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l. PRESENTATION DU ®PERABACTERIUM SPELE|®

En Aot 1956 et Aveil 1957, lors d'expéditions spéléologiques organisées par
le Laboratoire souterrain de loulis,Aridge, un certain nombre de miceoorganismes furent
recueillis par CAUIARTIN, dans des sédiments de grottes, bien que de tels sédiments afent

toujours 6té considérés comme stériles,

Cette découverte fit 1'objet dlune note 3 1'Acadénie des Sciencss, note
fntitulée : "Recherches sur une bactérie des argiles des cavernes et des sédiments fertue
gfneux® (t. 245, pe 1758,1760 du 13 Nove 1957).

Cette comnunication rdvéle que, parmi la flore bactérienne ainsi décelée,
figurait une bactérie "d'enviren 0,54 de largeur et 1 1,5 @ de Tongueur, présentant 3
chacune de ses extrémités un renflement lui donnant un aspect géminé caractéristique,

En raison de sa forme en bissac et de son abondance dans les argiles des
grottes, la dénomination de Perabacterium (genre) spelei (espice) lui fut attribude®,

De nombreux échantillons furent prélevés dans les grottes @
de lioulis (Aridge)
de Sainte-Catherine (Balagure, Aridge)
de Peyort (Cazavet, Arfdge)
d*Aulet (Saint-Girons, Aridge)
de Gouillou (Aspet, Haute Garonne)



dans des argiles et des roches calcaires contenant du carbonate de fer et du carbonate
de mangandsc, ainsi que dans le mond-milch recouvrant les stalactites de Cougnac (Gour-
don, Lot),"

"En dehors des cavernes, Perabacterium spelei fut retrouvé dans des sédi-
ments appartenant i des époques géologiques trds différentes ¢
craie sénonienne de Picardie
argile plastique sparnacienne de Vaugirard
terre 3 pipe de 1a partic supérieurc de la basse
terrasse quaternaire d'Amiens
terra rossa de Provence
minerais de fer oolithiques
limonite en place

ou sur des substrats comme le carbonate de fer des laboratoires et 1a rouille!,
"11 sembic toujours, sur ces milieux, responsable dz la formation de Fe203.u

Les études faites ont montré que cette bactérie est "entourée dlune gaine
ininterronpue de soquioxyde de fer hydraté, Dans son milieu naturel, elle est microaé-
rophyle et autotrophe, Elle tire son carbone et son énergie vitale de la décomposition
du carbonate de fer, exceptionnellement du carbonate de manganise ot de 1'oxydation des

oxydes ferreux et mangancux qui en résulteni,®

Dans cette note, une prenidre ftude du nétabolisme de cette bactérie et de
son comportenent en milfeux synthétiques, est présentée,

Le probléme de la position systématique 3 attribuer au Perabacterfum spelet
ne peut Otre résolu de suite, en raison

3

de son polymorphisme ¢ existencc de figures en coccies
ou pyriformes, ou triples, ou bigéminées en chatne
et de sa petite taille,
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Les premidres recherches conduisirent aux conclusfons suivantes @

"Par son métabolisme, cette bactérie s'apparente 3 1a fois aux Chlamydobace
tériales, en particulfer au genre Gallionella, dont 1a forme est voisine, sans pourtant
s‘organiser en colonfcs filanenteuses spiralées entourées d*hydrates ferriques issus de
la transfornation des carbonates de fer, ct aux Eubactériales (Azotobactériées), sans
cependant Btre afrobie et saprophyte,

A partir de Décembre 1958, des études, effectuées au microscope €lcctronique,
firent apparaftre plus nettement la morphologie du Perabacterium spelef et i1 fut alors
possible d'essayer de déterminer avec plus de précision sa position systématique.

Les nouveaux résultats obtenus furent présentés lors d'une réunion de la
Société Botanique du Nord de 1a France, et publiés au Bulletin de cotte soctété (T, XII,
n* 1, 1959) sous le titre : Miorphologic et position systématique du Perabacterium spelef!,

Perabacteriun spelei s'est révé1é former un "pseudo-mycelium de 5/10 & 6/10 M
de largeur, portant, vers ses extrémités, des bourgeons analogues aux conidies levures
de certaines mucorales, Ces bourgeonnements TevuroTdes ont une largeur de 5/10 3 8/10 M
et une Tongueur de 1,5m ; 11s sont, en général, plus arrondis 3 1'extrémité distale
1ibérés dans le milieu, 11s évoluent en formas ovoldes ou gémindes de 1/2/4 sur 1,5m"y

L*hydroxyde ferrique, produit du métabolisme, imprégne la gaine de la bacté-
rie, mais i1 est esscnticllement rejeté dans le milieu extérieur sous forme "d*aiguilles

de 1/10/a de large sur 1/4 de long",

"Cos aiguilles sont, Te plus souvent, simples mais elles peuvent présenter
des formes excentriques, Le pseudowaycelium, avec ses pseudo-ramifi cations, 2 do ce fait

1taspect original d'un cactus",

Ces alguilles, en suspensions aquouses, s'hydratent et se dilatent en fuseaux

puls se désorganisent,
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Le critere physiologique étant déterminant, Perabacterium spelef, de par son
métabolisme dans les milieux ferreux, se place dans 1a classe des Sidérobactérizles ou

Ferrobactériales "bien qu'il ne soit pas aquatique au mBme titre que les autres.?

11 semble apparenté aux Chlamydobactériales ; en effet, comme elles
"1 peut donner des filaments pseudo-ramifiés
des conidies immobiles
et posséde une gaine plus ou moins imprégnée d'hydroxyde de fert
et s'il ne posstéde pas d'appareil ciliaire de locomotion, i1 est néanmoins souvent, sur

place, lc sidge de pulsations rythmiques,

En modifiant quelque peu la définition des Chlamydobactiriales, 2 savoir en
précisant qutelles peuvent Btre :
Yaquatiques ou pseudo~aquatiques
possédant une gaine imprégnée d'hydroxyde ferrique
ou d'une matidre imprégnée d'hydroxyde ferrique
ou d*une matidre organique,
1'hydroxyde ferrique pouvant 8tre excrété
et que certaines formes sont parfois Tmmobiles®
Te Perabacterium spelei se place dans cet ordre, dans une famille qu'il faudrait créer 2
cdté des Chlamydobactériacées.

Au cours de recherches portant sur la "Corrosion biochimique dans un réseau
karstique et Ta gentse du mondnilch®, dont les résultats furent publids aux "lotes bio-
spéologiques, X111, 1658", par CAUNARTIN en collaboration avec Philippe RENAULT, 1o réle
attribué au Perabacteriun spelei dans la corrosion des concrétions de cavernes tait pré-
cisé,

Une étude plus approfondie du métabolisme de cette bactérie, et de son évolu~
tion dans les argiles, fut reprise dans le cadre d'une autre publication de CAUMART [N, pré-
sentant Mquelques aspects nouveaux de 12 microflore des cavernes! et publié dans les
Annales de Spéléologie, Tome XIV, Fasc, 1=2~1959,
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1. BUT A ATTEINDRE ET TECHNJQUES EXPERIMENTALES DE TRAVAIL

s

Le travail présenté ici a eu pour but d'obtenir un nilicu répondant aux
exigences du Perabacteriun spelel, pour lequel nous recherchions un développement opti-
nun, Nous avons donc été amenée i étudier 1'action de différentes substances minérales
et organiques sur le développement de cettc bactérie et cela en fonction de 1a concen
tration du milieu en cos substances,

Les cultures ont 6té faites en milicux liquides, en tubes  essals,
Le Porabacteriun spelef étaft obtenu 3 partir d'une vieille réserve de

carbonate de fer du laboratolire,

HETHODE DE TRAVAIL POUR CHAQUE SERIE D'ESSAJS SUCCESSIFS

= Préparation, 3 une concentration déteminde, de solutions de diverses
substances minérales et organiques devant entrer dans 12 composition du substrat de
culture,

= A 1'aide de pipettes de 1 cc, 2 cc, 5 c¢, 10 cc, ou de burettes gradufes,
ces solutions sont réparties en tubes 2 essais en volumes tels qu'y soient réalisés des

milieux de culture aux concentrations connues en leurs divers constituants,
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« L'alcalinité des milieux de culture a été obtenue en ajoutant dans chacun
des tubes préparés, une pincée de CO3Ca. Nous réalisons ainsi un apport de carbonate
nécessalre au métabolisme du Perabacterium,

« Obtentfon du Perabacterium pour cnsemencenment,

11 stagit d'extraire du carbonate do fer les bactéries permettant un ensow
mencement ultérieur, En vue d'obtenir une suspensfon du Perabacteriun dans un liquide
dépourvu de particules minérales, nous avons utilisé la technique dite "des mousses™,
Cette néthode est due & CAUMARTIN, quf 1'a utilisée, lors de ses recherches, pour sépa~
rer les microorganismes des sédiments qui les renferment

De 1'eau distillée est ajoutée, dans un petit Becher, & une faible quantité
de carbonate de fer, On introduit quelques parcelles d'un savon do harseille stérilisd ’

sous forme de poudre ou de paillettes = 1'utilisation des détersifs étant déconseiliée,

L*ensemble est 2gité grfice i une palette rotative mue par un moteur, Une
mousse de savon se forme en surface et i1 est apparu que les bactéries remontatent en
abondance sur les parois des bulles, Aussi prélevons-nous cette mousse, pratiquement in-
colore, 2 1'aide d*une pipette, Elle est mise en suspension aqueusc, Nous obtenons ainst
un nilieu extr@nement riche en Perabactcrium spelef,

- Ensemencement,
Pour essayer d'obtenir une homogénéité d'ensemencement au cours de toutes
nos cultures, nous avons toujours introduit 5 gouttes de suspensions de Perabacteriunm,

préparces identiquement,

Aprds ensemencement, les tubes sont bouchés,

- Stérilisation,
Le Perabacterium spelei "offre une trés grande résistance aux procédés
habituels de stérilisation (autoclave 2 120°, alcool, éther, phénol, acides organiques,
acides minéraux 3 10 %),

Aussi ce sont des tubes, ensemencés et fermés, que nous portons i 1'auto-
clave ol fls restent sounis, pendant 20 & 25 minutes, 2 une température de 100 1 120°,
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Cette pratique écarte tous risques de pollutions pouvant survenir lors de

1'ensemencement, M1 est réalisé aprds la stérilisation du milieu,

Le Perabacterium spelei semble indifférent 3 ce traitement, |1 conserve son
aspect et ses caractéristiques,

Un tel procédé stest révé1é ne nuire en rien au développement ultérieur dos

colonfes,

- Etuve,
L*étuve du laboratoire a 618 réglée de fagon A assurcr une température
stabilisée 2 23°C, température favorable % 1'incubation des microorcanismes,

Les tubes y sont maintenus pendant une durfe fixée 3 10 jours, au bout des-
quels les bactéries, en plein développement, sont étudiées,
MOYENS D*ETUDE

Nous avons utilisé un microscope avec oculaire n® 8,

L'observation, avec emplof d*un objectif n® B, conduisait 2 un grossissement
de 600,

Ltutilisation d'un objectif 3 immersion permettait d*obtenir un grossisse-
ment égal 3 1000,

Le Perabacterium apparaft, a 1'examen, dans ces conditions, avec un agpect
ponctiforme, sphérique cu ovolde, rarement bigéminé,

11 est le sidge de pulsations rythmiques bien observables.
Pour comparer les développenents du microorganisme, obtenus lors des diffé-

rents essais, nous avons utilisé la néthode des comptages i 1'aide d'une cellule de Thoma,
Une telle cellule est constituSe par une lane de verre présentant, dans sa partfe centrale,
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un évidement cubique avec un quadrillage sur le fond,
Chaque celluie du quadrillage a
une base carrée de 1/400 mm2 de surface
et 1/10 nn de profondeur,
Le volume de chacune de ces petites loges est donc de 1/4000 mmz.

Une goutte du préltvement 3 observer est placde sur cette cellule, Elle est
recouverte d'une lamelle optiquement planég stappliquant exactement contre 1a lame,de

fagon 2 assurer une régularité d'épaisseur du liquide,

Nous déterminons Tc nombre de bactéries apparaissant donc chague carrd de

1a cellule,

Piusicuis proldvements successits sont effectuds e. i‘ondrtion do comptage
tépétée plusieurs fuise Si les prdldvemanis sont homogéaes, les chifiecs outeaus sunt

voisini, Nous nous som.es toujours cfforcle Jtobtenii cotte hom-géaéité,
La moyenne dos résultats est établie,

Cette valeur, qui représente un nombre moyen de bactéries par logette,

figure la richesse de la culture en organismes,

Elle scrvira de grandeur de comparaison pour 1'6tude du développement du
Perabacteriun spelef en fonction des milieux qui Jui sont offerts,

PRECISION DES RESULTATS

La détermination du nombre de bactéries représentatif du dSveloppement du

Perabacteriun requiert diverses opérations expé:imentales :

1s Poup 1a constitution des solutions titrées, nous avons effectué des pesSes

de substances minCrales ou organiques, substances qui ont 6t¢ dissoutes dans des volumes

d'eau bien déterminés,
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Pour préparcr des solutions de faibles concentrations : 1/1000 ou 1/10000
par exemple, nous avons procédé par dilutions, faites toujours dans les nemes conditions,

4 partir d'une soluticn au 1/100,

Cette pratique de dilutions limitait 1'erreur qui aurait risqué de se pro-
dufre lors de pesfes de tr2s petites quantités de substances,

2. Des préldvements de ces solutions ont té faits, en volumes tels que soit

constitué un milieu de culture de composition préalablement établie,

Les erreurs produites risquent dtotre dues
~ aux appareils de pesées et de mesures volumétriques, Pour les rédui=
re, nous avons utilisé balance de précisi;m,et éprouvettes, burettes et pipettes bien

calibrées, gradudes ot de volume de 1tordre de gwandeur do celuf que nous voulions mesurcr,

- aux manipulaticns alles-—mimes ¢ aussi leur avons-nous apporté le plus

grand soin,

Néanmoins, ces pesfes et mesures de volumes fitroduisont une marge ¢'incer=

titude quant & 1'obtention du milicu que nous cherchons & piépaver.

3« Enfin, tous les résultats chiffrés,reliant 1o milieu ds culturo 3 sa plus

ou noins grande richesse en Perabacterfum, somt obtenus par comptage du nombre de bacté=

ries par unité de 1z cellule do Thoma, Cette opération peut entrofner des errcurs,

Les valeurs obtcnues sont donc approximatives ; auss! avons-nous effectus
plusieurs préldvements et plusieurs comptages successifs et clest le nombre moyen de
bactéries par unité de Thoma qui a ét6 retenu comme valeur 12 plus probable et utilisé
pour le tracé des courbes,

Afin de rendre possible une vérification de certains résultats, quelques
tubes aux concentrations §dentiques en une nBnme substance ont 6té reproduits deux fois,
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I11. PLAN DES RECHERCHES EXPOSEES [CI

e nRe

Nous avons tout d'abord effectué une culture d'essai du Perabacterium spelef
sur un milieu témoin ol figuraient, entre autres §1éments, ceux d'une solution saline

standard de Winogradsky.

Puis, au cours de chaque séric de cultures, 1'un des €1éments de la solution
de Winogradsky était introduit dans les tubes, a des concentrations différentes, en fonce

tion desquelles 2 pu Btre tracde la courbe de développement des bactéries.

Aprés avoir ¢tudi€ les Cquilibres joniques et recherché les valeurs des rap—
ports 'E":';H- et 'gocl;,: Tes plus faverables 2 la prolifération des Perabacterium, nous
avons ¢tabli un bilan minéral permettant de constituer un milieu de culture améliord, [1
est constitué de telle fagon que 1a concentration de chaque substance soit celle pour
laquelle les bactéries se sont développies en plus grand nombre lors des essais précé-

dents et les équilibres joniques favorables y sont respectés,

Nous avons ensuite recherché 3 quel taux 11 convenait d*introduire les subse

tances orgeniques : peptone, bouillon de pommes de terre,

Enfin, nous avons fait varier lc temps de séjour des tubes de culture 3
1%tuve, en vue de déteminer la durde requise pour 1'obtention du plus grand nombre
d'organi smes,
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En définitive, ces travaux nous ont conduite 3 &tablir un milieu de culture permettant

un développenment optimum du Perabacterium spelei,



1V, PREMIER ESSA] DE CULTURE = CONSTITUTION O'UN TUBE TEMOIN

iy i,

MILIEUX DE CULTURE UTILISES

As Lapport des é1émeats mindraux a ét€ assurC par :

1. 12 solutfon saline standard de 1/fnogradsky, établie pour 1a culture de
bactéries, Elle fournit du potassium sous forme de phosphate bipotassique, du sodiun
sous forme de chlorure, le magnésium, le fer et le mangandse figurant sous forme de sul=

fa’ces/dans les proportions sufvantes

POI,HKZ 5 9
Wha 25 g
Cila 2,5 g
(804)3!"92 0,05 ¢
Sﬂjﬂn 0,05 ¢

pour un volume d'eau de 1000 cc

2, Mais icf le fer est présent sous forme ferriqua, Le Porabacterfun spelef
appartenant aux Ferrobactériales, i1 ost nicessaire de lui apporter du fer 3 oxyder,

Cet apport est donc fait sous forme de sulfate ferreux qui remplace le sul~
fate ferrique dans une solutfon que nous appellerons solution saline standard de Winow
gradsky modifiée ; sa constitution est 1a suivante :



PO%HK2 5 g

804Mg 2,5 ¢
ClNa 2,5 ¢
804Fe 0,05 ¢
50451:1 0,05 g

pour un volume d*eau de 1000 cc.

