N° d’'ordre : 841

" 50376
S0 336 | 1980
AQ30 19

8 .
THESE

présentée a
L'UNIVERSITE DES SCIENCES ET TECHNIQUES DE LILLE
pour I'obtention du titre de
DOCTEUR DE TROISIEME CYCLE
Spécialité : " Amélioration des Productions Végétales et Microbiennes”
Option MICROBIOLOGIE

par

Hussain KHANAKA

SENSIBILITE AUX ANTIBIOTIQUES
ET AUX ANTISEPTIQUES
CHEZ RHIZOBIUM ET AGROBACTERIUM

N

030 023737 6

Soutenue le 11 juillet 1980 devant la Commission d'Examen

Membres du Jury MM. J. GUILLAUME Président
R. TAILLIEZ Rapporteur
J. KREMBEL

C. ROMOND Examinateurs



A mon §nere JAWDAT,




Ce trhavail a 1t néalise au Laboratoire de Micrnobiologie
de L'Univensité des Sciences et Techniques de Lillfe sous La direction de
Messieuns Les Profdessewns J. GUILLAUME et R. TAILLIEZ. Nous tenons & Les
remenclen tout parnticulierement de nous avoirn accuellli. Leun congiance et
Leuns conseils fudicieux nous ont pemis La réalisation de ce mva,{l, Nous
Leun exprimons toute notre gratitude et notrne profond respect.

Nous nemencions Monsieurn Le Progesseur J. KREMBEL d'avodn
acceptl de s4iigen @ notrne Juny de these. Qu'il vewllle trouver icd L'expres-

s4on de notre nespectueuse gratitude.

Nous exprimons nos vigs nemenciements a Monsieur Le Profes-
seun C. ROMOND par £'intenmediaine de qui nous nous sommes procunrs du maté-

niel et qud nous a fait £'honnewr de faine partie de notre Juny.

Nous exprimons également notre gratitude a Monsieun M, CATTEAU
qui nous a apporté son alde et sa sympathie tout au Long de cette étude.

Nos nemenciements &'adnessent @ tous ceux, amis, colfflgues.
du Laboratoirne, et plus particulienement & Monsieur M. BECHET qui nous a

toufourns apporté une aide et une collaboration précieuses.

Nous adressons nos nemernciements au Service de £'Accuedll
des tudiants Etrangers du C.R.0.U.S. ainsi qu'd Madame ROUY pourn £'aide et
La sympathie qu'ils m'ont dispensés,

Engin, nous nemencions Madame BONNIER qui a nlalisé La

dactyloghaphie de notre mémoire.



18 RA QL AR RE A0 RR 2T RRIRS 44 400 0418198 44 44:9044: 4410 €A/ 14180 80 80144 £
™

TABLE DES MATIERES K

M

!
s (i fa Fom Lo £

(40 S0 A4 A0 44 A0 S4:44 A8 00 44 RA RRIQA AL R 40 44 (448 44 04:08 34 V484

INTRODUCTION

AVANT-PROPOS
ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE
BUT DU TRAVAIL

MATERIEL ~ ET- METHODES

A ~ MATERIEL
1 «~ Microorganismes
2 - Matériel végétal
3 - Milieux de culture
a) Milieu geLifie d'ISWARAN
b) MiLiew TY
¢) Miliew complet RC gélosé
d) Milieu de NICOL et THORNTON
4 - Antibioticques

5 - Antiseptiques

16

17
23
23
23
23
24
24
25
27



B - METHODES
1

Realisation des antibiogrammes et mesure des
zones d'inhibition en milieu gé&lifié

2 = Détermination de la concentration minimale
inhibitrice en milieu liquide (C.M.I.)

w
!

Réalisation des antiseptogrammes

Tests de nodulation in vitro

>
f

a) Sternilisation des graines
b) Genmination des graines
¢) Inccuwlation des graines
d) Mise en culture

5 - Mise en évidence des plasmides par analyse
électrophorétique

Calculs et interprétations statistiques

[}
]

RESULTATS

A - ETUDE DE LA RESISTANCE AUX SUBSTANCES ANTIBIOTIQUES

1 - Mise en évidence des relations existant entre
les zones d'inhibition en milieu solide et la
concentration minimale inhibitrice en milieu
liquide

