervelle-vert jonus. Zn géndral les

bactérics que nous avons rencontrdées dans les PSE ne sont pas

gazogencs.,

Potages, farine de bétail, extroit d'algucs, cxtraits de balcinc

et de cachalot

Un gramme de procuit est introduit d'une »nart dons
un tube de umilieu de Rosenow cystéind rdgénérdéd naraffiné,

la. soytone-vert

P

dl'autre part dons un tube de milieu liquidc

jonus régéndéré et paraffiné. Llincuboation est rénlisde 4 55°C.

Dés qu'unc culture sc te, soit por décoloration deo

l1'indicateour soit par 1a production de gaoz, un isolemcnt cst

protigué sur milicu sélectif 33835P réparti on tubes de 190 x 9.
rd .

L'expéricnce mous o montré gue dans 1o plupart des cas les

Clostridiug thertophilces étaicnt nssociéds & des Bacillus. Lo

milicu SSSP les élimine ot sculs les nnadrobics cultivent.
L'isclement ¢t 1o purification des souches s'!'effcectuent par
repiquage de divers types de colonies en ciiliceu profond & la
soytonce. Lorsque la souche cost pure clle cst repiquée dans un

niliceu ligquicde soytone-cervelle-vert janus.

Les dénovibrouents sont effectuds on ailicu liquide
utilisant 1la toechnique du noibre le plus probable. Dans co cas

le produit cst horogéndisd au uoyven d'un nixer dans unce solution

/e
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de tryptonc scl pour cobtenir unc dilution 2 1/10. Cn »rocéde
-2

-

alors & cdos dilutions & 10—, 10 3, on engomence 1 l. de

chacune Gl'clles & raison do 1 ml. par tube de ilieu soytonc-vert

jonus ¢t Roscnow régdénéré paraffind. Les inoculu: correspondent
done & 0,15 gr., 0,01 gr., 0,001 gr. L'incubntion cest rénlisde

’

559. Les résultnts sont donndés en nombre de soores par grorme

de produit.,

Lo recherche des spores hautcemoent résistantes & la
choleour o été rérnlisée on ho
étudier dans 5 ml. dlunc solu
souncttant celle—ci & 1o température de 1
dans un bain de paraffince. L'enscricencenient était cnsuitce rénlisé

cans un ilicu sovtone—corvelle—-vert janus incubd & 55¢C,

liilieux aaturels ot féceés nninales

On procede de fagon identique & celice ddéerite dans le

naragraphe précédent.

2 -~ KHORPHOLOGIZ DDS COLONIZS

Les cultures on surface ont été rdolisdes 2 martir

¢ souchics pures »Har isolenient cu £i droit cn strics & la

o,
6]

surfoce dlun milicu & 1o soytone ndditionné

could cn bofte de Pétri {2). L'cnadrobis

()
]
@)
¢

i
par ie procédé nu pyrogallol soit por ia technigue do liae Intosh
¢t Tildes. /Apreés incubation & 55° lc tenps nécessaire &
1'obtention cdes colonics, llobscrvation s'cffcctuc & la loupe

binoculaire nu grossisceutent <o 20 dianetres. Dans cos conditions

cepencant 1n croissonce des Clostridiu: thermophiles n'a jomais
o

’ . . - -
été cntiércement sotisfoissnte. ifous on rond

=
o
o
=
=
=
@
ped
®
6]
Q
et
o
©

trop forte concontration on agni

thermophiles cultivent aicux dans des wilicuxr & ~ w &



Pour cectte raison lcs miliecux profonds ne contenant que 6 &

8°/:5 d'agor donnent de meilleurs rdésultats. Les colonies sont

’

r la méthode classigue d'épuiscient de l'inoculua

obtcnucs

A
2 lo pipette Pastcur fernde cdans des wmilicux répartis entubes
de 180 x ¢ m:. Les colonics sont obscrvées & la loupc & un

S

grossisscitent de 8 diamétres.

3 - SPOIULATION

L'étude dc la position de 1lo spore cst canitale
t

eruination des Clostricium. Lo nlupart des Clostridiu:

thermophiles sporulent céifficilemcnt doans les milicux artificicls.
I1 étnait donc opportun de rochercher les conditions favorisant

la sporulation. Les techniques suivantes ont été mises en ocuvre :

S T . ) - " o
&) liljicu & 12 soytone =zndditionné de sulfate de in,ilg, NHQ

cnrichis de différents produits naturels.

Iidlicu dc base : S0ytone .eeeeeess

.
°
.
.
°
.
-~

gr.
. 0,60 gr.

N
.
.
.
.
°
.

cystéinc (Chtc

5
RN

cau distillée ,........ 1060 ©il, pH 7,2

ngar (Difco) .iieeoea.. L

09

futoclaver 20 minutes a 1209, répartir 20 ml. par tube de
200 x 20. Trois milieux en dériveant :
1 = Bag8 J.snsessesseess 1000 0l,

80411 e85 a5 iade el e C,10 gr.

2 = PBEBE sewovseosnsesons Y000 1l

thg T e 0,05 gr.
014 L I I A ) 0,05 grn

J — BASC ceeesaessecsses 1000 71,
Sohﬂn I G,10 gx,
S1UN L S 0,05 gr.
504(1‘&14)2 0,C5 gr.



irichi por 1l'un des extraits suivants

Chacun d'leux cst <

pois casses, balcine, cachalot, farine de poisson, potage
déshydraté "volaille~vermicclle" ; léguwcs déshydratés : cresson,

épinards, poircaux, persil, moutarcde, chou-fleur ; terre de jardin

€}

. - -7 - ’ 7’
t un nélange constitué de 863 5 de substances végétale
P 4 gr., veraiccllic

oivre 2 gr., oignon a'lgypte 2 gr., crosson
o

4 gr.,

(IS

5 recaux 7 gr., ¢épices 2 gr., farine de bl
riidon 4 gr.) + 2C % de substances d'origine animnlce (lait
r 10 gr.) + 17 % de scl. Cos produits sont introduits

’
e
cans les milieux de deux fagomns : cen sachets de cellophanc ou

sous forme dlextraits aqucuz:,

})

hane : on c¢éposc, sur une feuille

=

Sachets de cello
2

de ccllophane de 10 cmi® environ 1 gr. des substances visagéces
le sachet cst confectionné cn réunissant les bords avec un fil

4

de lin., Il cst alors introcduit dans un tube de 200 x 20 contenanit
le milicu et stérilisé & 1l'autoclave 10 minutcs 2 120°. Ll'ensc—
: a partir d'une culturc jeunc de la souche

& étudicr (1 11. environ). On recouvre 'unc couche d'huile

de vaseline stérile, on incube & 552, L'lexasmcen microscopigue

aprés coloration de Gram cst cffectué dés l'apparition de la
culturc, Cette cerniérc est ensuite abandonnéde & la température

& intervalle d'unc scnainc pendant

du leborotoire et

1 20is ou plus.

Bxtraits aqueux : lc produit cost introduit dans un

<8

balion, il cst dilud au 1/108::c dans d¢ lleau distilide, ngitd
’ b

'

sour obtenir unc suspension homogene, divisé en doux partics

L

'un est autoclavée 10 :inutes & 120, ltautre est chauffde

}.J

Us

s sur papier.

D

(

C minutes & 100°. Les cxtraits obtenus sont £iltrd
)

Ccux provenant de 1a partic autoclavée sont stérilisdés par

autoclavage & 120° peancant 10 :iinutes, cocux obtenus & »nartir
<o 1lloxtrait chouffé & 100° sont & nouvesu sowsiis & ce traiteent
cheriique. La répartition dans les miilicux s'effoctue stérilement

& la pipette & raison do 3 nl, par tube cde 25 11, de idliocu.



cons lo cos de 1o technique des sachots.

b) lilicu su sdrui coaguld (4)

LR ST 242 Lo LN
mnilicou ont éte préparecs

3

cheval + extroit de viande 13/gn + sulfate de

2} sdérur: de chevonl + soytone 19/:¢ + sulfatc do magndsiun
Yy

0,05 gr. /.o + sulfate d'armoniu: 0,05 gr. °/.c + sulfote

S . 4

Rénartir cn tubes de 160 x 16 & raison de 3 ml. por

tube. Conguler con position incliméde par chauffage de 2 heourcs

- e . ’ N < 7 A ~
Les mildicux sont cnscuicnces on dewnosant & leur surface

10 gouttes d'une culture jounce en milicu soytone—cervelle do

1n souche 2 dtudier. Les tubes sont alors scellds sous vide
ot ircubds a 55° pendant 8§ L 10 jours. Lo rechoerche des spores

oscopique aprés coloration de

cst offectuée poar cxarien aicr b
Grouz ou »ar enscmenceient aprés chauffage & 80° pendont 10
ninutes 4o quelguos gouttes do 1n suspnension de bactérics

= o - I}

récoltéo ou fond cu tubc.

ia sporulation de nombreuscs csneéces do

Clostridiui. Il o pour forumlc : neptone (Evans) 10 gr.,

- UPCHAY ~ x EIEY o
Lob~Lonco (ox01aj 1¢ gr., océtate do sodiun hydraté 5gr.,
t

rait ce levures 1,50 gr., andicdon soluble 1 gr., glucosc
v

gr., L. cystéinc 0,50 gr., cau distilléde 1060 nl., »H 7,1, 7,2.

? ’,

1
Il est réparti & roaison e 20 nl, par tube de 200 » 2Crégénérd
t

et cnsciencéd & partir d'une culture en milicu & 1o soytonig—-coervele-
le., L'incubation & 55° est maintenuce plusicurs jours ot 1lexomen

sdecroscopique effectué aprés colorntion de Gram. Les culturcs

’

sont conservécs a 1o toapérature asbiznte pendant plusiours mois

1 ’

ct exominées & intervalles rvégulicrs.

e
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-

d) Le milicu de Roscnow cystdin

(@28

ct le milicu soyionc-—vert jonus

L - L!ETUDZ DZ LA HOBILITZ cst rénlisée & partir de culturc de

o]
juy
i
ot
3
©
=
£
I

guclgucs hcocures en ilicu soytonc-cervclile, obtenuc
ture optines de croissance, par oxaiicn :dicroscopique entre lame et
lamellc.

’
2

Les cils ont été recherchés par la techmique de Leifson (14).

5 — L& TYPE RESPIRATOIRE o été détoriiiné par culture en milieu

& la soytone & 8°/,. dtlngor réparti en tubes de 180 x 9. Hous

avons ainsi retenu dans cette étude les souches annérobies

i1
strictes ¢t microaérophiles anadrobics de prdédilection. Le
caractérc anadérobic strict o été confirmé nar ll'absence de culture
sur milicu & 1o soytone en surface en aérobiose & 1la températurc

. ] - ’ P 4
optina de croigsonce e la souche etudide.