B Les éléments organiques sont fournis par :

1+ Une solution de peptone 31 %

2, Un boutllon de pommes de terre.

Les ponmes de terre, bien lavies, sont pesées, coupdes en morceaux et por-
tées 2 Cbullition pendant environ deux heures, Le bouillon est filtré 3 chaud et assex
vite, do facon 2 éviter les oxydations qui se produisent rapidement au contact de 1'air.

Pour chercher 2 obtenir 1a constance de concentration de ce bouillon au cours
des sérfes de cultures successives, lo nBne rapport entre poids de pommes de terre et
volume définitif du filtrat a 6t maintenu ¢ nous avons porté 500 g de pommes de terre 2
196bulition et le filtrat a 646 anend 3 500 ce,

Ce bouillon de pommes de terre fournit probablement des substances oligody~

namjques,

Le milieu de culture dtessal a €t§ constitué comme suit ¢

1 cc solution saline standard de Winogradsky

1 cc solution saline standard de Winogradsky, modifide
3 cc solution de peptone 31 %

3 cc bouillon de pommes de terre

auxquels ont été ajoutés 22 cc d'eau, pour porter le volume total 3 30 cc,

La constance de ce volume du milieu de culture a ¢ respectée au cours de

toutes les expériences effectudes, Ainst, lorsqutune substance figure dans le milicu en
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quantité fixe, sa concentration y demeure inchangde, ce qui facilite la comparaison de
résultats obtenus lors de différentes séries de recherches, Nous effectuons 1'apport de
m30a.

Pour ce prenier essal, 5 tubes ont été prépards, ensemencés, stérilisés et
nis & 1*étuve pendant 10 jours, au bout desquels nous avons effectué les comptages des
organismes, en pratiquant s

« un premier préldvement en surface

- puis un prélevenent en profondeur, 3 2 cn environ au-dessus du fond
du tube,

Nous avons obtenu les résultats suivants :

NOMBRE DE(?;&TER;!'E; ;ZN SURFACE HOVENNE NOUBRE DE aaCIEE;'E‘; ;IN PROFONDEUR HOYENE
Zallmbn3wl 3w Gm3 By 3,6 Ol i3 wd w3 wliont 2.7
U v 4 53D mlwh=23mbm2 ) 2,4
OBl 3550 3,2 2u3Dubym5ion3 2,9
3l =3 =Sl =Dt 3.5 Qw23 Gt m3 e m3 1 =) 2,1
3ol e 5ol omBend i iy 3;8 fml 3= unls )2 2,5

tloyenne 3,6 Hoyenne 2,5

Un tube de composition semblable & celle de cette premidre culture a ét6
reproduit au cours de chaque $érie de recherches, |1 constitua§t un tube témoin ol le

développement du Perabacterium devait s'avérer toujours sensiblement le nBme,
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V. ACTION DU PHOSPHATE DE POTASSIUM
SUR LE DEVELOPPEMENT DU PERABACTERIUN SPELE]

s s

Nous recherchons quelle cst 1%influence de 1a concentration du milieu de

culture en phosphate de potassium, sur la crofssance du Perabacterium,

iJLIEUX UTILISES

- Sont utilisées pour la préparation des tubes de culture s

oune solution saline standard de Winogradsky, dépourvue de PO 4HK2.
Pour cette séric d'essais,[’OI,HK2 est apporté par des solutions de cette substance introe
duites dans les tubes en volumes déteminds pour que des concentrations régulidrement

croissantes sofent obtenues,

Cette solution est donc composée de ¢

304Mg 2,5 g
Clie 2,5 ¢
(304)3}‘92 0,05 ¢
50, in 0,05 g

pour 1000 ¢c deau dpurde,
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o.une solution do Hinogradsky modifide, sans P04HK2 et constitude

comme sujt ¢

804MQ 2,5 g
Cila 2,5 ¢
SﬂéFe 0,05 ¢
304Mn 0,05 ¢

pour 1000 cc deau épurde,

«des solutions de PO, HK, 3 1/10,000, 1/1,000, 1/100 et 1/10,
<un bouillon de pommes de torre.

oune solution de peptone 3 1 %,

CONPOSITJON DES TUBES

= Dans chacun des tubes sont portés :

1 ¢c de solution de llinogradsky sans P04HK2
1 cc de solution de lifnogradsky modifiée, sans POAHK2
3 cc de solution de peptone

3 cc de bouillon de pommes de terre
constituant 1 volume de 8 cc,

auxquels sont ajoutées, en volumes convenables, sclutions de P04HK2 et eau, pour que la
concentration désirée en P04HK2 soit obtenue, le volume total du milieu de culture étant

porté 2 30 cc,

Nous ajoutons ensuite le CD3Ca pour alcaliniser le miliou,
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P04HK2

EAU CONCENTRATION EN POI‘HK2

tube 0

22 ¢¢ s

nulle

tube 1!

N'—-
o
<«

tube 2t

1ce

solution

tube 3!

2 cc

3

tube 4!

5 cc

1

R ]

10, 900

tube 5!

10 cc

tube 6'

15 ¢c

21,5 ¢

1,6

-‘—-—‘-—-—n
1.000,000

21 cc

3.3

.”*“
1.000,000

20 ce

6,6

e e e
1,000,000

17 ce

1,65

100,000

12 ¢c

3,3

7 cc

100,000
4,9

.

000

-
{ oo
D
)

Vépification du tube 5'stube 7!

1ece

solution

tube 3%

3 cc

3

1,000

21 cc

3,3
100,000

9.9 1

19 ce

100,000 * 10,000

tube 1

1 ce

tube 2

5 ce

solution
3

tube 3

N
100

tube 4

tube 5

21 cc

17 cc

12 c¢

7 ¢c

2 cec

Vérification du tube 3 :tube 6

tube 7

tube 8

10 cc

tube 9

15 cc

solution
2

.

10

tube 10

20 c¢

21 c¢

17 ¢cc

12 ¢¢

100

1iee

-

9

e

10

[oa]

2 ce

0
56
100

Pour le tube X témoin

1a concentration en PO HKZ est de

4

3,3
10,000

W\

We



ETUDE DU DEVELOPPEMENT DES ORGANISHMES DANS CHACUN DES TUBES

Résultats des comptages effectufs,
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Représentation graphique du nombre moyen de bactéries par unité de la cellule

deThoma, en fonction de la concentration du milieu de culture en phosphate bipotassique,

Les concentrations, 2 porter en abscisses, s'échelonnant entre 1/1.000,000
et 1/10, 11 s'est avéré nécessaire d'utiliser sur 1'axe des abscisses une graduation

Yogarithmique,

En ordonnées, figure un nombre de bactéries, qui requiert une graduation

nillinétrique,

Russi avons=nous utilisé, pour le tracé des courbes, un papier semi-logarith-

mique,

Des prélévements ayant été effectués dans les milicux de culture, en surface
et en profondeur, nous avons pu représenter les variations du développenent du Perabacte-
riun en fonction des concentrations du milieu en la substance étudides

- pour un préldvement en surface d'une part

= pour un prélévement en profondeur d'autre part.

Deux courbes illustrent donc 1'action d'une substance donnée sur le dévelop=

pement du Perabacterium :

Les courbes de développement en surface sont anotées S sur les graphiques

et les courbes de développement en profondeur sont anotées P
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[HTERPRETAT{ON DES RESULTATS OBTENUS

Nous voyons que la courbe représentative du développement des organismes en
surface se situe un peu au-dessus de celle obtenue pour le développement des bactéries

dtaprés un prélévement fait en profondeur dans le tube de culture,

Ceci nous permet de conclure que :
- 1aération du milieu favorise la croissance du Perabacterium
- mals que cependant cet organisme se développe en profondeur dans le

tube (c'est un microaérophile),

L'écart entre 1cs nombres moyens de bactéries par unité de la cellule de
Thoma, obtenus lors des deux préldvements, cst souvent faible, Parfois méme les deux

développements sont jdentiques.

La plus ou moins grande richesse du milieu en organismes est d'aillcurs révé-
1€c par 1'observation des tubes, En cffet, un trouble apparaft dans le tube lorsque Tes
colonies sont bien installées ; il est visible, vers le 5e jour d'étuve et s'accentue
jusqu'au 10e jour cnviren. Ce trouble présente 3 peu prés la mBme intensité en surface

et en profondeur ou est & peine plus dense en surface,

Le Perabacterium spelei n'est donc pas une bactérie strictement aérobie. Si
1'aération du milieu ost favorable  sa croissance, elle se développe néanmoins en milieu
faiblement aéré,

Son comportement est donc celui d'un organisme microaérophjle, L'oxygéne
qu'il utilise est celui de 1'atmosphire surmontant le 1iquide de culture dans le tube,
mais aussi 1toxygéne dissou$ dans le milieu luiemBme. L'eau employée pour fabriquer les
milieux de culture possdde de 1'oxygine dissous : en effet, ce n'est pas une eau distil-
1ée, mais une eau épurée 3 1'aide d'un appareil & colonne, Cet appareil assure la déminé-
ralisation et desionisation de 1'cau, {1 en porte la résistivité 3 2,000,000 Q, alors

que des mesures ont montré que celle-cl n'est que de s
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2,000 pour 1'eau de ville fournie 3 1'utilisation domestique
130,000 pour une eau distillée
320,000 < pour une eau bidistilliée,

Cet oxygéne sert a oxyder le Fe0, provenant de la décomposition du carbonate
de fer, en Fe203. Cette oxydation se fait avec libération d*énergie utilisée par la bac-
térie :

-~ en faible partie pour 1a décomposition de COaFe

- mais essentiellement pour la synthdse des composés du carbone : cette

énergie permet la réduction de COZ’

Le développement du Perabacterium spelei, au cours de cette série de cultures,
est moins important que dans le tube témein, sauf prés du maximum ol i1 lui est approxi-

mativement égal,

L'action inhibitrice de la croissance, apparaissant ici, est probablement due :
- au phosphate de potassium Tui-nCme
- ou 3 un déséquilibre ionique existant dans les milicux de culture réalisés

fci,

Pour des concentrations en PO 4HK2 inféricurcs 3 5/100,000 ct supéricures 3

5/10,000, le Perabacterium se développe mal,

Nous notons sa croissance optimum pour une concentration en P°4HK2 voisine de

1/10,000,

Ctest cette concentration qui sera retenue pour la constitution ultérieure
d*un nilieu améliors,



- 24 -

VI, ACTION DU SULFATE DE iAGNESTUM
SUR LE DEVELOPPEMENT DU PERABACTER{UM SPELE]

—c——

Recherche de 1'influence de 1a concentration du milieu de culture en sulfate

de magnésium, sur la croissance du Perabacterium,

filLJEUX UTILISES

Sont utilisées pour la préparation des tubes de culture :
- une solution saline standard de Winogradsky dépourvue de 304Mg, dort

la composition est la suivante @

PO, HK, 5 g
Cllla 2,5 g
(0,).Fe, 0,05 g
S0, lin 0,05 g

pour 1,000 cc d*eau,

- une solution de llinogradsky modifiée, sans SO Mg, constituée comme

4
suit ¢
P04HK2 ¥ g
CiNa 2,5 ¢
304Fe 0,05 ¢
S0, lin 0,05 g

pour 1,000 cc dteau,
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-~ des solutions de SOI’Mg 3 1/10.000, 1/1.000, 1/100 et 1/10,
- un bouillon de pommes de terre.

- une solution de peptone 3 1 .

COMPOSITION DES TUBES

Dans chacun des tubes sont portés :
1 cc de solution de Winogradsky dépourvue de SO ljﬂg
1 cc de solution de Winogradsky modifide, sans SO 4rrlg
3 cc de solution de peptone
3 cc de bouillon de pommes de terre
auxquels sont ajoutées solutions de SO 4n‘dg ct eau, pour réaliser dans les divers tubes des

concentrations en 0 4Mg régulidrenent croissantes, comme 1'indique le tableau sujvant,

Nous effectuons également 1'apport de CO3Ca.



'Nm.l

wc%s EAU CONCENTRATION EN SO \.gn
tube 0 22 ce nulle
.ﬁcvm ..t IMn ce ] MA m [+H v’al.—..@l.l
> ’ 1,000,000
3,3
1 S————
tube 21 | 1 cc 21 cc 1,000,000
sclution 6.5
? T
tube 3t | 2 ce 3 20 cc 1,000,600
. 1,65
uhe 41 .
tube 4 5 ¢e 10,000 17 cc 100,000
; 3,3
tube 5( | 10 cc 20 cc 100, 000
4,95
' RO 13-
tube 6 § 45 cc ) 7ece 100,000
véri fication . Tsolution a3
10 tube 57 tube 7 1 ¢ 3 2 ce 100,000
— 9,9 1
- a1 s i masetme—
tube 81§ 3 cc | 10w 196 | 1552000 * 700000
; 3
tube 1 1 ¢ 21 cc 10,000
1,59
st
tube 2 § 5cc 17 cc 1,000
solution 3.3
s
tube 3 1 10 oc oy 12 cc 1,000
tube 4 15 ﬁwo 7 420
ube Jce ce 1,000
tube 5 | 20 cc 2 e L
] 1,000
vérification 1 Sl
o tube 3 tube 6 { 1 cc 21 cc 1.000
1,66
a5 La-
tube 7 5¢c 17 cc 100
solution
tube 8 | 10 cc 3 12 cc .mmdu.
L
10 4,98
tube 9 115 ¢ 7 co 100
tube 10 } 20 cc 2 ce %m.m.
.
Pour Te tube témoin X la concentration en S0,Hg est de b

4
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ETUDE DU DEVELOPPENENT DES ORGANISHES DANS CHACUN DES TUBES

Résultats des comptages effectués,
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CONCEHTRATIO aopoy 088 €1 PRELEVERENT Eil SURFACE PRELEVEUENT EN PROFOIDELR
EL 30 i ! Yo 50, BRE DE BACTERIES PAR IJMITE DE SURFACE BRE OE BACTERIES PAR UNITE DE SURFACE
tube © 63 St 3t D)2t <1 b (HEEEEEE N
3 2 ] w2 ] 2] ool 2 2
tube 1! ;_»Qw%u%, 18 3 2 2] ) 323}l =l =l =
K )
tube 2! § 4 3 ml ] ml el e = Jml w] )] mf =] (] Dl
6.6 302 ] 2l
tube 3! g.o.or.moa. 29 RIS JeR )l =] ] ] ] Ll
' 1505 AR DN RN ,
s 4 100,000 L o] 2l w2 hm 35 e 2
3.3 N
tube 51 | o 9,3 322 edm3edmn 2 3o 22 2l
4,95 ,
1 SSELE. 5.4 ol - N N el AL e
tube 6 700,000 6,5 SR BTV T BV Lo ) m oyl w2
3.3
*. 1 UG- L Q - = R I@l - 2 w3t
tube 7 pase 9,3 322w )Rkl Dol 2]
cabe o | 32 ) 52 bl 2 22l Il 21
S 1300000 * 70,000 ’ § w25 23l 2 A D3 bl 2 5m 272
tube 1 P 1008 5—=5-5~0=5= =G5 -8B~ 7=8ubmmlm Bn 7.3
10,000 ’ 7m0 SPGB 2 7B mimlm 74
87 =55 =0 B! O 7.3
1,65 1o DB m B0 a2 10mBeBe] 0ot 0T 9B 8,8
LY AL H
tube 2 7,000 U204 11=10mB =011 28012 0om 8-10m8m0m1 20 g 03} g
7 o] 07 =Qo] 1 =50 8.9
3.3 73 =GmBalt 1 5l 11 0l g B 7 mBimB) 7
*.
tuks 3 7,000 0,102 0107wt 0BG 3 7mBmG Bl o Bl Tol
4,95 10wl 357 = Gl 55 mimim BT m
JoTLE XA
tube 4 1,000 0,854 B mBimm mim il 8] mmim] OmBmT mBm Ty
5.6 ) Qe Bochm5o i i Ty )l m
“l : I
Buie: 3 7,000 0,051 7 G b it O imTom im0 m5 =5
3.3 10mie7 GOm0 T
* .5 ./ 4
St e 7,000 gt BT oDl 11 3710 Dt
: 1,66 Bl BBt BBl =Gl 5.3
LS bo (=
tubo 7 100 0,02 o i m5m o CRN RN T PSRN gl o
3.3 63 i m)] G 5o Gy
fo-d Sam (4
tube 8 100 0 018 BB PG sl 199 | 54255-8-3-5 By
5,98 STl s P 7ol 3m
ey
Fbe 100 L 7 5l b u3mBuGa5Tm 5 BBl e e
5.8 5l G 2 Tm3m5mB i 53 )
228 ( _
tube 10 400 ovoum Lo GBS e e mlom G /N N G R U O | NJQ
e 1,66 R ITET I )3et Bl D m

Gem meJom G om o3

O R P | S B




20 -

COURBE

Représentation graphique du ncmbre moyen de bactérics par unité de la
cellule de Thoma, en fonction de Ta concentration du milieu de culture en sulfate de

magnésium,
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INTERPRETATION DES BESULTATS OBTENUS

La courbe traduisant le développement du Perabacterium spelei dans 1a partie
supérieurc du tube se place, comme dans la série précédente, 16gérement au-dessus de la

courbe traduisant le développement en profondeur, ce qui confirme la microaérophiiie.

