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INTRODUCTION 

Si de nombreuses études ont porté sur les approches "classiques" de la microbiologie et sur 

les applications industrielles des micro-organismes au cours du 20ème siècle, la montée en puissance 

de la microbiologie des flores de contamination alimentaire est paradoxalement un phénomène 

beaucoup plus récent. 

Les contaminations bactériennes dues à un aliment infecté peuvent être de deux natures selon 

les conséquences affectant l'homme ou l'animal : la contamination non pathogène n'entraîne que 

des désagréments alors que la contamination pathogène provoque souvent la maladie chez 1' individu. 

Les maladies gastro-intestinales résultant de ces contaminations sont appelées intoxications 

alimentaires ou toxi-infections alimentaires collectives (TIAC) et sont divisées en 4 groupes 

(Granum et al., 1995) dont les intoxications à Clostridium perfringens et à Bacillus cereus qui en 

constituent un type. Au cours de ces intoxications, une entérotoxine est produite dans l'organisme 

avant que la bactérie interagisse avec les cellules épithéliales de l'intestin. Ces maladies gastro-in

testinales, rarement mortelles, se manifestent souvent par les mêmes symptômes (vomissements, 

diarrhées, fièvres, douleurs abdominales, déshydratations ... ), après une période d'incubation allant 

de 1 à 24 h selon le micro-organisme impliqué. 

Bien que de nombreuses études sur ces principaux micro-organismes pathogènes concernant 

essentiellement la caractérisation de l'espèce, la structure des toxines responsables, la localisation 

du gène de cette protéine aient été réalisées, les données épidémiologiques des taxi-infections 

alimentaires provoquées par ces bactéries sont souvent fragmentaires. Si le nombre de ces intoxi

cations officiellement déclarées a considérablement augmenté ces dernières années, il est cependant 

faible par rapport au nombre réel d'accidents de taxi-infections alimentaires (Jouve, 1993 ; Scott, 

1996). De telles infections ne sont pas l'apanage de certaines nations. En effet, dans les pays 

sous-développés, les toxi-infections alimentaires touchent essentiellement les enfants en dessous de 

5 ans. Elles sont reconnues comme responsables de malnutrition et correspondent à une des 

principales causes de mortalité (Allen et Kaferstein, 1983 ; Baird-Parker, 1994 ). En Europe, tous les 

pays rapportent une augmentation régulière du nombre de cas depuis le milieu des années 1980 

(Jouve, 1993). Ces caractéristiques sur la fréquence de 1 'infection concernent les malades demandant 

1 



des soins particuliers et représentent probablement les personnes les plus sérieusement atteintes ou 

les plus sensibles Geunes enfants, personnes agées ... ) ; elles n'incluent pas les individus faiblement 

infectés ou soignés par eux-mêmes (Scott, 1996). 

En France, toute toxi-infection alimentaire collective doit faire l'objet d'une déclaration aux 

autorités sanitaires (Direction Départementale d'Aide Sanitaire et Sociale (DDASS), Direction 

Départementale des Services Vétérinaires (DDSV)). Cette déclaration est obligatoire pour identifier 

les causes des TIAC permettant ainsi de prendre des mesures spécifiques pour empêcher les récidives 

(Lepoutre et al., 1995). Parmi les foyers où un agent a été identifié, Salmonella a été isolée dans 

89 % des cas en restauration familiale, Staphylococcus aureus dans 4 % et Clostridium perfringens 

dans 3,5 % des foyers. Ces 2 dernières bactéries pathogènes sont essentiellement trouvées en 

restauration collective. La gravité des cas est estimée par le taux d'hospitalisation et de décès. En 

1993, la contamination des matières premières et le non-respect de la chaîne du froid lors de la 

préparation des repas représentaient les principaux facteurs favorisant le développement de ces 

bactéries (Le poutre et al., 1995). 

L'augmentation des infections alimentaires est probablement due au résultat d'une combi

naison d'un certain nombre de facteurs: changement dans les pratiques agricoles, dans le marketing 

alimentaire, dans les habitudes alimentaires, identification de nouvelles souches pathogènes 

(Baird-Parker, 1994). Les nouveaux produits alimentaires apparus récemment, comme les produits 

de Ivme et de yme gamme, et utilisant de nouvelles technologies peuvent également favoriser le 

développement des bactéries pathogènes. Par le manque de données et d'études réalisées sur ces 

produits, ceux-ci constituent une niche écologique favorable au développement des micro-orga

nismes anaérobies et augmentent la fréquence des intoxications alimentaires (Catteau, 1989 ; Carlin 

et al., 1990). C'est pourquoi ces dernières années, un effort de sensibilisation destiné aux 

consommateurs, surtout aux enfants, a été réalisé pour instaurer des règles d'hygiène efficaces et 

insister sur les risques éventuels que le manque d'attention peut provoquer (Allen et Kaferstein, 

1983 ; Scott, 1996). 

D'un point de vue économique, les intoxications alimentaires constituent une charge financière 

importante. En effet, les ca!llpagnes de sensibilisation de la population et le contrôle des foyers à 

risques demandent un investissement important de la part de personnels spécialisés. En 1994, 
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aux USA, l'impact économique de ces infections bactériennes est estimé à 7,89 milliards de dollars 

par an et correspond à 86 % du coût total des intoxications alimentaires. Les 14 %restant sont dûs 

à 1' action de parasites, de virus, de champignons, de toxines marines et d'empoisonnements chimiques 

(Anonyme, 1995). 

Face au développement des taxi-infections alimentaires déclarées, les industries alimentaires 

tentent de maîtriser au mieux les conditions de fabrication, l'hygiène dans la préparation et les risques 

liés à une éventuelle recontamination au cours de leur transformation. Ainsi, de nouvelles méthodes 

d'identification des risques de développement des bactéries pathogènes ont vu le jour ces dernières 

années : au niveau de la chaîne des produits alimentaires, il s'agit des concepts HA CCP (analyse des 

points critiques) (Jouve, 1991 ; Hui, 1992) ou de la "hurdle technology" (Leistner, 1994) ; sur les 

produits finis, il existe des techniques rapides d'identification bactérienne: PCR (technique d'am

plification génique) (Fach et al., 1993), impédancemétrie, cytométrie de flux ... Par ailleurs, l'utili

sation de 1' outil informatique permet une analyse statistique de la modélisation du développement 

des bactéries pour prédire le comportement des micro-organismes pathogènes et/ou d'altération, 

c'est la microbiologie prédictive (Buchanan et Whiting, 1996). 

Les travaux menés par l'INRA dans l'hygiène des transformations des produits agro-ali

mentaires concernent l'étude des bactéries de contamination des aliments et ont pour objectif la 

production de bases scientifiques de connaissances permettant de répondre aux demandes du 

consommateur et des industriels. Certains aspects biologiques de Clostridium perfringens sont bien 

connus ; en effet, les différentes toxines produites, la structure de 1' entérotoxine et la localisation du 

gène de cette protéine, les interactions entérotoxine-hôte, 1' organisation du génome de Cl. perfringens 

et le mécanisme de production des spores sont déjà connus avec beaucoup de précision. Cependant, 

les conditions de libération de cette toxine au cours de la sporulation de la bactérie ont très peu été 

étudiées. C'est pourquoi 1' objectif de ce travail est de comparer, d'une part la capacité de sporulation 

et de production de l' entérotoxine par 3 souches de Cl. perfringens de même origine, et d'autre part 

d'étudier leur métabolisme au cours de la croissance et pendant leur sporulation. Après une synthèse 

bibliographique rappelant les caractères généraux de Cl. perfringens, les mécanismes de la sporu-
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lation ainsi que les données sur la production d' entérotoxine de cette espèce au cours de la sporulation 

et les toxines produites par les autres bactéries contaminant les aliments, nous présentons nos travaux 

personnels subdivisés en deux grandes parties. 

Dans un premier temps, nous avons mis au point les conditions optimales de sporulation 

permettant d'obtenir in vitro des taux de sporulation élevés et reproductibles. Nous avons donc étudié 

la sporulation des 3 souches sur différents milieux plus ou moins spécifiques de la sporulation et 

modifié certains des paramètres portant sur les conditions de préculture ou de culture. 

Dans une seconde partie, nous avons caractérisé le métabolisme des cellules végétatives de 

Cl. perfringens et mis en évidence les variations métaboliques intervenant pendant la sporulation et 

la production d'entérotoxine. Nous avons comparé le métabolisme carboné en fonction de la nature 

de la souche, du milieu de culture, des substrats de croissance et de l'état physiologique de la cellule. 
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CHAPITRE! 

GENERALITES 



1. Clostridiumperfringens: CARACTERES GENERAUX 

Par ses caractéristiques physiologiques, Clostridium perfringens présente un certain nombre 

de problèmes dans l'industrie agro-alimentaire. En effet, par sa croissance très rapide, cette bactérie 

peut se développer dans des aliments préparés et gardés à température constante (30-3TC) lors de 

restaurations collectives par exemple, et être ainsi ingérée par les consommateurs. De plus, les formes 

végétatives et sporulées de ce micro-organisme résistent à des conditions de croissance relativement 

drastiques (chaleur, concentration en sels ... ) alors que ces mêmes conditions inhibent le déve

loppement d'autres souches bactériennes. Par ailleurs, cette bactérie libère de nombreuses toxines, 

notamment une entérotoxine, responsable des intoxications alimentaires chez l'homme. La synthèse 

de ces toxines est complexe et leur présentation fera partie d'un prochain paragraphe. Ainsi dans ce 

chapitre, nous présenterons l'état actuel des connaissances sur la physiologie de Cl. perfringens et 

nous détaillerons les facteurs qui peuvent modifier la croissance et la survie des cellules végétatives 

de ce micro-organisme. 

1.1 ORIGINES 

Clostridium perfringens est un micro-organisme anaérobie décrit pour la première fois par 

Veillon et Zuber en 1898 sous le nom de Bacillus perfringens. A la fin du siècle dernier, Clostridiwn 

perfringens possède une variété de noms : Clostridium welchii, Bacterium emphysematosum ... pour 

prendre définitivement le nom actuel au début du 20ème siècle. Cette bactérie est tout d'abord associée 

à des cas de gangrènes gazeuses et de diarrhées humaines chroniques et peu sévères. Dans les années 

1940, des premiers cas d'intoxications alimentaires dues à Cl. perfringens sont observés en 

Angleterre, mais 1' étude des intoxications alimentaires provoquées par cette bactérie est estimée sans 

intérêt jusqu'en 1953 quand Hobbs et al. décident d'étudier ce micro-organisme de façon approfondie. 

Des variétés de souches sont alors décrites selon différents critères, notamment sur des capacités de 

~hémolyse et de résistance à la chaleur des spores (Hobbs, 1953 ; Smith, 1975 ; Labbé, 1989). 

A partir de 1960, le nombre de cas d'intoxications alimentaires provoquées par Cl. perfringens a 

augmenté de façon considérable. Depuis cette date, de nombreuses études ont été effectuées sur cette 

espèce, notamment sur les différentes toxines libérées, sur la structure et le mode d'action de 

1' entérotoxine, principale responsable des intoxications alimentaires. 
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Tableau 1 : Répartition des 5 types de Cl. perfringens en fonction des toxines produites (Smith, 1975 ; 
McDonel, 1980). 

Toxines produites 

Toxines majeures Toxines mineures 

Toxinotype Groupe ~ * 8 8 À a t t ent K Il 

A 1 ++ ++ ++ ++ 

2 ++ ++ + ++ ++ 

B 1 ++ ++ ++ ++ ++ ++ 

2 ++ ++ ++ ++ ++ 

c ++ ++ ++ ++ ++ 

2 ++ ++ ++ ++ 

3 ++ ++ ++ + + 

4 ++ ++ ++ + ++ 

5 ++ ++ ++ 

D ++ ++ ++ ++ ++ ++ 

E ++ ++ ++ ++ ++ + 

++ : produite par toutes ou la plupart des souches 
+ : produite par moins de 50 % des souches 

: non produite 

* : entérotoxine 



1.2 CARACTERISTIQUES DE L'ESPECE Clostridium perfringens 

1.2.1 Habitat 

Clostridium peifringens est peut-être la bactérie pathogène la plus largement répandue et de 

ce fait, elle est beaucoup étudiée. Ses principaux habitats sont les souillures, les aliments à base de 

viande, l'eau, l'air, le sol et les contenus intestinaux des animaux et des hommes. Le type A est 

trouvé à la fois dans les souillures et les tractus intestinaux. Le taux de Cl. peifringens de type A 

dans la flore normale du tube digestif est compris entre 2,0 x 102 et 2,5 x 106 bactéries/g de selles 

chez les sujets sains et varie selon les pays et les régimes alimentaires des individus (Smith, 1975 ; 

Labbé, 1989). Les types B, C, D etE sont principalement parasites des animaux et parfois des hommes 

mais ne sont pas trouvés dans la terre (Smith, 1975). 

1.2.2 Taxonomie 

Cl. perfringens peut synthétiser toute une série d'enzymes ou toxines répartissant les souches 

en divers types (McDonel, 1980 ; Hatheway, 1990 ; Rood et Cole, 1991) (Tableau 1 ). Ces molécules, 

suite à leurs actions néfastes sur les organismes vivants, sont à 1' origine des différentes pathologies 

attribuées à cette bactérie. 

La répartition s'effectue en 5 types, de A à E, selon leur capacité à synthétiser 4 exotoxines 

létales (provoquant la mort) pour la souris et appelées pour cette raison, toxines létales majeures 

(a, ~, E, t) (Smith, 1975 ; McDonel, 1980). Un sixième type (type F) était proposé mais il est 

maintenant considéré comme le type Cet la désignation du type Fa été abandonnée (Cato et al., 

1986). Les autres sont dénommées les toxines mineures de Cl. perfringens, leur implication comme 

agent primaire dans une maladie n'ayant pas été démontrée jusqu'ici (Niilo, 1980). Enfin, 

l'entérotoxine décrite plus récemment, est une toxine dont l'essentiel de son activité se situe sur les 

cellules de 1' épithélium intestinal. Ces trois grandes classes de toxines seront détaillées dans un 

paragraphe consacré aux différentes toxines. 

Cl. perfringens se caractérise par un génome dont le contenu GC % est extrèmement faible : 

il est de l'ordre de 24 à 27% (Cato et al., 1986). 
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1.2.3 Morphologie 

Sur le milieu PYG (milieu peptone - extrait de levure - glucose), Clostridium peJfrù?f?ens 

apparaît comme une bactérie anaérobie, non mobile et positive à la coloration de Gram. Elle se 

présente comme un bâtonnet de 0 ,6 à 2,4 ~tm sur 1,3 à 19 ~rn aux bords parallèles et aux extrémités 

franches (Photo 1 ). Les cellules se trouvent isolées ou par paire (Cato et al., 1986). Elles forment 

des spores clans certaines conditions. Leurs capacités de sporulation lui permettent de mieux résister 

clans le milieu extérieur et clone de se propager directement par l'intermédiaire d'aliments souillés 

(Daube. 1992). 

,...._ 7 

,.,_ ...... 
/ 
" ~/ ., 

~ , - ' , . , -
1 ' 

( 

Photo 1 : Aspect de la souche de Clostridium perfi·ingens après coloration au Gram (x 1600) 

1.2.4 Infections alimentaires 

Chez l' être humain, les taxi-infections alimentaires elues à Cl. perfi·ingens de type A sont 

provoquées par des aliments à base de viande mal refroidis ou restés trop longtemps à température 

ambiante. Parmi les infections, 28 % sont dues à des aliments mixtes , le plus souvent viandes en 

sauce ou plats composés , et 59 % sont dues à des viandes ou volailles seules (Lombard et al.. 1993). 

Les cellules végétatives se multiplient rapidement clans l' aliment et sont consommées lors 
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de l'ingestion de celui-ci. Alors que quelques cellules sont tuées par l'acidité de l'estomac, des 

cellules végétatives survivent si l'aliment contient au moins 106-107 cellules/g d'aliment (Granum, 

1990). Elles pénètrent dans le côlon où elles sporulent ensuite. Pendant la sporulation, une entéro

toxine protéique appelée entérotoxine de Cl. perfringens de type A (CPE) est produite. Cette 

protéine agit sur les cellules épithéliales du côlon provoquant des modifications morphologiques de 

celles-ci. Les symptômes caractérisés par des diarrhées dans 100 % des cas et des douleurs 

abdominales (81 %des cas) apparaissent entre 6 et 12 h après l'ingestion de l'aliment contaminé et 

sont généralement résorbés spontanément 12 à 24 h plus tard (Sébald et Cassier, 1970; Smith, 1975). 

Les intoxications provoquées par Cl. perfringens sont rarement mortelles. Cependant, cette maladie 

peut être fatale chez les personnes agées et les jeunes enfants. Si la vaccination a depuis longtemps 

fait ses preuves dans les infections provoquées par les toxines~ etE, rien n'est moins sûr en ce qui 

concerne la toxine a et 1 'entérotoxine. Pour cette dernière, la vaccination ne semble pas être une 

solution efficace pour contrer la diarrhée et donc ici, seul le contrôle du degré de contamination de 

l'aliment ingéré semble essentiel (Daube, 1992). L'administration d'épinéphrine et d'atropine chez 

ces malades peut favoriser, cependant, le retour à un état normal (Smith, 1975; McClane, 1992). 

1.2.5 Identification 

Faute de méthodes simples et rapides d'identification, la détection de Clostridium peifringens 

entérotoxinogène dans les aliments reste très peu pratiquée à 1 'heure actuelle. En hygiène alimentaire, 

le diagnostic se limite essentiellement au dénombrement des bactéries sulfito-réductrices se déve

loppant à 46°C et à l'identification de Cl. peifringens par des techniques biochimiques classiques. 

Cette situation est notoirement insuffisante et peu satisfaisante car le dénombrement et la 

caractérisation de cette espèce entérotoxinogène ne sont pas pris en compte (Fach et al., 1993). 

Cependant, la législation prévoit le dénombrement de ces bactéries dans chaque type de produit 

alimentaire et fixe le taux minimum admis pour chacun de ces aliments (Anonyme, 1980). 

La caractérisation complète des Clostridia demande du temps mais pour identifier 

Cl. perfringens, quelques tests suffisent. Quatre réactions (absence de mobilité, réduction des nitrates, 

liquéfaction de la gélatine et fermentation du lactose) sont généralement suffisantes pour distinguer 

Cl. peifringens des autres micro-organismes présents. Dans d'autres cas, des tests additionnels 
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peuvent être nécessaires : fermentation du raffinose, de la salicine. Par ailleurs, des kits de détection 

commercialisés sous le nom de API 20 A (20 tests à lire après 24 h d'incubation), RAPID-ID 32A 

(32 tests à lire après 4 h d'incubation en anaérobiose) ont l'avantage d'être de réponse rapide et 

permettent, de ce fait, un certain élargissement des caractères biochimiques analysés. De plus, 

l'analyse par chromatographie en phase gazeuse des acides gras volatils produits lors d'une culture 

en milieu contrôlé (PYG) constitue une autre méthode d'identification de cette souche : 

Cl. perfringens produit de grandes quantités d'acétate, butyrate et lactate et parfois de faibles quantités 

de propionate, formiate et succinate (Cato et al., 1986). Parmi les méthodes récentes d'identification, 

les techniques de biologie moléculaire et en particulier la technique d'amplification génique (PCR) 

connue pour sa facilité d'application, sa sensibilité et sa très haute spécificité sont des techniques de 

choix pour l'identification rapide de Cl. perfringens entérotoxinogène dans les aliments présumés 

responsables de taxi-infections alimentaires (Fach et al., 1993 ; Baez et Juneja, 1995). Une autre 

méthode récente mise au point par Brazier et Val Hall (1995) consiste à réaliser un test à partir des 

enzymes préformées sélectionnées et réagissant avec leurs substrats pour différencier, de façon 

optimale, les souches de Cl. perfringens des autres souches de Clostridia. Par ailleurs, la recherche 

de Cl. perfringens peut être réalisée par la présence d'entérotoxine. Plusieurs tests ont été décrits 

pour la recherche de cette protéine. Ils seront décrits dans le paragraphe 4.1.6 (p 47) ; cependant, un 

seul test (agglutination sur latex) a été commercialisé. Il est toutefois peu employé car la caractéri

sation d'une souche de Cl. perfringens nécessite la sporulation préalable de celle-ci qui est longue 

et difficile à obtenir. Par ailleurs, l'entérotoxine est très rarement préformée dans l'aliment et est le 

plus souvent produite dans le tube digestif. Par conséquent, le test d'agglutination au latex présente 

des limites certaines et ne peut être utilisé de façon systématique en industrie agro-alimentaire (Fach 

et al., 1993). 

1.2.6 Métabolisme 

Etant donnée sa croissance rapide, Cl. perfringens est relativement facile à cultiver et à étudier 

(Rood et Cole, 1991 ; McClane, 1992). Cette bactérie est capable d'utiliser différents substrats. Ainsi 

les glucides et les acides aminés sont métabolisés pour libérer des acides gras volatils (acétate, 

butyrate et propionate) et des alcools (éthanol, propanol). Nous pouvons aussi observer des 
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Tableau 2 : Bilan de fermentation du glucose par Cl. perfringens 
obtenu sur milieu en présence ou absence en fer (mM produits 
pour 100 mM de glucose consommé) (Wood, 1961) 

Produits 

Acétate 

Ethanol 

Butyrate 

Lactate 

Dioxyde de carbone 

Hydrogène 

Bilan carboné % 

Absence de fer 

15 

10 

9 

160 

24 

21 

98 

Glucose 

CH, .CO.CH2 .CO.CoA 
Acolo.>eai)-1-CoA 

If":::==~•• 

CH 2 .CHOH-CH 2.CO.CoA 
&-H)'d-oayb<.Cyryi.CoA 

CH, .CH..CH.CO.CoA 
Crolonyi-CoA 

Présence de fer 

60 

26 

34 

33 

176 

214 

97 

Figure 1 : Différentes voies métaboliques empruntées par les Clostridia (Andreesen et al., 1989) 



productions importantes de C02 et H2 qui favorisent le maintient de l'anaérobiose. Ainsi, Wood en 

1961, a établi le bilan de fermentation du glucose en présence ou en absence de fer et montre que le 

lactate est produit majoritairement en absence de fer alors qu'il est en quantité infime en présence 

de fer (Tableau 2). Par ailleurs, cette bactérie a besoin de 13 acides aminés différents pour se 

développer (Granum, 1990) et des quantités variables de C02 n'affecte aucunement la croissance de 

ce micro-organisme (Reilly, 1980). 

Les voies métaboliques empruntées par l'espèce Cl. perfringens ne sont pas, pour le moment, 

définies avec précision. Elles sont, cependant, bien connues pour le genre Clostridium. Nous 

présentons dans ce paragraphe les différentes voies métaboliques empruntées par les Clostridia à 

partir du glucose conduisant à la formation d'éthanol et d'acides organiques (Figure 1) (Doelle, 

1975; Gottschalk, 1979; Andreesen et al., 1989) 

Ces microorganismes utilisent la voie d'Embden-Meyerof pour hydrolyser les monosac

charides et produire du pyruvate comme produit intermédiaire central dans la formation des produits 

de fermentation. Dans la plupart des fermentations, il est converti en acetylCoA. Le taux de ce dernier 

composé peut être variable selon l'espèce de Clostridium. Il peut être ensuite converti en un mélange 

d'éthanol, d'acétate et/ou de butyrate. Le taux de chacun de ces produits métaboliques formés dépend 

de la quantité d'hydrogène libéré. 

Cependant les Clostridia ont la possibilité de dégrader les polysaccharides (amidon, pectine 

et cellulose) mais aussi des acides organiques (malate, fumarate), des alcools et des acides aminés 

simples et ramifiés. 

1.2.7 Synthèse d'enzymes 

Cinq types d'estérases, désignés E-1 à E-V, sont issus de souches humaines et animales de 

Cl. perfringens et peuvent être utilisés comme outil pour une caractérisation épidérniologique de ces 

souches (Pons et al., 1993). Par ailleurs, Rafii et Cerniglia en 1993 montrent qu'une azoréductase 

est produite dans le cytoplasme des cellules de Cl. perfringens et est ensuite sécrétée sans accu

mulation de l'enzyme à l'intérieur de la cellule. 
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Une hydrolase présente dans le peptidoglycane (PGH) a été codée et purifiée partiellement à 

partir de cellules végétatives (Labbé et al., 1990). TI a été montré qu'elle est produite pendant la 

croissance en absence de sporulation et provoquerait la germination et la lyse des tuniques des spores. 

Cette enzyme semble distincte de la protéine extracellulaire d'initiation produite par Cl. perfringens 

et peut être une auto lysine avec une activité corticolytique. Cependant, les études réalisées jusqu'à 

présent sur ce sujet ne permettent pas de définir avec précision la fonction de la PGH. 

1.2.8 Résistance aux antibiotiques 

La résistance aux antibiotiques constitue un des moyens de typage des souches de 

Cl. perfringens. 

La résistance à la tétracycline est probablement le type d'antibiorésistance le plus répandu 

chez Cl. perfringens. Actuellement, la séquence nucléotidique complète et le mécanisme d'action 

du facteur de résistance Tet P ont été déterminés. Deux gènes chevauchant par 17 paires de bases 

sont identifiés : le gène tetA(P) qui code pour une protéine transmembranaire régule le flux actif de 

tétracycline et le gène tetB(P) codant pour une protéine de résistance à la tétracycline (Rood, 1983 ; 

Sloan et al., 1994). 

Plusieurs auteurs mentionnent la résistance au chloramphénicol comme plus rare que la 

résistance à la tétracycline et à l'érythromycine chez des souches d'origine porcine (Rood et al., 

1978a ; Rood et al., 1985). Les mécanismes de résistance impliqués jusqu'à présent font tous 

intervenir des chloramphénicol acétyltransférases (=Cat) (Rood et al., 1978b ; Bannam et Rood, 

1991). A ce jour, les gènes de deux groupes de molécules de ce type ont été clonés, séquencés et 

étudiés chez Cl. perfringens: il s'agit de CatP et CatQ. Ce dernier a été cloné à partir d'une souche 

américaine et semble être localisé sur le chromosome (Rood et al., 1978a). Ce gène n'hybride pas 

avec le gène CatP et ne semble présent que chez des souches d'origine américaine. 

Dutta et Devriese en 1984, étudient les profils de résistance à trois groupes d'antibiotiques : 

les macrolides, les lincosamides et les streptogramines. Ils peuvent distinguer quatre types de 

combinaisons de résistance. Les résistances à 1' érythromycine chez Cl. perfringens qui sont les mieux 
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Figure 2: Carte génomique de la souche de Cl. perfringens CPN50 (Katayama et al., 1995). 



connues sont celles associées à une résistance à la clindamycine et à la lincosamine et qui sont 

regroupées sous le nom de macrolide-lincosamide-streptograrnine résistance (MLS résistance) 

(Brefort et al., 1977; Rood et al., 1978a; Dutta et Devriese, 1984; Rood et al., 1985). 

Les résistances aux antibiotiques sont classiquement déterminées par des mesures de 

concentrations minimales inhibitrices (MIC) et de concentrations minimales bactéricides (MBC) par 

une méthode de dilution des antibiotiques en tubes de milieu de culture liquide (Stevens et al., 1987) 

ou sur milieu gélosé (Sapico et al., 1972). Certains auteurs utilisent la technique classique des disques 

imprégnés des différents antibiotiques et mesurent la zone d'inhibition (Sapico et al., 1972; Rood 

et al., 1985). Les souches multirésistantes ne sont pas rares (Rood et al., 1985). La proportion de 

souches résistantes semble augmenter par 1 'usage d' antimicrobiens comme additifs dans les aliments 

(Rood et al., 1978a; Rood et al., 1985). 

1.2.9 Organisation du génome 

Ces dernières années ont vu des avancées rapides dans le domaine de la génétique de 

Cl. peifringens. Des séries de plasmides ont été séquencées et caractérisées ainsi que les gènes de 

résistance aux antibiotiques. Des éléments génétiques transposables ont été identifiés ; un plasmide 

codant pour une bactériocine a été séquencé. Toutes ces données ont permis de construire la carte 

génétique du génome de Cl. peifringens (Figure 2) (Katayama et al., 1995). Cette bactérie possède 

un seul chromosome double brin, circulaire d'environ 3,58 millions de paires de bases. Plus de 100 

sites de restriction et 24loci génétiques ont été localisés sur le génome qui est légèrement plus grand 

en taille que celui d'autres bactéries Gram+ (Canard et Cole, 1989). 

1.2.10 Profil plasmidique 

A côté du chromosome double brin et circulaire, le support de l'information génétique est 

constitué aussi de multiples plasmides circulaires bicaténaires d'une taille allant de quelques kilo bases 

(Kb, soit 103 paires de bases) à plus de cent Kb, de prophages et de transposons. Ces trois structures 

sont facultatives mais elles ont toutes été détectées chez Cl. perfringens (Rood et Cole, 1991). 

Cependant, les techniques d'extraction de plasmides mises au point pour ces études montrent de 

nombreux plasmides dans la plupart des souches étudiées. La réalisation de profils plasmidiques de 
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Tableau 3 : Effet de la température sur la croissance de Cl. perfringens 
(Smith, 1972) 

Température CC) 

25 

30 

35 

40 

45 

50 

Temps de génération à pH 7 (min) 

100 

50 

34 

12,5 

10 

15 



différents isolats peut donc être exploitée comme un outil épidémiologique (Daube, 1993). La 

localisation sur des plasmides des gènes de plusieurs facteurs de résistance aux antibiotiques et d'une 

bactériocine a suscité l'intérêt pour l'étude de ce support génétique chez Cl. perfringens (Sasarman 

et Antohi, 1963; Sébald et Brefort, 1975; Sébald et al., 1975; Ionesco, 1976; Rood et Cole, 1978a 

et b; Labbé, 1989). Rapidement, Blaschek et Solberg (1981) ont essayé d'associer certains de ces 

plasmides à la production de l'une ou l'autre des toxines. Rokos et al., en 1978, soupçonnent la 

présence du gène de la toxine bêta sur un plasmide de 7 4 MD a. Le gène de la toxine lambda ( caséinase) 

est présent sur un petit plasmide d'une souche de Cl. perfringens de toxinotype B (Blaschek et 

Solberg, 1981 ). 

1.3 FACTEURS AFFECTANT LA CROISSANCE ET LA SURVIE DES CELLULES 

VEGETATIVES 

Parce que les intoxications alimentaires dues à Cl. perfringens se situent au troisième rang 

mondial des intoxications et qu'elles constituent un réel problème pour l'industrie, il est apparu 

nécessaire d'étudier les facteurs pouvant favoriser sa croissance ou au contraire la limiter. La 

température et le pH de croissance, le potentiel d'oxydo-réduction, l'<lw (activité de l'eau) et la 

présence de sels constituent certains de ces facteurs. Nous présentons dans ce paragraphe, 1' influence 

de chacun de ces éléments sur la croissance de cette espèce. 

1.3.1 Température 

La principale caractéristique de Cl. perfringens est sa capacité à se développer à des 

températures élevées. La température optimale de croissance est généralement comprise entre 43 et 

45·c. Cependant, nous pouvons observer une croissance entre 15 et so·c (Labbé, 1991). Les 

températures maximale et minimale varient en fonction de la souche étudiée, du pH et du milieu de 

croissance utilisé. Le temps de génération est un des plus courts enregistré parmi les bactéries 

étudiées : il varie de 7, 1 à 100 min ; cependant, il diminue quand la température augmente (Tableau 3) 

(Juneja et al., 1994). 

13 



Tableau 4 : Effet du pH sur la croissance de Cl. perfringens (Smith, 1972) 

pH Temps de génération à 37·c (min) 

5,0 100 

5,5 30 

6,0 22 

6,5 21 

7,0 23 

7,5 25 

8,0 48 



En outre, l'effet des basses températures sur les cellules de Cl. perfringens est important: en 

effet, la sécurité alimentaire est largement basée sur la conservation des aliments à faible température. 

Les cellules végétatives de Cl. perfringens sont sensibles aux températures basses de stockage ainsi 

qu'aux températures de congélation. Par ailleurs, les cultures dans le milieu à la viande cuite survivent 

plus longtemps à+ 4•c que celles obtenues dans le milieu au thioglycolate (FTG) (Labbé, 1989). 

1.3.2 pH 

Cl. perfringens se développe très bien à des pH compris entre 6,0 et 7,0 mais il est capable de 

se développer à des pH compris entre 5,5 et 8,0. Aux valeurs extrêmes, la croissance est sévèrement 

diminuée (Smith, 1972; Labbé, 1989) (Tableau 4). 

1.3.3 Potentiel d'oxydo-réduction 

Le potentiel d'oxydo-réduction reflète l'état d'anaérobiose du milieu dans lequel 

Cl. perfringens se développe. Il varie de -125 à + 350 rn V selon les souches, la taille de 1' inoculum, 

la nature du milieu de croissance, 1 'état métabolique des cellules et la méthode de mesure du potentiel 

d' oxydo-rèduction (Labbé, 1989). Le potentiel d'oxydo-reduction peut être abaissé après addition 

de thioglycolate de sodium ou de cystéine mais aussi par les gaz C02 et H2 libérés après fermentation 

du substrat carboné (Cato et al., 1986). 

1.3.4 Activité de l'eau 

La valeur de l'activité de l'eau (<lw) est importante pour prévenir la croissance des bactéries 

pathogènes. L' aw dépend du pH, du potentiel d'oxydo-réduction, de la température et de la nature 

du soluté. En moyenne, elle s'étend de 0,93 à 0,97. 

Comparé à Staphylcoccus aureus, Cl. perfringens ne supporte pas de faibles aw. Une <lw de 

0,995 permet d'obtenir un nombre maximum de cellules et une phase de latence courte quand la 

température est de 45·c et le pH de croissance de 7,0. L'aw est de l'ordre de 0,95-0,97 avec NaCI, 

KCl ou glucose (Labbé, 1989) et elle peut atteindre 0,93-0,95 dans le cas du glycérol (Bartsch et 

Walker, 1982). 
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Tableau 5 :Effet du NaCI sur le temps de génération de Cl. perfringens 
(Smith, 1972) 

% NaCI 

0 

2 

3 

4 

Temps de génération (pH 7 et 45.C) 

10 

11 

11 

27 

30 



1.3.5 Sels 

Les sels sont impliqués dans la conservation des aliments. En effet, ils agissent sur 1' ~. la 

force ionique et le pH et peuvent créer un environnement favorable pour les micro-organismes qui 

gêneront la croissance des bactéries pathogènes (c'est le cas dans les fermentations lactiques) 

(Tableau 5). Les sels de chlorure et de nitrate agissent ensemble pour inhiber la croissance de 

Cl. peifringens. 

La croissance de Cl. peifringens n'est sérieusement affectée que par des concentrations en 

Na Cl au moins supérieures à 3 %. Mais 1' effet des sels est plus ou moins important selon les souches 

(Smith, 1972). Par contre, certains micro-organismes peuvent croître en absence de potassium mais 

ne peuvent pas se développer sans sodium. En 1957, Fuchs et Bonde ont mis en évidence une 

inter-dépendance entre ces ions. Individuellement, le chlorure de sodium à 7 ou 8 %et le nitrate de 

sodium à la concentration de 300 J..Lg/mL inhibent la croissance des souches. 

Cette première partie nous a permis de faire le point sur les connaissances actuelles de l'espèce 

Cl. peifringens. Cependant, les caractéristiques physiologiques et morphologiques ainsi que les 

facteurs physiologiques pouvant intervenir sur la croissance datent des années 1980-90 alors que les 

informations sur le génome sont plus récentes et sont relativement bien connues et détaillées. 

Cependant, le métabolisme de cette souche n'a été étudié que sur le milieu de référence, le milieu 

PYG. De plus, les voies métaboliques empruntées par cette souche ne sont qu'hypothétiques. Par 

conséquent, le métabolisme de cette bactérie devrait être étudié de façon plus précise. Par ailleurs, 

une des principales propriétés de Cl. peifringens est sa capacité à sporuler dans des conditions 

difficiles et à germer lorsque le milieu devient favorable. Ce phénomène de sporulation et de 

germination peu étudié jusqu'à maintenant chez cette souche est présenté au cours du paragraphe 

suivant à partir des travaux réalisés sur une souche-modèle. 

2. MECANISME DE SPORULATION ET DE GERMINATION 

Le phénomène de sporulation et de germination va être présenté sur une souche-type, Bacillus 

subtilis ainsi que quelques propriétés des spores (Hanson et al., 1970; Roch, 1993). Nous ferons 
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Cortex 

Appareil nucléorre 

Figure 3: Structure de la spore (Leclerc, 1975; Foster, 1994). 



aussi le point sur les connaissances de ces 2 mécanismes observés chez Cl. peifringens. Dans une 

dernière partie, les différentes techniques pour mettre en évidence 1 'un ou 1' autre état physiologique 

seront détaillées. 

2.1 SPORULATION 

Dans un contexte physiologique qui peut être variable suivant les espèces et lorsque le milieu 

s'épuise en éléments nutritifs, certaines bactéries ont le pouvoir de se transformer en petites unités 

ovales ou sphériques douées d'une résistance extraordinairement élevée : il s'agit de spores ou 

d'endospores puisque leur formation est intracellulaire. Les endospores caractérisent différents 

genres bactériens classés selon leur GC %, notammentBacillus, Clostridium, Sporosarcina (Leclerc, 

1975; Berkeley et Ali, 1994). Toutes ces bactéries sont Gram+ surtout au cours de la phase expo

nentielle de leur croissance ; elles ont ensuite tendance à se décolorer et à devenir Gram- (Leclerc, 

1975). 

2.1.1 Morphologie 

La présence ou 1' absence de la spore et sa position dans la cellule est recherchée dans un but 

taxonomique (Leclerc, 1975). Les spores sont rarement observées in vivo et dans les conditions 

usuelles in vitro. Mais quand elles sont présentes, elles apparaissent larges, ovales, centrales ou 

subterminales, comme un espace clair, réfringent, ovoïde, limité par un contour régulier et déformant 

parfois la cellule (Cato et al., 1986). 

La spore libre observée en microscopie électronique présente une structure complexe, résultant 

de modifications cytologiques et biochimiques. La région cytoplasmique centrale présente une 

texture homogène, peu dense aux électrons. Elle comprend des zones claires correspondant au 

matériel nucléaire ; les autres régions, sombres, localisant les acides ribonucléiques et les substances 

de réserve. 

Les enveloppes situées autour de la membrane sporale ont des structures et des compositions 

variées. Sur la Figure 3, nous distinguons : 

- la paroi du corps central (ou paroi sporale) contenant le peptidoglycane normal qui 

deviendra, après germination de la spore, la paroi de la cellule végétative ; 
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-le cortex qui représente 10 à 20% de 1' ensemble est une couche épaisse d'aspect monomorphe, 

très transparente aux électrons. Il est formé d'un peptidoglycane inhabituel avec beaucoup moins de 

liaisons internes et est très sensible au lysozyme. Il contient une forte proportion de dipicolinate de 

calcium ; son autolyse constitue une étape déterminante de la germination ; 

-les tuniques (interne et externe) représentent 20 à 35 % de 1' ensemble ; elles sont composées 

d'une protéine de type kératine riche en liaisons disulfure ; imperméables, elles sont responsables 

de la résistance aux agents chimiques ; 

-l'exosporium enfin, la couche la plus externe, est une membrane lipoprotéinique contenant 

20% de sucres ; il n'est pas essentiel à la survie de la spore (Foster, 1994). 

2.1.2 Modifications morphologiques 

La spore qui prend naissance dans la cellule végétative est une cellule entièrement nouvelle 

et différente au niveau de sa structure, de sa composition chimique et enzymatique (Leclerc, 1975). 

Les observations de microscopie électronique effectuées en 1965 par Ryter avaient permis de définir 

7 stades principaux de la sporulation sur des critères morphologiques (Figure 4). Les cellules 

végétatives sont généralement dites au stade 0 du cycle de la sporulation. 

Stade II: 

Le cycle de sporulation commence avec la division asymétrique de la cellule végétative, les 

deux cellules filles présentant une différence de taille très marquée. L'achèvement de ce septum 

spécial a été défini comme le stade Il. Le stade 1 de la sporulation défini originellement par Ryter 

n'est plus considéré aujourd'hui comme un stade spécifique de la sporulation. 

Stade III: 

La petite préspore est ensuite engloutie par la grande cellule pour former le stade III. Cette 

grande cellule végétative portant la future spore est le sporange. Cette étape comprend en réalité 

plusieurs étapes intermédiaires différentes. 
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Tableau 6 : Evolution de la structure de la cellule végétative au cours de la sporulation (Halvorson, 
1962) 

Etape de Structure Réfractibilité Aptitude à se Thermo DPA a (CJc de la 
développement colorer résistance concentration 

(%) totale) 

cellule végétative homogène aucune entièrement 0 0 

sporange granuleux granuleux aucune entièrement 0 0 

endos pore tunique aucune entièrement 0 0 
externe simple 

spore intermédiaire I exosporium et rapidement rapidement 0 0-40 
cortex primaire croissante croissante 

spore intermédiaire II cortex plus épais forte faiblement 0-100 40-100 
et membrane 
interne 

spore mature différenciation entière aucune 100 100 
complète 

a acide dipicolinique 



Stade lV: 

Après le stade ill, les membranes entourant la préspore ont un aspect amorphe dû à 1' absence 

de peptidoglycane. La forme distincte et ovoïde de la spore commence à apparaître quand le cortex, 

une paroi cellulaire modifiée, commence à être synthétisée entre les membranes de la préspore. 

Stade V: 

L'enveloppe protéique du cortex est alors déposée sur la face externe de la spore. 

Stade VI: 

La période finale de développement de la spore est appelée le stade VI. Elle présente peu de 

variations morphologiques mais coïncide avec l'acquisition successive des propriétés caractéris

tiques de résistance, dormance et possibilité de germination de la spore. 

Stade VII: 

La cellule végétative qui lui a donné naissance (sporange) se lyse et libère la spore libre. 

Le Tableau 6 décrit 1' évolution de la structure de la cellule végétative au cours de la sporulation 

(Halvorson, 1962). Au cours de sa formation, la spore devient réfringente alors qu'elle perd sa 

capacité à se colorer. 