6 = TRIPERATURZ LIIITE BT OPTIL:/. DE CRCGISS.IICE

- ~

Cette détermination a été réalisée par culture & la fois
en milicu liquide & la soytene—corvelle-vert janus et en ni

solide profond & 12 soytone & 8°/6s d'agor. Les nili
incubés dans un bain-naric dont 1la teapdrature dtait régldée

a + 0,1°C. La toempérature de 55° &tait prise coizie base : toutes
nos souches cultivant a cette tempdérature. De nmouveaux cssais

aient rdéalisés & dostormidrsturcesdleroissantes de 2 on 2°C

*J
(02

(53—51—49 ctc...) ou crassontes de

)

{

Jusqu'a ce qutaucunc eulture ne so

liquide et cn mdlieu solide.

g

Des cssais d'adaptation 2 cultiver & ces températurcs

submininnles ont &té tentés pour >rtaines souches. Plusicurs

O
(33

(‘L‘\

repiquages successifs ayant été zlisés cn milicu liquide

soytomscervelle-vert joaw  la tonpératur; viinima de croissance, 1lcs

’

ailicux enserencés avec cette souche d¢toient incubdés & 1a



- . . - - . gy o .’
termdérature minine moins 17 entroinde & nouvenu 4 cotte tempdédrature
nar 5 ou 6 passages successifs pour réaliser un ossal identique
en abaissant 1o tceupdérature de 1°.

7 - LES COURBZ3 DI CROISSAIICE ont <¢té obtenucs avec L'apparcil

enregistreur de BOHIZT, 1.AUY et JOULIT permoettant d'obtenir
températures voriant de 37 & 529 utiliscnt le miliocu de baso

soytone 10 gr., c¢xtrnit de levures 10 gr., Cliln 5 gr., Chte de

cystéine 0,60 gr., cau distillée 1000 =l. pH 7,2 et auquel des

quontités vorinbles o glucose dtaient ajoutdes.,

TUDE DB Li. LONGEVITE o été rdéolisde sur différonts

b

& - L

milicux : Rosenow cystéind, soytonc + épinards en groins +

L

y
B

vert jonus, soytone-cervelloe- vert jonus., 48 tubes de chacun d

- " . + 2 ’ . ” ’ E RN - "
ces milisux ont &té ocnsceriencds avece unce culture de 1o souche &
étudier, Ils ont <¢td incubds & 55° jusqu'is l!'obtontion de 1o
vhase logarithoigque de croissonce ¢t ainsi réonartis
- ’ N . “ . . I
12 ont ¢t€ plneds & - 20°C 5 12 & + LY 5 12 & 1o tomméro-

turce ambionte ; 12 ont ¢té Lwintenus &+ 55°C. Des dénonie
tifs ont ¢td coffcctuds & partir d'un
tube de chncunce des gdries o dntervallies réguliers

. . . .
'¢chelomnont do 5 jours & 8 sermnines.

bt ‘.-I-I‘Ll O.L\u..) TIJ.ICE

\N

in chalour peout &tre déter-iinde

o

/ o -
La résistance des spores
331t & partir des procduits noturcls soit & nartir de culturcs

cn ilicu artificiel.

A partir des produits naturcls la technigue de détorminn-

tion d¢ 1n thermorésistonce o différd sclon les oroduits considdrés.,



Les sucres sont niis on colution & 50 7% répartic & raison
ce 10 =i, nar tube de 160 % 16. Unc sdéric de tu
n bain-maric bouillant {100°C) 1lloutrs <ans un bain de poaraf
cheuf??d & i20°C. Au cours de coes opérati

e
de counldter le nivenu ovec de l'enu distiilde chaude pour
o

coupoenscey l'évaporntion. Los tubes sont sortis & intervalles
régulicrs, refroidis sous un courant clenou froide ct le contenu
cnscmoncd on milicu soytonc-~cervelle-—vert jaonus & raison de

L omi., 3=l2uaipar tubce. Aprés avoir recouvert la surface des
milicwx d'une couche de paraffince, l'incubntion est réanlisde
& ?

2 55°, Unc opdration identiqus sc pratigue aprés chauffage de 10

*u

minutes & 380° pour vérificr 1a nréscncce de sDOrcs.

Les sont ainsi
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c
troditdes @ dlune part ellocs sont ises on suspension ~u 1/2 dans
(
\

unc solution de tryptonc scl p/v}, Glautre part c2iles sont dilu

au 1/3 dons unc solution de saccharose 2 50 . Lo oreniére
sréparation cst chouffde & 100°C; ia deuxi

unn boin do paraffire & 120°C soit dans un autoclave & 12090,

Dons les doux

0

ag le volue cst wnintenu congtant noar addition

Gleau distillde choude. Les tubes sont sortis dos diffdéronts

boins & intervalics régulicrs, refroidis sous un courant dlcau
froide et lo contenu cnscemencé en milieu soytone—cervelle—vert

janus ou en iilicu soytone gdlosé wrofond nour dinowbrer les

spores revivifiables,

Cans certaias cas nous avons procddd & une tyndallisation

6]
O
st
Q
o
jt
(\

sehlnn (voir page 36).

I'd - ’ . -
Les potoges déshydratds, extroits de noissong, dl'olgucs

ou les farvines de bétnil ont ¢té mis on suspensions dons uno
solution de tr 7
& 100° pendant does temps variant de 2 minutes & 150 minutes., Lo
contrdlc de la survic éitnit rénlisé »nn

C,5 mi., CG,1 m1. dc ces susnensio

bation & 55°C.
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Les échantillions do torre,

- ’ ’ . -
- o e ] - - -y -y i~ -y e o~ - = - 1 -
aniricles ont ete ido cn suspengion dons une golution 4o

e

# - PRI T - o g L b G et PR AR o i v
secchaorosa 2 90 %0y, chaouflfce ¢ 1207 endont dos périodes variont
I ~ ciich e i By 5 Ee = B8 s S ~ s AR B
¢e J0 ainutes & 3 heures. Lpreg rofroidfisscoticnt ces suspéngions
N QL8 U N S e GRS 2 M. - o T A | Ay BRI -
cetoiont ongelcneves € roigon du 4 mi,, 3 vl y 2 el Cil liaaeu

iiquide soytonc—corvellic-vert janus incubé i 557,

L partir

rocherche de lao the

2 7l. de culturs

. ’, b3 4\ . . ’

Le prexzier cst ehouffe 10! & 80°C, Il cst utilisc
2 . 2w s A & = A sad ey N - 4
coirc temoin de la rulation ; 1o deuxienwe cst chouffé

20

e
@
<
et
(
11
<)
-
16!
b
0
LI
o
o
O

Unc opération icdentiaue est rdniisde & 100-,

Lorés refroicdisscuent does tubos sous un courant dfeoaun
t

froide, les onscumenccocinte ont licu en milicu soytone—cervellc
ot en mildicu soytone profond. Lorsguc los gnores résistent & 1o

s
£ i & 2 IO e 555
température la plus ¢levée pondant 30', lc toemps de chouffage

est oDrolongé jusqu'd 1 H, 2 &, L B, 8 oI,

10 = JLO0I0U D0 LEITTS CHILLICUDS BUR L33 (PORES

’ ’,
Llon &3 3 ondfune aa T oy S - . e o
I3 &tniv intiéirescrnt do déteriiinc: le commortorent

vis & vis des désinfec-

uppriser los bacteries,

=P A =5 N e ® o R, TN i T <

Un amoniunm cuateriiaire : lo catigene T 80

L~ AT s
o Do 2104

L'hyosoehlorite de sgsoude

L'loxyde <!'dthyiduc
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C/TIGIIE T 80

o

té recherchées : sporicide dlune

d
™ - 4 L - A= e
Doux nctivitéo ont ¢

part, anti-—-gerinative dloautre part.

Action s»orieido

Les swmores proviennent du 1hlicu le plus favorable

\
P

& la sporulstion pour 1a souche étudide.

On introduit 1 11l. de la culture préalablement
chruffée 10' & 80" drns une série de 7 tubes de 160 x 16, puis

respectivenent 1 l. de solution nqueuse dc catigéne & 0,2 %,

-1 -~ ~7 i o1 .
1 5, 2 %, 4%, 10%, 20 5 1lc septiéie tube recevont 1 nl. dlecu

listillée. Linsi les concentrations de 0,10 %, 0,5 %, 1 %,

2 %, 5 %, 10 % sont réalisdes. Lpres agitotion, on laisse en
contact pendant 30 'm, 60 1, 5 heures, 24 heures. Lé teaps de
contact écould, on ncutralisc le catigéne en ajoutant 0,5 =l. de
juoune d'oeuf dans chacun des tubes, puis on cnse icnce 10 gouttes
ces divers udlanges dens un tube de milieu soytone-vert janus.

On recouvre d'une couche de paraffine et on incube & 557,

N

5y

Letion nnligeriinativ

Le catigeénc est introduit dans unc sdérice de ailicux
profonds & 1r. soytone & 8°/:0 dlagnr répartis en tubes de
180 x 9 a dos concentrations 10 fois plus faibles que celles
utilisées pour étudier 1l'action sporicidce. Les idlicux sont alors
enscencés avec 2 gouttes d'un milicu contenant des spores,
chauffé 5 ninutes a 8C°C. Un incube & 55°, Ll'obscrvation d'unc
croissance indique que la concentration n'inhibe nas 1o goerrii-

nntion.

9 PROPIOL.LCTONE

Lo technique d'étude de cet ngent est identique a celle

utiliséc pour le catigéne. Cependant 1'effet sporicicde a été
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rccherché pour des concentrations de 0,1 - 06,25 - 6,5 - 1 b oot
'effet smorostatique aux concentrations de 0,1 %, 0,01 5,

0,002 %, 0,001 5.

HYPOCELOSKITE Dt 30DIUM

Les cossais ont été réalisdés & poartir <c produits

[}

naturcls en particulier les alients spéeinux pour 1ll'enfoncoe.
10 graascs de produit ont été ais ¢n suspensioan dons 100 il.
co

d'eau distillée stérilce ¢t laissés on contrct pendant 1 heurc.

Lo surnage-nt cst déecanté ct centrifugd pendrnt 30 iinutes &
5000 tours/.mi. Le culot contennnt les spores est repris par

10 ml. dlenu distillde. 2 11, de cette suspension sont introduits
respectivoreont dans 8 tubes de 160 x 16. On njoute & chaeun
dleux unc qumntité déterminde d'hypochlorite pour obtenir

1o concentration de 3,3 ng. de HC1O par litre. On agite. Aprés
des délais de 5 -m, 10 'n, 15 m, 30 m, 1 heure, 2 heures,

3 heures on neutrnlise le C1 par un exces d'hyposulfite de

sodiun ¢t on enscuence la totalité dans un 1ilieu soytonce-

cervelle-vert janus., Oii incube a 557,

OXYD.S T 'STHYLINE

Sur une baade de papier filtre de 5 x 1 ca, on Géposc
1C gouttes de silieu contenant des spores. Les bandes sont misces
& sécher dans une bofte de Pétri & 37°. Chnecunc est introduite

5

L SO SN PP e P .
dons un snc de polyéthylénce for:d ~woe soin, IL oot 2ig

W
[®]

d he hY - R L] xS T ? o P e e e T en g e R PR
catociovi & oczyTle Slthyléne. Lo bande fo muoudieriost sasuite

~ T B ‘a mon mutocls Lo vt e L
conditiomns wnis non sutoclsvée sert da cermoLlin,

LiCTLTE DE TYLOSINE

Le lactate de tylosine étant un antibiotique inbil

nous avons pensé que son utilisation nouvnit avoir quelque
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intdér&t pour stériliscr certnincs conserves contanindées par des

Clostridius theruophiles houtcnent thernordsistants., Nous nous

I 2 Y e Ay : - At ~T e 1
sorries adressés a Ges preépnarations specicles pour l!znfance.

iu préninble nous ovons détorniné 1 dosce minina
inhibitrice (DIX) du développeient des foraes végétatives on
introduisant l'antibiotigue cn soclution aqucusc dans des tubes
de riilicu soytonc—corvelle—vert jomus cusemoncé avee 1o souchce

& dtudicer. Les concentrations suivontes ont ét¢ adoptéces

iMg/1. - 6,5Mg/:1. - 0,1 Mg/a1. - 0,05 Hg/ 1. - 6,025 Mg/l.
0,01f“g/ml.— un tube de iilicu sans antibiotigue cmscaencd

dorns los a8res conditions scrvait de téioin.