Les milieux préparés dans les différents tubes ont permis aux bactérics de
se développer en nonbre beaucoup plus important que lors des essais amtéricurs 2 en

effet, le nombre moyen d*organismes par unité de la cellule de Thoma varic de 2 & 9,

Si la concentration en SO4

développe peu s on obtient moins de 4 organismes par unité,

fig est inférieure 3 1,5/10,000, 1a bactérie se

Si elle est supéricure 3 1,5/100, le développement sc stabilise autour de

6 bactéries par unité,

La zone de croissance la plus favorable se situe entre ces deux valeurs, le
développement optinum - environ 9 bactéries par unité - étant obtenu pour une concentra-

tion en SOAMg égale 2 1,6/1,000,
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VIl ACTION DU CHLORURE DE SODIUM
SUR LE DEVELOPPERENT DU PERABACTERIUN SPELE]

s m o

Recherche de 1'influence de la concentration du milieu de culture en chlorure

de sodium, sur la croissancc du Perabacterium,

MJLIEUX UTTLISES

Sont utilisés pour la préparation des tubes de culture 3

- une solution saline standard de Winogradsky, dépourvue de CiNa, dont

la composition est la suivante :

e > g

304Mg 2,59
(804)3Fe2 0,05 g
304Mn 0,05 ¢

pour 1,000 ¢c d'eau épurée.

- unc solution de Winogradsky modifiée, sans Cliia, constituée eomme

suit ¢
P04HK2 5 ¢
804Mg 2,5 ¢
804Fe 0,05 g
304Mn 0,05 ¢

pour 1,000 cc d'eau,
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- des solutions de Clfa & 1/10,000, 1/1,000, 1/100 et 1/10.,
- un bouillon de pommes de terre,

- une solution de peptone 2 1 %,

COMPOSITION DES TUBES

Dans chacun des tubes sont portés :

1 cc de solution dec Winogradsky, dépourvue de Clia
1 cc de solution de lfinogradsky modifiée, dépourvuc de ClNa
3 cc de solution de peptone

3 cc de bouillon de pommes de terre

constituant 8 cc auxquels sont ajoutés le 003Ca et des solutions de ClNa et eau, pour
réaliser, dans des différents tubes, des concentrations en Clla régulidrement croissane

tes, comme 1'indique le tableau suivant,
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01 Ha EAU CONCENTRATION EN C1 Na
tube 0 22 ¢c nulle
tube §! Hoo ] 21,5 cc S L .

2 : 1,000,000
tube 2! 1 ¢e 21 cc (-
1,000,000
solution 5.6
- ] ) O 1 J—
tube 3 2 cc 3 20 cc 72000000
- 1,65
' g0
tube 4 5 66 10,000 17 cc 700,000
tube 5' | 10 co 12 50 o .
100,000
tube 6' 1 15 ¢cc ! 7 cc s L
m 100,000
vérification T 7 solution 343
du tubs 51 ( TWbo 7' 1ecc i 21 oo 100,000
tube 8! 3 cc M 5. 19 cc :nannl.# ]
¢ 100 4 100,000 ™ 10,00
tube 1 1 ce - 21 cc .
_ “ _ 100,000
1,59
I ———
tube 2 5 cc 17 cc 7,000
solution
33
P [ S
tube 3 10 cc a 12 cc 1.000
A
100 4,95
tube 4 15 ¢cc 7 cc l..rl.a ~000
N " 6,6
tube 5 § 20 cc | 2 cc s
B 1.000
vérification | ] a3
dutube'd e B | 1o “ 21 co 1,000
!
i 1,66
[~ S 5=
tube 7 5 ¢ M 17 ce 100
| solution
i 343
h m | 3 4 e,
tube 10 cc | a 12 cc 100
Ly
T 4,98
tube 9 15 ¢c m 1 ¢t 100
5.6
t y ! 4 L
tube 10 § 20 cc M 2 ee 100
. ; : 1,66
Pour le tube témoin X la concentration cn Clila ost de T

10.000




ETUDE DU DEVELOPPEINENT DES ORGANISHES DANS CHACUM DES TUBES

Résultat des comptages effectués,
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PRELEVENENT EN SURFACE
HCL.ORE DE BACTERIES PAR UNITE DE THOIA

PRELEVEIENT EN PROFONDEUR
NOMBRE DE BACTERIES PAR UNITE DE TH

A

O YENHE

| 32Dy m2 3 3,2
tube 0 nulle 0 9D 3mimhalim m 2] m3md a3l ml el o - 2
! l'l..ll\mnhlmr'.n q A D
tube 11 |~ oo 0,019 Bl 3 EXLTS TH 2
3,3
! [EISERTI-S. - S— Y 038 N e - - T T T Y O
tube 2 W 0,038 32233 ka5 3,3 S EE RN, 2,1
6,6 -
tube 3! g =@ =3=3=2 =3l uljumBim m 2,1 32 =2 mlilm 2,3
1,68 ; 5 Bty 2Dt w2 2 e 2,2
tube 4! et 0,19 7 i« § B )
100,000 s ol S PR RV 24
3,3
*. H VS 5-S0N . 3 e Y, suillme o 3 -l - o S
tube 5 TR 0,38 S w3325 3,1 il il 2,1
5,95 4y 0,5 . 71 =3=5~5-6 537 =G 5,5
o B! Sz - . 0. ’ I e
tube 6%+ 750,000 F 10,000 2 0325511 =G50 5,4 R ’
2
*tybe 71 sl 0,38 SURTERELS 32 | 32245232~ 2,4
9,9 1
(LI RSt S sl elaluBad 3 /A OV § G, W O R, PG
tube 8 | it et 1,17 §-3-2-4=38-3 3,8 | 2-3-h-0a5211 2,2
e 343 - EEELT TR TEN R B (S E EFE RS 1,1
10,000 ’ ERENTEEN 2,2 TR 1,3
tube 2 565 SEFE LT 2 ELEF TN 13
1,000 EREEET RN 2,2 0=3-2-1-2-2-0- 1k
. 33 SEEREER N 1,6 EEEE TN 1,
tube 3 7000 - 1=2-3-1-0-2= 1,5 122111 158
4,95 2= D=3-2 2] = 1,5
g1 M \.
tube 4 7000 58,5 |4 DD ] - " { =] et 2} 2 1,1
6, . EEEEEEEN 1,5 e
tube 5 7000 78 120 3] = 13 V0 O T O R, PO ¢ g P 1
*tube ek 3 2ulw3e 2o 1 2 21 0Dt 21 3 1,2
1,66 AR | 4
LS 4 2 )
tube 7 = 195 1Bt <l g {0081~ w1 Dt = 0,6
tube B8 ;1 390 0t =0 D021 = 0,6 0 00 =1 0,5
o 100 2= D) ] Lm0 0,5 Ot D= m 0,4
4,98 00 DD )= - 0,3
e 85 ’ 001 0m
tube 9 00 5 100l 0.2 10=0~0-0-0-10 0,2
\ of i 0
“tube 10 e 780 e ey oN Cm D=1 D000 00000 0,1
1,66 h=b2=36-3-3 3,6
[ - ? I LR
i 10,000 B5m3mhmm3dm 3,7 S .
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Représentation du nombre moyen de bactéries par unité de 1a cellule de Thoma
en fonction de la concentration du milieu de culture en chlorure de sodium,
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RESULTATS

Nous constatons que, pour des concentrations du milieu en ClNa inférieures
2 3/100,000, le développement du Perabacteriun reste approximativement identique 3 celul
obtenu en milieu dépourvu de ClNa 2 nous obtenons environ 3 bactéries par unité pour des
préldvenents de surface et 2 bactéries par unité pour des prélivements effectués en pro-
fondeur, A ces concentrations, le chlorure de sodiunm est donc pratiquement sans effet sur

la croissance du Perabacterium,

Le développenent optimum ¢
5 bactéries par unité pour des prélevements de surface
3 bactéries par unité pour des préldvements de profondeur
est obtenu pour une concentration de 5/100.000, au-deld de laquelle la courbe de déve~
loppement décroft,

Et i1 apparaft trés ncttement que pour une concentration supérieure 2 3/10,000,
le chlorure de sodium exerce unc action fortement inhibitrice sur le développement du

Perabacteriun,
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VIIl, ACTION DU SULFATE DE iANGANESE
SUR LE DEVELOPPENENT DU PERABACTERIUM SPELE]

v e

Nous recherchons 1'influence de la concentration du milieu de culture en

sulfatc de mangandse, sur la croissance du Perabacterium,

HILJEUX UTILISES

Sont utilisés pour la préparation des tubes de culture 3

- une solutfon saline standard de Winogradsky, dépourvue de sulfate

mangangse, dont la composition est la suivante @

P04HK2 5 g
SO#Mg 2,5 g
Cia 2,0 g
(304)3Fe2 0,05 ¢
eau 4.000 cc

- une solution de Winogradsky modifiée, sans sulfate de mangandse,

constitube comme suft :

P04HK2 5 ¢
304Mg 2,5 ¢ )
ClNa %5 g
SOAFe 0,05 ¢

eau 14000 cg
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~ des solutions de 304Mn aux 1/10.000, 1/1.000, 1/100 et 1/10
- un bouillon de pommos de terre

- une solution de peptonc 3 1 %,

COMPOSITJON DES TUBES

Dans chacun des tubes sont portés s
1 cc de solution de Hinogradsky dépourvue de SO 4Mn
1 cc de solution de linogradsky modifiée, dépourvue de SO4Mn
3 cc de bouillon de pommes de terre

3 cc de solution de peptone

constituant 8 cc auxquels sont ajoutés le CO3Ca et les solutions de SO4Mn ct eau, pour
réaliser, dans les différents tubes, des concentrations en SO 4Mn régulidrement trofse

santes, comme 1'indique le tableau suivant,
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mob lin EAU CONCENTRATIOH EN mo$g=
tube 0 22 cc nulle
tube 1 ._.8 ] 21,5 cc T -
2 8 1.000,000
tube 2 1cc | 21 ¢e S -
! 1,000,000
solution
% S . 6,6
tube 3 Zcec a 20 cc mﬂmmmwmﬂw

"

10,000 1,60
tube 4 5 ce 17 cc Mmmwgﬂw
tube 5 10 ¢c 12 ¢c adad

| 100,000
4,95
tube 6 15 cc 7 cc Mmmwme
o
solution 353
tube 7 1 cc X 21 ¢c i...L....l.\_oo.ooo
tube 8 3 ¢c s, . 19 cc .I.@.rrll#, i
B 1,000 - 100,000 ™ 10,000
- 3.3
.4 S
tube 9 1 ce 21 cc 70,000
| 1,65
e
tube 10 5 ¢cc 17 cc 7,000
solution
3.3
.u 3 -4 R
tube 11 10 cc | :} 12 cc 1,000
L
tube 12 15 ¢c m L 7 ce memm
| Ul
|
tube 13 ¥ 20 cc | 2 cc B
] 1,000
tube 14 | 1cc | 21 dad
ube e | cc 72000
- 1,66
tube 15 5 ce | 17 cc 100
' solution
| 3.3
A p, -4 W
tube 16 10 ce a 12 ¢cc 100
L. 8 =
| 10 4,98
tube 17 15 ©e | 1 €6 .ﬂwwl
it 8 g - 2 wat
ube cc 2 cc 00
343

Pour Te tube ténoin X, la concentration en SO

4

in est de

1.000,000
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ETUDE 0U DEVELOPPEUENT DES ORGANISIES DANS CHACUN DES TUBES

Résultats des comptages effectués,
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gmommﬂ_w;._woz %T%T_%%mm.w HOHBRE wmmw%mmmmmlm__w@m o homa | POEMEEene mmmwm%m_ammz\,_@omwm Thos | OVENME
tube 0 2,01 e MHM 01 0)0=1-0 2001 = 0,4
m SEET e NN R SR ERE R 0,7
b2 | o 1,98 Y PO N EE R LN 2,7
tube 3 ﬂoo,wwg. 1,95 AMHWHMHWH%MM%MMHZ- \_M \m 0=31 02l -2=0 1,2
twbo 4 | ol 1,80 (im0 D2 Lt A 0,6 | 0m2elofciol Dttt 0,9
“ube§ | e 1,70 Q”NMHMMMM_HM@-T 79 11001 - 0,7
 tubo 0 ﬂc..mwd 1,60 D...m”wuﬁw__nmu- H@ 0=5-0-21 00011 =0 0,8
*tube 7 | —sai 1,70 02t ~3u0-5-0-0-0 L2t 11 bl ool 0,9
100,000 , 3 i3 20 D A 1 201 02 0,8
kil | g 1,30 0=)ubi=] 0 200021 = 0,5} Omhod it 1000 0,6
tube ¢ e 0,70 Ot 001 O im 0,5 | 10-00-120-000- 0,4
e 10 LI 0,24 10001 0001 0= 0,3 | 0=t =0t 00 0,3
stube 11§ 0,12 prer— Bph § 0m1-2e10-000-00m0 0,4
o 12| 0,08 001000050t = 0,2 | 100101021 0,5
tubo 13 %%.@. 0,06 02~ =1 =001 000 0h |} 100101 D000 0,4
“tubo 14 | Sl 0,12 0o} 020t 0,5  § 0-0<1-0~1-0-100-0- 0,3
tube 15 1 0,02 0= 20}l 0,4 | 0-l-0m01 02000 0,4
tube 16 - 0,013 0ul)-1 D020t = 0,4 | 0-1-0-0-2-0-00- 0,3
tube 17 L2 0,009 00200 00000 0,3 § 10-00~1-0-100-04 0,3
tube 18 20 0,006 00101001 G0 0,3 | 1-0-0=0-1-00-0-0~ 0,2
tube X g.m%m@.@. ol w3ed)mlm w3 35 w3 3,2 3wl djon ] i 2,6
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COURBE

Représentation du nombre moyen de bactéries par unité de 1a cellule de Thona,

en fonction de la concentration du milieu de culture en sulfate de mangandse,
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RESULTATS

L*étude des courbes obtenues montre que le sulfate de mangangse a une action
Inhibitrice sur le développement du Perabacterium Jorsqu'il est introduit dans Tes milfoux
de culture 3 des concentrations supérieurcs 2 6/1,000,000 : nous obtenons moins d'une
bactérie par unité de surface de la cellule de Thoma,

Pour des concentrations inférieures 3 2/1 »000,000, le développement de la
bactérie est trés peu important, compris entre :
0,5 bactérie par unité pour un milieu dépourvu de SO Hn

4
2 bactéries par unité pour une concentration de 2/1.000,000,

Le développement optimum ¢
3 bactéries par unité pour un préldvement de surface
2,7 bactéries par unité pour un préldvement effectué en profondeur
est obtenu pour une concentration en 0 4hln égale 3 3,3/1.000.000, concentration qui est
celle du SOI'Mn dans le tube témoin X pour lequel nous notons un développenent du mBme
ordre de grandeur,

L*aptitude du mangamdse 3 favoriser la croissance du Perabacterium, s'il est
présent 3 de telles doses, témoigne de son action en qualité d'oligo~&1ément,
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1Xe ACTION DU SULFATE FERREUX
SUR LE DEVELOPPEMENT DU PERABACTERIUM SPELE|

st ek .