A partir de ces différents stades décrits et pour clarifier notre étude, l'endospore est définie du 

stade III au stade VI. A partir du stade Vil, nous parlons de spore libre. Dans la pratique, les 

différences entre la forme endospore et la spore libre sont parfois difficiles à faire au niveau des 

comptages proposés par les publications qui ne séparent pas ces 2 états différents de la sporulation. 

De 75 à 90% des protéines solubles de la spore de B. subtilis et des fractions similaires de la 

protéine de la spore d'autres espèces sont synthétisées pendant la sporulation (Hanson et al., 1970). 

Les modifications structurales qui caractérisent le phénomène de sporulation coïncident avec un 

véritable bouleversement des activités métaboliques de la cellule (Leclerc, 197 5). Par ailleurs, Ma gill 
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et al. en 1994 montrent que chez B. megaterium, le pH interne des endospores diminue d'environ 

1 unité pH pendant la sporulation mais augmente dans les premières minutes de la germination 

(phénomène inverse de la sporulation). 

2.1.3 Synthèse d'enzymes 

Au cours de la sporulation, différentes enzymes sont libérées par les souches. En effet, une 

protéase sérine alcaline, spécifique de la sporulation et une métallo-protéase neutre synthétisée au 

tout début de la sporulation sont produites. Les fonctions de ces enzymes intracellulaires pendant la 

sporulation sont inconnues bien que leur rôle dans le turnover protéique, spécialement dans le 

processus de fabrication des protéines des tuniques, apparaît évident (Loffler et Labbé, 1983). Par 

ailleurs, cinq protéases ont été identifiées chez Cl. perfringens de type A en phase de sporulation 

(Bin Park et Labbé, 1990). La protéase I-A-1, principale enzyme intracellulaire représente 74% de 

1' activité caséinolytique intracellulaire. Elle a un poids moléculaire de 330 kDa. Cette protéase aurait 

peut-être un rôle dans la formation de l'entérotoxine et un rôle secondaire dans la formation de la 

paroi sporale. 

Par ailleurs, la souche NCTC 8679 de Cl. perfringens libère au cours de la sporulation, une 

a-amylase extracellulaire en quantité optimale en présence de glucose (6 à 10 mM) (Shih et Labbé, 

1995). Cette amylase purifiée a une taille de 76 kDa et est inactive entre 35 et 40°C. La synthèse 

d'amylase régulée par la température (Garcia-Alvarado et al., 1992) ne nécessiterait pas l'énergie 

apportée par la source de carbone. Cependant, 1' enzyme est sensible à la répression catabolique quand 

la source de carbone est en excès (Shih et Labbé, 1994). De plus, les amylases de Cl. perfringens 

joueraient un rôle-clé dans l'association de la formation de l'entérotoxine avec le processus de 

sporulation (Shih et Labbé, 1995). Cependant, la répression catabolique des enzymes amylolytiques 

et la sporulation sont régulées par plusieurs mécanismes chez les Clostridium (Fisher et Sonensheim, 

1991). 

19 



2.1.4 Résistance des spores 

Les propriétés physiques des spores sont remarquables. Leur faculté à résister à certains agents 

physiques ou chimiques est exceptionnelle (Labbé, 1989 ; Labbé et Chang, 1995). La thermorésis

tance est certainement une de leurs propriétés les plus étudiées. 

2.1.4.1 A la chaleur 

La thermorésistance varie considérablement d'une espèce à l'autre ou entre les souches d'une 

même espèce. D'une façon générale, les spores survivent après un chauffage de 70 à 80°C pendant 

10 min. Cette thermorésistance des spores pose des problèmes au cours des opérations de stérilisation 

aussi bien dans les hôpitaux, les salles de chirurgie que dans les industries alimentaires où nous 

recherchons les moyens les plus adaptés à la stabilisation des conserves, par exemple (Leclerc, 1975). 

Le test de résistance à la chaleur correspond à la capacité des bactéries à résister à 100 oC 

pendant 1 h. Cette résistance des spores à la chaleur dépend de deux éléments : D et z. D, durée de 

réduction décimale correspond à la "durée" de traitement pour laquelle 90 % de la population de 

cellules vivantes sont détruites. Elle est définie à une température donnée et sera appelée DT. z, 

l'élévation de la température nécessaire pour diviser la valeur DT par 10. DT diminue quand la 

résistance du micro-organisme diminue donc quand la température (T) augmente. Les valeurs de DT 

et de z varient très largement avec l'environnement du micro-organisme (Watier, 1994). Les 

conditions de culture (âge de la suspension bactérienne, le pH, l' aw) influencent également la ther

morésistance des spores (Craven, 1990 ; Hermier et Cerf, 1991 ; Watier, 1994). Par exemple, la 

thermorésistance est généralement maximale à pH 7,0 (Hermier et Cerf, 1991 ). La thermorésistance 

varie selon les espèces et peut également varier selon les souches d'une même espèce. En effet, chez 

Cl. peifringens, DT varie de 3 à 145 min à 90°C (Labbé, 1989 ; Labbé et Chang, 1995), D90c de 0,015 

à 9 min (Frazier et Westhoff, 1978) ou encore de 14 min (3 %de sel à pH 5,5) à 123 min (3 %à 

pH 7) (Juneja et Majka, 1995). D'une façon générale, celles-ci ont une valeur de D comprises entre 

26 et 31 min à 99oC (Juneja et al., 1994). 

La thermorésistance de la spore est en rapport avec la présence d'un constituant chimique 

spécifique absent des formes végétatives, l'acide dipicolinique (acide pyridine 2-6-dicarboxylique). 

Formé exclusivement au cours de la sporulation, 1' acide dipicolinique est vraisemblablement produit 
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à partir del' acide diamino-pimélique. Il se trouve sous forme de dipicolinate de calcium et représente 

10 à 15% du poids sec de la spore. Un autre constituant, l'acideL+ N-succinyl-glutamique, inexistant 

dans les premiers stades de la sporulation, est également susceptible de jouer un rôle dans la ther

morésistance (Leclerc, 1975). 

La déshydratation progressive de la spore au cours de sa maturation constitue un des événe

ments majeurs conditionnant la propriété de thermorésistance (Hermier et Cerf, 1991). Cet état 

déshydraté est conservé grâce à 1' imperméabilité des enveloppes et principalement du cortex (Leclerc, 

1975). 

2.1.4.2 Aux autres agents 

La spore n'est pas uniquement thermorésistante. Sa résistance est aussi significative vis-à-vis 

d'autres agents physiques comme les rayons UV, les rayons X et surtout les hautes pressions (Leclerc, 

1975). 

La résistance des spores de Cl. perfringens aux radiations est variable : les spores isolées 

d'intoxications alimentaires sont plus résistantes aux radiations que les spores des souches dites 

"classiques". En général, les spores sont 5 à 15 fois plus résistantes aux radiations que les cellules 

végétatives de la même espèce. Cette différence est cependant plus petite que la différence entre leur 

thermorésistance. L'irradiation des spores augmente leur sensibilité au pH du milieu et cet effet est 

accru quand la température d'incubation s'éloigne de la température optimale de croissance. 

Le contact des bactéries avec de nombreux agents chimiques ne semble pas exercer une 

influence néfaste sur leurs propriétés générales et leur survie. Les spores des bactéries sont beaucoup 

moins sensibles aux agents antiseptiques et aux désinfectants que les formes végétatives corres

pondantes (Farkas, 1994). 

Par ailleurs, la haute pression agit sans délais de temps et est indépendante de la taille du 

produit et de sa géométrie. Elle est appliquée via un milieu la propageant (le plus souvent l'eau) et 

peut être efficace à température ambiante réduisant ainsi la quantité d'énergie thermique nécessaire 

pour la fabrication des produits alimentaires (Hoover, 1993). La technique de la haute pression connue 

depuis le siècle dernier permet, outre la modification des biopolymères (dénaturation des protéines, 

activationlinacti vation des enzymes, formation de gels ... ), la modification de la flaveur ou de 1' odeur, 
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l'inactivation des micro-organismes (Knorr, 1993). Les premières études de cette technique sur les 

micro-organismes concernaient les bactéries marines : Pseudomonas bathycetes, Vibrio parahae

molyticus ... Ce dernier apparaît comme une des bactéries pathogènes la plus sensible à la haute 

pression. Les différents essais de résistance aux hautes pressions utilisaient des pressions allant de 

1 000 à 10 000 atm. Cependant, les endospores des bactéries Gram+ Bacillus et Clostridium ne sont 

pas inactivées de façon importante par la pression hydrostatique alors que le nombre de spores 

d'autres bactéries peut être fortement abaissé après exposition à de très fortes pressions (Hoover, 

1993). 

2.1.5 Aspects génétiques de la régulation de la sporulation 

Les progrès récents sur la génétique de la sporulation ont permis une meilleure compréhension 

de la sporulation, notamment grâce à 1' obtention de très nombreux mutants qui bloquent la sporulation 

à certains stades nécessitant 1' action d'une protéine spécifique. De façon générale, les gènes impliqués 

dans la sporulation sont dispersés sur le chromosome de B. subtilis et sont juxtaposés à côté de gènes 

n'ayant aucun rôle dans la sporulation. Deux grandes familles de gènes, les gènes spo (sporulation) 

et les gènes ger (germination) sont impliqués dans la sporulation. Les gènes de sporulation avaient 

été nommés en fonction du stade auquel une mutation du locus pouvait bloquer la cellule, indiquant 

ainsi par exemple qu'une mutation des gènes spoll et spolll bloquent la sporulation aux stades II et 

III respectivement. Le lecteur interessé trouvera des informations détaillées sur cette technique 

d'étude dans la revue de Piggot et Coote (1976). Les loci donnant un même phénotype mais placés 

en différentes positions du chromosome ont été distingués par des lettres capitales spoliA, spoliE, 

spol/C. .. Leur dénomination originelle en gènes de sporulation ou de germination (Piggot et Coote, 

1976) a toutefois été battue en brèche par les découvertes postérieures sur leur régulation. Outre ces 

deux grandes familles de gènes, d'autres gènes codant pour la production de petites protéines de 

l'enveloppe sporale qui sont solubles en milieu acide, les protéines des enveloppes sporales, ainsi 

que des enzymes intervenant durant la sporulation sont également impliqués dans la sporulation. La 

régulation est à considérer selon plusieurs directions. 
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a. Contrôle temporel de l'expression des gènes durant la sporulation 

Les gènes de la sporulation sont divisés en 3 grandes familles selon qu'ils sont exprimés avant 

l'apparition du septum de sporulation (jusqu'à 65 min de sporulation), après son apparition (entre 

65 et 105 min) ou après l'individualisation de la spore. En particulier, les gènes spoO sont souvent 

exprimés dans les cellules végétatives: en effet, leur expression contrôle 1 'initiation de la sporulation. 

Certains de ces gènes comme spoOB ne sont plus exprimés après 1 'initiation de la sporulation, d'autres 

montrent une expression croissante pendant les 30 premières minutes. Cette régulation transcrip

tionnelle est complexe et comprend des changements séquentiels d'activité durant une période 

d'environ 6 h après l'initiation de la sporulation. 

b. Localisation cellulaire de l'expression des gènes 

La surface externe de la spore contient au moins douze protéines différentes qui sont produites 

dans la cellule-mère. De même, la plupart des gènes exprimés après la formation du septum ne 

paraissent être exprimés que dans l'une des deux cellules formées. C'est le cas notamment du facteur 

crE qui semble localisé dans la cellule-mère, le futur sporange. Des expériences de fractionnenemt 

cellulaire semblent également démontrer que les gènes contrôlés par ce facteur cr ne sont exprimés 

que dans cette cellule également. 

c. Dépendance de l'expression des gènes 

Les interactions entre les gènes de sporulation ont été mesurées par l'étude de la dépendance 

de l'expression des gènes sur les produits codés par d'autres gènes. Aujourd'hui 12 classes de 

dépendances sont identifiées. Chaque classe comprend des gènes présentant une localisation et une 

période d'expression communes. Ainsi les gènes spoliA, spoliE et spoiiG sont exprimés au stade 

préseptal et avant la formation du septum, soit avant 80 à 90 min de sporulation. C'est à cette période 

qu'est synthétisé également le facteur crE dans la cellule-mère. La classe 4 diffère de la classe 3 car 

elle démontre une expression plus importante des gènes spoliiD dans les mutants obtenus et la classe 

5 montre au contraire une réduction de l'expression des gènes spo!IID. La classe 6 contient les gènes 

gpr spécifiques de la préspore, tandis que les gènes spoliiG (classe 7) répondent de façon différente 

aux mutations de spoliG. Les gènes de la classe 8 spo!VB, spoVA, gdh, gerA, gerD et les gènes ssp 
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sont exprimés spécifiquement au stade de la préspore à 150 min. Les 4 classes restantes contiennent 

des gènes répondant aux mutations de gerE. La classe 10 n'est pas influencée par les mutations de 

gerE, la classe 11 est surexprimée, les gènes de la classe 12 comprend les gènes dépendants de gerE. 

La plupart des gènes dont les mutations interrompent le programme génétique codant pour des 

protéines de régulation. La dépendance apparente de 1 'expression des gènes à certains évènements 

morphologiques pourrait indiquer l'existence d'une régulation de type feed back de la structure 

morphologique sur l'expression des gènes. Ces régulations semblent toutefois cantonnées aux tous 

premiers stades de la morphogénèse. 

d. Facteurs de transcription 

Les changements les plus significatifs dans la régulation des gènes au cours de la sporulation 

sont dues à l'apparition de nouveaux facteurs cr qui confèrent de nouvelles spécificités à l' ARN 

polymérase et activent de nombreux gènes. Le facteur de transcription majoritaire au stade de la 

cellule végétative est le facteur d'. Cinq facteurs cr minoritaires interviennent également dans la 

régulation de la transcription des gènes pendant la sporulation : crH, crE, crF, crG et crK. La régulation 

de la transcription peut être divisée en 5 étapes différentes, échelonnées dans le temps mais également 

localisées dans la cellule, chaque étape étant sous l'action d'un facteur cr spécifique. Les gènes 

exprimés au stade végétatif ou durant la première heure de la sporulation sont transcrits par la RNA 

polymérase contenant ou le facteur majoritaire cl', ou éventuellement le facteur~. Après 1' apparition 

du septum, 4 nouvelles activités de facteurs cr spécifiques de la sporulation apparaissent. Chacun 

contrôle un ou plusieurs gènes à même classe de dépendance : tous les gènes contrôlés par crE 

appartiennent à la classe 3, 4 et 5 ; crF dirige la transcription des gènes gpr et spoll!G des classes 6 

et 7 ; crG contrôle les gènes de la classe 8 et certains gènes des classes 6 et 7 ; enfin crK contrôle la 

transcription des gènes des classes 9 à 12. 

Dans le temps, la transcription des gènes dans la préspore et la cellule-mère est dirigée par les 

facteurs Err et EcrE, respectivement, durant les 2 premières heures après 1' apparition du septum. Plus 

tard, ce sont les facteurs EcrG dans la préspore et EcrF dans le sporange qui contrôlent la transcription. 
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D'autres protéines de la cellule exercent également un contrôle positif ou négatif sur la tran

scription des gènes de sporulation. Il est aujourd'hui démontré que les effecteurs de la régulation 

fonctionnent selon une cascade hiérarchique. Chaque facteur active une nouvelle classe temporelle 

de gènes et est nécessaire à la synthèse du facteur de transcription suivant. II faut toutefois remarquer 

que la plupart des gènes de sporulation ne sont pas directement des régulateurs de transcription, mais 

contribuent à la fabrication des structures ou des enzymes de la spore. Le lecteur interessé par ces 

aspects trouvera une mise au point détaillée de ces régulations dans la revue d'Errington (1993). 

2.2 GERMINATION 

La germination peut être définie comme la perte des propriétés de résistance de la spore et 

correspond à une série de transformations progressives de celle-ci pour devenir, finalement, une 

nouvelle cellule végétative (Mo ir et al., 1994). Cette transformation peut se produire spontanément 

à la fin de la sporulation et peut s'effectuer en fonction de divers facteurs environnementaux comme 

la température, le pH, la force ionique ... La germination non spontanée des spores exige 1' apport de 

composés de faible poids moléculaire spécifique de l'espèce et de la souche tels que certains acides 

aminés (L-alanine), les riboses, les sucres, le lysozyme mais ce phénomène peut être atteint plus 

rapidement et plus complètement par l'utilisation combinée de substances germinatrices ou de 

milieux de culture complexes favorables à la germination (Gould, 1970; Leclerc, 1975). 

2.2.1 Caractères généraux 

Ce processus de germination comprend, après une phase facultative d'activation, deux phases 

principales : 

- la phase initiale ou initiation : c'est une phase catabolique, irréversible, insensible aux 

inhibiteurs de la synthèse protéique ; elle se traduit par la perte de la thermorésistance, de la 

réfringence, de la perméabilité aux colorants et par la libération de constituants sporaux (Ca2+, acide 

dipicolinique, fragments peptidiques). Le degré de thermorésistance des spores est lié à la 

composition du milieu de germination. 

-la phase active ou outgrowth: c'est une phase de synthèses macromoléculaires aboutissant 

à l'émergence, puis à la division de la cellule végétative (Cassier et Sébald, 1969). 
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La germination complète est de durée variable, d'une spore individuelle à une autre. Ce 

phénomène peut s'effectuer en moins d'une heure mais il peut atteindre plusieurs jours à plusieurs 

semaines: nous parlons alors de "dormance" (Leclerc, 1975; Hermier et Cerf, 1991). 

2.2.2 Facteurs affectant la germination 

Un certain nombre de substances active la germination des spores: NaCl, chlorure d'ammo

nium (en action avec l'extrait de levure), L-cystine (en absence de glucose) et le bicarbonate de soude 

ainsi que des actions mécaniques (température de traitement thermique, pression) (Labbé, 1989 ; 

Sojka et Ludwig, 1994). Des spores peuvent germer en présence d'inosine, L-alanine, CaC12 ; par 

contre, le KCl ne favorise pas la germination. Un faible potentiel d'oxydo-réduction pourrait activer 

la germination (Labbé, 1989). 

L'influence du pH sur la germination des spores de Cl. perfringens a été parfaitement étudiée 

dans un milieu complexe (Ahmed et Walker, 1971): les spores germent aussi bien à pH 5,5 qu'à pH 

7,0. Par contre à pH 9,5, le pourcentage de germination est réduit d'environ deux tiers. A pH 6,0, 

85% et 75 % de germination sont obtenus respectivement après 40 min à 45•c et TC, pourtant 

aucune croissance n'est observée à ces températures (Labbé, 1989). 

Tout comme les spores de Bacillus, les spores de Cl. perfringens peuvent germer à la suite 

d'un traitement à la chaleur ( 65-8o·c pendant 1 à 120 min). Ce traitement augmente l 'hydrophobicité 

des spores intactes mais diminue celle des enveloppes sporales isolées (Craven et Blankenship, 1987 ; 

Ando et al., 1985). Entre 30 et 50 %des spores de souches "classiques" (sensible à la chaleur et 

~-hémolyse) se développent sans traitement thermique. Cependant, entre 0,13 et 3,6% des spores 

de souches impliquées dans les intoxications alimentaires (résistante à la chaleur et non hémolytique) 

se développent aussi sans ce traitement thermique (Labbé, 1989). En effet, le degré de ther

morésistance des spores est lié à la composition du milieu de germination. Chez Cl. perfringens, les 

spores de toutes les souches dites thermosensibles réagissent au lysozyme après traitement 

thermique ; par contre, celui-ci est sans action sur la germination des spores des souches 

thermorésistantes (Cassier et Sébald, 1969). Pour certaines souches, de faibles valeurs de pH et de 

fortes températures sont efficaces pour accélérer le taux de germination. 
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Le traitement avec des solutions aqueuses d'alcools monohydriques active les spores de 

Cl. peifringens vers le processus de germination et suggère un site hydrophobe pour 1' activation des 

spores (Craven et Blankenship, 1985). 

2.2.3 Aspects génétiques de la régulation de la germination 

Nous ne connaissons pas de façon précise le mécanisme moléculaire de l'étape d'initiation 

par des substances germinatrices. Cependant, les théories invoquent, en général, des rôles métabo

liques ou allostériques pour ces molécules initiatrices : la substance germinatrice interagit avec un 

site spécifique dans la spore, appelé récepteur de germination. Ceci génère une sorte d'altération 

allostérique dans la structure et les propriétés du récepteur protéique. Si le récepteur est situé dans 

la membrane, ses modifications peuvent altérer les propriétés de perméabilité conduisant ainsi à la 

redistribution des ions et de l'eau dans la spore et à l'activation des processus spécifiques de 

dégradation. Selon un autre mécanisme possible, l'intéraction de la substance germinatrice avec le 

récepteur conduit à 1' activation par protéolyse spécifique d'une enzyme du cortex. Ces deux modèles 

existent mais les auteurs ne montrent pas de prépondérance de 1 'un par rapport à 1' autre (Mo ir et al., 

1994). 

Cependant, chez Cl. perfringens, le second modèle semble le plus probable. En effet, les spores 

de Cl. peifringens en germination contiennent de grandes quantités d'enzyme lytique qui agit 

directement sur les spores en dormance. L'enzyme est produite rapidement dans le milieu à pH 6,0 

et à 45oC (Ando, 1979). Cette protéine d'initiation extracellulaire (IP) correspond probablement à 

une N -acety 1-mur amy 1-L-alanine-amidase de 31 kDa. Elle hydrolyse des fragments de spore corticale 

avec relargage de groupes aminés libres (Tang et Labbé, 1987 ; Miyata et al., 1995). L'altération 

des spores par chauffage ou par action de produits alcalins inactive apparemment le système lytique 

normal, responsable de la dégradation du cortex pendant la germination (Duncan et al., 1972a). 

2.3 METHODES DE MESURE DE LA SPORULATION ET DE LA GERMINATION 

Les quantités de spores bactériennes viables sont mesurées traditionnellement en chauffant à 

température élevée (75-80oC pendant 15 à 20 min). Cette technique inactive les cellules végétatives 

en les détruisant et active les spores. Un milieu composé de trypticase (1,5 %), d'extrait de levure 
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(1 % ), et d'agar (1 ,5 %) est utilisé pour dénombrer les spores et les spores en germination (Harmon 

et Kauter, 1986). Par ailleurs, les spores peuvent être observées à 1' état frais au microscope optique 

à contraste de phase où elles apparaissent réfringentes. Selon cette technique, nous pouvons 

dénombrer les spores libres, les cellules végétatives et les endospores (Labbé, 1989). Comme il a 

été expliqué précédemment, ces techniques sont complétées par des méthodes plus ou moins 

spécifiques de coloration (coloration de Gram, bleu de méthylène et vert malachite) mettant en 

évidence les cellules végétatives et les spores. Ces colorations seront présentées dans le chapitre 

"Matériels et Méthodes". 

La sporulation est un phénomène relativement complexe mais bien connu grâce aux études 

réalisées sur des souches-type tels que Bacillus subtilis : en effet, de nombreuses études sur la structure 

de la spore, sur les modifications morphologiques de la cellule végétative pour obtenir une spore et 

sur la régulation génétique de la spore sont bien détaillées. Toutefois, peu d'essais ont été réalisés 

pour les souches de Cl. peifringens : en effet, la sporulation in vitro est difficile à maîtriser pour ce 

micro-organisme. Par ailleurs, le phénomène de germination est relativement peu étudié chez les 

souches modèle. Pourtant, par leur capacité à résister aux fortes températures et aux hautes pressions, 

les spores peuvent ensuite germer, se développer dans des conditions favorables et contaminer alors 

les aliments ; par conséquent, ce phénomène de sporulation et de germination devrait être plus étudié. 

En outre, pendant leurs transformations en spores, les cellules végétatives élaborent de nombreuses 

molécules notamment des toxines ou entérotoxines. Celles-ci sont principalement responsables des 

intoxications alimentaires et vont être présentées dans le paragraphe suivant. 

3. SYNTHESE DE TOXINES PAR LES FLORES DE CONTAMINA

TION 

Le mot toxine est un terme très général pour désigner des molécules, plus spécifiquement des 

protéines, produites par différents organismes. La nature a doté ces molécules d'autant de vertus que 

de vices. En effet, certaines peuvent être dangeureuses en provoquant des symptômes variés (fièvre, 
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insuffisance circulatoire, mort) alors que d'autres peuvent renforcer les défenses naturelles de 

1' organisme contre les bactéries, les virus ou les cellules cancereuses. Ces toxines sont de nature 

bactérienne, virale ou peuvent provenir de champignons, d'insectes ou de serpents. 

La classification des toxines bactériennes et principalement des entérotoxines est basée sur un 

ensemble de caractéristiques, notamment sur leurs activités diarrhéogéniques. Cependant, 1' effet 

sécrétoire de ces molécules ne résulte pas toujours du même mécanisme, ce qui permet ainsi de les 

classer en deux catégories distinctes. Pour nombre d'entre elles, il invoque 1' activation d'un système 

cyclasique et leur confère alors un véritable pouvoir cytotoxique (toxine cholérique, toxines de 

Escherichia coli, de Shigella, de Salmonella). Pour d'autres, cette réponse sécrétoire résulte 

principalement de leur pouvoir cytotoxique, de la réponse inflammatoire et des lésions qu'elles 

induisent dans l'intestin (entérotoxine de Cl. perfringens et vérotoxine de Shigella). Par ailleurs, la 

structure binaire est une caractéristique commune de certaines de ces entérotoxines. Celles-ci sont 

en effet constituées de deux unités : 

- la sous-unité A porte l'activité biologique (toxique) et pénètre généralement dans la cellule ; 

- la sous-unité B contient 4-5 sous-unités qui constituent l'étape initiale de la pathologie et en 

conséquence, ces récepteurs jouent un rôle aussi important que les toxines elles-mêmes au niveau 

des infections intestinales (Lucas et al., 1991 ). 

3.1 BACTERIES PRODUCTRICES DE TOXINES 

3.1.1 Caractères généraux 

Parmi les bactéries pathogènes impliquées dans les maladies intestinales, certaines libèrent 

des toxines ou des entérotoxines. Cette dernière est principalement responsable d'intoxications 

alimentaires chez l'homme. En effet, l'entérotoxine est une macroprotéine agissant essentiellement 

dans l'intestin d'où le terme "entérotoxine" utilisé pour la définir. La structure et le mode d'action 

de ces toxines sont hétérogènes (Lucas et al., 1991 ). Sans reprendre les données de chaque souche, 

nous détaillerons les principales caractéristiques de ces molécules produites par les bactéries. 
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3.1.2 Exemples 

3.1.2.1 Clostridium botulinum 

Les neurotoxines botuliques sécrétées par Cl. botulinum sont les toxines les plus puissantes 

parmi les toxines bactériennes, animales, végétales et les composés chimiques toxiques (Sterne, 

1981 ). Elles présentent une haute affinité pour les cellules nerveuses et provoquent des paralysies 

flasques en inhibant la libération de neuromédiateurs. Les neurotoxines botuliques sont synthétisées 

sous la forme d'une protéine d'environ 150 kDa, peu ou pas active. Cette protéine précurseur est 

activée par protéolyse en une forme mature qui est constituée d'une chaîne légère (L) d'environ 

50 kDa et d'une chaîne lourde (H) d'environ 100 kDa reliées toutes les deux par un pont disulfure. 

Les neurotoxines botuliques sont associées à d'autres protéines non toxiques par des liaisons non 

covalentes pour former des complexes. Leurs tailles varient de 300 à 500 kDa selon le type toxinique. 

La fonction de ces complexes n'est pas clairement comprise. Cependant ils auraient un rôle protecteur 

de la neurotoxine botulique vis à vis des pH acides et des protéases. La neurotoxine botulique seule 

a une activité réduite par voie orale alors qu'elle est nettement plus activée après injection 

intrapéritonéale (Popoff, 1994). 

3.1.2.2 Staphylococcus aureus 

S. aure us est une des principales causes de nombreuses infections et est responsable de 10 à 

15 % des épidémies bactériennes mondiales (Lehn et al., 1995). Il produit 7 toxines de toxicité 

variable. Les différentes entérotoxines sont de simples protéines de poids moléculaire compris entre 

26 et 30 kDa. Les simples chaînes de polypeptides sont reliées par un pont disulfure pour former 

une boucle cystine caractéristique. Quelques acides aminés de cette boucle sont identiques à chaque 

type d' entérotoxine et pourraient correspondre à la partie toxique de la molécule (Bergdoll et Robbins, 

1973). Il a été rapporté que la toxine est produite à un taux appréciable à une température comprise 

entre 15,6 et 46,1 OC mais le taux maximal est atteint à 40oC après 4 à 6 h d'incubation. La toxine est 

produite plus abondamment en absence de compétition entre bactéries. La nature de l'aliment a 

évidemment une influence sur la quantité d'entérotoxine produite : par exemple, peu de toxine est 

produite dans les saumons alors qu'elle est libérée en plus grande quantité dans la patisserie à base 
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Tableau 7: Toxines de Bacillus cereus (Granum, 1994). 

Toxines Poids moléculaire Taille du signal peptidique Caractéristiques 

Entérotoxine 

Hémolysines 
cérolysine 

hémolysine II 
sphingomyelinase 

Phopholipase C 
phosphatidylinositol hydrolase 

(PIH) 
phosphatidylcholine hydrolase 

(PCH) 
sphingomyelinase 

Toxine hémétique 

ND : non déterminé 

de la molécule mature 

40kDa 

56kDa 

30kDa 
34kDa 

34kDa 

27kDa 
34kDa 

5-7 kDa 

ND 

ND 

ND 
27 acides aminés 

31 acides aminés 

38 acides aminés 
27 acides aminés 

altération de la membrane, sensible à la chaleur, 
protéolyse possible 

activée par un groupe thiol, sensible à la chaleur, 
protéolyse possible 
sensible à la chaleur, protéolyse possible 
voir plus loin 

non métallo-enzyme, séquence homologue avec 
des enzymes eucaryotes et procaryotes 
métallo-enzyme stable (Zn2+; Ca2+) 
métallo-enzyme stable (Mg2+), hémolysine 

stable à 121 OC, produit non métabolique, lipide(?) 



de crème ; en effet, la présence d'amidon en quantité importante dans la patisserie est supposée 

favoriser la production de toxine par S. aureus. L'entérotoxine est résistante à la chaleur : des 

traitements de pasteurisation (72°C pendant 15 min) ou UHT (143,3°C pendant 95 sec) ne sont pas 

suffisants pour inactiver l'entérotoxine. Le taux de mortalité suite à l'intoxication à S. aureus est 

faible. Aucun traitement n'est donné sauf dans le cas extrême où une solution saline peut être 

administrée pour restaurer la balance en sels et éviter la déshydratation (Frazier et Westhoff, 1978). 

3.1.2.3 Bacillus cereus 

Sept toxines sont produites par B. ce reus: 6 d'entre elles sont libérées au cours de la croissance 

végétative et sont sécrétées par les cellules (Schultz et Smith, 1994 ). Toutes ces toxines ont perdu 

un peptide-signal au cours de leur sortie ; par conséquent, la protéine mature est plus petite que la 

protéine transcrite. La septième toxine, l'hémétique est probablement produite à partir d'éléments 

présents dans les aliments pendant la croissance de B. cereus mais peu d'études ont été réalisées à 

ce sujet. 

Le Tableau 7 présente les différentes caractéristiques des toxines de B. ce reus. L' entérotoxine 

est responsable d'intoxications alimentaires dont les symptômes apparaissent après une période 

d'incubation de 8 à 16 h. L' entérotoxine est une protéine simple sans activité hémolytique. Elle est 

produite dans le côlon et possède un poids moléculaire de 40 kDa. Elle est instable à pH inférieur à 

4, elle est dégradée par la pepsine, la trypsine et la chymotrypsine. Elle peut être produite dans des 

conditions anaérobies à un taux comparable à celui obtenu en anaérobiose (Granum et al., 1993). 

Cependant, l'entérotoxine de B. cereus est au moins 100 fois plus toxique que l'entérotoxine de Cl. 

perfringens (Granum, 1994). 

3.1.2.4 Vibrio cholerae 

La toxine cholérique est produite au cours d'infections intestinales dues à V. cholerae, 

micro-organisme se développant dans l'intestin grêle de l'homme. La maladie du choléra jadis tant 

redoutée n'est aujourd'hui mortelle que dans les zones sous-médicalisées. La toxine est une molécule 

de 54 kDa formée de deux entités séparément non toxiques : l'une d'elles (le composant B) est 

constituée de 5 sous-unités de 11,6 kDa chacune et porte le site de fixation de la toxine sur son 
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récepteur membranaire. L'autre (le composant A) comporte deux sous-unités de 24 et 5,4 kDa (Al 

et A2) reliées par un pont disulfure. Le composant A est responsable de l'activité toxique de la 

molécule. Cette toxine agit en activant un système adenylate cyclase dans l'entérocyte et provoque 

un flux d'eau et d'électrolytes dans la lumière intestinale (Lucas et al., 1991). 

3.1.2.5 Salmonella 

Les salmonelloses résultent de l'ingestion de cellules du genre Salmonella et correspondent 

aux infections les plus fréquentes (80 % ). Les souches produisent au moins deux facteurs proches 

de la toxine cholérique au niveau de leur activité biologique. Quelques unes de ces molécules sont 

thermostables, leurs poids moléculaires seraient assez élevés (proche de 90 kDa). Par ailleurs, 

certaines souches de Salmonella élaborent une entérotoxine thermolabile dont l'activité biologique 

est proche de celle de la toxine cholérique (Lucas et al., 1991 ). Cependant, cette protéine est difficile 

à étudier parce qu'elle est produite en très faible quantité et cela présente, par conséquent, des 

difficultés d'étude, notamment pour l'homogénéité de la purification (Chopra et al., 1994). 

S. typhimuriwn produit une entérotoxine dont le gène a été cloné. Cette protéine serait codée par une 

séquence de 6,3 Kbase similaire à celle du gène de la toxine cholérique ou de l' entérotoxine labile 

d'Escherichia coli. Elle serait constituée de plusieurs sous-unités de 45,26 et 12 kDa (Lucas et al., 

1991). 

3.1.2.6 Escherichia coli 

E. coli, bien que présent dans la flore normale de l'intestin humain et de plusieurs animaux 

est responsable chez ces individus, principalement chez le porc, d'infections intestinales parfois 

hémorragiques quand le taux de bactéries est important (Sacks, 1975). E. coli produit 2 classes 

d'entérotoxines différentes par leur stabilité thermique. L'entérotoxine thermolabile (LT) est très 

proche de la toxine cholérique avec qui elle possède notamment une forte parenté antigénique et un 

mode d'action analogue. Cette toxine de 85 kDa est constituée de deux composantes. L'une d'elles 

comporte 5 sous-unités B de 11,5 kDa chacune, 1' autre est un peptide de 25,5 kDa constitué de deux 

entités: A (21-23,5 kDa) et A2 (11-13 kDa) (Gill et al., 1981; Lucas et al., 1991). Le composant B 

se lie avec un récepteur gangliosidique et le composant A active 1' adénylate cyclase sur l' entérocyte ; 
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ceci conduit aux mêmes effets sécrétoires dans 1 'intestin que la toxine cholérique (Panda et al., 1995). 

Les toxines thermostables (ST) sont produites par certaines souches d' E. coli mais également par 

d'autres bactéries (Yersinia enterocolitica, Aeromonas hydrophila et certaines souches de Salmo

nella). Elles sont constituées d'une seule chaîne polypeptidique de 2,5-10 kDa. Les toxines ST 

produites par E.coli appartiennent à deux catégories (STa et STb). Elles comportent à l'état mature, 

18 et 48 acides aminés respectivement, et leurs poids moléculaires oscillent entre 2,5 et 5 kDa. Elles 

disposent également de 6 molécules de cystéine reliées par 3 ponts disulfure qui leur confèrent une 

grande résistance à la chaleur. La fixation de la STa sur son récepteur cellulaire induit l'activation 

de la guanylate cyclase intestinale (Dreyfus et al., 1993). A l'inverse de la toxine cholérique ou de 

la LT, la STade E. coli est spécifique de l'épithélium intestinal et n'exerce son activité toxique que 

sur l'entérocyte (Lucas et al., 1991). 

3.1.2. 7 Shigella dysenteriae 

S. dysenteriae type 1, micro-organisme de cette espèce bien connue, produit une entérotoxine 

dans 1' intestin, qualifiée de shiga-toxine ou vérotoxine suite à 1' effet toxique qu'exerce cette molécule 

sur les cellules V éro. Cette toxine de 70 kDa est constituée de deux unités. L'unité A est un polypeptide 

de 30,5 kDa portant l'activité toxique de la protéine clivable en deux sous-unités Al et A2 de 27,5 

et 3 kDa, respectivement. La seconde unité de cette toxine est constituée de 4-5 sous-unités B de 

7-11 kDa chacune. Cette structure est analogue à celle de la toxine cholérique ou de la LT de E. coli, 

bien que la vérotoxine ne présente pas de parenté antigénique avec ces dernières (Lucas et al., 1991 ). 

3.1.2.8 Campylobacter jejuni 

Parmi les souches de Campylobacter, C. jejuni est impliqué dans des cas d'intoxications 

alimentaires. En effet, cette bactérie libère 3 principales toxines; la plus fréquente est une entérotoxine 

labile de 60 à 70 kDa. Elle est sécrétée activement dans l'iléon et agit sur les cellules épithéliales en 

se fixant à un récepteur gangliosidique. Elle possède une activité ADP-ribosylase (Smibert, 1986 ; 

Granum et al., 1995 ; Sears et Kaper, 1996). Les 2 autres toxines sont des cytotoxines labiles pour 

lesquelles peu d'études ont été réalisées; c'est pourquoi leur rôle dans la maladie n'est pas encore 

connu (Sears et Kaper, 1996). 
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Tableau 8 : Activités biologiques des toxines produites par Cl. perfringens. Les doses létales 50 (DL 50) sont données pour 
la souris après injection intraveineuse (d'après McDonel, 1980; Hatheway, 1990; Rood et Cole, 1991) 

Toxine Nature des activités biologiques (outre la dermonécrose, Nécrose du Hémolyse Létalité DL 50 ng 
l'hémolyse et la létalité) derme in vitro 

a augmentation de la perméabilité capillaire + + +a 50 
hémolyse intravasculaire, thrombose capillaire 
cytotoxicité (cellules musculaires, leucocytes, plaquettes) 
hypotension, bradycardie 

~ augmentation de la perméabilité capillaire + +a 8 
cytotoxicité 
nécrose de la muqueuse intestinale 
paralysie de la motricité intestinale 
hypertension, bradycardie 

E augmentation de la perméabilité capillaire + +a 0,32 
hyperglycémie, glucosurie 
cytotoxicité (macrophages de lapins et cobayes) 
augmentation du péristaltisme intestinal 
oedème et nécrose du cerveau, nécrose des reins 
hypertension 

l augmentation de la perméabilité capillaire + +a 1560 
cytotoxicité 

() cytotoxicité (leucocytes, plaquettes sanguines) ND + +b 60 
dilatation de l'anse ligaturée du cobaye 

8 hémolyse intravasculaire, thrombose capillaire + + +b 167 
cytotoxicité 
oedème pulmonaire 

K oedème et hémorragies du poumon + +b 30000 
hémorragies intramusculaires 

À destruction tissulaire 

Il digestion tissulaire 

v ND 

sial 1 hémagglutination 
augmentation de la viscosité du sang, thrombose capillaire 
destruction récepteurs et jonctions cellulaires 

sial2 hémagglutination ND 
augmentation de la viscosité du sang, thrombose capillaire 
destruction récepteurs et jonctions cellulaires 

non a8ô ND + ND ND 

ent. cytotoxicité (épithélium intestinal, cellules Vero) + +b 1400 
dilatation de l'anse ligaturée de nombreuses espèces 
érythèmes de la peau chez le lapin et le cobaye 

+ : activité présente 
: activité absente 

sial 1 : sialidases extracellulaires 
sial2 : sialidase intracellulaire 
a : létale sans concentration 
b : létale avec concentration 
ND : non déterminé 
ent. : entérotoxine 



Tableau 9 : Nature et principales caractéristiques des toxines produites par Cl. perfringens (Hatheway, 
1990) 

Protéine mature 

Toxine Nature Taille Nb re pl Activité enzymatique Support Gène 
(kDa) d'acides génétique cloné 

aminés 

simple 43 370 5,4 phospholipase C, chromosome OUI 

chaîne sphingomyélinase 

simple 40 ND 5,6 ND (plasmide) non 
chaîne 

simple 34 311 8 non 

chaîne 297a 5,5 "perméase" ND 

t double ND non 

chaîne 48 ND 5,2 ADP-ribosylase 

iota-a 72 ND 4,2 ND 

iota-b 

simple 42 391 9,1 ND ND non 

chaîne 

e simple 51 466 6,9 ND chromosome oui 

chaîne 

K simple 81 ND 5 collagénase ND non 

chaîne 

À ND 36 ND ND protéase plasmide OUI 

M- ND 11 943 ND hyaluronidase chromosome oui 

v ND ND ND ND désoxyribonucléase ND non 

sial 1 ND 64, ND 4,7 à ac .N -acéty lneuraminique ND non 

105, 5,4 glycohydrolase 

310 

sial 2 simple 43 382 ?? ac.N-acétylneuraminique chromosome OUI 

chaîne glycohydrolase 

ent. simple 35 320 4,3 "perméase" chromosome oui 

chaîne 296a ?? "perméase" 

sial 1 : sialidases extracellulaires 
sial2 : sialidase intracellulaire 
a : nombre d'acides aminés après activation par la trypsine 

ND : non déterminé 
() : demande confirmation 
Nb re :nombre 



3.2 PRINCIPALES TOXINES DE Clostridium perfringens 

Cl. peifringens a la capacité de synthétiser toute une série de toxines ou d'enzymes pouvant 

transformer divers substrats. Chaque grande classe de toxines majeures et mineures sera succes

sivement décrite et les principales méthodes de détection pour chacune d'elles seront exposées. Les 

toxines majeures sont impliquées dans la manifestation de la maladie alors que les toxines mineures 

ne le sont pas. Le Tableau 8 présente l'activité biologique déterminée pour la majorité des protéines 

ainsi que la dose létale (DL 50) pour laquelle 50 % de mortalité dans la population de souris est 

obtenu. Par ailleurs, le Tableau 9 montre la nature, la taille et l'activité enzymatique des toxines qui 

n'ont pas été, jusqu'à présent, déterminées pour chacune. Il en est de même pour le support génétique 

et le gène de la toxine. 

