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1. Introduction

Les spores des bactéries du genre Olostridium (Breed, Murray &
Smith, 1957 ; Oakley, 1956 & 1963 ; Skerman, 1967) sont répandues
d'une maniére universelle dans les sols et les eaux, et peuvent
contaminer tous les produits destinés a l'alimentation humaine.
Des especes pathogénes comme Ol. botulinum ou Ol. perjringens
sont susceptibles de s'y développer et de produire des toxines

constituant un danger pour le consommateur. D'autres, comme
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Cl. sporogenes, sans étre pathogénes au sens strict, sont parfois
la cause de colites et de plus, par leur forte activité putréfiante,
rendent les aliments impropres a la consommatiou. Les Clostridium
du groupe butyrique, dont le développement entraine I'apparition
de mauvais godts, une acidification et la production de gaz, sont
aussi tres nuisibles bien que non pathogénes. Il est donc important
pour I'hygiéniste comme pour le technologue, de connaitre le nombre
de Clostridium qui contaminent les aliments.

Nous étudierons dans cet article les méthodes générales de
numération, puis, dans un second article, celles que Il'on peut
utiliser pour compter les spores de Clostridium dans le lait et les
produits laitiers.

Pourquoi est-on amené en général a faire la numération des
spores et non celle des formes végétatives? C'est que, par exemple,
si I'on a affaire a des produits qui doivent subir un traitement ther-
mique fort (stérilisation), les formes végétatives n'ont aucune impor-
tance; seul le nombre initial de spores présentes est important a
connaitre pour le « thermobactériologiste» (Stumbo, 1965), que
ce soit le cas d'une contamination naturelle ou celui d'une conta-
mination artificielle. De méme, lorsqu'on cherche la cause d'une
infection alimentaire, les formes végétatives ont bien souvent
disparu au moment ou l'expertise a lieu et seules des spores (formes
de survie) peuvent é&tre dénombrées. Ou bien si la contamination
se fait principalement sous forme de spores et que celles-ci ne se
développent pas dans le produit ou on les recherche (le lait), mais
seulement a uri autre stade de la fabrication (le fromage), c'est encore
un nombre de spores qu'il faut connaitre. Enfin et surtout, il n'existe,
sauf pour CIl. pertringens, aucun milieu permettant de cultiver
sélectivement les formes végétatives des Clostridium et permettant
de les distinguer des bactéries anaérobies non sporulées.

Les spores de Clostridium sont en général peu nombreuses et
ce faif rend les numérations difficiles et imprécises. Cependant les
spores ont deux propriétés qui facilitent, si l'on peut dire, leur
recherche: elles sont thermorésistantes et ne se développent qu'en
anaérobiose. Par un chauffage modéré, il est donc possible de tuer
tous les organismes non sporulés et I'anaérobiose permet d'éliminer:
tous les microorganismes aérobies stricts.

Malheureusement, la température et la durée de ce chauffage
modéré ne sont pas, simples a déterminer. La limite supérieure est
dictée par la nécessité de ne détruire qu'un pourcentage aussi faible
que possible de spores, ce qui est délicat lorsque la différence de
thermorésistance entre les cellules végétatives et les spores est faible.
De plus, lorsque le chauffage a lieu dans le milieu utilisé pour effec-.
tuer les dilutions de I'échantillon on ne connait pas toujours les
caractéristiques de thermorésistance des spores que l'on cherche a
dénombrer. Par exemple, I'école anglaise (Hobbs, 1965) admet
que les spo,res de CI. periringen« responsables de toxi-infections
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alimentaires résistent a une courte ébullition, mais des spécialistes
américains (Hauschild & Thatcher, 1967), considérant que ces
spores ne sont pas thermorésistantes, préféerent compter aussi les
cellules végétatives._La limite inférieure du chauffage est également
difficile a fixer. En effet le chauffage est nécessaire non seulement
pour tuer les cellules végétatives, mais aussi pour stimuler la germi-
nation des spores. Le taux de spores capables de germer est fonction
de la température et de la durée de ce chauffage dit d' «activation ».
Finalement, on peut étre amené a faire subir des traitements ther-
miques différents a plusieurs échantillons du méme produit afin
de compter les spores appartenant a diverses especes: traitement
« faible» pour les especes du groupe butyrique, traitement « fort»
pour CIl. eporogenes, dont les spores ont besoin d'étre activées et
sont relativement trés thermorésistantes.