Nous recherchons 1'influence de 1a concentration du milieu en sulfate ferreux,

sur la croissance du Perabacterium,

M{LIEUX UTILISES

Sont utilisés pour 12 préparation des tubes de culture 3

- une solution saline standard de Winogradsky modifiée, dépourvue de

sulfate ferreux, dont la composition est 1a suivante 3

PO4HK2 5 g
804Mg 2,5 g
ClNa 2,5 g
304Mn 0,05 g
eau 1,000 cc

- une solution saline standard de llinogradsky constituée comme suit 3

P04HK2 5 ¢
304Mg 2,5 ¢
CiNa 2,8 ¢
(804)3Fe2 0,05 g
SO4Mn 0,05 g

eau 1.000 cc
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= des solutions de 30,Fe aux concentrations de 1/10,000, 1/1.,000, 1/100 et 1/10

= un bouillon de pommcs de terre

~ une solution de peptone 2 1 4,

COMPOSITION DES TUBES

Dans chacun des tubes sont portés

1 cc de solution saline standard de Winogradsky

1 cc de solution saline de Uinogradsky modifiée, sans sulfatc ferreux

3 cc de bouillon de pommes de terre

3 cc de peptone
constituant 8 cc auxquels sont ajoutdessolutions de SO4Fe et eau pour réaliser, dans les
différents tubes, des concentrations croissantes en 504Fe. Nous effectuons 1'apport de
Cﬂsca.

Le Perabacterium étant une Ferrobactériale, 1'étude de 1'influence de la conm

centration du milieu en sel ferreux est particulidrement intéressante,

En effet, le milieu de culturc est riche en carbonates apportés sous forme de
CD3Ca. 11 s'établit un équilibre ionique entre C03Ca, (COSH)an ot COZ‘ Dtautre part, la
présence de sel ferreux dans le milieu permct 1'existence de Fe'F a 1'état jonique, [1y
a donc formation de carbonate de fer C03Fe. Ce carbonate dc fer se décomposera cn CDZ + Fe0,
oxyde ferreux étant ensuite oxydé on oxyde ferrique avec apport d'énergic, Cette énergie
est utilisée en trds faible partie 3 1a décomposition de CU3Fe, le reste permet 1a réduction

de C02 pour 1'assinilation du carbone (bactérie chinfosynthétisante),

Nous avons, en conséquence, effcctué un nombre de cultures plus grand que lors

des séries précédentes, Aprés 12 détermination de 1a concentration en SO Fe, conduisant au

4
développenent optinal, nous avons constitué, de part ct d*autre de cette dernidre, des cone
centrations proches auxquelles correspondent des valeurs de développement qui nous permet-

tent un tracs de courbe plus précis,



-050-

Certains tubes, reproduisant les m@mes concentrations, ont été préparés deux
fois de fagon & rendre possible une vérification des résultats,

11 convenait de veiller & ce que le sel ferrcux soit introduit et persiste
sous cet état lorsque nous constituons les milieux i enscmencer, Toutes les précautions
nécessaires ont donc 6té prises pour éviter la transformation du sulfate ferreux en sul-
fate ferrique, cette oxydation s'opérant trés rapidement si récipients et tubes ne sont

pas impeccablement nettoyés,

Les différentes concentrations sont obbtenues comme 1'indique le tableau sui~
vant ¢



Y .

wf? EAU CONCENTRATICN EN SO iFe
tube 0 22 cc nulte
tube 1 Pno ] 21,5 cc 0
5 ’ 1,000,000
] 3,3
tube 2 1 cc 21 ce 1.000. 000
6.6
[OSSRER-S. S
tube 3 | 2 cc | 26 co 1,000,000
“ 1,65
X [RNPEK L4400
tube 4 | 5co 17 cc 100,000
; solution ;
L 3,3
tube 5 110 ce 3 12 cc 100,000
1
10,000 4,95
tube 6 15 ¢c 1 cc 100,000
6,6
, T
tbe 7 f 200 2 cc 1,000,000
tube 8 1 ¢c ] 21 ¢ —
| 100,000
m solution
9,9
2 | 0 A TS,
tube 9 Tee 3 19 cc 100,000
C1
tube 10 | 6cc | 1+000 16 cc .
| 10,000
- ] 353
tube 11 Te | 21 ce 10,000
6,6
3
tubc 12 2 ¢cc 20 cc 10,000
' solution 1465
tube 13 5 ¢c L 17 cc 1.000
: a
_ A 353
tubc 14 10 cc T 12 cc 1.000
4,95
, o
tube 15 § 15 ¢¢ 7 ce 1.000
tube 16 20 ¢cc 2 ¢ %0
) ¢ 3 1.000
vérification I 343
dtube 14 tube 17 | T 21 cc 1.000
vérification b
(tubg 16 e 18} Zoce o 1,000
reproduit L
2 fois tubc 19 3 ¢ce 19 cc 100
reproduit ) 1 L%
2 fois tubs 20 5 ¢cc i1 cc 100
| solution
tube 20 § 7 o 15 2
uoe a cc ce 100
S
reproduit ie ; 343
7 ot tubc 21 110 ¢ 20 cc 100
tube 21 1} 12 10 =
ube a cc v ce 100
reproduit . v 4,98 9
2 fois. tube 22 {15 cc { ce 100 =100
ez | 1 ; 2]
ube 22 17 cc | cc 100
reproduit - \ ol
SPros tube 23 {2000 | L 2ce 100
tube 24 1 21 cc 2 T ce l.w..,
4 100
X0} 73
tube 25 1 22 ¢¢ | 100
tube 26 5 ce T solution 7 e 8.3
100
3
N i
tube 27 | Boc | o | 16 10




ETUDE DU DEVELOPPEMENT DES ORGANISES DAHS CHACUN DES TUBES

Résultats des comptages effectués,
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CONCEATRATION | . Fg PRELEVEIENT EN SURFACE R PRELEVENENT Eil PROFOIDEUR :
B Sofe | PP RS | ouame o mecremies paR uNITE of ootk | 1 POV { youeme o sacremiEs pim UNTE oF SuRrice | VOVEME
. i : 0001 0020000 0,2 | 0-0u0-00-0-1-200-1-20=0-0-0-0-0 0,3
120100101 =1 01 -0-0-0 000 02 | 0000001 D01 0 0.2
.y 1,6 g 00-02412e 4006000 0,9 | DududeleladnlDOu2uldm 0,9 4
1,000,000 , 0t 30t 01 = 0,8 | 3-0-0-200-1-0-2-0-0-1-0- 0,7({
$ ik 3.3 2 5l (0 B O 0 2 1,3 08 0 R g
1.000,000 . fodelul et el 2ol 14| 2e30mtet <3ud Do10=3-0-0n SR
Hibs 3 0.0 5.9 12100~ = 21 = 1 g | 021130200 L0037 -5 1,5
y 1,000,000 . §0m] 2000 5m2 1,5 (77 | 3=2-2~1 0011312 1,4
g 1,65 g0 | 002303k 1,6 [, 5 | 000-teh00235m 2]
100,000 . 3ot w2l el o) o] 2022 14 (197 | 2020 20002kt~ R
3,3 1 Delef 2221 ] 1,4
* 5 [RSLS -Sr ? - o - -
tube 5 e SR e g eesn e | 02020210 1,5
tube 6 495 39,50 002 2 3 w2 )~ =y 07y g | 03100121201 22k 1,5
100,00 “ 2 julot ol oo 32 1,5 0 109 | 2022n0u1 2Dkl Dkm 1,5
6,6 0211 2e23m il
¥ie g 100,000 eyl O2edet w3l e 177 M 148 delilelimtnlilintl= L
*ubes | o 26,0 | 0-del=3ndn2el-2elu3n 1,5 | 30u3e2nf 2u32u20m1 1,7
9,0 o | 100 2e3ehet 20523 2
tube 9 | == 79,20 2-3e4 2hof 2 lim3ed ot 2 1,8
100,000 , 2l =3m32 w32 =21 m 1,9 ‘
2 w3l o] 32 Gl 3l 2,4 Smde ] =3l ] 2 wlpee 2,3 4
Ha 10 10,000 P50 | 2 eht 25230 21 { 7% | 1042000052+ 2 |
3,3 63k 22022l o 2 2,5
5 B e 4 oy T
e 10,000 28h | 5et2met et bbb Ombe W fo -+ s o b
6.5 B Q33 i m 2,4 ] .
tube 121 47,000 L YRR TSy IR YR L i %
ke T3 1,65, 1.320 5333 02 w2 w3 m 2 ] =3 2,5{ 5 o | 0-3-2-heludabut Bl 2,8
i 1,000 > Qi3 5 o 3 ) 3 1° | Buhm3a3m5uOuebnOm 3D 3
3,3 BoinimGim 3T G 5,7 TG 10=5 255 5,0
* .45 . ?
fube 14 1,000 200 | g fupasnbm5-0-6 6 M 9 | Gk uGmBei= 5,9
, 1,95  10n7m05-0-07 G0 80 |, | Be5-7-7-Bo5-13-6-0-6 761
tubo 15 1 7 3o 390 421008007 mBb 8,6 ( O | 80m120-10-8TwBke 8,5
ol ) 88571 Gdin BB w812 9 8-40=87 105105 8
tube 16 1.000 el BTl w01 -1 314 9,5 M %53 1 66-8410-8a11-710- 8,5 ( %3
* tube 17 - 2.600 | 5-6-6-7-6-8-8-76-3-7= 6,2 | Be5e7-buBurmB-5-5- 6,1
6,6 9121 312071051200 0,7
.W - LS. b Wy S T I
ube 18 i TN by yerey o' M 10 | 87-80-7-10-0-8-16 8,8
1 7 et O~ =81 21210 9 g
tube 19 = razg | IO 8 M 9,3 | 10-6<7+810-6-14-9~ 3,7
1,86 10m3mB- B2 0o 0
whedy | e 13,200 | 68-0-12-2-010-10-0-10~1 4B g
“ 100 AR IR P 3 0-9u8121 to {0
-~ S v .- w e - —— wwmad
. 33 121304 50101 41 51511 = 13 g .
tube 21 100 2000 3511015t et 1215 13 W SRR ey
4,99 24513121 b1 51 3-15-19-16-17= 15,4) Lo | 14-13-1210-1201 341516 13 |
uhe NN i 3 1 S 7
T 100 B800 | 201 8.45-15-16-17-15-16- 16 (197 | 194042434721 5-0-40-42- 0
6,6 B8-5-14-1 3015613125 10,2
~ 9 —ee Bl BuuBe? ol B (o i i Q
tubs 23 &2 2T B gt ey §75 10} B5-1BT-16-10-0-6-5 0,1
A Bt 3101 3-9-0-10-B-0-10- 0,8 | 10-0~005~0-5=8-10-5 8,4
0 P ? b a
g B 100 7820 1 40u98u11 271208001 b 10 01038125~ o
26 tube 20 1L 13,200 | B<0n0m-10n 5mBe11-0m 0,6 | Te10nBe7m011~0u1205m 5,1
2,3 0124 6010w 21 et 312 11,8 )
Sid, i ol
tube E0, 100 18480 | 40 511001 1<10- 0,7 % 10,8 | 10-8-00-1241~0-- 9,3
001 21 3=t Bl Gl 51 10,9
3,3 1341711 1 314121 3= 13,3
= . 138 43,5 | 12-10m0-1 401301011
26 tube 21 ad A | e FUM 13,5 | 12101 b1 301011 10,7
s 131 4= 5121 152131 416 4,1 ook
tubo 21_ = I ey e M 14,3 | 1013121101312+ "4
; 13w 51t o 511 5 15,3
c tubo 2 L 9, , <12m9e1 4 31112012 :
2¢ tube 22 = X e ey G,L 15,4 | 121201 4ot 31112 11,9
5,6 13201 5] O G 1 1 1 510 13 _ |
¢ e ] Feo 1 o e ] o }
tube 22_ 2 TR I et a,mM 13,3 | 1000113128210 10,6
26 tubs 23 Lo P800 | 12-11-10m010<1 b 11 b 1,3 | 16-87-10-11=13120 9,6
tubo 24 A B0 | 651210601211 9 | 7-0-8-10-8-0-5-0 8,1
tube 25 Id 58,000 | On7=8-0~-7~5<7-0= 5 BT nGim5mG il O 7,5
tube 26 = B5,500 | QmBu7mbud=107mGm0 80 | TmemleTmBemdintOm 7,6
tube 27 = 78,800 | 5=8e10GmGuimBr=10m 7,9 | 7=baBe0u10G=3-T- 7




COURBE

Représentation du nombre moyen de bactéries par unité de la cellule de Thoma,

en fonction de la concentration du milieu de culture en sulfate ferreux,
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RESULTATS
L'examen des courbes tracfes montre que :

- Lorsque 1a concentration du milieu de culture en sulfate ferreuz
varic entre 1/1,000,000 et 1/1,000, le nombre moyen de bactéries par unité de la cellule
de Thoma s'aceroft réqulidrement, |

Nous notons :

un peu moins de 1 organisme par unité pour une concentration de

1,6/14000,000

ce nombre atteint 2,8 pour une concentration de

1,65/14000,

« $1 les concentrations sont comprises entre 1/1,000 ct 5/1,000, la
pente des courbes augmente, témoignant d'un accroissement plus rapide du nombre de bac-

téries qui passe de 2,8 3 plus de 8,

- La concentration en SO4Fe_ croissant, le milieu continue  staméliorer
et un développement optimum du Perabacterium s

15,7 bactérics par unité pour un préldvement de surface

12,5 bactéries par unité pour un préldvement effectué en profondeur
est obtenu pour une concentration en sel ferreux égale 3 5/100, au~dell de laquelle les

milieux se montrent convenir de moins en moins bien 3 la bactérie.



Xo ACTION DU SULFATE FERRIQUE
SUR LE DEVELOPPEHENT DU PERABACTERIUM SPELE]

————r—

Recherche de 1'influence de la concentration du milieu en sulfate ferrique,

sur la croissance du Perabacterium,

MILIEUX UTILISES

Sont utilisés pour la préparation dos tubes de culture :

- une solution saline de !Yinogradsky dépourvue de sulfate ferrique,

dont la composition est la suivante

PO 4HK2 5 ¢
304Mg 2,5 ¢
C1 Na 2,5 g
304MN 0,05 ¢
eau 14000 cc

- une solution saline de llinogradsky modifiée, constitufe comme suit 2

P04HK2 5 ¢
304Mg 2,5 ¢
Cl Na 2,5 ¢
304Fe 0,05 ¢
304Mn 0,05 ¢

eau 1,000 cc
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- des solutions de (804)3Fe aux concentrations de 1/10,000, 1/1,000, 1/100
et 1/10

= un bouillon de pommes de terre

- une solution de peptone 3 1 4.