2 - Distribution des valeurs de CMI pour l'ensenble
des souches étudiées

3 = Répartition des souches résistantes

B = ANTISEPTIQUES

1 - Essais préliminaires

2 - Réalisation des antiseptogrammes

28

28

31
31
32
33

34
35

36

37

44
49

58

58
58




C = NODULATION

D - PLASMIDES
DISCUSSION ET CONCLUSION GENERALE
ANNEXES

BIBLIOGRAPHIE

64

67

68

76




%5

INTRODUCTTION

— o e e ems g e e www e o mes e gu
e —

o
Q0

IBBBS wonononsd




-

41001044 202041 004 41 11 S410A 42 it 11 AL RLIAN ML A 1L MK 1A |

AVANT-PRCPOS

T
[T
11
[Tl
Tt

SisisSisis

m
ul
[T 8000 TR AR AL AL RN AL AN AR AL MR S0 AL A AE i RiAR QN AR IALAL L0411 AL S

pan

L'association entre les Rhizobiur et les légurineuses
conduit a la formation de nodules sur le systéme radiculaire des plantes,
a l'intérieur desquels l'azote atmosphérique est transform® en azote or-
ganique. Cette synbiose est &cologiquement trés importante au niveau de
la biosphére car elle contribue, pour une large part, & recycler 1'azote
moléculaire, perdu par denitrification, dans de nouvelles structures or—

ganiques. Elle est aussi exploitée par certaines pratiques culturales

afin d'enrichir le sol en matiéres organiques perdues par 1'exportation ;
inténsive des récoltes. On estime ainsi que sur un hectare, les légumineu-

ses peuvent fixer 50 & 300 kilograrmes de N2 par an selon leur nature et
l'efficacité de la symbiose, et que pour le globe terrestre, cette symbiose
transforme plusieurs dizaines de millions de tonnes d'azote atmosphéricue

en azote protéique qui est principalement récupéré a partir de graines

ou de fourrages ( 1 ),

Le cycle de l'azote est un des cycles les plus camplexes
et les plus parfaits & la fois. Cependant, malgré le grand nombre et la
diversité des organismes qui interviennent, il assure une circulation

rapide de l'azote dans les divers écosystémes.



La seule réserve d'azote disponible dans le monde est:
1l'azote contenu dans l'amspﬁére. Cette réserve est estimée a 4 millions
de milliards de tonnes. le prélévement annuel en azote représente 120
millicns de tonnes comprenant principalement sa fixation par les plantes

de la famille des légumineuses et sa transformation pour fabriquer des

engrais azotés (2).

L'extrére importance économique de la fixation biologigue
de l'azote moléculaire ressort bien des calculs de LIPMAN et CONYBEARE ( 3 ) :
ils évaluent pour la surface totale cultivée des USA que 60 % de 1'azote £ixé
par les plantes étaient cls en fait aux microorganismes : en effet, sur
ies 16,45 millicns Ge tonnes d'azote atmosphérique transformé en matiére
bioclogique, 9,83 millions de tonnes éont dis a l'action des microorganismes
dont 5,46 millions de tonnes attribués aux espéces du genre Bhizobium.
L'apport biologique azoté, méme celui par le genre Rhizobium seul, dépasse
de beaucoup 1l'apport dont sont responsables les engrais chimiques et fumures
organiques qui n'interviennent respectivement que pour 6,48 et 2,57 millions
de tonnes. Cependant, l'accord est encore loin d'étﬁe fait sur de tels
chiffres et un ben nabre d'auteurs modernes tendent au contraire & minimiser

le r8le de la fixation biologique, tout-au-moins par les bactéries non

symbiotiques.

Dans les assolements céréales~luzerne, la luzerme (légumi-

neuse infectée par Rhizobium meliloti) augmente les rendements céréaliers

en augmentant la teneur en azote du sol et en surprimant les mauvaises herbes




tout en fournissant une nourriture plus abondante et meilleure au cheptel

( 4 ). Mis-3-part son erploi corme engrais vert, la luzerne contribue &
l'enrichisserent du sol, scit par excrétion radiculaire de produits azotés
dans le sol, scit lors du détacherent des nodules et par le reste de racines

laissées au sol.

Dans les terres ol on cultive et ol se trouvent naturelle-
ment les légumineuses, la flore bactériemne correspondante existe. On peut
améliorer son efficacité., Mais cette am@lioration est limitée par les
phénoménes de compétitivité entre la souche apportée et les bactéries indi-
génes qui sonf plus résistantes aux agressions chimiques et biologiques du

sol congidéré.

Dans les terres vierges ou inadaptées a la culture d'une
légumineuse donnée, il est nécessaire d'apporter les bactéries symbiotes en
quantités suffisantes ; celles-ci doivent étre ncn seulement adaptées aux

conditions écologiques, mais aussi particuliérement efficientes.