3.2.1 Toxines létales majeures 

3.2.1.1 Toxine a 

La toxine alpha est une zinc métalloenzyme multifonctionnelle possédant à la fois une activité 

phospholipase Cet une activité sphingomyélinase responsable de cytotoxicité, nécrose et hémolyse. 

C'est la première toxine bactérienne reconnue comme une enzyme (phosphatidylcholine choline

phosphohydrolase ; E.C. 3.1.4.3.). La toxine purifiée est une protéine simple chaîne d'un poids 

moléculaire de 43 kDa avec un pl de 5,4 (Jolivet-Reynaud et al., 1988; Hatheway, 1990). Le clonage 

du gène de la toxine a été réalisé en 1989 (Saint-Joanis et al., 1989). Le gène de structure de 1197 

bases code pour un peptide de 399 acides aminés (Hatheway, 1990). Une modification de ce gène a 

été réalisée pour produire une toxine modifiée pour 1' étude des vaccins. Cette étude a clairement 

montré le rôle essentiel de cette molécule dans les cas de gangrènes gazeuses dues à Cl. perfringens 

(Rood et Lyristis, 1995). Dans les cinq toxinotypes de Cl. perfringens, le gène de la toxine alpha est 

situé sur le chromosome au même locus, près de 1' origine présumée de réplication entre deux opérons 

codant pour les ARN ribosomiaux, zone la mieux conservée. La toxine mature de 370 acides aminés, 

après libération du peptide-signal de 29 acides aminés, a été étudiée et comparée à la phospholipase C 

de B. cere us au niveau de sa séquence et de sa structure cristalline (Rood et Cole, 1991 ). L'extrémité 

NH2-terminale de la phospholipase C correspond à la structure de l'enzyme trouvée chez B. cereus 
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(Saint-Joanis et al., 1989). L'activité sphingomyélinase est portée par l'extrémité COOH-terminale 

chez Cl. perfringens. Cette extrémité COOH contribue au maintien de la forme active de la toxine 

(Nagahama et al., 1994) et ne montre pas d'homologie avec celle du gène de la sphingomyélinase 

de B. ce reus. L'hémolyse résulte des deux activités enzymatiques conjointes (Rood et Cole, 1991 ). 

Les quantités variables de toxines observées dans les différents milieux ont été attribuées aux 

différences de concentration de Zn2
+ et Ca2

+, cofacteurs essentiels au fonctionnement de la toxine 

(Rood et Cole, 1991 ; Nagahama et al., 1995). La présence de toxine alpha repose sur le caractère 

hémolytique de ces enzymes. 

L'omniprésence de Cl. peifringens dans l'intestin de la plupart des espèces ainsi que la 

production d'un grand nombre de toxines différentes par toutes les souches de Cl. perfringens font 

qu'il est difficile de développer un test suffisamment sensible et spécifique pour la toxine alpha dans 

des liquides biologiques complexes en recourant à des antisérums polyclonaux. C'est pourquoi, 

plusieurs équipes ont préparé des anticorps monoclonaux spécifiques qui permettront à 1' avenir, par 

l'intermédiaire de tests de type ELISA par exemple, la détection, la quantification et l'étude de 

l'activité de cette toxine (Sato et al., 1989 ; Titball et al., 1991). L'expression du gène cloné dans 

E. coli permettra également d'obtenir plus facilement des antisérums polyclonaux spécifiques (Rood 

et Cole, 1991). 

3.2.1.2 Toxine ~ 

La toxine bêta est une protéine produite par les toxinotypes B et C de Cl. peifringens 

(Tableau 1). La toxine purifiée est constituée d'une simple chaîne et possède un poids moléculaire 

de 40 kDa et un pl de 5,6. Ces propriétés sont très proches de celles de la toxine alpha et rendent la 

purification de la toxine bêta difficile (Sakurai et Fujii, 1987 ; Hatheway, 1990). Une autre équipe 

rapporte un poids moléculaire de 28 kDa pour la même protéine et mentionne sa sensibilité à la 

chaleur et à la trypsine; cette enzyme clive rapidement la molécule en 2 fragments de 15 et 13 kDa 

(Jolivet-Reynaud et al., 1986). Bien qu'un groupe de recherche ait rapporté la présence du gène de 

la bêta-toxine sur un plasmide, cette affirmation n'a jamais pu être confirmée (Rood et Cole, 1991 ). 

35 



La difficulté de purification de cette toxine a longtemps empêché la fabrication en grande 

quantité d'un sérum spécifique pour ce facteur. Les techniques immunologiques, telles que 

1' immunodiffusion, ont été fort peu utilisées, excepté pour le contrôle lors du processus de purification 

de la toxine (Sakurai et Fujii, 1987). Le caractère labile de cette toxine dans les produits biologiques 

ainsi que la faible sensibilité des tests biologiques ont rendu nécessaire le développement de tests 

immunologiques de seconde génération tels que des tests ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent 

Assay) de type sandwich faisant intervenir des anticorps polyclonaux (Cato et al., 1986) ou mono

clonaux (Hansen et al., 1992). Un de ces tests permet de détecter la présence d'un ng de toxine 

purifiée par mL (Sakurai etFujii, 1987). Récemment, Borrmann et Schulze(1995) ont montré l'utilité 

des lignées cellulaires Vero pour la détection de cette toxine. 

3.2.1.3 Toxine E 

Comme les toxines a, ~ et t, la toxine E est à la fois létale et nécrosante bien que son activité 

biologique n'ait pas été déterminée avec précision. La toxine epsilon est libérée par les souches de 

toxinotypes B et D de Cl. perfringens (Tableau 1 ). Elle est produite comme une proto toxine qui peut 

être activée par des enzymes protéolytiques libérées par le même organisme (les toxines kappa et 

lambda) par la trypsine ou la chymotrypsine. La prototoxine purifiée est une protéine de 311 acides 

aminés et d'un poids moléculaire de 34 kDa (Habeeb, 1975). L'activation par la trypsine correspond 

à la scission d'une liaison entre les acides aminés 14 et 15 de l'extrémité NH2-terminale (Lys-14-

Ala-15) et à la libération d'un peptide de 14 résidus (Hatheway, 1990 ; Rood et Cole, 1991 ). 

Outre les tests classiques faisant intervenir la létalité chez la souris ou la nécrose du derme 

chez le cobaye, des tests immunologiques ont été développés pour détecter spécifiquement cette 

protéine, comme par exemple des techniques d'immunodiffusion radiale ou des tests 

d'hémagglutination passive ré verse. Des tests de type ELISA sandwich faisant intervenir des sérums 

polyclonaux ont été décrits (Nagahama et al., 1991). Un de ces tests permet de détecter jusqu'à 0,1 ng 

de toxine purifiée par millilitre. Des anticorps monoclonaux spécifiques, neutralisant l'effet toxique 

ou non ont été produits et pourront être utilisés dans des tests diagnostiques encore plus spécifiques 
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(Daube, 1993). Ces dernières années ont vu apparaître un test de détection basé sur l'agglutination 

sur latex (Martin et Naylor, 1994). Cette méthode facile à mettre en oeuvre permet d'obtenir une 

sensibilité et une spécificité plus faibles que par la méthode ELISA. 

3.2.1.4 Toxine t 

La toxine iota est la dernière des 4 toxines létales majeures et est produite uniquement par le 

toxinotype E (Tableau 1). Cette toxine est constituée de deux protéines distinctes qui sont immu

nologiquement et biochimiquement différentes, appelées iota-a et iota-b. Les deux composants sont 

séparables par isoélectrofocalisation et montrent des pl de 5,2 et 4,2. Les poids moléculaires sont de 

48 et 72 kDa. Un mélange des deux est nécessaire à l'activité biologique mesurée par les tests de 

létalité sur souris ou de dermonécrose chez le cobaye. La chaîne légère (iota-a) possède une activité 

enzymatique ADP-ribosylante vis-à-vis de la polyarginine (Simpson et al., 1987) et de I'actine non 

musculaire comme vis-à-vis de celle des muscles striés (Hatheway, 1990). La chaîne lourde (iota-b) 

ne semble pas avoir d'activité enzymatique, ni d'influence sur l'activité enzymatique de la chaîne 

légère mais est probablement nécessaire à la fixation de la toxine iota-a aux cellules-cibles (Simpson, 

1987; Perelle, 1993). Rien n'est actuellement connu au sujet de la génétique de la production de la 

toxine iota (Rood et Cole, 1991). 

Les deux tests classiques de séroneutralisation de la létalité et de la dermonécrose ont été 

utilisés depuis 1943 pour détecter ce facteur de virulence. Récemment, un test ELISA sandwich 

utilisant des anticorps polyclonaux a été développé et permet de détecter jusqu'à 1 ng de protéine 

purifiée par mL (Nagahama et al., 1991). 

3.2.2 Toxines létales mineures 

3.2.2.1 Toxine 8 

La toxine delta a été décrite seulement dans les toxinotypes B etC (Tableau 1). La protéine 

purifiée est une simple chaîne d'un poids moléculaire de 42 kDa, d'un pl de 9,1 et est composée de 

391 acides aminés. L'activité est inhibée par les gangliosides mais non par les autres composés 

lipidiques comme la sphingomyéline, lécithine ou cholestérol (Hatheway, 1990). Rien n'est connu 
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du rôle génétique de cette toxine. 

La seule méthode de détection utilisée met à profit le caractère hémolytique de cette toxine. 

Pour la distinguer de 1' action des toxines alpha ou thêta, celles-ci sont inhibées spécifiquement : la 

première par adjonction de citrate de sodium et la seconde de cholestérol ou par un antisérum 

anti-toxinotype A qui contient des anticorps neutralisants pour ces deux hémolysines (Alouf et 

Jolivet-Reynaud, 1981). 

3.2.2.2 Toxine 8 

La toxine thêta, aussi appelée perfringolysine 0, peut être produite par des souches appartenant 

aux cinq toxinotypes. C'est une cytolysine sensible à l'oxygène, thiol-activée, similaire mais non 

identique à des hémolysines (streptolysine 0, pneumolysine, alvéolysine, thuringiolysine, 

listériolysine 0 ... ) produites par d'autres espèces bactériennes (Streptococcus pyogenes et pneu

moniae, Clostridium tetani et novyi et des espèces des genres Bacillus et Listeria). Elle est inactivée 

de façon irréversible par le cholestérol libre et de façon réversible par 1' oxydation. Le gène de structure 

(pfoA) a récemment été cloné, séquencé et caractérisé. Une séquence ouverte de lecture a été détectée 

en amont du gène de la toxine (pfoR) et pourrait être impliquée dans le contrôle de l'expression de 

celui-ci. La séquence primaire de la toxine thêta déduite de la séquence du gène, révèle une protéine 

native de 494 acides aminés de laquelle un peptide-signal de 28 acides aminés est libéré au moment 

de la sécrétion. La protéine mature a un poids moléculaire de 51 kDa. La toxine possède une homologie 

de séquence de 65 %avec la streptolysine et de 42% avec la pneumolysine. Ces trois hémolysines 

montrent une région identique de 12 acides aminés qui inclut le seul résidu cystéine de la molécule 

et qui est identique dans la thiol-activation de celle-ci (Hatheway, 1990; Rood et Cole, 1991). La 

toxine thêta pourrait être avec la toxine alpha un des facteurs essentiels impliqué dans la gangrène 

gazeuse par son effet nécrosant (Rood et Cole, 1991). 

Les principales méthodes de détection sont basées sur le caractère hémolytique de cette protéine 

et sur la propriété de létalité (Yamakawa et al., 1977). 
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3.2.2.3 Toxine K 

La toxine kappa peut être produite par les cinq toxinotypes. C'est une collagènase qui découpe 

le muscle en cellules musculaires par hydrolyse enzymatique du collagène (Aikat et Dible, 1956). 

L'enzyme a un haut degré de spécificité; elle n'attaque que le collagène et les dérivés du collagène. 

Cette protéine est une simple chaîne de 81 kDa. Son rôle génétique n'est pas connu (Rood et Cole, 

1991). 

La digestion d'un fragment de collagène (morceau de tendon) est le test le plus spécifique pour 

détecter la présence de toxine kappa ; cependant, ce test est beaucoup moins sensible que la méthode 

à l'"azocoll" (poudre de cuir couplée avec un colorant) basée sur la mesure de la quantité de colorant 

libérée dans le milieu (Oakley et al., 1946; Oakley et Warrack, 1953) ou que la méthode mesurant 

son action sur la gélatine (Pivnick et al., 1964 ). Ces deux derniers tests demandent la neutralisation 

de l'effet de la toxine lambda, éventuellement présente, par un antisérum spécifique anti-toxine 

lambda non disponible dans le commerce (Daube, 1993). 

3.2.2.4 Toxine À 

La toxine lambda n'a pas été détectée dans les toxinotypes A etC. C'est une enzyme de type 

protéinase qui digère la gélatine, l'hémoglobine et la caséine mais pas le collagène. Elle est 

antigéniquement différente de la toxine kappa. Le poids moléculaire de la protéine mature est de 

36 kDa (Jin et al., 1996). Le gène de cette protéine est porté par un plasmide de 70 kDa dans une 

souche de type B de Cl. peifringens (Blaschek et Solberg, 1981 ). 

Cet antigène peut être détecté par deux méthodes, l'une utilisant de la poudre de cuir couplée 

à un colorant (méthode à l"'azocoll") (Oakley et al., 1946; Oakley et Warrack, 1953) et l'autre de 

la gélatine (Pivnick et al., 1964). L'action de la toxine kappa doit être neutralisée par un sérum 

préparé contre une souche ne produisant pas de toxine lambda. 

3.2.2.5 Toxine J.l 

La toxine mu est une hyaluronidase qui dégrade l'acide hyaluronique en glucosamine. Elle 

peut être produite par les cinq toxinotypes. Son poids moléculaire est de 114 kDa. Cette toxine semble 
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être organisée en 2 domaines, une extrémité N-terminal de 700 acides aminés et un segment de 300 

résidus (Canard et al., 1994). Récemment le gène nagH d'une endo-bêta-N-acétylglucosaminidase 

qui semble correspondre à la toxine mu a été cloné. Le gène est présent sur le chromosome, près de 

1' origine de réplication et en aval du gène de la toxine thêta, dans toutes les souches de Cl. peifringens 

et code pour une protéine sécrétée (peptide-signal de 30 acides aminés) de 97 kDa (Rood et Cole, 

1991). 

Cette activité "hyaluronidase" peut être mesurée en déterminant la diminution de viscosité qui 

se produit durant l'incubation de l'enzyme avec de l'acide hyaluronique (Daube, 1993). 

3.2.2.6 Toxine v 

La toxine nu est une nucléase qui pourrait correspondre à une endonucléase extracellulaire 

récemment caractérisée. Son poids moléculaire n'est pas connu. Cette molécule est très thermolabile 

et est inhibée par des ions divalents de cuivre et de zinc ainsi que le citrate de sodium et le mono

iodoacétate (Rood et Cole, 1991 ). 

Les seuls tests décrits datent de 1951 et font intervenir 1' action de la toxine sur des frottis de 

leucocytes (Warrack et al., 1951) ou de désoxyribonucléate de sodium, extraits de la rate de cheval. 

Actuellement, la disponibilité d'ADN purifié permet d'utiliserdes méthodes plus simples de diffusion 

en milieu gélosé contenant de l'ADN pour identifier cette activité (Daube, 1993). 

3.2.2.7 Sialidases 

La plupart des souches de Cl. perfringens produisent une neuraminidase ou sialidase (E.C. 

3.2.1.18) qui clive les résidus d'acide acétylneuraminique des glycoprotéines, glycolipides et 

oligosaccharides essentiellement à la surface des cellules eucaryotes supérieures où ils participent 

aux procédés de communications et d'étiquetage cellulaire. Trois formes distinctes de l'enzyme (64, 

105 et 310 kDa) ont été mises en évidence. Les deux plus grosses molécules correspondent à différents 

multimères et sont associées à des hémagglutinines (Rood et Cole, 1991). La molécule de 64 kDa 

montre un pl de 4,3. Récemment, elle a été complètement purifiée en une seule forme de 69 kDa. 

Cette toxine peut être produite par des souches des cinq toxinotypes (Hatheway, 1990). Cependant, 

des tests sensibles n'ont pu démontrer la production de cette toxine par certaines souches (Fraser, 
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1978). Le gène nanH a été cloné et le produit du gène possède une activité "neuraminidase" qui ne 

correspond pas aux formes précédemment décrites. Ce produit est une protéine cytoplasmique de 

382 acides aminés de 43 kDa dont la présence montre des homologies avec d'autres sialidases déjà 

identifiées. La présence de ce gène a été localisée sur le chromosome près du site d'intégration d'un 

bactériophage (Canard et Cole, 1989 ; Hatheway, 1990). 

La détection de 1' activité enzymatique est effectuée par la mesure spectrophotométrique de la 

quantité d'acide N-acétyl-neuraminique libérée à partir d'un substrat glycoprotéique bien défini en 

un temps donné (Fraser, 1978). 

3.2.2.8 Autres molécules 

Les toxines gamma et êta ont été définies en fonction des résultats de neutralisation obtenus 

avec des antisérums spécifiques mais des substances correspondant à ces entités n'ont pas encore 

été identifiées (McDonel, 1980). Une hémolysine appelée non a88 car elle n'est détectée qu'après 

neutralisation des trois autres a été décrite. Rien n'est connu de son rôle génétique, ni de sa nature. 

Elle est produite par certaines souches de type Cet n'est pas neutralisée par des an ti sérums contenant 

des anticorps contre les autres hémolysines. D'autres hydrolases que celles décrites ci-dessus ont 

aussi été rapportées : une ~-D-glucuronidase, des a et ~-D-galactosidases, plusieurs 

N-acétyl-~-D-glucosaminidases exocellulaires et endocellulaires et une a-L-fucosidase (Daube, 

1993). 

Ces données énoncées dans ce paragraphe nous informent que de nombreuses toxines libérées 

par les micro-organismes sont impliquées dans les intoxications alimentaires et très souvent 

responsables de diarrhées parfois associées à des dommages tissulaires. Leur structure, leurs modes 

d'action et les techniques de dosage sont très bien connus et sont hétérogènes. Cependant, les 

conditions et les cinétiques de production de ces toxines ainsi que le métabolisme carboné lors de la 

libération de ces toxines ne sont pas actuellement étudiés. 

La classification des toxines est basée sur un ensemble de caractéristiques que nous venons 

de décrire. Cependant, la liste n'est pas exhaustive. Pour être complet, nous aurions pu parler des 

entérotoxines LT ou ST produites par certaines souches d' Aeromonas, de Yersinia ou de Klebsiella, 
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bactéries responsables d'infections intestinales notamment chez le jeune enfant. Cependant, nous 

n'avons présenté que les principales toxines impliquées. Parmi les nombreuses toxines libérées, 

Cl. perfringens produit une entérotoxine, principale responsable des intoxications alimentaires qui 

est présentée dans le paragraphe suivant. 

4. PRODUCTION DE L'ENTEROTOXINE DE Clostridium perfringens 

Bien que l'entérotoxine de Cl. perfringens (CPE) n'ait été caractérisée que dans les années 

1970, elle a suscité un grand nombre de travaux scientifiques. Le fait qu'elle soit impliquée dans un 

phénomène pathologique atteignant l'homme dans le monde entier n'y est certainement pas étranger. 

4.1 ENTEROTOXINE 

4.1.1 Etudes préliminaires 

L'entérotoxine est principalement produite par les souches de Cl. perfringens de type A mais 

elle a été détectée chez les souches de type C et D et ses propriétés sont proches de celles de 

l'entérotoxine des souches de type A (Skjelkvale et Duncan, 1975 ; Uemura et Skjelkvale, 1976; 

McDonel et Demers, 1982; Stelma et al., 1985; Labbé, 1989). 

En 1973, Frieben et Duncan pensent que l' entérotoxine correspond à une tunique de la spore 

de Cl. perfringens mais il est vite démontré qu'elle est une toxine à part entière (Ryu et Labbé, 1989). 

Aussi, les résultats de Frieben et Duncan pourraient s'expliquer par la présence de petites quantités 

de CPE piégée entre le centre et les tuniques de la spore (McClane, 1992). 

4.1.2 Lien entre la production d'entérotoxine et la sporulation 

Bien qu'il ait été démontré que les cellules végétatives peuvent produire de faible quantité 

d'entérotoxine (Duncan et al., 1972b ; Niilo, 1977) et que certaines souches sporulent de façon 

satisfaisante sans production d' entérotoxine (Skjelkale et al., 1978), le lien entre la formation de 

spores et la production d' entérotoxine est cependant bien établi. La production d' entérotoxine semble 

être associée à la fréquence de la sporulation (Wrigley, 1994) : des souches avec une faible fréquence 
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N 

Tableau 10 : Principales caractéristiques de l'entérotoxine de Cl. perfringens (Rood et Cole, 
1991). 

Propriétés 

produit du gène 

entérotoxine activée 

pl 
stabilité thermique 

coefficient de Stokes 

liaison SDS 

solubilité 

groupement thiollibre 

domaine de structure 

activité biologique 

insertion 

cytotoxicité 

Caractéristiques de l'entérotoxine 

320 acides aminés ; poids moléculaire 35 391 Da 

24 à 34 acides aminés éliminés à partir du NH2 terminal par 
la trypsine (in vitro); nouveau poids moléculaire 31 472 Da 

4,3 

instable à une température supérieure à 53 oC 

2,6mm 

irrégulier ; 0,39 g/g de protéine 

faible (3,94 ± 0,22 mg/mL à pH 7,0 et 25°C) 

un 

deux domaines, N-terminal (cytotoxique) et C-terrninal 
(récepteur) 

formation de pore; perméabilité altérée, flux d'ion, inhibition 
de la synthèse de macromolécules ; désintégration du 
cytosquelette par le Ca2

+ ; lyse cellulaire 

liaison 
r--1 

COOH 

Figure 5 : Carte des régions fonctionnelles de 1' entérotoxine de Cl. perfringens (McClane, 1994) 



de sporulation in vitro tendent à produire peu d'entérotoxine. Nous pouvons alors penser que les 

souches sporulantes entérotoxine· ne sont pas associées aux gastro-entérites. Cependant, une seule 

souche sporulante considérée négative par des essais biologiques produirait environ 1 ng/mL 

d'entérotoxine détectée par réaction immunologique et enzymatique. Un ng/mL d'entérotoxine 

pourrait donc être la concentration nécessaire pour provoquer une gastro-entérite chez l'homme. 

Toutefois, la fonction de 1' entérotoxine dans la sporulation n'est pas connue (Granum et al., 1984 ). 

4.1.3 Caractéristiques biochimiques 

L'entérotoxine de Cl. perfringens (CPE) est une protéine de 320 acides aminés et d'un poids 

moléculaire de 35 kDa. Cette toxine peut être activée in vitro par la trypsine avec la libération de la 

partie teminale, un peptide de 24 à 34 acides aminés ( 4 kDa) (Granum et al., 1981 ; Salinovich et 

al., 1982 ; Rood et Cole, 1991 ). Les principales caractéristiques de 1' entérotoxine sont regroupées 

dans le Tableau 1 O. 

La protéine est principalement composée d'aspartate, de sérine, de leucine, de glutamate, 

d'isoleucine, de glycine, de thréonine et d'un résidu cystéine. Il n'existe pas d'homologie entre la 

séquence de 1' entérotoxine et les autres toxines de séquences connues (Labbé, 1989). L' entérotoxine 

semble posséder au moins 2 domaines d'activités distincts, l'un (extrémité NH2-terminale) est 

responsable de la cytotoxicité, l'autre (extrémité COOH-terminale) est responsable de la fixation à 

un récepteur (Horiguchi et al., 1987; Hanna et al., 1989; Rood et Cole, 1991; Mc Clane, 1992). 

Elle contient un groupement SH libre. La Figure 5 présente la carte des régions fonctionnelles de 

l'entérotoxine (McClane, 1994). 

L' entérotoxine est très hydrophobe et possède 43% des acides aminés hydrophobes. L'analyse 

par dichroïsme circulaire suggère que la CPE contient approximativement 80% de feuillet ~et 20 % 

d'hélice a (McClane, 1994). 

La protéine est sensible à la congélation-décongélation. La CPE stockée à 3TC pendant 7 jours 

ou à -20oC pendant 28 jours perd son activité biologique mais ne perd pas son activité sérologique. 

Cependant, il n'y a pas de perte d'activité biologique ou sérologique à4 OC pendant plusieurs semaines 

(Labbé, 1989). Des stockages à des pH extrêmes (pH< 5 ou pH > 10) et l'action des protéases 

provoquent rapidement une perte de son activité biologique. La pronase et la subtilysine inactivent 
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Figure 6 : Action de l' entérotoxine de Cl. perjringens (McClane, 1994) 



la CPE alors quel' action limitée de la trypsine ou la chymotrypsine intestinale (et les autres protéases) 

activerait 1' entérotoxine dans le côlon au cours de l'intoxication alimentaire (McClane, 1994 ). La 

lyophilisation est la meilleure forme de stockage de 1 'entérotoxine (Labbé, 1989). 

4.1.4 Activité biologique 

De multiples études tendent à expliquer son activité biologique. L'action de l'entérotoxine 

reste unique en comparaison avec les autres toxines connues des bactéries précédemment citées et 

pour plusieurs raisons : 

-la CPE n'apparaît pas affecter les quantités de AMPc présentes dans l'intestin ; 

- la CPE inhibe l'absorption intestinale de glucose ; 

- la CPE provoque des dommages du tissu intestinal apparaissant 15 à 30 min après 1' action 

de la molécule. 

La CPE agit différemment par rapport aux autres entérotoxines. En effet, soit ces dernières ne 

produisent pas de détériorations visibles des tissus (toxine cholérique), soit les endommagements 

apparaissent après une période de traitement plus ou moins longue (toxine de Shigella). L'entéro

toxine de Cl. perfringens agit rapidement: 30 min uniquement sont nécessaires pour passer de l'état 

de liaison de la CPE à la formation de cellules endommagées (McClane 1992 et 1994 ). La Figure 6 

présente le mécanisme d'action de l'entérotoxine. 

Mode d'action de l'entérotoxine 

-la liaison 

La liaison de la CPE aux cellules de la bordure en brosse est rapide, saturable, dépendante de 

la température (la fixation est plus importante à 3TC qu'à 4 °C). Elle est essentielle pour l'expression 

de la cytotoxicité de la CPE (McClane, 1992). Les récepteurs de l'entérotoxine sont de nature 

protéique et sont abondamment présents à la surface de la bordure en brosse des cellules épithéliales 

des villosités intestinales. Plus de 106 récepteurs sont estimés par cellule. Leur abondance à la surface 

de telles cellules suggère que ces récepteurs protéiques jouent un rôle dans la physiologie normale 

de la cellule. McClane, en 1994, démontre que les récepteurs à la CPE ont une taille de 50 kDa et 

70kDa. 
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-laformation d'un complexe 

La CPE fixée aux membranes des cellules de la bordure en brosse forme un grand complexe 

de 160 kDa constitué de deux molécules réceptrices, respectivement de 70 kDa et de 50 kDa (Wnek 

et McClane, 1989). La finalité précise de ce complexe n'est pas élucidée; cependant deux hypothèses 

peuvent être envisagées pour expliquer la participation de ce large complexe dans la cytotoxicité de 

la CPE. L'ensemble des deux molécules forme un "pore" dans la membrane provoquant directement 

l'altération de la membrane. Dans un cas, ce phénomène ne se produit pas spontanément. Dans un 

autre cas, ce complexe renferme quelques protéines de membrane qui modulent les flux des molécules 

à travers la membrane (McClane, 1994). 

-l'insertion membranaire de l'entérotoxine 

Les travaux réalisés jusqu'à maintenant ne permettent pas d'affirmer que l'insertion 

membranaire de la CPE a bien lieu et des études supplémentaires devraient être envisagées. En effet, 

McClane (1992) émet deux hypothèses sur l'éventualité de l'insertion de la CPE: 

-soit la CPE ne s'insère pas dans la membrane à cause du caractère hydrophile de la protéine. 

Celle-ci reste alors localisée à la surface de la membrane après liaison ; 

- soit l'insertion de la CPE requiert la participation de protéines eucaryotes qui restent à 

l'extérieur. 

Bien que le mécanisme d'insertion ne soit pas encore bien établi, la seconde hypothèse semble 

la plus probable. La CPE s'insère rapidement et spontanément dans les membranes. Dans ce cas, il 

paraît difficile de séparer l'entérotoxine de la membrane. Toutefois, l'insertion apparaît être un 

évènement essentiel dans l'expression de la cytotoxicité (McClane, 1994). 

- les effets sur la perméabilité de la membrane plasmique 

L'entérotoxine sous forme de complexe crée des petits trous dans la membrane plasmique 

altérant ainsi sa perméabilité, mais ces trous permettent un passage non sélectif des molécules 

inférieures à 200 daltons (ions et acides aminés) entre 1' intérieur et 1' extérieur de la cellule. Ces 

premiers effets modifient l'équilibre osmotique. La CPE provoque des troubles de la production 

d'énergie, de l'entrée du glucose et de la synthèse des macromolécules (Wnek et McClane, 1986 et 
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1989). Les effets de la CPE sur les membranes n'impliquent pas des messagers intermédiaires ou 

l'activation de cascades métaboliques. Cette étape est indépendante de la quantité de Ca2+ libre. Le 

Ca2+ est nécessaire à la seconde phase du phénomène de cytotoxicité qui se traduit par des dommages 

morphologiques et des altérations graves de la perméabilité résultant de la perte de solutés (molécules 

de 3 à 5 kDa) et par une rapide lyse cellulaire. Ces lésions s'accompagnent par un flux de liquide 

dans l'intestin et de la diarrhée (McClane et Wnek, 1990; Daube, 1992; McClane, 1994). 

4.1.5 Gène cpe 

Le gène de l' entérotoxine n'a pas été cloné en une seule fois mais il a pu être reconstitué grâce 

aux fragments chevauchants séquencés par différentes équipes (Hanna et al., 1989; Iwanejko et al., 

1989; van Damme-Jongsten et al., 1989). Nous ne connaissons encore rien sur le mécanisme de 

contrôle de la transcription de ce gène et sur 1 'identification du promoteur (Rood et Cole, 1991 ). 

Cependant, un aperçu épidémiologique d'un certain nombre de souches de Cl. perfringens révèle 

que le gène cpe n'est présent que dans 6% des isolats étudiés bien qu'au cours d'une étude récente 

de souches de Cl. perfringens impliquées dans les cas d'intoxications alimentaires, 60% des isolats 

aient été trouvés positifs à l'hybridation (van Damme-Jongsten et al., 1990). Plusieurs souches 

peuvent porter le gène cpe mais dans certaines souches, celui-ci peut ne pas s'exprimer. Il a été 

montré que les souches entérotoxine- peuvent devenir entérotoxine+ après traitement thermique (75·c 

pendant 20 min) et après plusieurs sporulations successives (Andersson et al., 1995). Le gène a été 

localisé sur le chromosome d'une souche de Cl. perfringens de type A ou sur un grand plasmide 

mais la présence de ce facteur dans des souches de plusieurs toxinotypes tendrait à impliquer un 

apport génétique mobile de ce gène pour ce facteur (Cornillot et al., 1995). Cependant aucune étude 

n'a pu mettre en évidence le gène de cette toxine sur aucun des plasmides extraits de nombreuses 

souches entérotoxinogènes (Skjelkavale et Duncan, 1975 ; PhilipsJones et al., 1989). Alors qu'il a 

été localisé sur le chromosome des souches induisant les intoxications alimentaires, le gène cpe a 

été trouvé sur le plasmide de souches d'origine animale. Il est montré que le gène cpe peut être perdu 

à partir du chromosome de souches initialement entérotoxine+ (Andersson et al., 1995). Les souches 

entérotoxine- peuvent aussi produire de l'entérotoxine pendant la sporulation mais en quantité 

insuffisante pour provoquer l'intoxication alimentaire (Granum, 1990). 
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De grandes quantités d'entérotoxine sont libérées dans le cytoplasme après activation du gène 

cpe par des facteurs transcriptionnels qui contrôlent les gènes de la sporulation. L'accumulation de 

l'entérotoxine peut provenir d'aggrégation, de la formation d'un corps d'inclusion et d'un blocage 

de petites quantités de protéine pendant la biogénèse de la spore (Rood et Cole, 1991 ). Très 

récemment, Shih et Labbé (1996) montrent que certaines souches de Cl. perfringens possèdent un 

facteur favorisant la sporulation. Celui-ci est produit à la fois par les souches entérotoxine+ et les 

souches entérotoxine· de Cl. perfringens de type A à E. Ce facteur a un poids moléculaire compris 

entre 1000 et 5000 Da, il est stable à la chaleur et est résistant aux acides. Par conséquent, l'envi

ronnement acide de l'intestin de l'homme stimulerait la sporulation des souches entérotoxine+ et 

entérotoxine· puis par la suite activerait la production d'entérotoxine par les souches entérotoxine+. 

Mais il s'agit là des toutes premières informations concernant le mécanisme de sporulation chez 

Cl. perfringens. 

4.1.6 Méthodes de dosage 

Des tests immunologiques, génétiques (van Damme-Jongsten et al., 1990) ou biologiques très 

nombreux ont été employés pour mettre en évidence ce facteur de virulence, soit dans les selles, soit 

dans des extraits de culture où Cl. perfringens a sporulé. 

Les tests biologiques principalement utilisés sont : la production d'érythème sur la peau de 

cobaye albinos (Hauschild, 1970; Starck et Duncan, 1971 et 1972 ; Niilo, 1975 ; Naik et Misra, 

1978), le test de létalité sur souris (après concentration) (Niilo, 1975), l'accumulation de liquide dans 

l'anse intestinale ligaturée du lapin (McDonel et Duncan, 197 5 et 1977 ; N aik et Mis ra, 1978 ; Duncan 

et al., 1968; Duncan et Strong, 1969) ou de souris (Yamamoto et al., 1979). L'entérotoxine exerce 

un effet cytotoxique sur les cellules V éro (McClane et McDonel, 1979 et 1980 ; Uemura et al., 1984 ; 

Lindsay, 1988 ; McClane, 1989 ). Cet effet est à la base des tests diagnostiques immunologiques les 

plus utilisés actuellement (Mahony et al., 1989 ; McClane, 1989). 

Des test immunologiques très nombreux ont été mis au point comme l'immuno-diffusion 

double (Niilo, 1988), l'électro-immunodiffusion (Duncan et Somers, 1972), la contre-immuno

électrophorèse (Naik et Duncan, 1977b), l'hémagglutination passive réverse (Duncan et al., 1973 ; 

Genigeorgis et al., 1973 ; Uemura et al., 1973 ; Dowell et al., 1975 ; Niilo, 1978) ou 
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l'immuno-fluorescence (Niilo, 1977). Récemment des tests d'agglutination sur latex et des tests 

ELISA se sont révélés plus faciles à mettre en oeuvre (Niilo et Cho, 1984 ; Bartholomew et al., 

1985 ; Berry et al., 1988). Des anticorps monoclonaux ont été préparés contre cette protéine et sont 

utilisés dans des tests encore plus spécifiques (Wnek et al., 1985; Horigushi et al., 1986). Des sondes 

oligonucléotidiques ont été préparées pour détecter la présence des gènes dans les souches entéro

toxinogènes (van Damme-Jongsten et al., 1989 et 1990). L'hybridation s'est révélée plus fiable que 

les tests ELISA (Olsvik et al., 1982) probablement à cause de l'irrégularité de la synthèse de ce 

facteur de virulence in vitro. Parmi tous les tests possibles, seul le test avec agglutination sur billes 

de latex est actuellement commercialisé depuis 1989 par Oxoid. 

4.2 FACTEURS AFFECTANT LA SPORULATION ET LA PRODUCTION D'ENTERO

TOXINE 

Comme nous venons de le voir dans les paragraphes précédents, Cl. peifringens libère une 

entérotoxine principale responsable des intoxications alimentaires. Cette protéine est libérée au cours 

de la sporulation de cette souche. Sa concentration est fonction d'un certain nombre de paramètres 

qui peuvent la favoriser ou au contraire l'inhiber. En connaissant davantage l'influence de ces 

paramètres sur la production d'entérotoxine, les industriels peuvent tenter de limiter les cas d'in

toxications alimentaires dues à Cl. peifringens. Au cours de ce paragraphe, vont être présentés les 

principaux facteurs pouvant affecter la sporulation et donc la production d'entérotoxine. 

4.2.1 Influence du milieu de culture 

L'abondance des articles à ce sujet montre qu'il est difficile de faire sporuler in vitro une 

souche de Cl. perfringens de façon reproductible. Obtenir un fort pourcentage de sporulation (90 %) 

est souvent empirique et cela fait appel à de nombreuses variations des milieux employés. 

Initialement, le milieu couramment utilisé pour la croissance et la production des toxines de 

Cl. peifringens était le milieu à la viande cuite (Cooked Meat Medium). Ce milieu toujours employé 

est commercialisé sous forme de granules deshydratés et est d'utilisation facile. Il peut être utilisé 

pour la sporulation mais aussi pour la préparation de stocks de souches. Celles-ci peuvent être 
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congelées, sans inconvenient, pendant plusieurs années sans perte de viabilité. Cependant, la pratique 

montre qu'un tel milieu ne peut être utilisé pour certains mutants à sporulation· pour lesquels la 

lyophilisation est la méthode la plus appropriée (Labbé, 1989). 

Parce que Cl. peifringens sporule faiblement dans un milieu de culture ordinaire, un certain 

nombre de milieux différents ont été proposés pour la sporulation de cette espèce (Ellner, 1956 ; 

Gibbs et Hirsch, 1956 ; Kim et al., 1967 ; Duncan et Strong, 1968 ; Sacks et Thompson, 1978 ; 

Tortora, 1984 ; Phillips, 1986). 

Le milieu Duncan et Strong (DS) est le plus couramment utilisé avec de légères modifications 

(Duncan et Strong, 1968) : l'addition du raffinose à la place de l'amidon et la présence de 

di/tri-méthylxanthine (caféine, thréonine, théophylline) favorisent la formation des spores et la 

production d'entérotoxine (Sacks et Thompson, 1977 et 1978 ; Labbé et Rey, 1979). Pour certaines 

souches, le taux de sporulation est influencé par la nature du substrat de croissance (Sacks et 

Thompson, 1977). Par contre, l'addition de sels biliaires fait abaisser le nombre de spores résistantes 

à la chaleur (Hickey et Johnson, 1981). 

En 1978, Sacks et Thompson élaborent un nouveau milieu : le milieu défini D dans lequel 

glucose et dextrine constituent les seules sources de carbone. Shih et Labbé en 1994 montrent que 

la présence de concentrations croissantes de glucose dans le milieu D diminue le taux de spores. 

Cependant, l'addition de petites quantités de glucose avant la phase exponentielle de croissance 

supprime la sporulation et la présence de glucose après l'initiation de la sporulation n'inhibe pas la 

formation de spores. 

4.2.2 Température 

La température de sporulation est proche de celle obtenue pour la croissance. Elle est comprise 

entre 35 et 40°C: 37-38°C sont les températures couramment utilisées (Labbé, 1989). 

4.2.3 pH 

Etant donné que le micro-organisme doit traverser l'estomac pour rejoindre l'intestin où la 

sporulation a lieu, sa capacité à former des spores peut être affectée par l'environnement acide 

(Wrigley et al., 1995). En effet, des pH bas affectent la survie des cellules et diminuent la production 
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d'entérotoxine (Wrigley, 1994). Les bactéries dans la phase stationnaire de croissance sont plus 

résistantes aux acides et peuvent donc facilement sporuler. Wrigley et al. ( 1995) montrent que 

certaines souches produiraient plus de spores et d'entérotoxine en fonction de la durée du temps de 

contact avec 1' environnement acide. Cette observation a été confirmée par Shih et Labbé en 1996. 

Les hydrates de carbones rapidement métabolisables ne sont pas utilisés dans les milieux de 

sporulation: ils répriment le processus de sporulation et sont fortement fermentés par Cl. perfringens 

en produisant ainsi de grande quantité d'acides. Une sporulation satisfaisante a lieu à un pH compris 

entre 6,0 et 8,0 mais la plupart des milieux de sporulation décrivent un pH spécifique de 7,5 voire 

plus élevé. Le pH initial du milieu DS est de 7,4 à 7,5 et diminue à 7,0 quand la sporulation a eu 

lieu. Quand le pH du milieu DS augmente, la croissance cellulaire et le nombre de spores formées 

diminuent mais le pourcentage de sporulation ne semble pas être affecté (Craven, 1990). 

4.2.4 Potentiel d'oxydo-réduction 

Aucune étude au cours de laquelle le potentiel d'oxydo-réduction varie et le taux de sporulation 

est déterminé n'a été réalisée. Cependant, Pearson et Walker en 1976 montrent qu'au cours de la 

sporulation, le potentiel d'oxydo-réduction diminue jusqu'à -450 rn V pendant la phase exponentielle 

de croissance et augmente légèrement pendant la sporulation. 

Naik et Duncan en 1977a rapportent que le nombre maximum de spores comptées dans un 

milieu contenant du boeuf cuit est obtenu après 12 h d'incubation dans des conditions anaérobies 

alors qu'il est obtenu après 24 h dans des conditions aérobies. Par conséquent, la sporulation est 

sensible aux conditions d'anaérobiose. 

4.2.5 Activité de l'eau 

La plage de valeurs de l' a.v pour lesquelles la sporulation est observée est proche de celle 

déterminée pour la croissance. Cependant, dans le milieu de Ellner (El ln er, 1956) la plus faible valeur 

de l'aw permettant la sporulation est de 0,98. Dans ces conditions, le taux de spores est faible, entre 

10° et 102/mL approximativement et il est de 104 et 106/mL avec une a.v de 0,992 (Labbé, 1989). 
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4.2.6 Autres facteurs 

Les spores de Cl. perfringens pré-traitées par du dithiothreitol (DTT) deviennent sensibles à 

la lyse par H20 2 en présence de Cu2
+. La lyse est provoquée par le radical OH formé par la décom

position catalysée du péroxyde (Ando et Tsuzuki, 1986). 