COMPOSITION DES TUBES

Dans chacun des tubes sont portés
1 cc de solution saline standard de Winogradsky sans (304)3Fe2
1 cc de solution saline de llinogradsky modifide
3 cc de bouillon de pommes de terre
3 cc de peptone
constituant 8 cc auxquels sont ajoutées eau ct solutions de (304)3F62, pour réaliser,
dans les différents tubes, des concentraticns croissantes en cette substance, comme

1tindique le tableau suivant,

Nous effectuons 1'apport de CDBCa.
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i
A COACEITRAT HON EW
(,)Fe, EAl OUCENTRATION EN ao}mmw
tubo 0 22 ce nulle
._HCUO g ..M. nn .J. N\‘ m OO .~ @
5 | ’ 1.000.000
3,3
ORI+ LA
tube 2 1 1 cc 21 cc 1,000,000
6,6
tube 3§ 2 cc 20 cc 1.000.000
solution
. 1,65
JUDNPEL. -
tube 4 ! 5 ce 3 17 cc 100.000
1
X 10,000 a3
tube 5 | 10 cc 12 cc 100,000
4,95
SRS 154
tube 6 15 ¢c 7 ¢ 100,000
6,5
[SUUNR.5. K-S
tube 7§20 cc _ 2 cc 100,000
virification 1 3
b s tube 8 | 1cc | 21 cc 100,000
isolution
-
. Loy . 3,9
tube 9 } 3 cc Q 19 cc 100,000
1.000 2
tube 10 ¥ 6 ce 16 cc
R 10,000
_ 3,3
, T
tubc 114 1 cc 21 cc 10,000
6,6
N4 S
tube 12 1 2 cc 20 cc 10,000
solution L83
tube 131 5 cc , 17 cc 1,000
a
ing Q w u
tube 14 10 ¢c lam.. 12 cc 1.000
4,05
i ——l
tube 151 15 ¢c 7 cc 1.000
tube 16 1 20 ¢c 2 cc cgm
] 1,000
virification tube 17 § 1 J_ 21 I
du tube 14 ° ° * 1000
vérification G Db
1 tube 16 tube 18§ 2 ¢c 26 cc 1,000
solution "
tube 19 § 3 cc | : 13 cc 100
a
, 1.6
npivg—" 4 'lr
tube 204 5 cc 0 17 cc 100
3,3
o Ky
tube 21§ 10 cc 12 cc 100
.98
tube 22§ 15 cc [ :
| 100




ETUDE DU DEVELOPPEMENT DES ORGANISHES DAIS CHACUN DES TUBES

Résultats des comptages effectués,
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CONCEITRATION | . Fg* PRELEVERENT Ei! SURFACE A PRELEVEIET EX PROFONDELR O
el (80,) Fo, § 7N FaT | nicnE 0E DACTERIES Pin HTE OE Tt | TOEME L iene OF BACTERIES L oire Thow §  WOYENME
- 031 001 o < ] 3D 0,8 | 0lu2et 0001201 0= 0,5
[ SRR G g s O 0,7 FIE U G 0 g 0,5
tube 1 - 13 20=03-0 =021 =)= 0,8 12001 <1001 00 0,4
700,000 , Ot 1020t 200 0,6 1 1-0m1-d01 2Lt -1 0,5
. 3,3 6,6 0o 0 2001 20t =0 0,6 . )
e 7.000,000 0 EEEET T ITN 0.5 HE A g e b
tube 3 8,5 A4 0L om0 0] 2 = 0,6 D)t 2 D] ] 0,7
1,000,000 10 0m2et 200 L)l 0,8 | 0-0m1-20i0l 0l o 0,5
e 1,65 L2 0202001202 0,8} 0e3etGd-1=i-nim 0,7
100,000 10 Omf il 2 L= 0,8} 010l 02l 0,8
5 S § 3.3 6,6 10t =001 = 0,9} 0-3-0-0-1-0-20i0- 0,7
100,000 100 0t 001 =312 0,8 | 210100t imt 0.6
tube 6 .~ T 02| 2t ol 2 ] 2 11 01 0eli= 22l =3 5l 0,9
\ 00000 | Yoo 02021 <11 1 32 0o 2020} 12
tube 7 sael 23 0 Q2= 31 )23 1,1 0=2=0~1=1 0 it = 0,9
700,000 100 G20 = 20 0,8 | 1-0-2-1-t-idclu2nlm A
3,3 6,6 Dt =2t 2l 0,0 |
» S-S RS AL B 3 i 5oz ' \
tube 8 100,00 | 100 0=3-1-0b1-2m o2 D d b st "y
0,9 22 2t -0l ] 10221 A
' B v —t N4 2 4o 4
ol 100,000 100 EEREENELE | e :
2 1,1 0l 0 =321 = ! |
[ —— F — = e -1 - -
T 10,000 | 100 2t ] 23 12§ Er %
\ 3.3 6,6 o2l D2= A= :
.4 &S e S 4
kgt [ 10.000 T.000 | 0m3u)e2el o] 2] 2 f.5 | Pl e 1
5,6 3,3 1t 023 w1 11
— [ ¥ 1wl o 4
i 70,000 12000 fuldefReit e T R e Tt
1,65 1,2 1 140102 2=l :
RS o JRNLE 54l 4 4 P
AL 7.000 100 | 12et e 23] 22l 2 1,5 § ool Q
3.3 b, 6 3ol 2] ] 0l f 21 = O T
* [« 55 R4 - 9 i 2
s 7,000 10,000 | 1-0-0mi-2ui1ot= ) Beeas 1
tube 15 o S 2020110 : 2112021 <1 1,2
tube 16 Ll o 2e30 1 | 122l el 20 1,1
* -r A ,\.WL“W P’@ 59 N 4 N o ) \ 4
tube 17 el i L TR 1,1 | 2442040210 1,1
tube 18 T L HEREERTIER 1 2202wt ] 1 11
tube 19 + o PR RN R 0,9 | fe1 102310t im 1,1
tube 20 T L o 04204-1- 1 | 20243l G2t m 1,2
3,3 5,6 | »
tube 21 .aol R | 1002-340-1-0-0-1 1 0,8} 1=1-10-1<121m A
L.
4,98 54
tube 22 L e 112890240 1,5 | 200101221 0t _
— ~
tubo § bls | i R [ EXEW TR s_ 10200301 <1 0,8
”
— -
whotseis ol 1 L o000 1 1002020141 0,8
- i . U
n
tube 17 bis A .a.@m.m@. 0~ 01 23501 = 0,9 10t 02l 20 = 0,9
tube 19 bis | -2 i LY EEEREER A 001 <1 D=2 2 0,8
tube 21 bis &w d%%m.. 2~ 2| 22w =] = 1,2 O] ] D2 o] ] o] = i)
w2z bis | mE | b o oqas i 0m] 021 210 0,8
] .
_
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COURBE

Représentation du nombre moyen de bactéries par unité de la cellule de Thoma,

en fonction de 1a concentration du miljeu de culture en sulfate ferrique.
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RESULTATS

Nous avons tudié le développement du Perabacterium spelei sur des milieux
dont les concentrations en sulfate ferrique s*échelonnaient entre 1/100,000 ¢t 5/100,

Les divers développements obtenus se situent tous autour des valeurs moyennes
de 1 bactérie par unité pour les prélévements effectués en surface

0,9 bactérie par unité pour les préldvements de profondeur,

Les écarts existant entre les différentes valeurs et Teur moyenne sont pres-
que toujours inférieurs 0,3 bactérieset, par conséquent, peuvent Ctre imputés aux

erreurs expérimentales,

L'organisme se développe de fagon identique quelle que soit la quantité de
(304)3Fe2 introduite dans le milfeu de culture,

Cependant, i1 faut tenir compte du rapport existant entre jons Fo'F ot fons
FGH, rapport conditionnant le potentiel d'oxydo-réduction du milieu de culture, Au
cours de cotte séric d'essais nous avions préparé des milieux pour lesquels le rapport
entre ions ferreux et ferriques F-é-f:-?,; variait entre 1,32 et 4,4/100,000, Ces rapports
ne fournissent pas les conditions favorables de développement du Perabacterium puisque
nous obtenons seulement, en moyenne, une bactérie par unité de Thoma, alors que lors des
essais de culture faits précédemment pour la recherche de 1'action du sulfate ferreux,
nous avons obtenu des développements plus importants, les rapports-ﬁ-g:%ayant yarié
entre 1,32 et 78,600,
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Xl. ETUDE DES EQUILIBRES [ONJQUES
FAVORABLES AU BON DEVELOPPENENT DU PERABACTERIUM

et s 9.

5
So o

A, DETERHINATION DU HMEJLLEUR RAPPORT IONIQUE
‘ 4

woe e

Lors des séries de cultures ayant pour but d*étudier, tour 2 tour, les
actions des différents sels minéraux constitutifs de la solution saline de Winogradsky,
nous avons relié le nombre de bactéries obtenu 2 la concentration du milieu on la subs-

tance Studide,

La connaissance de ces valeurs,permettant un développement optimum lors des
diverses séries d'essais n'était pas suffisante pour nous conduire & la constitution du
milieu le plus apte & la culture du Perabacterium, En effet, 11 nous fallait connattre
Jes valeurs des équilibres ioniques 3 respecter, Les apports &tant faits surtout sous

forme de chlorures et de sulfates, i1 est apparu intéressant de rechercher les valeurs
fons C17

jons 304"‘"

des rapports

Dans tous les tubes préparés pour la recherche de 1*action du PO HKZ’ les

4
sulfates et chlorures figuraient en quantité inchangée, laissant fixe ot égale 2 2, la

valeur fonique __C_l_: .
0y
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Mlais, en introduisant dans les milieux, sulfate de magnésium, chlorure de
sodium et sulfate de mangandse, en plus ou moins grandes quantités, lors des séries
d*essais successifs, nous avons créé, entre fons, des rapports trés variables qui ont.

&6 calculés et figurent dans les tableaux précédemment présentés, |1s varient entre 3

5/1,000 ¢t 63 pour les essais portant sur 1'étude du SOl’Mq

1/100 et 780 pour les essais portant sur 1'étude du Clia

6/1,000 et 2 pour les essais portant sur 1'étude du SO, Mn.

4

Nous avons relevé les valeurs des concentrations et du r'apport—sbc-]-:ayan‘t

conduit aux meilleurs développements lors des cultures effectuées 3 4

SUBSTANCE & CONCENTRATION AYANT CONDUIT R‘“E‘]’ERI DEVELOPPENENT | DEVELOPPENENT
ETUDIEE | AU OEVELOPPEIET WAXINBI | <K= | EN SRFACE | EN PROFONDEWR
j
1.65
! LR
50, Ll 0,2 9,3 9
CIN 5 0,57 5.5 3
2 100, 008 ’ ’
S0 Min " - ) 3 2.7
; 3.000.000 '

Le SO4Mn stest montré jouer le rBlc d'oligo=1ément : c'est donc essentiel-
lement sa présence & la faible concentration d'environ 3,3/1,000,000 qui est détermi-

nante d'un bon développement du Perabacterium,

Le CINa &tant trds vite inhibiteur - 3 partir d'une concentration de
3/10,000 ~ le rapport 'gél::n 0,57 n*a pas paru pouvoir Btre choisi comme valeur 3

rctenir pour la préparat%on ultéricure du milieu de culture amélioré,

Lors de 1'étude de 1'action du SOI'MQ, 1¢ meilleur dévelcppement ¢
9,3 bactéries pour le prélevenent de surface
9 bactéries pour le préldvement de profondeur
a 6té obtenu pour la concentration de 1,65/1,000 & laguelle correspondait le rapport

I1£J
& 0,20, tandis que 1'ensemencenent d*un milieu de concentration 3,3/1,000 et de
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rapport-gg-‘-;rn 0,10, nous permettait d'obtenir 2
8,8 bactéries pour le préldvement en surface

7,8 bactéries pour e préldvement de profondeur,

Ces deux milieux se sont montrés assez favorables & la culture effectuée,
le nombre d*organismes ayant doublé par rapport 3 celui que nous déterminions dans le
tube témoin X,

L*équilibre entre jons €1~ et SO 4* 1e plus favorable au bon développement
de Perabacterium apparaft exister lorsque le rapport "Sg-]'zest voisin de 0,20 ou compris
4

entre 0,10 et 0,20,

Aussi cet quilibre sera~t-il mainteny entre chlorures et sulfates constitu~

tifs des milieux de culture préparés ultéricurement,

B, CHOIX DES CATHIONS A INTRODUIRE DANS LES MILIEUX DE CULTURE

Sp———

Un autre problime se posait : sous forme de quels sels nous fallajt=-il intro-

duire sulfates et chlorures ?

Dans 12 solution saline de Winogradsky figurent 2
- chlorure de sodium

- et sulfates de magnésium, de mangandse et de fer,

Mais peut=-&tre 1'adjonction dtautres chlorures ou d'autres sulfates aux

milieux de culture permettrait-elie de les anéliorer,

Nous avons donc procédé 3 des ensemencements sur substrats ol étaient prée
sents, outre le sulfate de mangandse et les sulfates de fer des solutions de Winogradsky,

1tun des chlorures et 1'un des sulfates suivants
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KC1, NaCl, Higcl,, CCl,
et 0K, S0,M,, SO,lig

fntroduits deux 2 deux pour des essais successifs,

EXPOSE DE CES ESSAIS

MILIEUX UTILISES

Sont utilisés pour la constitution des tubes de culture

= une solution saline de !!inogradsky dépourvue de ClNa et de SO 4Ng

et que nous avons appelée solution A,

Sa composition est la suivante :

PO 6HK2 5 ¢
S0 4Mn 0,05 ¢
(S0 4)3Fe2 0,05 ¢
eay 1,000 ce

- une solution saline de linogradsky modifiée, dépourvue de Clila et

de 304i:!g, appelée solution B et constitude comme suit @
PO 4Hl(2 5 g
S()Je 0,05 g
S0 4h1n 0,05 g
eau 1,000 cc

- des solutions au 1/1,000 de KCl, NaCl, ligCl,,, CaCl,
et de SO4K2, 304Na2 et 304:dq

- une solution de peptone 3 1 %

« un bouillon de pommes de terre,

CONSTITUTION DES TUBES

Dans chacun des tubes sont portés :
1 ¢c de solution A



1 cc de solution B
3 cc de solution de peptone

3 cc de bouillon de pommes de terre

constituant 8 c¢ auxquels sont ajoutées eau et solutions de chlorures et sulfates en

quantités telles que, dans chaque tube, existe un rapport ———===6gal 3 0,2, Nous effec-

Y
301,""
tuons toujours 1'apport de (I)BCa dans le milicu,

Nous avens donc constitué une série de milieux de culture pour lesquels le

repport fonique sgl est maintenu constant et €gal 3 la valeur établie de 0,20,
4

Ces milieux ne different que par 1*apport de divers cathions dont nous

recherchons les effets sur le développement du Perabacterium,

CHLORURE SULFATE EAU

fube 8 | sols Qe KBl Bremsewmt o5 { ol do 50 Nazh . Ocd 12

1,000 1s 000

1
tube 2 1§ sol, de KC1 & 1,000 =1 cc i sol, de 304K2 h,‘ 000 = Meccy 10 cc

tube 3 | soly do KO 3=—moms1 oo | sol. do SO Mg e Boc]| 13 cc

1,000 4 1,000
1 1
tube 4 1 sol. de NaCl é—-*-—,l o0 1 cc i sol, de SO Na2 é—a-éﬁz- 12 cc 9 cc

tube 5 | sol. do NaCl af}mucc sol. de S0 Ha, h—l—~=15cc 5 6

tube 6 | sol. de NaCl 57.'2)'0‘0“’1 ce | sol. do S0,tig 3 - 800 “10ce 1 ce
tube 7§ sol, de Hgll, 3= éoo =300 | sol. do 50 e, 2w 5= 7o | 14,5 oo
tube 8 § sol, de hlgClz AT:ETO-O-w;-cc sol, de SO4K2 3 " 2)00 8cci 13,5 cc
tubo 9§ sl do fCl, 3 7 2)00 Tec | sol. do 0,1l 2 3 L= 6o | 15,5 cc
tubo 10 | sol. do Catl, 2 = 000 =3 o | sol do 0,Ma, 37 (1]00 6o | 15,5 cc
tube 11 | sol, de CaCl, 3 i 800 ; oo | sol. do S0 35 e G| 13,50

tube 12 | sol, de CaCl2 51 000 2

sol, de 804Mg 5W= 5cci 16,5 cc
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ETUDE DU DEVELOPPEMENT DES ORGAHNISMES DANS CHACUN DES TUBES