Dans la biosphére, les principaux &léments d'importance bio-
logique passent de maniére cyclique de 1l'état ofganique a l'étzt minéral et
Vice-versa. les cycles les mieux connus, ceuxAdu carbcne, du soufre et de
. 1'azote maintiennent, & eux trois, un équilibre stable entre la biosphére
de notre planéte et la "chimiosphére". L'importance du cycle de 1l'azote
pour l'agriculture est cctinue depuis fort longterps : 1l'étape critique en
est la fixation de l'azote, c'est-a-dire son passage de l'état moléculaire
a 1l'état organique. Ce processus est dl essentiellerent & des microorganismes

associés en général aux racines des plantes.



La production d'engrais chimiques, qui aurait &@, & premié-
re vue, apporter wne solution au prohléme de la nutrition et de la faim

dans le monde ne l'a pas résolu, et ce pour deux raisons bien simples :

- en premier lieu, cette production d'engrais conscrare
une énergie dont le coft est d'autant plus &levé que les milliards d'habi-
tants qui fourmillent sur terre la consomment pour toutes sortes d'utilisa-

tions technologiques, ou pour leur plaisir,

- en second lieu, elle requiert une industrie scphistiquée,
denc de grands investissements en capitaux, des frais de maintenance et
surtout de transport. (Fn simplifiant un peu, on peut dire que pour livrer
des engrais chimiques azotés partout ol ils sont nécessaires dans le monde,
il faudrait mobiliser continuellement envirbn un tiers du tonnage njaritj_tre

mondial, ce qui signifie un cofit de transport astronamique),

Un autre probléme est la "fuite" de l'engrais : seule une
petiﬁé partie de l'engrais ammoniaqué répandu sur le sol parvient aux plan~
tés, car plus de la moitié, lors des étapes ultérieures du cycle, est oxydée
en nitrates, qui sont peu retenus par le sol et tendent & étre drainés et

déversés dans les riviéres, les lacs et méme jusque dans l'eau souterraine (5). |

L'eutrophisation des eaux peut s'ensuivre, avec tous les
problémes de pollution qui s'y rattachent ; de plus, une forte »concentxation

de nitrate dans l'eau peut &tre toxique pour 1'homme.

Ainsi donc, les problémes démographicues et agricoles, les
prcblémes de la pollution et de la conservation de l'é@nergie attirent toute
notre attention sur le phénoméne de la. fixation biologique de l'azote. Mais
cette fixation pose aussi des problémes conceptuels : comment, par exemple, font

les bactéries, en sol froid, humide, aéré pour réduire l'azote en ammoniagque

PR




quand l'industri_e, pour la mére opération, & bescin, elle, d'un grand
apport d'énergie et des conditions anoxiques et anhydres. Pourguoi,
seules les bactéries peuvent le faire ? Les réponses & de telles questions
ne scut pas simples et mobilisent quelques—uns des reilleurs chercheurs
du monde entier. leurs recherches, qui peuvent par moment paraitre bien
éloignées des problémes actuels de la faim dans le monde, offrent les

seules solutions a long texme ( 5 ).
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les Rhizcbium dans le sol, & 1'état libre, sont diffici-
lement identifiables ( 1 ) et, actuellement encore, seule la propriété
d'indu;re la formation de nodules sur le systéme radiculaire de légumineu-
ses permet de les reconnaitre avec certitude. Ils ne participent d'ailleurs
a aucwne fonction spécifique dans 1l'équilibre et la vie microbienne du
sol ou de la rhizosphére. L'association Rhizobium—légumineuse fait apparai-
tre une extréﬁe carplexité dans les mécanismes bioclogiques et biochimiques
entrant en jeu. les principales propriétés caractéristiques du Rhizobium
concement son infectivité cui lui permet d'induire la formation des nodo-
sités, son efficience qui caractérise l'aptitude & fixer l'azote, et sa
spécificité d'hSte qui ne permet qu'é certaines souches d'entrer en symbiose

avec une légumineuse donnée.

les RFhizobium, au point de wvue morphologique, se présentent
sous forme de batonnets & Gram négatif généralement rcbiles, tout au moins
lorsque les cellules sont jeunes. Ils proliférent facilement aux températures
voisines de 28° C et 30° C lorsque les milieux nutritifs contiennent du
mannitol ( 6 ) comme source de carbone et de l'extrait de levure. La

plupart des souches nécessitent, en effet, la présence de thiamine, d'acide

pantothénique et surtout de biotine ( 7, 8 ).

Sur gélose nutritive, ils donnent des colonies incolores,
blanchdtres ou crére. Dans quelques cas, 1l'isolement de souches pigmentées
a 6té effectus ( 1) mais comme la plupart, souvent aprés action d'un agent

mutagéne ont perdu tout pouvoir nodulant.




