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Contribution a l'étude de I'Escherichia Coli

1. Dédifférenciation raciale.

I1. Tolérance du phénol.

par
Rodolphe TAUGWALDER
de Zermatt (Valais)

INTRODUCTION

[l v a tres peu de bactéries dont les multiples ¢tudes ont
fait couler autant d’enere et a propos desquelles on o trouvé
des résultats aussi disparates que U'Escherichia Coli (Esche-
rich) (1). Les différents caracteres quelqucflois diamétra-
lement opposés — qu'on a été amené a attribuer & UE. coli
montrent & I'évidence la disparité qui existe dans les résultats
de ces recherches (2).

I K. coli joue de nos jours encore un tres grand role dans
'analyse bactériologique de I'eau. La recherche des bacilles
du typhus, du paratyphus dans I'eau a donné presque cons-
tamment des résultats négatifs ; pourtant ces bacilles peu-
vent parfaitement exister dans 'eau au moment de sa con-
sommation ! Ils se rencontrent ordinairement dans les déjee-
tions des malades typhoidiques ou paratyphoidiques ou
dans celles des porteurs de germes. Ces germes pathogenes
sont accompagnés de milliards de bactéries de la {lore micro-
bienne intestinale normale. Il est done d'une extréme impor-
tance de mettre en évidence une bactérie habitant de facon
habituelle nos intestins ; pareil microbe doit pouvoir cétr,
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recherché sans grandes difficultés dans les maticeres fécales.
Tous les pays, a I'exception de I'Angleterre et des Etats-Unis
de 'Amérique du Nord (qui recherchent également la pré-
sence des  streptocoques et des entérocoques) prennent
I'lS. coli comme index de la souillure de 'eau (3).

Nous nous sommes rendu compte que I'étude de 'K, coli,
qui a déja fait I'objet de tant de recherches, est des plus
difficiles. I1 y a de telles divergences dans les résultats obtenus
par les différents microbiologistes qu'on peut se demander a
juste titre, s'ils ont tous travaillé avee 'K, coli a caracteres
biologiques typiques. Les bactéries étiquetées, E. coli,
selon les diverses souches, présentent en effet, des différences
d’importance variable. N'y aurait-il pas lieu de sc demander
enfin, si dans le groupe de I'Escherichia coli, il n’existerait
pommt un tres grand nombre de variétés, rigoureusement
semblables, sauf en ce qui concerne la fixité de leurs caracteres?

Depuis les travaux d'Escherich, de nombreuses commis-
stons internationales ont jugé utile de codifier les criteres qui
permettent didentifier 'K, coli typique (Darmkoli). Si de
nos jours, les mierobiologistes sont unanimes a considérer
I'E. coli comme hote normal de la flore intestinale, ils sont
beaucoup moins d’accord sur les caracteres spéeifiques
authentifiant ce bacille (4).

Dans toutes mos recherches personnelles, nous avons
considéré comme F. coli typique, les souches correspondant
aux caracteres morphologiques, physiologiques et biochi-
miques suivants : bacille a extrémités arrondies, aérobie
facultatif, plus ou moins mobile, non sporulé, ne liquéfiant
pas la gélatine et ne prenant pas le Gram ; sur gélatine et
sur gélose, les colonies sont plates, grisatres, translucides
et a contours irréguliers ; le lait est coagulé en masse compacte;
ce microorganisme donne la réaction de I'indol sur milieu
peptoné ; il fait virer le rouge neutre en milieu glucosé ; il
fait fermenter les hydrates de carbone suivants: glucose,
fructose, saccharose, lactose, maltose, mannite, sorbite,
glveérine (5 et 6).
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A. PARTIE GENERALE

I. COMPOSITION ET BESOINS ALIMENTAIRES
DE IESCHERICHIA COLI

1. Insuffisance des milieux de composition indéfinie.

Des le début des recherches entreprises sur la physiologic
des bactéries, l'intérét principal des études faites alors, se
porta sur la virulence de ces micro-organismes pour l'orga-
nisme animal ¢t humain. Pour étudier les mierobes pathogenes
et pour trouver les milieux les plus adéquats a chacune des
especes microbicnnes, la connaissance de leur métabolisme
particulicr est de la plus haute importance ; Karl Bachnke (7)
avait démontré en 1911 déja, le role primordial du métabo-
lisme pour les caracteres biologiques des bactéries. Les diver-
ses recherches portaient a cette époque sur la formation de
I'ammoniaque et sur la fermentation des hydrates de carbone
(sucres). La désagrégation des sucres, ainsi que la désagréga-
tion des albumines par les bactéries, ont donné des résultats
tres intéressants, Mais on remarqua bientot que 1'on obtenait
—— avee les mémes espeees bactériennes — des résultats diver-
gents selon I'dge des souches, la température d'incubation,
la composition ct le pH du milicu. L'intensité de la multipli-
cation microbienne dépendant de la plus ou moins grande
richesse du milicu, il fut néeessaire de trouver des milicux
de culture de valeur nutritive constante, pour pouvoir
comparer les résultats des différentes recherches. Le bouillon,
selon qu'il a été préparé a partir de viande fraiche hachée ou
d’extraits de viande, montre de trop grandes différences
dans sa teneur en tryptophane. La peptone elle aussi, présente
de tres grandes fluctuations dans sa composition (8). (Vest
pourquoi les mierobiologistes se rendent de plus en plus compte
que seuls des milieux de culture simples, synthétiques - dans
lesquels chaque constituant est qualitativement ct quantita-
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tivement connu -— permettent d’étudier exactement et de
facon coordonnée le métabolisme des microorganismes,
Ce n'est qu’en utilisant des substrats chimiquement définis
qu'on pourra comparer les résultats des recherches dans les
différents laboratoires ¢t en tirer les conelusions. Ces consi-
dérations ont amené nombre de savants & mettre au point
divers milicux ; 'uniformisation des méthodes a permis des
comparaisons précises.

2. Composition minérale des bactéries

Certes, il n'é¢tait pas facile de trouver autrefois des milicux
synthétiques ct ce n'est qu’apres de longues recherches qu’on
y est arrivé. Lanalyse chimique des bactéries a montré que
celles-ei, comme la plupart des organismes, sont composées
cn grande partic d'cau. Sur ce point, il faut relever avant tout,
les analyses chimiques faites par Nencki, Kappes et Ruppel.
Apres avoir nettové les bactéries des maticres provenant des
milicux, ils ont trouvé les résultats analytiques ci-dessous
mentionnés.

Neneki a étudié un mélange de bactéries putrides, dont 1o
composition éteit le suivente (9) :

Fau 83,42
Albumine 13,96
Graisses ¢t cires 1,00
Cendres 0,78

Kappes (10) a fait des recherches avee le Bac. prodigiosus :

Eau 85,45
Albumine 10.33
(;l",iSH("H (‘t ('il‘('h' ()‘7()

I et

Cendres 1,75
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Ruppel (11) 2 trouvé avee le bacille de Koch les résultats
suivants :

Kau 85,00
Albumine 8,50
Graisses ot eires 1,00
(‘endres 1,40

Fischer constate avee justesse que les résultats des
analyses ne pecuvent donner qu'une idée générale de la com-
position des bactéries, ¢tant donné qu’elle change selon la
nutrition. Sclon lui, les cendres augmentent si les maticres
minérales sont en abondance ; si par contre, les milieux de
nutrition contiennent beaucoup de protides, c’est le teneur
cn albumine qui augmente (12).

