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Bans ma précédent travail (l), nous avons étudié en detail 
les bactéries halophiles et certaines bactéries halotobérantes des saumu­
res utilisées dans la fabrication du Jambon de Paris, bous avons souligné 
l’importance de celles ■. qui réduisent les nitrates en nitrites et, par là, 
sont nécessaires à la fabrication du jambon puisque, nous le rappelons, 
l’addition de nitrites dans les saumures est interdite en France.

Mais les bactéries halophiles ne sont pas seules présentes 
dans les saumures. Ut, si l’on considère la flore bactérienne du jambon 
mis en saumure, on peut constater que d’autres bactéries sont en nombre 
plus important que les bactéries halophiles. Il s'agit des bactéries ha- 
lotolérantes et des bactéries non halophiles, dont nous rappelons les dé­
finitions données par GIBBONS (2) :

- les bactéries non halophiles ne se développent pas dans 
un milieu dont la concentration en chlorure de sodium est supérieure à
10 *fo • leur croissance optimum est obtenue dans un milieu contenant envi­
ron 0,08 fo  de chlorure de sodium.

- les bactéries halophiles ne se développent pas en l'ab­
sence de chlorure de sodium.

- les bactéries halotolérmates Se développent on l'absen­
ce de chlorure de sodium et dans des milieux dont la concentration en chlo­
rure de sodium est supériuere à 10

La présence dans les saumures et jambons de divers groupes 
bactériens répondant à ces définitions a déjà été signalée par divers au­
teurs : les lactobacilles par DEIBÏÏL et 1WTÆ (p) ; le groupe Pseudomonas- 
Achromobacter par BUTTIAüT. (4 ) et L..ISTII2R (5 ), les tetéries d'origine 
fé c a le  (Bscherichia.btrentococcus f0ecium. Clostridium) par BUTrlAUX (4 ), 
LEISTUER (5 ) , PATTON (6) et RIEMAI\T (7).

L’objet du présent travail est de déterminer d'une part quels 
sont les groupes de bactéries halotolérantes et de bactéries non halophiles 
que l'on peut rencontrer dans les saumures et tenions de Paris et, d'antre 
part, comment on peut y dénombrer sélectivement les principaux groupes de mi­
cro-organismes halophiles, halotolérants et enfin non halophiles.
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MATERIEL_ET_METHODES
I - ORIGINE DES ECHANTILLONS

Les jambons analysés provenaient de l ’abattoir du C.N.R.Z. 
à JOUY EN JOSAS ; i ls  ont été salés et cuits à la charcuterie du Centre 
Technique de la Charcuterie, de la Salaison et des Conserves de Viandes.
Les saumures ont été prélevées soit dans cette charcuterie expérimentale, 
soit dans des ateliers artisanaux.

Toutes les souches mentionnées dans ce travail ont été iso­
lées à partir de ces jambons et de ces saumures, sauf deux souches de 
Vibrio costicolus qui nous ont été envoyées par le Dr. BUTTIAUX (Institut 
Pasteur de L ille ), et par les Etablissements OLIDA ( Paris ).

II - TECHNIQUES D'IDENTIFICATION DES GROUPES MICROBIENS

Les souches à identifier sont repiquées, après purification, 
trois fois à 24 heures d'intervalle sur le milieu LAPTgIO décrit par 
RAIBAUD et al (8), dont nous rappelons la composition :

- autolysat de levure (Difco) .................................  I p. 100
- peptone (Evans) ................................................. 1,5 p. 100
- tryptone (Difco) ...............................................  I p. 100
- glucose ................................................................ I p. ioo

PH : 7,4

Pour certains tests d'identification, le milieu LAPTgIO a 
été modifié par addition de gélose à 2 % et modification de la nature et 
de la concentration en glucides ; les milieux qui en dérivent sont notés 
ainsi : le milieu GAPTsI contient de la gélose et 0,1 % de saccharose, le 
milieu GAPTg20 contient de la gélose et 2 % de glucose, le milieu GAPTgIO 
contient de la gélose et I % de glucose.

Les tests d'identification sont les suivants :

A - TESTS GENERAUX : Nous les avons appliqués à toutes les
souches.

I) Morphologie, caractères de mobilité et de coloration : 
la morphologie et la mobilité sont observées à l'é ta t frais au microscope 
à contraste de phase sur une goutte de culture en milieu LAPTgIO âgée de 
18 h. Les colorations sont faites par la méthode de Gram.

2) Présence de catalase : On recherche la présence de 
catalase en émulsionnant dans de l'eau oxygénée à II volumes une colonie 
prélevée sur un tube de milieu GAPTsI ou GAPTg20 incliné.

3) Type respiratoire : On ensemence les souches dans un 
tube Veillon qui contient du milieu GAPTgIO.

4) pH des cultures en fin d'incubation : le pH est mesuré 
à l'aide d'un pH-mètre à électrode de verre ("Photovolt"), après 8 jours 
d'incubation à 22° C des souches cultivées sur bouillon LAPTgIO.

• • .  / . . .
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5) Réduction des nitrates en nitri tes : Le milieu LAPTgIO
est additionné de nitrate de potassium à la concentration de 0,8 p. 100. Z f 1  

La présence de nitrite est recherchée après 8 jours d'incubation à 22° C 
par la méthode de GRIESS, la présence de nitrate par addition de poudre de 
Zn et recherche du nitrite éventuellement formé.

6) Production d'indole ; Les souches sont cultivées sur eau 
peptonée (2,5 p. 100 de peptone, pH voisin de 7,0) et la recherche de 1'in­
dole s'effectue suivant la technique de MARON (9 ), d'abord après incubation 
de 24 h. et ensuite après incubation de 15 jours à 22° C.

7) Hydrolyse de la gélatine ; Elle est recherchée suivant la 
technique de ERAZIER(Î0) après 3 semaines d'incubation à 22° C.