Lprés ovoir recouvert 1n surface des ilicux d'une
couche d¢ paraffine, ils étnient incubés & 55°. Lo cddécoloration

du vert janus indique quce 1a culturc c¢st positive ¢t par conséquen

quz le lretate de tylosine ne s'est poas montrd actif.,

4 un dchantillon de2 P 3 & nous nvons alors njoutd 2 DI

Go tylosince. IMous l'avons incubé & 55° pendant 3 ¢t 10 jours,

[

~fin d¢ provoquer 1a geriination des spores. Les quantités
varinbles progressiveuacnt ddécroissontes de produit étaient nlors
cnsomencess en ilicu liquide soytonc-—-cervelle-vert janus pour

’ . P . . + « 9. o
apprecicr 1o diciinution des Cleostridiws survivants.

11— TECHITTQUS L!'ITUDS DES ChiliCTERLS BIOCHIMYQUES

a1} Production (o gaz

’

8tro observiéo

o+

B1ic

ke

ou en ailicu solide profond &

in soytonc ou en milicu liquide soytonc-cervello-vert janus.

Urne le promier ens les bullces anporaissont dans 1o
colommz d'agar. Lorsque la production cst intensce, 1o

&

colonnc e¢st disloquée ot frogientée,
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JAILS

gazeux c¢st difficilencnt apprécinlbe.

cas l'appréciation du ddg

e disque

~0.,

wpt

dc

paraffine, liquéfid 55%, ne sc souléve pas sous ln
pression does goz ot sculce llobscyvation de bulles
renontant du fond du tube au niveau du :zorceau de
- 5 X o 2 - b

cervelle roend conapte du pouvoir gazogenco,
Production dc SH2

Le milicu utilisé a pour forimule

Soytone 10 gr., cxtrait de levures 10 gr., chlorure
de sodiur: 5 gr., Chte de cystéine 0,60 gr., agor
(leco\ 0,50 gr., sulfate ferrcux 0,20 gr., hyposulfitec
de sodiunz 6,30 gr., cau distillidée 1000 nil. Ajuster le
pH & 7,2. Rdépartir a raison de 4,5 nl. par tube de

160
120

x 16 ot stériliscr 20

0G. Ce

ninutes par
semencé & parti

cn

L

viilicu soyton

ctte Paste

—cervelle-vert janus

demi pin et dncub

du noircisscrient permet dl'apprécier 1la

Récuction des nitrates on nitrites

autoclavage &a
r c'unce culture
S = T
a I LILS o1 G 'uinc

557

production de

L'intensité

SH

’
e

2

Soytone 10 gr., ocxtreit doe levares 10 gr., chlorure
de sodiuw: 5 gr., Chte do cystéine 0,60 gr., agar (Difco)
0,50 =1 glucose 2 gr., nitratce de sodiuzn cau
y S 15 ’

stillée 1000 1. .Ljuster lc pH 2

est réalisé comric précéde tient. ipreés
on ajoute 5 gouttss dl'acide sulfaniliguc

1'acide acétigue 5 I ¢t 5

naphtylanine & 5 % de 1l'acide

présence de nitrite est révélée
rougc pourpre.

gouttces dlune
Qctéiquc 5

par unc colo

5 gri,
. L'ensepniencement
incubation &

8”/30

solution
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o~

Lo

pot
103}

que 1z

ée rechercher si le stade nitrite ntest

H

iy
cte

et si lc radicel N02 n'a pas

Pour cecla rechercher

’ P .
prescnece s guc 1o reduction cst

réduits

de nitrites ¢t deo indiguce unc

5

nitrites for:ids & pnrtir des nitratcs.

N

1

On ajoutc donc c d ée

de MO, 1l=a
3

une pince 2 poudrc

¢

coloration rouge sc¢ dévelopne

iecs n

i

2

pas dépas

itrates.
négative c!
cn NO

>
utilis

TN
o al

ZARC o

[

ic

y Gans

Un

contraire sucune coloration ne se produit,
’ o ’ . \ ’, -
non cnsanence scrt de térioin a la reaction.

Réduction des sulfites

sadldiew 2

soytone 10 gr., cxtrait dec levures 10

dc sodiuz 5 Chte de cystéinc 0,60

Br.;
(Difca) 10 gr., sulfitc de sodiw: 2,50
1000 31, Ajuster le pH 4 7,2, Rénartir

par tube de 180 x

a 120°, .Ljouter extemporanéiicnt a chaqu
solution d'alun dc fer & 5 e & roison d
tubc. On cnsc.ience & partir d'uic culture

S
gr., agor
ET .,

N -
& raison cdo

9. Stériliscr par autoclavage 20

¢ tubc unc
c 2 gouttes

(chel

(6]

¢]

~ L2

réaction cst négative il est indispensnble

»

2

transforié ¢n azote.

Lcur

ST
ost—a=-

L'abscence

ation decs

résonce

2

-~
L

.

w3

milien

chlorurc

cau distiilée

ilieu

soytonc—-vert jonus avec une pipette Posteur fermée. On
incube a 55¢. Le¢ noircisseuent du ilicu indigue que

lcs sulfites ont été réduits on sulfurc.

Letion sur lcs substances hydrocarbonées ou scls d'acides

Lc

@)
J/
=

¢ i-solide

10

PDaOsC

milieu de

[6)]

il o pour feriwule : soytonc T

a soytone

a été utilisé.

extrait de lovurcs 10

ai s
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chlorurc dc sodiuw: 5 gr., Chte de cystdéine 0,60 gr.,

agoar (Difco} ¢,50 gr., cou distillée 10GO 1., ajuster

ic o & 7,5 - 5 ot répartir & raisor do 4,5 ml. nar
X ’ b & t

tube do 180 x § ou 9 M1, nar tube de 160 x 156. Stériliser

& 120°C »nondont 20 nmiautes & 1'~utoclave, Zu

*Todi 1o wilieuw ost placd dans un bein-marie bouili-nt

D

(.,\
[

1

pour &tre régdéniré ; on lui njoute nlors ¢,5 nl. d'unc
solution stérilisde par filtration d'hydrate de € & 10 %
pour obteniyr une concentration finnle de 1 55, L'ense-—
isé npreés refroidisscuaent & 45 °C

¢ en 1ilieu soytons—~cervellces-—vert

T
duisant 0,51, approwimativenent au fond
ube. Un .ilicu de base ne contennont nas de sucre,
8uies counditioms sert de tdmoin.

-

e
L'incubation & 35°C est prelongéc lo te ps nécessaire

& Llobtention d'unc culture nxina ; dés lors, lec tube
de ailieu téuoin cst divisé cmn deux portics dgrles. La

réaction & 1l'acide mnitricue nitrou:. a deuxieénie est

additionnde de 20 gouttes d'indicoteur universe nour
aporécicr le pH. Tous les tubes contennnt los milieux
sucrés regoivent on surfnce le m8nc voluw:we <!'indicateur.
1dgere agitation permet de 1. nélonger avec le tisrs

i
suplricur dc 1n colonno guide., Trois teintes neuvent

o>
ot

3
o]

b

3
©
ok
)
]

mucs et intornr

verte ¢ pas dlacidification

*')

faible acidification (o)
orangéc ou rougc : forte acidificntion (A)
Dons tous les cas 1r teinte de ll'indicoatour contenu
T

u milicu

o

[

H_.a

S . . 2 N ’ by
inns los mdiliceux sucres sors comparée a4 cel
témoin sons sucre. L'cbondance de 1o culture cst indiquée

DOY 4+ & 44+,
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~ - . ’ Id .
¢s hydrates de T. suivonts ont ¢té rotenus @ glucosce
o ’

anitol, glycérol, snalicine,
naidon, L+ crabinose, T + xylosca.

3cls dl'ocides organiques

D tartrote <d& calcliu, lactrnte de caleiw:, citrate de

. . ¥ ’ ’ . L+’ - At . " b Y ’ A -
colciun ent €té ajoutds au xdlicu de basce ajusté & °H 6,6
pour obuenir une conccentiration finnle do 5 . Un izilicu
ajusté & un PE identiguce ne contenant nas de scis scrt de
térioin., L'utilisation deos substrots cst ~oprécid

4.

&
acicdification déecclée par 1l'indicatour universcl,

f) Déternination des ccides volatils

Les ncides volatils ont ¢té déterminds por la technigque
de GUILLLULE, BISXBUS ot OSTEUZ (10) & portir de cultures
en dlicu & la soytone de forrwule : soytone 106 gr.,
extrait de levures 10 gr., glucose 1 gr., chlorure de
sodiun 5 gr., cystéinc {Chite) 0,60 gi., cou cdistillide

2

100C 1.,

[st0}

g
P

¥
]
ot
}-Y
O
)
6]
<::
s
}_J

)

g
[
b
9]
ot
i
o}
©

’
3

Tous avons ~ndoptdé 1o adthode <o

e

QI

. ’ v e y . " - § —r ;
hnigque cnndrobiec ot déerite prnr BEBRTIS ot TAHON CLSTEL

tone—~cervellc—vert janus. Ll'incubotion cst rdéalisde
ol
-

& 55°C ¢t 1o lccturce offectude au 128&nc Jour. /prds co

’ -
Zélai, cn offot, on assiste & une liquéfaction spontande
du disque de gélatine eon raison do ia teandrature

lincubation dicvéce.

&R

By 11

h) Zlecherche de 1'indole

Lo mise en dvidence do 1'indole sc piratique sur les



culturces obtcenues dons Lo wilicu de basce o 1o soviono

dderit préeddenaent {(£). La tcchnicuc X 1'ncide nitrique
nitreuz c¢st la scule utilisabic cr roison doe ltabaisscrient

1

considérable <u rE nu cours du ddvelownporient nicrobicn.

