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1. Introduction

Le lait est un vecteur fréquent des bactéries appartenant au
genre Olostridiitm. Elles sont présentes dans les aliments des ani-
maux (aliments qui ont été en contact avec de la terre) et conta-
minent le lait directement ou par l'intermédiaire des féces. De
nombreux travaux ont été consacrés a ce sujet, et Goudkov et
Sharpe (1965) en ont fait une revue bibliographique trés compléte .
.La conclusion générale est que 16 a 18 p. 100 des échantillons de
laits contiennent des spores d'anaérobies. Mais les nombres moyens
de spores ainsi relevés sont toujours faibles: 1 a 10 spores par milli-
litre, avec des variations saisonniéres dépendant de l'alimentation
et de I'hygiéne de la traite. Heureusement, dans les conditions
norniales d'utilisation, lelait n'offre pas en général un milieu propice
au développement des Olostridium, en raison de son potentiel
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d'oxydo-réduction  trop élevé. Dans le cas .ot la multiplication
d'autres espéces bactériennes abaisserait suffisamment le potentiel
d'oxydo-réduction  pour rendre possible la croissance de certains
Olostridium, le lait serait de toute fagcon rendu impropre a la
consommation. Par conséquent, dans les conditions courantes on
assiste rarement au développement de Clostridium dans le lait, ce
qui explique qu'il n'existe pas de méthodes officielles de dénombre-
ment de leurs spores dans le lait de consommation.

Il y a cependant des cas ou le nombre de spores de certains Olos-
tridium dans le lait cru peut servir d'indice de contamination de
ce produit : ainsi Oi. perfringens comme signé de contamination
fécale (Buttiaux & Beerens, 1953; Romagnoli & Brezzi, 1960).
Les Clostridium butyriques pourraient également servir de signe de
contamination par, les feces d'animaux nourris avec certains
ensilages (Bergére, Gouet, Hermier & Mocquot, 1968).

Par ailleurs, si dans la pratique les Olostridium ne se dévelop-
pent dans le lait que trés rarement, cette croissance reste toujours
possible dans des conditions particuliéeres; par exemple quand le
lait a subi un traitement thermique intense qui a abaissé son poten-
tiel d'oxydo-réduction. On a montré expérimentalement que des
Olostridium hautement pathogénes tels que 01. botulinum peuvent
cultiver et produire des toxines dans du lait tres fortement chauffé
et conservé en bouteilles (Kaufmann & Brillaud, 1961 ; Kaufmann
& Marshall, 1965), de méme que les Clostridium provoquant "les >
maladies gangréneuses (Prévot & Thouvenot, 1952). Drailleurs,
bien que trés rares, quelques cas de botulisme et d'intoxications a
Olostridium provoquées par le lait ont déja été signalés (Walter,
1967). En outre, il ne faut pas oublier que l'aspect de la croissance
dans le lait autoclavé au laboratoire est un caractére de classifica-
tion trés couramment utilisé pour les Olostridium (Beerens, 1954;
Beerens, Castel & Put, 1962; Pohl & Thomas, 1966). Notons enfin,
que la simple ébullition domestique abaisse suffisamment le poten-
tiel d'oxydo-réduction du lait pour permettre la croissance de CI.
perfringens  (Plommet, 1956).

Dans la plupart des produits laitiers on peut évidemment
retrouver les spores de Clostridium initialement présentes dans le
lait cru. Leur nombre est en général faible mais souvent supérieur
a celui trouvé dans le lait cru en raison des procédés de fabrication
qui augmentent la concentration du lait' ou de l'un de ses consti-
tuants (dessiccation, écrémage, etc.). On retrouve ainsi, d'aprés
Goudkov .& Sharpe (1965), 01. perfringens dans les poudres de lait,
des Closiridium lipolytiques dans le beurre et la creme; ou bien
01. nigrificaus et CIl. thermosaccharolyticum que I'A.P.H.A. (1960)
recommandait de dénombrer dans les créemes glacées, alors qu'il
. n'en est plus fait mention dans I'édition de Walter (1967) ; ou encore
Cl. tetani signalé par Prévot & Thouvenot (1952) dans des fromages
«fondus.