\

. Pourcompter les spores sans avoir a tenir compte de toutes les
objections que nous venons de faire, Favero (1967) suggere de
détruire les formes végétatives par l'alcool éthylique, qui n'a pas
d'effet délétere notable sur les spores méme si on prolonge son
action. Mais cet auteur n'a pas décrit les techniques mettant en
ceuvre ses suggestions.

Les techniques d'anaérobiose elles-mémes ne sont pas a l'abri
de critiques importantes : elles sont délicates a mettre en ceuvre
et' surtout, elles laissent cultiver les anaérobies facultatifs. Si la
numération est effectuée sur boites de Petri et & la surface de la
gélose, il existe cependant un test permettant de distinguer les
colonies de bactéries possédant des cytochromes (Deibel & Evans,
1960), ce qui est le cas de bactéries sporulées non aérobies strictes,
du genre Bacillu8.

Pratiquement, ce sont des méthodes de numération des spores
de .bactéries anaérobies ayant survécu au chauffage destiné a
détruire les formes végétatives et susceptibles de germer et de
cultiver dans les conditions choisies, au cours d'une incubation
de durée limitée, que nous étudierons maintenant aprés avoir
cité pour mémoire les méthodes de numération directe des spores
sous le microscope.

Demeter (1967) donne une description de celles qui sont appli-
cables aux produits laitiers. Elles ne permettent pas de distinguer
les especes, ni _de séparer aérobies et anaérobies. C'est pourquoi
plusieurs équipes s'attachent a mettre au point l'utilisation d'anti-
corps spécifiques fluorescents (Walker, 1963 ; Batty & Walker, 1963 ;
Lipshyc' & Nagorna, 1964; Sharpe .& Goudkov, 1966). En parti-
culier dans le cas de Cl. botulinum, la solution semble en vue (Ingram
& Roberts, 1967). Cependant on ne pourra utiliser la numération
directe que pour les échantillons fortement contaminés.

Pour la numération des spores en culture pure, la cellule de
comptage de Petroff-Hausser semble la plus commode (Stussi,
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1961 ; Pheil & Ordal, 1967). On trouvera dans Leroy & Stissi
(1962) et Cassel (1965) des indications pour obtenir avec -cette
technique .une précision optimale.

2. Numération des spores viables

On peut trouver dans Weinberg, Nativelle & Prévot (1937) une
description complete des méthodes de culture et d'isolement des
anaérobies telles qu'elles étaient connues a I'époque de cette
publication. L'isolement des Olostridium a été traité récemment
par Pohl & Thomas (1966) et Narayan (1967). Pour notre part,
nous nous efforcerons dans ce qui suit de décrire les techniques,
anciennes (mais ayant fait l'objet d'améliorations) ou nouvelles,
qui permettent d'obtenir une numération des spores.

2.1. Préparation de I'échantillon.

L'échantillon mélangé a un diluant liquide est chauffé pour
détruire les formes végétatives a des températures et pendant des
temps variables selon les espéces étudiées et les auteurs. Citons
par exemple: pour Ol. butyricum, 75° C, 20 mn (Gibbs & Hirsch,
1956) ; 75° C, 30 mn (Gibbs & Freame, 1965) ; 78° C, 10 mn (Stussi,
1961); et selon Binder (1960) au plus 70° C, 40 mn ou 80° C,
10 mn ; pour Cl. sporogenes, 80° C, 20 mn (A.P.H.A., 1966) ; 100° C,
10 mn (C.N.E.R.N.A., 1961); etc. Pour éviter qu'un trop fort
pourcentage de spores ne soient détruites par ce traitement, il est
recommandé d'amener [I'échantillon a un pH voisin de la neutralité
avant ce chauffage (Cerf, Bergére & Hermier, 1967). Il est souvent
plus simple de n'effectuer le chauffage que lorsque les dilutions sont
réparties dans le milieu de culture, si toutefois il s'agit d'un milieu
liquide dont le pH est voisin de 7.