Ie comporterent des fhizobium cultivés sur gélose nutfi—
tive permet de les sé€parer en deux types différents : ceux qui ont une
croissance rapide donnant aprés quelques jours d'inoculation des colonies
de plusieurs millimétres de diamétre, et ceux qui cnt une croissance lente
et sont incapables de former des colonies de diamétre supérieur 8 1 milli-
metre. Cette distinction fondée sur la vitesse de croissance est en rela-
tion avec d'autres propriétés physiologiques et biochimiques. La sépara-
tion entre cez deux types de Rhizobium (voir le TABLEAU I , page 8
d'apreés VINCENI‘ (9) , apoaralt aussi dans les résultats des études
taxonomiques { GRAHAM (10§ ; MCFFETT et COIMELL (1l) ). Dans la derniére
édition de la nomenclature internaticnale du Bergeys manual (Buchanan et

Gibbons, (1.2)) ces Rhizcbhbium sont cléssés avec les Agrobacterium dans la

famille du Rhizobiaceae (ordre des Eubactériales) mais & 1'exclusion des

Chromobacterium qui en faisaient encore partie dans 1'édition précédente (13 )

En effet, les Agrobacterium étant capables d'interactions avec les végétaux

en induisant des proliférations cellulaires de nature tumorale , ils s'appa-

rentent facilement avec les Fhizobium alors que pour les Chromcbacterium,

les similitudes étaient béaucoup plus douteuses.

Au point de vue relations symbioticgues, cn s'est rendu
capte depuis trés longtemps qu'une certaine épécificité existe entre les
Fhizcbium et les légqumineuses-hStes : un Rhizcbium qui peut infecter le tréfle
ne peut infecter le lupin et vice-versa (1 ). BONNIER (14 ) a montré que
la spécificité de 1'hSte peut dans certains cas étre li€e & l'efficience,

ainsi la souche efficiente vis-a~vis de Medicacgo sativa présente une spéci-

ficité d'hdte plus étroite, plus stricte, qu'ine souche non efficiente pour



la méme plante-hSte.

ESPECES PLANTES-HOTES

Rhizcbium & croissance rapide

R. leguminosarum Pisum, cicer, lens, Vicia

‘R, meliloti Medicago, Melilotus

R. @aseoli Phaseolus

R. trifolii Trifolium
‘Rhizcbium & croissance lente

R. japcnicum Glycine

R. lupini Lupinus, Ornithopus

R. du " cow~pea group" Arachis, Lotus, Vigna
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TABLEAU 1
Les différents groupes d'inoculation Rhizobiur-légumineuses d'apreés

VINCENT ( 9 ).

Cependant, 1'implantation de la culture des légumineuses ne

dépend pas seulement de la plante-hdte, du Rhizcbium, mais &galement des



facteurs qui sont liés & l'environnement : des facteurs physico-—chir;xiques
(température, lumiére, humidité), des facteurs biologiques parmi des
facteurs chimiques : des sels minéraux comme le calcium. NOPRIS (15 )

a montré le rSle important du carbonate de calcium dans un milieu de
culture dans lequel il tamponne le milieu et il neutrelise les produits
acides synthétisés par les Rhizobium. Des taux en calcium supérieurs a
ceux requis pour la croissance, et dans une moindre resure ceux en magné-
sium, favorisent plus sous certaines conditions, la prolifération des
Rhizobiun daﬁs la rhizosphére que le développement des nodules ou celui

de la plante-_héte (16, 17 , 18 , 19, 20 ). L'étude de certains ions
métalliques (cuivre, cobalt, zinc) sur la croissance de Rhizcbium montre
une diminuticn du pH ( 21). Le besoin vitaminique du Rhizobiur (biotine,
thiamine) pour la croissance a été prouvé ( 7, 8 ). Les exigences du
Rhizobium en carbchydrates comme source de carbone, pour la croissance
varient d'un groupe de Rhizobium & un autre ( 22, 8 ). Paxmi les facteurs
physiques, la température, la lumiére et 1l'humidité jouent un rSle trés
important dans la nodulation ( 23). L'influence de la terpérature sur la
survie et la croissance de Rhizobium a été étudiée dans différents labo-
‘ratoires ( 24, 25, 26 ). la sensibilité aux temmératures élevées ;\zarie
considérablement suivant les espéces et les souches de Rhizcbium, BONNIFR (27)
considére que les températures supdrieures & 50° C sont souvent léthales.
La température et 1l'humidité affectent fortement la syrbiose Rhizcbium-
légumineuse (25 ) ; la température optimale pour la forration de nodules
est semblable habituellement & celle de leur déwveloppement et par conséguent,
d celle cde la fixation de l'azote, qui sont inhibées par la chaleur et le

froid ( 28). la température optimale de la fixation d'azote se situe souvent
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autour de 24° C.

