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138 SEANCE DU 15 MAI 1941

Philippe Vigier. — Phenico-resistance et phenicotrophie des

micro-organismes du sol.

Le comportement des bacteries du sol vis-ä-vis du phenol
a dejä fait l'objet de plusieurs etudes, fort bien resumees dans

le recent travail de Ruprecht Bartels.
On n'a pas toujours tenu suffisamment compte dans les

recherches faites avec les germes phenico-tolerants des

differences suivantes:

1° Microbes indifferents qui tolerent le phenol;
2° Microbes qui tolerent et decomposent le phenol;
3° Microbes qui tolerent, decomposent et utilisent le phenol

comme source de carbone.

Nicol decrit, dans son traite pratique de bacteriologie, une
methode due ä Gray et Thornton et destinee ä mettre en
evidence le röle antiseptique ou alimentaire du phenol suivant sa

concentration.
Nous avons repete l'experience de Gray et Thornton et

confirme leurs observations; mais, en approfondissant cette
recherche, nous arrivons ä des conclusions nettement differentes
de Celles de ces deux auteurs.

On fait deux series de milieux phenoles de concentrations en

phenol decroissantes c, -^-, > (512 29), en melan-

geant, dans des Erlen de 100 cc, 25 cc de solution phenolee

(concentrations 2c, c, ~) et 25 cc d'inoculum:

Solution ph6nol6e (2 c) Inoculum
Eau distillee 1000 cc Eau distillee 1000 cc
Phenol 5 cc S04 (NH4)2 5 g

On met ä l'etuve (25°) et, au bout de deux jours, on observe

un trouble des milieux variant avec la concentration en phenol:

P04H2K'4 2,5 g
Terre 5 cc

Milieux 1 2 3 4 5 6.
Concentrations 2,12 g/1 1,06 0,53 0,265 0,132
Trouble rien leger maximum faible
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Le trouble crolt done du milieu 1 aux milieux 3 et 4, pour
diminuer ensuite. Les auteurs anglais interpretent ces resultats

en disant que:

1° A la concentration de 2,12 g/1 (et plus...) le phenol tue
les microorganismes du sol (disinfectant);

2° A la concentration 3 ou 4 (0,530 ä 0,265 g/1) il favorise le

developpement des bacteries phenicotrophes ou phenicoresis-

tantes;
3° Aux faibles concentrations, tous les microorganismes

meurent, faute d'aliments hydrocarbones.

On colore au bleu de methylene phenique et, ä l'objectif ä

immersion, on a distingue trois especes differentes d'organismes:

1° Des bacteries en bätonnets;
2° Des bacteries diplocoques;
3° Un champignon-levure.

On a isole ces trois especes par la methode des dilutions en les

sub-cultivant sur un milieu gelatinise et phenole:

Eau 1000 cc La terre, mise ä bouillir 15 minutes au bain-
Terre 100 g marie, forme un extrait que l'on fdtre.
S04 (NH4)2.

Une semaine environ apres le repiquage on observe les trois
organismes isoles:

1. Bacterie diplocoque Gram (legerement), non liqueflante.
2. Bacterie en bätonnets ovoides Gram (legerement), liqueflante.
3. Champignon-levure Gram (fortement), non liquefiant.

N. B. — 1° La bacterie en bätonnets (liqueflante) diffuse dans

ses cultures un pigment brun;
2° Le champignon-levure donne dans ses colonies de

longs filaments, en plus des individus ovo'ides.

Observation microscopique des cultures.

P04H2K
Phenol pur
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Ces trois especes sont cultivables pures sur milieux phenoles

agarises ou liquides (milieux de l'experience introductive, conte-

nant terre et phenol).

Culture sur milieu mineral avec le phenol comme seule source
de carbone.

Dans toutes les experiences qui precedent, le carbone etait
fourni, non seulement ä l'etat de phenol, mais encore ä l'etat
organique par la terre de l'inoculum, la gelatine ou l'agar-
agar.

On est done conduit ä faire un milieu ne contenant le C que
sous forme de phenol. Ce milieu sera une solution d'Ashby
remaniee, sans mannitol, sans CaC03, mais avec phenol
S04(NH4)2 et P04H2KH:

Milieu mineral I
Eau distillee 1000 cc
P04H2K 1,25 g
S04 (NH4)2 2,5 g
NaCl 0,2 g
SO^Mg 0,2 g
S04Ca 0,1 g

Phenol (sol. optima) 0,4 g

On prepare trois series de ce milieu, identiques, avec dans

chacun de ces milieux des concentrations de phenol decrois-

santes;

1,700 g/1 0,850 0,425 0,212 0,106
1 2 3 4 5

On inocule une espece par serie, ce qui donne les trois series:

Resultat

Bacterie diplocoque • Er b2 B3 b4 b5 Rien
Bacterie liquefiante L, L, L3 L4 L5 Rien
Champignon-levure • c4 c2 c3 c4 c5 Trouble