8) Croissance à d ifférentes températures : Une goutte de 18 
heures sur bouillon LAPTgIO est ensemencée dans 8 cm3 de ce même bouillon
et incubée 15 jours à 4° C et 8 jours à 22°C, 30°C, 37°C, 42°C et 45°C.

8) Thermorésistance ; L'épreuve a été effectuée suivant la 
technique d'ABD-EL-MALEK et GIBSON (11). Les combinaisons suivantes ont été 
essayées ; 10 minutes à 55° C et 30 minutes à 63° C.

10) Tolérance au chlorure de sodium ; Une goutte d'une cul­
ture de 18 heures en milieu LAPTgIO est ensemencée dans 8 cm3 de milieu 
LTVS dont la concentration en chlorure de sodium est variable.

Ce milieu LTVS, décrit par FOURNAUD et al ( 1 ) a la composi­
tion suivante :

-  extrait de viande (Lab-Lemco)........... 2,5 p . 100
-  tryptone (Difco)......................    0,5 p . 100
-  nitrate de potassium.............    0,8 p . 100
-  saccharose ................................................ 0,8 p . 100

pH; 7,2 -  7,0.

B -  TESTS PARTICULIERS : Ont été identifiés :

1) Les Lactobacillus d’après DEIEEL et NIVEN (12), (3 )
2 ) Les Pediococcus d'après DEIBEL et NIVEN (13)
3) Les ¿Lcrobacterium d'après I-Ic LEAN et SULZBACHER ( 1 4 )
4 ) Les Streotococcus d'après ABD-EL—îiALEK et GIBSON ( 1l), 

MEMES (157, SHARPE et SHATTOCK (16).

D'autre part, pour certaines souches, les tests suivants 
ont été réalisés :

1) Hydrolyse de l'arginine , dans le milieu synthétique de DICKINSON et 
MOCQUOT (177« La présence d'ammoniac est révélée par le réactif de NESSLER,
2) Hydrolyse de l'urée.dans le milieu de HORMAECHE et MUNILLA (18).
3 )  Utilisation du citrate, dans le milieu de 8IMM0NS, mais non gélosé.
4 ) Fermentation des glucides, dans le milieu synthétique de SELEEN et 3TARK

TÏ9ÏZ
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III -  TECHNI :UI: DE NUMERATION SELECTIVE DIS GROUPES MICROBIENS SUR LES MI­
LIEUX NON ADDIFLOMÊS DE CHLORUHË DE SODIUM ' X  ^

1) ~ .Prélèvement et préparation des échantillons :

a) Saumure ; 1 cm3 de saumure est prélevé à la pipette
dans le bac de saumure ou dans l'échantillon de saumure envoyé par l'arti­
san.

b) Viande : un cube d'environ 12 g de viande de jambon 
maigre est prélevé dans le muscle choisi, à l'aide de couteaux et de pinces 
stériles. On prend 4 à 6 g de cet échantillon et on le dilue au dixième dans 
du bouillon. La composition centésimale de ce bouillon est; 0,5 g d'extrait 
de viande, 0,5 g de peptone, 1 g de tryptone. pH ; 7. Le broyage est réalisé 
aseptiquement, dans un homogénéiseur "Virtis" muni d'un dispositif anti-mousse.

2) Technique de dilution : la suspension de viande ainsi pré­
parée ou l'échantillon de saumure sont dilués selon la technique des dilu­
tions décimales. Le diluant choisi est celui que nous utilisons pour prépa­
rer la suspension de viande.

3) Milieux de base.;
a) Milieu GAPTsI.utilisé pour le test de la catalase
b) Mi lieu As BBT. Il a la même formule et le même mode 

de préparation que le milieu précédent, mais on ajoute avant la stérilisation 
2,5 cm3 d'une solution de bleu de bromothymol par litre de milieu; Cette so­
lution alcaline et alcoolique contient 1,5 p. 100 de bleu de bromothymol (S. 
A.L.).

c) Milieu DPTS. Ce milieu a la composition centésimale sui­
vante ;

- Désoxycholate de sodium (Difco)..... 0,1
- Peptone (Evans)......................
- Tryptone (Difcc )......... .... <? f .....
-  Safranine (R.A.L.)...................................
- Célose ............................... 2
pH 7,5 - 7,4.

4) Inhibiteurs : Les inhibiteurs suivants ont été utilisés 
les concentrations indiquées sont celles des solutions-mères.

0,1 P* 100
P- 100

1 P* 100
0,002 P* 100
2 p. 100

rants ont été ■

a) solution aqueuse d'acétate de thallium (Prolabo) ;
à 7,5 p. 100, (p/v). Elle est stérilisée par un séjour de 20 minutes au bain- 

jnarie bouillant et conservée au froid.
b) Solution aqueuse de tellurite de potassium (B.D.H,) 

à 1 p. 100,(p/v). Elle est stérilisée par filtration sur membrane Carlson
et conservée au froid.

c) Solution aqueuse de nitrure de sodium (Merck) et 
chlorure de triphényl-tétrazolium (MerckTT On prépare la solution aqueuse 
suivante ;

- Nitrure de sodium .............. 0,45 p. 100
- Chlorure de triphényltétrazolium. 0,15 p. 100
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Nous la désignerons dans ce qui suit par les initiales 
A.T. ( A = nitrure ou azide de sodium, T = chlorure de triphénvltétrazo- 
lium).

d) Solution aqueuse d1orange d'acridine (GUKR) à 0,03
p. 100,(p/v .)

c) Solution aqueuse de p. henzoquinone (Prolabo) à
0 ,6p . 100,(p/v .)

Les solutions c) d) et e) sont stérilisées par un séjour 
de 20 minutes au bain-marie bouillant et conservées au froid et à l ’abri 
de la lumière.