Les spores ne 130ntpas tuées dans l'eau distillée et on peut donc
utiliser comme diluant I'eau distillée ou l'eau du robinet (Rosen-
berger, 1956). Mais 'pour obtenir une bonne répartition des spores,
lorsqu'on les recherche dans des produits solides, on peut préférer
une solution de citrates comme Frazier, Burkey, Boyer, Sanders
& Matheson (1935). Gibbs & Freame (1965) ont comparé la liqueur
de Ringer 11Ul/4, additionnée ou non de cystéine et lI'eau peptonée
et ont préféré Il'eau peptonée._ De méme Hauschild, Erdrnan,
Hilsheimer & Thatcher (1967) préferent Il'eau peptonée au tampon
phosphate. Le niilieu de culture lui-méme est recommandé par
Barnes & Ingram (1956).

A partir des dilutions du produit a analyser, la numération des
spores peut se faire sur milieu gélos¢é par numération de colonies
(dans des boites de Petri ou dans des tubes) ou bien en milieu liquide,
parla méthode dite des dilutions ou du nombre le plus probable.
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2.2. Obtention des conditions anaérobies.
2.2.1 Régénération et répartition du milieu de culture.

La germination des spores présentes dans les milieux de culture
est favorisée lorsque le potentiel d'oxydo-réduction a une valeur
de - 0,200 V (Reed & Orr, 1943). Quel que soit le milieu utilisé,
la premiére précaution a prendre consiste donc a le régénérer,
c'est-a-dire a en chasser l'oxygéne dissous par un séjour au bain-
marie a 100°.c d'un quart d'’heure au moins. Avant ensemencement
les tubes sont refroidis a 450 C s'il s'agit de milieu gélosé ou a une
température inférieure s'il s'agit de milieu liquide.

On peut aussi régénérer le milieu contenu dans une grande
fiole, le refroidir immédiatement et le distribuer en tubes, sous pres.
sion d'azote (Willingham & Oppenheimer, 1963) : les auteurs
indiquent que l'anaérobiose est mieux préservée ainsi, mais vil
nous semble que ce procédé ne fait qu'augmenter les chances de
contamination. Norheim & Miller (1967) et Rojahn (1967) pro-
posent également des appareillages permettant de répartir un
milieu dépourvu d'oxygene, sous pression d'azote ou de gaz car-
bonique. L'emploi de ces appareillages est [cependant difficile a
adapter au cas particulier de la numération.

Pour que les conditions anaérobies persistent ensuite au cours
de l'incubation, divers procédés ont été proposés. Nous allons passer
en revue quelques-uns de ceux-ci.

2.2.2 Addition de composés réducteurs dans le milieu de culture.

Pour que le milieu de culture reste réducteur pendant la période
nécessaire a la germination et au développement des .spores, ona
utilisé la vitamine C (Klinger & Guggenheim, 1935), le thiogly-
colate et le formaldéhyde sulfoxylate de sodium (Brewer, 1940),
la cystéine (Rosenberger, 1951), des métaux ferreux (Hirsch &
Grinsted, 1954; Azuma, Ogimato & Suto, 1962), des ions Cobalt
Cot + (ElI Ghazzawi, 1967).

Parmi les composés les plus classiques, il faut encore citer le
sulfite de sodium (Beerens, Castel & Leclerc, 1961; Narayan &
Takacs, 1966), qui se convertit en H,S fortement réducteur en
solution neutre; le pyruva.te de sodium (d'Aubert, 1966) ou la
catalase (El Ghazzawi, 1967), qui participent a la décomposition
de I'H,0, accumulé dans les cellules; enfin certains auteurs ajoutent
des fragments de tissus animaux, par exemple un morceau de cér-
velle de mouton entre dans la composition du milieu de Rosenow
(Beerens, 1954). La gélose a 0,05 p. 100 limite les mouvements de
convection dans les milieux liquides (Hirsch & Grinsted, 1954) et
empéche la .redissolution de I'oxygéne.