MEMOIRES ORIGINAUX 503

On peut cependant retrouver des 'nombres de spores beaucoup
plus élevés quand il y a eu développement des Clostridium dans
les produits laitiers. Heureusement ceux-ci constituent en général
des milieux défavorables a la croissance de ces bactéries en raison
soit de leur pH, soit de leur activité en eau, soit de leur température
de stockage, etc. Seules quelques espéces sont susceptibles de sé
développer lorsque ces diverses conditions de milieu ne sont pas
trop rigoureuses, comme c'est le cas pour certains fromages.
Citons CI. tyrobutyricum qui, provoque des défauts graves et des
pertes importantes dans les fromages de type Gruyére, Parmesan,
Hollande, Trappiste, Cheddar, de méme que dans les fromages de

~Tilsit (Kutzner, 1966), Sbrinz(Kurmann, Oehen & Ritter, 1967),
,Herrg~rd (Thomé, Swart.ling, Lodin,’ Matteon, Wessner, Buhrgard
& :l;,.indgren,1952), a pate filée (Chomakov, 1966), etc. ; Cl. tetano-
morphum,  Cl. sporogenes, CI. tyrobutyricum qui provoquent des:
défauts dans les fromages fondus fabriqués a partir de fromages de'
Hollande (Galesloot, 1961) ; Cl. perfringens qui provoque des défauts
dans des Emmental insuffisamment acidifiés (Albus, 1928); CI.
sporogenes qui provoque .la pourriture )blanche des Emmental
(Dorner, Demont & Chavannes, 1952) ; etc. Cl. botulinum ne présen-
terait pas de danger dans les fromages (Wagenaar & Daek, 1955)
bien que sa toxine soit capable de se conserver dans la pate de fro-
mages fondus (Greez, Wagenaar & Dack, 1965). Les cas d'intoxi-
‘cations' provoquées par les anaérobies sporulés dans les produits
laitiers en général sont d'ailleurs aussi rares que celles provoquées
par le lait (Walter, '1967).

La numération des spores de Clostridium dans le lait et les pro.
duits laitiers n'est pas, nous venons de le voir, une question aussi
négligeable qu'on affecte de le penser trop souvent. Si elle n'est
pas plus employée c'est qu'il n'existe aucune méthode sélective
sire et que l'on en est réduit pour les Clostridium, a rechercher la
présence de spores appartenant a des groupes relativement mal
délimités. De plus, s'il existe des méthodes pour leur recherche
dans les produits alimentaires .au sens large, il n'en existe pas de
bonnes qui aient été étudiées' a l'origine pour le lait ou les produits
laitiers. Aprés avoir présenté dans une premiere partie (Cerf 1968)
les méthodes générales de numération des spores de Clostridium,
nous traiterons maintenant des méthodes de numération applicables
au lait 'et aux produits laitiers pour trois groupes importants de
Clostridium  : le groupe" des sulfito-réducteurs, représenté princi-
palement par .Cl. perfringens, le groupe des putréfiants parmi
lesquels Cl. eporogenes est leplus souvent rencontré, puis le groupe
des butyriques dont OIl, tyrobutyricum est le représentant le plus
nuisible en industrie des fromages a pate pressée. Ces méthodes
seront présentées. par ordre de spécificité décroissante puis nous
citerons les moyens d'apprécier globalement la contamination en
spores de Clostridium.
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2. Numération des Clostridium sulfita-réducteurs
_et en particulier de CI. perfringens

A la suite d'une longue évolution amorcée par Wilson & Blair
(1924), les bactériologistes ont réussi a mettre au point divers
milieux fortement sélectifs, aussi bien pour les spores que pour les
cellules végétatives de CI. per/ringens. Le milieu de Wilson &-Blair
est a base d'extrait de viande, de peptone et de glucose et contient
du sulfite de sodium et un sel de fer. Les colonies des bactéries qui
réduisent le sulfite s'entourent d'un halo noir de sulfure de fer;
ce milieu permet donc -de dénombrer des bactéries « sulfito-réduc-
trioes », principalement des Clostridium mais aussi des Bacillus, des
entérobactéries. Ce milieu, puisqu'il contient du sulfite est réduc-
teur, et son emploi est relativement simple. Cependant, s'il contient
trop de glucides, son pH s'abaisse rapidement, le sulfite se solubilise et
tout le milieu se colore en noir (Mossel, 1968). C'est pourquoi; ~m
compte les colonies aprés une incubation de 24 h seulement a 37° C.
Celles dont le diamétre est supérieur a 3 mm sont formées par des
bactéries qui appartiennent en principe a l'espéce Cl. per/ringens.
D'apres Willis (1957), il faut repiquer ces colonies dans du lait
auto clavé et recouvert de paraffine, puis observer s'il se produit
ou non une coagulation du lait accompagnée de production de gaz
pour confirmer la présence de Cl. perfringens. -