5) t echnique d1ensemencement s

-  Cas des milie-x sans inhibiteurs : Les milieux ne conte­
nant pas d’inhibiteurs sont ensemencés en aérobiose et en anaérobiose :

a) en Aérobiose ; 1 cm3 de la dilution adéquate est 
introdu.it dans une boîte de Pétri stérile. On ajoute le milieu gélose conve­
nable et on agite soigneusement.

b) en Anaérobiose : 1 cm3 de la dilution adéquate est 
placé dans un tube stérile de 18 x 180 mm que nous appellerons tube inter­
médiaire. On ajoute dans ce tube 15 cm3 de milieu gélose; le contenu du 
tube intermédiaire est transvasé, sans agiter, dans un grand tube stérile 
de 8 x 420 mm.

-  Cas des milieux contenant des solutions d'inhibiteurs : On 
répartit d'abord, dans les tubes intermédiaires, les volumes convenables 
des solutions-mères d’inhibiteurs suivant les indications données au para­
graphe ci-aprés. On pipette ensuite dans ces tubes intermédiaires le cm3 
de la dilution adéquate. On laisse en contact l ’inhibiteur et les bactéries 
contenues dans le cm3 de dilution 5 minutes à température ambiante (22-24°C).

Une fois ce temps de contact écoulé, on verse les 15 cm3 du 
milieu de base choisi-dans le tube intermédiaire et on transvase le contenu 
de ce tube soit dans une boîte de Pétri, soit dans un tube de 8 x 420 mm.

6) Milieux sélectifs ; Les milieux que nous allons décrire 
représentent une combinaison des milieux de base, des inhibiteurs et des 
techniques d'ensemencement cités. Ils ont été choisis, parmi d’autres, 
après de nombreux essais. Les volumes d'inhibiteurs que nous indiquons dans 
ce qui suit sont ceux que l'on ajoute au tube intermédiaire.

a) Milieu As A,T. : 15 cm3 de milieu GAPTsI + 1 cm3 
du mélange A.T. Incubation en aérobiose.

b) Milieu As OA : 15 cm3 de milieu GAPTsI +0,2 cm3 
d'orange d'acridine. Incubation en aérobiose.

c) Milieu As tK ; 15 cm3 de milieu GAPTsI +0,5 cm3 
de tellurite de potassium. Incubation en aérobiose.

d) Milieu As PBQ ; 15 cm3 de milieu GAPTsI + 0,5 cm3 
de p, benzoquinone. Incubation en anaérobiose.



e) Milieu As ath : 15 cvo? de milieu GAPTsI + 0,2 cm3 d'acéta­
te de thallium . Incubation en anaérobiose.

f) Milieu ¿s BBT ath : 15 cm3 de milieu As BBT + 0,1 cm3 d'a­
cétate de thallium. Incubation en aérobiose.

7) Température et durée d'incubation: Les boîtes et les tubes 
sont incubés 8 jours à 22° C.

8) ljecl'u-re Ie5 résultats î Au moment de la numération des boites 
et des tubes, ilTaut noter avec soin :

a) la forme des colonies :
-  en surface ; les colonies peuvent être petites ou 

grosses, à bords réguliers ou irréguliers, lisses ou rugueux.
-  dans la gélose ; elles peuvent être lenticulaires, 

poiylenticulaires ou irrégulières.
b) la couleur des colonies ; elle varie en fonction de 

1'inhibiteur contenu dans le milieu; ainsi, en présence de chlorure de tr i-  
phényitétrazolium, les colonies sont rouges si les bactéries le réduisent, 
blanches si elles ne le réduisent pas.

c) Présence ou absence d'odeur dans le milieu de culture.

Tous ces caractères ne sont pas en eux-mêmes des critères ab­
solus mais entrent en jeu dans l'interprétation des résultats obtenus sur les 
milieux sélectifs décrits.

IV - T3CHHIQUBS PL MEERATION SELECTIVE BEC -SOUPES MICROBIENS SUR MILIEUX 
ADDITIONNES DE CKmRUEE DE 33DÏÜM

Les numérations sur milieux additionnés de chlorure de sodium 
ont été effectuées selon les techniques décrites précédemment (ïüURNAUD et al 
(l) ). Mous avons u tilisé, dans ce travail, un diluant contenant 13 %  de NaCl 
et des m ilieux contenant 6,5 p 100 de NaCl, sélectifs ou non, qui sont s

-  TVS
-* TVS BBT, qui contient 0,004 p. 100 de bleu de bromothymol
-  TVS ath, qui contient 0,1 p .  100 d'acétate de thallium
-  TVS A , qui contient 0,01 p. 100 de nitrure de sodium
-  TVS saf, qui contient 0,002 p, 100 de safranine.

Tous ces milieux sont incubés en boîte de Pétri 8 jours à
22° C.

ŜüLTATS
I - CARACTERES DISTINCTIFS DES SOUCHES APPARTENANT AUX DIVERS GROUPES MI- 

CROBISNS
Les souches halotoléruntes ont été isolées à la fois sur les 

milieux GTVS et GAPTsI. Les souches non halophiles ont été isolées sur le mi­
lieu GAPTsI en aérobiose et certaines sur le milieu sélectif DPTS en aérobio­
se.

-  6 -  Z V t
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a) -  les groupes suivants ont été décrits dans un précédent 
article (FOURNAUD et al (i) )".

-  groupe I „ « ............. Vibrio cos tic, lus : halophile
-  groupe II ........................  Bacillus sp. : halophile
-  groupe III a ,b ,c,d ,........  Flavobacterium sp. halophile
-  groupe III e ,........... . Flavobacterium sp. halotolérant
-  groupe X......... ................Micrococcus sp. : halotolérant.

b) -  Groupe IV. Au cours de l'analyse de la flore bactérien­
ne de saumures défectueuses, nous avons isolé des bacilles à coloration de 
Gram positive et dépourvus de catalase. Leur croissance en anaérobiose, le 
fait qu'ils ne résuisaient pas les nitrates en nitrites permettaiu.it de les 
classer dans le genre Lactobacillus.