Malheureusement, quelques-uns de ces produits se révelent
inhibiteurs de ,la germination ou de la croissance et il faut éviter
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que leur concentration ne dépasse un seuil critique, variable suivant'
les souches de Clostridium étudiées. Par exemple, les Clostridium

du groupe butyriqgue sont inhibés par 0,1 p. 100 de thioglycolate
de sodium, CI. eporogenes par le sulfoxylate de sodium a partir de
0,2 p. 100 (Rosenberger, 1956) ; un excées de pyruvate est inhibiteur
de CIl. butyricum  (Peel & Watkinson, 1965); la concentration

maximale non inhibitrice de sulfite de sodium est en, général de
0,1 g/l (Stanier, Doudoroff & Adelberg, 1966). Il faut noter cepen-
dant que les substances réductrices se révelent moins inhibitrices
en milieu liquide que dans les milieux gélosés(Gibbs & Freame,
1965). Desmet & al. (1966) notent d'autre part que si le milieu
classique de Brewer au thioglycolate est fortement inhibiteur
pour la plupart des Clostridium, le méme milieu' additionné de
soytone (digestat enzymatique de soja) convient mieux pour la
plupart des souches étudiées.

2.2.3. Culture simultanée d'organismes  aérobies stricts.

-, De nombreuses especes ont été utilisées." On peut citer parmi
les travaux récents ceux de Kneteman (1957) utilisant une culture
de microcoques et de Fortner (1957) utilisant Serratia marceecens,
Van der Heyde & Henderickx (1964) utilisent Escherichia coli,
tandis que Struppe (1966) utilise Bacterium prodigioseum. La culture
aérobie utilise l'oxygéne dissous dans le milieu et celui de I'atmo-
sphere: elle doit donc se faire a l'intérieur d'un vase clos dont I'épui-
sement en oxygene soit rapide. Il faut s'assurer que les organismes
aérobies ne sont en rien inhibiteurs des spores, ne serait-ce, par
exemple, que par l'acidification du milieu qu'ils peuvent provoquer.

2.2.4. Séparation de l'atmosphére  ambiante.

Dans le cas de la culture simultanée d'organismes aérobies, les
tubes ou les boites de Petri peuvent étre simplement déposés dans
un dessiccateur, ou enveloppés dans un sac en matiere plastique
(Struppe, 1966) ; ou encore le' milieu peut étre recouvert lui-méme
par un film plastique (Kneteman, 1957). Ce dernier [procédé est
recommandé par Shank (1963) et Scheist & Smith (1963) pour
recouvrir des boites de Petri contenant un milieu réducteur mais
Marth, Sherman, Hasenzahl & Hussong (1966) préferent envelopper
chaque boite dans une poche en matiére plastique. Sur les milieux
gélosés il est plus simple de couler de la gélose au thioglycolate
par exemple Rosenberger (1951) recommande une gélose au thio-
glycolate, a la cystéine et a la résazurine, indicateur d'oxydo-
réduction. Mais le thioglycolate diffuse dans, la gélose nutritive et
risque d'y dépasser le seuil d'inhibition. Une plague de verre placée
entre les deux couches de gélose pallie cet inconvénient (Andersen,
1951). Il est possible aussi - et c'est obligatoirement cette solution
qui est adoptée pour les milieux ~iquides répartis en tubes ,- de
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verser, sur une épaisseur de 1 cm au moins de I'huile de vaseline, de
la paraffine fondue, un mélange a parts égales d'huile de vaseline
et de paraffine [« vaspar») (Salle, 1948), un mélange de 1 partie de
paraffine, 1 partie d'huile de vaseline el 4 parties d'huile minérale
(Stumbo, 1965)~un mélange de 1 partie d'huile minérale et de 10
parties de « petrolatum»  (Pheil & Ordal, 1967). Demeter (1967)
recommande le mélange suivant : 50 g de vaseline, 2 g de gélose,
1 ml de Tween 80 pour 50 ml d'eau distillée, amené a ébullition,
puis auto clavé. Le mélange vaspar, facile a préparer, convient
cependant trés bien.

On utilise parfois les couvercles anaérobies pour boites de Petri
de Brewei (1942) : ceux-ci viennent en contact avec la gélose mais
laissent une frange non recouverte autour de la bofte, ce qui nuit
a la précision des numérations.