T joute 0,8 gr. do Chte de
cystéine. Lo pE cost ajustd & 7,3 - 7,4 ; on répartit
& roison de 12 nil. par tube do 1
30 .drutes & 11
régéndération ¢t refroidisscucent, ovee unce pipette Pastour
d'une culture con nilicu soyton-cerveilc-vert janus. On
izicube & 55°C pendant & & 12 jours. [Lprés ~voir observd
lces modiTications on ajoute 10 gouttes dlindicatour

e

universel pour appricic

1

j) RQecherche du pouvoir cellulolytique

o

R4

L'activitd cellulolytigue a été recherchde sur lo
ier filtre. Des bandelettes <o 3 % 0,5 cn ont dté
stérilisdées sépardncent nnr autoclrvage. ALu roment de
Itermpled l'unce dleile Stnit introduite dons un tube
dec milieu gsoyvonc-—coervelic—vort
partir d'ume culture sur un dliocu identigue poraffind

puis incubé & 55° pendont 30 jours.

i2 - ADCEDRCHED DU POUVCIN PLTHOGRIID BIPRRIIIIIT,L

Le pouvoir nathogenc des di
o

o
(o]
‘f“); L4 ’
e
et

i
2 été rocherché c¢n inoculant par voic intrapndritondalc
souris 0,5 nl. d'unc culturce en nilicu soytonc—corv

C
ct poar voic sous-cutonéc nu cobaye 1 ml., do cotic mbnic culturc.
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Origine souches Désignation des souches
: isolées
: : 10 = 11 - 15 a 18 = 21 & 23 - 26-27-29-30-33-37-39-40-44-46-47-
: s : 48 S - 48 SPS -~ 49 S - 50 SPS - 50 S - 51 § - 51 SPS - 52 SPS R
: Sucre . 63 : 52 SPS D - 53 - 53 B - 54 ~ 55 A8 - 55 BSPS - 56 A - 568 - 57
2 3 : 57 SPS D - 58 ~ 58 A - 69 - 70 SPS ~ 71 S -~ 71 A - 71t B - 87-92
: 93-94-95-97-98~ 99 A -~ 99 B - 100-101-105~106-107A-107B-108- 109—110
: Poudre d'algues 1 2
: Mélasse : 2 : 112 A - 112 B
Potage H 2 : 1 - 3
: Extrait de cachalot : 1 : 4
: Extrait de baleine 1 : 5
: Farine de bétail : 1 : 6
: Epinards en conserves @ 4 : 9 - 14 - 19 -~ 24
:Préparations spéciales : : N _ _ _ _ B
:pour 1l'enfance (PSE) : 8 : 59 - 61 64 - 65 - 66 - 67 - 72 A - 73 A
: — :
: Selle humaine ” : 1 : 74
. Jambon en bo%te . 2 . : 8t A - 8 B
: : : /
‘Boue primaire conditiomée * 4 113 A - 113 B -~ 113 C - 113 D
; Féceés de cobave : 1 115
Fécés de poul 2
poule 1 116
Fumier de cheval
! 117
Terre
8 118 A - 118 B - 119 - 119 A - 120 - 120 A - 121 - 121 4
TR Origine des 101 souches étudides ;
1~
&S

f;“
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GROUPZ I - CLOSTRIDIULI THERIIOLCETICUINI - 19 souches

ORIGINE BT DESIGIIATION DES SOUCHES

-« - . 7
L'origine des souches cst tres varide, Lo

’

plupart ont 4té isoldes de comscrves de végdétaux

s

Désignation des souches Provenaisice

9 -« 14 - 19 =24 - 67 .......... Conscrves dépinards

61 = 65 = 72 L viiiieeneeenen... PSE poulct-légumcs (carottes
poriic de terre, poircau, andi-
don dc nnais, sel, sucrc).

66 = 73 L = 6L ... ..iiieie.. PSE veou jordinidre (pomne
de terrc, coarottes, pois, oi-
gnon, farinc de mais,sol,summ)

5O it i it ettt s et s s i ess Farince de riz

O . ittt ittt ei st ereass Sucre

T13 D it iiietieenreesennasesasss Bouc primairce conditionnde

B ittt it it isi e i s. Terrc de jordin

119 it ittt ttettrraneranseesass Torre de bruyere

120 ittt i ittt tareetsaerennsass Terr dlovée & iLnvers

o
T
)

121 ittt it eerrenenssarenesnenas Terrce ¢

o

1o région du Mord

PR N 7’ 3
e e i e e e e. BHMotiéres fécoles humnines

La techniquc d'isolenent de cctte cspéce o ét

rd
é
rd . .
ééerite lorsque nous avons cnvisagé l'exomen des PSZE page 35.

Hous pouvons cependant souligner quce la forte
thermorésistance des spores facilitc l'isolement. La plupart
des spores résistent en effet & 1'nutoclavage ot il suffit
ainsi de chnuffer le produit on suspension dons unce solution
saccharosée & 50 % stdérile pendant 80 minutes dans un bain

de paraffine & 120° pour dliminer les spores de 1o plupart

.



des autres cspeéeces préscntes. On 1l'cnsemence dans un milicu
liquide soytone-ccrvelle-vert janus, on incube & 55° pendant

2 & 3 jours et on obticnt unc culturc purc.

CARACTERES CULTURAUX

Le milicu soytone~cervelle, le milicu de Rosenow
sont les plus satisfoisants. La croissance cependant cst
lente ;3 a partir des produits naturcls elle se manifeste
souvent apreés 10 jours d'incubation & 55° ; a partir des
souches de collection, la période de latence atteint encore
48 neures. Aussi avons nous tenté dl'améliorer la qualité
du milieu soytonc-cervelle profond a 7°/,, d'agar en rem-
plagant l'eau distillée du milicu par un extrait de comscrves

d'épinards obtenu ocinsi
&

- des ¢pinards de conscerve sont mis en suspension & raison
d'unc partic pour dix d'eau distillée. La préparation
est stdrilisée par autoclavage de dix minutes a 120°
puis filtrée sur papier. Le liquidc obtenu est utilisé
comme solvant des produits constituant lc milicu & la

soytone ou a la soytonc-cervelle précédemment déerit.

Les essais ont été réalisds avec 9 souches de
collection cultivées cn milicu soytonc-cervelle diluées dans
la solution tryptonc scl., 0,5 ml. dc chacunc de ces dilutions
était cnsemencé dans un tube de milieu soytonc témoin sans
épinards ct de milicu soytonc & l'extrait d'épinards
additionné de 7 °/o0c d'agar répartis en tubes dc 180 x 9.

Les résultats sont consignés dans le¢ tablecnu VI.

Le jus d'épinards favorisec la croissance puisque

. . -8 .
a la dilution 10 on décéle cncorc des colonies pour 6 souches

/.



Milieu & la soytone additionné de

Milieu a la soytone témoin jus d'épinards

e o5 o0
e av se

| Souches Dilutions Dilutions

; ; b -5-6-7-8-9- : ~h-5-6-7-8-9-
: 9 : 18 - - - : - 15 2 -
A ; =< 4 - - ) <1z 1 -
;19 : 0 - - - : 32 3 -~ -
Do2h ) < 9 - - : =29 1 -
: 59 75 9 - - : = 25 2 -
© 60 : 25 1 - - X g8 - 1 -
61 26 1 - - - 25 7 - -
Pooen 8 1 - == -
: 67 : 25 -~ - - - - : 65 6 - - - -

s en a»

[23

4% E 4% sy ws s> we

e

ae  we

mparaison de la croissance entre les milieux liquides soytone-cervelle et extrait d'épinards
8bytone-cervelle en milieu & 7°/40 d'agar répartis en tubes de 180 x 9.
Les chiffres indiguent le nombre de colonies.
= ¢olonies confluentes.

TABLEAU VI

)

y



sur 9 alors quec dans lc milicu tdémoin unc scyle souche
domne une colonic & cotte dilution. 4 la dilution 1077
lc nombre de colonics cst toujours supdricur dans lc miliocu

a 1i'épinard a ceclui du milicu tdémoin.

Iliilieux liquides - Drms le milicu soytonc-cervelle-
épinards la croissance apparatt cntre 24 ct 72 heourcs suivant

1'importance de 1l'inoculun.

Température de croissance

La déternination o été coffcctude en milicux & 1o
soytone solide ¢t & la soytonc-cervelle liquide, incubds
au bain-morie & différentes tempdratures. Parmi 14 souches

testées

- 7 ont une teupdératurc minima de croissance de 49°C
et moaxima de 69°C,
- 7 ont unc températurc minima de croissance de 49°C

ct maxima de 63°C.
Il s'agit donc d'unc cspeécc thermophile stricte.

liorphologic :

Dons les conserves alimentaires oG 1l'enrichisse-
ment a été obtenu par incubation de 10 jours & 55°¢, deux
aspects morphologiques peuvent 8tre obscrvés. Il peut
s'agir soit d'un bAtonnct & Gram + de 3 a4 bM x4 M
isolé ou en diplobacille, scit d'un mélonge de bAtonnets
de 3 & 4 /M présentant une sporc terminaic et de bAtonnets
sans spores. Ces derniers sont toujours plus abondants

quc les formes sporuldes.

Dans les milicux artificiels, la morphologic

cst identique, lo sporulation cst cxceptiomnelle.
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Sporulation :

Aucun milicu particulicr ne favorise 1l'apparition
des spores. Une seule fois les souches 59 et 65 ont donné
des spores cn milieu de Roscnow, c¢lles n'en ont plus
produites au cours des subcultures, Des milicux & la soytone
additionnés de sulfate de Mn, de iig, d'NHh seuls ou associés,
des milieux a 1'épinard ou & la terre, lc milicu DRCIH n'ont
pas été plus favorables. Unc scule fois le milieu & 1'épinard
additionné des sulfates de HMn, lig ct NHQ o2 permis la sporula-~
tion de la souche 72 A. Les subculturcs ne présentaiocnt

plus dc spores.

Thermordésistance :

a 100° : Les cssais ont été réalisdés avec les préparations
spéciales pour l'enfance incubdes 10 jours a 55°,
diluées dans une solution dc tryptonc scl
(tryptone 1 gr., ClNa 8 gr., cau distilldée 1000 ml.).
Le chauffage a été cffcctué au bain-maric bouillant
pendant unc durée variant de 10 minutcs & 8 heourcs.
Les contrdles de survie ont été obtcnus par censcmen-—
conient en nmilicu liquide 2 1la soytone~-cervelle et en
milicu & la soytone cn profondcur. Les résultats
sont exprimés dans lc taoblcau VII. Aucunc diminution
du nombre de¢s spores n'ecst cnregistrée aprés chauffa-

gc de 8 heures & 100°¢,

a 120° : Divers ecssais ont été rdéalisés avec les préparations
spéciales pour l'enfance. 3 gr. cnviron d'aliment
ont été ajoutés & 6 ml. d'unc solution de saccharosec
4 50 % ¢t lc chauffage effcctué dans un bain de
paraffince a 120°, Aprés unce heurc, le volume était

reconstitué par addition d'eau distillée.

/.
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Aprés les différents tcmps adoptés pour lec contrble

de la survie des spores, 1 ml. du mélange o été ensemencé
d'une part en milicu profond & la soytonc ¢t 2 ml. en miliecu
liquide soytone-cervelle. Les résultats sont rapportés dans
le tableau VIIX. Dans ces conditions, les spores des souches
65,66 ¢t 73 A résistent & 120°., La souche 72 A résiste

deux heures a cette température, elle est détruite en 2 H15,
mais une réduction du nombre des spores est apparue apreés

unce heurce de chauffage.