Nous avons comparé (tableaux I et 2) les caractères des sou­
ches de lactobacilles ainsi isolées avec ceux observés par DeIBEL et NTVEIT 
(12), (3) : les caractères sont identiques, sauf en ce qui concerne la - 
mentation de la salicine, négative pour toutes nos souches, alors qu'elle 
est positive pour la majorité des souches isolées par DEIBEL et NTVEN.

c) -  Groupe Y. Au cours d'analyses de jambons de Paris et de 
saumures qui provenaient d'ateliers artisanaux, nous avons isolé 23 souches 
de bacilles anaérobies facultatifs à coloration de Gram positive, à catalase 
positive et non sporulés : 21 souches proviennent de jambons et 2 de saumures.

Les caractères morphologiques, physiologiques et biochimiques 
indiqués dans le tableau 3 sont identiques à ceux des bacilles décrits par 
Mc LEAN et SULZ3ACHER ( 1 4 ) sous le nom de TTiorobacterium thernosphactum- Les 
seuls caractères qui diffèrent sont la fermentation du lactose et celle du 
dulcitol, négatives pour toutes nos souches.

d) -  Groupes VI et_YII. Certaines bactéries, fréquentes dans 
les saumures et les jambons que nous avons analysés, présentent les caractè­
res d'identification résumés dans le tableau 4. Ces bactéries n'ont pu être 
définitivement rangées dans un genre déterminéà

Nous distinguons deux groupes qui diffèrent par leur toléran­
ce au chlorure de sodium, la production d'ammoniaque dans un milieu peptoné, 
et l'hydrolyse de l'urée.

e) - Groupe VIII a. b, ; d'un petit nombre d'échantillons, 
nous avons pu isoler des streptocoques en nombre important; 10- par cm3 de 
saumures. 6 souches ont été étudiées (tableau 5). Les souches du type a, 
isolées de saumures, appartiennent à l’espèce Streptococcus faeciunu Les sou­
ches du type b, isolées de jambons, ne peuvent être classées d'après les ca­
ractères que nous avons étudiés.

f) -  Groupes IX ; D'une saumure défectueuse, nous avons ob­
tenu des coques isolés ou en amas plans, à coloration de Gram positive 1 La 
catalase est présente sur des milieux à 0,1 p. 100 de saccharose, négative 
sur les milieux à 2 p. 100 de glucose* Ils sont anaérobies facultatifs, ne 
réduisent pas les nitrates en nitrites. Il s'agit donc du genre Pediococcus. 
Nous les avons comparés aux Tetracocci décrits par DEI3EL et NIVEN (13) <.
Le tableau 6 montre qu'ils sont identiques. Les fermentations de glucides,qui

- 7 -  11*



ne sont pas rapportées sur ce tableau, sont également identiques.
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g) Groupes XI et XII ; Ces deux groupes sont étudiés par DIC- 
KINSON qui les classe provisoirement dans le groupe Hafnia pour le groupe XI 
et dans le genre Achromobacter pour le groupe XII.

b) - Groupe XIII : Nous avons pu dénombrer dans certaines 
saumures, par cm̂ , 10b" à 106 microorganismes qui à l'examen microscopique 
présentaient la forme caractéristique de levure. Le tableau 7 indique les 
concentrations minima et maxima en chlorure de sodium tolérées par les di— 
férents groupes; Si l'on se référé à la définition de GIBBONS (2 ), on voit que 
les bactéries appartenant aux groupes I, II, III a, b, c, d, sont des bactéries 
halophiles. Celles qui appartiennent aux groupes Ille , IV a, VI, VII, IX, X, 
XIII sont des microorganismes halotolérants et celles qui appartiennent aux 
groupes IV b, V, VIII, XI, XII sont des bactéries non halophiles.

II -  NUKXÎÂTIONS COMPAREES DES SOUCHES APPARTENANT AUX DIVERS GROUPES MICRO­
BIENŜ  .................' ~

Afin de dénombrer les divers groupes microbiens des saumures 
et des jambons nous avons établi une gamme de milieux sélectifs. Le degré 
d'inhibition exercé par ces milieux vis à vis des différents groupes,germes et 
espèces décrits est obtenu à l'aide de souches pures des microorganismes à étu­
dier, ensemencées en milieu de base (non sélectif) d’une part, en: milieu sé­
lectif d’autre part. On détermine, pour chaque souche pure, le rapport entre 
la numération en milieu sélectif et la numération en milieu non sélectif.

a) -  Milieux contenant 6 ,5  p. 100 de chlorure de sodium :
Le tableau 8 montre les résultats obtenus avec divers milieux sélectifs salés 
ensemences avec les bactéries non halophiles et halotolérantes appartenant aux 
divers groupes décrits. Les résultats précédemment obtenus avec les souches ha­
lophiles (P0UR1IAUD et al. (i) ) y sont inclus.

Ces milieux sélectifs contiennent des indicateurs de pH (pour­
pre de oromocrésol ou bleu de bromothymol). Il est important de noter leurs 
changements de teinte qui diffèrent suivant le groupe microbien considéré :

-  dans les milieux TVS et TVS Ath : les bactéries des 
groupes IV a et IX font virer le pourpre de bromocrésol au jaune franc. Les 
bactéries des groupes II et X au gris jaune.

-  dans le milieu TVS BBT. les bactéries du groupe III 
font virer le bleu de bromothymol au bleu, les microorganismes des groupes I,
X et certaines souches du groupe XIII le font virer au jaune.