2.2.5. Exclusion de l'oxygéne ambiant par des moyens chimiques
ou physiques. .

La méthode la plus ancienne est celle utilisée par Buchner (1888) :
l'oxygéne est absorbé par le pyrogallol alcalinisé par la soude. En
enfoncant le bouchon de coton imbibé de soude dans un tube a
essai et en le recouvrant de pyrogallol, on réalise I'anaérobiose
dans le tube lorsque celui-ci est fermé hermétiquement par un
bouchon de caoutchouc. Il existe des tubes & tubulures annexes
spécialement prévues pour Yy réaliser cette réaction (Fuhrmann,
1943; Pankhurst, 1967). Si l'on utilise des boites de Petri, on place
le pyrogallol et la soude dans le couvercle de la bofite retournée
(Petsi, 1965). Pour isoler la boite, Beerens & Castel (1959) et Naylor
(1963) l'entourent d'un ruban cellulosique adhésif, et Hartwigk
& Tzimas (1965) d'un anneau de caoutchouc. Bray (in Salle, 1948)
et Spray (1936) ont congu des boites spéciales dont le couvercle
possede une rainure que l'on scelle & la boite en y coulant de la
paraffine; le couvercle lui-méme est partagé en deux, ce qui permet
de ne mélanger la soude au pyrogallol que lorsque le joint est scellé.
Hartwigk & Tzimas proposent l'artifice suivant: un «dessous de
verre a biére» occupant tout le fond du couvercle d'une boite de
Petri est imbibé du mélange soude pyrogallol et sert en méme temps
de joint d'étanchéité.

Cependant, si Naylor et Hartwigk & Tzimas utilisent la reactlon
-de Buchner, Beerens & Castel, ainsi que Mossel, Van Golstein-
Brouwers & De Bruin (1959), Petsi (1965) et Pheil & Ordal (1967)
préferent la modification de Ritter & Dorner (1932), dans laquelle
du carbonate de sodium et de la terre d'infusoire sont mélangés
au pyrogallol. Le choix entre les deux réactions ne doit pas rester
limité a des questions de matériel seulement : en effet la réaction
de Buchner est trés alcaline et absorbe, en plus de l'oxygéne, le
gaz carbonique. Au contraire, la réaction de Ritter .& Dorner enri-
chit' l'atmosphére _en gaz carbonique ce qui con{rient mieux a
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certaines espéces bactériennes (Stanier, Doudoroff & Adelberg,
1966).

Les méthodes citées jusqu'ici dans les paragraphes 2.2.2,
2.2.3, 2.2.4' peuvent étre combinées entre elles (Van der Heyde
& Henderickx, 1965)., La méthode de Buchner n'est pas capable
en effet ,a elle seule de rendre Il'ambiance totalement exempte
d'oxygene: seules s'en contentent des bactéries n'exigeant pas une
anaérobiose stricte (Collins, 1964). Pourtant les Olostridium du
groupe butyrique, bien' que peu exigeants (Kayser, 1962), ne peu-
vent se satisfaire de cette méthode (observations personnelles),
lorsque des boites ou des tubes sont placés dans la 'cloche a vide
ou la réaction a lieu. '

C'est pourquoi s'est étendu I'emploi des «jarres anaérobies» ;
lorsque les organismes a compter ne sont, pas trop exigeants, on
se '‘contente de remplacer l'air de la jarre par un autre gaz. Divers'
mélanges sont proposés

Gaz carbonique: Khairat (1964), Binder (1960).
Azote: Van der Heyde & Henderickx (1964), Elliott (1966).

90 p. 100 d'azote et 10 p. 100 de COz: Angelotti, Hall,
Foter & Lewis (1962), Gough & Alford (1965).

Hydrogene : Kim (1965).
10 p. 100 Hz, 10 p. 100 COzet 80 p. 100 Nz: Moss, Schekter
& Cherry (1967).

- 75 p. 100 Hz, 25 p. 100 COz: El Ghazzawi (1967).

On trouvera dans Skerman (1967) un moyen simple de mélanger
les gaz dans les proportions désirées.