Des essais comparatifs ont été réalisés en soumet-
tant les spores de la souche 72 A & 1l'autoclavage a 120°,
Les résultats furent légérement différcents, clles n'ont

résisté qu'l H15 dans ces conditions.

Les spores de la souche 72 A formées en milicu
artificiel aux épinards ct testées en solution saccharosée

résistent aussi 2 heures & 120° dans lc bain de paraffine.

Effet de tyndallisation :

2 ml. de préparation spéciale pour 1l'enfancc
contenant des formes sporuldes ont été mélangés & 6 ml.
de solution de saccharose & 50 % et lc chauffage effectué
dans un bain de paraffine a 120°, La survie des spores
a été contrdlée par cnsemencement de 2 ml. dans un milicu
soytone-cervelle. Le protocole de l'expérimentation cst

schématisé ainsi :

ler essai

ler chauffage 5' 120° culture +

incubation & 55° 24 heurcs

contrdle de survic = +
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2éme chauffage 5' 120° culture +

incubation a 55°¢ 24 heurcs
contrble de survie = +

jeme chauffage 5' 120° culturc -

2&éme essai

1er chauffage 10! 120° culture + o

incubation a 55° 24 heurcs
contrdle dc survie = +

2éme chauffage 10' 120° culturc -

ter chauffage 10! 120° culture +

incubation & 4° 24 heures
contrble de survie = +

2éme_chauffage 10! 120° culturec +

incubation a 4° 24 hecures
contrdlc de survie = +

3éme chauffage 10! 120° culture +

Ainsi 3 expositions de 5! a4 120° a 24 H d'intervalle
entre chaque opération sont nécessaires pour tuer les spores

de Cl. thernoaceticum a condition d'incuber le produit & 55°

aprés chauffage.

2 expositions de 10' a 120° a 24 H d'intervalle
entre les deux opérations suffisent & tuer les spores a la

condition d'incuber le produit a 55° aprés le 1ler chauffage.

Lorsque dans les mémes conditions on incube & 4°
au lieu de 55 entre deux chauffages, lcs spores survivent.
Ce résultat laisse présumer que le chauffage agit sur les
formes végdétatives issucs des sporcs ayant germées & 55°

¢t non sur les spores clles-mémes.
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Tongevitd des Formss vésditatives
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Lec nombre restreint de spores contenucs dans lces
cultures en milicux liquides permet de les éliminer par
dilution. C'est ainsi que les dilutions a 10_4 des cultures
en milicu de Roscnow ou & la soytone-cervelle ne contiennent
que des formes végétatives. Il était donc possible d'étudier
la longévité des bactérics cn cnscemengant cn milicu profond
%1075, 1076, 1077 ac

cultures conscrvées 9 jours ct 28 jours a la températurc

A la soytonc des dilutions a 10"

ambiante ¢t de dénombrer ainsi les bactérics revivifiables.
Cette expéricnce a été réalisée avec 3 milicux différents
Rosenow, soytone-ccrvelle-épinards, soytone-cervelle. Les

résultats sont consignés dans lec tableau IX.

Ils démontrent une longévité variable selon
les souches et les milicux utilisés ; il ressort cependant
que le milicu soytonc-cervelle convient dans la majorité

des cas.,

ACTION DES ANTISEPTIQUES ET DU LACT, A2 TE TYLQOSINE SUN LES
SPORES @

Iﬁlﬁ>propiolactone 4 la concentration de 0,25 %
stérilise cn 30 minutecs les spores de la souchc 72 A

contenue dans la préparation légumes-poulet.

Le catigénc T 80 détruit les spores de la méme
souche aprés 18 hcures de contact & la concentration
de 0,10 %, aprés 10 heurcs avec 0,50 % et aprés 5 heurcs
avec 1 %. La recherche de la survie a été réalisée par
ensenmencement du produit en milieu soytone-cervelle

additionné de 1écithinc.
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L'oxyde d'éthylénc détruit les spores de la souche
72 A en 1 hcurc 30. Les cssais ont été effectués en déposant
une culture sporuléc sur une languette de papier filtre
séchée et introduite dans un apparcil & stérilisation commer-

cial.

La tylosine inhibe la croissance des formes
végétatives de l1la souche 72 A & la concentration de 0,025Mg
par ml, de milieu soytone-cervelle-vert janus.

.Y

L'antibiotique ajouté a la dose de 2 DMI & unc
préparation spéciale pour l'enfance aux légumes-poulet
contenant la souche 72 A a permis de réduire le nombre de

Clostridium dec 10 fois aprés incubation de 10 jours & 55°

comme 1l'indique le¢ tableau X.

CARACTERES BIOCHIMIQUES

Les 19 souches présentent les caractéres suivants

Mobilité : +

Gaz : -

Odeur : acétique légeére

Gélatine non liquéfide

Lait non modifié

SH2 IS

Indole : -

Nitrates : réduits en nitrites

Sulfites : non réduits

Glucose : + (pH 3,07)

Xylose : + (14 souches), - (5 souches)
Saccharose, lactose - mannitol, glycérol,
salicinc, amidon, arabinose, cellulose :
non fermentés.

Type fermentaire : acides volatils : acétique.

/e
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PSE 1égumes-poulet (souche 72 A) + PSE légumes-poulet (souche 72 A)

Lactate de tylosine 0,05Mz/ (2 DMI) |  sans lactate de tylosine (témoins)

Quantité de PSE en gramme ensemencée

dans 15 ml. de milieu soytone-cervelle-:

vert janus : 2 1 0,50 0,25 0,10 : 2 1 0,50 0,25 0,10
Incubation 3 jours :

a 55°C + + f + +

Incubation 10 jours :

a 55°C + - - - - + + + + +

. et s

Action du lactate de tylosine sur la souche

72 A dans une PSE légumes-~poulet

TABLEAU X

’e *n e a»
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POUVOIR P/THOGENG

Il est nul pour lc cobaye (voic sous-cutandec) ct
la souris (voie intrapéritonéalc) aprés inoculation de
cultures en milicu & la soytonc~ccrvelle. En outre, les
souris nourrics avec les préparations spéciales pour

1'enfance n'ont présenté aucun symptdme anormal.
DISCUSSION

L2 problémc consiste & discuter de la préscnce

de Cl., thermoaceticum dans les conserves., L'origine telluri-

que de cettce espece explique sa fréquence dang les conserves
de légumcs. Les procédés classiques dlappertisation nc sont
certes jamais suffisants pour détruirc les spores. Il faut
donc pour s'en préserver éviter lcur préscnce dans 1les
aliments ; pour cela, une désinfection préalable des végétaux
semble le scul procédé cfficace. Un autre remede consisterait
a ajouter de la tylosine a la concentration de O,Zf”g par

grammc, par cxcmple.

L'altération des comnserves infectées par

Cl. thermoaceticum est pcu apparcntce ;3 la souche n'est

pas gazogeénce ct peu glucidolytique. L'odeur n'est pas
modifide. Les flacons dans lesquels nous l'avons mise en
évidence accusaient un vide compris entrc 220 mm de Hg et
400 mm de Hg avec unc moycnne située entre 320 ct 340 mm
de Hg (normalc = 400) ; 1lc pH lc plus bas cnregistré

a été de 4,2 ¢t lc plus élevé 5,7. Aucune rclation n'existant
entre ces constantes et le nombre de bactdérics observées
a l'cxamen microscopique dircct apreés incubation a 55°
pendant 10 jours. L'enrichisscment par ce procédé cst
d'aillcurs variable et, dans certains cas, scules les
cultures sont capables de déceler les bactérices, 1l'examen

microscopique direct demcurant négatif.

S



Dans d'autres cas, les élémnents microbiens sont
trés nombreux mais l'acidité ou la diminution du vide ne sont
pas obligotoircment les témoins d'une préscnce massive du

Clostridium,

Ccs observations nous obligent & considérer un
probléme d'ordre plus général : ceclui de la stdérilité des
conscrves alimentairces., Il ne fait aucun doute que de nombreux
lots de conserves de 1légumes ne peuvent 8trc obtenues stériles
cn raison de la thermorésistance élevée de certaines spores
hébergées par les plantes. Lorsque ces cspéces altérent le
produit ou sont nuisibles a la santé publique clles sont
intolérables ct les préparations les hébergeant doivent &tre
rcefusées. Dans le cas contraire c'est—-a-dirce lorsque les
produits renferment des spores incapables de germer a la
température ambiante et lorsque méme une multiplication
des formes végdétatives sc produisant aucune altération du
golt, dc 1la coulecur, de l'odeur ct dec la consistance du
produit n'ecst constatée, il cst toldrablc de soumettre la
conserve a la consommation. Le probléme de la stérilité

commerciale ou biologique sc trouve unc fois de plus évoqué.
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GROUPE IT - CLOSTRIDIUM THERIMOSACCHAROLYTICUM : 64 souches

ORIGINE ET DESIGNLTION DES SOQUCHES

La plupart des souches isolées provicnnent
d'échantillons de sucrc cristallisé comme en témoigne 1le

tablcau XI.

Nature des échan~ : Nombre d'échan- : Nombre de :
tillons cxaminés : tillons coxaminds : souches isoldes @
Sucre : 50 : 62 :
Poudre d'algucs : 1 : 1 3
., : :

i

Jélassc : 1 : 1 :

Origine des 64 souches de Clostridium thermosaccharolyticun

TABLE/U XI

La techniquc d'isolement a ¢été déerite précédemment.
Les résultats des dénombrements de spores réalisés & partir

dos différents échantillons cxamindés sont les suivants

Nombre de sporcs Nombrc d'é-
dans un gr. de sucrc chantillons

30
16
1l
12
3
6 1
l 1

NO OO W&
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1 gr. de mélassc contcnait 60 sp./sgr.

1 gr. de poudrc d'algucs contcnait 2000 sp./gr.

CLRACTERES CULTURAUX ET MORPHOLOGIE

En milicu soytone liquide la croissance cst rapide.
La phasc logarithmique est courte (h heures), la production

dc gaz trés abondantc. Le troublce est homogeénc.
En profondcur les cultures sont anaérobics strictes.,

Les colonies en milieu & la soytone & 7°/.0 dlagar
sont de deux types souvent obscrvées dans un méme tube pour
unc méme souche. Il s'agit de colonies lenticulaires ou
irréguliéres translucides ou opaques atteignant 1 & 1,5 mm
de diamétre. Toutcfois la forme de ces colonics cest difficile
N

4 constater cn raison de 1l'éclatcment précoce de la colonie

provoqué par les gaz disloquant la colonne d'agar.

Les colonies de surface obtenues sur milicu a la
soytonc ont été obscrvées a la loupc binoculairc i un
grossissement de 20 diamétres en éclairage oblique. Ainsi
17 variétés de colonics ont été dénombrécs. Ellcssont
décrites et schématisédes dans la figure 1 et classdées en

fonction de¢ la morphologic des bactérices correspondantes.