Les spores de la souche NCTC 8798 deviennent sensibles à l'inhibition par le HCl, le nitrite 

de sodium et à un mélange polymyxine/néomycine quand elles sont activées par une température de 

70 à lOOOC (Chumney et Adams, 1980). La présence d'antibiotiques tels que la nétrosine ou la 

distamycine à des concentrations respectives de 1,0 et 0,1 J..Lg/mL stimule faiblement la sporulation 

de la souche NCTC 8798 (Ryu et Labbé, 1992). Par ailleurs, la souche NCTC 8679 est capable de 

sporuler sur le milieu défini Den présence de 30 mM d'acides organiques (acétate, lactate ou butyrate) 

(Shih et Labbé, 1996). De plus, 1' addition d' entérotoxine purifiée à une concentration de 640 J..Lg/mL 

active le processus de sporulation des souches de Cl. perfringens (Dillon et Labbé, 1989). 

Les nombreuses études sur l'entérotoxine de Cl. perfringens sont essentiellement basées sur 

sa structure, son mode d'action, sur ses caractéristiques biochimiques, sur les méthodes de dosage 

et sur les facteurs affectant sa production. De plus, la production d' entérotoxine pendant la sporulation 

de la bactérie et le rôle de cette protéine dans les cas de maladies gastro-intestinales sont bien établis 

maintenant: 8 à 10 mg d'entérotoxine purifiée provoquent des intoxications alimentaires (Wrigley, 

1994 ). Cependant, les conditions de libération de l' entérotoxine sont peu connues. Par conséquent, 

il serait intéressant de les determiner dans le but d'essayer d'abaisser le taux des intoxications 

alimentaires. 

5 . CONCLUSION ET PROGRAMME DE RECHERCHE 

Parmi les principaux agents contaminants bactériens, Clostridium peifringens est responsable 

de 3 à 4 % des intoxications alimentaires totales et se situe au troisième rang des intoxications 

alimentaires en France après les infections à Salmonella et Staphylococcus aureus. Les infections à 

Cl. peifringens sont cependant rarement mortelles mais une attention particulière doit être portée 

chez les jeunes enfants et les personnes agées. La virulence de ce micro-organisme résulte de sa 

51 



capacité à libérer des toxines. Parmi les 13 types de toxines produites, une entérotoxine est libérée 

au cours de la sporulation dans l'intestin de l'homme. Elle induit des modifications morphologiques 

des cellules épithéliales et est responsable des intoxications alimentaires. Si certains aspects biolo

giques de ce micro-organisme tels que les toxines produites, la structure de 1 'entérotoxine et la 

localisation du gène de cette protéine, les intéractions de cette dernière sur les cellules épithéliales, 

l'organisation génomique de Cl. perfringens et le mécanisme de production de spores sont bien 

décrits, les études du métabolisme et les conditions de libération de l' entérotoxine par cette bactérie 

ont rarement été approfondies jusqu'à présent. C'est pourquoi, nous allons étudier d'une part, les 

conditions de sporulation et de production d'entérotoxine par des souches et d'autre part, le méta

bolisme carboné des cellules en phase végétative et au cours de la sporulation. Pour cela, nous 

utilisons 3 souches de Cl. perfringens : une souche sauvage (NCTC 8798) et 2 souches mutantes 

(8-6 et R3) issues de la souche sauvage. Nous identifierons les modifications physiologiques 

intervenant chez ces bactéries au cours de la sporulation et par conséquent au cours de la production 

d'entérotoxine. Dans un premier temps et à partir des données bibliographiques, nous allons suivre 

la croissance, la sporulation et dans certains cas, la production d' entérotoxine de ces souches sur 

différents milieux de croissance ou de sporulation. Nous avons donc fait varier un certain nombre 

de paramètres portant sur la préculture ou directement sur le milieu de culture de façon à comparer 

les capacités à sporuler entre souches et à déterminer les facteurs pouvant influencer la production 

d'entérotoxine par les souches étudiées. Ces résultats permettront de déterminer les conditions 

optimales de sporulation pour lesquelles un taux important de spores (80 à 100 %) est obtenu in vitro 

au laboratoire. Ensuite, 1' étude du métabolisme de ces bactéries sur ces différents milieux nous 

amènera à comparer leur comportement métabolique en fonction de la nature du substrat de croissance 

et de 1' état physiologique des souches. Ainsi les modifications physiologiques observées pourront 

être identifiées pendant la sporulation et donc au cours de la production d'entérotoxine par les 

différentes souches de Cl. perfringens. 
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CHAPITRE II 

MATERIELS ET METHODES 



1 . TECHNIQUES MICROBIOLOGIQUES 

1.1 SOUCHES 

Trois souches de Clostridium perfringens de type A ont été étudiées. La souche NCTC 8798 

et son mutant 8-6 à germination lysozyme dépendante ont été fournies par le Dr. G. Daube de la 

Faculté de Médecine Vétérinaire de Liège (Belgique). La souche R3, révertant de la souche 8-6, 

nous a été donnée par le Dr. M. Sébald de l'Institut Pasteur (Paris). 

1.2 METHODES DE CULTURE ANAEROBIE 

Cl. perfringens est une bactérie sensible à 1' oxygène et exige une anaérobiose stricte. Sa culture 

nécessite des conditions particulières bien adaptées : nous avons utilisé la technique d'anaérobiose 

de Hungate modifiée par Miller et Wolin en 1974. Cette méthode permet la culture de bactéries 

extrèmement sensibles à 1' oxygène, ce que nous ne pouvons pas obtenir facilement en boîte de Pétri 

ou en chambre anaérobie. Elle emploie des tubes et des flacons contenant un milieu de culture liquide 

spécifique des bactéries. Les tubes sertis sont inoculés sous une atmosphère azotée. 

1.3 MILIEUX DE CULTURE 

1.3.1 Préparation 

De façon à obtenir des milieux exempts d'oxygène, ceux-ci sont d'abord portés à ébullition 

pour éliminer l'oxygène dissous puis ils sont refroidis sous azote. Ensuite, ils sont répartis sous azote 

dans des tubes ou des flacons (10 mL à 1,2 L) préalablement gazés et sont fermés par des bouchons 

butyls imperméables aux gaz. Les flacons sont ensuite stérilisés par autoclavage 30 min à 120°C. 

Ajouts, ensemencements, prélèvements sont effectués stérilement par piqure à l'aide de seringues à 

travers le bouchon butyl. Cette technique est appliquée pour la fabrication des milieux de culture et 

les milieux spécifiques à la sporulation. 

1.3.2 Conditions de croissance 

Le premier milieu de culture utilisé est celui de Zeikus et Wolfe (1972), modifié par Samain 

et al. en 1982. Ce milieu est utilisé à la fois pour la conservation des souches et pour 1' étude de la 
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physiologie de Cl. perfringens. C'est un milieu pauvre, semi-synthétique et minéral complété par de 

1' extrait de levure et de la peptone trypsique de caséine. Il est appelé de façon courante au laboratoire 

BCYT (Basal Carbonate Y east Trypticase) (Annexe 1). Avant utilisation du milieu, deux solutions 

sont ajoutées stérilement à raison de 2 % (v/v) : une solution réductrice (cystéine-HCl-1 ,25 % -

Na2S-1 ,25 %) pour abaisser le potentiel d'oxydo-réduction et maintenir ainsi l'anaérobiose et une 

solution de glucose pour obtenir une concentration de 11 mM dans le milieu. L'ensemencement est 

réalisé à 2% (v/v) à partir d'une préculture sur le milieu BCYT +glucose (11 mM). 

Le second milieu de culture utilisé est le milieu FTG (Thioglycolate à la résazurine, Difco 

Laboratories). La composition de ce milieu prêt à l'emploi est détaillée en Annexe 2. C'est un milieu 

riche contenant 30 mM de glucose et 5 g/L d'extrait de levure. Il est ensemencé à 0,5 % à partir 

d'une préculture sur le milieu BCYT +glucose (11 mM). 

La température d'incubation est de 3TC. 

1.3.3 Conditions de sporulation 

Les précultures utilisées pour ensemencer les milieux de sporulation sont de 2 natures : le 

milieu BCYT +glucose (11 mM) et le milieu FTG. Le milieu de préculture est ensemencé respec

tivement à 2 et 0,5 %d'une culture provenant du milieu BCYT +glucose. Un traitement à la chaleur 

(75°C pendant 15 min) de la préculture effectuée sur le milieu FTG est nécessaire, en particulier 

pour les souches 8-6 et R3, pour éliminer les cellules végétatives et sélectionner les cellules résistantes 

à la chaleur qui sporuleront par la suite. Les précultures sont incubées à 3TC pendant 16 à 18 h (Ryu 

et Labbé, 1989) pour le milieu FTG et 6 à 8 h pour le milieu BCYT + glucose. Ces milieux de 

préculture serviront à ensemencer les 2 milieux de sporulation : le milieu DS (Duncan et Strong, 

1968) (Annexe 3) et le milieu défini D (Sack et Thompson, 1978) (Annexe 4). 

Le milieu DS contient du raffinose (7,93 mM) comme substrat de croissance alors que le 

milieu D contient du glucose (11 mM) et de la dextrine de maïs (3,50 g/L). L'ensemencement des 

2 milieux de sporulation est effectué avec un inoculum de 2 % à partir de l'une ou l'autre des 

précultures. L'incubation des milieux D et DS s'effectue à 3TC. 
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1.3.4 Entretien et conservation des souches 

Les souches de Cl. perfringens peuvent être conservées selon 2 méthodes : par lyophilisation 

ou par congélation. Pour la conservation par lyophilisation, un culot bactérien obtenu sur le milieu 

BCYT +glucose est repris dans 2 mL de lait écrémé (100 g/L) cystéiné (0,5 g/L). La suspension est 

répartie à raison de 200 J.!L par ampoule. Chaque ampoule est ensuite lyophilisée. 

La seconde méthode consiste à ensemencer à 2 % un tube contenant du milieu à la viande cuite 

(Cooked Meat Medium) (Annexe 5) à partir d'une préculture sur le milieu BCYT +glucose. Le tube 

est incubé 6-7 h à 3TC puis refroidi avant congélation à- 20°C. A température ambiante, les souches 

sont repiquées régulièrement toutes les semaines sur le milieu BCYT additionné de glucose (Il mM) 

à partir d'un inoculum de 2 %. 

1.3.5 Identification et vérification des souches 

Régulièrement, les souches de Cl. perfringens sont vérifiées soit par galerie d'identification 

API-RAPID-ID 32 A, soit par étalement en boîte de Petri sur gélose au sang. 

Pour la méthode par galerie API, une culture sur le milieu BCYT + glucose est centrifugée. 

Le culot est repris avec de l'eau Milli-Q stérile de façon à obtenir une valeur d'absorbance à 660 nm 

d'environ 1 ,20. Puis nous répartissons 55 J.!L de cette suspension dans chaque cupule. La galerie 

API est incubée 4 h à 3TC et nous vérifions la nature de l'espèce à l'aide du logiciel APILAB-Plus 

(Biomérieux). 

La seconde méthode consiste à déposer et étaler quelques gouttes d'une culture à la surface 

d'une gélose contenant 5 %de sang de mouton. Les boîtes de Pétri sont incubées en jarre d'anaérobiose 

pendant 24 h à 3TC. Les colonies apparaissent blanches et circulaires et une plage d'hémolyse est 

caractéristique du développement des souches de Cl. perfringens. 

1.4 OBSERVA TI ON DES CELLULES 

Les cellules végétatives, les endospores et les spores peuvent être observées au microscope 

optique, soit par coloration (Gram, violet de gentiane, vert malachite), soit à l'état frais par micro

scopie à contraste de phase. 
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1.4.1 Observation au microscope optique 

1.4.1.1 Coloration 

Les cellules végétatives, les endospores et les spores peuvent être observées au microscope 

optique (Olympus, Villeneuve d' Ascq, France) après coloration de Gram, coloration au violet de 

gentiane ou au vert malachite (Annexe 6). La coloration de Gram initialement utilisée pour 

différencier les bactéries Gram+ des bactéries Gram- ainsi que la coloration au violet de gentiane 

permettent de distinguer les cellules végétatives des endospores et des spores. Etant donné que le 

violet de gentiane ne pénètre pas dans la spore, les spores libres et les endospores apparaissent 

transparentes alors que le corps bactérien et la cellule végétative sont de couleur violette. Cependant, 

cette technique de coloration rend 1' observation des spores libres difficile au microscope. Par contre, 

la coloration au vert malachite, spécifique des spores, nous permet de distinguer les deux formes 

bactériennes par la différence de couleur : les spores apparaissent vertes et le corps bactérien et les 

endospores sont roses par la safranine. Ces techniques de coloration demandent chacune entre 5 et 

15 min de préparation. 

1.4.1.2 Microscopie à contraste de phase 

Nous pouvons aussi mettre en évidence les différents états cellulaires par observation au 

microscope optique à contrate de phase (microscope Zeiss, Jenamed 2, Bioblock, Strasbourg). Nous 

préparons un état frais en déposant 1 à 2 gouttes de culture sur une lame bien propre, nettoyée à 

l'alcool. La lamelle est ensuite fixée avec du vernis. Le comptage des cellules est effectué sur 

4 champs différents, par balayage du champ de gauche à droite. Les spores apparaissent réfringentes 

et ovales et se différencient ainsi des cellules végétatives. Cependant, l'observation des spores 

réfringentes au microscope à contraste de phase, bien que rapide, peut être gênée par la présence de 

cellules végétatives placées perpendiculairement au champ d'observation. Ceci est valable lorsque 

les spores de petites tailles apparaissent plus rondes. En effet, lorsque les spores sont grosses (comme 

celles de la souche R3), nous ne pouvons pas les confondre avec les extrémités des cellules végétatives 

réfringentes. 
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L'observation optique au microscope à contraste de phase nous permet de compter un certain 

nombre de cellules végétatives, d'endospores et de spores par champ observé. Un facteur 2 x 106 

qui tient compte du volume de la goutte de culture déposée et de 1' espace entre lame et lamelle permet 

d'obtenir un nombre de cellules par millilitre de milieu de culture. 

La cinétique de sporulation des souches sur les différents milieux demande une observation 

microscopique régulière des cellules. Par conséquent, la méthode d'observation au microscope à 

contraste de phase sera retenue pour compter les différentes cellules car cette technique est plus 

rapide à mettre en oeuvre. 

1.4.2 Observation au microscope électronique à balayage (MEB) 

Un millilitre de culture bactérienne obtenue sur le milieu est fixé dans 10 mL de glutaraldéhyde 

( 1,5 %) préparé dans du tampon cacodylate de sodium (0, 1 M). Cette suspension est filtrée sur un 

filtre Anodise 25 de marque Whatman. Le filtre comportant les bactéries est placé, pendant une nuit, 

dans un cristalisoir contenant 1 mL de tampon cacodylate et 1 mL de tétraoxyde d'osmium à 1 %. 

Les bactéries subissent alors des déshydratations successives dans de l'éthanol50, 70, 95 et 100 %. 

L'échantillon est séché à 3TC par la méthode du point critique en milieu C02 dans l'EMSCOPE 

CPD 750 avant d'être observé au microscope électronique à balayage (Jeol35CF, Rueil Malmaison, 

France) à une tension de 15 kV. 

2. TECHNIQUES ANALYTIQUES 

2.1 SPECTROPHOTOMETRIE 

Différents spectrophotomètres ont été utilisés pour suivre la croissance des souches sur les 

milieux de culture ou de sporulation et pour les dosages de glucose, de dextrine ou des protéines. 

2.1.1 Suivi de croissance 

La croissance bactérienne a été suivie à 550 nm directement dans les tubes de culture sur le 

spectrophotomètre 320 RD (Prolabo, Fontenay sous Bois, France). Pour les prélèvements en cuve, 
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GLUCOSE OXYDASE 

Glucose +H20 +02 Gluconate + H202 

PEROXYDASE 

H202 + 4 aminoantipyrine + phydroxybenzènesulfonate _ __._..._. Quinonéimine + H20 

Figure 7 : Principe de la méthode enzymatique du dosage du glucose 



nous avons utilisé le spectrophotomètre UVIKON 810 (Kontron Instruments, Montigny Le Breu

tonneux, France) pour effectuer des suivis de croissance à 660 nm. Cette longueur d'onde est choisie 

pour s'affranchir de 1' absorption due à la résazurine oxydée de couleur rose. 

2.1.2 Dosage du glucose 

La concentration en glucose est déterminée suivant la méthode Sigma Diagnostics (Saint 

Quentin Fallavier, France) dont la composition du réactif est détaillé en Annexe 7. Une gamme-étalon 

de concentrations comprises entre 0 et 30 mM de glucose est préparée. Le dosage est réalisé avec 

10 J.!L d'échantillon provenant du surnageant de culture après centrifugation (5 min à 

13000 tours/min) ou de gamme-étalon et 1 mL de réactif. Le substrat carboné présent dans 

l'échantillon est tout d'abord oxydé en gluconate et en eau oxygénée ; cette réaction est catalysée 

par une glucose oxydase en présence d'oxygène. Puis l'eau oxygénée réagit en présence de 

péroxydase avec le 4-aminoantipyrine et la p.hydroxybenzène sulfonate pour donner une 

quinonéimine (Figure 7). La température et la durée de la réaction ont une grande influence sur la 

vitesse de réaction de ce dosage, aussi le réactif doit être placé à température ambiante avant utili

sation. La quinonéimine a une absorbance maximale à 505 nm, l'intensité de la coloration est 

directement proportionnelle à la concentration de glucose. 

2.1.3 Dosage de la dextrine 

La concentration en dextrine présente dans le milieu est déterminée selon la méthode de dosage 

des sucres totaux établie par Dubois et al. en 1956. Le dosage est réalisé sur 200 J.!L de surnageant 

de culture auxquels est ajouté le même volume de phénol à 5 %dans l'eau. La dextrine, polymère 

de glucose, est ensuite hydrolysée par l'acide sulfurique pur pour libérer les molécules de glucose. 

L'absorbance du mélange ainsi formé est lue à 492 nm. La concentration en dextrine est exprimée 

en molécules de glucose à partir d'une gamme de glucose de concentrations comprises entre 0 et 

50 J.!glmL. Les résultats de ce dosage ont été comparés à ceux obtenus par la technique utilisant 

1' acide chlohydrique et une solution iodée (iode 0,2 % - iodure de potassium 2 %) (Shih et Labbé, 

1994). 
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2.1.4 Dosage des protéines 

Le dosage des protéines est effectué selon la technique de Bradford (Bradford, 1976) 

(Annexe 8) après sonication pendant 3 min d'un culot de cellules bactériennes provenant de 1 mL 

de milieu de culture. Le culot est repris pour obtenir un volume final de 1 mL. A 100 J..LL d'échantillon 

sont ajoutés 3,9 mL de tampon acéto-acétate pH=4 et 1 mL de réactif de Bradford (BIO-RAD). Le 

bleu de Coomassie brillant G-250 présent dans le réactif se fixe sur les acides aminés basiques et 

donne une coloration bleutée mesurable après 30 à 40 minutes à température ambiante. Le complexe 

protéine-colorant a un fort coefficient d'extinction permettant une grande sensibilité de mesure des 

concentrations protéiques. Le procédé de fixation du colorant est très rapide (environ 2 min) et le 

complexe protéine-colorant reste dispersé en solution pendant un temps relativement long (environ 

1 h). Ceci rend la procédure très rapide et ne nécessite pas un calendrier strict dans la manipulation. 

Le dosage est réalisé avec une gamme étalon de serum albumine bovine comprise entre 0 et 0,75 g!L. 

2.2 DOSAGES CHROMATOGRAPHIQUES 

2.2.1 Dosage des acides gras volatils et des alcools 

Les acides gras volatils et les alcools issus de la fermentation des substrats carbonés sont 

analysés par chromatographie en phase gazeuse ou par chromatographie liquide haute pression. 

2.2.1.1 Chromatographie en phase gazeuse 

L'éthanol, le propanol, l'acétate, le propionate et le butyrate sont analysés par le chromato

graphe (Shimadzu GC14, Touzard et Matignon, Courtaboeuf, France) à injection manuelle, équipé 

d'un détecteur à ionisation de flamme et d'une colonne capillaire FFAP (Quadrex). Les débits 

d'hydrogène et de l'air sont respectivement de 40 et 400 mL/min. Le gaz vecteur est l'azote (débit 

de 0,8 mL/min). La température de 1' injecteur est de 200oC et celle du détecteur de 240°C. Les acides 

gras volatils et les alcools sont dosés en une seule injection, sur un surnageant de culture après 

centrifugation (13000 tours/min pendant 5 min) et selon la méthode de l'étalon interne. Un volume 

de 50 J..LL d'échantillon est ajouté à 40 J..LL d'étalon interne (le pentanol à 22,69 mM préparé dans de 
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l'eau) et à 10 J.LL d'oxalate 0,3 M. Une solution étalon composée d'éthanol, propanol, acétate, 

propionate et butyrate de concentration respective 43,47 ; 33,33 ; 33,33 ; 27,03 et 22,73 mM (soit 

2 g/L de chaque produit) est préparée et injectée préalablement pour étalonner l'appareil. 

2.2.1.2 Chromatographie liquide haute pression (HPLC) 

Le formiate libéré par les souches sur les différents milieux est dosé sur un appareil HPLC 

(Waters, Saint Quentin en Yveline, France) équipé d'une pompe 510 et d'un injecteur automatique 

710 de même marque. Un aliquote de 50 J!L d'un surnageant de culture obtenu après centrifugation 

(13000 tours/min pendant 5 min) est injecté dans une colonne Amy lex OA 1000 de marque Ail tech. 

La température du four est de 65oC. L'éluant est l'acide sulfurique à 0,005 N avec un débit de 

0,8 mL/min. La détection s'effectue à 210 nm. La solution étalon est du formiate à 43,48 mM soit 

2 g!L. La concentration en formiate est déterminée en mM. 

2.2.2 Dosage du raffinose 

La concentration du raffinose est déterminée par HPLC (Waters, Saint Quentin en Yveline, 

France) équipé d'un réfractomètre de marque Knauer. Après centrifugation, 600 J.LL de surnageant 

du milieu de sporulation DS sont mélangés à 600 J.LL d'eau Milli-Q. Un volume de 1 mL de ce 

mélange est appliqué à une colonne échangeuse d'ions de marque Macherey Nagel (Chromobond 

SB 500 mg) préalablement rincée et activée par du méthanol et de l'eau. L'élution est réalisée sous 

vide (1 mL/min) à l'aide d'un mélange acétonitrile/eau (70/30) jusqu'à assèchement du gel. Les 

sucres se retrouvent dans le volume mort. Cette solution est lyophilisée pour concentrer les sucres 

présents. L'éluat lyophilisé est repris dans 500 J.LL d'eau puis centrifugé pendant 5 min pour éliminer 

les protéines. Une fraction aliquote de 20 J.LL est injectée sur une seconde colonne d'un appareil 

HPLC de marque Waters: ils' agit d'une colonne Nucléosil (NH2 5J!m 4x250 mm) (Macherey Nagel). 

La concentration en raffinose est déterminée en mM (Calull et al., 1992). 
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2.2.3 Dosage des gaz 

2.2.3.1 co2 dissous 

L'analyse du COz issu de la fermentation et dissous dans le milieu de culture est effectuée sur 

un analyseur de carbone (OIC 700). Cet appareil est équipé d'un détecteur infrarouge. Un volume 

de 50 IlL du milieu de culture prélevés directement dans le flacon de culture à travers le bouchon 

butyl sont injectés dans l'appareil. Le COz présent est dégagé sous l'effet de la température (60.C) 

puis est véhiculé par l'azote (type U) (débit de 80 mL/min) dans le réacteur. Le COz est alors fixé 

sur un tamis moléculaire de marque OIC. Le débit du gaz vecteur, l'azote, est de 375 mL/min. La 

présence de COz se traduit par un pic après détection par infrarouge. Après intégration des pics, la 

concentration en COz est exprimée en ppm puis convertie en molarité de gaz dans les études du 

métabolisme. 

2.2.3.2 Hydrogène et C02 gazeux 

L'hydrogène et le C02 gazeux libérés au cours de la fermentation sont analysés par chroma

tographie en phase gazeuse. Le chromatographe IGC 11 (Intersmat, Courtry, France) à injection 

manuelle est équipé d'un catharomètre et d'une colonne Porapak S. Le gaz vecteur, l'azote, a un 

débit de 17-18 mL/min. L'appareil est étalonné après 2 injections avec soit 100% de COz, soit 100 % 

d'hydrogène. L'hydrogène et le COz gazeux sont dosés en une seule injection après prélèvement de 

0,5 mL de gaz à travers le bouchon butyl à l'aide d'une seringue étanche aux gaz. Les résultats sont 

exprimés en pourcentage de COz ou d'Hz libérés après calcul par l'intégrateur puis convertie en 

molarité de gaz dans les études du métabolisme. 

2.3 DOSAGE IMMUNOLOGIQUE DE L'ENTEROTOXINE 

L'entérotoxine produite au cours de la sporulation par les souches est dosée par le kit de 

détection PET -RPLA commercialisé par Oxoid. Le dosage est basé sur 1' agglutination passive ré verse 

de la protéine sur des particules de latex. En effet, des particules de latex de polystyrène sont 

sensibilisées par un antisérum purifié, prélevé sur des lapins immunisés avec l'entérotoxine de 

Cl. peifringens purifiée. Ces particules de latex sensibilisées agglutineront en présence d'entéro-
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toxine de Cl. pe1ji'ingens. Le test est réalisé en plaques de micro-titration en V. Des dilutions du 

surnageant de culture obtenu après centrifugation ( 13000 tours/min pendant 5 min) sont réalisées 

dans deux rangées de puits; 25 )lL de suspension de latex sont ajoutés à chaque puits et Je contenu 

est mélangé. Mais une dilution préalable du surnageant de culture au 1/10 ou l/20 est souhaitable 

avant de doser l'entérotoxine sur la plaque. Si l'entérotoxine est présente, il en résulte une 

agglutination qui forme un trouble diffus au fond elu puits (Photo 2). Si l'entérotoxine est absente 

ou présente à un taux plus bas que la limite de détection , aucun trouble diffus ne sera observé, mais 

seulement un bouton. La sensibilité elu test est approximativement de 2 ng/mL. La lecture des puits 

est réalisée 24 h après la réaction. 

1 

î 

Photo 2 : Degré d'agglutination de l'entérotoxine de Cl. perfi'ingens après dosage par le kit 

Oxoid 
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CHAPITRE III 

TRAVAUX PERSONNELS 



1 ETUDE DE NOUVEAUX FACTEURS PERMETTANT 

UNE MEILLEURE REPRODUCTIBILITE IN VITRO DE LA CROISSANCE 

ET DE LA SPORULA TON CHEZ Clostridium perfringens 

Dans le chapitre I, nous avons vu qu'il est relativement difficile de faire sporuler les souches 

de Clostridium perfringens in vitro : c'est pourquoi, il existe un certain nombre de milieux de 

sporulation déjà bien décrits dans la bibliographie. En effet, la grande variété des souches de cette 

espèce ne sporule pas toutes sur un même milieu; c'est pourquoi les milieux spécifiques proposés 

de sporulation doivent être bien adaptés aux quelques souches testées. Par conséquent, avant d'étudier 

le métabolisme de ces souches en phase végétative et au cours de la formation des spores, il est 

nécessaire de faire sporuler les souches in vitro de façon reproductible. Nous avons donc étudié à la 

fois la croissance et la sporulation sur différents milieux plus ou moins spécifiques et déterminé le 

taux maximum d'entérotoxine synthétisée. Pour les 3 milieux de sporulation choisis, nous avons 

cherché à optimiser la formation des spores en modifiant les conditions de sporulation. Le travail 

porte principalement sur les conditions de culture réalisées lors de la préculture et dans le milieu de 

sporulation lui-même. Le premier milieu de sporulation utilisé est un milieu-type de la sporulation, 

le milieu DS. Bien que de nombreux essais aient déjà été réalisés sur ce milieu et montrent une 

sporulation tout à fait satisfaisante pour plusieurs souches déjà testées, nous souhaitons savoir 

comment les bactéries choisies pour cette étude sporulent sur ce milieu. Puis nous avons étudié la 

croissance et la sporulation des souches sur un milieu de culture spécifique des bactéries anaérobies 

strictes, le milieu BCYT + glucose. Ce milieu relativement pauvre présentait toutes les conditions 

idéales de sporulation. Pour atteindre un pourcentage de sporulation plus élevé par rapport à celui 

obtenu sur les milieux précédemment décrits, nous avons étudié l'influence d'autres facteurs 

influençant la sporulation sur le milieu défini D. Mais tout d'abord, nous allons suivre la croissance 

des souches sur le milieu de préculture, le milieu FTGutilisé pour ensemencer le milieu de sporulation 

lui-même. Les conditions de croissance et de sporulation ont été testées sur trois souches de 

Cl. perfringens, la souche sauvage NCTC 8798 et les souches mutantes 8-6 et R3. 
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Figure 8 : Croissance des souches NCTC 8798, 8-6 et R3 sur le milieu FTG et effet de la 
température sur la croissance de la souche R3. •: NCTC 8798; •: 8-6; .A. : R3; to: R3 traité 
à la chaleur. 

Tableau 11 : Croissance des souches NCTC 8798, 8-6 et R3 sur le milieu FTG ayant été 
préalablement chauffé (75oC pendant 15 min) ou non avant incubation 

Souches Traitement Densité optique Phase de Temps de 
(75°C 15 min) maximale latence (h) génération (h) 

NCTC 8798 1,73 1,59 0,73 

8-6 1,80 3,50 0,86 

R3 + 1,63 7 1,07 

1,72 3,50 0,79 

Les chiffres représentent les valeurs moyennes de deux expériences. 



croissance des souches sur le milieu FTG. 

La croissance des souches NCTC 8798, 8-6 et R3 a été suivie après un choc thermique dans 

10 mL de milieu FTG réparti dans des tubes. Chaque tube a été inoculé avec 0,5 % d'une culture sur 

BCYT +glucose (11 mM) datant de la veille puis il a été incubé à 75°C pendant 15 min avant d'être 

refroidi et placé à l'étuve. 

La souche NCTC 8798 supporte des traitements à 90°C pendant 1 h après 2 à 3 repiquages 

successifs sur le milieu BCYT + glucose. Pour les repiquages qui suivent, nous observons la 

disparition de la possibilité de résister à un tel traitement thermique. Pour la souche R3, les 

3 paramètres de croissance sont affectés de façon plus ou moins importante par le traitement à la 

chaleur (Figure 8 et Tableau 11): celle-ci diminue légèrement (6 %) la valeur de l'densité optique 

maximale et ralentit le temps de génération de 25 %. Par contre, la phase de latence augmente de 

100%. Par ailleurs, à partir de 15 h d'incubation, la densité optique maximale diminue plus rapidement 

par rapport à la cinétique de la souche R3 non traitée. La croissance de la souche 8-6 sur un tube 

traité à la chaleur a permis de montrer, comme pour la souche R3, que cette bactérie se développe 

avec une production importante de biomasse sur le milieu FTG après traitement à la chaleur. 

Par conséquent, ce traitement n'affecte que la phase de latence et gêne très peu la densité 

optique maximale et le temps de génération pour la souche R3. L'inoculum utilisé pour les souches 

8-6 et R3 possède des cellules végétatives résistantes à la chaleur alors que ce n'est pas le cas pour 

la souche sauvage. Les cellules résistantes peuvent se développer sans difficulté dans le milieu FTG 

et produire une biomasse aussi importante qu'en absence de traitement thermique. 

1.2 CROISSANCE ET SPORULA TI ON SUR UN MILIEU TYPE DE SPORULATION : LE 

MILIEUDS 

Le milieu DS (Duncan-Strong) fréquemment utilisé pour 1 'étude de la sporulation des souches 

NCTC 8798, 8-6 et R3 représente le milieu-type de sporulation utilisé ici. La composition de ce 

milieu est optimisée dans la littérature. Par conséquent, le travail sur les paramètres physiologiques 

pourrait augmenter la sporulation. L'effet de ces paramètres sur la cinétique de croissance et de 
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Tableau 12 : Effet de la nature de la préculture sur les paramètres de cinétique de croissance 
des souches 8-6 et R3 sur le milieu DS 

Pré culture Souches Densité optique Phase de Temps de 
maximale latence (h) génération (h) 

BCYT+ 8-6 1,52 1 1,71 

glucose R3 1,40 < 1 1,37 

FTG 8-6 1,41 < 1 1,48 

R3 1,39 < 1 1,60 

Les chiffres représentent les valeurs moyennes de deux expériences. 



sporulation des souches sur ce milieu va être présenté. Ces facteurs portent sur les conditions de 

préculture. Nous obtiendrons ainsi la croissance et la sporulation de ces 3 souches sur le milieu DS 

dans les conditions optimales de sporulation. 

1.2.1 Action sur la préculture 

La nature de la préculture utilisée et la présence ou non de lysozyme dans le milieu de préculture 

constituent les 2 éléments qui peuvent influencer la croissance et la sporulation des souches sur le 

milieu DS. Seules les souches 8-6 et R3 présentent des résultats concluants. 

1.2.1.1 Nature 

La croissance et la sporulation des souches 8-6 et R3 sur le milieu DS ont été suivies à partir 

de précultures de natures différentes. La préculture a été réalisée soit sur le milieu BCYT + glucose 

(11 mM) incubé 24 h, soit sur le milieuFTG activé àlachaleur(75°Cpendant 15 min) avant incubation 

16 à 18 h à 3TC. La préculture sur le milieu FTG correspond aux conditions standards de culture 

décrites dans la bibliographie avant d'ensemencer le milieu DS. Un inoculum de 2 %de chaque 

pré culture a été utilisé pour inoculer 10 mL de milieu de sporulation. 

L'utilisation de l'une ou de l'autre préculture ne modifie pas la phase de latence des souches 

ni la valeur de la densité optique maximale de la souche R3 (Tableau 12). Seulement la préculture 

réalisée sur le milieu BCYT +glucose permet une augmentation (7%) de la densité optique maximale 

de la souche 8-6. Le temps de génération est le paramètre le plus influencé par la nature de la 

préculture : avec une préculture sur BCYT + glucose, il est plus élevé de 13 % pour la souche 8-6 

alors qu'il est moins important de 13 %pour la souche R3. Cependant, quelle que soit la nature de 

la préculture, aucune spore n'a pu être observée dans ces conditions sur ce milieu pour chacune des 

souches. Par conséquent, il est difficile de conclure d'un éventuel effet de la nature du milieu de 

préculture sur la sporulation des souches sur le milieu DS. 
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Figure 9 : Effet du lysozyme (250000 UIJL) ajouté à la préculture FTG (après traitement 
thermique) sur la croissance des souches 8-6 et R3 sur le milieu DS. Souche R3 : D : avec 
lysozyme ; • : sans lysozyme ; Souche 8-6 : 0 : avec lysozyme ; • : sans lysozyme. 

Tableau 13 : Effet du lysozyme (250000 UIJL) ajouté à la préculture FTG (après traitement 
thermique) sur les paramètres de cinétique de croissance des souches 8-6 et R3 sur le milieu DS 

Souches Lysozyme Densité optique Phase de Temps de 
maximale latence (h) génération (h) 

8-6 1,63 <1 1,23 

+ 1,52 <1 1,19 

R3 1,44 5 1,39 

+ 1,42 < 1 1,70 

Les chiffres représentent les valeurs moyennes de deux expériences. 



1.2.1.2 Présence ou absence de lysozyme 

Alors que l'addition de lysozyme est favorable à la germination des spores, nous cherchons à 

savoir si cette protéine influence la sporulation des souches sur le milieu DS. 

L'effet de la présence ou de l'absence du lysozyme sur la croissance des souches 8-6 et R3 a 

été étudié sur 10 mL de milieu DS : le lysozyme (Sigma) administré à la concentration finale de 

250000 UIIL est ajouté par filtration Millex dans la préculture FTG après ensemencement (0,5 % 

d'une culture préparée sur le milieu BCYT +glucose) et traitement à la chaleur de celle-ci (75oC 

pendant 15 min). La préculture est incubée 16 à 18 havant inoculation à 2 %des tubes de milieu DS. 

Les souches 8-6 et R3 se comportent de façon semblable en absence ou en présence de lysozyme 

dans la préculture FTG (Figure 9). En effet, les cinétiques de croissance de la souche 8-6 sont 

similaires, la densité optique maximale est atteinte entre 6 et 7 h d'incubation et se maintient à sa 

valeur maximale au-delà de 24 h d'incubation. Cependant, la présence de lysozyme fait diminuer de 

7% la densité optique maximale obtenue pour cette souche (Tableau 13). Les courbes de croissance 

de la souche R3 sont de forme semblable mais décalées dans le temps. En effet, la présence de 

lysozyme diminue la durée de la phase de latence mais ralentit la vitesse de croissance de cette souche 

avec un temps de génération qui augmente de 18 % en présence de lysozyme. Contrairement à la 

souche 8-6, la densité optique maximale obtenue avec la souche R3 chute très rapidement après avoir 

atteint sa valeur maximale: en absence ou en présence de lysozyme, elle diminue de 75% pendant 

les 15 h suivantes. 

L'addition de lysozyme agit différemment sur la valeur maximale de la densité optique pour 

les 2 souches et le temps de génération de la souche R3. En effet, le lysozyme augmente de 3,5 % 

la production de biomasse pour la souche R3 et ralentit sa croissance alors que la présence de lysozyme 

n'affecte pas la phase de latence pour la souche 8-6 mais limite sa croissance de 7 %. Aucune spore 

n'a pu être détectée sur ce milieu en absence ou en présence de cette protéine ; par conséquent, 1' effet 

du lysozyme sur la sporulation des souches sur le milieu DS n'a pu être testé. 
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Figure 10 : Croissance des souches NCTC 8798, 8-6 et R3 sur le milieu DS sans traitement 
thermique de la préculture. 0 : Souche NCTC 8798 ; D : Souche 8-6 ; 6. : Souche R3. La 
sporulation est indétectable dans ces conditions sur ce milieu. 

Tableau 14 : Paramètres de cinétique de croissance des souches de Cl. peifringens 
dans le milieu DS 

Souche 

NCTC 8798 

8-6 

R3 

Densité optique 
maximale 

1,47 

1,41 

1,39 

Phase de latence Temps de génération 
(h) (h) 

< 1 1,69 

< 1 1,48 

< 1 1,60 

Les chiffres représentent les valeurs moyennes de deux expériences. 



1.2.2 Croissance, sporulation et production d'entérotoxine 

La croissance et la sporulation des 3 souches de Cl. perfringens ont été étudiées en tube, sur 

10 mL de milieu DS contenant 7,93 mM de raffinose. Les précultures ont été réalisées sur le milieu 

FTG sans traitement à la chaleur. L'inoculum utilisé est de 2 %. Les tubes ensemencés sont ensuite 

placés à l'étuve à 3TC. 

La croissance des souches sur le milieu DS est présentée sur la Figure 10. Les 3 souches se 

comportent de la même façon sur ce milieu et se chevauchent pendant la phase de latence et la phase 

exponentielle. La croissance commence très rapidement avec une phase de latence inférieure à 1 h 

pour chaque souche (Tableau 14). Les valeurs de la densité optique maximale sont très proches et 

sont atteintes vers 10-12 h d'incubation. Quelles que soient les souches, la densité optique maximale 

diminue ensuite rapidement de 60% et reste constante à partir de 50 h d'incubation. Cependant, la 

durée de la phase stationnaire est variable selon les bactéries : elle est de 4 h pour les souches NCTC 

8798 et 8-6 et elle est inexistante pour la souche R3. La croissance de la souche 8-6 est plus rapide 

que les 2 autres souches et la souche R3 possède la croissance la plus lente. 

Ces résultats permettent également de constater que la température appliquée au milieu de 

préculture FTG baisse la valeur de la densité optique maximale de 0,2 unité d'densité optique pour 

la souche 8-6 alors qu'aucune diminution n'est observée pour la souche R3. Par contre, ce traitement 

thermique ralentit la vitesse de croissance de la souche R3 mais ne modifie pas le temps de génération 

de la souche 8-6. De plus, pour chaque souche, la densité optique maximale est atteinte après le 

même temps d'incubation, que la préculture soit thermiquement traitée ou non. En outre, lorsque la 

préculture a été traitée à la chaleur, la densité optique de la souche 8-6 reste constante après 24 h 

d'incubation alors qu'elle diminue régulièrement pour les 3 souches. Par ailleurs, la croissance de 

la souche 8-6 commence très rapidement après traitement thermique de la préculture. Ce 

comportement peut être dû à un meilleur état physiologique des cellules. 

Aucune spore n'a pu être observée sur le milieu DS, que ce soit par observation au microscope 

à contraste de phase ou après coloration. Des traces d'entérotoxine (2 à 32 ng/mL) ont toutefois été 

détectées sur ce milieu ; par conséquent, la très importante quantité de cellules végétatives semble 

avoir masqué la présence des spores isolées lors de 1' observation au microscope à contraste de phase 

et n'a pas permis la numération des spores existantes sur le milieu DS. Nous reviendrons plus 
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longuement dans la suite du travail sur la relation liant les comptages de spores et la quantité 

d'entérotoxine libérée dans le milieu. Nous pouvons toutefois déjà annoncer que les traces 

d'entérotoxine dosées dans ces conditions expérimentales correspondent vraisemblablement à des 

comptages de 1' ordre de 102 spores/mL de milieu de culture. 

Cependant, des études préliminaires ont montré que la souche NCTC 8798 sporule à 51 % sur 

le milieu DS et un taux de sporulation de 3 % est obtenu pour la souche 8-6 (Labbé, 1981). Par 

ailleurs, la souche R3 sporule fortement sur le milieu DS (Sacks et Thomas, 1979). Par conséquent, 

les conditions de sporulation utilisées ici ne semblent pas idéales pour obtenir des spores in vitro sur 

ce milieu. La sporulation peut être affectée par un certain nombre de paramètres, notamment la 

composition en source de carbone. Le milieu DS, initialement décrit avec de l'amidon (Duncan et 

Strong, 1968) contient du raffinose à la suite des modifications apportées par Labbé et Rey en 1979. 