Tel qu'il a été congu, le milieu de Wilson & Blair contient une
concentration de sulfite qui est inhibitrice pour un grand nombre
de Clostridium, dont malheureusement certains sont sulfito-réduc-
teurs (Beerens, Castel & Leclerc, 1961; Put, 1961; Gibbs &
Freame, 1965; Narayan & Takacs, 1966). La concentration opti-
male permettant de dénombrer le plus grand nombre possible de
sulfito-réducteurs semble devoir étre fixée aux alentours de 0,05 p.
100 de sulfite de sodium anhydre: Pour la recherche des especes
sulfito-sensibles, comme par exemple Cl. sporogenes, on utilise
d'autres milieux (paragraphe 3). '

Pour ‘'éviter la croissance de bactéries sulfito-réductrices n'ap-
partenant pas au genre Clostridium, divers agents sélectifs ont été
proposés. L'azohydrate <<( azide») de sodium, l'acide sorbique,
le violet cristal semblent devoir étre abandonnés (Gibbs _&Freame,
1965) ; la néomycine a été proposée par Lowburry & Lilly (1955),
la polymyxine par Willis & Hobbs (1959) et Mossel (1959), la poly-
myxine avec la sulfadiazine (milieu SPS) par Angelotti, Hall,
Foter & Lewis (1962). Selon Beerens (1968), la combinaison de
sulfite, avec ces deux antibiotiques rend le milieu moins inhibiteur
que s'il contient un seul ou une combinaison de deux seulement
de ces trois agents sélectifs. Selon Shank (1965), Southworth &
Strong (1964) et Gibbs & Freame (1965), ~milieu SPS serait le
meilleur dont on disp~uellementj car seuls des Clostridium
y cultivent, et parmi ceux-ci principalement Cl. perfringens. Aux
Etats-Unis, il est recommandé par la Food and Drug Administra-
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‘tion (Lewis & Angelotti, 1964; Elliott, 1966). Ces derniers auteurs
précisent que les colonies doivent é&tre repiquées pour tester la
motilité des' germes et leur aptitude a la réduction des nitrates;
ceci pour confirmer leur appartenance a l'espéce OIl. perjrin gen»,
Le milieu SPS est utilisé habituellement dans des tubes a sections
elliptiqués ou sur boites de Petri incubées dans des jarres anaérobies
de .différents types (voir Cerf, 1968), sans chauffage de I'échantillon.

Selon Green & Lisky (1966), le milieu SPS est trop inhibiteur
pour CI. perjringenk,  Or dans un milieu liquide, cette espece, dont
l'intervalle de génération est tres court, cultive plus vite que les
autres especes présentes. Ces auteurs préconisent donc une premiere
numération sur milieu liquide par la méthode des dilutions puis
repiquage des tubes positifs sur milieu SPS en tubes. Seuls les tubes
dans lesquels le milieu a noirci sont considérés pour le calcul du
nombre le plus probable’ (MPN). Les auteurs détectent ainsi
deux fois plus de Ol, per/ringens que par l'emploi direct du milieu
SPS. Hauschild, Erdman, Hilsheimer & Thatcher (1967) attri-
buent ces résultats a des irrégularités dans la qualité des prépara-
tions commerciales du milieu SPS et insistent par ailleurs sur la
nécessité d'employer comme diluant I'eau peptonée de préférence
au tampon phosphate.

Marshall, Steenbergen & McLung (1965) ont mis au point un
milieu a la polymyxine et a la néomycine et recommandent une
incubation de 18 heures a 460 C pendant laquelle seuls des CI.
per/ringens ont, d'aprés ces auteurs", le temps de former des colonies.
Mais leurs essais ont porté uniquement sur des souches pures:

Dans I'état actuel, on peut penser que le milieu SPS ou sa modi-
fication SSPS (Beerens, 1968) est le milieu le plus convenable et,
selon Mossel (196~), la température optimale pour la recherche
de CI. per/ringens serait bien 460 C et une courte incubation suffi-
rait. L'emploi des « poches llanaérobies (voir Cerf, 1968) est tout a
fait indiqué pour cette recherche. -

‘En conclusion, on peut penser que le milieu SPS conviendrait
mieux au lait-et aux produits laitiers que des milieux simplement
sulfités tels que ceux proposés par Petransxienne & Lapied (1962)
et par Demeter (1967).