Résultats des comptages effectuds,
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4
PRELEVEHENT Eil SURFACE - PRELEVEMENT EN PROFONDEUR ——
HOLECULALRES HOMBRE DE BACTERIES PAR UMITE DE T! TR Y NGUBRE OE BACTERIES PAR UNITE DE Twoua § MOYENN
3
et l.Q Y (G '.. - '\_ i g o v, 'Dl
CIK 100,000 | 1-0-0=1=1-0-01-0-0 0,4 § 0=l et =l O] 0,6
tube 1 3
S0, e, To00 4 2~0-0-0-0-0-10- 0,3 | 1-0-0efelmt0m0=0=1~ 0,5
ClK | Deljon] ml R ] = = 0,8 1 2-0-0-4-Dtuleeiulindm 0,3
tube 2
80,5 o | 10010002041 0,5 | 102000100~ 0,5
w N 4 J, 2 0
CIK T30 ELEFEEREL S 1,4 1 =102~ DDlml 2w 0,8
*tube 3 B
Dy e | 1-0-0-22~1 201 =5 1,2 0 T O O O T N O 0,9
Ctle == | 0eft0t 0 0,3
S R it it Ve
tube 4 5 (] ] 00=1 0 =02 0= 0,5
wo\».amm g =] (a0 m0m] = 0,5
3
A es——
Clha 755500
tube 5 9K ; 1 0,48 1 1t -gutalat= 0,5
10,000
Qe 5§ 1-0m1=0-0-0-0-0b - 0,3 | 2-0-0-0-1-00-0-0-0- 0,3
tube 6 3
0,ig g | 1-2-0-0-0-10-0-0-1~ 0,5 | 1=0-0-0-0-0u21 00w 0,4
‘ 1,5 i
M e B (30 () il Vo ] - o (e e
Cl,ig T30 | U==0=1=0-0-2-0-01 0,4 1 OOt 0] 001 0,3
tube 7 2
0, fla, 0000 | 001 =0=0-1 20300~ 0,6 § 0=0nf =0t Lmm2 01 = 0,5
; 1.5 ,
i [ENSSE.E. 5. S Beitalla D -
SN ig 100,000 1 A P O O 0,7
tube 8 95 (ot ) et s )it 0,6
0 K Y - s 02
S0,k 100w | 0010200102 0,6
1,5 )
ﬂ, [ERELE 1, O - o L [ Maal - Jala
Cl,tig 750000 EEEEATE T 0,8 | Dm0t wf =201 0,8
tube 9 )
S0, ig o0y | 201012002t~ 8,9 § O-lielentulinfalndsde 0,7
1.5
N - P I [ 0,8
(1, Ca 750000 | 0-1=0-2-1-2-0-0-02 ,8
tube 10 5 O] oot 2 Ll L2 0,7
H: " o, 1 .
0,1, 000 | 0102001101 0,6
1,5 ,
ﬁ/ " 'IIIL-I-_I'II \/.'l X 4' - - '\ s ‘. - -
1, Ca T Zelllloc) it linllic D 0,9 | O<lwfdiet ]t =0t 0,8
tube 11 25
0K, =t | (ufuff?nt ] 0Lt = el it ol G
wc% T0000 | 001121100 0,7 | 20-0-0m2-0~1-011 ,7
1.5 )
el | 0 (e ] D] D] EEREER S E N 0,8
C1,Ca T305000 | 1201 =10-1-0-0-1 0,7 1 0el-0-1~1-2-0-111 .
tube 12 '
S0lg oo | 100201201 <1 0,8 § G2l aluliulictnt-li 0,6




| NTERPRETATION DES RESULTATS

L*étude de ces résultats

- confirme I*action inhibitrice qu'exerce le sodium s'il n'est &

pas introduit dans le milieu 2 la concentration précédemment déterminfe et voisine de
5/100.000, Les tubes 1, 4, 5, 6 et 7, ol est présent le cathion Na+, fournissent des
développements trés faibles, inférieurs 3 0,5 bactérie par unité de Thoma,

- net en évidence 1'action assez favorable qu'exerce le potassium

Torsqu'il n'est pas cn présence d'une dose inhibitrice de sodium,ainsi qu'en témoignent
les tubes 2, 3, 8 et 11,

- met en €vidence 1'action favorable du magnésiun : le tube 9 renfer-

mant C]2Mq et SO 4Mg conduit a un développement de 0,9 bactérie par unité, Ce développe=
ment reste assez jmportant quand ig et Ca sont associés : le tube 12 fournit 0,7 2 0,8
bactérie par unité,

Ces constatations sont en accord avec 1'existence du Perabacterium sur
terrains dolomitiques ol 1 a ét¢ repérd, En eoffet, 12 dolemie, formée d'un carbonate
double de calcium et de magnés‘lum,es’c apte 2 fournir 2 la bactéric des é1éments et des
associations ioniques favorables i son développenent,

- fait apparattre que les meilleures conditions se trouvent réalisfes

lorsque sont réunis les cathions K et llg ¢ 1c tube 3 renfermant KC1 et SO l.hig permet
d*obtenir ¢
1,3 bactérie par unité pour un prélévenent de surface

0,9 bactérie par unité pour un prélevement effectué en profondeur.

L'examen du tableau des résultats nous conduit donc 3 conclure que 1'asso-
ciation des fons K et g est susceptible de fournir des conditions intéressantes de

développenment,

Nous allons maintenant rechercher sous quel rapport ces cathions K et lig

doivent coexister dans les milieux de culture,
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Co RECHERCHE DU HMETLLEUR RAPPORT A.ACCORDER AUX CATHIONS K ET Mg

T s

La série de recherches précédentes montre que 1a présence d*ions K et lig

rend le nilieu de culture favorable au bon développement du Perabacterium,

Mais quelles quantités de ces cathions faut-il introduire pour que soit

réalisé, entre eux, le rapport le plus adéquat 2

11 convenait de procéder & une série d'essais nous permettant d'effectuer

cotte détermination, essais exposés ci-apris,

MILIEUX UTILISES

Sont utilisés pour 1a constitution des tubes de culture s

~ une solution A, établie précédemment, dont 1a composition est la

suivante ¢
PO,}HK2 5 ¢
SOAMn 0,05 ¢
(304)3Fa2 0,05¢
eau 1,000 ce

- = une solution B, déja utilisée lors des essais précédents et consti=

tuée comme suit 3

P04HK2 5 g

304Mn 0,05¢
SO4F9 0,05¢
eau 1,000 ct

- une solutfon de peptone 2 1 ¢

- un bouillon de pommes de terre.



CONSTITUTION DES TUBES

Dans chacun des tubes sont portds s

1 ¢c de solution A
1 cc de solution B
3 cc de solution de peptone

3 cc do bouillon de pommes de terre

constituant 8 cc auxquels nous avens ajouté KC1 et SO N‘ao en quantités telles que :
le rapport du nombre total dions C1™ présents, au nombre total d'ions
mo»..s.. dans chacun des tubes, soit égal
ces conditions ¢taient réalisdes lorsque nous introduisions une solution appelée solution
type et telle que ¢
2 cc de solution de KC1 & 1/100
sofent ajoutds a 16 cc de solution de SO,ig 3 1/100,

49
Diverses quantités de cette solution-type ont 6t ajoutées aux 8cc préexis=
tants dans les tubes de culture, |1s y maintenaicnt un _‘scuol e =0,2; le rapport
.u_.mmmLm.. variant de la fagon suivante b
fons flg
7 VOLUUE 0E LA SoLUTIO TYPE 4 o oo oo ol i
AJOUTE AUX 8 cc INITIAUY | VOLUIE D'EAU 1 RAPPORT 4 101S Tig |
tubo 1 2 gouttos =7t oo 22 oo 20
2
tube 2 4 gouttes = 70 e 22 cc 8
tube 3 6 gouttes = AM ce 22 ¢c¢ 5
4
tube 4 8 gouttes = 70 ¢¢ 22 oo 4,3
tube 5 10 gouttes n..mﬁ ce 215 ot 3,5
tube 6 12 gouttes n..é._m. ce 21,5 ot 3
tube 7 14 gouttes ==L cc 21,5 o 2,5
tube 8 16 gouttes u.ﬂ% cc 21 ce 2,3
g
tube 9 18 gouttes =70 ¢ 21 cc 2
tube 10 | 20 gouttes = 1 cc 21 cc 1,9
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ETUDE DU DEVELOPPEMENT DES ORGANISHES DANS CHACUN DES TUBES

Résultats des comptages effestuds,
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oS K PRELEVEIENT EFFECTUE EAf SURFiCE o PRELEVEIENT EFFECTUE EN PROFONOEUR
REPPORT T0HS Tig. | WOIBRE HOYEN OF BACTERIES 2R UMITE OF THWA | "OYE™E | wonisRe HOVEN DE BACTERIES P-R UHITE DE THoua | MOYENNE
o 1 ’ D )3t 2 )] w2 1,6 | 42t -0u1=32u1 1 1,6
2 i) o] 2t 2 15| 0-1dmdel b2t =2-0m 14
b 2 : §=1 2321 1 1,3 | 2102121 1,2
' Sl et 2 o o2 15 1 10m30m12m] D2t m 13
Ol o 3o 14
tube 3 ) o w2 | 301 2 =2 y1g | 1023031204 X
i 3o 3nl)od w2l 2 0 ,
tubs 4 I P pourswye P | 1902t 2t 1,7
3oty il 5
tub 5 3,5 | Sefmbebubudeude b | e bl
B3t mbp B e = om 5, I ?
tube 3 22w 3mhm3d mll2n 2,0 | 10m30eh2t 2 8
3ot 22 el 2 2
tube 7 2,5 | e Lg | ReIe0=02-1202- 1,9
tube 8 2,3 2 o2 )] 2 1,8 | 223140212123 17
tubs § 2 0t 2 o2 ] 1,5 1 12-3024-14122- 1,5
1R mh2 oo o a2l 1,4
tube 10 1,9 b3l ] O] 2 O Neveneupery s
tube X
et Syl 2 o 3,5 | G=3-3u12mmbt 3




CONCLUS]O

L'6tude des résultats montre que e meilleur développement du Perabacterium
4,9 bactéries par unité pour le préldvement de surface
4,3 bactéries par unité pour le préldvement de profondeur

ions K ¢
ous 3o était égal 2 3,5,

est obtenu pour le tube 5 pour lequel le rapport

En conséquence, ce rapport sera respecté lors de la constitution du miliey

de culture amélioré dans le bilan minéral qui va suivre,

D, ETUDE DE L*EQUILIBRE |ONQUE ENTRE SELS FERREUX ET FERRIQUE

T

Lors de 1'étude de 1%action du sulfate ferreux sur le développement du Pera~
bacterium, les concentrations en S0 4Fe varfaiont entre 1,6/1,000,000 et 6,6/100, tandis
que les repports entre fons Fe'" ot Fa' ' s*échelonnaient entre 1,32 et 2,800,

Les résultats ont montré que Te développement maximum :
15,7 bact€ries par unité pour un préldvenent de surface
12,5 bactéries par unité pour un prélevement de profondeur
était obtenu pour une concentration de 5/100 3 laquelle correspondait un rapport

jons Fe'H'

fons FeFt 4,80,

Quand nous établirons le mflieu de culture le plus favorable au dével oppe=
ment du Perabacterium, nous veillerons donc 3 ce que cet Gquilibre fonique soit maintenu,
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X1, BILAN KINERAL

ST sBacty

CONSTITUT{ON DU MILIEU DE CULTURE

Les essais précédents nous ont permis de déterminer quelles concentrations
i1 convenait d*accorder aux sels minéraux constitutifs d'un milieu de culture favorable
au bon développement du Perabacteriun et quels équilibres ioniques devaient y 8tre main-

tenus,

Rassemblant ces différents résultats, nous avons constitué un milieu de
culture qui groupait les substances minérales en quantités et en rapports tels que les
conditions optimum de développement sofent réalises 3

Chaque tube ds eulture de 30 cc devait renfermer s
P04HK2 a la concentration de 1/10,000 (comme dans e tube 8 des essais PO4HK2)

obtenue par 1*apport de 3 cc de solution de PO 4HK2 3 1/1,000,

S0 4Mg a la concentratfon de 1,65/1,000 (comme dans le tube 2 des essais S0 4Mg)
obtenue par 1*apport de 5 cc de solution de SOI'Mg 3 1/100,

ClNa 2 1a concentration de 0,5/10,000 (comme dans le tube 6! des essais ClNa)
obtenue par 1'apport de 1 cc de solution de ClNa 3 1,5/1,000,

S0 4h1n 2 la concentration de 3,3/1,000,000 (comme dans le tube 2 des essais SO 1'Mn)
obtenue par 1'apport de 1 ¢c de solution de SOIIMn 3 1/10,000,
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La concentration en 304Fe devait 8tre 6gale 3 5/100, 1a concentration en

(804)3F92 s'étant avérée sans importance, mais ayant 3 apporter les fons Fe'™ en quan~
e

tité telle que le rapport-%gx;;-soit égal 3 39,600,

Ces conditions sont réalisées en introduisant

15 ¢c¢ de solution de 804Fe 3 1/10

et 1 cc de solution de (SOI,)SFe2 3 0,5/10,000,

CIK est ajouté de telle facon que 3

jons C1°
fons S0,
valeurs favorables de 0,10 % 0,20,

ions K
et que le rapport Tons g

1 cc de solution de CIK & 1/10,

le rapport du milieu soit égal 2 0,15, compris entre les

ait pour valeur 3,5, ce qui nécessite 1'apport de

Nous constatons que les substances constitutives du milieu de culture doi-
vent 8tre présentes 2 des concentrations bien détermindes et qui varient
entre 5/100 pour Te sulfate ferreux
et 3,3/1,000,000 pour le sulfate de mangandse,

Nous pouvons donc distinguer 3

« les substances trophiques 3
mfemmwg-mK“mwg.mm
qui interviennent 3 des concentrations relativement importantes en fournissant des §1é-

ments nécessaires aux synthdses du Perabacterium,

- 6t une substance oligodynanique
304Mn
qui doit 8tre présente  dose extr@mement faible et agit donc en qualité d*oligo-§1ément.

Nous avons ajouté les substances organiques en m8mes quantités que lors de
toutes les expériences précédentes ¢

L'adjonction de 3 cc de bouillon de pommes de terre portait e volume total
du milieu de culture 3 30 cc, volume 3 respecter exactement pour que les différentes
substances minérales introduites sofent présentes dans les tubes aux concentrations ine
diquées précédemment,
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Nous avons donc effectué 1*apport de 0,03 g de peptone sous forme sdche =
apport qui équivaut i 1'adjonction de 3 cc dtune solution de peptone 3 1 %=,

Nous ajoutons le COsCa nécessal re,

ENSEMENCEWENT DE CE W]LIEU ET DEVELOPPELENT DU PERABACTER]UM

Trois tubes de culture de composition indiquée ci-dessus ont été préparés,
ensemencés et portés 3 1'étuve,

11 est apparu dans ces milieux un trouble beaucoup plus intense que celui
observé lors des cultures précédentes, Ce trouble était prometteur du développement

d'un nombre important d'organismes,

Les premiers préldvements effectués ont montré que le nombre de bactéries
par unité de Thoma était trop grand pour pouvoir 8tre déterniné directement par la

néthode habituelle de comptage, sans risques d'erreurs,

Aussi avons=nous procédé a des dilutions,

Les prélevenents du milieu, faits en surface et en profondeur, ont 6té dilués
au 1/10 par adjonction d'cau,

C'est chacune de ces dilutions qui a 616 examinée et pour laguelle nous avons
recherché le nombre de bactéries par unité de 1a cellule. Le nombre de bactéries par
unité de Thoma existant dans le milieu était obtenu en multipliant par 10 la valeur pré=

cédenment relevée,
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RESULTAT DES COMPTAGES

= Pour deg préldvements de surface

DILUTION AU 1/10 D'UN PRELEVENENT DE SURFACE | NOMBRE WOYEN DE BACTERIES | NOMBRE MOYEN DE BACTERIES
NOMBRE DE BACTERIES PAR UNITE DE THOMA ~ § PAR UNITE POUR LA DILUTION { PAR UNITE POUR LE PRELEVEWENT
’ ' .
T 4,8 48
Bm3ohmSmbimbim Gl 4,6 8 (o
4GB iln 6,1 61
B3 =552 2 m 5,3 53
Tehm Gt im5in 56 16
3uhmiub3m5m 4,3 B Y4 | R P
he Q5B 5,2 R (==
5l 5,1 51
o3G5 5 5 } 53
b7 5,8 58 i

- Pour des préldvements de profondeur

DILUTLON AU 1/10 D'UN PRELEVEMENT OE PROFONOEUR | NOWBRE HOYEN DE BACTERIES |  NOMBRE HOYEN OE BACTERIES
NOMBRE DE BACTERIES PAR UNITE DE THOMA PAR UNITE POUR LA DILUTION | PAR UNITE POUR LE PRELEVEHENT

53wl w el 5,3 ) |
§e5mFmie5md a5 46 46
JnGabaTububin 5,5 55 ( %
3udhaBimim G 5,8 48 48
ol )3 43 43
3BT =BTelp 5 mlm 4,9 o A




RESULTAT

Nous avons établi un bilan minéral qui nous a conduite 3 constituer un milieu
de culture ol figuraient les substances minérales en concentrations et rapports corres-

pondant aux meilleures conditions de développement du Perabacterium,

Les comptages effectués ont fait apparaftre, sur ce milieu, un développement
de :
%0 bactéries par unité de Thoma pour un prélavement de surface
48 bactéries par unité de Thoma pour un prél2dvement effectué en

profondeur

11 s'avére donc considérablement amélioré par rapport 3 celui qui 6tait
ensenencé, au début de nos expériences et qui a constitué le tube témoin X, conduisant
a un développenment de :

3,6 bactéries par unité pour un préldvenent de surface

2,5 bactéries par unité pour un pré12vement de profondeur,

le coefficient d'amélioration étant do :
14 pour 1e développement en surface

et 19 pour le développement en profondeur,

Aussi, en raison de son intér€t, ce milieu de culture, anélior§ du point de

vue ninéral, sera=t-il retenu et utilisé dans les expériences qui vont suivre,

Pour un volume de culture de 30 cc, 11 s'établit comme suit 2

3 cc de solution de POIiHK2 3 1/1.000

5 cc de solution de 804!119 3 1/100

1 cc de solution de ClNa 2 1,5/1.000

1cc de solution de 804{11n 3 1/10,000
15 ec de solution de SOI}Fe 3 1/10

1 cc de solution de (504)3Fez 3 0,5/10,000

1 cc de solution de KC1 3 1/10

a compléter 2 30 cc par 1'adjonction de substances organiques,

Nous effectuons toujours le m@me apport de CO3Ca.
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XI1], ACTION DE LA PEPTOME SUR LE DEVELOPPEMENT DU PERABACTER]UM

Nous nous proposons maintenant d'étudier 1'action de substances organiques
sur le développement du Perabacterium afin de déterminer 3 quelles concentrations {1
convient de les introduire dans Te milieu de culture amélioré du point de vue minéral

pour obtenir un milieu apte & permettre un développement optimum de la bactérie.