Nous avons suivi ces conditions d'étude mais nous n'observons aucune sporulation. Par conséquent, 

il semble manquer des informations techniques pour faire sporuler les souches NCTC 8798, 8-6 et 

R3 sur le milieu DS. Cette expérience réalisée à plusieurs fois à partir de souches décongelées ou 

fournies à plusieurs reprises par l'Institut Pasteur n'a pas permis de mettre en évidence des spores 

sur le milieu DS. La variabilité des lots de produits chimiques entrant dans la composition des milieux 

de sporulation pouvant très fortement influencer les conditions de production de spores sur ces 

milieux (Sébald, communication personnelle), nous nous sommes intéressés, dans la suite des 

travaux, à l'étude de l'influence d'autres facteurs sur 2 milieux permettant d'obtenir des conditions 

raisonnables de sporulation au laboratoire. 

1.3 CROISSANCE ET SPORULATION SUR UN MILIEU CARACTERISTIQUE DES 

BACTERIES ANAEROBIES STRICTES : LE MILIEU BCYT 

Le milieu BCYT est un milieu de culture utilisé couramment au laboratoire pour la croissance 

des bactéries anaérobies. C'est un milieu relativement pauvre contenant des minéraux, des vitamines 

auquel 11 mM de glucose sont ajoutés comme source de carbone. De par sa composition, il dispose 

des conditions idéales pour obtenir des spores. Nous avons donc cherché à connaître le comportement 

physiologique des 3 souches et leur capacité à sporuler sur ce milieu. Nous avons modifié la nature 

ou la concentration de facteurs de composition du milieu pouvant influencer la croissance et donc 
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Tableau 15 : Effet de la nature du milieu de préculture sur la croissance de la souche 
R3 réalisée sur le milieu BCYT +glucose (11 mM) 

Milieu de 
préculture 

FTG 

BCYT + glucose 

Densité optique 
maximale 

0,91 

0,75 

Phase de 
latence (h) 

1 

3 

Temps de 
génération (h) 

0,95 

0,81 

Les chiffres représentent les valeurs moyennes de deux expériences. 



lever la sporulation. En parallèle, nous avons poursuivi les études précédentes sur d'autres facteurs 

pouvant aider la sporulation de ces souches sur ce milieu. Ces paramètres portent sur la préculture 

et le milieu de culture. 

1.3.1 Action sur la préculture 

Comme dans l'étude sur le milieu DS, les actions effectuées sur la préculture concernent la 

nature de celle-ci et la présence ou non de lysozyme pouvant favoriser ou au contraire inhiber la 

sporulation des souches. Nous y avons ajouté le volume de l'inoculum utilisé. 

1.3.1.1 Nature 

La croissance de la souche R3 a été suivie sur le milieu BCYT + glucose (11 mM) réparti en 

tubes. Le milieu de préculture est de 2 natures: le milieu BCYT +glucose (11 mM) ou le milieu FTG. 

Chaque tube a été ensemencé à 2% à partir de l'une ou l'autre préculture. La préculture FTG n'a 

pas été traitée à la chaleur (75°C pendant 15 min). L'incubation a lieu à 3TC pendant 24 h. 

Lorsque le milieu de préculture utilisé est le milieu FTG, la densité optique maximale de la 

souche R3 augmente de 20 % par rapport à la valeur de la densité optique maximale obtenue sur le 

milieu BCYT +glucose (Tableau 15). Il en est de même pour le temps de génération. Par contre, la 

phase de latence est trois fois plus longue lorsque le milieu BCYT +glucose est employé. Or, nous 

avons vu précédemment que le milieu FTG, milieu riche contenant 30 mM de glucose et 5 g/L 

d'extrait de levure permet une production importante de biomasse. Nous pouvons donc supposer 

que l'inoculum issu de ce milieu contient une concentration importante de cellules végétatives, ce 

qui permet une croissance plus rapide et peut-être également une production de biomasse supérieure 

à celle obtenue si l'inoculum avait été prélevé du milieu BCYT +glucose. 

1.3.1.2 Volume de l'inoculum 

L'effet du volume de l'inoculum a été étudié à partir d'une préculture réalisée sur le milieu 

BCYT +glucose (11 mM). Des quantités d'inoculum de 2 et 4 % sont utilisées pour ensemencer 

destubes contenant 10 mL de milieu BCYT +glucose (11 mM). L'incubation à 3TC s'effectue 

70 



Q) 
::J 0,6 60 ~ 0"" 

'li c 
0 0 

~ 
·~ 

ïii 2 
c 0 

o. 
Q) 0,4 40 Cil 
0 

Temps (h) 

Figure 11 : Effet du volume de 1' inoculum sur la croissance et la sporulation de la souche R3 
réalisées sur le milieu BCYT + glucose (11 mM). Inoculum de 4 % : 0 : absorbance ; 
• : sporulation ; Inoculum de 2 % : ~:::, : absorbance ; Â : sporulation. 

Tableau 16: Effet du volume de l'inoculum sur la cinétique de sporulation effectuée sur milieu 
BCYT + glucose (11 mM) 

Souche Volume de Densité optique Phase de Temps de 
l'inoculum (%) maximale latence (h) génération (h) 

NCTC 8798 4 0,82 0,75 1,00 

2 0,81 ND 1,83 

8-6 4 0,83 10,73 0,75 

2 0,80 10,73 0,75 

R3 4 0,85 10,48 4,10 

2 0,89 10,73 3,03 

ND : non déterminé 



pendant 50 h. 

La densité optique maximale et la phase de latence ne sont pas significativement modifiées 

par un inoculum d'un volume double (Figure 11 et Tableau 16). Cependant, le temps de génération 

semble le plus sensible à la variation du volume de l'inoculum. La vitesse de croissance de la souche 

NCTC 8798 diminue de 83 % avec un inoculum de 2 % alors que ce phénomène est inversé chez la 

souche R3: l'inoculum de 4% fait augmenter le temps de génération de 35 %. Par contre, la variation 

de la taille de 1' inoculum ne modifie pas la valeur du temps de génération pour la souche 8-6. 

Des spores ont pu être observées sur le milieu BCYT +glucose pour la souche R3. Le pour

centage de sporulation est déterminé pour chaque souche en divisant le nombre total de spores libres 

et d' endospores comptées par le nombre total de cellules (spores, endospores et cellules végétatives). 

Bien que le taux maximum de sporulation soit identique, il est atteint quelques heures plus tard avec 

un inoculum de 4 % (Figure 11). En effet, la souche R3 atteint environ 90% de spores après 42 et 

48 h d'incubation avec respectivement 2 et 4% d'inoculum. Par contre, au cours de cette expérience, 

aucune sporulation n'a pu être observée pour les souches NCTC 8798 et 8-6. 

La croissance et la sporulation des 3 souches ont été suivies à plusieurs reprises sur le milieu 

BCYT +glucose ensemencé à 2 %. Des spores ont pu être observées dans certains cas mais elles 

sont difficiles à voir au microscope à contraste de phase pour les souches NCTC 8798 et 8-6. Des 

taux variables de sporulation ont été obtenus pour la souche R3. En général, ils sont plus faibles que 

ceux obtenus précédemment ce qui explique la faible quantité d' entérotoxine produite par les souches. 

Par ailleurs, une croissance de ces souches sur le milieu BCYT + glucose a pu être observée après 

avoir traité 1 'inoculum à la chaleur (75oC pendant 15 min). Par conséquent, le milieu BCYT +glucose 

permet à la fois, la croissance des 3 souches de Cl. perfringens et leur sporulation avec des taux 

variables. 

Il apparaît qu'un inoculum de taille double ne modifie pas significativement la production de 

biomasse des souches NCTC 8798, 8-6 et R3 et le taux maximum de sporulation de la souche R3. 

Par contre, l'utilisation d'un inoculum plus important semble ralentir la cinétique de croissance et 

la cinétique de sporulation de la souche R3. Un inoculum de 2% semble être une taille raisonnable 

pour ensemencer un milieu de culture ou de sporulation : il ne modifie pas considérablement la 
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Tableau 17 : Effet du lysozyme (250000 UI!L) dans le milieu de préculture 
FTG (après traitement thermique) sur la croissance de la souche R3 sur le 
milieu BCYT + glucose (11 mM) 

Lysozyme Densité optique Phase de Temps de 
maximale latence (h) génération (h) 

+ 0,98 a 1 1,05 [0,08] 

0,92 [0,01] < 1 0,80 [0,01] 

Les chiffres représentent les valeurs moyennes de trois expériences. Les 
valeurs entre crochets correspondent à l'écart-type. 
a écart-type inférieur à 0,01 



composition du milieu en apportant des sucres, des acides gras volatils, des alcools ou de 1' oxygène 

présents dans l'inoculum. Par conséquent, la variation de volume du milieu de culture obtenue après 

addition de l'inoculum est négligeable. 

1.3.1.3 Présence ou absence de lysozyme 

L'effet du lysozyme présent dans la préculture FTG a été étudié sur la croissance et la 

sporulation de la souche R3 présentant les meilleurs résultats de sporulation. Le milieu de préculture 

FTG ensemencé à 0,5 % à partir d'un milieu BCYT +glucose (11 mM) est traité à la chaleur (75oC 

pendant 15 min) avant d'ajouter à l'aide d'un filtre Millex, le lysozyme (Sigma) à une concentration 

finale de 250000 UIIL. Les tubes contenant 10 mL de milieu BCYT + glucose sont ensemencés à 

2 % à partir de la préculture. 

La présence de lysozyme dans la préculture augmente légèrement la densité optique maximale 

et la phase de latence ainsi que le temps de génération (Tableau 17). En effet, ce dernier est abaissé 

de 24 % en absence de lysozyme ; ceci montre que la croissance de la souche R3 est plus rapide en 

présence de lysozyme dans la préculture. Cependant, aucune spore n'a pu être observée dans ces 

conditions. 

1.3.2 Action sur le milieu de culture 

Le but de cette étude est d'apprécier si certains constituants du milieu assurant la stabilité de 

ses caractéristiques physiologiques peuvent augmenter la production de biomasse sur le milieu BCYT 

+glucose et donc empêcher toute sporulation. Pour cela, nous avons fait varier 2 éléments du milieu, 

la nature du tampon et la concentration en extrait de levure, et nous avons suivi la croissance des 

souches. 

1.3.2.1 Nature du tampon 

La croissance des souches NCTC 8798, 8-6 et R3 a été suivie en tube rempli de 10 mL de 

milieu BCYT préparé initialement sans glucose mais contenant soit du tampon HEPES, soit du 

tampon PIPES, soit du tampon MES à une concentration de 50 mM chacun. Le glucose a été ajouté 
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Figure 12 : Effet de la nature des tampons sur la croissance des souches NCTC 8798, 8-6 et R3 
surlemilieuBCYT+ glucose(30mM) ;A: SoucheNCTC 8798 ;B: Souche8-6; C: Souche R3. 
Â : Tampon HEPES ; • : Tampon MES ; e : Tampon PIPES. 



Tableau 18 : Effet du tampon sur la croissance des souches NCTC 8798, 8-6 et R3 sur le milieu 
BCYT + glucose (30 mM) et valeur du pH final 

Tampon Souche Densité optique Phase de Temps de pH final 
maximale latence (h) génération (h) 

HEP ES NCTC 8798 0,86 [0,04] < 1 0,72 [0,11] 6,00 

8-6 0,87 [0,03] < 1 0,74 [0,03] 5,96 

R3 1,02 [0,11] < 1 1,32 [0,11] 5,61 [0,23] 

MES NCTC 8798 0,77 [0,01] < 1 0,91 [0,03] 5,58 

8-6 0,90 [0,02] < 1 0,75 [0,05] 5,54 

R3 0,81 a < 1 0,86 [0,03] 5,54 

PIPES NCTC 8798 0,50 [0,02] < 1 0,87 [0,18] 6,54 [0,05] 

Les chiffres représentent les valeurs moyennes de trois expériences. Les valeurs entre crochets 
correspondent à l'écart-type. 
a écart-type inférieur à 0,01 

Tableau 19 : Effet du tampon sur la croissance des souches NCTC 8798, 8-6 et R3 sur milieu 
BCYT +glucose (30 mM) additionné de 5 g/L d'extrait de levure et valeur du pH final 

Tampon Souche Densité optique Phase de Temps de pH final 
maximale latence (h) génération (h) 

HEP ES NCTC 8798 1,79 [0,03] <1 1,42 [0,03] 6,24 a 

8-6 1,81 a < 1 0,93 [0,04] 6,26 [0,01] 

R3 1,88 [0,02] < 1 0,99 [0,05] 6,21 a 

MES NCTC 8798 1,76 [0,02] 4 0,95 [0,16] 5,76 a 

PIPES NCTC 8798 1,74 a <1 1,42 [0,62] 6,11 

Les chiffres représentent les valeurs moyennes de trois expériences. Les valeurs entre crochets 
correspondent à l'écart-type. 
a écart-type inférieur à 0,01 



à l'aide d'un filtre Millex après autoclavage pour obtenir une concentration finale de 30 mM. La 

cinétique a été effectuée en triple. Chaque tube a été ensemencé à 2% à partir d'une préculture sur 

BCYT +glucose ( 11 mM) datant de moins de 24 h. La concentration choisie en glucose nous permet 

de comparer ces conditions à celles déjà étudiées pour le milieu FTG et de pouvoir réellement cerner 

1' effet du tampon sur le pH obtenu dans les cultures. 

La croissance des 3 souches sur le milieu BCYT + glucose est similaire pour les tampons 

HEPES et MES (Figure 12) malgré de petites variations détaillées ci-après. D'une part, la phase de 

latence n'est pas modifiée par le changement de tampon, quelles que soient les souches ; d'autre 

part, la densité optique maximale et le temps de génération de la souche 8-6 sont identiques en 

présence de tampon HEPES ou MES (Tableau 18). En outre, le tampon MES diminue les densités 

optiques maximales obtenues pour les souches NCTC 8798 et R3 mais augmente le temps de 

génération de la souche sauvage alors qu'il accélère la croissance de la souche R3. Avec les tampons 

HEPES et MES dans le milieu BCYT + glucose, la densité optique atteint sa valeur maximale 

rapidement, avant 5 h d'incubation pour la souche 8-6 et vers 8-10 h pour les autres souches. Elle 

reste ensuite constante bien au-delà de 24 h d'incubation. Par ailleurs, la quantité de biomasse obtenue 

avec la souche sauvage est 40% plus faible avec le tampon PIPES ; de plus, l'densité optique de 

cette souche diminue rapidement après avoir atteint son maximum en présence de tampon PIPES. 

Le pH final obtenu pour chaque souche dépend de la nature du tampon employé et pourrait 

constituer une étape Ii mi tante à la croissance (Tableau 18). Bien que la croissance soit plus importante 

avec le tampon HEPES présent dans le milieu BCYT, le pH final des 3 souches est supérieur à celui 

obtenu après utilisation du tampon MES. En effet, le pouvoir tampon du tampon MES s'étend jusqu'à 

un pH de 5,5. Ce pH bas pourrait limiter la croissance des souches NCTC 8798, 8-6 et R3. 

Contrairement au tampon HEPES, l'utilisation du tampon MES ne modifie pas significa

tivement les valeurs des paramètres de croissance des 3 souches. Par conséquent, le tampon HEPES 

présent dans la composition de base du milieu BCYT +glucose sera gardé pour les études ultérieures. 

1.3.2.2 Concentration variable en extrait de levure 

L'effet de la concentration en extrait de levure a été étudié pour les 3 souches sur le milieu 

BCYT contenant donc du tampon HEPES et uniquement pour la souche NCTC 8798 sur le 
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Figure 13 : Effet de la concentration en extrait de levure sur les croissances des souches 
NCTC 8798, 8-6 et R3 sur le milieu BCYT + glucose (30 mM) contenant du tampon HEPES 
et consommation de glucose. Les figures A, B et C représentent respectivement les croissances 
des souches NCTC 8798,8-6 et R3. Les figures Al, Blet Cl correspondent aux cinétiques de 
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milieu BCYT contenant les tampons MES et PIPES. Les caractéristiques globales de croissance étant 

identiques pour les 3 souches, la souche sauvage a été choisie comme souche modèle pour croiser 

l'effet de la concentration en extrait de levure et de la nature du tampon. Deux concentrations en 

extrait de levure ont été testées : 0,5 et 5 g/L. L'extrait de levure est ajouté par filtration Millex à 

10 mL de milieu BCYT initialement préparé sans glucose. Le glucose est ajouté à une concentration 

de 30 mM par filtration Millex. 

L'extrait de levure à une concentration de 5 g/L augmente de façon considérable la production 

de biomasse, quelles que soient les souches et la nature du tampon (Figure 13 et Figure 14). Pour 

les 2 concentrations en extrait de levure, les densités optiques atteignent leur valeur maximale entre 

4 et 10 h d'incubation et restent stables par la suite. Les densités optiques maximales augmentent de 

100% en présence de 5 g/L d'extrait de levure (Tableau 18 et Tableau 19). Le temps de génération 

est variable selon les souches et les conditions d'étude : en présence d'une forte concentration en 

extrait de levure et du tampon HEPES, il augmente respectivement de 25 et 97% pour les souches 

NCTC 8798 et R3 alors qu'il diminue de 25 %pour la souche 8-6. Pour la souche NCTC 8798, 

l'extrait de levure augmente le temps de génération de 10% avec le tampon MES et de 63% avec 

le tampon PIPES. Les phases de latence ne sont cependant pas modifiées en présence de 5 g/L 

d'extrait de levure à l'exception de la souche sauvage sur le tampon MES. Quand le milieu BCYT 

contient du tampon HEPES ou MES, 1' addition de 5 g/L d'extrait de levure augmente de 0,20 à 0,60 

unités pH pour les souches 8-6 et R3. Par contre, ce composé diminue le pH de 0,43 unité avec le 

tampon PIPES pour la souche NCTC 8798. 

Le dosage du glucose a été réalisé pour les 3 souches au cours de la cinétique de croissance 

sur le milieu BCYT + glucose (30 mM) contenant du tampon HEPES et pour chaque concentration 

en extrait de levure (Figure 13). Le glucose est consommé en totalité en fin de cinétique par les 

3 souches quelle que soit la quantité d'extrait de levure. Cependant, la vitesse de consommation du 

glucose est différente selon la concentration en extrait de levure et la quantité de biomasse présente. 

En effet, avec 0,5 g/L de ce composé, il reste entre 15 et 20 mM de glucose lorsque la densité optique 

atteint une valeur stable. Par contre, en présence d'une concentration 10 fois supérieure en extrait 

de levure, la consommation du glucose est plus rapide : ce substrat est consommé en totalité en même 

temps que la densité optique maximale est atteinte. Par conséquent, nous pouvons penser que le 
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Tableau 20 : Paramètres de croissance des souches NCTC 8798, 8-6 et R3 
sur le milieu BCYT + glucose (11 mM) contenant du tampon HEPES 

Souches 

NCTC 8798 

8-6 

R3 

Densité optique 
maximale 

0,97 [0,02] 

0,65 [0,15] 

0,95 

Temps de Temps de 
latence (h) génération (h) 

5 0,98 [0,07] 

6 0,94 [0,10] 

13 2,85 

Les chiffres représentent les valeurs moyennes de trois expériences. Les 
valeurs entre crochets correspondent à l'écart-type. 
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glucose est le facteur limitant principal de la croissance des souches lorsque l'extrait de levure est 

présent à 5 g/L dans le milieu BCYT + glucose. Pour une faible teneur en extrait de levure, la 

consommation du glucose résiduel après la densité optique maximale permet de garder les cellules 

sous forme viable et assure la stabilité de la densité optique observée jusqu'à épuisement du glucose. 

Ce comportement particulier et les valeurs de pH finaux mesurées au cours de ces expériences seront 

explicités dans la partie "métabolisme" des résultats. Avec de fortes teneurs en extrait de levure, la 

densité optique chute immédiatement et parallèlement à l'épuisement du glucose. Nous confirmons 

toutefois déjà que dans ces conditions, la souche 8-6 a un comportement différent des 2 autres. 

1.3.3 Croissance, sporulation et production d'entérotoxine 

La croissance et la sporulation des souches de Cl. peifringens ont été suivies selon les conditions 

optimales de sporulation sur le milieu BCYT + glucose (11 mM) déterminées précédemment. Dix 

millilitres de milieu sont donc ensemencés à partir d'une préculture réalisée sur le milieu BCYT + 

glucose (11 mM) à un taux de 2 % pour obtenir une bonne croissance des cellules végétatives et un 

fort taux de sporulation le plus rapidement possible. L'incubation a lieu à 3TC. 

Alors que les croissances des souches NCTC 8798 et 8-6 sur ce milieu sont très semblables 

avec des temps de génération et des phases de latence proches (Tableau 20), elles diffèrent par la 

valeur de la densité optique maximale : celle-ci est 33 % plus faible pour la souche 8-6 par rapport 

à la valeur obtenue pour la souche sauvage. Par contre, la croissance de la souche R3 est différente 

des 2 autres: d'une part la bactérie commence sa croissance beaucoup plus tard, et d'autre part son 

développement est beaucoup plus lent. Le temps de génération des souches NCTC 8798 et 8-6 est 

plus faible de 66% par rapport à celui obtenu pour la souche R3. La Figure 15 présente la cinétique 

de la croissance et de la sporulation de la souche R3 dans les conditions optimales de sporulation 

sur le milieu BCYT + glucose. Après avoir atteint sa valeur maximale, l'densité optique chute 

rapidement à raison de 0,4 unité d'densité optique en 10 h. 

Les premières spores sont observées à partir de 11 h d'incubation (Tableau 21). Le pourcentage 

de sporulation augmente régulièrement au cours de la cinétique pour atteindre un taux de 100 % de 

75 



Tableau 21 : Taux de sporulation et comptages des cellules végétatives, des endospores et des 
spores de la souche R3 dans les conditions optimales de sporulation sur le milieu BCYT + 
glucose (Il mM) contenant du tampon HEPES 

Temps (h) 

Il 

27 

48 

Pourcentage de 

sporulation 

0 

40 

92 

Comptages (x 107/mL) 

Spores Cellules végétatives 

0 ND 

5,00 [1,60] 7,60 [2,50] 

4,70 [1,20] 0,40 [0,30] 

Les comptages des formes végétatives et des spores sont déterminés au pourcentage maximum 
de sporulation. Les chiffres représentent les valeurs moyennes de 4 champs. Les valeurs entre 
crochets correspondent à l'écart-type. 
ND : non déterminé 



spores après 24 h d'incubation, puis ce taux élevé se maintient au-delà de 3 jours d'incubation. Le 

comptage des cellules végétatives et des spores au cours de cette cinétique reste inchangé entre 27 

et 48 h d'incubation, par contre le taux de cellules végétatives chute considérablement de 95 %. 

Cette expérience réalisée pour chaque souche et à plusieurs reprises dans ces conditions d'étude 

a montré que le taux de sporulation variait de 0 à 100% sur ce milieu. De plus, le taux de sporulation 

déterminé à la suite de repiquages successifs des souches sur le milieu BCYT +glucose ne montrait 

pas de résultats stables et était très variable. Cette variation est confirmée par le dosage de 

1 'entérotoxine en fin de croissance. Pour chaque souche, les concentrations sont très différentes selon 

le nombre de repiquages effectués. Par conséquent, la sporulation semble très aléatoire sur le milieu 

BCYT + glucose. De plus, il existe des seuils de concentration en glucose qui lèvent la possibilité 

de sporuler à des niveaux différents pour les 3 souches utilisées. Cette partie sera développée de 

façon très détaillée dans le paragraphe "métabolisme" des travaux personnels. 

1.4 CROISSANCE ET SPORULATION SUR UN MILIEU PERMETTANT UNE PLUS 

GRANDE REPRODUCTIBILITE DE LA CROISSANCE ET DE LA SPORULATION IN VITRO: 

LEMILIEUD 

Dans le paragraphe précédent, nous avons montré que le milieu BCYT + glucose ( 11 mM) 

permettait, à la fois, la croissance et la sporulation de 3 souches de Cl. peifringens. Cependant, nous 

voulons comparer ces résultats avec ceux obtenus sur un milieu de sporulation déjà décrit et sur 

lequel la sporulation a été bien étudiée. C'est pourquoi sur un éventail assez large de souches de 

Cl. perfringens, nous avons choisi le milieu défini D de sporulation en fonction de sa fréquence 

d'utilisation pour étudier la sporulation des souches NCTC 8798, 8-6 et R3. Sur ce milieu, nous 

avons fait varier des paramètres au niveau de la préculture et sur le milieu de sporulation pour obtenir 

un taux reproductible et satisfaisant de spores. Dans une dernière partie, nous avons présenté la 

croissance, la sporulation et la production d' entérotoxine des 3 souches selon les conditions optimales 

de sporulation sur le milieu D et définies à partir de ces résultats. 
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Tableau 22 : Effet de la nature du milieu de préculture sur la croissance des souches 8-6 et R3 sur 
le milieu D 

Préculture Souche Densité optique Phase de Temps de 

maximale latence (h) génération (h) 

BCYT+ 8-6 0,99 < 1 1,17 

glucose R3 1,22 6,15 1,38 

FTG 8-6 0,81 3 1,66 

R3 1,14 3 2,12 

Les chiffres représentent les valeurs moyennes de deux expériences. 

Tableau 23 : Effet de la nature du milieu de préculture sur la sporulation des souches 8-6 et R3 sur 
le milieu D 

Pré culture 

BCYT+ 

glucose 

FTG 

Souche 

8-6 

R3 

8-6 

R3 

Pourcentage de 

sporulation 

0 

80 [6] 

17 [4] 

100 

Comptages (x 107/mL) 

Spores Cellules végétatives 

0,00 ND 

9,20 [2,05] 2,25 [1,02] 

1,00 [0,43] 5,00 [0,85] 

3,40 [0,28] 0,00 

Les comptages des formes végétatives et des spores sont déterminés au pourcentage maximum de 
sporulation. Les chiffres représentent les valeurs moyennes de 4 champs. Les valeurs entre crochets 
correspondent à 1' écart -type. 
ND : non déterminé 



1.4.1 Effet de la préculture 

Différentes actions ont été conduites sur les conditions de préculture pour obtenir des spores 

sur le milieu D : nous avons étudié la croissance et la sporulation à partir de 2 milieux différents de 

préculture (BCYT +glucose ou FTG), puis nous avons observé l'influence de l'âge de l'inoculum 

et la présence de lysozyme sur le taux de sporulation. Ensuite, nous avons fait subir à la préculture 

un choc thermique et nous avons comparé les cinétiques de sporulation obtenues dans ce cas avec 

celles réalisées en absence de traitement thermique. 

1.4.1.1 Nature 

L'effet de la nature du milieu de préculture a été étudié avec les souches 8-6 et R3. Deux types 

de précultures ont été utilisées : le milieu BCYT + glucose (11 mM) incubé 24 h et le milieu FTG 

activé à la chaleur et incubé 16 à 18 h à 3TC. Un inoculum de 2% de chaque préculture a été utilisé 

pour ensemencer 10 mL de milieu D contenant du glucose (6 mM) et de la dextrine (3,50 g/L). 

Les densités optiques maximales sont plus importantes pour la souche R3 que pour la souche 

8-6 quelle que soit la nature de la préculture (Tableau 22). Cependant, la croissance de la souche R3 

est plus lente que celle de la souche 8-6 indépendamment de la nature du milieu de préculture. 

Toutefois, dans la bibliographie, le milieu FTG favorise la sporulation des souches sur le milieu D 

(Ryu et Labbé, 1989). Le temps de génération est plus élevé quand la préculture utilisée est le milieu 

FTG : les souches se développent plus lentement avec la préculture FTG. De plus, les densités 

optiques maximales sont plus élevées lorsque la préculture est le milieu FTG. Ceci montre que la 

croissance des souches 8-6 et R3 est plus importante dans ces conditions de culture. Lorsque le milieu 

BCYT + glucose est employé, la densité optique maximale pour les souches 8-6 et R3 est plus 

importante de respectivement, 22 et 7 %. La croissance de la souche 8-6 commence rapidement avec 

une préculture sur BCYT +glucose alors que le phénomène est inversé pour la souche R3 : la phase 

de latence est 2 fois plus longue avec une préculture sur BCYT + glucose. 

En outre, le nombre de spores et de cellules végétatives est variable selon la nature de la 

préculture et les souches. L'utilisation du milieu BCYT + glucose comme milieu de préculture 

diminue d'environ 20% le taux de sporulation des 2 souches (Tableau 23). 
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--~------- ----------- --- --o- --- -------------------------------- ------------- - ----- ...,.. __ --

milieu D 

Souche Age de Densité optique Phase de Temps de 

l'inoculum maximale latence (h) génération (h) 

8h 1,16 ND ND 

24 h 0,99 <1 1,17 

8-6 4 semaines 0,65 a 10,69 0,94 

6 semaines 0,59 13,25 a 1,50 a 

8 semaines 0,56 13,42 a 2,05 

11 semaines 0,95 a 13,80 5,42 

7h 1,13 ND 6,36 

24 h 1,22 6,15 1,38 

R3 4 semaines 1,27 10,55 1,01 

6 semaines 1,30 11,01 1,27 

8 semaines 1,14 13,33 2,49 

Il semaines 1,19 11,29 1,38 

Les chiffres représentent les valeurs moyennes de deux expériences. 
ND : non déterminé 
a écart-type inférieur à 0,01 

Tableau 25: Influence de l'âge de l'inoculum sur la sporulation des souches 8-6 et R3 
sur le milieu D 

Souche Age de Pourcentage Comptages (x 107/mL) 

l'inoculum maximal de Spores Cellules 
sporulation végétatives 

8h 68 [6] 11,80 [5,40] 5,80 [3,30] 

24 h 0 0,00 ND 

8-6 4 semaines 0 0,00 ND 

6 semaines 32 [19] 1,40 [0,62] 3,05 [1,86] 

8 semaines 44 [11] 3,80 [1,21] 4,70 [0,84] 

11 semaines 0 0,00 0,14 

7h 42 [5] 5,45 [0,70] 7,50 [1,22] 

24 h 80 [6] 9,20 [2,05] 2,25 [1,02] 

R3 4 semaines 79 [4] 5,95 [1,94] 1,55 [0,34] 

6 semaines 0 0,00 ND 

8 semaines 69 [8] 3,95 [1,15] 1,80 [0,71] 

11 semaines 50 [5] 2,10 [0,58] 2,10 [0,44] 

Les comptages des formes végétatives et des spores sont déterminés au pourcentage 
maximum des sporulation. Les chiffres représentent les valeurs moyennes des 4 champs 
observés. Les valeurs entre crochets correspondent à l'écart-type. 
ND : non déterminé 



Par conséquent, même si la production de biomasse est légèrement inférieure et la croissance 

plus rapide avec la préculture réalisée sur le milieu BCYT +glucose, la sporulation est toutefois plus 

faible avec ce milieu de préculture. 

1.4.l.2Age 

Nous avons étudié l'influence de l'âge de l'inoculum sur la croissance et la sporulation des 

souches 8-6 et R3 sur le milieu D. Les précultures préparées sur le milieu BCYT +glucose à 11 mM 

sont stockées à température ambiante pendant une période de 7 heures à 11 semaines avant inoculation 

à 2 % du milieu de sporulation. Les cinétiques de croissance et de sporulation sont suivies sur des 

tubes remplis de 10 mL de milieu D contenant 6 mM de glucose et 3,5 g!L de dextrine. 

Un inoculum de 11 semaines d'incubation présente les caractéristiques suivantes : pour la 

souche 8-6, d'une part, aucune spore et 1,40 x 106 cellules viables/mL et, d'autre part, 2,62 x 107 

spores/mL sont comptées dans le milieu BCYT +glucose; de plus, aucune cellule viable n'a pu être 

énumérée après 40 semaines d'incubation dans les mêmes conditions de culture. Pour les 2 souches, 

les densités optiques maximales obtenues ne semblent pas dépendre de l'âge de la préculture (Figure 

16A et Tableau 24 ). Toutefois, elles sont plus élevées pour la souche R3 que pour la souche 8-6. Les 

phases de latences' allongent considérablement avec un inoculum d'au moins 4 semaines, mais sont 

toujours plus courtes avec la souche R3. Par ailleurs, le temps de génération augmente en fonction 

du temps de stockage, principalement pour la souche 8-6. Pour les deux souches, le pourcentage de 

sporulation est variable suivant l'âge de l'inoculum (Tableau 25). En effet, l'augmentation de l'âge 

de l'inoculum conduit à un pourcentage plus faible pour les 2 souches. Les spores sont formées plus 

tard avec un inoculum âgé de 11 semaines (Figure 16B). 

Par conséquent, le taux de sporulation obtenu dans ces conditions sur le milieu D est variable 

selon l'âge de la préculture. En effet, il n'existe pas de relation entre l'âge de la préculture et le taux 

de sporulation obtenu. Par ailleurs, cette expérience faite à plusieurs reprises montre que la sporulation 

sur le milieu D à partir d'un inoculum d'âge variable n'est pas reproductible. Par conséquent, nous 

utiliserons pour la suite des travaux un inoculum de moins de 24 h qui permet à la fois une croissance 

rapide et un taux de sporulation d'au moins 50%. 
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Tableau 26 : Effet du lysozyme (250000 UIJL) présent dans la préculture sur la croissance des souches 
8-6 et R3 sur le milieu D 

Préculture Souche Lysozyme Densité optique Phase de Temps de 

maximale latence (h) génération (h) 

BCYT 8-6 + 0,94 11,67 0,81 

+ 1,20 < 1 1,17 

glucose R3 + 1,14 6,55 1,43 

1,22 6,15 1,38 

8-6 + ND 4,00 0,54 

FTG 0,81 3,00 1,66 

R3 + 1,10 3,44 0,87 

1,14 3,00 2,16 

Les chiffres représentent les valeurs moyennes de deux expériences. 
ND : non déterminé 

Tableau 27 : Effet du lysozyme (250000 UIIL) présent dans la préculture sur la sporulation des souches 
8-6 et R3 sur le milieu D 

Préculture Souche Lysozyme Pourcentage Comptages (x 107/mL) 

maximal de Spores Cellules 
sporulation végétatives 

BCYT 8-6 + 23 [7] 4,00 [1,73] 13,00 a 

+ 0 0,00 ND 

glucose R3 + 82 [2] 15,85 [1,86] 3,45 [9,57] 

80 [6] 9,20 [2,05] 2,25 [1,02] 

8-6 + 62 [1] 14,10 [0,35] 8,50 [0,42] 

FTG 30 [4] 2,20 [0,43] 5,00 [0,85] 

R3 + 83 [13] 3,80 [1,76] 0,75 [0,34] 

100 3,40 [0,28] 0,00 

Les comptages des formes végétatives et des spores sont déterminés au pourcentage maximum de 
sporulation. Les chiffres représentent les valeurs moyennes des 4 champs observés. Les valeurs entre 
crochets correspondent à l'écart-type. 
ND : non déterminé 
a écart-type inférieur à 0,01 
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Figure 18: Influence de l'addition de lysozyme (250000 UIIL) sur la sporulation des souches 8-6 
et R3 sur le milieu D à partir des précultures sur le milieu BCYT + glucose (11 mM) ou le milieu 
FTG. A : Pourcentage de sporulation de la souche R3 avec une préculture sur milieu BCYT + 
glucose (•) ; ou sur le milieu FTG avec (.6.) ou sans lysozyme (•). B : Pourcentage de sporulation 
de la souche 8-6 avec une préculture sur milieu BCYT +glucose avec (.6.) ou sans lysozyme (x) ; 
ou sur le milieu FTG avec ( •) ou sans lysozyme (•). Les valeurs pour les pourcentages de sporulation 
représentent les valeurs moyennes ±6. 



1.4.1.3 Présence ou absence de lysozyme 

L'influence du lysozyme sur la croissance et sur la sporulation a été suivie sur les souches 8-6 

et R3. Le lysozyme (Sigma) est ajouté à une concentration finale de 250000 UIIL dans le milieu de 

préculture. L'expérience a été réalisée en tubes de 10 mL de milieu D contenant 6 mM de glucose 

et 3,50 g/L de dextrine. La préculture est de 2 natures : le milieu BCYT + glucose (11 Illl\1) et le 

milieu FTG. Le milieu BCYT +glucose a moins de 24 h d'incubation. Les précultures sur le milieu 

FTG sont traitées à la chaleur (75°C pendant 15 min) avant d'ajouter le lysozyme et incubées 16 à 

18 h. Dans chaque cas, les tubes de milieu D ont été ensemencés à 2 % à partir de la préculture. Des 

tubes dont la préculture ne contient pas de lysozyme servent de témoin. 

Pour la souche R3, la production maximale de biomasse est influencée par 1' addition de 

lysozyme dans la préculture sur BCYT +glucose (Figure 17 A et Tableau 26): cette protéine abaisse 

de 7 % la valeur de la densité optique maximale. Cependant, la phase de latence et le temps de 

génération ne sont pas modifiés. Avec une préculture sur le milieu FTG, cette protéine retarde très 

légèrement le début de la croissance mais ne modifie pas la valeur de la densité optique maximale. 

Par contre, elle accélère la croissance : le temps de génération est plus faible de 60 % en présence 

de lysozyme (Figure 17B). Sur le milieu de préculture BCYT +glucose contenant du lysozyme, la 

densité optique maximale obtenue pour la souche 8-6 est plus faible de 22 % et la phase de latence 

s'allonge considérablement. Pour la souche 8-6, la présence de lysozyme diminue le temps de 

génération de respectivement 30 et 67% avec les précultures BCYT +glucose et FTG. 

Quelles que soient les souches et la nature de la préculture, la présence de lysozyme favorise 

de façon plus ou moins importante la formation des spores et des cellules végétatives. Avec la 

préculture FTG, le pourcentage de sporulation pour la souche 8-6 double en présence de lysozyme 

(Figure 18A et 18B) alors que pour la souche R3, il ne semble pas être modifié par la présence de 

lysozyme quel que soit le milieu de préculture (Tableau 27). Nos résultats suggèrent donc une possible 

influence du lysozyme pour la souche 8-6 sur les comptages de spores obtenus sur le milieu D. 

Cependant, 1 'utilisation de cette enzyme sur la germination des spores est fortement préconisée (Sacks 

et Thomas, 1979; Lund et Peck, 1994). L'effet négatif possible du lysozyme sur les comptages des 
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Figure 19: Influence d'un traitement thermique de la préculture sur la croissance et la sporulation 
des souches 8-6 et R3 sur le milieu D. A: Souche 8-6; B: Souche R3.-: croissance avec choc 
thermique ; -- : croissance sans choc thermique ; -D- : sporulation avec choc thermique ; 
--0-- : sporulation sans choc thermique. Les densités optiques ont été enregistrées toutes les 30 
min pendant les 30 premières heures et de façon plus espacée pour la fin de la cinétique. 



Tableau 28 : Influence d'un traitement thermique de la préculture sur la croissance des souches 
8-6 et R3 sur le milieu D 

Souche Traitement Densité optique 

(75·c 15 min) maximale 

8-6 + 0,81 

0,94 [0,01] 

R3 + 1,14 

1,14 [0,04] 

Phase de 

latence (h) 

3 

3,48 [0,50] 

3 

4,14 [0,40] 

Temps de 

génération (h) 

1,66 

1,65 [0,14] 

2,12 

1,70 [0,45] 

Les chiffres représentent les valeurs moyennes de trois expériences. Les valeurs entre crochets 
correspondent à l'écart-type. 

Tableau 29 : Influence d'un traitement thermique de la préculture sur la sporulation des souches 
8-6 et R3 sur le milieu D 

Souche Traitement Pourcentage Comptages (x 107/mL) 

(75·c 15 min) maximal de Spores Cellules 
sporulation végétatives 

8-6 + 17 [4] 1,00 [0,43] 5,00 [0,85] 

30 [8] 4,30 [1,89] 9,85 [2,81] 

R3 + 100 3,40 [0,28] 0 

100 3,35 [0,50] 0 

Les comptages des formes végétatives et des spores sont déterminés au pourcentage maximum de 
sporulation. Les chiffres représentent les valeurs moyennes de 4 champs. Les valeurs entre crochets 
correspondent à l'écart-type. 

Tableau 30: Influence d'un traitement thermique de la préculture sur la 
production maximale d' entérotoxine par les souches 8-6 et R3 sur le milieu D 

Souche 

8-6 

R3 

Traitement 

(75·c 15 min) 

+ 

+ 

Taux maximum d' 

entérotoxine (mg/mL) 

3,2 x 10-4 

1,6 x 10·4 

0,02 

0,02 



spores, obtenu sur ce milieu et avec une préculture sur le milieu BCYT +glucose, résulte de la taille 

importante de l'inoculum (2 %). Cependant, l'effet positif obtenu avec la préculture sur le milieu 

FTG reste à être confirmé. 

Quelques expériences sur la souche 8-6 ont été réalisées en ajoutant cette protéine directement 

dans le milieu D de sporulation. Les résultats montrent que l'addition de cette protéine n'a aucune 

influence sur la croissance et le taux de sporulation de la souche. 

Par conséquent, la présence de lysozyme dans le milieu de préculture peut avoir un effet 

légèrement positif sur la croissance et la sporulation des souches sur le milieu D. Cependant, cette 

enzyme a une influence plus importante sur la croissance et le taux de sporulation obtenus pour la 

souche 8-6. Ces informations confirment donc la sensibilité de la souche 8-6 au lysozyme. 

1.4.1.4 Choc thermique 

Le traitement à la chaleur (75"C pendant 15 min) a été effectué sur le milieu de préculture FTG 

ensemencé à 0,5 % à partir d'une culture réalisée sur le milieu BCYT + glucose. Les tubes de 

préculture sont incubés 16 à 18 h avant ensemencement (2 %) de 10 mL de milieu D contenant du 

glucose (11 mM) et de la dextrine (3,5 g!L). L'effet du choc thermique sur la croissance et la 

sporulation a été étudié sur les souches 8-6 et R3. Des tubes de milieu D ensemencés avec des cultures 

réalisées sur le milieu de préculture FTG non traité à la chaleur servent de témoin. 