Dans ce qui précéde, on a vu que le chauffage des échantillons
pour détruire les formes végétatives n'était-pas  stipulé. En effet,
les spores de OlI, per/ringens sont réputées thermosensibles. Cepen-
dant, selon Hobbs (1965), I'échantillon doit subir un traitement
de quelgues minutes a 1000 C si l'on désire compter les spores
produites par les souches de CI. perjrin.gene qui sont réellement
responsables des toxi-infections alimentaires dans le Royaume-Uni.
Sutton (1966) recommande également ce traitement thermique
(voir aussi Taylor & Coetzee, 1966). Hauschild & Thatcher (1967),
sans contester la nécessité de ce chauffage pour les souches isolées en
Grande-Bretagne, pensent” qu'aux" Etats-Unis, il faut faire égale-



506. LE LaIT | SEPTEMBRE-OCTOBRE 1968 1 no 478

ment la numération des formes végétatives, "les souches toxiques
isolées dans ce pays produisant des spores ne résistant pas al'ébul-
lition. Selon Akama, Otani, Kameyana, Ito & Murata :(1966), les
différences de thermorésistance proviendraient de différences entre
les milieux de chauffage employés par les différents auteurs. Quoi
qu'il en soit, Hobbs (1968) a présenté des courbes de destruction
thermique (TDT)- qui montrent une différence marquée entre la
thermorésistance de souches hémolytiques (pathogenes), et de
souches non hémolytiques.

Ceci nous amene a .citer une derniéere méthode qui 'est couram-
ment utilisée Outre-Manche, et qui est basée sur le fait que les
souches responsables d'infections alimentaires possedent une beta-
hémolysine. Il est d'abord procédé a une culture sur boite de gélose
au sang, en jarre anaérobie. Les colonies montrant une zone
d'hémolyse sont ensuite soumises a des tests sérologiques (Thatcher
& Clark, 1967).

L'épreuve de Paquet & Gauvin (1953), destinée par ses auteurs
a dénombrer les' spores de Cl. perfringens, sera étudiée en détail
au paragraphe 5.1).

3. Numération des Clostridium putréfiants

Parmi les Clostridium putréfiants, Cl. sporogenes est celui que
I'on rencontre le plus fréquemment dans les produits laitiers
(Goudkov & Sharpe, 1965). Il n'est pas rare qu'il soit signalé dans
des accidents de -fabricat.ion qui peuvent rendre inconsommables
des fromages fondus (Galesloot, 1961). Par ailleurs, la numération
des spores de Cl. sporogenes présente -un intérét du fait que ses
spores sont utilisées a cause de leur thermoremstance pour établir
des baremes de stérilisation des conserves.

Les milieux utilisés pour la numération "de ces Clostridium ne
sont en rien spécifiques. Le plus classique est celui d'Andersen
(1951). Ce milieu gélosé a base d'infusion de pois et de viande de
porc contient 'également de la tryptone, une peptone, de I'amidon,
du thioglycolate et du bicarbonate de sodium. Il est réparti en
boites de Petri et recouvert de gélose au thioglycolate, ou bien
~éparti en tubes a section elliptique, ou encore en «poches». Il
est considéré par Desmet & al. (1966) co~me excellent pour la
numération de souches pures de CI. sporogenes, lorsqu'il est comparé
a dix autres milieux. Pour la numération dans les produits alimen-
taires, les colonies doivent ensuite faire I'objet d'une identification
complémentaire.  Selon Narayan (1967), les caractéres de culture
sur jaune d'ceuf, gélatine et sérum coagulé suffisent a déterminer
Cl. eporogenee.

Le milieu a la gélatine mis au point par Rosenberger (1956)
pour la numération des Clostridium protéoly~iques dans I'ensilage
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et qui ne contient aucun glucide, n'est pas non plus spécifique
de CI, sporogenes ;l'aspect du milieu dans les tubes ou une crois-
sance s'est produite permet cependant un diagnostic approximatif

(liguéfaction de la gélatine, production plus ou moins abondante
d'ammoniac ou de gaz sulfureux). Le milieu SMA de Goudkov &
Sharpe (1966) pour la recherche des Clostridium protéolytiques,

non plus que le milieu T 65 de Mossel, Beerens, Tahon-Castel,
Baron & Polspoel (1965), favorables tous deux aux Clostridium

protéolytiques, ne permettent cette différenciation approximative

de CIl. eporogenes. Le milieu SMA qui contient de la néomycine et
de la polymyxine permettrait selon ses auteurs de faire la numéra-
tion de cellules végétatives.

Pour les études de thermorésistance il est important de disposer
d'un milieu dans lequel le plus fort pourcentage possible de spores
survivantes puisse étre dénombré. Parmi les milieux proposés,
Frank & Campbell (1955) préferent un milieu a base d'infusion de
pois et de viande de porc, et Augustin & Pflug (1967) préconisent
I'infusion de bceuf additionnée de peptone, tryptone et amidon.

Bien que CI. botulinum ne soit, pas en général rangé dans le
méme groupe, rappelons que les milieux utilisés pour son dénom-
brement sont du méme type que ceux utilisés pour CI. sporogenes.:
Les colonies sont donc repiquées soit pour identification, soit pour
un enrichissement et une vérification de la toxicité (Narayan, 1967 ;
Lewis & Angelotti, 1964; Elliott, 1966; Thatcher & Clark, 1967).