Ainsi deux groupes principaux ont été constitués.
Lc premier comprend les bactérics préscntant l'aspect
d'un Lactobacille cn l'abscnce de toute forme sporulée
apparente. La deuxiéme correspond a des formes sporulées, Il
s'agit dc bAtonnets identiques & ceux du premicr groupe pré
sentant des spores rondes, terminales. Enfin, un troisiéme
groupe constitué par une scule souchc (48 S) ; clle sec
présente cn bAtonnet large droit ou incurvé souvent

cloisonné. Toutcs sont mobiles parcils péritriches.



Aspect des colonies de Clostridium thermosaccharolyticum

FIGURE T
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’ — -
1 e non sporuleé — .
Bombéde, contour régulier, Contour régulier, Contour irrégulier,
centre opague blanc, centre opaque, granuleuse plate,

périphérie translucide.

)

périphérie légérement R. reflet bleu verditre.

Translucide, Granuleuse, Transparente,
centre opaque, opague au centre, excentrique blanc
contour irrégulier. irrégulieére, opaque .
Périphérie granuleuse, opaque, Trés petites, transparentes,
reflet blanc ou rosé, centre cpaque lisse, 1/4 4 1/2 mm de diamétre.

contour régulier.

&

Irréguliére, plate centre légérement Blanche, opaque, plate, Translucide, rugueuse,
opaque, contour plus transparent, rugueuse, contour irrégulier plate, contour irrégulier.
‘granulations blanches. 3 mm de diamétre.

89 -
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Les techniqucs d'isolement de cette espéce sont
rapportées dans lc chapitrc II. Nous insistcrons toutefois
sur la fréquence toute particuliére des Bacillus thermophiles
dans lc sucrc. En l'abscence de milicu sélectif 1'isolement

des Clostridium cut été impossible.

Températurce de croissance

Les températures s'échelonnent entre 30 ot 65°C
cormic l'indiquce la figure II. Toutes les souches cultivent
a4 des températurcs inféricures & W'C.
30° 37° LQo 50¢ 60° 63° 65° 700

26 souches
e i .

9 scouches
i ]

-

14 souches i i

13 souches N 3

Températures limites de croissance des souches de

Cl. thermosaccharolyticum

FIGURE II

Il s'agit donc d'une cspéce thermotrophe.

Etudc des courbes de croissance cn milicu soytone ligquide

en fonction de la températurce d'incubation ot de la concentra-

tion en glucosc

Cette cspéce sc prétait tout particuliércment a une
telle étude en raison des facilitds de culturce. Nous avons
choisi la souche 52 SPSR.,



Nous avons réalisé

1°) 1'étude de la croissance & 37° aux concentrations

de 0,10 -1 - 5 - 10 - 20 pour 1000 dec glucosc

'29) 1'étude de la croissance & 52° aux concentrations
de 0,10 -1 - 5 - 10 - 20 pour 1000 de glucosc.

L'examen des courbes autorisc les commuentaires

suivants

Le glucosc posséde unc action stimulatrice quelle
gque soit la concentration et 1z températurc d'incubation

(figuresIII ot IV).

A 37° (figure III) 1l'action la plus favorable
s'obscrve pour les concentrations de 5 - 10 - 20 pour 1000 :
aucunc différencce scnsible ne sc manifeste cntre elles.
Toutes trois sont plus favorables que la concentration de
19/00 et cette derniérc l'est davantage que 0,1°/00. La
concentration optimale se situe donc entre 1 et 5 pour 1000.

Lz phase logarithmique de croissance s'étale sur 10 heurcs.

A 52° (figure IV) on assiste & unc modification
profonde des résultats. Lo concentration optimale en glucose
devient 1°/0o. La phase logarithmiquec do croissance cst de
4 heurcs ct rapidement la densitdé optique diminue indiquant
un début d'autolyse bien connu chez les thermophiles. Il
s'agit dc la températurc optimale de développement car
aucune inflcction de la courbe n'ecst obscervée dans les
premiéres hecurces comme c'est le cas 2 37°. Les concentrations
de 10 - 5 - 0,1°/00 donnent des résultats superposables
plus satisfaisants que ccux obtcnus & la concentration de

20°/,, qui scmble inhibitrice.



% transmission optique
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70 4
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100
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2 4 6 8 10 12
Temps en heures
-------- 20 p. 1000, 10 p. 1000, 5 p. 1000 de glucose
1 p. 1000 de glucose
témoin sans glucose
0,1 p. 1000 de glucose

o4

Concentrations variables en glucose - Croissance a 37°

FIGURE TIT



% transmission optique

- 73 -

20
30‘ P
//
40 P
h -
v
7
50 .
//
60 , e
’,/ ~
) ~
70 ,,/ -
/ -
80_ - -
d -
/ /
90 // -
A
/
100 T . 1 t ¥ 4 T
2 4 6 8 10 12
Temps en heures
1 p. 1000 glucose
. 10 p. 1000, 5 p. 1000 et 0,1 p. 1000 de gllpose
————————— 20 p. 1000 de glucose
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FIGURE IV
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Dcs dénombrements de formes végétatives cffoctués
a la 12émc hourc sur chacun des dchantillons révélent que
dans lecs deux cas lc nombre de bactéries cest sensiblement
identique quelle que soit la concentration en glucose ou
la températurc envisagée. Le nombre des formes revivifiables
oscille entre 3 x 108 et 5 x 108 par ml. Les témoins sans
glucose méritent une attention particulidre : & 52°¢ 1le
nombre de germes atteint 5 x 106 ; 4 37° & 1la 12éme heure
il est de 5,5 x 108. Ainsi le nombre de germes est différent

selon que la culture s'opere & 37° ou a 52°C,

Cette comparaison entre les températures de 37°
et 52° est reprisc individuellement pour les témoins sans
glucose et avec les diverses concentrations en glucosc
dans les figures V - VI - VII -~ VIII - IX, Dans tous les
cas la croissance est plus rapide a 52° qu'a 37°. L'écart
le plus important concerne la concentration de 1 pour 1000
(figure VII) a 52°., La phase logarithmique dure &4 heurecs
au lieu de 10 a 37°. Ainsi sc¢ trouve confirmé le choix
de 1°/00 de glucosc dans lc milieu a la soytone recommandé

pour cultiver les Clostridium thermophiles.

Longévitd -

Toutes les cultures sont revivifiables aprés
un séjour de 6 scmaincs en milicu soytone-cervelle-vert janus
aux températurcs de - 20°C 3 + LoC , + 20°C y +55°C. Un essai
particulier a été coffectué avec la souche 53 B. I1 a consisté
a dénombrer les bactérices revivifiables aprés un séjour
de 10 jours et 28 jours dans trois milicux différents. Le
tableau XII indique qu'apres 10 jours les milicux de Rosenow,
soytonc-cervelle-vert janus enrichi ou non d'extrait d'épi-

nards possedent la méme valour :
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la survie cst identique dans les trois cas. Aprés 28 jours
les milicux les plus favorables sont soytone-cervelle-vert
janus avec ¢t sans extrait d!'dépinards ; tous deux conticnnent
encore des bactéries revivifiables & la dilution 10_5. Le

4

milieu de Roscnow n'en contient qu'a la dilution 10 .

Sporulation

Les résultats des cessais sont consignés dans le
tablecau XIIT. Il ressort que le miliecu contenant les sulfates
de iIn, lig, NHQ enrichis par de 1l'extrait de pois cassés ainsi
que lc milieu de Rosenow conviennent lec mieux & la sporula-
tion : 3 souches sur 7 (dans le premier cas) 4 sur 7 (dans
le second) ont produit des spores visibles & 1'examen micros-
copique. La terre ct le mélange complexe sont moins favorables.,
L'extrait d'épinards, le DRCH, le¢ sérum coagulé n'ont pas

été satisfaisants.

Thermordésistonce :

Les rdésultats sont cxposés dans les tableaux %IV et
XV.

Désignation des souches

) a VOG5 [
Temps de chauffage a 100°C ayant résistd

5 H 30 2 53 52

4 H 40 58

3 H 30 51

2 H 30 54

1 H 30 55 56 A 71 48
0 H 30 50 70

Thermorésistance des spores cn suspension dans des
solutions saccharosées & 50 % chauffées & 100°C puis
ensemencées en milicu soytone-vert janus a raison de

L4 ml. par tube correspondant & 2 gr. de sucrec.

TABLEAU XTIV -/
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Les spores de 1z souche 2 (poudro d‘alguos) en suspension
dans le milieu soytonc-vert janus ou clles ont ¢té produites
résistent 2 H 30 & 100° au licu de 5 H 30 en solution

saccharosée.

Désignation des souches

- ) 2 o
Temps de chauffage a 120°C ayant résisté

IH 54 10 58 52
0O H 30 48 55

O H 15 53 71

OHS 50 51

OHI1 56 A

Thermorésistance des spores cn suspension dans une
solution de saccharose & 50 % chauffées a 120°C dans
un bain-maric de paraffine puis cnsemencdes cn milicu

soytone-vert janus & raison de 4 ml. par tubec.

TABLEAU XV

On remarque que les souches les plus résistantes
4 100° ne sont pas toujours celles qui résistent le plus
a 120°, Cette apparente discordance rcléve de l'absence
d'homogénéité dans 1la population. Or les sucres utilisés
pour réaliser cctte expéricnce conticnnent de trés faibles
quantités dec spores, il est donc possible que 1'échantillon
de 2 gr. chauffé a 100° renferme une spore plus résistante
que 1l'échantillon chauffé a 120° ou vice versa. Cette faible
quantité de spores nous a d'aillcurs interdit toute possi-
bilité de dénombrement au cours du chauffage ot d!'détablir

ainsi la courbe de disparitica en fonction du temps.
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CAR..CTERTS BIOCHIMINUES

Les principaux caractéres biochimiques motivant

lz réunion de 64 souchces sont

1°) d'8tre gazogénes

2°) de nc possdéder aucun pouvoir pretéolytique

3°) d'é&tre fortement glucidolytique (glucose,saccharose,
lactose, salicinc, amidon, arabinosc, xylose fermentdéc,
glycérol et cellulose non fermentés)

4o) de coaguler lec lait

5°) de produire uniformément les acides acétique ot butyri-

que.

Ce sont les caractéres essentiels de l'espéce

Cl.thermosaccharolyticum. Cependant 2 groupes peuvent 8tre

envisagés, 51 souches ne fecrmentent pas le mannitol et 13
le fermentent ; donc chacun d'cux pourrait se diviser en 2
sous-groupes sclon que les sulfites sont réduits ou non. Le

tableau XVI rend compte de cette différenciation.

POUVOIR PATHEOGRI™T BEXPIRIIIITAL

Les cultures des souches 70 SPS, 108, 37, 71 inoculdes
au cobaye par voie sous-cutanée et & la souris par voie

intrapéritonéale n'ont présentées aucun pouvoir infectiecux.
DIBSCUSSTION

1) Les caractéres nous permettant dl'identifier nos souches

avec l'espeéce Clostridium thermosaccharolyticum correspondcnt

exactement a ceux décrits dans la littérature en ce qui
concerne les 51 souches mannitol négatives. Nous avons
pourtant trouvé 13 souches fermentant cet hydrate de carbone

sans qu'il soit possible de les assimiler & une autre cespéce.
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Pour cette raison nous aovons divisé les souches en deux
groupes. En fait il scmble justifié de considérer qu'il

existe unc variété Clostridiunm thermosaccharolyticum

mannitol + qui ne différce de l'espeéce type par aucune autre

différence.