-  dans le milieu TVS A, les bactéries des groupes IV a 
et IX font virer le pourpre de bromocrésol au jaune; De plus, les bactéries 
du groupe III donnent du gaz dans tous les milieux où elles se développent, 
excepté le groupe III e qui n’en donne pas sur le milieu TVS Ath.

b) -  Milieu contenant moins de 0 , 5  100 de chlorure de se­
l l a i  le tableau 9 montre les résultats obtenus sur les divers milieux de nu­
mération non salés, ensemencés avec les bactéries appartenant aux 13 groupes 
décrits. I l est complété par les remarques suivantes:

-  le milieu GAPTsI, qui ne contient pas d’inhibiteurs, permet 
la croissance de toutes les souches étudiées en aérobiose et des souches de 
bactéries anaérobies facultatives en anaérobiose. Ces bactéries ne donnent pas 
toutes les mêmes types de colonies :



1 -  En aérobiose.les bactéries du groupe V forment en 
surface des colonies plates, transparentes, arborescentes et, dans la zone 
de microaérophilie, des colonies ouatées. Les bactéries des groupes VI et 
VII forment en surface de grosses colonies bombées, irrégulières, luisantes, 
opaques, de couleur brun-jaune. L'odeur qui s'en dégage est désagréable;dans 
le cas du groupe VI, on perçoit une odeur d'ammoniac. Les colonies du grou­
pe XII sont à peu près semblables à celles des bactéries dti groupe VI. Pour 
certaines, la couleur est légèrement différente, plutôt jaune que brun-jaune.
Au bout de 8 jours à 22° C, l'odeur est désagréable.

2 -  En anaérobiose et dans la zone de microaérophilie, 
les bactéries du groupe VIII a et certaines souches du groupe X peuvent, à 
l'isolement, donner des colonies polylenticulaires.

-  le mi lieu As E3T Ath. permet la numération des seuls micro- 
prganismes dont la coloration de Gram est positive, sauf celle des bactéries 
des groupes VT et VII et certaines du groupe X . Le virage éventuel du bleu de 
bromothymol n'apporte pas d'indications utilisables pour la distinction des 
groupes.

- 9 - Z#*

-  le milieu As A.T. permet la numération sélective des bacté­
ries appartenant aux groupes IV, VTII a, IX et de certaines appartenant au 
groupe X, On doit noter que les bactéries du groupe IV b ne réduisent pas le 
chlorure de triphényltétrazolium et forment donc des colonies blanches alors 
que celles des groupes IV a, VIII a, IX et X le réduisent et donnent alors 
des colonies rouges. On peut ainsi dénombrer quelques colonies blanches par­
mi de nombreuses colonies rouges ou, inversement,quelques colonies rouges 
parmi de nombreuses colonies blanches.

-  le milieu As Oa est peu inhibiteur. Cependant, les souches 
du groupe IV y sont inhibées ainsi que celles du groupe VTII b. Les diffé­
rents types de colonies décrits pour les bactéries des groupes V, VT, VTI et 
XII sur le milieu GAPTsI sont semblables dans ce milieu.

-  le milieu As tK permet la numération sélective des groupes 
VT et VII. Leurs colonies y ont le même aspect que sur le milieu GAPTsI, mais 
elles sont noires, car, ces bactéries réduisent le tellurite de potassium.
Sur ce milieu peuvent aussi se développer les microorganismes des groupes 
Villa, IX, XIII. Les souches du groupe VIII a peuvent donner des colonies noi­
res ou grises.

-  le milieu DPTS permet la numération sélective des microor­
ganismes des groupes XI, XII, XIII en aérobiose et du groupe XI seulement en 
anaérobiose.

I -  en aérobiose, on peut différencier les bactéries des 
groupes XI, XII et XIII par l'aspect de leurs colonies en surface: les colo­
nies des bactéries du groupe XII sont semblables aux colonies observées sur 
le milieu GAPTsI, mais elles sont rouges. Les colonies des microorganismes 
du groupe XIII sont roses et très bombées.

. .  • / . .  *



2 -  en anaérobie;se , les colonies des bactéries du groupe XI 
sont jaunes car elles réduisent la safranine. De plus elles sont gazogènes.

-  le milieu ils PBQ en anaérobiose permet la numération sélec­
tive de certaines bactéries du groupe IV et du groupe VIII, celles du grou­
pe IX sont partiellement inhibées.

-  le milieu As Ath permet la numération sélective des bacté­
ries du groupe Villa. Certaines souches du groupe IV a peuvent aussi se dé­
velopper quantitativement dans ce milieu .

Dans le tableau 9 ne figurent pas les bactéries du genre 
Clostridium qui peuvent être présentes dans les saumures. L'expérience nous 
a montré que leurs cellules végétatives sont inhibées par la p. benzoquinone 
et l'acétate de thallium» Par contre, les spores peuvent donner naissance à 
des colonies dans les divers milieux; sélectifs anaérobies décrits,

III _  EXEMPLES D ' A M L I S L S  BACTERIOLOGI .-¿ühS DE SAUMURES ET JAMBONS SUR LES 
MILIEUX .SELECTIFS ADDITIONNES OtT NOM DE "CHLORURE DE SODIUM.

Les tableaux 10 et 11 montrent qu'une analyse bactériologi­
que faite suivant les méthodes décrites permet de distinguer et de dénombrer 
plusieurs groupes microbiens différents : 6 dans le cas des saumures, 4 et 5 
dans le cas des jambons analysés»

Pour obtenir ces résultats, i l  faut tenir compte de l'aspect 
et du nombre des colonies sur les différents milieux ensemencén, non seule­
ment sur ceux qui sont indiqués dans les tableaux 10 et 11, mais aussi sur 
les autres milieux utilisés pour établir les tableaux 8 et 9.