4. Numération des Clostridium du groupe butyrique

Ces Olosiridiuan, non pathogenes, présentent une importance
particuliere pour l'industrie laitiere. En effet, comme nous I'avons
vu dans l'introduction, certaines especes de ce groupe sont respon-
sables de graves défauts dans divers types de fromages; dans la
pratique, on les désigne communément sous le nom de il butyriques »,
Les especes dont la croissance dans les fromages a été démontrée
sont Cl. butyricu'l1!" et Cl. tyrobutyricum  (Van Beynum & Pette, 1936 ;
Galesloot, 1961 ; Stussi, 1961 ; Ritter, Sahli, Schilt & [Heuscher,
1963; Goudkov & Sharpe, 1965 et 1966; Kutzner, 1966,; Bergeére,
Hermier, Gouet & Mocquot, 1968). Il est bon de rappeler que ces
deux especes fermentent le lactate (et ne le fermentent Iqu'enpré-
sence d'acétate: Ritter, Sahli, Schilt & Heuscher, 1963;, Kutzner,
1.963) mais se différencient par de nombreux caractéres (Beerens,
Castel & Put, 1962; Goudkov & Sharpe, 1965; Bergere '& al.,
1968). Notons que, parmi ceux-ci, Cl. butyricum fermentebeaucoup
‘de glucides dontle lactose alors que CI. tyrobutyricum ne fermente
que peu de' glucides; en particulier il rie fermente pas le lactose et
par conséquent ne produit ni gaz. ni acide lorsqu'il est inoculé
dans du lait. De ces deux especes, c'est Cl. tyrobutyricum que l'on
retrouve presque exclusivement dans les fromages présentant une



508 LE LAIT / SEPTEMBRE-OCTOBRE' 1968 / ,No 478

rancidité (Cheddar) ou un gonflement, (Gruyere, etc.),’ et c'est lui
dont les spores sont le plus a redouter lorsqu'elles sont présentes
dans le lait de' fromagerie. Le nombre de ces spores est d'ailleurs
le principal facteur qui conditionne I'apparition, du gonflement
dans les fromagesl'lI'homé & Swartling, 1953; Bergere & al., 1968).

Le premier probleme est donc de déterminer I'importance de
la contamination initiale du lait. Malheureusement on n'a pas
encore trouvé d'agents vraiment sélectifs, ni pour CI. tyrobutyricum,
ni méme pour le groupe butyrique (Eross & Kiss, 1965; Narayan,
1966). '

, Les nombreux milieux qui ont été utilisés par les différents
auteurs pour dénombrer les spores de « butyriques » peuvent étre
classés en deux groupes suivant la nature de la source de carbone
qui entre dans leur composition (tableau 1) : ,

-:- Dans le premier groupe,. les milieux contiennent au moins
un glucide comme source de carbone™ celui-ci étant trés souvent
le glucose. De ce fait non seulement tous les Clostridium du groupe
butyrique ,mais aussi beaucoup d'autres Clostridium soit sac cha-

.rolytiques, soit protéolytiques peuvent s'y développer et y produire

des gaz. Ces derniers Clostridium sont assez souvent présents dans
les laits (Goudkov & Sharpe, 1965) mais sont incapables dans les
conditions normales de se développer dans les fromages et d'y
provoquer une altération.'" Dans ce' groupe de milieux on peut
également classer ceux a base de lait additionné de différents

.composés comme le glucose ou l'acide lactique. Il faut signaler

que la simple addition d'acide lactique au lait dans le but de le
rendre inhibiteur pour les protéolytiques ne permet cependant pas
la croissance de CI. tyrobutyricum (Van Beynum & Pette, 1936;
Beerens & al.,, 1962).

- Dans le second groupe de milieux, la source de carbone est
constituée par le mélange lactate-acétate de sodium, a I'exclusion
de tout glucide. Ces milieux sont plus sélectifs puisqu'ils permettent
en principe de ne dénombrer que les Closlridium capables de fer-
menter le lactate, parmi lesquels se trouve d'ailleurs CI. tyrobuty-
ricum, Il faut cependant remarquer que. certains protéolytiques tels
que CI. paraputrijicum  peuvent encore se développer dans un milieu
tel que celui de Rosenberger (1951, 1956) malgré sa faible teneur
en protéines et son pH relativement bas.