2) L'origine des souches dec Clostridium thermosaccharolyti-

cun isolées est assez uniforme. Nous l'avons rencontrdéc
essentiellemont dans des échantillons de sucre raffiné

(62 souches sur 64). Bicn que le nombre de sporcs contenu
dans 1 gramme de produit soit relativement faible, on moyennc
10 par gramme, le probléme de 1'élimination dc ces spores

sc pose. Ll'origine de la contamination c¢st sans nul doute

la betterave sucriére souillée par la terrc. Or, parmi los

nombreuses cspeces de Clostridium thermophiles susceptibles

de contaminer la betterave, scul Cl. thermosaccharolyticum -~

espeécc saccharolytique par cxcellence - parvient a4 sc main-
tenir a travers toutce la chafnce des nombreuscs opérations
concduisant au sucre raffiné. On sc trouve ainsi cn présocnce
d'un tropismc de l'ecspéce pour lcs produits sucrés et scule
une désinfection cfficace ct fréquente du matdéricl devrait

améliorer la qualité bactériologique des sucros.
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GROUPE IIY - CLOSTRIDIUIL NON IDENTIFIES

Cc groupe comprend 18 souches que nous n'avons

pu rattacher a une

ment divisdées en 9

de détermination a

A - Non gazogénc

B - Gazogénc

% e 0 0 80 00 200 v e

1) Non protéolytique

a - indolc -

aa -~ indolc +

o 2 00 0 0 s 9 e s

b - mannitol -

1 - saccharosc it eea

2 -~ saccharose + ....

bb -~ mannitol +

¢ - Xylose -

cc - xylose +

® % o ¢ 8 a0 ¢ e s s o o

d - nitrates = oo

dd - nitrates 4+ cii i

2) Protéolytique

a - nitratces

an - nitrates

2 sc diffdérencic
SH2 +.

se diffdérencic
sc différencic
sc différencic
sc¢ différencic

se différencic

o &N oW

se différencic

de

de
de
de
de
de
de

AN BN ¢ NS S )

E T S A

L R R R

par indolc -

par indole -
par saccharo
ar sulfite
par xylosc -
par NO3 -, 1

par nitrates

salicine +, amidon +.

cspecce connuc. Nous les avons arbitraire-
sous-groupes pour lesquels une clef

été établice (tablecau XVII).

Sous-~-groupe
e I
e 2
et 3
e L
ceaeee 5
e 8

, saccharose +, monnitol +,

y Xylosc +,
5C -, SH2 -, amidon-,
~, mannitol -, salicine -.

actosc -, amidon +,salicinc -,

+, saccharose +, mannitol +,

Clef de détermination des Clostridium du groupc IIT
TLBLEAU XVIT

.

~- A +



Les caractéres différenticls sont groupéds dans les tablcaux
XXVI et XXVII.

SOUS-GROUPEL 1

I1 est représentdé par unc scule souche (112 4)

Origine

Ltisolement a ¢été obtenu & partir d'un échantillon

de mélassc. Il contenait 30 spores pPar granme.

Morphologic

Dans lc milieu soytone-ccrvellc les bactéries se
préscentent sous forme de bAtonnets droits non sporulés

4 Gram + du type Lactobacille.

Caractéeres culturaux

L'abscnce de production de gaz constituc 1le
principal caractére de différenciation. Il n'a pas été
possible d'obtenir de colonies en surface. En profondecur

les colonies sont irrdguliéres.

La températurc minima de croissance est de 37°

la température maximc de 61°.

Les caracteres biochiniques figurent dons le tableau XXVI.

Cette cspéce trés particuliére acidifie fortcment lec
milieu témoin non sucré dont lc pH s'ebaisse & 5,7. La

culture en milieu glucosé atteint un pH de 4,8.

SOUS-GROUPE 2 (2 souches)(81 A - 81 B)

Origine
Les deux souches ont été isolées de jambon cn boftec.

o/



rorphologic

I1 s'agit de bacilles a Gram + & cils péritriches

dont les spores sont centrales ou subterminales, déformantes.

Caractéres culturaux

La souche 81 A présentc des colonies transparentes,

muqueuses, a contours irrdguliers et a centre opaque.

La souche 81 B donnc decs colonics translucides,
plates & centre opaque, aux contours réguliers. Elles

mesurent 0,5 & 1 mu de diamétre.

En profondecur les colonies sont lenticulaires
ou mamclonnées et houppcuscs. La température de croissance

est comprisc entre 37 et 61°C.

Caractercs biochimiques

Ils sont présentés dans le tableau XXVI.

SOUS-GROUPE 3 (1 souche) (H° 5)

La seule souche représentant ce sous-groupe
a été isolée d'un échontillon de viande de baleine déshydraté

contenant 20 spores de cctte espéce par gramne.

Morphologie

La forme non sporuléc est un bacille & Gram +

présentant 1l'aspect d'un Lactobacillus. La forme sporuldée

apparait dans un milieu au potage "volaille vermicelle"
enrichi en sulfates de Mn, lig, NH#' Le tableau XVIIT rend
compte de la sporulation en fonction du temps et de quclques

milieux essayés.
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La thermorésistance des spores est de 30 minutes

a 80° et 1 minute a 100° lorsqu'elles proviennent de milieux

artificiels. A partir du milieu naturel la thermorésistance
4 100° s'est élevée a 30 minutes. Les spores ont été

détruites aprés chauffage de 1 heure a 100°.

Les caractéres culturaux

En surface les colonics sont transparentes, elles
ont des contours irréguliers et un centre opaque. En milieu
liquide les températures extrémes de croissance sont de 37°
et 61°, La longévité a 55° est de 25 jours. A - 20°C,

+ 4°C, + 20°C elle dépasse 40 jours.

Les caractéres biochimiques de la souche sont

exposés dans le tableau XXVI.

SOUS-GROUPE 4

Il est représenté par 2 souches (4 - 6)

L3
.

.
.
.
.
.
!
°
.
o
e

s
H

Origine
Elle est indiquée dans le tablcau XIX.
Nature des . Nombre d'échan- ' Désignation des’ Nog:ze der.
échantillons ' tillons examinés  souches isoldées’ °PF S par:
: : : g, de pro-:
. : duit
Extrait de : : :
viande de ca-: I : 4 : 4oo
chalot : : :
Extrait de - : ;
viande pour | I : 6 . 160

bétail : : :

Origine des souches du sous-groupe 4

TABLEAU XIX /

w vee ae ae- ..
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forphologie

La forme non sporulée est représentée par des

batonnets a4 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 XX en fonction du milieu
utilisé. Les spores sont subterminales, centrales, ovales

et déformantes.

. ; . Potage . Potage
: Pois : Extrait :Farine de: . : :Terre
Souches . ) : . volaille- au :
. icasses: de ¢ poisson : - : :
] . . . ) .vermicelle, cresson,
. : : baleine : : : :
- A : L. kL =
b : ; : : ;
:62me | : : : : :
tjour - - : - : = : s -
$73%me : : : : ;
jour ° + - ’ + ) + . + T+

Sporulation des souches du sous-groupe 4

en fonction de différents miliecux

TABLEAU XX

On remarque que les milieux enrichis en potage

au cresson sont les plus favorables.

Thermorésistance des spores a 100°C - Elle est indiquée

dans le tablcau XXI.

e% ¢ 0o 00 o es ©ow 60 o oe b5 o6
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> :Temps de chauffage cn minutes a 100°C:
Souches : Milieux : : - = - > :
: : 1 10 20 ¢ 30 60 @ 150
. artificiel @ + ° 4 Do+ .
. B ' : : ;
) naturel i : . ) . .
:(Ext.Cachalot) R R S R

artificiel ° 4+

6 . : . :
3 naturel $ s : : s
:(Ext.de viande): + : 4 : : : :

Thermorésistance a 100° des souches du sous-groupe 4

TABLEAU XXT

Pour les deux souches la thermorésistance a 100°
est plus élevée pour les spores contenues dans le milieu
naturel que celle obtenuc avec les spores formées dans le
milieu artificiel a la soytone. Pour la souche 4 elle wvaric

de 20 minutes a 150 minutes et pour 6 de 1 a 10 minutes.

Caracteéeres culturaux

En surface deux types de colonies sont obscrvés :
l1'un (souche 4), transparent & contour irrdgulier, & centre

opaque ; l'autre (souche 6), transparent a contour irrégulier.

In profondcur les colonies sont soit lenticulaires

soit mamelonnécs ou houppcuscs.

Les températures de croissances sont compriscs

entre 37 et 61°,

La longévité dépasse 30 jours a 55° pour la souche

4, elle cst inféricurc a 30 jours pour la souche 6.
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Les caractéres biochimiques des 2 souches sont

exposés dans le tableau XXVI.

SOUS-GROUPE 5 (7 souches) (113 A - 113 B - 113 C - 118 A -
119 A - 120 A - 121 A)

Origine - Les 7 souches provicnnent soit de boue primaire
conditionnée soit d'échantillons de terre
(tableau XXII).

: Nature des : Nombre : Nombre de :
échantillons : d!'échantillons : souches :
examinés : examinés : isolées :

ce 0 se ee
o0

Boue primaire ) .
conditionnée : 1 : 3

ss aa

: Terre

u
=

eo vo e fee
=
.

Origine des souches du sous-groupe 5

TABLEAU XXIT

Elles ont été décelées a raison de 1 par gr. de
1'échantillon de bouec et respectivement, une et deux,

pour les échantillons de terre.

liorphologic

Il s'agit de bacilles & Gram + & cils péritriches
et a spores centrales ou subterminales déformantes se
formant facilement sur les milieux a la soytone. La thermo-
résistance des spores cst constante pour les 7 souches.

A partic des milieux naturels et dans une solution saccharo-
sée & 50 % dans un bain de paraffine les gpores ont résisté
60 minutes a 120° ct ont été détruites aprés 80 minutes.

e
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Caracteéeres culturaux

En surface les souches 113 A et 121 A donnent
des colonics transparentes, plates a contours dentelés ;
les souches 113 B, 119 A, 120 A des colonics transparentes,
rondes & contours réguliers ; la souche 113 C des colonies
granulcuses de 1 mm de diameétre & contours irréguliers. En
pronfondcur les colomies sont lenticulaires, mamelonnées

ou houppcuses.

Température de croissance

Les températures extrémes de développement sont
de 30 et 63°C.

Les caractéres biochimiques sont exposés dans le tableau

XXVI.

SOUS-GROUPE 6 (1 souche) (N° 1)

Origine

La souche a été isolée d'un échantillon de potage

déshydraté,

Morphologie

Les bactérics sont des bAtonnets a Gram + a cils
péritriches sporulant difficilement. Le tableau XXIII rcnd

coniptc des essais réalisés pour obtenir les spores.

L'extrait de pois cassés apparait plus favorable
que les autres extraits utilisés et l'association des 3
sulfates de IIn, Mg, d'ammonium semble bénéfique. Les spores
sont subterminales, centrales, déformantes. Elles résistent
30 minutes a 80°C et 15 minutes a 100°C ; elles sont

détruitecs aprés chauffage de 20 minutes a 100°C.
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Caractéres culturaux

En surface les colonies sont transparentes, a
contours irréguliers et a centre opaque. En profondeur

elles sont lenticulaires, manmelonnées ou houppeuses.