3. Solutions minérales nécessaires a la croissance
des bacléries

La faible tencur en cendres retenue dans les analyses de
Nencki, Kappes et Ruppel nous montre que les maticres
minérales ne doivent ¢tre ajoutées qu'en petites quantités
aux milicux de culture des bactéries. Les ¢léments qui sont
indispensables pour le bon dévcloppement de ees microorga-
nismes sont les suivants : S, P, Ca, Mg, K, Na, des traces de
Cl ¢t de Fe. Selon Fischer, 1a solution minérale doit ¢tre
composée des maticres suivantes :

K,HPO, 0,1 9%,
MgSO, 0,029
CaCl, 0,01°,
Na(l 0,1 %
Fe cn petites quantités

Cette composition peut de nos jours encore servir de base
pour la partie minérale d’un milieu de culture. Divers savants
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ont essayvé dintroduire d'autres éléments, par exemple du
Mn, Li, Sr, Ba: le succes de ces expériences a ¢té toujours
plus ou moins douteux.

Gray ct Thornton (13) ont récemment employvé pour la
recherche des bactéries du sol une <olution minérale de la
composition suivante :

K,HPO, 0,1 Y%
MgsS0, 0,02 9%,
Na(l 0,01
CaCl, 0,01 9
FeCl, 0,002°

4. Sources de carbone et d'azole nécessaires
aux bacléries

Si la composition de la solution minérale a pea varié
dans ces deux milicux dont le seccond date de 10 ans plus
tard que le premier, 1'évolution des sources de carbone ct
d’azote a ¢té beaucoup plus prononeée.

L azote morganique est suffisant pour certaines baetéries ;
d’autres peuvent employer comme scule source de carbone
un acide aminé simple; il v a une série de bactéries qui
peuvent seulement se nourrir de peptone. Comme source
de carbone le sucre était le plus souvent employé. Certaines
bactéries attaquent les scls des acides organiques.

L.e comportement de certaines bactéries vis-a-vis  de
milicux distincts a permis de trouver des milicux de diffé-
renciation ; on est arrivé de cette fagon aux milieux synthé-
tiques.

Cohn (14) a donné comme milicu de culture synthétique
pour les bactéries la composition suivante :

K,HPO, 0,1
MgSO0, 0,1
Caz (POy)s 0,01

NH,-tartrate 0,2
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Fraenkel (15) a recommandé le milicu synthétique suivant :

Na(l 5 gr,
K,HPO, 2 gr.
NH,-lactatc G gr.
Asparagince Loor.
11,0 1000 gr.

Ce milicu était alealinisé par NaOH.

Braun ct Wordcehofl (16), faisant des recherches avee
le Bact. dysenteriac: ont constaté que l'action enzymatique
¢tait bonne dans un milieu qui avait comme souree d’azote
ct de carbone le succinate d’ammonium.

En partant de ces milieux tres simples, on a eréé¢ de nom-
breuses variations jusqu'aux milicux les plus compliqués
comme celui, employé par Kuhn (17) pour le Streptobac-
tertum plantarum ot des facteurs de croissance et une série
d’acides aminés ont été ajoutés.

5. Composition minérale du E. coli

Guillemin et Larson (18) ont analysé les cendres de UL
eoli et sont arrivés au résultat suivant :

Cay (PO,), 85,619,
MgO 5,920,
SO, 1,789,
Fe,04 3,859%,
K 12,959,
Na 2,619,

P,0; 33,909, = 96,219,
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0. Solution minérale nécessaire a la culture du E. coli

L’analyse des cendres, provenant du K. coli nous apprend
que la partic minérale du milieu proposé par Fischer conte-
nait tous les éléments nécessaires & la culture de ce germe.

I'rielein (19) & montré que le K, Na ct (1 ne sont pas
indispensables dans un milicu & base de lactate d’ammonium,
a condition que ces ¢éléments ne manquent pas simultandé-
ment. Par contre le Mg ct le SO, qui activent la croissance
sont indispensables.

Thiele und Jensen (20) ont essayé d'influencer la crois-
sance de I'K. coli par le Li, Na, K, Sr, Ba ct les vitaminecs
A, B, D, et E. Les résultats obtenus sont négatifs sur toute
la ligne.

7. Sources de carbone et d'azote nécessaires
a la croissance du E. coli

Braun (21) a trouvé que U'E. coli ecmployait comme source
de carbone ct d’azote le lactate d’ammonium ; cela a ¢té
confirmé par les recherches de Pozerski (22).

Koser (23) constatait que plus de 50 souches d'F. coli
peuvent utiliser un sel d’ammonium de acide acétique, de
I'acide suceinique, de 'acide melique ou de acide lactique,
comme source d’azote et de carbone.

Quastel ¢t Whetham (24) font remarquer que les succi-
nates, les lactates et les formiates se prétent tres bien comme
source de carbone pour I'#. coli.

Folpmers (25) a recommandé comme milieu de culture
pour I'E. coli le formiate de sodium (HCOONa).

Cahn-Bronner (26) a relevé¢ le fait que U'F. coli peut em-
ployer un el d’ammonium comme unique source d’azote
pour autant que ce bacille ait a sa disposition une source
de carbone approprice.
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Leinbrock (27) a émis également idée que 'K coli peut
utiliser comme seule source de carbone, les sels des acides
organiques pour autant qu’il ait a sa disposition une source
d’azote appropriée.

Lieb (28) a constaté que I'E. coli peut attaquer dans un
milicu alcalin les acides aminés, tandis que ce pouvoir fer-
mentaire n’existe pas dans un milicu fortement acide.

Mickelson (29) et Werkmann ont relevé que le formiate est
vite décomposé par I'E. coli dans un milieu acide.

Smit, Kroland et van Wijk (30) ont employ¢é dans leur
milieu de culture un sel de IN'acide glutamique.

Koser (31) constate que le B. aerogenes peut employer
un sel de TI'acide citrique comme source de carbone: 1AL
coli provenant d’animaux supéricurs par contre n’a pas cette
faculté.

Ftant donné que I'l. coli peut utiliser comme source de
arbone un sel d’acides organiques, ct que la littérature
recommande le succinate, nous avons choisi comme source
de carbone pour le milicu synthétique de nos recherches, le
succinate de sodium.