Il-faut ajouter également que dans le cas ou l'on doit rechercher
un nombre de spores relativement faible (moins de 10. par ml),
et c'est un cas fréquent, l'inoculum doit étre important (1 ml) et
I'introduction des constituants du lait a analyser (protéines, lac-
tose, etc.) est de ce fait inévitable. Ceci favorise le développement
éventuel de Clostridium fermentant le lactose ou méme de Olostri-
dium protéolytiques, et réduit considérablement la spécificité qu'un?
milieu tel que celui de Rosenbergerpeut présenter vis-a-vis des
Clostridium fermentant le lactate. Pour remédier en partie a ces
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inéonvénients, on pourrait éventuellement  centrifuger le lait a
analyser et ensemencer le milieu’ avec seulement le culot' de centri-
~fugation et la creme dans lesquels se retrouvent la majorité des
spores (Hostettler, Sahli & Binz, 1941). On trouvera une discussion
de ces questions dans Demeter (1967).

Tout ceci montre que dans aucun 'des milieux proposés, il ne
suffit de compter des colonies ou des tubes positifs pour connaitre
le nombre de spores de « butyriques » ; il faudrait en plus identifier

toutes les especes qui ont cultivé. D'une maniére assez simple
I'odeur et I'examen microscopique des cultures ou des colonies
peut donner une idée approximative de l'espéce dominante. Certains
.auteurs proposent d'effectuer sur le contenu des tubes positifs
une détermination des acides butyrique et acétique par distillation
ou chromatographie (KGK, 1949; Sahli, 1961 ; Waes & Devoge-
laere, 1966). Cette précaution supplémentaire complique beaucoup
la méthode sans offrir une bonne preuve de l'identité de I'espece
présente. En effet, Moore, Cato & Holdeman (1966) ont montré
que d'autres especes telles que CI. septicum, CI. chauvoei et Cl. para-
putrificum  produisent les acides butyrique et acétique dans les
mémes proportions que Cl. butyricum. Signalons que CIl. butyricum
pourrait étre éventuellement, distingué des autres Clostridium par
le fait que 50 p. 100 des acides gras cellulaires’ qu'il synthétise
sont constitués par de l'acide palmitique (Moss & Lewis, 1967).

En définitive il n'existe donc pas de méthode pour dénombrer
uniquement les spores de'« butyriques » Dans la pratique, le dénom-
brement des spores du lait sur milieu a-qlactate et a l'acétate de
sodium reste la meilleure méthode de prévision des accidents de
. fromagerie, puisqu'on a mis en évidence, dans le cas des laits d'ensi-
lage, une relation entre la fréquence du gonflement butyrique et,
le nombre des spores déterminé par cette méthode (Thomé &
Swartling, 1953; Bergere & al,', 1968; Bergére, en préparation).

Le deuxiéeme probleme dans la numération des Clostridium du
groupe butyrique concerne le dénombrement des spores dans les
fromages affinés en vue de déterminer Il'agent responsable du défaut
observé (rancidit¢ ou gonflement). Il est beaucoup plus facile a
résoudre: d'une part le nombre de spores est beaucoup plus élevé
(104 a 107 par gramme) (Goudkov & Sharpe, 1966; Kutzner, 1966 ;
Bergere & al., 1968), et dautre part, presque toujours, une seule
espece s'est développée dans le fromage et se retrouve donc en
culture pure dans le dernier tube positif de la numération en milieu
liguide. L'odeur du contenu de ce tube, son examen microscopique
et, suivant le milieu. de numération utilisé, une vérification, de la
fermentation du lactate et du lactose par l'espéce présente permet.
tent a un expérimentateur entrainé  d'identifier' assez slrement
I'espéce. Enfin il est bon de rappeler que la température de chauf-
fage des échantillons (lait ou suspension de fromage) ne doit pas
dépasser 80° C pendant 10 minutes & un pH de 6,5, la, thermo-
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sauf pour les quatre
cinq tubes de lait supplérnenté
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BUTYRIQUES

méthodes

du. tableau,

Moyen de Ohauffage
Références Sources de carbone numé- de Observations
’ ration I'échantillon
1. Milieu contenant au moins un glucide comme source de carbone
LI. Milieux a base de lau.:
Van Beynum et,Pette (1933) Lactose, glucose, lactate MPN + (800 C, 10 mn)
Demeter (1952) Lactose, glucose, lactate MPN + (800 C, 10 mn) 'l'ubeen V spécial.
Winkler (1961) Lactose”, glucose MPN + (800 C, 10 mn)
Petransxienne et Lapied (1962) Lactose, lactate MPN + (800C, 5 mn)
Chomakov  (1966) Lactose, glucose MPN + (800 C, 10 mn)
Winkler( 1967) Lactose, lactate MPN + (800 C, 10 mn) Additionné  d'extraits

foie et de levure.

de

oN



1.2. Autres milieux

Burri, Staub et Hohl (1919) Glucose Colonies .+ (800 C, 10 mn)
Ruschmann et Harder (1931) Glucose, pomme de terre MPN