I - Cas des saumures ;
Saumure I"T dans le milieu TVS BBT, les colonies sont 

bleues et gazogènes : i l  s'agit des Flavo" acterium type b et c, car on ne les 
retrouve pas en nombre équivalent dans le milieu 'TVS saf. Dans le milieu 
TVS A, les colonies sont jaunes ; elles correspondent soit aux lactobacilles 
halotolérants, soit aux pédiocoquesi Comme la numération sur le milieu As tK, 
où les pédioccques se développent quantitativement est inférieure a celle 
obtenue sur le milieu TVS A, on peut conclure que les colonies jaunes de 
TVS A sont celles des lactobacilles halotolérants. Le fait que l'on obtienne 
un nombre de colonies voisin dans les milieux As tK et TVS saf, l'aspect de 
ces colonies sur le milieu As tK et leur odeur permettent de conclure à la 
présence de Brevibacterium, dont la numération peut être faite sur l'un ou 
l'autre de ces deux milieux. Dans le milieu As A.T., les colonies blanches 
correspondent aux lactobacilles non halophiles que l'on peut ainsi dénombrer. 
Dans le milieu DPTS en aérobiose, l'aspect des colonies et leur odeur corres­
pondent aune caractères des colonies d'Achromobacter. Enfin, dans le milieu 
DPTS en anaérobiose, on dénombre les seules bactéries du groupe Hafnia qui 
réduisent la safranine.

Saumure 2 ; Dans le milieu TVS BBT, les colonies sont jau

• . • / . . .
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nes : i l  s'agit de Vibrio costicoius car les numérations sur TVS BBT et TVS 
saf: sont identiques et que l'on n'observe pas de colonies gris-jaunes de mi- 
crccoques, ni suc? TVS, ni sur TVS ath. Comme dans le cas précédent et pour 
les mêmes raisons, les colonies observées sur le milieu TVS A sont celles des 
lactobacilles halotolérants. De même sur As A.T., les colonies blanches indi­
quent la présence et le nombre des lactobacilles non halophiles. Sur As tK, 
l'aspect et l'odeur des colonies présentes correspondent aux caractères de 
Brevibacterium et Corynebacterium« A  priori on ne peut dire lequel de ces 2 
groupes est présent. Le seul milieu sélectif susceptible de nous renseigner 
est le milieu TVS saf. Mais sur ce milieu, les colonies de V. costicoius 
masquent les éventuelles colonies de Brevibacterium. Comme pour la saumure I, 
on dénombre dans le milieu DPTS en aérobiose les Achromobacter (aspect des 
colonies, odeur)et dans le milieu DPTS en anaérobiose les bactéries du groupe 
Hafnia (réduction de la safranine, gaz).

2 -  Cas du jambon : Pour les numérations des Achromobacter 
et du groupe Hafnia, les remarques faites dans le cas des saumures s'appli­
quent aussi au cas des jambons.

-  .jambon avant cuisson : dans les milieux TVS et TVS A, les 
colonies sont jaunes et les numérations obtenues sur les 2 milieux sont iden­
tiques, aux erreurs d'expérience près. Elles peuvent correspondre soit aux 
lactobacilles halotolérants, soit aux pédiocoques : ic i, ce sont des lactoba­
cilles car i l  n'y a aucune colonie à la dilution 10-2 sur qe miiîeu As tK,
Dans le milieu TVS BBT, les colonies sont jaunes comme dans le cas de la sau­
mure 2, mais ic i i l  s'agit de Micrococcus.car aucune colonie n'était présente 
à la dilution 10-1 dans le milieu TVS saf. Dans les milieux GAPTsI et As A.T., 
i l  s'agit donc de lactobacilles non halophiles.

-  jambon conservé 15 jours sous "Cryovac11 : dans le milieu 
TVS, on observe des colonies gris-jaunes et, dans le milieu TVS BBT, le même 

nombre de colonies jaunes : ce sont celles des Micrococcus. Dans le milieu 
TVS A, les colonies sont jaunes : ce sont celles des lactobacilles halotolé­
rants, cay i l  n'y a pas de colonies à la dilution 10—2 sur qe milieu As tK.
Sur le milieu GAPTsI, on observe des colonies plates arborescentes qui corres­
pondent à celles des Microbacterium. Enfin, sur le milieu As A.T., on peut 
dénombrer les colonies blanches de lactobacilles non halophiles.

DISCUSSION

Ces 4 exemples d'analyses bactériologiques sur différents mi­
lieux, sélectifs ou non, prouvent la complexité de la microflore d'échantillons 
pris au hasard., dans des saumures ou des jambons de fabrication courante.

Un tel résultat n'aurait pu être obtenu si nous nous étions 
contentés d'utiliser un ou deux milieux seulement pour dénombrer cette micro­
flore.



sèment tous les groupes microbiens présents dans l ’échantillon ? Nous ne 
saurions, certes, l ’affirmer.

D’une part, la gamme actuelle de milieux proposés et l ’inter­
prétation, souvent laborieuse, qu’impose la croissance sur plusieurs milieux 
sélectifs d’un même groupe microbien ne permettent pas encore de dénombrer 
certains groupes en présence d’autres plus nombreux ; c’est le cas, par 
exemple, de cei’taines souches de streptocoques en présence de lactobacilles 
non halophiles plus nombreux que les streptocoques. En effet, lactobacilles 
et streptocoques se développent quantitativement dans les mêmes milieux.

Il y a là une limitation de la méthode que nous novis efforçons
d’éliminer.

'V ‘2 >
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D’autre part i l  est possible que d’autres groupes de microorga­
nismes en nombre suffisant, non trouvés par nous, soient présents dans les 
saumures et les jambons. Le cas des bactéries anaérobies strictes, en parti­
culier, mérite d’être discuté ; leur présence ne saurait nous échapper (puisque 
nous ensemençons des milieux en anaérobiose stricte) mais à condition qu’elles 
soient plus nombreuses que les bactéries anaérobies facultatives. Cependant, nous 
avons pu dénombrer, dans un échantillon de saumure, un Clostridium dans le 
milieu sélectif DPTS : les colonies dans ce cas étaient rouges, non gazogènes 
et ne pouvaient être confondues avec des colonies du groupe Hafnia.