I1. MILIEU DE CULTURE
T ADAPTATION ENZYMATIQUE DE IJESCHERICHIA COILIT

La notion d’espcee collective est familiere a tous les micro-
biologistes qui se sont attachés a I'étude d'une espcee de micro-
organisme. Il est toutefois assez rare d’assister a la naissance
de ces petites formes, dont I'ensemble constitue espeee
collective. Les causes de ces différences, qui distinguent les
aces ¢lémentaires, restent done dans la plupart des cas
ignorées. Pour 'K, coli, le bactériologiste est toutefois mieux
placé. Le nombre extraordinairement élevé des essais réalisés
avee cc microbe dans des conditions définies, a permis
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d’enregistrer toute une série de modifications expérimen-
tales, dont plusicurs se sont avérées durables. Les caracteres
nouveaux consistent le plus souvent en une perte ou une
acquisition de pouvoir fermentaire a I'égard des hydrates
de carbone, parfois a I'égard des substances oxydo-réductibles,
d’autres fois a I'égard des matieres protéiques.

Le principe général illustré par les exemples que nous
signalerons est le suivant : la présence dans le milieu externe
d’un irritant (aliment nouveau, colorant, toxique, ete.)
déclenche dans le milicu interne de la cellule la naissance, le
réveil, atrophic ou la disparition d'un pouvoir enzymatique.
Dans la plupart des cas, nos documents sont insuffisants pour
saisir les relations qui unissent la cause irritante a ses effets,
qui sont le plus souvent indirects. Les cas les plus simples,
connus sous le nom d’adaptation enzymatique, sont ccux
ou le microbe s’habitue & un suere nouveau et riposte par la
production plus intense du ferment spéeifique de ce sucere.
Telle relation pour compliquée encore qu’elle soit, reste moins
énigmatique que celle observée dans le cas ou Iirritation due
au phénol intervient dans le pouvoir indoligéene.

Nous avons réuni dans les pages qui suivent les principales
donndées relatives a ce sujet pour I'K. coli.

Il est établi que les K. coli dorigines différentes (urine,
maticres féeales humaines ou animales, caux, cte.) ou culltivés
dans des milieux plus ou moins riches cn substances nutritives,
se comportent diversement au point de vue de certaines de
leurs réactions biologiques. Ce [ait a ¢té constaté entre autres
par P. Fabry (32) qui a montr¢ qu’on peut obtenir une nou-
velle race d’ K. coli en cultivant ce microbe pendant un certain
temps dans du bouillon additionné¢ de phénol. I.E. coli nou-
veau ne produit plus d'indol en eau peptonée. Fabry a essayé
de différencier par d’autres caracteres le nouvel K. coli de
celui dont il est parti primitivement. La fermentation du
sucre n'a pas permis de différencier ces deux microbes, ni
I’examen microscopiquec.

Depuis ce temps, la fonction productrice de 'indol ne
s'est pas montrée a nouveau, malgré de nombreux passages
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en milieux nutritifs variés. Il semble done bien quil y a la
une modification durable.

Jeanne Lommel (33), clle aussi a constaté que sur seize
K. coli, 3 ont perdu leurs propriétés indohigenes au vingtieme
passage dans les milicux nutritifs additionnés de phénol a
0.5%,. Elle a constaté que les veriations étaient moins mar-
quées pour les sucres. Vis-a-vis de la glveérine les diverses
souches de I'E. coli se montrent tres inédgalement actives ct
donnent des variations bien plus considérables. 1l est particu-
liecrement intéressant de signaler que des K. coli initialement
iactifs vis-a-vis du suere (saccherose) deviennent tres actifs
sous I'influence du milieu modificateur phénolé.

Les essais de Jeanne Lommel (33) avee UK. coli ct les
matieres colorantes ont aussi donné des résultats intéressants.
Elle a constaté que sous l'influence du vert malachite 9
souches sur 15 employées, et sous l'influence du bouillon
safraniné 4 sur 16 souches sont devenues absolument inactives
vis-a-vis du lactose.

STagissait-il dune modification biochimique définitive-
ment acquise 7 Pour le savoir, Jeanne Lommel a pratiqué
des repiquages répétés de ce mierobe modifié sur la gélose
ordinairc. Certains de ces mierobes, malgré 86 repiquages
n‘ont plus donné d’activité vis-a-vis du lactose. D’autre part,
ces mémes souches ont ainsi perdu définitivement la fonetion
indoligene malgré des repiquages en bouillon ordinaire.

Jaffé (34), Iui aussi, a trouvé dans une méme selle des K.
coli  présentant des propriétés biochimiques différentes.
Bien que ce dernier auteur ait soumis exactement aux mémes
conditions les souches qu’il utilisait, plusicurs d’entre elles
ont changé leurs caracteres biologiques au cours des expé-
riences. Il Tui semblait que quelques souches isolées de I'eau
ct, par conséquent habituées 4 vivre dans un milieu nutritif
habituellement pauvre, ne se développaient pas immédiate-
ment dans des milieux riches ; il leur falleit un temps d’adap-
tation. Il est certain, que des souches conservées plus ou
moins longuement en eau stérile, se comportaient tres diffé-
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remment apres ensemencement en milieux ordinaires. Les
atsons de ces modifications, que nous avons pu observer a
notre tour sont dues, d'une part a la composition des milicux,
(pauvreté) ct d’autre part au comportement des bactéries
elles-mémes (stabilité).

Ruprecht Bartels (35) a attiré également attention des
microbiologistes sur le fait que la résistance des bactéries
du sol vis-a-vis du phénol dépend dans une large mesure de
leur alimentation.

Nombre d’auteurs ont rapporté la cause de ces résultats
divergents a la source d’azote. L’azote, d’apres eux, selon
qu’il est de source inorganique ou organique, peut provoquer
des changements dans les particularités morpho-biologiques
du germe.

Le microbiologiste Emmerling (36) a trouvé que I'E. coli
cultivé dans un milicu synthétique comprenant de 'azote
inorganique présentait certaines différences qui 'opposait a
I'E. coli qui avait a sa disposition une source d’azote organique
(peptone) .

Hausam (37) a réussi par des essais sur des souris blanches
a transformer I'F. coli de forme normale en une forme pléo-
morphe.

C. Revis (38) a montré qu'on peut en cultivant U'FE. coli
sur un milicu additionné de vert de malachite obtenir deux
souches différentes : 'une d’clles ressemblait & la souche
primitive, tandis que l'autre a toujours montré dans ses
subcultures des propriétés différentes. 11 a2 constaté que
certains enzymes, dont la présence avait ¢té controlée, avaient
disparu dans la suite.

F.-M. Scales (39) a trouvé que 28 souches cultivées au
laboratoire présentaient des propriétés tyvpiques ; quand il les
a cultivées sur des milicux spéeiaux, beaucoup de ees souches
ont donné une image disparate quant a leurs caracteres
biologiques.

Shermann et Wing (40) ont fait des essais avee des cultures
pures de I'E. coli. Les propri¢tés biologiques (carbohydrases)
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de leurs subcultures ne ressemblaient plus & celles que les
cultures avaient au début des essais. Les souches qui étaient
longtemps cultivées sur le milieu synthétique présentaient
unc constance remarquable de leurs propri¢tés biologiques.

Silberstein, Rappaport et Kolmer (41) ont réussi, dans leurs
essais avece un milieu additionné du sucre Sia, a différencier
deux F. coli tout & fait distinets. Ces deux K. coli revenaient
au type commun primitif par des passages sur des milieux
de culture appropriés.