Que la préculture FTG soit chauffée ou non, les cinétiques de croissance et de sporulation sont 

similaires (Figure 19). Toutefois, quelques différences existent : la chaleur semble limiter la 

production de biomasse de 14 % pour la souche 8-6 et semble ralentir la croissance de la souche R3 

de 25 % (Tableau 28). De plus, les phases de latence des 2 souches sont légèrement plus courtes 

quand les précultures sont chauffées. Cependant, le traitement thermique ne gène ni la sporulation 

de la souche R3, ni la formation de spores et la production maximale d'entérotoxine (Tableau 29 et 

Tableau 30). Par contre, il diminue de 50 % le taux de sporulation de la souche 8-6 et double la 

quantité maximale d'entérotoxine produite. 

Aucun article ne fait référence à l'effet d'un choc thermique réalisé sur le milieu de préculture 

sur les paramètres de croissance et de sporulation des souches sur le milieu D. Cependant, ce traitement 

estemployéparuncertain nombre d'auteurs (LabbéetRey, 1979 ;Labbé, 1981 ; Granumetal., 1984; 
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Craven et al., 1987). D'après nos résultats, il semble nécessaire de le réaliser : il permet ainsi 

d'éliminer les cellules végétatives et de sélectionner les cellules résistantes à la chaleur qui pourront 

par la suite sporuler dans le milieu de sporulation. Il en ressort que la croissance, la sporulation et la 

production d' entérotoxine de la souche R3 ne sont pas influencées par le traitement thermique effectué 

sur la préculture, alors que la souche 8-6 semble plus sensible à la chaleur. 

Etant donné qu'aucune croissance n'est observée pour la souche NCTC 8798 sur le milieu 

FTG après traitement thermique, nous n'avons pas présenté les cinétiques de croissance et de 

sporulation de cette souche. Par conséquent, 1' obtention de spores sur le milieu D par cette souche 

ne nécessite pas de traitement thermique sur la préculture. 

Ces conditions de traitement des précultures de nos trois souches d'études seront conservées 

pour la suite des travaux. 

1.4.2 Importance du milieu de culture 

Après avoir étudié 1' effet de quelques paramètres sur le milieu de préculture, nous avons voulu 

savoir si les modifications des conditions de sporulation portées au niveau du milieu de culture 

influençaient la croissance et la sporulation des souches sur le milieu D. C'est pourquoi nous avons 

modifié d'une part le volume du milieu de culture, et d'autre part les concentrations en substrats 

carbonés (glucose et dextrine) présents dans le milieu de sporulation. 

1.4.2.1 Volume du milieu 

Deux volumes de milieu de sporulation ont été utilisés : 10 mL en tube et 1 ,2 L en flacon. 

Tubes et flacons contiennent du milieu D avec 6 mM de glucose et 3,50 g/L de dextrine. L'effet du 

volume du milieu D sur la croissance, le taux de sporulation et la production d'entérotoxine a été 

étudié avec des précultures réalisées sur le milieu FTG traitées à la chaleur pour les souches 8-6 et 

R3 et non traitées pour la souche NCTC 8798. L'inoculum est de 2 %. Les flacons de 1,2 L sont 

placés à l'étuve à 3TC la veille. 
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Tableau 31 : Effet du volume du milieu D sur les paramètres de croissance des souches 
NCTC 8798, 8-6 et R3 

Volume du milieu Souche Densité optique Phase de Temps de 
de culture maximale latence (h) génération (h) 

NCTC 8798 1,18 < 1 1,10 

1,2 L 8-6 1,39 <1 1,12 

R3 1,89 < 1 1,37 

NCTC 8798 0,87 3 1,60 

lOmL 8-6 0,81 3 1,66 

R3 1,14 3 2,16 

Tableau 32 : Effet du volume du milieu D sur la sporulation des souches NCTC 8798, 8-6 et R3 

Volume de Souche 

milieu de culture 

NCTC 8798 

1,2 L 8-6 

10mL 

R3 

NCTC 8798 

8-6 

R3 

Pourcentage 

maximal de 
sporulation 

87 [7] 

99 [1] 

99 [1] 

94 [6] 

17 [4] 

100 

Comptages (x 107/mL) 

Spores Cellules 
végétatives 

2,13 [0,24] 0,30 [0,19] 

27,35 [2,65] 0,20 [0,28] 

23,86 [7 ,22] 0,20 [0,16] 

0,75 [0,47] 0,05 [0,10] 

1,00 [0,43] 5,00 [0,85] 

3,40 [0,28] 0,00 

Les comptages des formes végétatives et des spores sont déterminés au pourcentage maximum de 
sporulation. Les chiffres représentent les valeurs moyennes de 4 champs. Les valeurs entre crochets 
correspondent à l'écart-type. 



Cil 
:J 
0" 

:+:; 
c.. 
0 

•(!) 
:t:: 
en 
c 
Cil 
0 

Cil 
:J 
0" 

:+:; 
c.. 
0 

:2 
ëii 
c 
Cil 
0 

Cil 
:J 
0" 

:+:; 
c.. 
0 

~ 
en 
c 
Cil 
0 

2 

1,8 

1,6 

1,4 

1,2 

1 

0,8 

0,6 

0,4 

0,2 

0 

2 

1,8 

1,6 

1,4 

1,2 

0,8 

0,6 

0,4 

0,2 

0 

2 

~--------------------------------------------------~100 
A 

.......... ........................................ 

90 

80 

70 ~ 
0 

60 ~ 
0 

50 :ffi 
40 2 

0 
c.. 