Nous rechercherons tout d'abord quelle action exerce la peptone sur le déve~

loppement du Perabacterium,

PREPARATION DES TUBES DE CULTURE

Chaque tube est constitué par adjonction de substances organiques au milieu

de culture amélioré du point de vue minéral,

La composition des tubes s*établit donc de l1a fagon suivante :
3 cc de solution de PO‘!’HK2 3 1/1,000

5 cc de solution de SO I,mg 3 1/100

1 cc de solution de ClHa 2 1,5/1.000
1 ¢cc de solytion de 304Mn % 1/10,000
15 cc de solution de SO Fe 3 1/10

1 cc de solution de (334)31-‘92 a 0,5/10,000

1 cc de solution de CIK 3 1/10
auxquels nous ajoutons, outre le mSCa, 3 cc de bouillon de pommes de terre et des quan-
tités variables de peptone pour réaliser diverses concentrations en peptone, ainsi qu'il

est indiqué ci-dessoys.
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QUANTITE DE PEPTONE [NTRODUITE

CONCENTRATION DU MILIEU EN PEPTONE

tube 0 nulle nulle
L at 3 — —
tube 1 5 ¢t d*une solution 2 0,03 g pour 500 cc 000,000
& o 8 - .
tube 2 5 ce d*une solution & 0,03 g pour 90 cc 100,000
tube 3 lcc d'une solution a 0,03 g pour 5 cc :
2 2 10,000
tube 4 0,03 g .
¢ 1.000
tube 5 0,3 g -
s 100
tubo 6 3 g ..
10
tube 7 6 o -
5
1
tube 8 7,5 g i
tube 9 0 4 -33-—
tube 10 15 ¢ -;-




—85-

ETUDE DU DEVELOPPEMENT DES ORGAN]SHES DANS CHACUN DES TUBES

Résultats des comptages offectués,



-85 -

| CONCENTRATION | PRELEVEUENT DE SURFACE NOMBRE MOYEN NOWBRE HOYEN PRELENENT OF PROFONOEUR NOMBRE HOYEN NOMBRE MOYEN
DU MILIEU | NOMBRE OE BACTERIES PAR UNITE |  DE BACTERIES DE BACTERIES POUR | NOMBRE DE BACTERIES PAR UMITE | DE BACTERIES PAR UNITE |  DE BACTERIES PAR UNITE
~ EW PEPTONE f POUR UN HILIEU DILUE AU 1/10 § POUR LA DILUTION | LE PRELEVEMENT IMTIAL | POUR UN MILIEU DILUE AU 1/10 |  POUR LA DILUTION | POUR LE PRELEVEMENT [NITIAL
fhmu ol 43 3,3 33 Sl B 3,5 35
tube O}  nulle Srmd e o D23 3,4 34 35 802 Bt a3 3,2 2 R
fom3dn 3o Gt 4 40 Ju2Fwhdatoet = 3 0
o35Gl 4 50 fomlom 42 R
tube 1 -1—~1 T B e s e 41 i 43 RS § 40 40
o Sohneudbih bt 4y i 32 GG 3,7 i
2335l 3,7 rf o253 3,4 34
tube 2 | msteme | AededeGudn2ete byl i i dpm 32 m B2 e 3,7 7 /4
. fo3omim B35 4,5 45 R R W 4 40
. §eB5bbabolm 43 i3 2Bl 3u2 T e 3,9 B i
tube 3 T | BeimdedebeteTudoSehen byk b 45 2o il il B 43 3
3Tl 4,8 48
; e i et byl 44 oS5 47 p
tube & 100 B i aia S O 542 52 48 7 lh5nbin5bim 51 51 49
. 5T ol 4yt i ey !
ST GG PG5 6,1 61
: - T mBeT <TG 8,4 B4 [ 64 R R EEE Y 6,1 o)
tube 5 ') R 6,6 66 @ | 6-7eBabub-8ohbm 55 55 60
hmlpmGmim ] B 5,9 9 ) o BB 5B T b T 6,5 85
Bele 5Bl Bm 6,2 &
4} Be5e5ehe3bese 5,1 51
tube § m 56t 35l it i g 49 fen5ud ] B 4,8 48
1 C;Ma@ 6-;a:xgzdi ;:231 on Comptage sans dilution
1 121 o] 62 1221 82 3 18
tube 7 : 19-20-22 161 82219241 2 % 19 16151 310201 61 3221 Bn 16
’ . 1601 Be
1 232 wBolpomlon 4,3
tube 8 T [REeS I 2 g 5 23T b Bomkn 5
.1.. 1 1—3'2—4-2.&'4-4. - 2,5
tube 9 R PESTRTS TR : 2,7 p 1,9
T Rl 2
tube 10 10 | 142602+ 7 EEEEERAE 1
-
tubo X Sans dilution di lutfon
2o 3l 35 3, {mJad oy Jl Gl I 2,7

témoin




Représentation graphique du nombre moyen de bactéries par unité de 1a cellule

de Thoma, en fonction de la concentration du milieu de culture en peptone.
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RESULTATS

L'étude des diverses valeurs obtenues montre que 1a présence de peptone
dans le milieu de culture, 3 des concentrations inférieures 3 1/10, est favorable au

développement du Perabacterium,

En effet, pour lc tube 0, dépourvu de peptone, nous décelons :
35 bactéries par unité pour un préldvement de surface
et 32 bactéries par unité pour un prélevement effectué en profondeur
tandis que le tube 1, oli 1a concentration en peptone est €gale 3 1/1,000,000 permet
1'installation de ¢
43 bactéries par unité en suface

et 40 bactéries par unité en profondeur,

La peptone étant introduite en quantité plus importante, le milieu de cule
ture s'anéliore et le nombre d*organismes staccroft, Nous obtenons :
62 bactéries par unité pour un préldvement de surface
et 60 bactéries par unité pour un préldvenent de profondeur
pour unc concentration en peptone de 1/100 au-deld de Taquelle le nombre de bactéries
des cultures dininue, des concentrations supérieures 3 1/4 exergant une action nettement

inhibitrice sur la croissance,

Pour chercher 2 atteindre les conditions les plus favorables de développe=
ment du Perabacterium, 11 conviendra donc de constituer un milieu de culture ol Ja pep=

tone figure 2 la concentration de 1/100,
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XIV. ACTION DU GLUCDSE SUR LE DEVELOPPEMENT DU PERABACTER]UM

Apres avoir §tudié 1'action d'une substance peptidique sur le développement
du Perabacterium, nous nous proposons de rechercher 1'influence exercée sur ce développe=

ment par un glucide, le glucose,

Les tubes de culture seront dépourvus de peptone et constitués par adjonc-
tion de quantités variables de glucose au milieu amélioré du point de vue minéral, L'ap-
port de bouillon de pommes de terre sera effactué comme lors de toutes les séries de

culture précédentes,

PREPARATLON DES TUBES DE CULTURE

Les tubes sont constitués de 1a fagon sujvante ¢
3 c¢ de solution de P04HK2 3 1/1,000
5 c¢ de solution de SOQMg 3 1/100
1 cc de solution de ClNa 2 1,5/1,000
1 cc de solution de 804Mn 3 1/10,000
15 cc de solution de SUQFe a1/10
1 cc de solution de {(SQ‘),SFQ2 3 0,5/10,000
1 cc de solution de CIK 2 1/10
3 cc de boulllon de pommes de terve
auxquels nous ajoutons le CO3Ca et des quantités variables de glucose, pour réaliser
diverses concentrations ainst qu*il est indiqué dans le tableay suivant :
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QUANTITE DE GLUCOSE INTRODUITE CONCENTRATION DU MILIEU EN GLUCOSE
Lose 1 ; —
tube 1 5 o d'une solution a 0,03 g pour 500 cc 7-000.000
Lot !
tube 2 > cc d'une solution 2 0,03 g pour 50 cc 100,000
tube 3 J"cc d'une solution & 0,03 g pour 5 cc . J
2 ’ 10,000
tube 4 0,03 g -l
3 1,000
tube 5 0,3 ¢ s
? 100
tube B 3 g -
10
tube 7 5 g 4
5
1
tube 8 7,5 g o
1
tube 9 10 g¢ =R
1
tube 10 15 ¢ .




ETUDE_DU _DEVELOPPEHENT DES ORGANISMES

Résultats des comptages effectuds,
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. PRELEVENEIT EN SURFACE , PRELEVENENT EFFECTUE EN PROFOHDEUR
T RN y _
CONCEITRATION EN GLUCDSE ¥ om0 pioTERIES PAR UNITE OF Thows | "OYEWE & \oeRe OF BACTERIES PIR UNITE OE Thow | NOYEMME
hibe ¥ . . a5y maBim Gl XN U EEVERTEREY 36 | iy
1,000,000 (R S W 3,5 { 97 | hedlmdebohadadedute 3,1 & ’
Sie § 1 Toabl 5 5euhmT 12 6,7 { g5 | 12mhedelmudulbmsnsn 6 | o
uve 100,000 il 5l G Bm55mm 5,8 { 7" | 4=bTm52bm5mB55m 54 (
i 1 15121 o] G Ot Ton 1 0] 5 13 [, | 12-14e10-15-20-0-26<14-1 3 18 {
ube 10,000 200121 380201 =1 8=1616~10= 15 10wt 412 18-8-17=13<16-17= 14 ’
B 1 1Bt G2 202 3G 222 6= 20 |,y | 1204-212216-16-4724 18 | "
ube 1,000 142021 =151 ] 5222717 2 2! B Bm222 8] h1720-21 20 21 k
1 2425152 8212721 = 23
tube 5 = 281 622292 52226 24 15252423 15-16-627- o % 2
tube 6 1 Q012 mu7 =G =G Gre 9 {4y | 12-14eBr101 10206 10
ube 10 100108171 3111011 1 1128010’ 1 <1221 41010 10
e 1 57 w1 012878 0,2 | g | 4=5-7-8--5-o6- 6 |
4R 5 4=6-10-5=7-8-912= 7,6 {177 | 5278127287810~ B
e 1 fBm3u? =75k 5 N s 5 1 4,
e } 6l 3785555 5,8 77" | 4B=7m3-5mhab5mkntn 52(
b 1 Byl 33 5 R R A 52
une 3 BeBBe ez B 8,5 (77 1 7412 —5abadeBelad=3= 53
tube 10 5 5235301 2= 3 §o50=32=3m b3 3,1
tube X témoin 32 G5l T 3,8 | 2~3m5mbumineimtelmie 2,9
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COYRBE

Représentation graphique du nombre moyen de bactéries par unité de la cellule

de Thoma, en fonction de la concentration du milieu en glucose,
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RESULTATS

L*étude des valeurs détermindes et 1'examen des courbes tracfes montre que

le glucose exerce une action inhibitrice sur le développement du Perabacterium,

En effet, sur les milieux ensemencés au cours de cette série d'essais, le
nombre de bactéries par unité de Thoma reste toujours compris entre 3 et 24, Or, un milieu
ne renfermant que substances minérales et bouillon de pommes de terre, permet d*obtenir

environ 35 bactéries par unité,

Les développements s'étaient révélés beaucoup plus importants lorsque 1'ap=

port de substances organiques s'effectuait sous forme de peptone,

IT n'apparatt donc pas judicieux de faire figurer le glucose dans la compo-

sition d*un milieu de culture devant répondre aux exigences du Perabacterium,
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XV, ACTION DU BOUILLON DE POMMES DE TERRE
SUR LE DEVELOPPEMENT DU PERABACTERIUM

e s e

Recherche de 1'influence de la concentration d'un bouillon de pommes de

terre sur le développement du Perabacterium,

PREPARATION DES TUBES DE CULTURE

Dans chaque tube sont portés s
3 cc de solution de POllHK2 3 1/1,000
5 cc de solution de SOAHg 3 1/100
1 cc de solution de Clla & 1,5/1,000
1 cc de solution de SOI,“" 3 1/10,000
15 cc de solution de SOAFe 3 1/10
1 cc de solution de (301,)3F92 3 0,5/10,000
1 ¢¢ de solution de CIK 3 1/10
le OO3Ca
sonstituant e milicu amélioré du point de vue minéral auquel nous ajoutons 0,3 g de pep=-

tona, qui s'est montré constituer 1'apport organique le plus favorable,

Les milieux seront complétés ¥ 30 cc par 1'adjonction de 3 cc d'un bouillon
do pommes de terre plus ou moins riche en §1éments dissous ou en fines particules en sus=

pension,
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Le bouillon de pommes de terre sera considéré introduit 3 une concentration
&gale 3 1tunité s'il s'agit de 3 cc d'un filtrat obtenu en amenant 500 cc le bouillon de
500 g de pommes de terre, ou si ce mGme rapport entre :
valeur du volume du filtrat

et valeur du poids de pommes de terre
est égal 2 1,

A partir de ce filtrat, nous réaliscrons, par dilutisns, des concentrations
inférieures 3 1, tandis que des concentrations supérieures 2 1'unité résulteront dtun

apport de 3 cc d'un filtrat plus riche en extraits de pommes de terre,
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OBTENTION DES DIVERSES CONCENTRAT{ONS

APPORT DE BOUJLLON DE POIMMES DE TERRE CONCENTRATION EN BOUILLON DE POMMES DE TERRE
tube 0 pas de bouillon de pommes de terre nulle
- » 1 1
tube 4 ¥ 3 cc d'un boyfllon unitaire dilué au 700 2000
tube 5 1§ 3 cc d'un bouillon unitaire dilué au o sy
100 100
tube 6 § 3 cc d'un bouillon unitaire dilué au Ta -}6’
tube 7 § 3 cc d'un bouillon unitaire dilué au -15- %
tube 8 § 3 cc d'un bouillon unitaire dilué au -}; -11’-
tube 9 1 3 cc d'un bouillon unitaire dilué au -15' '13-
tube 10 § 3 cc d'un bouillon unitaire dilué 3 '%- '%'
tube 11 1 3 cc de bouillon unitaire 1
tube 3 § 3 cc d'un bouillon 2 650 g de pommes de terre _4__: 1.3
pour 500 cc de filtrat 3 7
tube 2 ¢ 3 cc d*un bouillon A 800 g de pommes de terre -§-=1 6
pour 500 gc de filtrat 32
tube 1§ 3 cc d'un bouillon 3 1,000 g de pommes de terre ?
pour 500 gc de filtrat
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ETUDE DU DEVELOPPEMENT DES ORGAN]SHES