Fleury (42) lui aussi, a montré que 'K, coli peut s’accli-
mater au milieu dans lequel il est appelé & vivre.

Leinbrock (43) également a prouvé que la variation du
pouvoir fermentaire des E. coli isolés de mémes personnes,
mais a des moments différents, était due aux conditions
changeantes du bol intestinal (acidité, nutrition).

Marchal (44) a constaté 'apparition chez le K. coli muta-
bile d’une propri¢té se conservant a travers les générations
et pouvant étre considérée comme unc modification durable.
Les questions suivantes se posaient alors : quelle est 'origine
de cette propri¢té ? LE. coli récupere-t-il une propriété
passée a I'état latent et n’attendant que la présence du
lactose dans le milieu pour se manifester 7 Ou bien I'E. coli
acquiert-il une propriété nouvelle ?

Tous ces travaux montrent nettement combien les carac-
teres biologiques de 'H. coli dépendent de ses possibilités
nutritives et combien il est nécessaire de tenir compte de ce
fait dans les expériences réalisées sur ce bacille. Il ne semble
pas difficile de classer — grosso modo — les K. coli en bacilles
typiques et en bacilles atypiques: mais la question qu’il
conviendrait d’étudier expérimentalement et de facon défi-
nitive, est de¢ savoir si les E. coli typiques peuvent devenir
atypiques et si les K. coli atypiques peuvent réacquérir les
caracteres d'un bacille typique sous 'influence d’un change-
ment de nutrition.

Marchal (45) a défini la mutation comme suit : « Elle est
une modification du patrimoine héréditaire, sicge dans les
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cellules germinales, et apparait brusquement, sans cause
apparente ». La variation est considérée, selon lui, comme
¢tant «une réaction de I'é¢tre due aux changements du milieu
qu’il habite ». Il distinguc entre la variation morphologique
(polymorphisme bactérien) et la variation biologique (concer-
nant la pigmentation, le pouvoir fermentatif, 'accoutumance
vis-a-vis des substances toxiques, la production de spores,
ete).

» Kastrom (46) a démontré qu’il y a deux sortes d’enzymes
chez les bactéries : les enzymes adaptatifs et les enzymes
constitutifs. Les enzymes adaptatifs ne sont présents que
dans ccertaines circonstances, tandis que les enzymes consti-
tutifs sont toujours présents.

John Yudkin (47), qui a fait une série de recherches sur
la variation cnzymatique des microorganismes, est arriveé
a la conclusion que les enzymes, qui étaient acquis par les
microorganismes par adaptation, se perdaient facilement,
tandis que les enzymes qui provenaient d'une mutation ou
d’une sélection risquaient d’étre permanents.

Yudkin, Stephenson et Stickland (48, 49) ont ¢tudid
différents types de ferments adaptatifs ; ils ont constaté que
l'action enzymatique chez I'#S. coli dépendait avant tout de
la composition du milieu et des conditions de culture.
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B. PARTIE EXPERIMENTALE

ESSAI D’UNIFORMISATION DES CARACTERES FERMENTAIRES
D'UNE COLLECTION HETEROGENE D'ESCHERICHIA COLI
PAR CULTURE PROLONGEE SUR UN MILIEU UNIQUE

1. Probléme

Les données bibliographiques prouvent que 'emploi de
milieux nutritifs divers conduit, par le mécanisme d’adapta-
tion enzymatique, & des «clones» ou «sports» distinets.
(mutants somatiques, « saltation »). On assiste done au réveil
ou éventuellement a la naissance dun pouvoir fermentaire
nouveat.

On peut légitimement se demander si le processus est
réversible ; c¢’est-a-dire si 'uniformisation du pouvoir fer-
mentaire est possible par emploi d’une nourriture unique et
prolongée, en partant de types différents a I'origine.

Il est possible qu’en cultivant des K. coli pendant plusicurs
mois dans le méme milieu, ¢’est-a-dire dans les mémes condi-
tions de vie, on obtiendra des souches d’K. coli ayant des
pouvoirs fermentaires et des actions biologiques plus sem-
blables.

2. Milieu choisi

Nous avons choisi pour nos recherches un milieu de cul-
ture de composition suivante :

K. HPO, 1,0
MgSO, 0,2
Na(l 0,1
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CaCl, 0,1
FeSO, 0,01
Succinate de sodium 1,0
H,0O ad 1000,0

Pour la partie minérale de ce milieu nous nous sommes
inspirés des recherches faites par Gray et Thornton (50). Ces
deux microbiologistes ont fait des recherches sur les bactéries
du sol et ont trouvé quune série d’entr’elles pouvaient tres
bien se développer dans le milieu suivant :

K,HPO, 1,0
MgS0, 0,2
NaC(l 0,1
(NH,),S0, 1,0
Ca(l, 0,1
Fe(l, 0,02
H,0 1000,00

Comme source de carbone ils ont ajouté 'acide phénique
ou le métacrésol de 1 © /o & 1, © /go.

Dans notre milicu nous avons pris comme source de car-
bone le sucecinate de sodium fortement recommandé par
Koser (51), Quastel (52) ¢t Braun (53) pour I'E. coli. Nous
avons pris comme source d’azote un sel d’ammonium, car
déja Friedlein (54) 2 constaté que I'asparagine ne se prétait
pes micux que 'ammonium pour la culture de '/, coli.

Nous avons fait des recherches préliminaires pour voir si
les souches d’F. coli pouvaient se développer dans ce milieu.
Nous avons cultivé nos différents I. coli jusqu’a la sixicme
subculture et soumis ces subcultures agées de 4 jours aux
épreuves néeessaires pour vérifier que leurs qualités biochi-
miques correspondaient a celles de 'K, coli type. (cf. page 6).
La sixieme subculture & donné pour les E. coli mis & 1'épreuve
le méme résultat que la 1re¢ culture. Ces cultures étaient
placées a I'étuve a4 370
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Nous avons dissous les sels minéraux de notre milicu dans
I'eau, a Dexception du sulfate de fer. Cette solution est
stérilisée pendant une demi-heure a 105° Apres refroidisse-
ment, nous y ajoutons le succinate de sodium ct le sulfate de
fer ; le pH a été ramené a 7-7.4 par NaOH [

Nous avons ensuite restérilisé la solution & 105° pendant
une demi-heure ; apres refroidissement clle est filtrée par
un double filtre (deux papiers a filtrer). Nous préparons des
tubes d’essal, contenant 5 ce. de notre milieu stérilisé & deux
reprises, chaque fois pendant 30 minutes & 105°, a 24 heures
d’intervalle.

3, Méthode

Nous avons enscmencé chacune des souches que nous
avions a disposition, soit 10 K. coli différents (souches une
a dix). La plus grande partie de ces bacilles ont été isolés
dans notre laboratoire et quelques-uns d’entre eux nous ont
été fournis par M. le professeur Hauduroy, directeur du Labo-
ratoire bactériologique universitaire de Lausanne.

L.es Escherichia coli:
No 1. Isolé de maticres fécales d’un homme de 40 ans.