Il faut d’ailleurs noter que ces insuffisances de la méthode 
proposée ne sont que provisoires, effet, lorsque nous isolons sur un milieu 
non sélectif ou sélectif une souche qui n’appartient pas aune groupes déjà iden­
tifié s , nous la cultivons dans l ’ensemble des milieux sélectifs dont nous dispo­
sons. Si des bactéries appartenant à des groupes différents ne peuvent être dif­
férenciées sur ces milieux, nous cherchons à mettre au point un milieu sélectif 
qui nous permette de les distinguerv Ainsi, par éliminations successives, nous 
pouvons espérer avoir une notion de plus en plus complète sur la composition de 
la flore microbienne des échantillons analysés.

Mais la poursuite de ce but réclame une observation minutieuse 
des résultats de numération, des identifications nombreuses et des essais 
rigoureux en culture pure.

Ici, nous devons signaler un point délicat dans la méthode que 
nous proposons. Une souche étudiée, en culture pure, sur divers milieux sélec­
tifs  peut sur certains de ces milieux se développer de façon différente lors­
qu’elle provient de l ’échantillon à analyser. Ainsi, les souches de Microbacte- 
rium, étudiées en culture pure, peuvent se développer sur les milieux TVS et TVS 
ath, alors qu’elles sont inhibées sur ces mêmes milieux à l ’isolement des 
échantillons de saumures ou de jambons. Inversement, à l ’isolement, les souches 
de lactobacilles non halophiles peuvent se développer, sous forme de colonies 
translucides, sur les milioijx TVS et TVS ath, alors qu’elles sont inhibées 
lorsqu'on les étudie en culture pure. BUTTIAUX (4 ) signale que le milieu au 
desoxycholate préparé par Difco n’est pas inhibiteur vis-à-vis des Enterobac- 
teriaceae cultivées en bouillon, alors qu’i l  peut l'être lorsque les Enterobac- 
teriaceae sont en petit nombre dans les saumures. Nous avons aussi observé ce 
fa it, qui nous a conduit à préférer, pour le dénombrement des bactéries apparte­
nant à ce groupe, le milieu DPTS au milieu de Difco.

Pour pallier cet inconvénient, i l  importe de bien choisir les

y
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inhibiteurs et la façon de les utilisera Le choix de ces inhibiteurs ou des 
mélanges d'inhibiteurs est, essentiellement, question d ’expérimentation, En 
effet, souvent leur mode d'action est inconnu ou mal connu, et dépend des con­
ditions de leur emploi 5 composition du milieu de culture, technique d ’ensemen­
cement . Le pouvoir inhibiteur d ’une substance ne peut s o w  ut pas être prévu 
qu'après avoir été expérimenté: des colorants, tels que la sairanine, le cleu 
de bromothymol, l'orange d ’acridine, le chlorure de triphénylcétrazolium ne^ 
sont inhibiteurs que dans les conditions strictes d ’emploi que nous avons dé­
crites. Par contre, le nitrure de sodium, l'acétate de thallium sont moins dé­
pendants des conditions d ’emploi,

Certains de ces inhibiteurs sont utilisés pour la classification 
des espèces bactériennes, le tellurite de potassium par exemple; d ’autres, au 
contraire, ont une spécifité d'action plus large, tel le nitrure de soarum* Il 
n'y a pas, dans l'état actuel de nos connaissances, une relation étroite entre 
la nature de l'inhibiteur et le genre microbien sensible à cet inhibiteur; Ce-

Labllité des critères biochi- 
.éfinir un genre micro-

ci se comprend aisément si l'on considéré la 
iniques ou physiologiques qui, actuellement, servent
bien et plus encore une espèce microbienne, liais, dans .la mesure ou 1 -on peut 
définir un genre bactérien par un nombre restreint do systèmes enzymatiques 
communs, et dans la mesure où l'on peut trouver les inhibiteurs spécifiques 
d'un seul système enzymatique dans des conciliions surfisamment dera.ij.ies, iaee 
d'utiliser une gamme de mii eux sélectifs pour différencier des genres micro­
biens nous semble valable.

Bien entendu une telle méthode n'est pas d'un emploi commode 
et ne saurait être utilisée comme méthode de : u t m e  » il faut la considérer 
comme une méthode de rechercher,. On peut., du .reste, -La simplifier ocaucoup. 
Ainsi , le dénombrement des 3r-u? s genres T-actobacillug. et P eu
se faire en utilisant uniquement milieux 'TV’S A, As A»T •., DPTS0

Mais, si n o n  avons essayé de mettre en evioence xe plus grand 
nombre possible de groupes microbiens, c'est en vue de discerner, dans ce m,* 
lange bactérien complexe, xcs éléments 'utiles. niisitlaj eu ind...fferen^s 1 acr 
la technologie du jamr'on; car il nous parait dixticils d 1 af-_rm5x^a priori que 
tel groupe microbien ne joue aucun rôle en technol1 ogie. Or, dans ia littératu­
re, on trouve surtout des travaux relatifs a tel genre eu a _er ?
de microorganismes présents dans la saumure ou la viaruo. -j ' ' S1& ia e
cependant la présence dans un même échantillon de plusieurs familles ou genres 
bactériens, mais sans préciser la façon de les dénombrer séparément.

Ainsi, malgré ses imperfections, nous pensons que la méthode 
d'analyse bactériologique que nous proposons est plus appropriée que les métho­
des actuellement décrites pour étudier le rôle des microorganismes dans a 
technologie du jambon.