Les températures extrémes de croissance sont de

37 et 61°C,
La souche est encore revivifiable aprés un séjour

de 39 jours & 55°C.

Les Caractéres biochiniques sont décrits dans le tableau

XXVI.

SOUS-GROUPE 7 (1 souche) (117)

Origine
La souche a été isolée de fumier de cheval,
Horphologie

Il s'agit de bAtonnets & Gram + sporulant facile-
ment sur les milieux & la soytone. Les spores sont subter-
minales ou centrales, ovales et déformantes. Elles résistent
50 minutes a 120° et sont tuées aprés 1 heure de chauffage

a cette température.

Caracteéres culturaux

En surface les colonies sont granuleuses a con-
tours irréguliers. Elles mesurent 1 mm de diamétre. Les

températures extrémes de croissance sont de 30° et 63°C.

Les caractéres biochimiques

Ils sont décrits dans le tableau XXVI.
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Les sous-groupes 8 et 9 comprennent des espéces protéolytiques

liquéfiant la gélatine et digérant le lait.

SOUS-GROUPE 8 (1 souche) (N° 3)

Origine

La souche a été isolde d'un potage déshydraté. Il

contenait 40 spores par 1 gramue.

lorphologie

I1 s'agit de bAtonnets a Gram + non sporulés dans
les milieux ordinaires de culture, mobiles par cils péritri-
ches. La sporulation est hautement favorisée par l'associa-
tion des sulfates de In, de !lg et d'ammonium comme 1l'indique
le tableau XXIV. Le sulfate de manganése semble défavorable
a la sporulation. Les milieux les plus satisfaisants sont

ceux au potage "volaille vermicelle" et au potage au cresson.

Thermorésistance des spores

Les spores résistent 30 minutes & 80°C et 15 minutes

a 100°C. Elles sont détruites aprés 20 minutes de chauffage

-

100°C. La longévité dépasse facilement 39 jours a 55°C.

Caracteres culturaux

Les colonies de surface sont transparentes et
présentent des contours réguliers. En profondeur elles sont

lenticulaires, manelonnées ou houppeuses.

Les températures extrémes de croissance sont 24

et 61°C.

Caracteres biochimiques

Ils sont exposés dans le tableau XXVI.
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SOUS-GROUPE 9 (2 souches) (N° 115 et 116)

Les différences essentielles entre les sous-—-groupes
8 et 9 doivent étre recherchées dans la réduction des nitrates

et les fermentations sucrdes.

La souche du sous-groupe & réduit les nitrates et
fermente fortement les glucose, saccharose, amidon alogs
que les souches du sous-groupe 9 fermentent faiblement

le glucose mais non le saccharose et 1l'amidon.

Origine des souches

La souche N° 115 provient de matiéres fécales de

cobaye, la souche N° 116 de fécés de poule.

Morphologie

Ce sont des bitonnets & 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 thermorésistance : eldyes résistent 30 minutes & 120°
mais sont détruites apreés 50 minutes de chauffage en solution

saccharosée.

Caractéres culturaux

Il n'a pas été possible d'obtenir de colonies sur
les milieux solides en surface. En profondeur leur forme

varie dans un méme tube de miliecu.

Les températures extrémes de croissance sont 30°
et 63°C.

Caractércs biochimiques

Les deux souches différent par la production

d'indole commue 1l'indique le tablecau XXVI.
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DISCUSSION

1) Les origines varides de chacune de ces espéces

indiquent unc treés large répartition des Clostridium

thermophiles dans la nature. Ce sont des germes telluriques

(tableau XXV)

Nombre de

Sous-groupes Origine

souches
I ‘ I * Mélasse
2 ; 2 ; Jambon cn boite :
3 : I ‘Viande de baleinec déshydratéef
; I ;Extrait de viande de cachalot;
¢ f I 3Extrait de viande pour bétailz
: 3 . Boue primaire conditionnée
= : i Terre ;
6 ; I Potage déshydraté
7 f €L Fumier de cheval
8 ; it Potage déshydraté ;
: I Fécés de poule f
2 : I Féces de cobaye

Origine des espeéces 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 Clostridium thermotrophes a spores

subterminales ou centrales, déformantes. Elles posseédent
le méme type fermentaire aceto butyrique et ne sont pas

pathogencs pour l'animal.
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Le sous-groupe 1 non gazogénc se différencie des
six autres tous gazogénes. Il est en outre fortement glucido-
lytique et acidifie méme le milicu témoin non sucré de fagon

non négligeable.

Les sous-groupes & ct 9 sont protéolytiques. 8
réduit les nitrates ct fermente les sucres, 9 est nitrate -

et faiblement glucidolytique.

Les sous-groupes 2 - 3 - 4 - 5 - 6 - 7 présentent
des caracteéeres apparemment rapprochés ne permettant pas
toutefois de les confondre les uns avec les autres. Les
principaux critéres de différenciation se trouvent réunis

dans le tableau XXVII.

Les sous-groupes rapprochant le plus sont 6 et 7,
L et 5 ;3 6 et 7 différent par la réduction des nitrates, la
fermentation de 1l'amidon et les températurcs extrémes de
croissance ; 4 et 5 par la réduction des sulfites, la

fermentation du mannitol et de 1l'amidon.

3) Les températurcs extrédmes de croissance ne sont pas
homogénes et ne permettent pas de rapprocher les sous-groupes
possédant une certaine affinité biochimique comme les

sous-groupes 8 et 9, 4 et 5 par exemple.

Températures : Sous-groupes
37 - 61°C : I -2 -3 -4 - 6:
30 - 63°C .5 -7-=09 f

24 - 61°C : 8
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h) Bst-il possible d'identificr 1l'un de ces sous-groupes

avec des cspececs décrites dans la littérature ?

En comparant les tableaux I et XXVI on remarque
qu'aucune espéce antéricurement décritec ne s'identifie avec
les espeéces mentionnées. Le petit nombre de souches étudiées

ne permet cependant pas d'établir des espéces nouvelles.

5) Les thermorésistances des souches envisagées sont

toujours élevées.

A 100° le temps de survie le rnioins élevé est de

20 minutes et le plus long de 150 minutes.

A 120° en suspension dans une solution saccharosée
et en bain de paraffine, nous avons enregistré des survies

de 50 et 60 minutes.



DISCUSSIONS GENERALES

L'étude de 101 souches de Clostridium thermophiles

autorise quelques commentaires. Ils concernent essentielle-

ment @

1) la nature des espéces isolées et leur fréquence

2) les te pérotures cextrd es ue croissaace
} 1a sporulation

%) 1la ther iordsista.ice des spores

5) 1'isolci .cat

1 - llalgré l'origine tellurique évidente des espeéces
rencontrées et étudides au cours de ce travail, une
certaine sélection s'opérc en fonction de la nature du
produit conteminé. Ainsi parmi les 50 échantillons de sucre
exaninés nous n'avons isolé qu'unc seule espeéce

Cl. thermosaccharolyticun. Il est cependant rationnel

de supposer quec d'autres espéces thermophiles et thermoré-
sistantes soient susceptibles de contaniner le sucre au
cours des différentes étapes de sa fabrication. Secule

Cl. ther iosaccharolyticun s'est maintenue et méme enrichie.

€l thermosaccharolyticum trouve donc des conditions
favorisant son développcrnient dans le matériel decs sucreries.
Son affinité pour les hydrates de carbone en est une expli-
cation, elle n'est cependant pas suffisante, Il en est de
méme pour les préparations spéciales pour l'enfance ou

nous n'avons trouvé qu'unec seule espéce : Cl. thermoaceticum.

Par quel mécanisme ce Clostridium s'est-il ainsi maintenu

alors que les légumes sont également contaminés par dcs

spores aussi thermorésistantes que celle de thermosaccharoly-

ticum ?
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2 - Les températures extrémes de croissance ne sont pas
constantes pour unc cspécc déterminée. Ainsi, a cet égard,

les souches de Cl. thermoaceticum sc divisent en deux

catégories : la premiére comprendles souches cultivant
de 49 a;69° ; 1o deuxieéme, celles sc développant de 49 a 63°.
I1 cn est de méme pour Cl. thermosaccharolyticum : 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 - La sporulation des Clostridium thermophiles est en géné-

ral difficile & obtcnir. Nous n'avons trouvé aucune régle
conditionnant 1'apparition de la spore. Les résultats
varient d'unc souche & l'autre quelle que soit l'espéce

envisagée.

4 - La thermorésistance des spores des Clostridium thermophi-

les est souvent tres élevée. Cette thermorésistance est
toujours plus accentuée pour les spores formées dans les
conditions naturelles que pour celles obtenucs dans des
milieux artificiels. Il s'agit 1& d'un phénoménc non encore
expliqué. Il est cependant regrettable de ne pouvoir établir
la courbe de disparition des spores cen fonction du temps de
chauffage. La difficulté d'obtenir des spores d'une part,
l'absence de garantic d'unc germination totale dans les
milieux de culturc utilisés nous interdit d'!'établir unec
telle statistique. Nous avons tenté de le faire pour

Cl. thermoaceticum mais lec nombre insuffisant dc spores

contecnu dans nos milicux nc nous a pas donné de résultats

significatifs.

5 - Tous les Clostridium thermophiles ne bénéficicnt pas du

milicu soytonc-sulfitc-sulfadiazine-polymixine pour l'isole=-
ment. De nombrcuscs especes ne cultivent pas sur ce milicu
et de ce fait, lorsqu'eclles sont associées a des Bacillus

thermophiles, nc peuvent &trc misces en évidence ou isolées.

vl »
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CONCLUSIOI

Les Clostridium thermophiles soulevent de multiples

problémcs intéressant autant la bactériologic générale, que
la bactériologic alimentairc ou la microbiologie du sol.
Los-systémes cnzymatiques aussi complexes gue ceux perrict-
tant d'obtenir un métabolisme a des températurcs aussi
différcentes que 24 et 63° méritent une attention particuliére.
La thermorésistance aussi élevée, la sporulation difficile
sont autant de phénomeénes & cxpliquer. La description des

especes enfin est loin d'étrec complete.

Le bactériologiste alimentaire se trouve constam-

ment aux priscs avec ces Clostridium aussi largement

répandus dans la nature d'unc part parce qu'ils sont
insuffisamment connus et d'autre part parce qu'ils sont
toujours difficiles & supprimer., Certes les conditions

de températurc favorables au développerment des thermophiles

sont rarcment réalisces mais les Clostridium thermotrophcs

ne sont pas & négliger ct occasionnent souvent des altéra-
tions désagréables. Les remedes demcurcent difficiles a
trouver surtout lorsque la thermorésistance des souches

en causc dépassc les températurcs recomnandées par les
barémes de stérilisation. Seules les notions de propreté
et de désinfection du matériel sont dés lors susccptibles

de solutionner lc probléme.

Ainsi les Clostridium thermophilcs constituent

un charp dt'investigation treés large qui mérite d'étre

prospeccté,
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