No 2, Isolé de maticres fécales fraiches d'un enfant de
4 ans.

Ne 3. Isolé de maticres fécales de 20 jours provenant
d’une vache.

No 4, Isolé d’eau du Triftbach (au milieu du village de
Zermatt, canton du Valais).

Neo 5. Isolé d’'un étang a Crans /Sierre.

N¢ 6. Provenant d'une citerne.

Neo 7. Provenant de la terre a I’Alpe de Thyon /Sion.

No 8. Provenant d’'un chat (pleurésie).

No 9. Provenant d’'une poule.

N©o 10. Provenant d’un puits.
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Apres Iisolement de ces K. coli nous avons controlé leurs
caracteres biologiques.

Pour le controle des caracteres biologiques de T'E. coli
nous avons employé les méthodes et les milieux suivants :

Bouillon phéniqué

Peptone Witte 15,00
Phosphate disodique

(Scerensen) : 3,50
Na(l 3,00
Lactose 7,50
Eau distillée 1000,00

10 ce. de ce milieu sont mis en éprouvettes et ensuite
stérilisés. Apres refroidissement, la quantité de phénol néees-
saire pour donner une solution a 1 ¢/, a ¢té ajoutde.

Virage du rouge necutre

Kau 500,00
Extrait de viande Liebig 2.50
Peptone Witte 5,00
Glucose 1,50
NaC(Cl 1,25
Solution de rouge neutre

2,5% 1,00
Agar-Agar 2,50

Nous avons rempli des éprouvettes avee 1 ce. de ce
milieu et ensemencé avee les E. coli.

Indol. — Le milieu a été préparé selon la formule de
Neisser et Pringsheim ; il contient des extraits de viande et
de la peptone. Ces deux produits subissent une digestion de
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24 heures avec de la trypsine. Grace a ce milieu, il est possible
de faire la réaction de I'indol 24 heures apres 1'ensemence-
ment. Comme réactif nous avons employé le para-diméthy-
laminobenzaldéhyde dissous dans l'alcool méthylique et
I’acide chlorhydrique.

Fermentation des sucres. — Lc controle de la fermenta-
tion des sucres est fait avee notre milicu synthétique.

A c¢e milieu nous ajoutons comme source de carbone un
des produits suivants : lactose, glucose, lévulose, saccharose,
maltose, mannite, glycérine ct sorbite, de sorte que nous
obtenons une solution de 29 dans les éprouvettes de 10 ce-
Dans ces éprouvettes, nous placons des petits tubes d’un
diametre de 5 mm. et d'une longucur de 2,5 cm. Puis, les
¢prouvettes sont stérilisées et ensemencées. La formation
du gaz dans le petit tube montre 'activité de I'K. coli vis-a-vis
de chacun des produits sus-indiqués.

Les résultats de ces examens se trouvent résumés dans le
tableau N° 1 ci-apres.
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TABLEAU No 1
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Caracteres biologiques des Id. coli lors de leur isolement.

Caracteres :

Bacilles No©

Forme
Mobilité

Gram

Liquéfaction de la gélatine

Coagulation du lait

Croissance en bouillon
phéniqué 1°/
Virage du rouge neutre

Glucose

Lévulose
Saccharose

Lactose

Maltose

Mannite 4.5°

Glycérine
Sorbite
Indol

I IL TL
o iy il
| I
= | =
|

— | —| +
' 4 L.
L+
- b
Fl+ ]+
+ |+
R

v; "' 3
n n n
L+
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Considérons tout d’abord les 16 caracteres analysés.
Il scra pratique de les séparer en 3 groupes.

1) Forme, mobilité et Gram rclevent de la morphologie
ct de la cvtologie.

2) Liquéfaction de la gélatine
Coagulation du lait
Croissance en milieu phénolé
Réduction du rouge neutre
Formation d’indol,

sont des caracteres physiologiques qui dépendent chacun de
la présence d'un ou de plusieurs enzymes.

3) Les fermentations du :
glucose
lévulose
saccharose
maltose
lactose
mannite
sorbite
glycérine

mettent en ccuvre une série de ferments solubles bien définis.

L’expression heureuse de symbole glycolytique a été
utilisée pour désigner I’ensemble des sucres que peut fermenter
un seul et méme microbe. Le symbole est une précieuse
caractéristique raciale dont la fixité a fait I'objet de divers
travaux parmi lesquels il faut citer en premier lieu ceux de
C. GoriNI (54). Nous développerons plus loin cette notion
en la placant sur un plan quantitatif.

Examinons encore par quoi les 10 souches se ressemblent
et par quoi elles different.
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Cing d’entr’elles, les Nos 1, 2, 5, 9 et 10 sont rigoureuse-
ment identiques et possedent tous les 16 caracteres normaux
de la deseription type.

Dix caracteres sont communs a toutes les 10 souches :

forme

gram négatifl

coagulation du lait

réduction du rouge neutre
croissance dans le milicu phénolé
formation d’indol

fermentation du glucose

1d. Iévulose
1d. lactose
id. maltose.

Les caracteres qui varient d’une race a 'autre sont :

mobilité . . . . (3 et 4 immobiles)

fermentation du sace hdr(m‘ (]1(‘gd.t]\'(‘ pr. 3, 4, 6, 7)

fermentation de la mannite (négative pr. 3, 1, 6)

fermentation de la glycérine (négative pr. 6, 8)

fermentation de la sorbite . (négative pr. 3. 6)
soit un caractere biologique et 5 proprié¢tés enzymatiques
dont 4 appartiennent au symbole glyeolytique.

Ces 10 souches de K. coli ont été répiquées dans notre
milieu étalon tous les 15 jours durant 6 mois. Apres cette
période, nous avons controlé une nouvelle fois les propriétés
de chaque race de la collection.

4. Résultats

Les résultats de cet examen apres le training sont colla-
tionnés dans le tableau suivant (N© 2).
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TABLEAU No 2

Caractéres biologiques des I. coli aprés repiquages
en miliew standard

23

Caracteres :

Bacilles No

Forme
Mobilité
Gram

Liquéfaction de la gélatine

Coagulation du lait

Croissance en bouillon
phéniqué a 1%/,

Virage du rouge neutre

Glucose

Lévulose

Saccharose

Lactose

Maltose

Mannite 450

Glycérine

Sorbite

Indol

+ 4]+ |+
+ 4|+ |+
+ |+ |— [+

ey
+ |+ -

10

n
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I’examen comparatif des tablcaux N°8 1 et 2 révele que
les E. coli N°s 1, 2, 3, 5 ¢t 9 présentent les mémes caracteres
biologiques avant et apres les repiquages successifs dans le
milieu étalon. Les autres souches étudides montrent une
variabilit¢ nette de certains de leurs caracteres culturaux
ou fermentaires. Le tableau N© 3 met en évidence les diffé-
rences constatdées :

TABLEAU Ne¢ 3

Modifications des caracteres biologiques

observées a la fin de nos expériences

Caracteres Bacilles No

(Croissance en bouillon phéniqué
a 1% N Sl el

Saccharose — —_

Mannite 450 — b
Glyeerine | |—+| |-+
Sarbite . . . o ik S T T
T R S O R iR i

D = début F — f{in



ESCHERICHIA COLI 25

-

L’examen du tableau 3 montre que sur 9 modifications
qui se sont produites dans nos essais, 6 ¢taient des acqui-
sitions de mnouvelles propriétés, tandis que le nombre des
pertes n’était que de trois. Pour exploiter d’une maniere
fructucuse ces résultats 1l faut les grouper suivant leur
espece.