Ies Rhizobium et les Agrcbacterium, corme beaucoup des

autres bactéries & Gram négatif sont sensibles 4 de narbreuses substances
antibiotiques. On sait que dans le sol il y a de trés nambreux microorga-
nismes qui peuvent avoir des effets inhibiteurs ou stimulateurs sur la‘
croissance de Rhizobium. Certains microorganismes ccrme les Actincmycetes
synthétisent des antibiotiques qui sont toxiques pour les Bhizobium ( 29, 30)
un certain nombre de champignons comme Aspergillus (31), Fusarium et les

bactéries appartenant aux genres Bacillus et Streptomyces sp. peuvent avoir

we activité antagoniste ( 29, 32 ) bien que les Rhizobium soient différents
dans leur sensibilité aux antibiotiques ( 33, 34). IRRAHIM (35 ) a nmontré
une activité antagcniste trés importante exercée par un certain nambre de
micrecorganismes sur la croissance des souches de Rhizcbium. Il a montré éga-

lement que ces microorganismes n'ont pas d'effet sur la nodulation.

La réponse de la microflore du sol procduisant des antibioti-
ques varie fortement selcn les souchés de PRhizcbium, l'antaconiste et la
camposition de milieu ( 31, 36) . D'autre part, KaMEL, IBRAHIM
et SHATA (37) ont montré que le glucose est la source de carbone la plus

adaptée 3 l'activité de ces microorganismes antagcnistes.

Différentes études de la sensibilité des Rhizobium et des

Agrobacterium ont été réalisées : elles ont mené = dans plusieurs voies de

recherche : soit dans un but taxonomique (10, 11, 38, 39), soit pour tenter de

mettre au point un milieusélectif (6) ou encore pouridentifier trds précisément
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les souches utilis€es lors de 1'expérimentation sur champ (48 ). FOGLE et

ALIEN (41 ) ont considéré que des souches de R. lupini et R. japonicmn sont

plus sensibles aux divers  streptomycétes produisant des antibiotiques que
des autres especes de Phizcbium ; par contre, LANDEPKIN et LOGHHEAD (42 )

avaient noté qu'un certain noambre des souches de R. japonicum sont moins

sensibles & 1'actinomycétes produisant des antibiotiques que les autres micro-
organismes du sol. L'effet des antibiotiques purifiés sur un certain norbre
de souches de Fhizobium a &té &tudié (38, 43,44, 45) . Comme le nombre et le type
d'antikiotiques testés et leur concentration étaient variables, aucune com-
paraison des résultats n'a &té possible. GRAHAM ( 39 ) a étudié une
variation de la sensibilit® d'un grand nombre des souches de Phizchium et

d'Agrchactérium vis-a-vis des antibiotiques. Selon lui, la sensibilité la

plus notable est celle des souches de Beijerinckia indica & 1'erythromy-

cine et il a noté que les souches 3 croissance lente apparaissent moins sensi-
bles & la streptomycine, l'auréomycine et d la pénicilline G que celles & crois

sance rapide. Des études avec un grand nonbre des souches de R. daponicum,

R. legquminosarum et R. reliloti ont rmontré leur grande sensibilité aux

antibiotiques du groupe de.la tetracycline ( 8).

MAHLER R.L. et BEZDICEK D.F. (46) ont montré qu'un certain nombre

de souches de R. leguminosarum isolé du sol sont relativement résistantes a
la pénicilline,au chloramphenicol, & la polymyxine et novcbiocine et sensi-
bles a 1'érythramvcine, sireptanycz'ne et & la tétracycline ; ils ont montre
ainsi que 1'identité de réponse de ces antibioticues test@s suggére que la

najorité des souches de R. lequnircsarum isolés sont en relation intime

entre —-elles.
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La résistance de R. leguminosarum & la pénicilline, a la

polymyxine et au chloramphenicol est semblable & celle de R. japonicum

d'aprés les résultats rapportés par ELKAN (47). L'identification des
souches de Rhizchium lors de l'expérimentation sur champ a été étudiée
paxr JOSEY?#BEYN(I\I (48 ). La taxonomie des bactéries 3 l'heure actuelle
présente un renouvellement d'intérét &0 au dévelcopement dans le domaine

d'information scientifique, biochimique et de la génétique moléculaire.