Seul le Champignon a done donne un trouble (tres net au
bout d'une semaine environ).
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Objection I.
Le PH des milieux mineraux I est inferieur ä 6, c'est-ä-dire

nettement acide. On refait done l'experience precedente en

amenant le PH ä 7-7,5 environ. Dans ce but on modifie le
milieu d'Ashby precedent:

Milieu mineral II
Eau distillee 1000 cc Les milieux sont sterilises 20 min. ä 120°
P04HK2 2,5 g dans des Erlen contenant 50 cc de mi-
S04 (NH4)2 2,5 g lieu chacun.
NaCl 0,2 g On ajoute ä chaque Erlen 4 cc de NaOH

S04Mg 0,2 g (sterilisee avec les Erlen) avec une

S04Ca 1,1 g burette sterile (remplie d'alcool pen-
Phenol (1. 2, 3, 4 ou 5) dant 10 min., bouchee avec un coton

flambe puis videe (on flambe ä nou-
veau en ajoutant la soude et chaque
fois qu'on la met dans un Erlen).

On inocule comme precedemment: sur les trois series L, D, G

ainsi obtenues, seule la serie C du champignon-levure presente
un trouble (une semaine ä l'etuve ä 33°).

Verification: A partir des milieux liquides L, D, C on inocule
des eprouvettes de gelatine steriles.

Au bout d'une semaine, on observe une croissance nette des

trois especes. La verification microscopique montre que les

trois cultures obtenues sont pures. D'oü Vhypothese:

1° Le champignon-levure est un organisme phenicotrophe,
c'est-ä-dire pouvant se nourrir et se developper ä partir du

phenol (comme seule source de C);
2° Les deux especes de bacteries, diplocoque et liquefiante,

sont des organismes phenicoresistants (mais non phenico-
trophes).

Objection II.
On pourrait cependant supposer que les deux especes de

bacteries trouvaient dans la terre de 1'inoculum des elements
mineraux absents dans la solution d'Ashby remaniee. D'oü
l'experience suivante:

On calcine de la terre (prelevee au meme endroit que
1'inoculum) au bee Meker dans un creuset de metal (pendant
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cinq demi-journees environ). On verifie par un dosage au
permanganate de potassium que toutes les substances organiques
sont eliminees. On ajoute alors ä chaque Erlen de milieu mineral

(rempli ä 50 cc) 5 g de terre ainsi debarrassee de son G organique.
On sterilise ces milieux et on inocule trois series d'Erlen avec
trois especes de microorganismes etudies. Au bout de sept jours
(puis de 1 mois) seul le champignon-levure a donne un trouble
(ä l'etuve de 33°).

N. B. — L'objection que le milieu mineral de l'experience
precedente serait trop concentre n'est pas valable si l'on
considere que la terre de l'inoculum est un milieu mineral

beaucoup plus concentre encore.

Objection III.
On pourrait aussi objecter que les bacteries ne trouvent pas

dans les milieux de culture les facteurs de croissance qui leur
seraient necessaires. Gette objection n'est pas k retenir, puisque
ces bacteries se developpent sur des milieux aussi pauvres en

facteurs de croissance que la gelatine ou 1'agar-agar (utilises
dans 1'etude de 1'avitaminose chez le Rat, par exemple).

Conclusion: Les bacteries diplocoque et liquefiante ne

semblent pas etre arretees dans leur developpement par le

manque d'elements mineraux ou de facteurs de croissance.

Verification de VHypothese.

Les objections precedentes eliminees, on verifie l'hypothese
(phenicotrophie et phenico-resistance) en cultivant chaque
bacterie en presence du champignon-levure (cultures mixtes)
sur le milieu mineral III. On fait les trois series:

Resultat
Bacterie diplocoque-

champignon-levure BjCj^ B2C2 B3 C3 B4 Cä B5 C5 Trouble
Bacterie liquefiante-

champignon-levure Lx Cx L2 C2 L3 C3 L4 C4 Ls C5 Trouble
Champignon-levure

(seul) Cx C2 C3 C4 C5 Trouble

Deux series temoins, inoculees avec la bacterie liquefiante et
la bacterie diplocoque seules, ne presentent aucun trouble.
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Observation microscopique: Montre que, dans les cultures
mixtes, les bacteries diplocoque et liquefiante se sont multiplies

autour du champignon-levure.

Conclusion.

Les experiences precedentes semblent montrer que Von se trouve

en presence (Lüne dependance trophique. Le champignon-levure
jouerait le role de « pionnier » en transformant le phenol et le

rendant assimilable pour les deux bacteries, elles-memes pheni-
coresistantes (ou phenicotolerantes).

N. B. — Verification des troubles par le dosage au brome

(Koppeschaar). Pour le champignon cultive seul on a

obtenu, au bout de 30 jours, les resultats suivants:

Concentration
initiale

Quantity de phSnol
disparue % de ph6nol disparu

I II I Ii

(1) 1,700 g/litre 0 g/litre 0 g/litre 0 0

(2) 0,850 1,155 0,150 15,8 17,6
(3) 0,425 0,204 0,200 48 47

(4) 0,212 0,165 0,159 78 75
(5) 0.106 0,084 0,075 79 71

N. B. — I et II: deux series de cultures identiques.
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