Mais l'anaérobiose ainsi obtenue n'est pas satisfaisante dans
tous les cas. Ceci explique le grand succés des jarres a catalyse,
g~i remonte a MclIntosh & Fildes (1916). La réaction:

hydrogéne introduit *- oxygéne résiduel = eau

est catalysée par des produits couverts par de nombreux brevets,
a base d'asbeste ou d'alumine et de palladium (Heller, 1954) par
exemple, dans des jarres de Case ou de Forma (Robohm & Grai-
koski, 1966), dans celles de Torbal (McMillan & Ridge, 1966).
Certains d'entre ces produits sont empoisonnés par I'hydrogene
sulfureux; il faut s'en méfier dans le cas des souches de Olostridium
productrices de ce gaz. La jarre de Brewer utilisée en Amérique
date de 1939 (Fredette, 1964). Dans cette jarre qui peut étre uti-
lisée avec de I'nydrogene pur aussi bien qu'avec du gaz de ville,
le catalyseur a base de platine est chauffé a l'intérieur du couvercle.
Ces jarres peuvent présenter certains dangers lorsque l'air y péneétre
en proportion telle que le mélange devienne détonnant, mais
Morton (1943) a indiqué quelles précautions devaient étre prises
pour éviter un tel risque. Les jarres de Brewer sont donc tres
utilisées et des améliorations leur sont constamment apportées
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(Khairat, 1963 & 1964a ; Moore, Engwall & Moskal, 1964; Brewer
& Allgeier, 1966 ; McMillan & Ridge, 1966; Cohen, 1967 ; voir aussi
Gravens, Cole & Bernard, 1967 ; Lickfeld, 1967).

D'autres systéemes de catalyse ont été proposés, comme par
exemple celui de Fabian (1965) : une solution tamponnée de glucose
et de glucose-oxydase capable d'absorber 0,4 M d'oxygene est
placée dans une jarre, elle-méme remplie de 95 p. 100 d'azote et de
5 p. 100 de gaz carbonique. Citons encore la «,candle-oats jar»
(jarre bougie-avoine) utilisée par Vedamuthu & Rheinbold (1967) :
dans celle-ci apres fermeture de la jarre, la combustion d'une .bougie
consomme l'oxygene libre en dégageant du gaz carbonique, puis
les traces d'oxygéne restant sont consommées par la germination
de l'avoine.

2.2.6. Indicateurs d'anaérobiose.

Apreés que l'anaérobiose a été réalisée, on peut vouloir s'assurer
gu'elle a bien été maintenue. Il est possible de faire entrer dans la
composition du milieu un indicateur d'oxydo-réduction comme la
résazurine (Mossel & al.,, 1959), ou le bleu de méthylene (Barnes
& Ingram, 1956). A l'intérieur d'une jarre on dispose généralement
un tube d'une solution alcaline de bleu de méthyléene glucosée
fraichement régénérée (Riemsdjik, 1932). Brewer, Allgeier & McLau-
ghlin (1966) préferent disposer ce mélange dans un sac de Teflon.

2.3. Oomparaison des numérations sur milieux solides et liquides.
2.3.1. Utilisation des milieux solides.
2.3.1.1. Boites de Petri.

L'avantage primordial de I'utilisation des boites de Petri est
d'obtenir une numération dont la précision est satisfaisante. Si,
pour deux boites le nombre moyen de colonies est 100, l'intervalle
de confiance (coefficient de sécurité 0,95) est: (86, 114). Cet inter-
valle peut encore étre réduit sil'on se sert de la formule de Farmiloe,
Cornford, Coppock & Ingram (1954) qui tient compte des
nombres de colonies obtenus sur les boites correspondant a des
dilutions successives. Roberts &. Coote (1965) affirment qu'il est
inexcusable de ne pas employer cette formule. Un autre avantage
des bofites de Petri, a condition de répartir I'échantillon ou sa dilu-
tion uniquement a la surface de la gélose, est de pouvoir distinguer
les colonies de Bacillus qui peuvent se développer malgré |'anaéro-
biose. La réaction a la benzidine de Deibel & Evans (1960) permet
.en effet de mettre en évidence les colonies de bactéries possédant
des enzymes a cytochromes.

L'inconvénient qu'il y a a utiliser des boites de Petri est que,
a moins d'employer des milieux réducteurs (donc fort probablement
inhibiteurs), il faut éliminer I'oxygéne ambiant par des techniques
laborieuses et exigeantes en matériel spécialisé et vérifier que I'anaé-
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robiose se maintient bien pendant la durée de l'incubation. De plus,
les especes mobiles peuvent envahir la surface du milieu, surtout
dans les jarres a'catalyse qui sont trés humides. Lewis & Angelotti
(1964) recommandent alors d'employer des milieux gélosés a
seulement 0,6 p. 100, en disposant, a l'intérieur des couvercles
des boites de Petri, des disques de papier absorbant. Il est plus
simple, comme Moore, Engwall & Moskal (1964), de placer au fond
dela jarre quelques grammes de CaC4. ~