Différentes études de la sensibilité des Phizobiur aux

antibiotiques ont &té menées dans un but taxonomicue (10, 11, 38, 39 ),

Au niveau des groupes hamogénes, les différences de sensi-
bilité & certaines antibiotiques Présentent un intérét taxoncmique certain.
Il est classique de distinguer au sein du genre Fhizobium des souches a
croissance lente et des souches & croissance rapide et de rapprocher ces

derniéres des Agrobactérium (10 ). La distinction entre les Rhizobium

& croissance rapide, les Agrobacterium et les Rhizobium & croissan-—

ce lente peut se faire & l'aide de la penicilline (39 ). Agrcbacterium

et R, meliloti sont considérés comme des espéces proches du point de vue

taxoncomique ( 10, 38 ),

L'étude de la sensibilité des Rhizchium aux antibiotiques a
été menée dans le but de mettre en évidence un milieu de sélection : il

n'existe en effet pas de milieuwx sélectifs parfaitement satisfaisants

(6 8 ).

GRAHAM ( 6 ) a montré que quand une suspension du sol ou
des nodules non stériles sont repiqués directement sur les boites de Petri

contenant le milieu "yeast mamnitol antibiotique agar" (YMAN), la croissan-
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ce de colonies est souvent apparue en 2 & 3 jours. Plus de 99 % des

colonies chtenues sont des Fhizobium par leur apparence et leurs ?ropriétés.
L'utilisation de penicilline dans un milieu de culture a été étudiée par PATTIS
et SKINNER (34) : les auteurs ont recamandé une concentration inférieure

ou égale & 1 UI ; cet antibiotique a alors un effet légérement inhibiteur

sur le Phizchium.

La résistance & certains antibiotiques comme marqueurs écolo-
glgques a été souvent envisagée (49, 50, 351), mais elle semble fréquem-
rent affecter les propriétés syrbiotiques des souches (40, 52, 53, 54, 55 ).
De plus, ces caractéres marqueurs serblent se perdre au cours de 1'in-

fection des plantes.

ABDEI~VIAHAB (52) a nontré que les différentes souches de
'R, trifolii présentent des camporterments différents vis-a-vis de la
pénicilline, de la streptomycine et ¢u chloramphenicol. I1 a montré égale—
ment que mise & part l'augmentaticn en azote total des mutants pénicilline-
résistants d'une souche de R. trxifolii, il n'y a pas de différence signifi-
cative dans 1l'efficience entre les penicilline-résistantes et les souches

sensibles. SCHWINGHAMER et pAIMAS (44) n'ont trouvé aucun changement dans

1l'efficience chez R. lequminosarum, R. vhaseoli, R. trifolii et R. meliloti

devenus résistants & la pénicilline.

HAMATOVA (56 ) indique que la pénicilline & des concen-
trations comprises entre 10 et 1 000 UI augmente l'efficience syrbiotique
chez certaines souches de R, trifolii, alors qu' elle n'a aucun effet sur

R. leguminosarum. BALASSA (57,58) a suggéré que la transformation du marqueur

résistant & la streptomycine provoque une perte & la virulence ; les



souches streptomycine résistantes et-avirulentes de Fhizobium meliloti,

R. luwpini et R. japonicum quand elles étaient transform@es en souches vi-

rulentes devenaient inefficientes et perdaient la résistance a la streptomy-
cine. CUPTA et KLECZKOWSKA ( 59) n'cbservent pas une perte de la virulen-

ce chez R, trifolii résistant & faible concentration en streptamycine sauf

chez une souche, qui perd sa virulence, tandis que SCHWINGHAMER (60) a

-obtenu des souches de R. leguminosarum, R. phasecli et R. melilotl strepto-
mycine-résistantes : ces mutants sont aussi efficients que leurs souches
parentales ; toutefois, une trés légére diminution de l'efficience est
cbservée chez trois souches de R. trifolii résistantslé cet antibiotique.
La résistance a la streptomycine chez R. ﬁrifolii est la cause de diffé-
rence dans 1'efficience. Le rutant résistant de R. trifolii a une concen-
tration élevée de chloramphenicol est aussi efficient que la souche paren-
tale (52). SCHWINGHAMER (60) a montré qu'un mutant résistant de R. legu-
minosarum & 1 500 Pg/ml de chlcramphenicol est aussi efficient que la
souche parentale, tandis qu'il a Cbservé une trés légére diminuticn dans

1'efficience chez un de ces mutants.

les caractires de résistance aux antibiotiques ont suscité d'im-
portantes recherches du point de vue génétique. En effet, ceux-ci peuvent

avoir une localisation variable sur le matériel génétique.