Van Beynum et Pette (1936) Glucose MPN

Hostettler, Sahli et Binz (1941) Glucose, pomme de terre Colonies + (760 C, 10 mn)
KGK (1949) Glucose, lactate MPN

Gibshman et Kalinina (1957) Glucose, lactose MPN

Binder (1960) Lactose, lactate Colonies =+ (800 C, 10 mn)
Sahli (1961) Glucose, lactate, pomme de terre MPN + (780 C, 12 mn)
Dorner et Gonin (1962) Glucose, pomme de terre Colonies

Petransxienne et Lapied (1962) Glucose Colonies + (850 C, 15 mn)

2. Milieu dont la source de carbone est le lactate de sodium, sans glucide

Rosenberger (1951) Lactate, acétate MPN
Kurmann, Oehen et Ritter (1967) Lactate Colonies + (760 C, 12 mn)

Bergére, Gouet, Hermier et Moc-
quot (1968) Lactate, acétate MPN + (750 C, 10 mn)

Confirmation sur milieu
lactate-levure.

Sur créme et culot de cen-
trifugation. Vérifica -
tion sur lactate.

Distillation fractionnée
de la culture.

Virage d'un colorant.
Odeur, gaz, examen mi-
croscopique, chroma-
tographie sur la cul-

ture pure.

Virage d'un colorant
Addition d'extrait de le-
vure.

Odeur, gaz, examen mi-
croscopique.

Ot
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résistance des spores de butyriques. étant relativement faible
(Cerf, Bergéere & Hermier, 1967).

5. Numération des spores de Clostridium en général

5.1. Numération par incubation du lait a analyser

Comme dans l'industrie de la conserve ou les boites elles-mémes
sont mises ,aincuber pour détecter une contamination éventuelle du
produit, on utilise ici le lait a analyser comme milieu de culture.
Il ne s'agit d'ailleurs que d'une numération approximative dans le
but d'obtenir un ordre de grandeur du nombre de spores que
contient le lait. ,

La numération par incubation du lait a analyser a été préconisée
,des 1915 par Weinzirl comme test de contamination du lait par
le fumier et plus précisément par CIl. sporogenee (Weinzirl, 1916).
Voici sa description: 5 tubes bouchés au coton et contenant 0,5 a
1 ml de paraffine sont préalablement stérilisés par autoclavage
ou a l'air chaud et sec; ensuite on introduit stérilement 5 ml de
lait a analyser dans chaque tube; puis les tubes sont chauffés a
800 C pendant 10 mn, refroidis, et incubés pendant 3 jours a 37° C
(Weinzirl, 1921). Si deux tubes sur cingq présentent une fermentation
gazeuse, le lait est considéré comme tres pollué. L'utilisation de cette
technique comme test de contamination par le fumier a d4ailleurs
été critiquée depuis longtemps (Hudson & Tanner, 1922) et continue
de I'étre (Demeter, 1967; Zaadhof & Terplan, 1967).

Depuis cette époque l'incubation du lait lui-méme a été employée
a des fins différentes. En effet, si I'épreuve a été effectuée par les
différents auteurs qui l'ont utilisée selon des protocoles voisins
de celui décrit ci-dessus, l'interprétation gu'en ont donnée ces
auteurs, en ce qui concerne la nature des germes que I'épreuve
permet de détecter, a notablement varié: Certains, comme Paquet
& Gauvin (1953), l'ont utilisée d'une maniere rationnelle puisqu'ils
disent rech,ercher la présence de Cl. perjringens dans des échantillons
de laits crus et pasteurisés avec un seul tube, mais en vérifiant-que
les Clostridium ayant donné des gaz étaient bien a coloration de
Gram positive et immobiles. D'autres Il'ont conseillé comme per-
mettant la recherche des « butyriques» dans le lait (par exemple
Dumas, 1958). D'autres l'ont proposée pour la numération des
spores de germes anaérobies mésophiles type CI. eporogenes et
Cl. perjringens (C.N.E.R.N.A., 1961). D'autres enfin lI'ont proposée
pour la recherche des sporulés anaérobies dans le lait (Papavassiliou,
1956; Petransxienne & Lapied, 1962; Harrigan & McCance, 1966 ;
par exemple).