30 Cf) 

20 

10 

~~~--,_---r---+---+--~--~----~--r---+---~--40 

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 

Temps (h) 

8 
100 

90 

80 

70 

60 

50 

40 

30 

o- .G : : = : o. --------.. ----. --------------. --... -. ------. 20 

10 

~e-~~--~----~----r----+----~----r----+----~----+0 

0 20 40 60 80 100 120 

Temps (h) 

140 160 180 200 

~ 
~ 
c 

.Q 
1§ 
:J .... 
0 
c.. 

Cf) 

1,8 -Ic;~~~~:;;;;.:~~~~~~======~~~~~~~~100 90 

1,6- - 80 

1,4 ~-----------------------i70-cf. 
1,2 60 ~ 

0 
1 . 

- .. 50 ~ .. 
0,8 • 40 2 .... .. ...... "' .......... .. ...... - ... -........ .. .. .. .. .. ................................................. 
0,6 -- . 0 

c.. 
30 Cf) 

0,4 

0,2 

0 

--20 

10 

mte--+----+----+----+----+----+----+----~--~----+0 

0 20 40 60 80 100 120 

Temps (h) 

140 160 180 200 

Figure 20 : Effet du volume du milieu de culture sur la croissance et la sporulation des souches 
NCTC 8798, 8-6 et R3 sur le milieu D. A: Souche NCTC 8798; B: Souche 8-6; C: Souche 
R3. - : croissance sur 1,2 L ; -- : croissance sur 10 mL ; -0- : sporulation sur 1,2 L; --0-- : 

sporulation sur 10 mL. Les densités optiques ont été enregistrées toutes les 30 min pendant les 
30 premières heures et de façon plus espacée pour la fin de la cinétique. 
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Figure 21 : Effet du volume du milieu de culture D sur la production d'entérotoxine par les 
souches NCTC 8798, 8-6 et R3. 6 : Souche NCTC 8798 ; 0 : Souche 8-6 ; D : Souche R3. Les 
symboles pleins correspondent à la production d' entérotoxine dans des flacons de 1,2 L de 
milieu D et les symboles vides à la production d' entérotoxine dans des tubes de 10 mL. 

Tableau 33 : Effet du volume du milieu D sur la production 
maximale d'entérotoxine par les souches NCTC 8798, 8-6 et R3 

Volume de Souche Taux maximum 
culture d'entérotoxine (mg/mL) 

NCTC 8798 0,002 

1,2L 8-6 0,02 

R3 0,04 

NCTC 8798 8,00 x 10-5 

lOmL 8-6 3,20 x w-4 

R3 0,02 



1.4.2.1.1 Croissance et sporulation 

Pour les 3 souches de Cl. perfringens, le volume de 1,2 L de milieu D permet une production 

plus importante de biomasse et un taux de sporulation plus élevé (Figure 20) par rapport aux résultats 

obtenus sur 10 mL de milieu. La croissance commence plus tôt et se poursuit rapidement dans un 

volume de 1,2 L (Tableau 31 ). En effet, les temps de latence et les temps de génération obtenus en 

1,2 L sont inférieurs (entre 45 à 60% plus faibles) à ceux obtenus sur des tubes de 10 mL: sur ces 

derniers, la croissance est plus lente pour les 3 souches étudiées. Les densités optiques maximales 

sont obtenues vers 15-17 h d'incubation quels que soient les souches et le volume de culture. 

Cependant, elles augmentent de 30 à 40 % sur un grand volume. La densité optique chute ensuite 

rapidement après la valeur maximale et se stabilise vers 50 h d'incubation. Cette diminution de la 

valeur de la densité optique est variable suivant les souches mais elle est observée pour les 2 volumes 

de culture étudiés : cette chute est de 70, 55 et 30% respectivement pour les souches NCTC 8798, 

8-6 et R3. 

Les taux de sporulation maximum diffèrent peu pour les souches NCTC 8798 et R3 entre 

10 mL et 1,2 L de milieu D (Figure 20 et Tableau 32), mais le temps mis pour atteindre la valeur 

maximale est très différent selon les souches. Pour la souche R3, le taux maximum de sporulation 

obtenu sur 10 mL de milieu de culture est atteint une dizaine d'heures plus tard par rapport au flacon 

de 1,2 L, alors qu'il est atteint après 200 h d'incubation pour la souche sauvage. Pour la souche 8-6, 

le taux maximal de sporulation est multiplié par un facteur 6 lorsque la sporulation est suivie sur 

1 ,2 L et est atteint après 40 h d'incubation. De plus, pour les souches 8-6 et R3 essentiellement, le 

flacon favorise la formation d'un plus grand nombre de spores et de cellules végétatives par unité 

de volume (Tableau 32). Par conséquent, le volume de 1,2 L de milieu de sporulation augmente le 

nombre de spores comptées pour les 3 souches et le taux de sporulation de la souche 8-6. 

1.4.2.1.2 Production d' entérotoxine 

L'entérotoxine a été dosée parallèlement à la cinétique de croissance et de sporulation des 

souches (Figure 21 ). Dans les flacons de 1,2 L, les souches 8-6 et R3libèrent des quantités importantes 

d' entérotoxine, respectivement 0,02 et 0,04 mg/mL alors que la souche NCTC 8798 produit 0,002 mg 

d'entérotoxine/mL de milieu (Tableau 33). La production d'entérotoxine dans 10 mL de milieu de 
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sporulation est beaucoup plus faible (50% plus faible pour la souche R3) et se situe à l'état de traces 

pour les souches NCTC 8798 et 8-6. En effet, pour chaque souche, le nombre de spores et de cellules 

végétatives comptées dans 10 mL est faible par rapport aux comptages effectués dans 1,2 L 

(Tableau 32). Par ailleurs, la très faible quantité de spores produites dans le milieu explique les traces 

d'entérotoxine pour la souche sauvage. Par conséquent, le taux d'entérotoxine produite semble être 

relié de près au nombre de spores présentes dans le milieu de sporulation. 

La croissance plus rapide, la meilleure sporulation et la production d'entérotoxine plus 

importante observées dans un grand volume de milieu D peuvent être expliquées par la présence 

d'une surface d'échange entre le milieu de culture et l'atmosphère gazeuse des flacons de 1,2 L plus 

importante par rapport à un tube à essai contenant 10 mL de milieu. Ceci favoriserait un meilleur 

équilibre des gaz entre la phase gazeuse et la phase liquide. 

En conclusion, un volume de 1,2 L de milieu D permet une croissance plus rapide avec une 

production de biomasse plus importante pour chaque souche et un taux de sporulation plus élevé 

pour la souche 8-6, alors que la sporulation des souches NCTC 8798 et R3 ne semble pas être affectée 

par la taille du milieu de culture. De plus, le flacon de 1,2 L permet la formation d'un nombre plus 

important de spores, accompagné d'une plus grande production d'entérotoxine. 

1.4.2.2 Concentration variable en substrats de croissance 

Le milieu D contient 2 substrats carbonés nécessaires à la croissance et à la sporulation des 

souches : le glucose et la dextrine. La modification de la concentration de ces sucres peut favoriser 

ou au contraire lever la sporulation des souches étudiées. Pour vérifier cet effet, nous avons choisi 

d'étudier la croissance et la sporulation à 8 concentrations différentes de glucose et à 2 concentrations 

de dextrine. 

1.4.2.2.1 Glucose 

L'influence du glucose sur la croissance et le taux de sporulation des souches 8-6 et R3 a été 

étudiée sur des tubes de 10 mL contenant du milieu D, préparé initialement sans glucose mais avec 

3,5 g/L de dextrine. Le glucose a été ajouté stérilement après autoclavage à l'aide d'un filtre Millex 
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Tableau 34 : Influence de la concentration initiale de glucose présent dans le milieu D sur la 
croissance des souches 8-6 et R3 

Souche R3 

Concentration en Densité optique Phase de Temps de 
glucose (mM) maximale latence (h) génération (h) 

0 0,84 4,17 3,80 

3 1,12 2,25 1,73 

6 1,25 2,58 1,10 

9 1,35 2,75 1,15 

11 1,36 2,58 1,08 

28 1,73 2,83 1,13 

42 1,77 2,67 1,17 

56 1,83 2,92 1,20 

Souche 8-6 

Concentration en Densité optique Phase de Temps de 
glucose (mM) maximale latence (h) génération (h) 

0 0,59 3,50 4,70 

3 1,03 3,83 1,17 

6 1,30 3,83 1,38 

9 1,41 4,50 1,47 

11 1,49 4,00 1,42 

28 1,79 4,00 1,75 

42 1,79 4,67 1,60 

56 1,83 4,50 1,30 

- . 
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Tableau 35 : Influence de la concentration initiale de glucose présent dans le milieu D sur la 
sporulation des souches 8-6 et R3 

Souche Concentration Pourcentage Comptage (x 107/mL) 

en glucose (mM) maximal de Spores Cellules 
sporulation végétatives 

0-9 77 [4] 11,70 [3,41] 3,67 [1,73] 

11 57 [4] 9,06 [1,42] 6,80 [0,35] 

8-6 28 6 [2] 0,60 [0,20] 9,26 [0,94] 

42 0 0,00 >108 

56 0 0,00 >108 

0- 11 80 [4] 7,60 [1,74] 1,84 [0,22] 

R3 28 21 [4] 1,87 [0,46] 7,13 [1,30] 

42 13 [5] 1,20 [0,42] 8,00 [1,71] 

56 17 [7] 0,75 [0,19] 3,70 [1,75] 

Les comptages des formes végétatives et des spores sont déterminées au taux maximum de 
sporulation. Les chiffres représentent les valeurs moyennes de 4 champs observés. Les valeurs entre 
crochets correspondent à l'écart-type. 



pour obtenir les concentrations suivantes dans les tubes : 0 ; 3 ; 6 ; 9 ; Il ; 28 ; 42 et 56 mM. La 

préculture a été réalisée sur le milieu FTG suivi d'un traitement à la chaleur (75"C pendant 15 min). 

L'inoculum est de 2 %. 

L'densité optique maximale des 2 souches augmente régulièrement avec la quantité croissante 

de glucose jusqu'à 28 mM, sans modification du temps de génération (Figure 22 et Tableau 34). 

Cependant, en absence de glucose, le temps de génération triple pour les 2 souches. Par contre, le 

temps de latence n'est pas considérablement modifié en présence d'une quantité croissante de glucose. 

De 0 à 9 mM de glucose, les souches possèdent des cinétiques de sporulation similaires (Figure 23). 

Pour les 2 souches, la sporulation commence vers 8 h d'incubation ; le taux augmente rapidement 

pour atteindre la valeur maximale à 24 h d'incubation, puis il se maintient à cette valeur pendant les 

30 heures suivantes. Une diminution constante du pourcentage de sporulation (chute de 30% pour 

10 mM de glucose ajouté) est observée à partir de 11 mM lorsque la concentration en glucose 

augmente (Figure 22). Des tendances similaires ont été observées pour les souches NCTC 8679 et 

NCTC 8239 par Shih et Labbé (1994) avec une inhibition de la sporulation à une concentration en 

glucose de 5 mM. En absence de glucose, les comptages de cellules végétatives et de spores sont 

similaires pour les 2 souches (Tableau 35). De même, de façon générale, le nombre de cellules 

végétatives augmente avec la concentration en glucose, alors que le nombre de spores diminue. 

A 28 mM de glucose, le nombre de spores comptées diminue d'un facteur 10. Des concentrations 

supérieures à 28 mM n'inhibent pas complètement la sporulation de la souche R3 alors que la 

souche 8-6 ne sporule que très faiblement, et ne sporule plus pour des concentrations en glucose 

supérieures à 28 mM. Il s'avère que de 3 à 11 mM de glucose, les paramètres de croissance ne sont 

pas modifiés. En absence de ce substrat et pour des concentrations supérieures à 11 mM, la variation 

de ces paramètres est plus importante. De plus, le taux de sporulation, le nombre de spores et le 

nombre de cellules végétatives sont affectés à partir des concentrations supérieures à 11 mM de 

glucose. Ces expériences nous ont permis de mettre en évidence les effets de deux facteurs. 

Généralement, les substances diffusibles et les hydrates de carbone lentement fermentés 

augmentent le pourcentage de sporulation. Cependant, 1' addition de guanosine et de saccharose dans 

le milieu D supprime généralement la sporulation de certaines souches (Sacks, 1983). L'addition de 

raffinose dans le milieu Tortora réduit le pourcentage de sporulation, et la thiamine n'augmente pas 
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Figure 24 : Effet de la concentration en dextrine sur la croissance et la sporulation des souches 
NCTC 8798, 8-6 et R3 dans le milieu D. A : Souche NCTC 8798 ; B : Souche 8-6 ; C : Souche 
R3. - : croissance en présence de 3,5 g!L de dextrine ; -- : croissance en absence de dextrine ; 
-0-: sporulation en présence de 3,5 g!L de dextrine; --0--: sporulation en absence de dextrine. 
Les densités optiques ont été enregistrées toutes les 30 min pendant les 30 premières heures et 
de façon plus plus espacée pour la fin de la cinétique. 



Tableau 36 : Effet de la concentration de dextrine présent dans le milieu D sur la croissance 
des souches NCTC 8798, 8-6 et R3 

Concentration en Souche Densité optique Phase de Temps de 
dextrine (g!L) maximale latence (h) génération (h) 

NCTC 8798 0,83 2 0,80 

0 8-6 0,70 2 0,92 

R3 0,68 2 0,88 

NCTC 8798 0,87 3 1,60 

3,5 8-6 0,81 3 1,66 

R3 1,14 3 2,16 

Tableau 37 : Effet de la concentration en dextrine présent dans le milieu D sur la sporulation 
des souches NCTC 8798, 8-6 et R3 

Concentration en Souche 

dextrine (g!L) 

NCTC 8798 

0 8-6 

3,50 

R3 

NCTC 8798 

8-6 

R3 

Pourcentage 

maximal de 
sporulation 

<5 

<5 

100 

94 [6] 

17 [4] 

100 

Comptages (x 107/mL) 

Spores Cellules 
végétatives 

ND 107 

ND 107 

3,35 [0,93] 0,00 

0,75 [0,47] 0,05 [0,10] 

1,00 [0,43] 5,00 [0,85] 

3,40 [0,28] 0,00 

Les comptages des formes végétatives et des spores sont déterminés au pourcentage maximum 
de sporulation. Les chiffres représentent les valeurs moyennes de 4 champs. Les valeurs entre 
crochets correspondent à l'écart-type. 



significativement le nombre de spores (Tortora, 1984). Par ailleurs, une production significative 

d'acides gras volatils et d'alcools résulte de la présence de grandes quantités de glucose ajoutées au 

milieu D. Ceci conduit à une diminution importante du pH en fin de culture. La valeur du pH final 

diminue régulièrement avec la concentration croissante en glucose présent dans le milieu. Cependant, 

le pH du milieu de culture et le taux d'inoculum constituent souvent des facteurs influençant la 

sporulation. Quand le pH du milieu augmente de 7,0 à 9,0, la croissance cellulaire et le nombre de 

spores diminuent, mais le pourcentage de sporulation n'est pas affecté (Craven, 1990). De la même 

façon, l'étude de la souche NCTC 8798 par Labbé et Duncan (1974) montre que le pourcentage de 

sporulation et le nombre de spores résistantes à la chaleur sont similaires à pH 7,0 et lorsque le pH 

n'est pas contrôlé. La concentration en entérotoxine, le pourcentage de sporulation et le nombre de 

spores résistantes à la chaleur diminuent de façon dramatique quand le pH est maintenu à 8,0 ; 8,5 

et 6,0. A pH 5,5, la croissance des cellules végétatives est satisfaisante, bien que la sporulation et la 

production d' entérotoxine ne soient pas détectées (Labbé et Duncan, 1974 ). Par conséquent, le faible 

pourcentage de sporulation obtenu à des concentrations en glucose supérieures à 28 mM pourrait 

provenir du pH final bas obtenu dans les cultures. 

1.4.2.2.2 Dextrine 

L'effet de la concentration en dextrine sur la croissance et la sporulation des 3 souches a été 

étudié en tubes de 10 mL de milieu D initialement préparés avec 6 mM de glucose et en absence de 

dextrine. Deux concentrations sont choisies: 0 et 3,50 g/L. La dextrine est ajoutée à l'aide d'un filtre 

Millex pour obtenir la concentration finale voulue dans le tube. 

L'addition de dextrine dans le milieu D augmente la production de biomasse pour les souches 

8-6 et R3 (Figure 24). Elle augmente respectivement de 16 et 68% la densité optique maximale des 

souches 8-6 et R3, alors qu'elle ne semble pas avoir d'effet significatif sur la croissance de la souche 

NCTC 8798 (Tableau 36). Pour les souches 8-6 et R3, la valeur maximale de la densité optique 

obtenue en présence des 2 substrats est atteinte 5 à 1.0 h plus tard par rapport à la cinétique obtenue 

sur le milieu exempt de dextrine. Pour la souche NCTC 8798, la valeur maximale de la densité 

optique est obtenue après la même durée d'incubation quelle que soit la concentration en dextrine. 

Pour les 2 concentrations en dextrine, la densité optique diminue rapidement après avoir atteint son 
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Tableau 38 : Effet de la concentration en dextrine présente dans le 
milieu D sur la production maximale d'entérotoxine par les souches 
NCTC 8798, 8-6 et R3 

Concentration Souche Taux maximum 
en dextrine (g/L) d'entérotoxine (mg/mL) 

NCTC 8798 3 20 x w-s 
' 

0 8-6 1,60 x w-4 

R3 5,12 x w-3 

NCTC 8798 8,oo x w-s 
3,50 8-6 3,20 x w-4 

R3 0,02 



maximum, puis elle s'arrète à une valeur relativement stable à partir de 30 h d'incubation. Cette 

chute est très variable selon les souches et les conditions d'études. Cependant, cette diminution est 

plus importante en absence de dextrine dans le milieu D. L'addition de 3,50 g/L de dextrine retarde 

d'une heure le début de la croissance des souches et augmente de plus du double le temps de 

génération. 

Le taux de sporulation obtenu à ces 2 concentrations est variable selon les souches 

(Tableau 37) : la présence de dextrine favorise la sporulation des souches NCTC 8798 et 8-6 sur le 

milieu D. L'effet est plus important pour la souche NCTC 8798 : le taux augmente de quelques 

pourcents à 94 % lorsque 3,5 g/L de dextrine sont ajoutés au milieu D. Par contre, la dextrine ne 

gêne ni la sporulation, ni la formation de spores pour la souche R3 : le taux de spores n'est pas 

modifié par l'addition de dextrine. La cinétique de sporulation de cette souche est similaire quelle 

que soit la concentration en dextrine (Figure 24). Pour les souches NCTC 8798 et 8-6, il est très 

difficile d'observer et de compter les spores au microscope à contraste de phase sur le milieu Den 

absence de dextrine. Toutefois, le dosage de l'entérotoxine a permis de détecter des traces de cette 

protéine produite par les souches dans ces conditions (Tableau 38). Ceci confirme que les souches 

NCTC 8798 et 8-6 sporulent très faiblement dans ces conditions. La concentration d'entérotoxine 

est 2 à 4 fois plus importante en présence de dextrine dans le milieu D qu'en absence de ce substrat. 

De plus, elle est variable selon les souches: la souche R3, dont le nombre de spores est le plus élevé, 

libère jusqu'à 0,02 mg d'entérotoxine/mL. La comparaison des Tableaux 37 et 38 confirme que le 

taux d' entérotoxine est bien dépendant du nombre de spores formées. 

Par conséquent, en absence de dextrine, la sporulation a lieu de façon importante pour la 

souche R3 alors qu'elle est très faible pour les autres souches ; mais la présence de 3,50 g/L de 

dextrine dans le milieu D améliore nettement le taux de sporulation des souches NCTC 8798 et 8-6, 

et donc la production d' entérotoxine. Ceci est en accord avec les observations préliminaires de Labbé 

(1981) qui avait montré qu'une concentration en dextrine trois fois supérieure à celle décrite 

initialement dans le milieu D double le nombre de spores de la souche NCTC 10239 et augmente de 

10 % la concentration d'entérotoxine pour les souches NCTC 8798 et 8-6, alors que le taux de 

sporulation reste inchangé. 
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Figure 25: Croissance et sporulation des souches NCTC 8798, 8-6 et R3 sur le milieu D. A: 
Souche NCTC 8798 ; B : Souche 8-6; C: Souche R3.- :croissance; •: sporulation. Une unité 
de densité optique correspond au maximum à 0,26 mg de protéines par mL de milieu. 



Tableau 39 : Paramètres de cinétique de croissance des souches NCTC 8798, 8-6 
et R3 dans le milieu D 

Souches Densité optique Phase de Temps de 
maximale latence (h) génération (h) 

NCTC 8798 1' 18 < 1 1,10 

8-6 1,39 <1 1,12 

R3 1,89 < 1 1,37 

Tableau 40 : Taux maximal de sporulation et comptages des spores et des cellules végétatives 

pour les souches NCTC 8798, 8-6 et R3 sur le milieu D 

Souches 

NCTC 8798 

8-6 

R3 

Pourcentage 

de sporulation 

87 [7] 

99 [1] 

99 [7] 

Comptages (x 107/mL) 

Spores Cellules végétatives 

2,13 [0,24] 0,30 [0,19] 

27,35 [2,65] 0,20 [0,28] 

23,86 [7,22] 0,20 [0,16] 

Les comptages des formes végétatives et des spores sont déterminés au pourcentage maximum de 
sporulation. Les chiffres représentent les valeurs moyennes de 4 champs observés. Les valeurs entre 

crochets correspondent à l'écart-type. 



1.4.3 Conditions optimales de croissance, sporulation et production 

d'entérotoxine 

La croissance, la sporulation et la production d' entérotoxine des 3 souches de Cl. petfringens 

ont été étudiées selon les conditions optimales de sporulation définies à partir des résultats précédents. 

Celles-ci demandent que le suivi soit réalisé dans des flacons de 1,2 L de milieu D contenant 6 mM 

de glucose et 3,50 g/L de dextrine. Les précultures ont été réalisées sur le milieu FTG sans traitement 

à la chaleur pour la souche NCTC 8798 et avec traitement (75oC pendant 15 min) pour les souches 

8-6 et R3. L'inoculum utilisé est de 2 %. Les flacons sont placés la veille à l'étuve à 3TC. 

1.4.3.1 Cinétique de croissance 

Pour les souches NCTC 8798 et 8-6, les cinétiques de croissance présentent 2 phases 

(Figure 25) : un décrochement a lieu vers une densité optique de 0,8-0,9 à 5-6 h d'incubation. La 

première phase correspond à la consommation et à l'épuisement du glucose et la seconde à la 

consommation du second substrat, la dextrine. Cependant, ces différentes phases ne sont pas perçues 

pour la souche R3. La dégradation de ces 2 substrats de croissance selon les souches sera détaillée 

dans la deuxième partie des résultats. 

La croissance des bactéries commence très rapidement : la phase de latence est inférieure à 

1 h pour chaque souche (Tableau 39). Cependant, la valeur de la densité optique maximale est variable 

selon les souches. Il y a une augmentation de 60 % entre la valeur la plus faible (pour la souche 

NCTC 8798) et la valeur la plus forte (pour la souche 8-6). La densité optique maximale diminue 

rapidement de 30 à 60 % après que celle-ci ait atteint un plateau et reste ensuite constante pendant 

3 semaines. Le temps de génération est identique pour les souches NCTC 8798 et 8-6 alors qu'il est 

plus élevé de 25 %pour la souche R3. 

1.4.3.2 Cinétique de sporulation 

Au cours de la croissance, des états frais observés au microscope à contraste de phase permettent 

de suivre la morphologie des cellules. L'observation des lames était suivie d'un comptage des cellules 
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Photo 3 : Aspect des cellules végétatives de la souche 8-6 sur le milieu D à 7 h d'incubation 
après coloration de Gram (x 1600) 

' 1 \ 

1 

Photo 4: Aspect des endospores de la souche 8-6 sur le milieu D à 15 h d'incubation après 

co loration de Gram (x 1600) 



végétatives, des endospores et des spores libres. Les différentes étapes de la sporulation de la 

souche 8-6 dans les conditions optimales sur le milieu D sont illustrées sur les photographies prises 

en microscopie optique et en MEB présentées sur les pages suivantes (Photo 3 à 7) (Tableau 40). 

Sur le milieu D, le début de la sporulation se situe vers 7-8 h d'incubation pour toutes les 

souches (Figure 25). Les cellules apparaissent renflées sur toute leur longueur ou seulement à une 

extrémité (Photo 3). C'est le début de la formation des endospores, mais celles-ci ne sont pas encore 

visibles. 

Entre 7 et 15 h, les spores sont en cours de formation et apparaissent réfringentes dans certaines 

cellules par observation au microscope à contraste de phase: il s'agit d'endospores. Celles-ci sont 

en position subterminale ou centrale dans le corps bactérien. Par la coloration de Gram, les spores 

sont transparentes avec un contour violet dû au violet de gentiane (Photo 4). 

Entre 15 et 30 h d'incubation, les spores sont formées. Certaines sont libres ou encore sous 

forme d'endospores. La Photo 5 présente un mélange de cellules végétatives, d'endospores et de 

spores libres après coloration de Gram. Après coloration au vert malachite (Photo 6), les cellules 

végétatives apparaissent roses et les spores de couleur verte. 

A partir de 30 h d'incubation et jusqu'à la fin de la cinétique, les observations microscopiques 

présentent un mélange des 3 états de la spore (Photo 7). Cependant, la proportion de chacun diffère 

selon les souches. De plus, à partir de 72 heures d'incubation, les cellules végétatives des 3 souches 

étudiées dans le milieu D s'allongent de façon plus ou moins importante. Une explication possible 

serait la perte par les souches de leur capacité à se diviser lorsque les cultures vieillissent : le corps 

bactérien s'allonge pouvant atteindre 60 J.lm de longueur. La Photo 8 présente des spores libres de 

la souche 8-6 en MEB après 72 h d'incubation sur le milieu D. 

Le taux maximum atteint est compris entre 90 et 100 % de spores pour ces 3 souches 

(Tableau 40). Seul le temps mis pour atteindre ce taux diffère selon les souches : la souche R3 atteint 

rapidement 97% de spores dès 23 h d'incubation alors que 87% de sporulation pour la souche 8-6 

sont obtenus à 72 h d'incubation. Par contre, la souche NCTC 8798 sporule beaucoup plus lentement : 

le taux maximum est atteint après 20 jours d'incubation et reste constant à 87 %. La cinétique de 

sporulation de la souche NCTC 8798 comprend 2 phases : une augmentation relativement rapide du 

taux de spores entre 10 et 20 h d'incubation pour atteindre 33% de spores. Pendant les40 h suivantes, 
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Figure 27: Production d'entérotoxine par les souches NCTC 8798, 8-6 et R3 sur le milieu D. 
À: Souche NCTC; •: Souche 8-6; •: Souche R3. 

Tableau 41 :Production maximale d'entérotoxine par les souches 
NCTC 8798, 8-6 et R3 sur le milieu D 

Souches 

NCTC 8798 

8-6 

R3 

Taux maximum 
d'entérotoxine (mg/mL) 

0,002 

0,02 

0,04 



1 
1 

Photo 5 : Aspect des cellules végétatives, des endospores et des spores de la souche 8-6 sur 
le milieu D à 30 h d'incubation après coloration de Gram (x 1600) 

Photo 6 : Aspect des cellules végétatives, des endospores et des spores de la souche 8-6 sur 
le milieu D à 30 h d ' incubation après coloration au vert malachite (x 1600) 



Photo 7 : Aspect au MEB des cellules végétatives, des endospores et des spores de la souche 
8-6 sur le milieu D à 72 h d'incubation (x 3000) 

Photo 8 : Aspect au MEB des spores de la souche 8-6 sur le milieu D à 72 h d'incubation (x 
7200) 



ce taux fluctue entre 30 et 40 % de spores, puis à partir de 60 h d'incubation, le pourcentage de 

sporulation augmente à nouveau lentement pour atteindre le taux maximum. Ceci peut s'expliquer 

par le fait que la préculture de la souche sauvage effectuée sur le milieu FTG n'a pas été chauffée à 

75oC pendant 15 min. Par conséquent, les cellules végétatives résistantes à la chaleur n'ont pas été 

sélectionnées puis activées pour obtenir des spores, elles sont restées sous forme de cellules 

végétatives. Les comptages des cellules végétatives, des endospores et des spores pour les 3 souches 

au cours de la cinétique sur le milieu D montrent qu'au début de la cinétique, la souche R3 compte 

5 à 6 fois moins de cellules végétatives que les souches NCTC 8798 et 8-6, alors que cette souche 

atteint rapidement son taux maximum de spores (Figure 26). Ensuite, pour toutes les souches, une 

diminution rapide (en 20 h) du nombre de cellules végétatives et une augmentation du nombre de 

spores et d'endospores sont observées. Le nombre le plus important de spores est mesuré entre 25 

et 35 h d'incubation. La souche R3 présente un nombre légèrement plus important de spores et 

d'endospores que la souche 8-6, et 10 fois plus important que la souche NCTC 8798. A la fin de la 

cinétique, le nombre de cellules végétatives reste inchangé pour les 3 souches. 

1.4.3.3 Dosage de l'entérotoxine 

Pour chaque souche, l'entérotoxine a été dosée régulièrement au cours de la cinétique de 

croissance et de sporulation sur le milieu D. Elle est produite dans ce milieu par les 3 souches dès 

que des spores sont observées, c'est à dire dès 15 h d'incubation (Figure 27). Le taux d'entérotoxine 

augmente rapidement à partir de 20 h d'incubation et reste constante jusqu'à la fin de la cinétique. 

La souche R3 produit le taux le plus important d'entérotoxine, la souche 8-6 en libère moitié moins, 

et la souche sauvage produit 20 fois moins d'entérotoxine que la souche R3 (Tableau 41). Cette 

expérience ainsi que les résultats précédents montrent que la concentration en entérotoxine produite 

par les souches dépend du nombre de spores observées : la souche R3 fournit un nombre élevé de 

spores (35 x 107 /mL) et produit 0,04 mg d' entérotoxine/mL de milieu et la souche NCTC 8798 fournit 

2 x 107 spores/mL pour 0,002 mg d'entérotoxine/mL de milieu. Par conséquent, la production 

croissante d'entérotoxine est fonction du nombre de spores formées dans le milieu D. Ramenée à un 

même nombre de spores, les 3 souches libèrent la même quantité d'entérotoxine. Cependant, des 

traces d'entérotoxine sont détectées sur ce milieu alors que des spores libres ne sont pas encore 
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Tableau 42 : Tableau récapitulatif des différents paramètres physiologiques pouvant influencer la 
croissance des souches sur les milieux FTG, DS, BCYT +glucose et D. 
+: influence ; - : pas d'influence ; ±: influence plus ou moins marquée 
ND : non déterminé 

NCTC 8798 8-6 R3 

MILIEUFTG Préculture 

- choc thermique + + + 

MILIEU DS Pré culture 

-nature ND + + 
-lysozyme ND ± + 

MILIEU BCYT + Préculture 

glucose -nature ND ND + 
-volume + + 
-lysozyme ND ND ± 

Milieu de culture 

- nature du tampon + + 
- concentration en extrait de + + + 
levure 

MILIEUD Préculture 

-nature ND + + 
-âge ND + ± 
-lysozyme ND + 

- choc thermique + ± 
Milieu de culture 

-volume + + + 
- concentration en glucose ND + + 
- concentration en dextrine ± + + 



Tableau 43 : Tableau récapitulatif des différents paramètres physiologiques pouvant influencer la 
sporulation des souches sur les milieux DS, BCYT +glucose et D. 
+: influence; - :pas d'influence;±: influence plus ou moins marquée 
ND : non déterminé 

NCTC 8798 

MILIEUDS Sporulation non 

MILIEU BCYT + Sporulation OUI 

glucose Préculture 

-lysozyme ND 

-volume ND 

MILIEUD Sporulation OUI 

Préculture 

-nature ND 

-âge ND 

-lysozyme ND 

- choc thermique + 

Milieu de culture 

-volume ± 
- concentration en glucose ND 

- concentration en dextrine + 

8-6 R3 

non non 

oui oui 

ND absence de 
spores 

absence de + 
spores 

oui oui 

+ + 

± ± 

+ ± 

+ 

+ 

+ + 

+ 



observées. Les observations et comptages effectués n'ayant pas permis la mise en évidence de spores 

libres, la grande sensibilité de détection de notre kit de dosage nous permet de penser que les cellules 

végétatives contenant des endospores puissent libérer de très faibles quantités de protéine, mais que 

la production maximale d'entérotoxine a lieu lors de l'éclatement des cellules végétatives et au cours 

de la libération des spores. 

Pour des souches identiques à celles de notre étude, les concentrations obtenues ici sont 

légèrement plus faibles que celles déterminées par d'autres auteurs qui ont utilisé des techniques de 

dosage différentes. Dans nos conditions d'étude, les concentrations en entérotoxine obtenues pour 

les souches NCTC 8798, 8-6 et R3 correspondent respectivement à 135, 77 et 8 J.Lg d'entérotoxine 

par mg de protéine alors que les souches NCTC 8798 et 8-6 sporulant respectivement à 61 et 90 % 

sur le milieu D produisent 181 et 204 !lg d' entérotoxine/mg d'extrait cellulaire protéique après dosage 

par électro-immuno-diffusion (Labbé, 1981 ). Utilisant la même technique de dosage, Labbé et Rey 

détectent, en 1979, entre 3 et 330 J.Lg d' entérotoxine/mg d'extrait cellulaire protéique selon les souches 

sur le milieu DS ; la souche NCTC 8798 libère 160 !lglmg d'extrait cellulaire protéique et sporule 

à 86 %. Selon la technique de la contre-immuno-électrophorèse, la souche NCTC 8798 produit 35 !lg 

d'entérotoxine /mL de milieu DS (Craven et al., 1981). Par ailleurs, Granum et al. (1981) détectent 

de 10 à 20 mg/mL d' entérotoxine après un dosage ELISA. 

1.5 CONCLUSION SUR LA CROISSANCE ET LA SPORULATION 

A partir des résultats obtenus et des données bibliographiques, nous avons optimisé les 

conditions de croissance et de sporulation in vitro des 3 souches de Cl. perfringens. Les tableaux 

récapitulatifs (Tableau 42 et Tableau 43) reprennent les différents paramètres étudiés et indiquent 

leur influence sur la croissance et la sporulation des 3 souches sur les 4 milieux testés. 

La croissance des souches est différemment sensible aux divers paramètres testés selon le 

milieu étudié (Tableau 42). En effet, la croissance de la souche 8-6 semble être moins affectée lorsque 

celle-ci est suivie sur le milieu BCYT +glucose. Quelques paramètres modifiés (volume de culture, 

concentration en substrats) sur ce même milieu influencent le développement de la souche R3. 

Inversement, les différents paramètres testés sur le milieu D (choc thermique sur la préculture, effet 
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du lysozyme) gênent moins la croissance de la souche R3 que celle des souches NCTC 8798 et 8-6. 

Cependant, la croissance de la souche sauvage semble être modifiée sur chaque milieu, bien que tous 

les paramètres n'aient pas été testés. Une étude exhaustive des paramètres testés nécessiterait toutefois 

un approfondissement de l'effet de ces facteurs sur la souche NCTC 8798 employée en préculture 

sur le milieu FTG sans choc thermique. 

Un taux satisfaisant de spores est obtenu de façon reproductible pour chaque souche à partir 

des conditions de sporulation suivantes : 

- préculture sur le milieu FTG ensemencé par la souche à 0,5% à partir d'une culture réalisée sur le 

milieu BCYT + glucose (11 mM), 

-traitement à la chaleur (75°C pendant 15 min) pour les souches 8-6 et R3 et sans traitement pour 

la souche sauvage. Incubation pendant 16 à 18 h à 3TC, 

-ensemencement à 2 % d'un flacon de 1,2 L de milieu défini D contenant 6 mM de glucose et 

3,50 g/L de dextrine préalablement placé une nuit à l'étuve. Incubation à 3TC. 

Ces conditions permettent d'obtenir de façon reproductible entre 87 et 100 % de spores selon 

les souches et une production non négligeable d'entérotoxine de 0,002 à 0,04 mg/mL par celles-ci. 

Ceci est à rapprocher des différentes capacités à sporuler qui ont déjà été démontrées in vitro chez 

Cl. perfringens dans des milieux de sporulation précédemment décrits. En 1956, Ellner a trouvé 

80 % (parfois plus de 90 %) de sporulation avec 138 souches, et Tortora ( 1984) a obtenu entre 68 et 

97 % de sporulation avec différentes souches. En outre, Kim et al. (1967) ont comptabilisé respec

tivement 2,5 x 105 et 4,9 x 103 spores/mL avec les souches NCTC 8238 et NCTC 8239. Des études 

préliminaires avec la souche NCTC 8798 ont montré plus de 1,9 x 108 spores/mL dans le milieu de 

Kim et un pourcentage de sporulation de 61 et 51 %, respectivement, dans les milieux D et DS. 

Cependant, ces pourcentages varient selon les auteurs utilisant le milieu DS. Par contre, la souche R3 

sporule pauvrement sur le milieu D (1 05 spores/mL) mais fortement sur le milieu DS (Sacks et 

Thomas, 1979). Par ailleurs, la souche 8-6 sporule faiblement sur le milieu DS (3 %) et à 90 % sur 

le milieu D. 
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Les résultats présentés dans ce chapitre confirment que la sporulation des souches de 

Cl. perfringens est difficile à obtenir in vitro. En effet, l'étude de la formation des spores sur un 

milieu-type de la sporulation, le milieu DS, n'a pas montré de résultats satisfaisants (Tableau 43). 

Or, l'entérotoxine a été détectée sous forme de traces sur ce milieu. Par conséquent, et étant donné 

que cette protéine est libérée au cours de la sporulation, des spores ont dû être formées mais ont été 

difficiles à observer. Des auteurs ont montré la présence de spores sur ce milieu pour chacune des 3 

souches étudiées ici (Sacks et Thomas, 1979 ; Labbé, 1981 ). Ainsi, les conditions utilisées pour ce 

milieu ne sont pas actuellement idéales pour mettre en évidence des spores sur le milieu DS. Par 

ailleurs, 1 'étude de la sporulation des souches a été suivie sur le milieu BCYT + glucose, milieu 

spécifique de la croissance des bactéries anaérobies. Elle a montré que ce milieu permet d'obtenir 

un taux important de sporulation pour chacune des souches. Cependant, ce taux est relativement 

variable et fournit un nombre de cellules végétatives et un nombre de spores identiques ou plus faibles 

que sur le milieu D, rendant les pourcentages de sporulation très variables. Le milieu BCYT +glucose 

représente donc une alternative intéressante au milieu D dans l'étude de la sporulation in vitro de 

Cl. perfringens. Ces résultats comparés à ceux obtenus sur un troisième milieu, le milieu défini D, 

spécifique de la sporulation, montrent que ce dernier permet d'une part une bonne reproductibilité 

de la sporulation avec des taux satisfaisants, et d'autre part une croissance correcte des 3 souches 

mais moins favorable que le milieu BCYT. 

L'étude de l'influence des différents paramètres sur la sporulation des 3 souches suivies sur 

les différents milieux de sporulation montre que la sporulation de la souche R3 semble être 

uniquement sensible à la taille du volume de la préculture BCYT +glucose, alors qu'elle est moins 

sensible aux différents paramètres sur le milieu D. De même que pour la croissance, la sporulation 

de la souche sauvage et de la souche 8-6 semble être affectée par les différentes modifications 

effectuées sur les milieux de sporulation testés. Par conséquent, la grande majorité des paramètres 

testés influencent à la fois la croissance et la sporulation des souches. 

Dans la littérature, le milieu D permet une production plus importante d'entérotoxine pour les 

souches étudiées (Labbé, 1981). A partir des comptages des cellules et les dosages d'entérotoxine, 

une relation linéaire peut être établie entre la quantité d' entérotoxine produite et le nombre de spores 
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Figure 28: Relation linéaire entre le nombre de spores comptées et le taux d'entérotoxine 
produite. 



comptées (Figure 28). Cette observation confirme que la production d'entérotoxine a bien lieu 

pendant la sporulation et que la concentration en entérotoxine est fonction du nombre de spores. 

Ramenée à un même nombre de spores, la concentration en entérotoxine est identique pour chaque 

souche. Ces résultats peuvent constituer un outil intéressant lorsque les spores et les endospores sont 

difficiles à observer au microscope optique à contraste de phase ou après coloration. Le dosage de 

1' entérotoxine pourrait nous informer sur le nombre de spores présentes dans le milieu mais ne nous 

informerait pas sur le taux de sporulation obtenu. L'éventuel relargage d' entérotoxine par les cellules 

végétatives contenant des endospores sur le milieu D reste également un point à étudier plus en détail. 

Cette première partie de nos travaux personnels nous a permis de préparer des cellules dans 

un état physiologique déterminé et reproductible permettant de caractériser soit la physiologie des 

formes végétatives, soit la phase de sporulation et de production d' entérotoxine. Elle nous a également 

permis de montrer des comportements suffisamment différents pour nos trois souches d'étude de 

façon à justifier la poursuite des travaux sur le métabolisme en croissance et pendant la sporulation 

sur les souches de la première partie. 

2. MODIFICATION DU METABOLISME DE Clostridium perfringens EN 

PHASE DE CROISSANCE ET AU COURS DE LA SPORULATION 

Au cours de la première partie de ce chapitre, nous avons déterminé les conditions optimales 

de croissance et de sporulation à partir des résultats obtenus sur 4 milieux de sporulation ou de 

croissance pour atteindre un taux satisfaisant et reproductible de spores. Nous allons étudier 

maintenant le métabolisme issu de la consommation du( des) substrat(s) présent(s) dans les milieux 

FfG, DS, BCYT +glucose et D. Nous déterminerons le métabolisme ayant lieu au cours de la 

croissance et celui lors de la sporulation des souches sur le milieu D. Pour chaque condition d'étude, 

les produits terminaux de fermentation ont été dosés pour déterminer les bilans métaboliques. Les 

cinétiques de la production d'acides gras volatils et d'alcools ont été également réalisées sur le milieu 

BCYT +glucose (11 mM) et sur le milieu D. 
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Tableau 44 : Métabolites terminaux de la fermentation du glucose (30 mM) 
sur le milieu FTG. Les concentrations sont exprimées en mM. 

8-6 R3 

Glucose consommé 19 19 

Acétate 17 18 

Formiate 0 0 

Butyrate 8 3 

Ethanol 8 16 

Propionate 0 0 

Propanol 0 1 a 

H2 
1 a 1 a 

C02 21 21 

Bilan carbone (%) 94,4 91,7 

Bilan hydrogène (%) 82,3 86,6 

a traces inférieures à 1 mM 



Tableau 45 : Concentrations théoriques des métabolites issus de la 
fermentation du glucose (30 mM) sur le milieu FTG. Les résultats sont 
exprimés en mM/1 00 mM de glucose consommé. 

8-6 R3 

Acétate 91 97 

Formiate 0 0 

Butyrate 46 17 

Ethanol 54 83 

Propionate 0 0 

Propanol 0 1 a 

Hz 108 166 

C02 168 189 

a traces inférieures à 1 mM 

Tableau 46 : Coefficients affectés aux différentes équations permettant 
d'établir le bilan théorique du métabolisme du glucose (30 mM) des souches 
8-6 et R3 sur le milieu FTG. 

Coefficient 

Equation 1 Equation 3 Equation 4 Equation 5 

8-6 0,87 0,6 0 0,205 

R3 3 0,3 0,002 0,105 



2.1 MILIEU FTG 

L'étude du métabolisme sur le milieu FTG a été réalisée pour les souches 8-6 et R3. Le milieu 

FTG réparti en 10 mL dans des piluliers contient 30 mM de glucose. Les flacons sont ensemencés 

à 0,5 % à partir d'une préculture réalisée sur le milieu BCYT +glucose (11 mM). Ils sont ensuite 

traités à la chaleur (75°C pendant 15 min) avant d'être incubés 4 jours à 37oC. 

Les différents métabolites produits sont exprimés en mM dans le Tableau 44. Les 2 souches 

libèrent principalement du COz et de 1' acétate mais aussi du butyrate et de l'éthanol en quantité non 

négligeable. Les concentrations en COz sont identiques pour les 2 souches alors que la souche R3 

libère 9 % de plus d'acétate que la souche 8-6. Cependant, les concentrations en acétate pour les 

souches 8-6 et R3 sont respectivement 22 et 15 % plus faibles que celles obtenues en C02• Les 

proportions des produits minoritairement formés sont variables selon les souches. En effet, la 

souche 8-6 libère autant de butyrate que d'éthanol alors que la souche R3 libère presqu'autant 

d'éthanol que d'acétate. Par contre, cette dernière libère deux fois plus d'éthanol que la souche 8-6. 

Par ailleurs, les 2 souches produisent de 1 'hydrogène en faible quantité et des traces de propanol sont 

détectées chez la souche R3. Toutefois, du formiate et du propionate ne sont pas détectés pour les 2 

souches sur ce milieu. Elles consomment la même quantité de glucose au cours de leur croissance 

sur le milieu FTG. Cependant, le glucose n'est pas consommé en totalité: il reste entre 12 et 13 mM 

de glucose dans le milieu après fermentation. Le pH final obtenu pour les souches sur ce milieu est 

de 5,5 et peut empécher la consommation totale du glucose par les souches. 

Les bilans carbone et hydrogène de fermentation ont été élaborés après dosage des produits 

métaboliques de la fermentation : ils sont tout à fait satisfaisants pour les 2 souches (Tableau 44 ). 

Cependant, le bilan carbone est supérieur au bilan hydrogène. Ceci peut s'expliquer par des fuites 

d'hydrogène à travers le bouchon butyl ou plus probablement par un composé à l'état de traces qui 

n'a pas été comptabilisé. 

Le calcul des bilans théoriques de fermentation à partir des résultats expérimentaux fait 

intervenir principalement 6 équations décrites ci-dessous. L'inoculation de milieux de culture en 

absence de polymères n'a pas permis la croissance des bactéries. Par conséquent, ces équations ont 

été établies à partir uniquement de glucose. 
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1 glucose + 3 H20 ----> 1 acétate- + 1 éthanol + 2 HC03- + 3 H+ + 2 H2 

3 glucose----> 4 propionate- + 2 acétate-+ 2 HC03- + 8 H+ 

2 glucose----> 1 acétate-+ 2 butyrate-+ 2 HC03- + 5 H+ 

3 glucose + 8 Hz ----> 4 propanol + 2 acétate- + 2 HC03- + 4 H+ + 4 H20 

1 glucose+ 4 H20 ----> 2 acétate-+ 2 HC03- + 4 H+ + 4 H2 

HC03- + Hz ----> 1 formiate- + HzO 

LlG0 '=-168 kJ 

LlG0 '=-922,9 kJ 

LlG0 '=-359 kJ 

LlG0 '=-971,3 kJ 

LlG0 '=-206,3 kJ 

LlG0 '=-1,3 kJ 

Figure 29: Equations théoriques métaboliques établies d'après Thauer et al. (1977) 

(1) 

(2) 

(3) 

(4) 

(5) 

(6) 

L'élaboration du bilan théorique de fermentation sur le milieu FTG fait intervenir les équations 

(1), (3) et (5) pour la souche 8-6 et les équations (1), (3), (4) et (5) pour la souche R3 (Figure 29). 

Les coefficients affectés pour chaque équation permettent d'obtenir des concentrations théoriques 

proches des valeurs expérimentales (Tableau 45 et Tableau 46). Ils sont plus élevés pour 1' équation ( 1) 

et permettent d'obtenir ainsi des productions d'acétate et d'éthanol plus élevées. Cependant, à partir 

de ces équations théoriques, la production de co2 est 8 à 9 fois plus importante que la production 

expérimentale et la concentration théorique en hydrogène est légèrement inférieure à celle obtenue 

pour le C02• Les concentrations expérimentales en gaz obtenues sur le milieu FTG sont sous-estimées, 

surtout pour l'hydrogène très peu produit par les souches étudiées dans nos conditions d'étude. Par 

conséquent, la concentration théorique en Hz permettrait de corriger le bilan hydrogène pour les 2 

souches et d'obtenir un bilan carbone et hydrogène tout à fait remarquable. Par contre, les productions 

expérimentales d'acétate, d'éthanol et de butyrate sont proches de celles obtenues en théorie. 

Les concentrations des métabolites obtenues sur le milieu FTG et ramenées pour 100 mM de 

molécules de glucose consommées ont pu être comparées à celles déterminées sur le milieu PYG 

par Wood en 1961 (Tableau 2). Les voies métaboliques empruntées sur les deux milieux sont 

similaires. Pour l'un et l'autre milieu, la production en COz est importante. Par contre, sur le milieu 

PYG, la concentration en hydrogène est identique voire supérieure à celle du C02, ce que nous 

n'obtenons pas sur le milieu FTG. De plus, les souches libèrent des quantités importantes d'acétate 

sur le milieu FTG alors que la concentration de ce métabolite est faible sur le milieu PYG. 
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Tableau 47 : Métabolites terminaux de la fermentation du raffinose 
(7,93 mM) par les souches 8-6 et R3 sur le milieu DS. Les résultats sont 
exprimés en mM/100 mM d'équivalents glucoses consommés. 

8-6 R3 

Acétate 63 41 

Formiate 0 0 

Butyrate 59 35 

Ethanol 38 33 

Propionate 5 0 

Propanol 0 0 

Hz 3 2 

C02 132 122 

Bilan carbone(%) 97,9 68,7 

Bilan hydrogène (%) 82,3 53,8 

Tableau 48 : Concentrations théoriques des métabolites issus de la 
fermentation du raffinose (7 ,93 mM) par les souches 8-6 et R3 sur le 
milieu DS. Les résultats sont exprimés en mM/100 mM d'équivalents 
glucoses consommés. 

8-6 R3 

Acétate 75 75 

Formiate 0 0 

Butyrate 48 50 

Ethanol 48 50 

Propionate 5 0 

Propanol 0 0 

Hz 96 100 

C02 147 150 



Cl. peifringens libère également des traces de lactate sur le milieu PYG. Les différents produits 

métaboliques issus de la fermentation ont été analysés et dosés sur le milieu FTG avec les bilans 

satisfaisants présentés ci-dessus. Il n'y aurait donc pas de production supplémentaire d'autres 

composés sur le milieu FTG. En effet, les produits métaboliques tel que le lactate et le succinate 

n'ont pas été détectés sur le milieu FTG après croissance par les souches étudiées. Bien que la 

composition des milieux FTG et PYG soit relativement proche, les concentrations des métabolites 

issus de la fermentation du glucose sont différentes et démontrent un équilibre redox différent des 

voies métaboliques de Cl. peifringens sur ces 2 milieux. 

2.2 MILIEU DS 

Dans la première partie de ce chapitre, nous avons montré qu'aucune spore n'a pu être mise 

en évidence sur ce milieu pour les souches étudiées selon les conditions d'étude que nous avons 

choisies. Par conséquent, le métabolisme des souches 8-6 et R3 présenté ici correspond à un méta

bolisme de croissance sur le milieu DS. 

Ce milieu de sporulation contient du raffinose à une concentration de 7,93 mM comme substrat 

de croissance, soit une concentration de 23,79 mM d'équivalents glucoses. Ce composé carboné est 

ajouté au milieu de sporulation lors de la préparation. La préculture sur le milieu FTG est traitée à 

la chaleur (75"C pendant 15 min) avant incubation 16 à 18 h à 3TC. Les flacons sont ensemencés 

à 2 % à partir de cette préculture. 

Sur ce milieu, les souches libèrent une quantité importante du COz (Tableau 47). En effet, plus 

de 100 mM de COz sont produits par chaque souche pour 100 mM d'équivalents glucoses consommés. 

Acétate, butyrate, éthanol et Hz sont aussi produits en quantité non négligeable mais leur concentration 

est variable selon les souches. Il y a 2 fois plus de COz que d'acétate pour la souche 8-6. Le rapport 

est plus important pour la souche R3 : la concentration en acétate est plus faible de 60 % par rapport 

à celle de COz. Elle libère aussi de l'acétate avec une concentration 15 % plus élevée que celle 

déterminée pour le butyrate ou 1' éthanol synthétisés dans les mêmes proportions alors que la 

souche 8-6 produit presqu'autant d'acétate que de butyrate et en quantité plus faible de l'éthanol : 

en effet, la souche 8-6 libère de l'éthanol à une concentration 37 % plus faible par rapport à la 

concentration en acétate ou en butyrate. De plus, les 2 souches libèrent de l'hydrogène sous forme 
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de traces et seulement la souche 8-6 produit du propionate. Du formiate et du propanol ne sont pas 

détectés pour les 2 souches sur ce milieu. Cependant, la consommation du raffinose par les 2 souches 

n'est pas totale. En effet, il reste 6,75 mM d'équivalents glucoses après fermentation. 

Les bilans matière ont été élaborés après dosage des produits métaboliques de la fermentation 

du raffinose. Les bilans carbone et hydrogène sont peu différents pour chaque souche (Tableau 47). 

Cependant, les bilans de la souche 8-6 sont plus élevés que ceux de la souche R3. Ces résultats 

comparés au bilan théorique établi à partir des équations (1), (2) et (3) pour les souches 8-6 et les 

équations (1) et (3) pour la souche R3 montrent que la concentration en Hz produite par les souches 

devrait être 30 à 50 fois plus importante que ce que nous avons obtenu au cours de 1 'expérience 

(Tableau 48). Par conséquent, la concentration en Hz obtenue expérimentalement est sous-estimée. 

Des travaux antérieurs réalisés par Pauss et al. (1990) sur les estimations de l'hydrogène dans les 

bilans de fermentation ont montré l'existence de limitations importantes entre la phase liquide et la 

phase gazeuse dans les fermenteurs. Selon les conditions de mesure, les teneurs déterminées en phase 

gazeuse étaient 40 à 71 fois inférieures à la valeur théorique. Les mesures réalisées au cours des 

bilans de fermentation présentent également ce phénomène. Ces principes appliqués à 1 'établissement 

des bilans hydrogène des souches 8-6 et R3 permettent d'établir des bilans tout à fait corrects. Ceci 

permettrait d'améliorer le bilan hydrogène pour les 2 souches. De plus, le calcul théorique de chacun 

des métabolites libérés par la souche R3 présente des concentrations supérieures à celles obtenues 

expérimentalement. Par conséquent, la souche R3 libère des produits dont la concentration expéri

mentale est sous-estimée ce qui justifie les faibles valeurs des bilans carbone et hydrogène pour cette 

souche. 

Une autre explication peut-être plus plausible est l'absence de détection d'un métabolite 

important dans le bilan de fermentation de la souche R3. Cependant les dosages supplémentaires 

réalisés n'ont pas détecté la présence de lactate et de succinate. Le décalage entre bilan expérimental 

et bilan théorique calculé par combinaison des équations théoriques de fermentation n'est dons pas 

expliqué. 
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Figure 30: Production d'acides gras volatils et d'alcools et consommation du glucose par la 
souche NCTC 8798 sur le milieu BCYT + glucose (11 mM). • : acétate ; • : éthanol ; 
j. : butyrate ; 0 : concentration en glucose. La cinétique de production de formiate n'a pas 
été réalisée. 



2.3 MILIEU BCYT + GLUCOSE 

Le milieu BCYT +glucose préparé initialement sans glucose est réparti à raison de 10 mL par 

pilulier. Le substrat carboné est ajouté par filtration Millex pour obtenir une concentration finale de 

11 mM. Les piluliers sont ensemencés à 2 % à partir d'une culture réalisée sur le milieu BCYT + 

glucose (11 mM) âgée de moins de 24 h. Les flacons sont incubés à l'étuve à 3TC et sont ensuite 

stockés à + 4 OC avant analyse. 

2.3.1 Production d'acides gras volatils et d'alcools 

La Figure 30 présente la cinétique de libération des produits de fermentation du glucose et la 

consommation du substrat de la souche NCTC 8798 sur le milieu BCYT + glucose ( 11 mM). La 

production d'acides gras volatils et d'alcools n'est pas immédiate chez cette souche et débute après 

2 h d'incubation. La concentration en acétate et en éthanol augmente rapidement et devient constante 

vers 7 h d'incubation puis stagne à partir du moment où les bactéries ne disposent plus assez de 

substrat pour se développer. En effet, la souche NCTC 8798 consomme la totalité du glucose en 

5-6 h avec une consommation maximale de 4,50 mM de glucose en 1 heure. 

2.3.2 Bilan métabolique 

Nous ne présentons que le bilan métabolique des souches NCTC 8798 et R3. En effet, cette 

expérience ayant été réalisée plusieurs fois pour la souche 8-6 ne présente pas de résultats repro

ductibles. Par conséquent, les différents produits libérés issus de la fermentation du glucose et les 

bilans carbone et hydrogène concernant cette souche ne seront pas présentés. 

Les bilans de fermentation du glucose sur le milieu BCYT + glucose élaborés après dosage 

des produits métaboliques de la fermentation permettent d'écrire les équations suivantes: 

Souche N CTC 8798 

1 glucose ------> 1,23 acétate-+ 1,85 formiate-+ 0,06 butyrate-+ 0,79 éthanol+ 0,07 Hz+ 0,70 COz 

Souche R3 

1 glucose ------> 0,81 acétate-+ 2,42 formiate-+ 0,03 butyrate-+ 1,14 éthanol+ 0,02 Hz+ 0,46 COz 
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Tableau 49: Bilan matière des souches NCTC 8798 et R3 sur le milieu 
BYTC +glucose (11 mM) 

Bilan carbone (%) 

Bilan hydrogène (%) 

NCTC 8798 

113,8 

116,5 

R3 

115,2 

126,8 



Les souches NCTC 8798 et R3 libèrent de l'acétate, du formiate, de l'éthanol et du C02 en 

quantité importante et du butyrate et de l'hydrogène en plus faible concentration. Toutefois, la 

concentration des différents métabolites varie selon les souches. Les 2 souches produisent de grandes 

quantités de formiate ; en effet, la souche NCTC 8798 libère presque 2 molécules de formiate pour 

une molécule de glucose consommée et pour la souche R3, plus de 2 molécules de formiate sont 

produites pour une molécule de glucose consommée. De plus, la souche NCTC 8798 produit plus 

d'une molécule d'acétate pour une molécule de glucose consommée alors que ce phénomène est 

observé chez la souche R3 pour la production d'éthanol : la souche sauvage libère 56 % de plus 

d'acétate que d'éthanol; par contre, pour la souche R3, la concentration en éthanol est plus élevée 

de 40 % par rapport à celle de l'acétate. Les 2 souches libèrent moins de C02 que d'acétate : la 

concentration en C02 est plus faible de 43 %par rapport à celle de l'acétate. Cependant, la souche 

NCTC 8798 libère presque autant de C02 que d'éthanol alors que la souche R3 en produit nettement 

moins (60 % en moins). La souche R3 produit moins de C02, du butyrate et d'hydrogène que la 

souche NCTC 8798. 

Les 2 souches de Cl. peifringens étudiées sur le milieu BCYT + glucose présentent un 

métabolisme différent sur le milieu de référence, le milieu PYG (Wood, 1961). Le milieu BCYT + 

glucose utilisé permet, d'une façon générale, une production moins importante des différents 

métabolites par rapport à ceux obtenus sur le milieu PYG. Le butyrate et le lactate ne sont pas détectés 

sur le milieu BCYT +glucose. Les bilans des souches NCTC 8798 et R3 sont légèrement supérieurs 

à 100 % ce qui peut également s'expliquer par la sous-estimation de la concentration en glucose 

(Tableau 49). Cependant, le milieu BCYT +glucose (11 mM) permet une production importante de 

formiate, d'acétate, d'éthanol et de C02 alors que le lactate, le C02 et l'H2 constituent les produits 

majoritairement formés sur le milieu PYG. En effet, presque 200 mM de C02 et plus de 200 mM de 

H2 sont libérés pour 100 mM de glucose consommé sur le milieu PYG (Tableau 2). De l'acétate est 

aussi produit en concentration 2 fois plus importante que les concentrations en butyrate, lactate et 

éthanol. De plus, lorsque le milieu ne contient pas de fer, la production de gaz, de butyrate, d'acétate 

et d'éthanol a fortement diminué au profit de la concentration en lactate qui a augmenté d'un facteur 5. 

Par ailleurs, lorsque la composition du milieu varie, nos souches de Cl. peifringens ne libèrent que 

très peu d'hydrogène par rapport à la concentration en C02 sur le milieu BCYT +glucose alors que 
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les productions en C02 et en H2 sont identiques sur le milieu PYG. Sur le milieu BCYT + glucose, 

les souches de Cl. perfringens semblent avoir un métabolisme particulier de régénération des 

coenzymes réduits. Le métabolisme ne se rapproche d'aucun métabolisme des autres souches de 