2.3.1.2. Tubes.

Les tubes ordinaires bien que trop épais, ou mieux les tubes
a section elliptique (Miller, Garett & Prickett, 1939), permettent
de compter des colonies dans.' des milieux faiblement réducteurs
ou simplement réduits et recouverts de paraffine, a condition que
la 'forma.t.ion de colonies ne s'accompagne pas de dégagement
gazeux. Sinon les gaz dilacérent la gélose et peuvent rendre la
numération  impossible. Cette méthode est souvent employée
lorsque des milieux sélectifs permettent de' dénom brer des bactéries
a croissance rapide (Mossel, De Bruin, Van Diepen, Vendrig &
Zouterwelle ,' 1956 ; Gibbs & Freame, 1965; Marshall, Steenberger
& MclLung ,1965).

Une variante a été proposée par Barnes & Ingram (1956) et
Ingram & Barnes (1956) : au milieu de la gélose mise dans un tube
ordinaire on place une baguette de verre noir. Les colonies blanches
se détachent bien sur ce fond noir.

Mais le systéme le plus classique reste celui des tubes «en gélose
profonde», mis au point par Veillon des 1898 (Veillon, 1922).
Certains auteurs utilisent des tubes trées profonds pouvant atteindre
40 cm (Raibaud, Dickinson, Sacquet, Charlier & Mocquot, 1966).
Seule urie petite portion de la colonne de gélose risque d'étre
réoxygénée pendant la période d'incubation, et l'on discerne
facilement les colonies, car ces tubes sont étroits (0,8 cm de dia-
meétre). Malheureusement, il est tout a fait impossible de compter
les colonies de souches gazogenes : la gélose est tout de suite rom-
pue, au point de chasser les cotons et de jaillir hors du tube.

En général les milieux gélosés contiennent 1,5 g de gélose/100 g
de milieu; les colonies peuvent s'y développer plus ou moins faci-
lement suivant les souches, et rester trop petites pour qu'on les
discerne bien. Aussi Eller, Rogers & Wynne (1967) préconisent-ils
pour CI. sporogenes 0,5 p. 100 et pour Cl.botulinum 0,65 p. 100 de
gélose pour obtenir des colonies plus grosses et donc discernables
plus rapidement, avant production de gaz.

Quels que soient les tubes employés, il n'est pas possible de
compter plus de 30 a 50 colonies par tube (Gibbs & Freame, 1965),
ce qui rend leur emploi moins souple que celui des boites de Petri,
sur lesquelles on '‘peut compter de 1 a 300 colonies (Farmiloe &
al., 1954). Il reste bien entendu possible, si la numération des
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colonies est rendue aléatoire par les gaz, ou par le noircissement
du milieu (milieux au sulfite de sodium avec un sel de fer), de faire
une numération par la méthode des dilutions : mais alors, il est
préférable d'utiliser des milieux liquides (Gibbs &,Freame, 1965)
(voir paragraphe 2.3.2). '

2.3.1.3. Autres procédés.

, Il convient de citer quatre autres méthodes: celle des «tubes
roulés » celle de Bladel & Greenberg (1965), celle de Parker (1965),
et celle de la numération sur membrane filtrante.

Dans la méthode des «tubes roulés» (roll tubes), la gélose est
répartie uniquement sur la surface d'un tube ou d'un flacon. Cette
méthode a été perfectionnée récemment (Toerien & Siebert, 1967 ;
McBee, 1967).

La méthode de Bladelet Greenberg consiste a enfermer le milieu
réduit 'contenant les spores a dénombrer dans une poche en matiére
plastique dont on replie ensuite le col, lorsque la gélose est soli-
difiée. Pendant le refroidissement, la poche est maintenue entre
deux planchettes pour que son épaisseur ne soit pas supérieure a
celle d'une boite de Petri (Greenberg, Bladel & Zingelmann, 1966 ;
Waart & Smith, 1967).

La méthode de Parker consiste a prélever une partie aliquote
d'un milieu gélosé contenant les spores a dénombrer a l'aide d'une
pipette, puis les extrémités de la pipette sont plongées dans la
paraffine. On compte les colonies dans la pipette elle-méme a l'aide
d'une loupe.