Chez de norbreuses espéces bactériemmes, les différents
génes codant pour la résistance 3 des antibiotiques peuvent étre portés
par le chromosome : par exemple, sur le chramesare de E. coli se trouve les

génes de résistance 3 la pénicilline, au chloramphenicol, & la kasugamycine,



a l'acide nalidixique, & la rifamycine et & la streptamycine (61). Ces
génes peuvent étre localisés en dehors de chramwosare : c'est le cas des
plasmides R ; ces &léments d'ADN extra-chrawsamiques, non indispensables
a la vie de la bactérie, ont une taille variant de 1/1000e & 1/10e environ.
Les plasmides R. permettent de conférer une ou plusieurs résistances a |
différents antibiotiques, en particulier : des /3 lactamine (penicilline,
Ampicilline, carbcnicilline), des aminosides (streptorycine, kanamycine,
gentamycine) , les tetracyclines, le chloramphenicol et les sulfamides. La
plupart de ces molécules d'ADN sont conjugatives (ou auto-transférables) :
cette fonction est codée par les génes "tra" (transfer ability) et permet
une dissemination dans les différentes espéces bactériennes, scus réserve
de compatibilité (62) par conséquent une souche bactérienne dennée
présentant une résistance naturelle rultiple par rapport & un ensemble

de souche de l'espéce, est susceptible de porter un plasmice de R..Ceci est
peu frécuent chez Rhizobium : en effet, COLE et ELXAMN (63 ) en 1973,

avaient démontré qu'ime souche de R. jasonicum est capable de transmettre

une résistance & la penicilline G, & la néomycine et au chloramphenicel ;
il s'avéra par la suite que cette souche possédait un plasmide (64 ) ;
ceci est parfaitement vraisemblable puisque différents plasmides R exogénes

s'expriment chez R. japonicum (65). A noter que quelgques souches de

R._jaronicum possédent des plasmides (66, 67). De plus, COLE et ELKAN (47)

ont montré récemment qu'un certain narbre de souches de cette espéce sont
multi-résistantes & des groupes d'antibiotiques bien déterminés ; ce phéno-
méne n'a cependant pas encore &té cbservé chez les autres espéces de
Rhizobiur, bien que des plasmides aient &té mis en évidence dans des souches

appartenant aux différents groupes (68, 69, 70, 71,72).
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La synbiose entre les RFhizobium et les légumineuses
aboutissant 3 la fixation de 1'azote atmosphérique est écologiguement trés
importante au niveau de la biosphére. Cette association plante-bactérie
présente 3 1l'heure actuelle une grande importance dans l'amélioration des

renderents agricoles.

Parmi les voies de recherche, nous pouvons envisager les
investigations d'ordres taxonomiques, la mise au point des milieux de

culture (milieu de sélection, par exerple), et les &tudes génétiques.

Dans ce travail, nous nous sommes proposés d'étudier la
résistance d'un grand narbre de souches du cenre Fhizobium et du genre

Agrcbacterium 3 diverses substances antibiotiques et antiseptiques.

Dans un premier temps, nous avens mis au point les techni-

ques permettant la mesure de la résistance ou la sensibilité & ces substances.

Dans un second temps, nous avons essayé de classer les

bactéries en fonction de ces caractéres.

Nous avons ensuite étudié les relations entre des caracteres
de résistance et la nodulation ; enfin, nous avons essayé de rettre en
évidence des plasmides chez les souches qui se mentrent résistantes a de

norbreux antibioticues.
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- A - MATERIEL

1 - Microorganismes :

84 souches de Phizohium et 11 souches 4'Agrobacterium ont

€té étudiées : elles proviennent soit de la collection de notre laboratoire,
soit de collectionsétrangéres comme le Centre International d'Agriculture
Tropicale en Colambie, l'Organicsation de Recherche Scientifique et Industriel-
le du Cormonwealth en Australie, le laboratoire de micrcbiologie de la
Faculté de Gerbloux en Belgique, la collection de Rhizobium de Rothamsted

en Angleterre, 1'Institut de Recherche de 1'Ontario au Canada, le départe—
rent d'agriculture de Beltsville aux Etats-Unis, 1l'Université de Nedland en

Australie.