En fait, contrairement a ce que pourrait laisser croire ce qui
précede, l'incubation du lait.a analyser ne permet pas le dénom-
brement de tous les Clostridium qui le contaminent. Deés 1933"
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Meyn (cité par Demeter, 1967) amontré que cette épreuve ne donne
des résultats positifs que dans 58 p. 100 des cas ou le lait contient
effectivement des spores d'anaérobies ; donc "une épreuve négative
ne signifie pas que le lait ne contient pas de spores. Par ailleurs
Kurmann (1963) a constaté que, lorsque le test de Weinzirl est
positif, I'espéce présente dans le lait est CIl. per/ringens dans 52 p.
1~0 des cas, Cl. butyricum ‘'dans 28 p. 100 des cas et CI. sporogenes
dans 10 p. 100 des cas seulement. Comme l'avait déja montré Lind
(1956), c'est donc ClI: per/ringens qui, le plus souvent, détermine le
résultat en raison de sa vitesse de croissance beaucoup plus grande
que celle de la plupart des autres Clostridium. Ajoutons .que tous
les Clostridium ne sont pas capables de se développer dans le lait.
C'est le 'cas de CI. tyrobutyricum dont les caractéres taxinomiques
les plus importants sont de ne pas fermenter le lactose et de ne pas
modifier le lait (Van Beynum & Pette, 1936; Beerens & al., 1962).
En outre, selon Kurmann, le simple aspect du lait dans les tubes
pcsitifs  (type de coagulation, couleur du sérum, eté.) ne permet
pas de distinguer l'espéce qui s'y est développée. En effet, contrai-
rement a ce qu'on observe -en culture pure, l'aspect du lait dans
I'épreuve de Weinzirl est di non seulement a la croissance simul-
tanée d'un ou plusieurs Clostridium, mais souvent aussi a la crois-
sance simultanée d'autres bactéries telles que des Bacillus ou méme
des bactéries propioniques qui - selon Demeter (1967) - auraient
résisté au chauffage. Il faut signaler également que, dans cette
épreuve, la croissance des Clostridium est fonction de la qualité
initiale du lait a analyser puisqu'il constitue le milieu de culture
(présence d'inhibiteurs, d'antibiotiques, etc.),

L'emploi du lait lui-méme comme milieu de culture pour la
numération des spores de Clostridium, et en particulier pour la
numération des spores de Clostridium susceptibles de provoquer
le ~onflement des fromages est donc a déconseiller.

Notons que le principe de la méthode de Weinzirl a été mis a
profit en vue de résoudre le probléme de la détection des spores de
Clostridium présentes dans les fromages par des auteurs qui ont
incubé une émulsion du fromage Ilui-méme (Hirsch, McClintock
& Mo?quot, 1952; Csiszar & Zambach-Bittera, 1956).

5.2. Autres milieux

Pour la numération de toutes les spores de Clostridium présentes
dans le lait ou les produits laitiers, il existe différents milieux dont
certains ont été mis au point pour d'autres produits alimentaires
(Gibbs & Freame, 1965). Le milieu le plus favorable au dévelop-
pement des Clostridium est incontestablement celui de Hirsch &
Grinsted (1954), appelé RCM (Reinforced Clostridial Medium), et
mis au point a l'origine pour les Clostridium du groupe butyrique.
-Gibbs & Freame (1965), en le modifiant légérement, conseillent d'y
ajouter du sulfite de sodium (0,04 p. 100) et du citrate dé fer
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(DRCM) pour rendre la lecture plus facile. On peut utiliser cette
modification & .condition de se souvenir que certains Olostridiitm
sont inhibés par une telle concentration de sulfite (voir paragraphe 2).

Mossel & al. (1965), comparant différents milieux, constatent
que ce RCM convient bien pour la plupart des Glostridium mais
proposent cependant deux autres milieux a utiliser simultanément,
S 65 et T 65, I'un convenant plus particulierement  aux saccharo-
lytiques, l'autre aux protéolytiques. Le RCM, dont le spectre est
le plus large, demeure pourtant le plus utilisé dans la numération
des « spores anaérobies totales» des produits alimentaires, de pré-
. férence & des milieux a base d'infusion de viande, de foie ou de
produits végétaux difficiles a préparer .(Goudkov & Sharpe, 1965
et 1966; Gibbs & Freame, 1965; Desmet & al., 1966)~

6. Conclusion

Malgré l'importance que revét la numération de certains Glos-
tridium dans les produits alimentaires et en particulier dans le lait
et les produits laitiers, on constate malheureusement que sauf pour
al. perfringens, il n'existe pas de milieux sélectifs. Cela complique
beaucoup la numération des spores et rend pratiquement impossible
la numération des cellules végétatives. On peut cependant espérer
qu'une  meilleure connaissance des caractéres  physiologiques,
biochimiques et sérologiques des espéces importantes permettra
dans un proche avenir daméliorer les milieux de culture et les
techniques de recherche et de numération de ces bactéries. L'utili-
sation des anticorps fluorescents est peut-étre un exemple de ces
techniques  d'avenir.
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