Commenc¢ons par le symbole glycolytique, c’est-a-dire
I'ensemble des sucres fermentés par une espece définie. Nos
expériences concernent 8 sucres ou alcools. Si I'une des races
fermente les 8 sucres on dira que son symbole glycolytique
a la valeur 1,00 ; si la souche n’attaque que 4 des 8 substances
offertes, on estimera a 0,50 son symbole glycolytique.

Nous avons calculé la valeur du symbole pour chaque

race avant et apres le « training ». La tabelle suivante fournit
ces valeurs :

Symbole glveolytique des 10 souches :

Neo de avant lec apres le gain
bacille training training
1 1.00 1.00 nul
2 1.00 1.00 nul
3 0.625 0.625 nul
4 0.750 1.00 259,
5 1.00 1.00 nul
6 0.50 0.75 259,
7 0.875 1.00 12.5 9
8 0.875 1.00 12.5 9,
9 1.00 1.00 nul
10 1.00 1.00 nul

Résumé : 5 races sur 10 (1, 2, 5, 9, 10) présentaient avant
le training un symbole glycolytique complet et le gardent &
la suite du training.
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1 race, le N° 3, présentait avant le training un symbole
glveolytique incomplet (0,625) et ne I'a pas amélioré par le
training.

4 races (4, 6, 8, 7) présentaient avant le training un
symbole glycolytique incomplet et 'ont toutes plus ou
moins complété par le training.

La race N© 6, qui présentait le symbole glycolytique
le moins complet : 0,5, a perdu au cours du training sa résis-
tance au phénol et sa faculté de produire de Tindol. Elle
manifeste par la une grande labilité susceptible de soustraire
le germe a la définition de I'espece cellective.

Notre expérience a done pour effet de ramener le symbole
glveolytique vers son maximum, donc de rééquiper I'arsenal
enzymatique de ces diverses souches. Le succes n'est certes
pas égal chez toutes ; chez aucune cependant nous n’enregis-
trons de perte. En bref, 4 défaut d’une uniformisation com-
plete des caracteres fermentaires, nous avons obtenu par le
traitement homogene une uniformisation partielle.

Le mécanisme de cette récupération est encore tres
obscur. Un fait doit étre signalé : le milieu relativement
pauvre sur lequel nous avons cultivé les K. coli (milieu
synthétique) semble propice pour permettre aux bactéries
de retrouver les propriétés qu’elles avaient perdues. Ces
réveils du pouvoir de synthese d'un enzyme se sont opérés
sans que le substrat spécifique de 'enzyme ait été utilisé
comme excitateur.

Remarquons encore que sur les 9 modifications il y a
6 acquisitions en rapport avee le symbole glycolytique ; les
3 pertes concernent la résistance au phénol (2 cas) et la for-
mation de I'indol (1 cas). =t

"

Il est done clair qu'il y a, chez les bacilles examinés, deéux
sortes de ferments: ceux qui sont en permanence et nc
peuvent étre perdus (la grande constance de certains carac-
teres nous en fournit la preuve) et d’autres ferments dits
adaptatifs pouvant apparaitre dans une expérience d’unifor-
misation comme ils ont pu disparaitre dans les aventures
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de la différenciation raciale. Parmi ces ferments, il faut
compter au premier rang les enzymes des hydrates de carbone.

La conclusion pratique de ces expériences est la suivante :
il est indispensable, si I'on veut faire des études comparées
de I'Escherichia coli, de typiser avee finesse les souches et
de les multiplier sur un milieu de composition rigoureusement
définie.
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C. LES RELATIONS DE L’E. COLI
AVEC IACIDE PHENIQUE

I. PARTIE GENERALIL

L’emploi de T'acide phénique pour la recherche de T'KE.
coli dans les analyses d’eau potable n'est pas récent. Déja
bien avant Vincent plusieurs auteurs, dont Chantemesse,
Vidal, Miquel, Dienert et Guillerd, ainsi que Peré avaient
travaillé avee des milicux phénolés ; e’était la période empi-
rique de I'analyse de I'eau avee 'acide phénique (55). Chick
(56) a utilis¢ un milieu de culture contenant 100 gr. de
dextrose, 50 gr. de peptone, 1 gr. de phénol et 1 litre d’eau.
Mais c¢’est Vincent (57) qui, par ses travaux scientifiques sur
les milieux phénolés, les a introduits dans I'usage courant
des laboratoires bactériologiques. Depuis ce jour, la méthode
avec I'acide phénique porte le nom de méthode Vincent.

Les recherches ont cependant vite démontré que bien
d’autres bacilles ‘que TE. coli peuvent se développer dans
les milicux phénolés et que ces derniers n’étaient pas électifs
pour I'E. coli. Le milieu phénolé a done une spéeificité insuffi-
sante pour la recherche du B. coli (58).

Gray et Thornton (59) ont trouvé toute une série de
bactéries du sol qui peuvent décomposer le phénol et le
métacrésol. Ces bactéries du sol n’étaient pas sculement
phénico-résistantes comme les autres bactéries que nous
allons voir, mais méme phénicotrophes, terme introduit par
P. Vigier. P. Vigier (60), dans une étude faite a Geneve, a
fait remarquer que les conclusions de Gray et Thornton (59)
ne peuvent étre admises intégralement en raison de la tech-
nique insuflisante que ces auteurs ont employée. Vigier a
montré qu’il y a dans le sol des organismes fungiques qui sont,
en culture pure, effectivement phénicotrophes. Les microbes
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qui accompagnent ces champignons dans le sol ne le sont pas,
dans les expériences de Vigier tout au moins. Il faut donc
considérer avec réserve des conclusions établies sur des
expériences faites avee un inoculum de terre, source de germes
nombreux ct différents. On attribue alors aux microbes cc
qui a ¢té fait pour le ou les champignons.

Quelques bactéries se développent dans un milieu phénolé
(phénico-résistance). Wittling (61) a cu l'idée d’augmenter
le pouvoir sélectif du milicu phénolé par 'intervention de la
chaleur.

St Bartels, (62) Gray ct Thornton ont prouvé la phénico-
trophie de certaines bactéries, Oeser (63) va encore plus loin
et constate que I'K. coli peut synthétiser le phénol dans des
miliecux ne contenant pas de sucres.