La numération sur membrane a été expérimentée par Beerens,
Castel & Leclerc (1961), mais ne semble pas d'utilisation commode.

2.3.2. Utilisation des milieux liquides.

L'intervalle de confiance (coefficient de sécurité 0,95) du nombre
le plus probable, avec 5 tubes par dilution, obtenu par des tables
classiques (comme par' exemple celles de Walter (1967)), est de
0,3 fois a 3,3 fois ce nombre; mais cet intervalle peut étre légerement
réduit en employant la 'table de Taylor (1962) : de 0,26 a 2,6 fois
le nombre le plus probable. Bien entendu, avec moins de 5 .tubes
par dilution, la méthode est encore moins précise: on ne doit I'em-
ployer que pour des numérations approximatives. Au contraire
prendre plus de 5 tubes par dilution donne évidemment une meil-
leure précision. Il est recommandé alors de faire deux galeries ou
plus, avec chacune 5 tubes par dilution, et de faire la moyenne
géométrique des nombres les plus probables obtenus pour chaque
galerie (Taylor, 1962). Il est a noter qu'une contamination éventuelle
peut modifier les résultats obtenus par cette méthode des dilutions
dans des proportions plus fortes que dans le cas des comptages de
colonies sur milieu gélosé.
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Cependant Gibbs & Freame (1965) préférent la méthode des
dilutions a toute autre pour les raisons suivantes

- Elle peut étre utilisée pour compter un trés 'petit nombre
de spores, ce qu'une numération sur boite ne permet de faire qu'avec
.une imprécision trés forte;

- Les Olostridium cultivent toujours mieux sur milieu liquides
que sur milieux solides;

- Il n'est pas besoin de jarres anaérobies, dans lesquelles ils
constatent par ailleurs que les résultats sont irréguliers;

- Les milieux de culture ne sont pas déchiquetés par les gaz
et il est donc possible d'y inclure plus de glucides;

- Les substances inhibitrices des autres bactéries sont moins
inhibitrices des Clostridium dans les milieux liquides que dans les
milieux solides ;

- La toxicité des cultures peut étre vérifiée directement a
partir des milieux liquides.

Ajoutons qu'il n'est pas nécessaire de rompre les conditions
d'anaérobiose pour observer la croissance.

3. Choix entre les méthodes. Conclusion

Le choix & faire entre deux méthodes et entre un nombre infini
de techniques ou de combinaisons de techniques montre qu'a
I'neure actuelle, le probléme de la numération des spores de Clos-
tridium est loin d'étre résolu de fagon satisfaisante.

Chaque fois que l'on aura a compter des spores de Clostridium
se développant rapidement en milieu .gélos¢, sans produire trop
de gaz, on pourra donner la préférence a la numération sur milieu
solide. Suivant le matériel dont on disposera on utilisera la tech-
niqgue qui paraitra la plus simple a mettre en ceuvre.

Pour des spores de Olostridium a croissance lente ou produisant
de grandes quantités de gaz, on choisira la numération en milieu'
liquide, malgré son imprécision et malgré le nombre de tubes a
utiliser pour les dilutions et les cultures. C'est d'ailleurs cette mé-
thode des. dilutions qui est d'usage le plus général et dont la mise
au point est la plus rapide. Ainsi la plupart des auteurs, lorsqu'ils
proposent une technique sur milieu solide, prennent soin de la

comparer avec une numération sur milieu liquide.

Chaque chercheur, chaque laboratoire marquera donc une
préférence pour l'une ou l'autre des techniques existantes, préfé-
rence qui découlera par exemple de la possibilité de disposer ou
non d'un matériel donné, ou de la pratique de la recherche de tel
ou tel type de Clostridium. Celui qui sera nouveau venu dans I'étude
de ces bactéries sera tenté de se forger une technique personnelle,
qui augmentera la list~ de celles existant déja, a moins qu'il n'ait
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la rare bonne fortune de découvrir une méthode universelle de
numération des spores de Clostridium!

Recu pour publication en mars 1968

Nous exprimons notre reconnaissance a MM. Mocquot, Hermier
et Bergére, pour leurs suggestions et leurs critiques au cours de
la rédaction du manuscrit.
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