Clostridium perfringens se développant sur le milieu PYG étant donné que le formiate, l'acétate et 

1 'éthanol sont produits de façon majoritaire sur le milieu BCYT +glucose. Cette production abondante 

d'acétate et de formiate accompagnée d'un faible dégagement d'hydrogène est également à 

rapprocher du métabolisme de Cl. formicoaceticum sur milieu PYG (Andreesen et al., 1970) et 

pourrait correspondre à un métabolisme particulier de cellules en phase stationnaire. 

2.4 MILIEUD 

Le but de cette expérience est de décrire le métabolisme carboné obtenu au cours de la 

sporulation en fonction de la nature du substrat de croissance présent et de le comparer au métabolisme 

des cellules végétatives. C'est pourquoi, nous allons étudier le métabolisme de fermentation des 

différents substrats carbonés (dextrine ou glucose) présents dans le milieu D par les souches de 

Cl. perfringens au cours de 2 états physiologiques de la cellule : en phase de croissance et au cours 

de la sporulation. Ces 2 états sont obtenus en modifiant la concentration des substrats. 

Le milieu D est préparé initialement sans glucose ni dextrine. Cependant, la dextrine est 

présente dans le milieu lors de la préparation de celui-ci lorsque les conditions d'étude le demandent. 

Le glucose est ajouté, par filtration Millex, aux concentrations voulues au moment de l'emploi du 

milieu D. Les flacons contenant 10 mL de milieu D sont ensemencés à 2% à partir d'une préculture 

sur le milieu FTG. Celui-ci ensemencé à 0,5% à partir d'une préculture sur le milieu BCYT +glucose 

(11 mM) est traité àlachaleur(75°C pendant 15 min) pour les souches 8-6 etR3 alors que le traitement 

n'est pas réalisé pour la souche NCTC 8798. Les tubes ensemencés contenant le milieu D sont incubés 

pendant 3 semaines à 3TC. Ces conditions d'étude sont identiques pour toutes les expériences 

présentées dans ce paragraphe ; seules les concentrations en glucose et en dextrine sont modifiées. 

2.4.1 Métabolisme du glucose 

L'étude du métabolisme du glucose a été réalisée sur le milieu D au cours de la croissance 

avec 56 mM de glucose et au cours de la sporulation avec 6 mM de ce même substrat. Dans ces 
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Tableau 50 :Métabolites terminaux de la fermentation du glucose (56 mM) sur le milieu D. 
Les concentrations sont exprimées en mM. 

NCTC 8798 8-6 R3 

Glucose consommé 42 47 42 

Acétate 28 37 30 

Formiate 18 ND 17 

Butyrate 20 22 22 

Ethanol 8 7 11 

Propionate 1 0 

Propanol 0 0 0 

H2 oa oa oa 
co, 58 74 73 

Bilan carbone (%) 91,9 89,5 103,9 

Bilan hydrogène (%) 72,3 65,6 79,4 

a traces inférieures à 0, 1 mM 
ND : non déterminé 



conditions, le milieu ne contient pas de dextrine. Nous présentons tout d'abord les produits issus de 

la fermentation du glucose dans ces 2 conditions d'étude après 3 semaines d'incubation pour en 

déduire ensuite 1' effet de la nature du substrat sur le métabolisme des 3 souches. 

2.4.1.1 Au cours de la croissance 

La consommation de 56 mM de glucose par les 3 souches est totale dès 10 h d'incubation. 

Celles-ci produisent principalement du COz, de l'acétate, du formiate et du butyrate (Tableau 50) 

mais aussi du propionate et de 1 'éthanol. Ces différents produits métaboliques sont synthétisés en 

proportion variable selon les souches. Les concentrations obtenues en COz, en acétate et en butyrate 

sont plus faibles pour la souche NCTC 8798 que pour les autres bactéries. En effet, les souches 8-6 

et R3 libèrent environ 26 % de plus de C02 par rapport à la concentration obtenue pour la souche 

NCTC 8798. La concentration en butyrate produite est identique pour les souches 8-6 et R3 et plus 

faible de 8 %pour la souche NCTC 8798. Par contre, la production en éthanol est variable selon les 

souches. La production de formiate est identique pour les souches NCTC 8798 et R3. Les 3 souches 

libèrent du propionate et de l'Hz sous forme de traces et le propanol n'est pas détecté. Lorsque les 

concentrations des différents métabolites sont ramenées à 100 mM d'équivalents glucoses 

consommés, les souches 8-6 et R3 libèrent le même taux d'acétate alors que le butyrate est produit 

dans la même proportion pour les souches NCTC 8798 et 8-6. 

La comparaison de ces résultats avec ceux obtenus sur le milieu PYG par Wood en 1961 

(Tableau 2) montre de moins grandes variations que celles obtenues sur le milieu BCYT + glucose. 

En effet, l'absence ou la présence de fer sur le milieu PYG n'influence pas la production de C02, de 

Hz et du lactate par Cl. peifringens ; or, sur le milieu D contenant 56 mM de glucose, des traces 

d'hydrogène sont produites et le lactate n'est pas détecté. Toutefois, le milieu PYG permet 

proportionnellement une production plus importante d'acétate que d'éthanol et de butyrate : nous 

retrouvons ces proportions sur le milieu D. 

Les bilans carbone et hydrogène calculés pour les 3 souches sont légèrement faibles 

(Tableau 50). Il semble que l'hydrogène soit produit en trop faible quantité à partir de 56 mM de 

glucose sur le milieu D. 
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Figure 31 : Production des métabolites terminaux issus de la fermentation du glucose (6 mM) 

par la souche R3 sur le milieu D. • : acétate ; + : butyrate ; .i. : propionate ; x : éthanol ; 
•: propanol. La cinétique de production de formiate n'a pas été réalisée. 

Tableau 51 :Métabolites terminaux de la fermentation du glucose (6 mM) sur le milieu D. Les 
résultats sont exprimés en mM/100 mM d'équivalents glucoses consommés. 

NCTC 8798 8-6 R3 

Acétate 84 88 97 

Formiate 112 106 90 

Butyrate 13 19 4 

Ethanol 41 36 48 

Propionate 16 34 20 

Propanol 7 2 4 

Hz 1 a 1 a 1 a 

COz 174 180 201 

Bilan carbone (%) 109,9 119,9 111,7 

Bilan hydrogène (%) 89,1 96,1 86,8 

Les chiffres représentent la valeur moyenne de deux expériences. 
a traces inférieures à 1 mM 



2.4.1.2 Au cours de la sporulation 

Nous avons étudié le métabolisme du glucose au cours de la sporulation sur le milieu D. Pour 

cela, la concentration en glucose a été fixée à 6 mM. La cinétique de production d'acides gras volatils 

et d'alcools est présentée sur la Figure 31 pour la souche R3. Dans ces conditions, le taux de 

sporulation est très satisfaisant et atteint 100 %. 

2.4.1.2.1 Production d'acides gras volatils et d'alcools 

La souche R3 consomme le glucose à la vitesse maximale de 6 mM de substrat par heure. Sur 

le milieu D contenant 6 mM de glucose, l'acétate et l'éthanol sont produits par la souche R3 dès le 

début de la cinétique et leur production augmente rapidement (Figure 31 ). Le taux de production 

maximale d'acétate et d'éthanol est atteint respectivement dès 5 et 15 h d'incubation alors que tout 

le glucose est consommé. Cette production s'accompagne de l'accumulation de 10,7 mM de formiate. 

Cependant, le butyrate, le propionate et le propanol sont produits plus tard après respectivement 5, 

8 et 15 h d'incubation et en quantité plus faible. Le taux maximal en propionate est atteint vers 50 h 

d'incubation. 

2.4.1.2.2 Bilan métabolique 

La fermentation du glucose présent dans le milieu D a été réalisée 2 fois pour les souches 

NCTC 8798 et 8-6 et 3 fois pour la souche R3. Le bilan métabolique a été établi à partir de la moyenne 

des concentrations des différents produits libérés. 

Les trois souches libèrent principalement du C02, du formiate et de 1' acétate mais aussi de 

l'éthanol, du butyrate, du propionate, du propanol et de l'H2 en quantité variable selon les souches 

(Tableau 51). Avec une concentration en glucose dix fois moins élevée par rapport à l'expérience 

précédente, les souches libèrent plus de 200 mM de co2 et au moins 100 mM d'acétate pour 100 mM 

de glucoses consommés. Les souches NCTC 8798 et 8-6libèrent respectivement 25 et 17 %de moins 

d'acétate par rapport à la concentration en formiate. Par contre, la tendance est inversée pour la 

souche R3 : la concentration en formiate est 7 % plus faible par rapport à celle d'acétate. Les souches 

NCTC 8798, 8-6 et R3 libèrent respectivement 84, 78 et 96 % de moins de butyrate que d'acétate et 
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produisent de l'éthanol à une concentration respectivement de 67, 47 et 90% plus élevée que celle 

de butyrate. La concentration en éthanol est identique pour les 3 souches. Cependant, la souche 8-6 

libère autant d'éthanol que de propionate. Par ailleurs, des traces de propanol sont détectées pour 

chaque souche. 

Après 500 h d'incubation, les bilans métaboliques sont satisfaisants pour les souches 

NCTC 8798 et R3 et sont un peu élevés en carbone pour la souche 8-6. En effet, il semble que la 

quantité de glucose consommée soit faible et augmenterait par conséquent le bilan carbone obtenu 

pour cette souche. 

Le calcul des bilans théoriques à partir des résultats expérimentaux obtenus dans ces conditions 

fait intervenir 5 équations décrites précédemment sur la Figure 29. Ces équations permettent de 

déterminer les concentrations théoriques de chacun des métabolites produits par les souches à partir 

de 6 mM de glucose dans le milieu D. La comparaison des différents facteurs affectés à chaque 

équation montre que quelles que soient les souches, les équations (1) (1 glucose --> 1 acétate- + 

1 éthanol) et (6) (HC03- +Hz----> 1 formiate+ HzO) sont favorisées par rapport aux autres équations. 

En effet, les coefficients donnés à ces équations sont toujours très importants pour les 3 souches. Par 

conséquent, la concentration d'acétate, d'éthanol et de COz déterminée par cette équation est plus 

élevée. Par ailleurs, le coefficient affecté à l'équation (3) (2 glucose--> 1 acétate-+ 2 butyrate-) pour 

la souche 8-6 n'est pas négligeable et permet la production de butyrate. Les facteurs donnés aux 

autres équations sont plus faibles. Il s'avère que pour les 3 souches, la production calculée d'acétate, 

d'éthanol et de COz est beaucoup plus faible par rapport aux valeurs expérimentales. Par contre, les 

concentrations en butyrate, en propionate, en propanol et surtout en hydrogène sont plus importantes 

en théorie. L'hydrogène produit expérimentalement par les 3 souches est en trop faible quantité. Ceci 

pourrait peut-être s'expliquer par l'absence d'un autre produit métabolique important dans le bilan 

matière des souches. 
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2.4.1.3 Comparaison des métabolites zssus de la fermentation du glucose 

présent dans le milieu D 

Pour pouvoir comparer le métabolisme du glucose présent à 2 concentrations (6 et 56 mM) 

sur le milieu D, les produits issus de la fermentation de ce substrat sont exprimés selon les souches 

comme suit: 

- en présence de 56 mM de glucose 

Souche NCTC 8798 

1 glucose -----> 0,66 acétate-+ 0,48 butyrate-+ 0,18 formiate-+ 0,19 éthanol+ 0,02 propionate- + 

traces de H2 + 1,37 C02 

Souche 8-6 

1 glucose -----> 0,79 acétate-+ 0,48 butyrate-+ 0,14 éthanol+ 0,01 propionate- +traces de H2 + 

1,57 C02 

Souche R3 

1 glucose -----> 0,72 acétate-+ 0,53 butyrate-+ 0,40 formiate-+ 0,26 éthanol+ 0,01 propionate- + 

traces de H2 + 1,73 C02 

Le formiate n'a pas été dosé pour la souche 8-6 dans ces conditions d'étude. 

- en présence de 6 mM de glucose 

Souche NCTC 8798 

1 glucose -----> 0,84 acétate-+ 0,13 butyrate-+ 1,12 formiate-+ 0,41 éthanol+ 0,16 propionate- + 

0,07 propanol+ traces de H2 + 1,74 C02 

Souche 8-6 

1 glucose -----> 0,88 acétate- + 0,19 butyrate-+ 1,06 formiate- + 0,36 éthanol + 0,34 propionate- + 

0,02 propanol + traces de H2 + 1,81 C02 

Souche R3 

1 glucose -----> 0,97 acétate-+ 0,05 butyrate-+ 0,90 formiate-+ 0,48 éthanol+ 0,20 propionate- + 

0,04 propanol + traces de H2 + 2,00 C02 
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Tableau 52 : pH final obtenu pour les souches 8-6 et R3 
selon la concentration en glucose dans le milieu D 

Souches 

8-6 

R3 

Concentration en glucose (mM) 

6 

7,1 

7,1 

56 

6,4 

6,8 

Tableau 53: Métabolites terminaux de la fermentation de la dextrine (3,5 g!L) sur le milieu D. 
Les résultats sont exprimés en mM/100 mM d'équivalents glucoses consommés. 

NCTC 8798 8-6 R3 

Acétate 88 120 b 120 [0,31] 

Formiate 113 104 84 

Butyrate 6 7 [0,04] 17 [0,16] 

Ethanol 35 9b 17 [0, 16] 

Propionate 28 28 [0,03] 48 [0,11] 

Propanol 4 sb 2 [0,02] 

H2 1 a 2 2 

C02 214 202 80 

Bilan carbone (%) 115,4 115,0 110,0 

Bilan hydrogène (%) 86,4 83,8 100,1 

Les chiffres donnés pour la souche NCTC 8798 représentent les valeurs moyennes de deux 
expériences alors que les données des souches 8-6 et R3 correspondent à la valeur moyenne de 
3 expériences. Les chiffres entre crochets représentent l'écart-type. 
a traces inférieures à 1 mM 
b écart-type inférieur à 0,01 



Bien que la concentration en glucose soit faible, la production d'acétate, de formiate, de 

propionate et de propanol est plus élevée avec 6 mM de glucose qu'avec une concentration 10 fois 

supérieure dans le milieu D. En effet, la production d'acétate et de C02 par les souches NCTC 8798, 

8-6 etR3 est 10 à 37% moins importante en présence de 56 mM de glucose ce qui indique l'influence 

limitante de l'homéostasie en pH dans les cultures. De plus, une faible concentration en glucose 

favorise la production d'éthanol et de propanol pour que la souche métabolise son équilibre redox. 

Par contre, la concentration en butyrate est proportionnellement plus élevée avec 56 mM de glucose. 

Par conséquent, 6 mM de glucose dans le milieu D favorise une production plus importante 

de C02, d'acétate, de formiate, d'éthanol, de propionate et de propanol alors qu'une concentration 

en glucose 10 fois plus importante induit plutôt une variation des flux de carbone vers la production 

de butyrate. Cependant, la production d'H2 n'est pas affectée par la variation de la concentration en 

glucose. La forte production d'acides gras volatils et d'alcools à partir de 56 mM de glucose fait 

abaisser le pH final des souches 8-6 et R3 à respectivement 6,4 et 6,8 (Tableau 52). Nous confirmons 

la relative sensibilité de Cl. perfringens à la valeur du pH qui semble limiter la production des 

métabolites par les souches. 

2.4.2 Métabolisme de la dextrine 

L'étude du métabolisme de la dextrine a seulement été effectuée à la concentration en dextrine 

de 3,50 g/L qui permet la sporulation des souches. En effet, les souches NCTC 8798, 8-6 et R3 

sporulent respectivement à 25, 82 et 80% dans ces conditions d'étude. Le milieu D est exempt de 

glucose. 

Les bilans métaboliques présentés correspondent à un suivi réalisé 2 fois pour la souche sauvage 

et 3 fois pour chacune des souches 8-6 et R3 : nous présentons la moyenne des concentrations des 

différents produits obtenus après 50 h d'incubation à 3TC. 

La consommation de la dextrine par les 3 souches produit principalement du C02, du formiate 

et de 1' acétate mais aussi du butyrate, du propionate en quantité variable ainsi que des traces de 

propanol et de l'H2 en proportion variable selon les souches (Tableau 53). En effet, pour les souches 

NCTC 8798 et 8-6, les concentrations en acétate sont 40 à 60 % plus faibles que celles obtenues 

pour le C02 alors que le phénomène est inversé pour la souche R3 : la concentration en acétate 
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Tableau 54 : Concentrations théoriques des métabolites issus de la fermentation de la dextrine 
(3,5 g/L) sur le milieu D. Les résultats sont exprimés en mM/100 mM d'équivalents glucoses 
consommés. 

NCTC 8798 8-6 R3 

Acétate 91 121 118 

Formiate 113 103 85 

Butyrate 7 7 17 

Ethanol 59 14 15 

Propionate 29 41 38 

Propanol Il 14 2 

Hz 16 103 58 

co2 40 34 57 



produite par cette souche est 50 % plus élevée que la concentration en C02• Le produit majoritaire 

de fermentation des souches NCTC 8798 et 8-6 est le C02 avec plus de 2 molécules de C02 produites 

pour une molécule d'équivalents glucoses consommés alors que plus de 100 mM d'acétate sont 

produits pour 100 mM d'équivalents glucoses consommés chez les souches R3 et 8-6. Par contre, 

la souche sauvage libère plus de formiate que d'acétate : la concentration en acétate est 22 % plus 

faible que celle en formiate. Seule la souche R3 produit une quantité importante de propionate et de 

butyrate. De plus, les souches 8-6 et R3 produisent l'une et l'autre trois fois plus de propionate que 

d'éthanol. Par contre, la souche 8-6 produit moins d'éthanol que les autres souches. Parmi les produits 

de fermentation minoritaires, la concentration en éthanol produite par la souche NCTC 8798 est plus 

faible de 70 % par rapport à celle du formiate. 

Le calcul du bilan théorique de la fermentation de la dextrine (3,5 g/L) présente dans le milieu 

fait intervenir les équations précédemment citées (Figure 29). En aucun cas, il n'est possible d'obtenir 

la construction d'un bilan théorique de fermentation de la dextrine qui soit suffisamment représentatif 

des bilans expérimentaux que nous avons obtenus. En effet, les différentes combinaisons de ces 

équations, si elles mettent toutes en avant la très forte production d'acétate et de C02 pour chacune 

des souches testées, conduisent à des productions des métabolites minoritaires des bilans de 

fermentation expérimentaux très éloignés des accumulations réellement observées. Un exemple de 

résultat de ces simulations est présenté dans le Tableau 54. Nous n'arrivons pas à traduire de façon 

simple en quelques équations les flux de carbone réels rencontrés lors du métabolisme de la dextrine 

utilisée comme seul substrat de croissance. 

De même, la production expérimentale d'hydrogène semble trop faible pour les trois souches. 

II n'est pas non plus exclu que les systèmes de fermeture de nos flacons de culture ne supportent pas 

une surpression gazeuse sans fuites. Ce décalage avec les conditions réelles pourrait provenir d'une 

sous-estimation de la concentration en équivalents glucoses de la dextrine. En effet, le dosage de la 

dextrine n'est pas tout à fait satisfaisant ni reproductible et présente donc une barre d'erreur sur les 

valeurs annoncées d'environ 20 %. 

Les pH finaux sont compris entre 7,45 et 7,81 selon les souches ; ceci montre que la cinétique 

de consommation très lente pourrait expliquer une utilisation différente des flux de carbone sur ce 

type de substrat. 
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Tableau 55: Métabolites terminaux de la fermentation du glucose (56 mM) et de la dextrine 
(3,5 g!L) sur le milieu D. Les concentrations sont exprimées en mM. 

NCTC 8798 8-6 

Equivalents glucoses consommés 50 45 

Acétate 28 31 

Formiate ND Il 

Butyrate 17 22 

Ethanol 15 8 

Propionate 1 0 

Propanol 0 0 

H2 
oa oa 

C02 58 64 

Les chiffres correspondent à la valeur moyennes de deux expériences. 
a traces inférieures à 0,1 mM 
ND non déterminé 

Tableau 56 : Bilan matière des souches NCTC 8798, 8-6 et R3 sur le milieu D 
contenant 56 mM de glucose et 3,5 g!L de dextrine 

Bilan carbone (%) 

Bilan hydrogène (%) 

NCTC 8798 

71,7 

57,2 

8-6 

88,9 

68,5 

R3 

85,9 

69,3 

R3 

50 

34 

12 

17 

18 

0 

0 
oa 
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2.4.3 Métabolisme du glucose et de la dextrine 

Le métabolisme du glucose et de la dextrine, substrats présents en même temps dans le milieu D, 

a été étudié au cours de la croissance et lors de la formation des spores des 3 souches. Alors que 

3,5 g/L de dextrine sont présents dans le milieu pour l'une ou l'autre condition d'étude, seule la 

concentration en glucose a été modifiée pour obtenir les 2 états physiologiques : la concentration en 

glucose est de 56 mM pour 1' étude du métabolisme au cours de la croissance et de 6 mM pour 1' étude 

du métabolisme au cours de la sporulation. 

2.4.3.1 Au cours de la croissance 

L'étude du métabolisme pendant la croissance des souches sur le milieu D est réalisée avec 

3,5 g/L de dextrine et 56 mM de glucose. Cette expérience a été réalisée 2 fois dans ces conditions. 

Le COz est produit de façon majoritaire par les 3 souches (Tableau 55). Acétate, formiate, 

butyrate et éthanol sont libérés en quantité non négligeable mais leur concentration varie selon les 

souches. La production d'acétate est deux fois moins importante que la production de COz pour 

chaque souche. La concentration en butyrate est respectivement de 40, 30 et 50 % plus faible que la 

concentration en acétate pour les souches NCTC 8798, 8-6 et R3. Les souches 8-6 et R3 libèrent la 

même quantité de formiate. Cependant, la production en éthanol et en butyrate est identique pour 

les souches NCTC 8798 et R3 alors que la concentration en éthanol pour la souche 8-6 est moins 

importante de 62 %que la concentration en butyrate. De l'hydrogène et du propionate sont libérés 

en très faible quantité voire sous forme de traces. Il n'y a pas de production de propanol. 

Les bilans métaboliques sont établis après 50 h d'incubation alors que le glucose a été 

consommé depuis 40 h d'incubation (Tableau 56). Les bilans carbone et hydrogène calculés à partir 

de ces données sont relativement faibles quelles que soient les souches étudiées. Toutefois, les bilans 

sont plus élevés pour les souches 8-6 et R3 que pour la souche sauvage. En effet, pour cette dernière, 

les concentrations des produits majoritaires, le COz et l'acétate, sont plus faibles de 16% par rapport 

à celles obtenues pour les autres souches. Pourtant, la consommation d'équivalents glucoses est 

identique pour les 3 souches. Ici également, il semble que la concentration en dextrine consommée 

devrait être sur-estimée pour les 3 souches mais l'écart serait plus important pour la souche sauvage. 

Ceci peut aussi provenir des variations obtenues au cours du dosage de la dextrine. 
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2.4.3.2 Au cours de la sporulation 

Pour 1 'étude du métabolisme du glucose et de la dextrine dans les conditions de sporulation, 

1' expérience a été effectuée 4 fois pour la souche sauvage et 6 fois pour les souches 8-6 et R3 sur le 

milieu D contenant 6 mM de glucose et 3,5 g/L de dextrine. Dans ces conditions, 87 à 100% de 

spores sont obtenues selon les souches sur le milieu D. 

2.4.3.2.1 Production d'acides gras volatils et d'alcools 

Cette étude a été réalisée dans des flacons de 1,2 L pour suivre, pendant 3 semaines, la cinétique 

de production d'acides gras volatilset d'alcools pour les 3 souches à partir de 6 mM de glucose et 

3,5 g/L de dextrine. Pour chaque souche, les cinétiques de production d'acétate, de formiate et 

d'éthanol présentent 2 phases. Chaque phase correspond à la consommation d'un substrat carboné 

(Figure 32) : la première pendant laquelle le glucose est dégradé dure 5 à 10 h selon les souches et 

la seconde qui correspond à la consommation de la dextrine, 200 h. L'acétate, le formiate et 1' éthanol 

sont produits de façon croissante chez les 3 souches dès le début de la croissance et jusqu'à la 

consommation totale du glucose. Pendant cette première phase, la vitesse maximale de consommation 

du glucose varie selon la nature des souches :en effet, les souches NCTC 8798, 8-6 et R3 consomment 

respectivement 5,00 ; 3,60 et 1,80 mM de glucose par heure d'incubation. A la fin de la première 

phase, apparaissent des traces de propionate, de butyrate et de propanol. Au cours de la seconde 

phase, les concentrations de chacun de ces produits augmentent pour atteindre des valeurs constantes 

vers 200 h d'incubation. Cette augmentation de 40 à 50 %selon les souches est moins rapide que 

dans la première phase. La consommation de dextrine commence dès le début de la croissance mais 

elle est accentuée à partir du moment où tout le glucose est consommé. Cependant, elle n'est pas 

totale: en effet, en fin de croissance, il reste entre 1,50 et 2,20 g/L de dextrine selon les souches. Le 

pH final obtenu dans ces conditions étant de 7,1 pour chaque souche ne constitue pas un facteur 

limitant la consommation de la dextrine. Pendant la seconde phase, les vitesses horaires maximales 

de consommation des souches NCTC 8798, 8-6 et R3 sont respectivement 1,00; 0,23 et 1,94 mM 

d'équivalents glucoses de dextrine pendant 1 h. 
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Tableau 57 : Métabolites terminaux de la fermentation du glucose (6 mM) et de la dextrine 
(3,5 g/L) sur le milieu D. Les résultats sont exprimés en mM/100 mM d'équivalents glucoses 
consommés. 

NCTC8798 8-6 R3 

Acétate 90 [0,04] 78 [0,10] 90 [0,08] 

Formiate 86 69 90 

Butyrate 9 [0,02] 24 [0,02] 12 b 

Ethanol 50 [0,02] 28 [0,03] 54 [0,03] 

Propionate 9 [0,02] 15 [0,04] 11 [0,01] 

Propanol sb 4b 3 b 

H2 1 a 1 a 1 a 

C02 186 160 185 

Bilan carbone (%) 105,6 99,4 109,0 

Bilan hydrogène (%) 84,4 78,2 87,7 

Les chiffres représentent les valeurs moyennes de 4 expériences. Les valeurs entre crochets 
correspondent à l'écart-type. 
a traces inférieures à 1 mM 
b écart-type inférieur à 0,01 



2.4.3.2.2 Bilan métabolique 

Les 3 souches libèrent majoritairement du C02, de formiate et de 1' acétate (Tableau 57) ; les 

autres composés (butyrate, éthanol, propionate, propanol et Hz) sont produits en quantité variable 

selon les micro-organismes. Toutes les souches libèrent deux fois plus de COz que d'acétate. 

Toutefois, la production d'acétate est identique pour la souche NCTC 8798 et la souche R3. Les 

souches libèrent autant d'acétate que de formiate. Les souches NCTC 8798 et R3 produisent du 

butyrate et du propionate dans les mêmes proportions alors que la souche 8-6 libère du propionate 

à une concentration 37 % plus faible que celle du butyrate. La souche sauvage et la souche R3 

produisent moins de butyrate que d'éthanol alors que la souche 8-6 libère en quantité égale ces 2 

métabolites. Les 3 souches produisent du propanol et de l'hydrogène à l'état de traces. 

Les différents produits métaboliques et les substrats présents dans le milieu ont été dosés après 

50 et 500 h d'incubation. De 50 à 500 h d'incubation, les souches NCTC 8798, 8-6 et R3 ont consommé 

respectivement 3,19 ; 2,95 ; 5,27 mM d'équivalents glucoses de dextrine. Ceci montre que la 

consommation de ce substrat est d'une part très variable selon les souches, et d'autre part lente. Dans 

ces conditions, la souche R3 consomme plus de dextrine que les autres souches. Pourtant, les produits 

issus de la fermentation du glucose et de la dextrine par cette souche ne sont pas libérés en plus 

grande quantité. Le bilan carboné est satisfaisant pour les trois souches (Tableau 57). Ici encore, 

nous rappelons que la détermination de la concentration en glucose et en dextrine consommée peut 

être sous-estimée dans ces conditions d'étude à cause des difficultés à doser la dextrine. Les 

concentrations en C02, en éthanol et en propionate obtenues expérimentalement sont plus élevées 

que les valeurs calculées. En effet, le bilan théorique présenté par les équations ci-dessous montre 

des concentrations plus faibles pour ces produits quelles que soient les souches malgré un bilan 

carbone satisfaisant. Par contre, le bilan hydrogène des souches NCTC 8798 et 8-6 est un peu trop 

faible. En effet, d'après le bilan théorique, la production d'hydrogène devrait être plus importante, 

au moins pour la souche sauvage ; ici encore, il est possible que la surpression à 1' intérieur des flacons 

ait entraîné des fuites de gaz. 
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Souche N CTC 8798 

1 équivalent glucose ----> 0,91 acétate- + 0,85 formiate- + 0,14 butyrate- + 0,65 éthanol + 

0,14 propionate- + 0,07 propanol+ 0,31 H2 + 0,78 C02 

Souche 8-6 

1 équivalent glucose ----> 0,79 acétate- + 0,69 formiate- + 0,36 butyrate- + 0,29 éthanol + 

0,16 propionate- + 0,22 propanol+ 0,55 H2 + 0,57 C02 

Souche R3 

1 équivalent glucose ----> 0,90 acétate- + 0,90 formiate- + 0,16 butyrate- + 0,56 éthanol + 

0,27 propionate- + 0,03 propanol+ 0,18 H2 + 0,64 C02 

Pour chacune de ces équations-bilan écrites, les principaux flux de carbone concernent la 

production d'acétate et de formiate. La bonne concordance entre les valeurs expérimentales et les 

valeurs calculées nous permet de confirmer les flux de carbone faibles vers les productions d'éthanol, 

de propionate et de propanol. La reconstitution de ces 3 bilans théoriques à partir des équations 

métaboliques initiales souligne bien l'importance très largement prépondérante des flux de carbone 

vers les productions d'acétate et de formiate. L'adéquation moins bonne vers les productions 

d'éthanol et de propionate montrent que les combinaisons choisies ne dérivent que faiblement les 

flux métaboliques vers ces produits dont la production est surestimée au détriment de la production 

de C02• 

2.4.3.3 Comparaison des métabolites issus de la fermentation du glucose et de 

la dextrine présents dans le milieu D 

La consommation des métabolites produits issus de la fermentation du glucose et de la dextrine 

présent dans le milieu D est ramenée à une mM d'équivalents glucoses consommés et les équations 

sont présentées ci-dessous selon la concentration en glucose dans le milieu D : 
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- en présence de 56 mM de glucose 

Souche NCTC 8798 

1 équivalent glucose ------> 0,57 acétate·+ 0,34 butyrate·+ 0,30 éthanol+ traces de propionate + 

traces de H2 + 1, 17 C02 

Souche 8-6 

1 équivalent glucose ------> 0,68 acétate·+ 0,48 butyrate·+ 0,24 formiate·+ 0,18 éthanol +traces 

de propionate + traces de H2 + 1 ,40 C02 

Souche R3 

1 équivalent glucose ------> 0,68 acétate·+ 0,35 butyrate·+ 0,24 formiate·+ 0,36 éthanol +traces 

de propionate + traces de H2 + 1,41 C02 

La concentration en formiate pour la souche sauvage n'a pas été déterminée dans ces conditions 

d'étude. 

- en présence de 6 mM de glucose 

Souche NCTC 8798 

équivalent glucose ------> 0,90 acétate· + 0,86 formiate· + 0,09 butyrate· + 0,50 éthanol + 

0,09 propionate· + 0,05 propanol +traces de H2 + 1,86 C02 

Souche 8-6 

1 équivalent glucose ------> 0,78 acétate· + 0,69 formiate· + 0,28 butyrate· + 0,28 éthanol + 

0,15 propionate· + 0,04 propanol +traces de H2 + 1,60 C02 

Souche R3 

1 équivalent glucose ------> 0,90 acétate· + 0,90 formiate· + 0,12 butyrate· + 0,54 éthanol + 

0,11 propionate· + 0,03 propanol +traces de H2 + 1,85 C02 

Pour une même concentration en dextrine, la présence de 56 mM de glucose dans le milieu D 

diminue la libération d'éthanol et de propionate mais favorise la production de butyrate. Par ailleurs, 

le propanol n'est pas détecté avec cette concentration en glucose. Dans ces conditions également, 

les 3 souches produisent un peu plus de 1 molécule de C02 par équivalent glucose consommé alors 

qu'en présence d'une concentration en glucose 10 fois moins élevée, elles libèrent proportion-
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nellement plus de C02 et plus d'acétate. Par conséquent, l'augmentation de la concentration en 

glucose modifie toutes les concentrations des produits libérés et traduit de profondes réorientations 

métaboliques de la cellule. 

2.4.3.4 Métabolisme des souches en fonction de la concentration en glucose 

Une expérience complémentaire consiste à étudier les produits terminaux de fermentation 

libérés en fonction de la concentration en glucose présent dans le milieu D pour une même 

concentration en dextrine (3,5 g/L). Pour cela, le glucose est ajouté par filtration Millex à 10 mL de 

milieu D à des concentrations comprises entre 0 à 56 mM. Les métabolites finaux ont été dosés pour 

les souches 8-6 et R3 après 50 h d'incubation. 

Quelle que soit la concentration en glucose, 1' acétate, 1' éthanol, le formiate et le butyrate sont 

produits majoritairement (Figure 33) : la concentration en acétate est plus importante que celle des 

2 autres produits. L'acétate est libéré de façon croissante avec la concentration en glucose. Par contre, 

la libération d'éthanol et de butyrate est variable selon les souches. En effet, quelle que soit la 

concentration en glucose, la souche R3 libère plus d'éthanol que de butyrate. Par contre, ces 2 

composés sont produits dans les mêmes proportions pour la souche 8-6 jusqu'à 11 mM de glucose 

mais avec une concentration en éthanol légèrement plus élevée que celle de butyrate. Pour des 

concentrations supérieures en glucose, la production d'éthanol reste constante à 9 mM alors que la 

concentration en butyrate augmente régulièrement avec la concentration en glucose. Par conséquent, 

pour cette souche, la production d'éthanol n'est pas liée à la concentration en glucose à partir de 

28 mM de substrat. Par ailleurs, la souche R3 produit plus d'éthanol que de butyrate mais libère 

moins de butyrate que la souche 8-6. La production de butyrate par la souche R3 est constante jusqu'à 

11 mM en glucose puis elle augmente rapidement pour des concentrations supérieures. Pour les 2 

souches, la production de formiate augmente régulièrement jusqu'à 9 mM de glucose, puis reste 

constante pour des concentrations supérieures en glucose. Ensuite, la concentration de ce métabolite 

est identique pour les 2 souches à partir de 9 mM de glucose présent dans le milieu. Les autres 

composés, le propionate et le propanol, sont libérés en faible quantité jusqu'à 11 mM de glucose et 

ne sont pas plus détectés pour des concentrations supérieures en glucose. Par conséquent, le méta

bolisme de ces 2 souches est identique bien que les différents produits métaboliques issus de la 
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fermentation du glucose et de la dextrine ne soient pas libérés dans les mêmes proportions. En effet, 

à 1' exception de 1' acétate, la concentration des métabolites n'est pas proportionnelle à la concentration 

en glucose présent dans le milieu. Ces résultats confirment ceux obtenus 

précédemment : la concentration croissante de glucose dans le milieu D inhibe de façon régulière la 

production de propanol et de propionate libérés dans le milieu D ainsi que la libération d'éthanol 

pour la souche 8-6. La concentration croissante en acides gras volatils produits en fonction de la 

concentration en glucose abaisse le pH jusqu'à 6,4 pour la souche 8-6 (Figure 34). De 0 à 11 mM 

de glucose, les pH finaux sont identiques pour les 2 souches et diminuent rapidement à raison de 

0,35 unité pH pour 10 mM de glucose ajouté au milieu. A partir de 28 mM de glucose, la chute du 

pH final est moins rapide. Cependant, pour la souche R3, le pH reste constant à 6,8 entre 28 et 56 mM 

de glucose alors qu'il est abaissé jusqu'à 6,4 pour la souche 8-6. Le glucose est consommé en totalité 

par les 2 souches. 

2.5 CONCLUSION 

Ces résultats constituent les premières données sur le métabolisme carboné de Cl. peifringens 

obtenu d'une part dans les conditions de croissance, et d'autre part dans les conditions de sporulation. 

Quels que soient la nature du milieu, la nature du substrat carboné et l'état physiologique de 

la cellule, les 3 souches possèdent les mêmes voies métaboliques mais avec une utilisation différente 

de 1' énergie. En effet, elles libèrent principalement du C02 et de 1' acétate en concentration importante 

mais variable. Cependant, un troisième métabolite est produit en quantité non négligeable mais sa 

nature dépend de la source de carbone employée. En présence de 6 mM de glucose couplé ou non à 

la dextrine, les souches libèrent du formiate en concentration élevée alors qu'elles produisent du 

butyrate dans les mêmes proportions que l'acétate sur le milieu DS dont le raffinose constitue le 

substrat carboné. Sur le milieu BCYT +glucose (11 mM), le formiate est le produit majoritairement 

formé. La concentration en C02 produit est moins importante que celle en acétate ou en éthanol pour 

les 3 souches testées. Par contre, des différences sont observées sur les concentrations des produits 

libérés en plus faible quantité. Sur le milieu FTG, le propionate n'est pas libéré alors que des traces 

de propanol sont détectées pour la souche R3. Sur les milieux BCYT +glucose et DS, ces 2 méta-
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bolites, le propionate et le propanol ne sont pas libérés par les souches étudiées ou très faiblement 

pour le premier. Toutefois, l'hydrogène est produit sous forme de traces sur chacun des milieux 

testés. Cependant, les bilans théoriques élaborés pour certaines conditions d'étude montrent une 

libération importante de ce gaz presqu'aussi élevée que la production de C02• De plus, les bilans 

hydrogène expérimentaux sont souvent faibles et inférieurs au bilan carbone. Par conséquent, il 

semble que la concentration en hydrogène est sous-estimée. Cette sous-estimation peut provenir de 

3 raisons : soit la technique de dosage des gaz utilisée au laboratoire n'est pas tout à fait satisfaisante 

et fausse les concentrations en hydrogène libéré, soit les fuites d'hydrogène dues à la surpression 

ont lieu à travers le bouchon butyl ou lors des prélèvements, soit les calculs réalisés pour déterminer 

la concentration en hydrogène sont mal élaborés et ne tiennent pas compte des transferts de masse 

entre la phase liquide et la phase gazeuse. Par ailleurs, Pauss et al. (1990) ont montré que la quantité 

d'hydrogène détectée dans des fermenteurs anaérobies où le milieu présent est non agité et de nature 

visqueuse est sous-estimée de 40 à 70 fois par rapport aux concentrations déterminées par le bilan 

théorique. Cependant, en tenant compte des conditions d'études appliquées ici, les concentrations 

en hydrogène modifiées en faisant intervenir les transferts de masse de ce gaz et le coefficient de 

correction sont tout à fait satisfaisantes et comparables aux concentrations obtenues selon le bilan 

théorique. 

Ces résultats ont été comparés avec ceux obtenus sur le milieu PYG par Wood en 1961 qui 

fournit les seules informations connues sur le métabolisme de Cl. perfringens (Tableau 2). Les 

concentrations des différents produits métaboliques obtenues sur ce milieu riche contenant 56 mM 

de glucose et 10 g/L d'extrait de levure peuvent être rapprochées de celles déterminées sur le milieu 

FTG ou le milieu BCYT +glucose ou le milieu Den présence uniquement de glucose. La composition 

des milieux FTG et PYG est très proche ; cependant, les concentrations des métabolites issus de la 

fermentation du glucose sont différentes à l'exception du C02• De plus, les souches de Cl. perfringens 

libèrent du lactate sur le milieu PYG alors qu'elles n'en produisent pas sur le milieu FTG: le bilan 

métabolique établi pour les souches 8-6 et R3 sur le milieu FTG ne laisse pas soupçonner 1' absence 

d'un métabolite qui n'aurait pas été détecté lors de l'expérience. 
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L'étude du métabolisme des souches étudié dans des conditions non sporulantes et sporulantes 

sur le milieu D présente quelques différences (Figure 35). Les variations dépendent de la concentration 

en substrats et reflètent l'état physiologique des souches. Les Figures 35A et 35C correspondent au 

métabolisme au cours de la croissance et les Figures 35B et 35D au métabolisme pendant la sporulation 

des souches. Il s'avère qu'au cours de la sporulation, la production de C02, d'acétate, de formiate, 

d'éthanol, de propionate et le propanol est plus importante que lors de la croissance alors que la 

concentration en butyrate est plus faible. En effet, la production importante en métabolites oxydés 

comme l'acétate sert aux souches qui ont besoin d'énergie pour leur croissance et pour la formation 

de spores. Les molécules d'hydrogène libérées au cours du métabolisme permettent ainsi une 

production élevée d' ATP par régénération du pool des coenzymes réduits. Ceci se traduit par la 

production non négligeable de butyrate, d'éthanol et de propanol libérés par les souches. Cependant, 

1 'équilibre redox des réactions est très perturbé dans les conditions sporulantes. En effet, alors que 

les bilans d'oxydo-réduction sont équilibrés pour chaque souche sur les milieux BCYT +glucose, 

DS et FTG, l'accumulation des produits montre un déficit en produits réduits sur le milieu D. Une 

grande partie du pouvoir de réduction a été placée dans les synthèses de constituants cellulaires qui 

piègent beaucoup plus d'hydrogène quand nous comparons ces bilans à ceux obtenus sur les souches 

qui ne sporulent pas. Les études précédentes ont montré que Clostridia ont la capacité d'hydrolyser 

des acides aminés présents dans le milieu (Andreesen et al., 1989). Or, un flacon de milieu D exempt 

de substrats (glucose et dextrine) inoculé avec l'une ou l'autre souche ne présente aucun trouble 

mettant en évidence la fermentation des acides aminés présents dans le milieu D. Par conséquent, le 

métabolisme des acides aminés n'interfère dans nos conditions d'étude avec le métabolisme général 

des souches de Cl. perfringens choisies. 

L'étude des bilans théoriques de fermentation souligne l'importance prépondérante de 

1' équation de conversion du glucose en acétate, éthanol et 2 molécules de C02 dans tous les bilans 

obtenus, indifféremment des souches et des milieux de culture utilisés. Ceci explique également que 

les quantités d'énergie disponibles pour les cellules soient relativement voisines dans les conditions 

de fermentation testées. L'importance de cette réaction est toutefois contrebalancée dans les bilans 

de fermentation faisant apparaître du formiate par la réaction de synthèse de ce composé au dépend 

de 1 'hydrogène et du C02 gazeux. L'étude de 1' énergie disponible pour les bactéries, toutes conditions 

115 



métaboliques confondues, montre que comparativement, la souche 8-6 établit les conversiOns 

énergétiques les plus favorables à son métabolisme ; puis viennent les souches NCTC 8798 et R3. 

Ceci pourrait peut-être expliquer les taux de sporulation parfois un peu plus élevés enregistrés en 

conditions sporulantes sur cette dernière souche. Par contre, les rendements énergétiques des bilans 

de fermentation sur les milieux DS et Den conditions de sporulation sont très voisins : la nature du 

milieu semble être un facteur de sporulation beaucoup plus important que les conditions énergétiques 

de la fermentation. Par ailleurs, la dextrine à la concentration de 3,5 g/L n'influencerait pas le 

métabolisme des souches au cours de leur croissance ou pendant la sporulation. 

Cependant, la souche 8-6 ne semble pas avoir le même flux de carbone que les autres souches. 

En effet, quel que soit son état physiologique, les productions de butyrate, d'éthanol et de propionate 

par la souche 8-6 diffèrent avec celles des souches NCTC 8798 et R3. Au cours de la sporulation 

(Figure 35B et 35D), la souche 8-6 libère autant d'éthanol que de propionate alors que les souches 

NCTC 8798 et R3 produisent plus d'éthanol que de propionate. Par contre, la souche 8-61ibère plus 

de butyrate que d'éthanol pendant sa croissance sur le milieu D alors que ces 2 métabolites sont 

produits dans les mêmes proportions pour les 2 autres souches. 
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Les paramètres physiologiques testés pour chaque souche modifient la croissance et la 

sporulation des 3 souches étudiées quel que soit le milieu: la nature et l'âge de la préculture utilisée, 

le volume du milieu de culture et les différentes concentrations des substrats carbonés présents 

constituent les principaux facteurs qui modifient la croissance et le taux de sporulation. Les résultats 

obtenus mettent en évidence que le milieu BCYT + glucose, spécifique des bactéries anaérobies et 

utilisé au laboratoire comme milieu de conservation, permet 1 'obtention d'un taux important de spores 

pour chacune des souches. Cependant, la sporulation sur le milieu BCYT est difficilement repro

ductible malgré une croissance plus importante observée dans ces conditions. En outre, aucune 

sporulation n'est observée sur le milieu DS alors que ce milieu est décrit comme favorisant la 

sporulation : les conditions d'études utilisées au laboratoire n'ont pas permis de se rapprocher de 

celles décrites dans la littérature. Parmi les différents milieux de culture ou de sporulation testés, il 

s'avère que les 3 souches de Clostridium perfringens étudiées sporulent de façon satisfaisante et 

reproductible uniquement sur le milieu défini D avec des taux de spores élevés et des concentrations 

maximales en entérotoxine allant jusqu'à 0,04 mg/mL de milieu. Par ailleurs, un taux plus élevé de 

sporulation a été obtenu pour les 3 souches lorsque les 2 substrats carbonés sont présents ensemble 

dans le milieu D. Par conséquent, nos travaux confirment d'une part, que la sporulation des souches 

de Cl. perfringens est difficile à obtenir in vitro et parfois aléatoire et d'autre part, que la production 

d'entérotoxine a bien lieu lors de l'éclatement des cellules et de la libération des spores. Nos travaux 

ont permis de préciser et de compléter les études précédentes sur la sporulation, notamment le fait 

que la production d'entérotoxine n'est pas associée à la fréquence de la sporulation mais au nombre 

de spores libres formées. Ramenées à une même concentration en spores, les souches libèrent la 

même quantité d'entérotoxine. 

La seconde partie des résultats présente les premières informations très précises sur le méta

bolisme carboné des souches de Cl. perfringens de type A. Quels que soient les milieux de sporulation 

employés, il s'avère que les souches utilisent les mêmes voies métaboliques pour leur métabolisme. 

Le C02 et l'acétate constituent toujours les produits majeurs de fermentation des substrats présents. 

Cependant, selon le type de la source de carbone présente dans le milieu, un troisième métabolite 
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dont l'identité varie avec la nature du milieu utilisé peut également s'accumuler en forte quantité. 

La concentration des différents produits de fermentation est également variable selon les souches et 

leur état physiologique : au cours de la sporulation, les souches libèrent des produits de fermentation 

en concentration plus importante pour une même quantité de substrat fermenté, à l'exception du 

butyrate. La comparaison des métabolites de croissance et de sporulation met en évidence une 

accumulation particulière des produits de fermentation réduits en conditions de croissance : la 

production d'énergie issue principalement de 1' excrétion de 1' acétate entraîne une accumulation dans 

le milieu des produits réduits du métabolisme. Les productions comparées d'acétate en conditions 

de sporulation sont très largement supérieures. La sporulation est donc une biosynthèse coûtant très 

cher en énergie. Par contre, 1' accumulation des produits réduits du métabolisme est proportion

nellement très inférieure à celle mesurée dans les conditions de croissance : il est vraisemblable 

qu'une partie des équivalents réducteurs est retournée par la cellule au profit de la synthèse des 

constituants de la spore. Cependant, lors de la sporulation, les variations inter-souches enregistrées 

dans le métabolisme ne sont pas directement reliées à la quantité d'entérotoxine et au nombre de 

spores produites. En effet, si les bilans métaboliques et donc les flux de carbone sont différents pour 

les souches 8-6 et R3, le nombre de spores formées et la quantité d'entérotoxine produite par ces 

deux souches sont identiques. Ces différences se retrouvent également dans la comparaison des 

souches R3 et NCTC 8798 : pour un métabolisme carboné et des taux de sporulation identiques, le 

nombre de spores produites et la quantité d'entérotoxine dosée dans le milieu sont différents. 

Ces résultats montrent que la souche 8-6 semble être plus sensible aux différentes variations 

des conditions de croissance et de sporulation, et semble avoir un comportement différent des souches 

NCTC 8798 et R3 dans les 2 états physiologiques étudiés. 

Les travaux futurs concernant le métabolisme carboné des souches de Cl. perfringens de type A 

et les conditions de libération de l'entérotoxine doivent, à notre avis, être poursuivis de la manière 

suivante: 

- étude du métabolisme carboné en fermenteur avec contrôle de certains paramètres tels que le pH, 

la concentration en substrats ... et comparaison de ces résultats avec ceux obtenus en batch ; 

118 



- suivi des voies métaboliques au cours de la croissance et pendant la sporulation par des molécules 

de glucose ou de dextrine spécifiquement marquées ; 

-quantification fine des flux de carbone par l'emploi de traceurs radioactifs ; 

- modifications cellulaires engendrées par ces deux états physiologiques sur 1 'énergie de la cellule 

et le maintien de son homéostasie ; 

- étude de Cl. peifringens dans des conditions proches des conditions in vivo (pH acide, influence 

des cocultures, influence de la densité cellulaire). 

Ces connaissances physiologiques nous semblent constituer le complément indispensable à 

1' approche moléculaire de caractérisation des gènes de production de 1' entérotoxine pour approfondir 

d'une part le métabolisme carboné des souches de Cl. peifringens de type A, et d'autre part pour 

aboutir a une meilleure compréhension des conditions de libération de l'entérotoxine. 
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ANNEXES 



ANNEXE! 

MILIEU BCYT: MILIEU DE CULTURE DE ZEIKUS ET WOLFE (1972) MODIFIE PAR SAMAIN ET AL. 

(1982): 

Composition pour 1 litre de milieu 

KH2P04 

MgS04 

NaCl 

CaC12 

NH4Cl 

Extrait de levure 

Bio-trypticase 

Tampon HEPES 

Solution de vitamines 

Traces minérales 

Résazurine 

Eau Milli-Q 

0,3 g 

0,12 g 

0,6 g 

0,08 g 

1,0 g 

0,5 g 

0,5 g 

11,9 g 

10mL 

10 mL 

1 mL (0,2 %) 

Q.S.P 1 L 

Porter à ébullition. Faire refroidir le milieu sous courant d'azote. 

Ajouter le KH2C03 (3,5 g) à 30-35°C tout en maintenant le gazage. Ajuster le pH à 7,2 avec NaOH 

(10 N). 

Composition de la solution de vitamines 

Biotine 

Acide folique 

Pyridoxine-Hel 

Thiamine-Hel 

Riboflavine 

Acide nicotinique 

Pantothénate de calcium 

Vitamines B 12 

Acide para-aminobenzoique 

Acide lipoïque 

Eau Milli-Q 

Stocker à+ 4°C à l'abri de la lumière. 

2mg 

2mg 

10mg 

5mg 

5mg 

5mg 

5mg 

0,1 mg 

5mg 

5mg 

Q.S.P 1 L 
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Composition de la solution de traces minérales 

NTA (titriplex I) 12,8 g 

FeC13, 6H20 1,35 g 

MnC12, 4H20 0,1 g 

CoC12, 6H20 0,024 g 

CaC12, 2H20 0,1 g 

ZnC12, anhydre 0,1 g 

CuC12, 2H20 0,025 g 

H3B03 0,01 g 

Molybdate de Na,2H20 0,024 g 

Na Cl 1 g 

Na2Se03, 5H20 0,026 g 

NiC12, 6H20 0,12 g 

eau Milli-Q Q.S.P 1 L 

Ajouter le NTA dans 200 mL d'eau et ajuster le pH à 6,5 avec KOH (10 N). Verser cette solution 

dans 600 mL d'eau environ. Dissoudre les composants dans l'ordre et ajuster à 1 L. Stocker sous 

azote à 1' abri de la lumière et à + 4 OC. 

ANNEXEZ 

MILIEU AU THIOGLYCOLATE A LA RESAZURINE (milieu FTG) 

Bio-trypticase 15 g 

L-cystine 0,5 g 

Glucose 5g 

Extrait de levure 5g 

Chlorure de sodium 2,5 g 

Thioglycolate de sodium 0,5 g 

Résazurine 1 mg 

Agar 0,75 mg 

Eau Milli-Q Q.S.P 1 L 

Le pH du milieu commercialisé prêt à l'emploi à 25°C est de 7,1 ± 0,2. 

Porter à ébullition 29,7 g de milieu dans 1 L d'eau distillée. Répartir 10 mL de milieu par tube sous 

courant d'azote. 
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ANNEXE3 

MILIEU DS (DUNCAN et STRONG, 1968) 

Extrait de levure 

Protéose peptone 

Raffinose 

Thioglycolate de sodium 

Na2HP04, 7H20 

Eau Milli-Q 

4g 

15 g 

4g 

1 g 

10 g 

Q.S.P 1 L 

Après ébullition, refroidir sous azote. Ajuster à pH 7,3-7,8 par addition de carbonate de sodium 

0,66M. 

ANNEXE4 

MILIEU DEFINI D (SACKS et THOMPSON, 1978) 

A. PREPARATION DES SOLUTIONS INITIALES 

1-Solution d'acides aminés (4 L de solution: 2 fois concentrée) 

L.alanine 4 g 

L.arginine 40 g 

L.asparagine 4g 

L.acide glutamique 40g 

DL.glutamine 4g 

glycine 4g 

DL.histidine 4g 

DL.isoleucine 4g 

L.leucine 3g 

L.lysine 4g 

DL. méthionine 4g 

L.proline 2g 

L.hydroxyproline 1 g 
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L. phenylalanine 4g 

L.sérine 3g 

DL. thréonine 6g 

L. tryptophane 2g 

L.tyrosine 1 g 

DL. valine 3g 

Mettre dans environ 3,6 L d'eau distillée. Agiter à+ 45°C. Ajuster le pH à 7,0 avec NaOH (10 M). 

Compléter à 4 L. La solution est distribuée à raison de 250 mL par flacon de 500 mL à vis. Stériliser 

30 min à 120°C. Conserver à+ 4°C. 

2-Solution de cystine 4 % dans HCI à 2 N 

3-Solution d'uracile+ adénine 200 mg d'uracile 

228 mg d'adénine 

200 mL HCI à 0,2 N 

4-Solution de riboflavine + pantothénate 5 mg de riboflavine 

10 mg de pantothénate de calcium 

100 mL d'eau 

5-Solution de pyridoxamine 2 HCI 20 mg de pyridoxamine 

lOO mL d'eau 

6-Solution d'acide folique 

Conserver dans un flacon teinté 

10 mg dans 100 mL d'une solution à 10 % de C03NaH 

(carbonate acide de sodium) 

7-Solution de biotine 5 mg dans 1 L d'eau 

8-Solution d'acide nicotinique 50 mg dans 500 mL d'eau 

9-Solution d'acide p-aminobenzoïque 10 mg dans 500 mL d'eau 

lü-Solution de Mn EDTA 0,05 M 1 volume 0,10 M MnC12 (MnC12 198 mg/10 mL) 

1 volume 0,10 M EDTA Na4 (EDTA Na2 372 mg/10 mL) 

(préparer extemporanément) 
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Il-Solution saline 1 L d'eau 

12,2 g de MgC12-6 H20 

1,15 g de ZnS04-7 H20 

2,94 g de CaC12-2 H20 

(conserver à la température du laboratoire) 

12-Solution de thiamine HCl 100 mg dans 100 mL d'eau 

13-Solution de CuS04-5 H20 5 mg dans 100 mL d'eau 

B. PREPARATION DES SOLUTIONS 1 A III 

Solution 1 

résazurine 

Fe3EDTA (EDTA ferrique) 

eau distillée 

n °1 solution d'acides aminés 

n °3 solution d'adénine-uracile 

n ° 4 solution de riboflavine-pentothénate 

noS solution de pyridoxamine 

n °7 solution de biotine 

n °8 solution d'acide nicotinique 

no6 solution d'acide folique 

n °9 solution d'acide p-aminobenzoïque 

n °2 solution de cystine 

méthylxanthine 

Ajuster le pH à 6,8-7. 
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1 mL 

94mg 

340mL 

500mL 

12,5 mL 

lü mL 

2,5mL 

1 mL 

lü mL 

10mL 

10mL 

1,25 mL 

100mg 



Solution II 

Solution III 

MOPS 

K2HP04 (phosphate dipotassique) 

eau distillée 

Ajuster le pH à 7,4 avec de la soude 

Compléter à 60 mL 

dextrine 

glucose 

eau 

Chauffer pour dissoudre puis ajouter: 

no 12 solution de thiamine 

no13 solution de CuS04 

no 11 solution saline 

nolO solution d'EDTA Mn 

C. PREPARATION DU MELANGE 

60 mL de la solution II 

+ 60 mL de la solution III 

puis ajouter 1080 mL de la solution I. 
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12 g 

2,4 g 

57 mL 

600mg 

3,6 g 

1,8 g 

40mL 

0,6mL 

6mL 

12mL 

1,2mL 



MILIEU A LA VIANDE CUITE 

Base 

Peptone trypsique 

Chlorure de sodium 

Extrait de viande 

Extrait de levure 

Chlorhydrate de cystéine 

Eau Milli-Q 

ANNEXES 

lOg 

5g 

2g 

5g 

0,3 g 

Q.S.P 1 L 

Ajuster le pH à 7,4-7,5. En parallèle, faire cuire dans de l'eau distillée 130 g de viande pour 500 mL 

de milieu de base. Répartir ce milieu à raison de 10 mL par tube et ajouter 1 à 2 g de viande hachée 

cuite. Autoclaver 30 min à 120°C. Stocker les tubes à- 20°C. 

ANNEXE6 

COLORATION AU VERT MALACHITE 

Déposer la lame avec un frottis fixé par la chaleur et par addition d'éthanol (96 %) sur une plaque 

chauffée à 60-70°C. 

La recouvrir d'une solution de vert malachite à 5% pendant 5 à 10 min. 

Rincer à 1' eau distillée et faire sécher. 

Ajouter la solution de safranine à 0,25 %pendant 30 sec, rincer à l'eau et faire sécher. 
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ANNEXE7 

DOSAGE DU GLUCOSE PAR LA METHODE SIGMA DIAGNOSTICS 

Gamme-étalon 

Réalisation d'une gamme de glucose de concentration comprise entre 0 et 30 mM. 

Protocole 

- 1 mL de réactif 

- 10 ~L d'échantillon ou de gamme (l'échantillon provient du surnageant de culture après 

centrifugation 5 min à 13000 tours/min). 

Les tubes sont laissés à température ambiante pendant exactement 18 min. L'absorbance est lue à 

505 nm. 

Composition du réactif 

4-arninoantipyrine 

P-Hydroxybenzène sulfonate 

Glucose oxydase (Aspergillus niger) 

Péroxydase (Raifort) 

Eau distillée 

Tampon pH=7 (0, 1 près) 

Stabilisants et adjuvants 

0,5mM 

20mM 

15 000 UI 

10 000 UI 

100mL 
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ANNEXES 

DOSAGE DES PROTEINES SELON LA METHODE DE BRADFORD (Bradford, 1976) 

Gamme étalon 

Réalisation d'une gamme étalon de 0 à 0,75 g!L à partir d'une solution de Serum Albumine Bovine 

à 1 mg/mL. 

Préparation des échantillons 

- Centrifuger 1 mL pendant 5 min à 13000 tours/min, 

- Eliminer le surnageant, 

-Ajouter de l'eau Milli-Q pour obtenir un volume final de 1 mL, 

- Les échantillons sont passés aux ultra-sons pendant 3 min. 

Protocole 

-Transférer 100 ~-tL de la gamme ou d'échantillon dans un tube en verre 

- Ajouter 3,9 mL de tampon à pH=4 

-Ajouter 1 mL de réactif de Bradford 

-Agiter à l'aide d'un parafilm. 

Laisser agir 30 à 40 min puis lire 1' absorbance à 595 nm. 

Composition du réactif de Bradford 

55 % d'acide phosphorique 

15 % de méthanol 

colorant: bleu de Coomassie brillant G-250 

Composition de la solution tampon 

Solution A: solution d'acide acétique 0,2 M 

Solution B: solution d'acétate de sodium 0,2 M 

Mélanger 41 mL de A avec 9 mL deBet compléter à 100 mL avec de l'eau distillée pour obtenir 

un pH final de 4,0. 
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