Sicke (64) a étudié a fond la formation du phénol par les
bactéries et il a constaté que c’est principalement I'E. col
qui synthétise le phénol. Il a distingué¢ des races spéeiales
qu’il appelait les K. coli phénologenes et il a également cons-
taté que le para-Coli pouvait synthétiser le phénol. Comme
milieu pour la formation du phénol en cc qui coneerne I'E. coli
il donne la formule suivante (64) :

Tyrosine 0,3
Asparagine 0.5
Lactate d’ammonium 5.0
MgSO, 0,2
K,HPO, 2,0
Eau 1000,0

ITI. PARTIE EXPERIMENTALLE
1. Mélhode

Nous constatons, apres avoir ¢tudi¢ la hittérature, que les
relations qui existent entre 'acide phénique ct 'K, coli ne
sont pas encore élucidées d’une manicre satisfaisante. Nous
avons vu que Gray et Thornton citent un K. coli qui dtait



30 BULLETIN DE LA SOCIETE BOTANIQUE DFE GENEVE

phénicotrophe ; 1'usage journalier du phénol dans les analyses
de I'eau nous montre qu’en tous cas il est phénicorésistant.
D’autres auteurs — nous I'avons vu — nous disent que I'K.
coli synthétise du phénol. Nous nous sommes done posé la
question : I'K. coli est-il phénicotrophe ou phénicorésistant 7
Autrement dit, est-ce que I'K. coli peut décomposer le phénol
ou ne peut-il que résister a 'action bactéricide du phénol ?
Pour résoudre ce probleme nous avons employé trois
milieux de culture, & savoir :
Miliew N© 1: Semblable & celui de Gray et Thornton, mais
sans succinate. Comme seule source de carbone
nous avons ajouté du phénol :

K,HPO, 1,0
MgSO, 0,2
Na(l 0,1
(NH,),S0, 1,0
CaCl, 0,1
FeSO, 0,01
H,0 1000,00

Milicu No 2 : Milieu analogue au premier, mais complété par
une source d’azote organique, l'asparaginc
et par du succinate :

Succinate de sodium 1,0
Asparagine 1,0

Miliew N° 3: Un miliecu de bouillon phéniqué :

Peptone Witte 15 gr.
Phosphate disodique (Scerensen) 3,5 gr.
NaC(l 3,0 gr.
Lactose 7,5 gr.

H,O distillée 1000 cc.
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A ces trois milicux nous avons ajouté du phénol de fagon
a ce que la teneur en phénol soit de 15°/4y et de 1°/y, pour
chaque milieu. Nous nous sommes basés, en ce qui concerne
la proportion phénolique, sur les données de Calmette (65)
ct de Gray et Thornton (66).

En utilisant le milicu N° 1 nous verrons si 'K, coli peut
employer comme seule source de carbone 'acide phénique.
Etant donné que l'azote inorganique présent est capable
d’influencer la phénicotrophie ou la phénicorésistance de
I'E. coli, nous avons aussi employé le sccond milicu, compor-
tant une source d’azote organique (Emmerling). Le troisieme
milieu est celui qui est employé dans la plupart des labora-
toires comme milieu phéniqué. Le milicu N° 1 et le milieu
No 3 ont ¢té stérilisés a deux reprises, a 24 heures d'intervalle,
pendant trente minutes a 105°. Le milieu N© 2 a été tvndallisé
3 jours consé¢eutivement durant une heure a 60°. Chacun des
trois milicux ¢tait réparti dans des Krlenmeyer de 100 ce.
de contenance, & raison de 530 ce. par Erlenmeyer. Apres
refroidissement la quantité de phénol néeessaire pour obtenir
un taux de 1%/, ou de 0.5 °/,, étart introduite stérilement
dans chaque ballon. ("est dans ces milieux nutritifs que nous
avons ensuite ensemencé des souches d’E. coli traiches
(cultures de 24 heures) ; ces cultures ont été portées a I'étuve
a 37° pendant 10, 20 ¢t 40 jours.

Lors de chaque essai deux milieux témoins (non inoculés)
ont été placés a I'étuve en méme temps que les milieux
ensemencés. Pour obtenir des émulsions de départ, dont la
tencur en E. coli soit aussi égale que possible, la surface de
chaque souche a été raclée et diluée dans 30 ce. d’eau distillée.
Apres avoir homogéndéisé par brassage cette suspension
microbienne, nous en avons porté 1 ce. dans chaque milieu
de culture.

Apres les 10, 20 ou 40 jours de séjour a I'étuve, nous avons
transvasé, en rincant soigneusement I'Erlenmeyer avee 50 ce.
d’eau distillée, chaque culture et chaque témoin dans des
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ballons a distiller, contenant 5 ce. d’acide sulfurique dilué
(L:z1; soit 509%).

Au point de vue technique, nous avons pu nous rendre
compte par des essais a blane, que pour recueillir les dernieres
traces de phénol, il était nécessaire de distiller environ 250 cc.
d’eau, soit 21, fois la quantité de la solution initiale.

Voulant controler dans nos essais a blane «i tout le phénol
avait été entrainé par les vapeurs d’eau, nous en avons fait
la recherche qualitative en utilisant la réaction classique a
I’'eau de Brome, dont la sensibilité est de 1: 447000 7) et
la réaction de Millon. dont la sensibilité est de 1 : 200°000 %),

Nous avons ¢té obligé de prendre ces précautions a la
suite d'une série d’échecs. Au commencement des expériences
nous avons voulu titrer le phénol directement dans le milieu.
La peptone, comme 'asparagine et le succinate, qui réagissent
chimiquement avee le brome, ont faussé notre dosage et nous
avons dt abandonner cette méthode. Nous avons ensuite
recouru a la distillation a la vapeur d’eau. Au début nous
avons cru que si la quantité initiale du liquide (done 50 ce.)
était distillée, tout le phénol serait entrainé. Les réactions
chimiques nous ont montré qu’il y avait encore du phénol
et que la vapeur d’eau de 50 ce. était insuffisante pour entrai-
ner toute la quantité de phénol. Nous avons distillé ensuite
100, 150 et 200 cc.: c’est seulement la quantité de 250 ce.
qui nous a donné un résultat constant: avec le réactif de
Millon nous n’avons plus trouvé de trace de phénol dans les
ballons a distiller.

Apres la distillation (milieux de culture et témoins) nous
avons ecffectué le dosage du phénol selon la méthode de
Koppeschaar (69). Les résultats obtenus pour les diverses
souches d’E. coli et pour chaque milieu, sont indiqués dans
les tableaux 4-6 ci-apres.
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2. Résultats

TABLEAU No 4

Milienw de culture N°© 1

Teneur en phénol : 1,0/, Teneur en phénol : 19/,
K. coli N°o R e
Etuve : (jours) Etuve : (jours)
10 20 40 10 20 40

1 0,0247 0,0247

0,0241 0,0481

0,0481 0,0479

4 0,02475 | 0,02463 | 0,0247 0,0490 0,0483 0,0480

8 |o002e7 | 0.02465 | 00246 | 0,0192 | 0,0478 | 0,0480
7;]‘(‘,‘.1’];(“]']5 - 7 | . | N E a : :
T, 0,0247 0,02462 | 0,0246 0,0485 0,0486 0,0482
1, 0024 | 002476 | 00230 | 0,0487 | 0.0479 | 0,086
l‘]()yﬁl]l](‘ 7 7 7 : B - . : . ol

des E. coli:| 0,02471 0,02466 | 0,02446 | 0,0487 0.04806 | 0,04793

Moyenne
des
témoins : | 0,024705 | 0,02469 | 0,02435 | 0,0486 0,04835 | 0,0484

Observations :

1) Aucun développement n’a ¢té constaté.