RESUME
Une méthode 

organismes appartenant c. de. 
nombre variable , dans un c'

rat décrite, qui u peur but do dénombrer des micro- 
: groupes différents simultanément présents, en_ 
hantillon donné re saumure eu de jambon de Paris.
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Cette méthode repose sur l'emploi de milieux de culture appro­

priés, sélectifs ou non. Différents groupes microbiens halotolérants et non 
halophiles ont été décrits. 13 groupes de microorganismes halophiles, haloto­
lérants et non halophiles ont été étudiés en culture pure sur 1*ensemble des 
milieux décrits. Des exemples d'analyse bactériologique de saumures eu ¡Jambons 
de Paris ont donnés s i ls  font apparaître la complexité de la population mi­
crobienne que l'on peut y rencontrer. Les limites d'emploi et la valeur de la 
méthode proposée sont discutées.
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TABLEAU I
GROUPE I V  a : LACTOBACILIÏÏS. SOUCHES HALOTOLERAITOES 

Leurs caractères à’identification : comparaison avec ceux obtenus par Deibel et Uiven

Caractères étudiés 

Morphologie

Lactobacillus sp. 
DEIBEL et NIVEN 

____ 17 souches _______
Bacilles souvent incurvés, 
parfois mobiles.

coloration de Gram +
“âtalase
Réduction "des nitrates 
tait toumesolé Légèrement acide
formation de CO2 à partir 
du glucose

hydrolyse de l'arginine 
” la gélatine

POURKAUD et al.
34 souches

Bacilles parfois incurvés, 
■parfois mobiles.

Légèrement acide

^boissance à 10° C ! + +
n 370 c  1 n .t. ** J +
» 40° C ! — J n.t
» 42° C !
" en présence de : !

n .t. t
i

10 # de NaCl ¡ + ! +
20 $> de NaCl n .t. I +

'̂ bmentation de : 
Glucose 
Saccharose 
Maltose 
Tréhalose 
Cellobiose 
Mannitol 
Mélézitose 
Glycérol l

!
T

*. 4 souches étudiées
n .t. =s caractère non étudié
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caractères étudiés
%!5a a = = _ _____________________________

Morphologie

ic^r---------------------------------[Coloration de Gram
Ĉ talaseCv" _---------------------------------,
ĵ oissance en anaérobiose j
Eduction des nitrates en !
Nitrites !

£

I

 ̂ des cultures en fin 
^'incubation J
roduction d'NHß en mi- ! 
■̂ieu peptoné !

croissance à 4° C j
30° C 
37° C

Cf,oissance en présence de ¡ 
12,5 7c de NaCl ! 
15 7c "

" 17,5 7c "
v " 20 7c
^ormorésistance 30 min 
à 63° GQ-----  .. . ........
rquéfaction du sérum 
c°agulé

^oissance sur p.de terre !
ait  toumesolé
l7drolyse de l'arginine 

la gélatine 
l'urée

^^ ation  d'indole
eîrt&entation des glucides 

\^7dation des glucides
0ttl ^e genre proposé

TABLEAU_4
GROUPES VI et VII

Groupe VI

Bacilles courts isolés ou 
parfois en chaîne

Variable
_

+

8,4 à 8,5

+
+

+

alcalin

"h

Brevibacterium  sp.

3  N
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Groupe VII

Bacilles coccoïdes parfois 
en palissades

4“
-

+

6,7

+
+
+

4*
+
4*

Corynebacterium sp.
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GROUPE VIII : STRSPTOCOCCUS 
Caractères d'identification des types a et b

TABLEAU 5 V

Caractères étudiés 

Morphologie

Type a 
3 souches

Coques en chaîne

croi ssance en présence de : 
6,5 % de NaCl 

10 1 "
12,5 %_______________ _

hydrolyse de l'arginine
la gélatine

hémolyse (sang de cheval)
S,s ^  .........

Réduction des nitrates
Aait tournesolé

T i

Croissance en présence de ! 
î tellurite à 1/2500
Réduction aérobie du TTC

ph 6 ,0

Précipitation avec le sé­
rum du groupe D de Lan- 

^cefield
Assignation de l'espèce

+

+

c /

RAC

Str. faecium

!
Typa b 

3 souches

Coques en chaîne
^ ------ ;----coloration de Gram

------1-------
i +

talase ; -
Croissance à 4° C ' " ! 

t +
II M O O O ! ■b

If 37° C
î
t +

J  fl 45° C ! +

+

Non classé
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GROUPE IX ; PEDIOCCCCÏÏS

Leurs caractères d'identification : comparaison avec ceux obtenus par DEIBEL et 13TVEN

Caractères étudiés

‘'âtalase sur milieu conte­
nant ;

0,1 fo de glucose 
1 fo de glucose

"ïoissance en anaérobiose

Réduction des nitrates

ïfl des cultures en fin  
incubation

Eduction de CO2 à partir 
^  glucose
“_ _______________
^toissance en urésence de
10 %  de NaCl

*

1

n*t* = caractère non étudié.
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TABLEAU 7 y

HaCl en g/ 100 cm3
L , ______ _ ..

P e s  | 0
1

| 2 , 5 ! 5
'  j  

; 7 , 5
f
; 1 0 ; 1 2 , 5

!

! 15
1

1 1 7 ,5
! 20

CMCM 5  j  2 5

iliil-
iniiit

T ~ — y — ‘
T ~

- = j = ~ = .
î

-—• •—- ’  ' ’ ~” 'T T “  T

î

f

_  * î

î

+  * ■ * î

î
+ !

!

+ ! + ! +

. j .  .  _, ______

;

.4 « .

4“ j

.4 „

+ ! +

. . .4 _____

¡ !  + 1 „
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NUMERATIONS COMPAREES DE SOUCHES PURES APPARTENAIT AUX DIFFERENTS GROUPES 
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Explication des signes. On compare, pour une souche pure, les numérations obtenues en mi­
lieux sélectifs et les numérations obtenues en milieu non sélectif . On «aïeule le rap-

* r _ Numération en milieu sélectif
~ Numération en milieu non sélectif

Dans le tableau, la valeur approchée de R est indiquée par des signes conven­
tionnels de la façon suivante:

1,2 R y  0,8 : signe +
0,8 I> R >• 10-3 : signe I
10-3 R î signe -
Résultats variables selon les souches £ , + ou I
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