Résultats des comptages effectués,
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CONCENTRATIOif EH BOUILLON §  PRELEVEMENT DE SURFACE NOHBRE. HOYEN NONBRE MOYEN PRELEVEIIENT DE PROFONDLUR HONBRE NOYEH DE HONBRE WOYEN OE
de NOHBRE DE BACTERIES PAR UNITE |  DE BACTERIES OE BACTERIES POUR [ NOMBRE DE BACTERIES PAR UIITE | BACTERIES PAR UNITE | BACTERIES PAR UNITE
PONIIES DE TERRE POUR U WILIEU DILUE AU 1/10 { POUR LA DILUTION | LE PRELEVENEAT IMITIAL }POUR UN MILIEU DILUE AU 1/10 |  POUR LA DILUTION | POUR LE PRELEVEHENT [MITIAL
02t w32l =1 1,2 12 0= 322 21~ 2 1,5 15
tube 0 ils 042-12-30-1 31 - 17 1 %15 10320021 D= 13 13 } t
tube & 1 22322 3= 32 2,3 2 4=3)-2 =323 mJom3m 2,7 B |
ube 1,000 Qo2 =3 o] =55 2,8 28 32y =1 =01 = 2 20 (¢
oy 1 40232y 0m32 mlm 2,5 25 |, §2De =32t Gl 2,4 2% |,
v 100 0=l 23 2] ] b3 2,1 21 3t D] 1 23 =3 1,9 19
1 § w32k 2 Gk 3 30
tube 6 = RSP 11 ” EXTIRERNN 2,8 28
b T 1 s 35 3y 3,9 9|, 6325 b B2 35 } ol .
! o 4] 23 B3y 2 4,3 83 45037 =3l 3T 3,4 34
1 o2 m3d it O 4,6 46 50237 -G {3 by 4
tube § y =0 RENRIOR LS 4,8 48 5"7 121 =311 211 % W § -
1 4257 3B 5 5,1 51
tube 9 5= 0,3 LR D 3 o § 5 B~ 2 23l 1 4,8 48
tube 10 T%"‘ 0,% Bl O35 3ly oe] Om 5,4 54 7=7=3mhm 3o k=551 Oom 5,1 54
Badoa=1 056123 5,9 5
tube 11 1 Ao bR i i g 60 57 ] 0 ~5 = T 5,8 58
& 53T~ 17105 =5 6,4 64 ]
tube 3 Za s ey sy o o % 63 4568710 5wl 5,3 63
fiube 2 1,6 66~ BGBom 7 mGm 6,7 67 470 =5 851011~ 6,4 64
he3o 2Bl 4§ 4
tube 1 2 ST 6 - 5 38 0=5mbmbim3ml) -5 =3 3,4 34
Sans_dilution Sans dilution

tube X témoin

Sk wDmli i July a5

3,5

23] D nlyn? e 3ue Jemimly

2,8
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Représentation graphique du nombre moyen de bactéries par unité de la

cellule de Thoma, en fonction de l1a concentration du milieu en bouillon de pommes
de terre,

o

g
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RESULTATS

Nous constatons que 1'apport de bouillons de pommes de terre, de plus en

plus concentrés, améliore le développement du Perabacterium qui atteint la valeur do s

67 bactéries par unité de la cellule de Thoma
pour un préldvement de surface

et 64 bactéries par unité, pour un préldvenent de profondeur

lorsque Ta concentration est égale 3 1,86,

Cette concentration est réalise en introduisant dans le milicu de culture
3 cc d'un filtrat préparé 3 partir de 800 g de pommes de terre et amené 3 500 cc,

lfais 1*apport ne doit pas excéder cette valeur ainsi qu'en témoigne le
tube 1 ol le bouillon de pommes de terre, présent A une concentration dgale 3 2, pro-

voque une diminution importante du nombre de bactéries établies dans le milieu,

Les glucides s'étant montrés, au cours d'une série d'essais précédents, ne
pas favoriser le développement du Perabacterium, nous attribuons 1'action favorable
exercée, jusqu'd concentration de 1,6, par le bouillon de pommes de terre, aux substan~
ces oligodynaniques qu'il cst susceptible de renfermer, La diminution du nombre d'orga~
nisnes, observée pour le tube 1, s'expliquerait par lc rble inhibifeur que pourraient

jouer ces substances Torsqu'elles sont apportées en trop grandes quantités.
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XV], ACTION DE LA DUREE DE SEJOUR DES HILIEUX ENSEWENCES,A LYETUVE,
SUR LE DEVELOPPEKENT -OU PERABACTERIUM

s ety

Les tubes de culture, aprds ensemencement, sont portds i 1'étuve ol ils sont
maintenus & une température stabilisée 3 23°C, température favorable au développement des
microorganismese Au cours de toutes les expériences précédentes, ils y ont s€journé 10
jours, durée au bout de laguelle nous avons effectué les nunérations de bactéries instale

1ées sur les différents milieux,

Ce temps de séjour 3 1'étuve permettait~il 1'obtention du plus grand nombre
de bactéries ?

Afin de déterminer 1a période nécessaire au peuplement optimum du milieu par
le Perabacterium, nous avons préparé des tubes de culture identiques, qui ont été dtudiés

aprés avoir subi des durfes croissantes de présence 3 1'étuve,

PREPARATION DES TUBES DE CULTURE

Dans chaque tube sont portées les substances minSrales et organiques en quan=
tités telles que les meilleures conditions de dé;&'e\oppemen’c soient offertes au Perabacte=

rium,

A savoir ¢
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3 cc de solution de PO[*HK2 3 1/1,000
5 cc de solution de 304Mg 3 1/100

1 cc de solution de Clfta 3 1,5/1,000
1 cc de solution de S{)4Mn 3 1/10,000
15 cc de solution de SOl'Fe 3 1/10

1 cc de solution de (804)3Fe2 3 0,5/10,000
1 cc de solution de CIK & 1/10

0,3 g de peptone
3 cc de bouillon de pommes de terre obtenu en amenant 3 %00 cc le bouillon

de 800 g de pommes de terre,

Nous effectuons 1'apport de (1)3Ca.



RESULTAT DES COMPTAGES EFFECTUES AU BOUT OE DUREES CROISSANTES DE SEJOUR A LYETUVE

Déternination du nombre dforganismes de chacun des nilieux,
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OUREE DE SEJ A

PRELEVEMENT EN SURFACE
NOMBRE DE BACTERIES PAR URITE

HOMBRE MOYEN
DE BACTERIES

HOMBRE  HOYEN
DE BACTERIES

PRELEVEGENT DE PROFONDEUR
NOERE DE BACTERIES PAR UMITE

HOMBRE MOYEN
DE BACTERIES PAR UNITE

WBHBRE HOYEN
DE BACEERIES PAR UNITE

1
ALTETOVE 1 o ua MILIEU DILUE AU 1/10 § POUR LA DILUTION | POUR LE PRELEVEVET [MITIAL | POUR UH HILIEU DILUE AU 1/40 |  POUR LA oiLution | pouR LE PRELEVEWENT [NITIAL
3223l 3 % 23023 =52 2,8 28
7 jours §e2~3=52=3h =5 3,5 35 Y 33 423 252522 3 % )28
235l <Bimh3 3,6 36 123}~ 2 =553 2,1 z
32 =5mlymiwh 36T =7 4,6 i 23335 w350 4,6 %
8 jours B3 m3m5mG o w5 4,2 R )46 32 33 55 3,9 » )H
57532 w2k 05 5 50 §=3-205-7 45T 3,8 3
4
o ; 4Bi=5=B= 357 4= 06 5,8 58| 5l 3o 755G 5,7 57 (o
jours 5ul)] 0T 1 =3dp3=T=10 B 60 o] ) Q5B 5,5 5
10 fours 47685105755~ 6,5 65 | o Tbm 5l =T w38 6,2 (.
Jou 5l ] 05 =T B 6,7 61 ( 5wl 5 55 6,4 6
, 45558115507 7 70
11 jours Bmtim 0712 5= | = 7,2 n § n Sundjom BT B m e 2 6,7 67
0 hom R 5= =T 4,8 LR Bl 3352 Bl 3 4,3 8,
B0 53uh )G 4,6 1 B3l G 3,0 ®
14 jours 552 o5t 43 43 il 3T m Gk 32 } 0
. 3o 5O 45 45 ]
15 jours 9l 3mbd i3t 3,0 % E 42 Dowlyom Do Jen7 sl ion ) 3 3,9 39
18 jours | T=52embdeliehm3mbimm 3,7 3 32 b2 2 3,5 35
19 fours 235723y b}y 3,4 3| 23532 w3 3 0,
! o w52 ) 3,6 3 §a3m52 32305~ 3,2 2
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Représentation graphique du nombre moyen de bactéries par unité de Thoma,
en fonction de la durée de séjour & 1'étuve des tubes de culture,
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RESULTATS

Nous avons constaté que 1'aspect des tubes commence 3 se modifier apres
qu'ils alent séjourné 4 ou 5 jours 3 1'étuve : un 1éger trouble est, en effet, percepe
tible. 11 apparaft nettement au bout d*environ 7 jours et staccentue s devenant plus
important au bout de 8 jours, intense au 9e jour et trds dense vers les 10 et 11 e jours,
Mais, & partir du 13 e jour environ, une coloration rouille devient visible dans tout
le contenu des tubes, Elle est suffisamment soutenue au bout du 15 e jour, pour masquer
le trouble existant, Elle augmente tandis que les milteux stépaississent et prennent la

consistance d'un sirop, Vers le 20 e jour, une précipitation se produit au fond du tube,

Le trouble est attribué au développement du Perabacterium : los organismes
deviennent de plus en plus nombreux, Nous avons décelé =
33 bactéries par unité aprés un temps de séjour 3 1'étuve de 7 jours

et 71 bactéries par unité aprés une durfe de séjour de 11 jours.

Le Perabacterium effectuant ses syntheses rejette de 1'hydroxyde ferrique
résiduel, qui apparaft en grande quantité lorsque le milieu est peuplé au mexinum, et

confare bientdt sa teinte aux culturos,

A partir du 12¢ jour d*étuvage, nous déterminons des nombres de bactéries .
décroissants, tandis que le milieu s*épuisc, le sel ferreux se transformant en sel fere

rique,

Au-deld du 20e jour, nous ne pouvons plus effectuer de comptages dont les
résultats puissent Btre compards aux précidents : en effet, des phénoménes de précipi=-

tation se sont produits dans les milieux de culture,

= Un précipité, trds dense, roux brunftre, est apparu au fond des tubes, 11
provient de la destruction des milieux, Les substances précipitées ont entratné avec
elles un grand nombre de bactéries qui se maintiendront probablement sur ce substrat
dans 1a mesure ol elles y trouveront les é1éments nicessaires 3 leurs synthdses, puis

sporuleront,
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- La partie supérieure des tubes renferme une solution presque 1impide ol
1%on ne décéle plus que quelques organismes, En raison de ces précipitations, les numé-

rations d'organismes n'étaient plus significatives,

La durée de séjour 3 1'étuve convenant 3 1'obtention d%un milieu en sa plus

grande richesse en Perabacterium s'est donc montrée 8tre de 11 jours.
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XVile CONCLUSION = ETABLISSEMENT DU BJLAN GENERAL

o Tmpes——.

Nous avons déteminé, dans une premidre partie de ce travail, 2 quelles
concentrations 11 convenait de faire figurer, dans les milieux de culture, les diverses
substances mindrales constitutives de la solution saline de Winogradsky, pour permettre
le développement maximum du Perabacterium spelei. Puis, nous avons recherché quels équie=
libres ioniques étaient requis pour 1tobtention d*un milicu favorable 3 la culture de
cette bactérie,

Les résultats nous ont permis de conclure que 3

le P04HK2 devait exister dans e milieu 3 12 concentration de 1/10,000

]e SOI}MQ SO IOR0VES L 000 PPOIRNEOERNORBElNIRLRIROORBROITSTRROOIORLIS S 1,65/1@000
]e C]Na MAA ALl AR A R R A A A Y AR S R N es ¢ 0,5/10.000
]e SU#Mn BBV CVP IR TRINT PPV IPEENIPINCEINOIOIOIBIRIERTROIAQAIIBRORERLIAED 3’3/1 UOOO‘OOO
le SU4Fe o R R RS B A ek A T S
et que les quilibres joniques ¢
B 50600
Fet+ *
K
g =%
C"
s = 0,15
804

devaient #tre maintenus,
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Ce bilan minéral étant établi, nous avons constitué un milieu de culture
amélioré du point de vue minéral et dont la composition était la suivante 2

3 cc de solution de P04HK2 3 1/1,000

crant dans le milieu une concentration de 1/10.000 en PO 4HK2
5 cc de solution de SOI}Mg 32 1/100

crégnt dans le milieu une concentration de 1,65/1.000 en SO
1 cc de solution de Cllla 2 1,5/1,000

créant dans le milieu une concentration de 0,5/10,000 en Clia
1 ¢c de solution de SO qtﬂn 3 1/10,000

créant dans le milieu une concentration de 3,3/1,000,000 en SO
15 cc de solution de SO4Fe 3 1/10

créant dans le milieu une concentration de 5/100 en SO4Fe
1 ¢c de solution de (301,)3Fe2 3 0,5/10,000

qui permet 1'établissement dun rapport -Fasr.*.,_— égal 3 39,600
1 cc de solution de CIK 3 1/10

qui réalise les rapports ioniques -9-1-:;- 0,15 et—ﬁ-a 3454
304 Mg

4h'lg

4Mn

Dans une deuxidne partie, nous avons ¢tudié 1'influence exercée par les

substances organiques sur le développement du Perabacterium,

11 est apparu qu'il convenait d'effectucr les apports organiques sous forme
de @ 0,3 g de peptone par tube, créant une concentration en peptone de 1/100
et 3 cc d'un bouillon de pommes de terre préparé & partir de 800 g de

ponnes de terre et amené 3 500 ce,

Enfin, 1%étude de 1'influence de la durfe d*incubation des milieux a conduit
3 conclure que la plus forte densité de peuplement du substrat était obtenue pour un

milieu ayant subi 11 jours de présence & 1%étuve,

La composition du milieu type répondant aux exigences du Perabacterium spelef

stétablit donc comme suit ¢

3 cc de solution de P04HK2 3 1/1,000

5 c¢ de solution de SOI,MQ 3 1/100
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1 cc de solution de CINa & 1,5/1,000
1 cc de solution de SO4Mu 3 1/10,000
15 ¢c de solution de SO,Fe 3 1/10

4
1 ec de solution de (304)3 4 0,5/10,000
1 cc de solution de KCI 2 1/10
0,3 g de peptone

3 cc du bouillon de pommes de terre défint précédemment
pour un volume total de 30 cc,

On effectue toujours le mme apport dc m3Ca.
Possibilité de préparation de 1,000 cc de milieu minéral type 2

Les substances organiques doivent 8tre ajoutées dans les tubes au moment
de Yeur mise en culture, car leur introduction dans une solution bilan type constitude
a 1%avance et apte & €tre utilisée lors de la préparation de milieux 2 ensemencer, ne
peut €tre réalisée en raison de 1'oxydation rapide que subissent les composants du

bouillon de pommecs de terre.

Mais nous pcuvons composer un milieu minéral type qui se maintient sans
staltérer,

Pour un volume de 1,000 cc, i1 s'établit de 1a fagon suivante :

) 4HK2 0,11 g
SO 4Mg 1,8 g
Cltla 0,05 ¢
S0 4Iﬂn 0,0037 g
SoéFe 55,5 g
(S0 ) 5% 0,0018 g
KCI 3,70 g
eau 1.000 ce

Les poids de SOlin et (SO ) 5Fe, @ introduire Gtant trés faibles ot donc
difficiles 2 obtenir exactement, 11 est pmferable d*effectuer 1tapport de ces substan-
ces sous forme de 3

3,7 cc de solution de SOfin 2 1/1,000
et 1,8 cc de solution de (304)3F62 3 1/1,000

le volume d*eau 2 ajouter Gtant alors égal 3 994,5 ec,
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Chaque tube de culture sera constitué, au moment de 1'emploi, dans les
proportions de :
27 cc de cette solution minérale type
pour 3 cc du bouillon de pommes de terre défini précédemment
et 0,3 g de peptone,

Amélioration de nos cultures

Le milieu de culture établi pour nos premiers essais conduisait 3 un déve=
loppement de ¢
3,6 bactéries par unité de Thoma pour un préldvement de surface

et 2,5 bactéries par unité pour un préldvement effectué on profondeur,

L'amélioration du milieu et des conditions de culture a permis d*obtenir un développe=
ment de 3
71 bactéries par unité pour un prélivement de surface

et 67 bactéries par unité pour un prélévement de profondeur,

Le coefficient d*amélioration est donc voisin de 20 pour le développement de surface

et atteint 26 pour le développement de profondeur.

Chaque unité de 1a cellule de Thoma ayant un volume de 1/4,000 mm3, eh CoNe
sidérant que les 15 cc de 12 partie suplrisure du tube présentent 1a densité de peuple~
ment déterninde Tors du préidvement en surface et que les 15 cc de la partie inférieure
du tube présentent la densité décelée lors du préldvement de profondeur, i1 nous est
possible de déterminer le nombre de bactéries pour la totalité du milicu de culture

ensemencé, soit pour 30 cc,

Lors du premier essai de culture, nous obtenions 2
14,4.106 bactéries par centimdtre cube dans la partie supérieure du tube
et 10, 106 bactéries par centimdtre cube dans la partie inférieure du tube,
soit, pour la totalité du tube de culture ¢ 366.,106 bactéries,

Dans un tube de culture fournissant les conditions optimales de développement
du Perabacterium, 1e nombre d'organismes est dvalué & s
284.106 par centimétre cube dans la partie supSrieure du tube
et 268,107 par contindtro cube dans Ta partie inférieure du tube
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soft 8.,280.,106 bactéries ou 8 milliards 260 nillions pour la totalité du tube de cultu=
re, la déternination de ces valours n'ayant d'autre intér8t que de fournir un ordre de
grandeur figurant Ta richesse des peuplements bactériens.
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