2) Les K. coli n’ont pas pu employer le phénol comme seule source
de carbone dans le milieu que nous leur avons donné.

3) Tous les milieux sont restés clairs et limpides : aucun développe-
ment bactérien n’a pu étre constaté et une différence entre les
témoins et les milieux ensemencés ne s'est pas présentée.

Conclusion: Pas de phénicotrophie sans autre source de carbone.
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TABLEAU No

Milieu de culture

)

No 2

E. coli No |-

Teneur en phénol : 1,0/,

Etuve (jours):

Teneur en phénol: 1Y/,

Etuve (jours) :

1
4
8
Témoins
'l‘

1
ne
r,
Moyenne

des E. coli:
Moyenne
des
témoins :

10 20 40
00,0248 0,0248 0,0246
0,0247 0,02485 | 0,0248

0,0248

0,02476 | 0,0248

0,0247 0,0248 0,0244
7

0,02475 0,0247 0,0246

0,02476 0,0248 0,0247

0,024725 | 0,02475 | 0,0245

0,0495 0,0492 0,0490

0,048 0,0492 0,0483

10 20 40

0,050 0,049 0,0485

0,0490 00,0490 0,0480

0,0490 0,0494 0,0490

0,0495 0,04907 | 0,0485

0,0485 0,0493 0,04865

Observations :

1) Développement abondant.

2) Des troubles se sont présentés dans les cultures, sauf dans les
témoins, qui resterent clairs et limpides.

3) La quantité de phénol dans toutes les cultures reste la méme.

C'onclusion :

Phénicorésistance, mais non phénicotrophie.
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TABLEAU No 6

Miliew de culture N° 3

Teneur en phénol : 4%, Teneur en phénol : 19/,

K. coli No | — S — s . - S ——
Etuve (jours) : Etuve (jours) :
10 20 40 10 20 40

1 0,0251 0,0248 0,0248 | 0,0480 0.0490 0,0470
4 0,0242 0,0249 0,02475 | 0,0485 0,0480 0,0480
8 0,0249 0,0248 0,0249 | 0,0480 0,0485 0,0480
Témoins
1 0,0249 0,02485 | 0,02485 | 0,0460 0,0480 0,0480
T, 0,02485 0,0249 0,02480 | 0,0480 0,0495 0,0460

Moyenne
des E. coli:| 0.024733 | 0,02483 | 0,02481 | 004816 | 0,0485 0,04766
Moyenne

des
témoins : | 0,024875 | 0,02487 | 0,024825] 0,0470 0,04875 | 0,0470

Observations : Développement fort. La quantité de phénol pour toutes
les cultures reste la méme.
Phénicorésistance et non phénicotrophie,
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D. CONCLUSIONS

L Escherichia coli, 1e germe le plus important dont 'hygié-
niste ait a s'occuper et celui & propos duquel il faudrait
fournir le maximum de précisions, reste en définitive unc
entité systématique difficile & définir. Cette difficulté est la
cause des divergences nombreuses constatées dans les résul-
tats des auteurs qui ont expérimenté avee ce microbe.

Pour servir de base a nos propres recherches, nous avons
fait la revue des études sur la composition de I'KE. coli et de
ses besoins alimentaires. A cet examen préliminaire, nous
avons ajouté celui plus important, des modifications enregis-
trées chez K. coli, a la suite et comme conséquence de trai-
tements divers : culture prolongéc, changement d’aliment
azoté ou sucré, irritation par un toxique léger, cte. Ces
modifications multiples, dont les mieux étudiées sont connues
sous le nom d’adaptation enzymatique, ct dont la réalité
ne saurait ¢tre mise en doute, nous ont permis de formuler
la question suivante : la multiplicité des petites especes de
E. coli étant un état secondaire, produit par de la dégra-
dation irréguliere (appauvrissements multiples) d’une sou-
che initiale complete, ne serait-il pas possible dans une
certaine mesure tout au moins, d’obliger ce microbe & remon-
ter le cours de son histoire, en bref de le ramener a son état
primitif moins polymorphe ? Cette prétention dépasse,
on le voit immédiatement, le cadre de la physiologie ! Elle
implique l'idée qu'une expérience fasse faire a l'organisme
le chemin inverse que l'évolution lui a fait subir. Consi-
déré sous cet angle, le probleme a des exigences particu-
lieres. La premiere est néeessairement de partir d'une collec-
tion hétérogeéne de petites especes d'E. coli, puisque le fruit
véritable de D'évolution est Despece collective.  L’autre
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obligation concerne le traitement a imposer a cette constella-
tion de petites especes. Son choix se fonde sur le raisonnement
suivant : la pluralité des conditions de vie (nous n’avons
retenu que les facteurs alimentaires) fut un facteur important
du morcellement de la souche initiale en unités physiologi-
quement distinetes. L’uniformité des conditions de vie agit
peut-étre en sens inverse. Aussi avons-nous traité parallele-
ment et également toute notre collection d’Escherichia coli,
en la cultivant sur un milieu synthétique pauvre.

Toute enquéte exige un instrument pour opérer les mesures.
A cet effet, nous avons adopté et développé la notion de
symbole glycolytique, caractéristique précieuse d'une race
microbienne puisqu’elle integre diverses propriétés dun
meéme germe.

Les résultats de notre recherche sont encourageants
parce qu’ils apportent une contribution positive a une ques-
tion de vaste envergure. Nous avons en effet pu montrer une
uniformisation partielle, sinon complete, de notre collection
de petites especes a la suite du traitement 1imposé. Nous avons
en plus, émis la supposition, que la pauvreté du milieu synthé-
tique utilisé, est un facteur important du réveil des propriétés
enzymatiques latentes, mais non disparues.

La seconde partie de notre mémoire est consacrée a I'ana-
lyse d'une propriété bien connue de I'KE. coli, sa tolérance a
I'égard du phénol. Profitant des conditions précises de cul-
ture que nous avons ¢établies, nous avons montré que le
milieu synthétique se préte parfaitement a 1'étude de la
phénico-résistance de I'K. coli.

Les essais tentés pour prouver l'utilisation de I'acide
phénique, comme unique source de carbone du milieu de
culture, par K. coli, ont fourni un résultat négatif : aucune
de nos souches ne s'est développée dans ces conditions. Elles
ne sont done pas phénicotrophes. Des que le milieu de culture
est complété par une source normale de carbone, les souches
se développent vigoureusement en présence de phénol. Elles
expriment dans ce milieu, comme dans celui de ViNceNT,
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leur phénicorésistance. Des analyses faites sur les milicux
phénolés ou les germes se sont développés, montrent que le
titre initial en phénol n’est pas modifié par la culture. Il y a la
une preuve supplémentaire que ces microbes ne sont pas
phénicotrophes.
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