Des souches des principaux groupes d'inoculation connus

ont été choisies : 24 socuches de Rhizobhium melileti, 13 souches de

Rhizobium trifolii, 9 souches de Rhizobium vhaseoli, 12 souches de

Rhizobium japonicum, 9 souches de Rhizobium leguminosarum, 5 souches de

Rhizobium lupini, 12 souches de Rhizcbium spp comprenant des souches du

groupe cowpea. Les intitulés ainsi que les origines de chacune des souches

utilisées figurent sur le TABLEAU II,

2 - Matériel végétal :

Quatre genres de légumnineuses ont été étudiées :




TRBLEAU II: Origine des souches utilisées.
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Souches

Appellaticn d'origine Regu de Isolement
M2/1 Agrobacterium radiobacter R.U.’G. Eau Mechelen BELGIQUE
B 6 Agrobacterium turefaciens R.U.G. Pommier Crown gall STRE~-
v NANDRAM IWA U.S.A. 1963
T 111 Agrobacterium tumefaciens R.U.G. U.S.A.
F/1 Agrobacterium turefaciens R.U.G. Daithia ISRAEL 1961
B 37 Agrcbacterium tumefaciens R.U.G. U.S.A,
“RHIZ0 Agrobacterium rhizogenes U.S.T.L. - A.T.C.C. 13332
1771 Agrobacterium turefaciens R.U.G. Vitis Vinifera IRAN
3/1 .. Agrobacterium tumefaciens R.U.G. Pormier ISRAEL 1962
IR 2 Agrcbacterium rubi R.U.G. Framboisier U.S.A,
KERR 38 Agrcbacterium sp R.U.G. Prunier AUSTRALIE
0362 Agrcbacterium sp R.U.G. Sol AUSTRALIE
Mi-5 Rhizobium melilot U.S.T.L.  Medicago sativa
BELGIQUE 1968
Ml-5 col Fhizobium meliloti U.8.T.L. Muatant naturel de Mi-5
M5S Fhizcbium meliloti U.s.T.L. Medicago sativa
Ml1ls Rhizobium meliloti U.S.T.L. Medicage sativa LILIE 1972
Mi2s Fhizobium meliloti R.I1.0. Medicago sativa 1962
Ar 16 Rhizobiun meliloti S.R.M.S.
M 17 Rhizcbium meliloti R.I.O. Medicago sativa 1963
TU 20 Fhizcbium meliloti S.R.M.S.
M21 Rhizobium meliloti C.I.A.T. Medicago alba RIODESIE 1971
VE26 Fhizcbium meliloti S.R.M.S.
44 Fhizcbium meliloti C.I.A.T. Medicago sativa
AUSTRALIE 1969
45 Rhizchium meliloti C.S8.1.R.0. Medicago sativa
URUGUAY 1963
SU 47 Rhizobium meliloti C.S.I.R.0, Medicago sativa
AUSTRALIE 1939
A 145 Rhizcbium melilotd R.I.J.P.K.
A 161 Rhizobium meliloti R.I.J.P.K.
2004 Rhizcobium meliloti C.I.A.T. Nen connu
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Souches Appellaticn d'origine Regu de Isolement
444 Rhizobium meliloti C.I.A.T. Non connu
WU 498 Rhizobium meliloti U.W.A. Medicago truncatula
W. AUSTRALIA 1965
WU 499 Fhizcbiur meliloti U.W.A. Medicago truncatula
2001 Rhizobium meliloti R.C.R. Medicago sativa
2011 E Rhizcbium melilots I.N.R.A.T. Non connu
2011 Ren Fhizobiun meliloti R.C.R. Non connu
2011 82 Rhizobium meliloti U.S.T.L.
" Rhizobium meliloti S.R.M.S.
L1 Rhizcbium leguminosarum U.5.T.L. Pisum sativum Lille 1972
112 Rhizobium leguminosarum U.s.T.L. Pisum sativum Lille 1972
L17 Rhizobium leguminosarum 4-1 F.S.A.G. igigm sativum BELGIQUE
L18 Rhizobium leguminosarum 4-2 F.S.A.G. Non connu
124 Rhizcbium leguminosarum F.S.A.G. Viscia 1951
125 Rhizobium lequminosarum C.R.B. Pisum sativum BELGIQUE
3HOal18/C.R.B. Rochelle, I11 1933
126 Rhizobium leguminosarum R.C.R. Viscia hirsuta 1972
1001R.C.R. '
127 Rhizcbium lequminosarum R.C.R. Non connu
1045 R.C.R.
L 53 Rhizobium leguminosarum R.I,O. Pisum arvense 1928
PS5 Rhizobium phaseoli U.S.T.L. Phaseolus vulgaris
Lille 1970
P6 Fhizobium phaseoii U.S.T.L. Phaseolus vulgaris
Lille 1970
P12 Rhizobium phaseoli F.S.A.G. Phaseolus vulgaris 1960
P 15 Rhizcbium phaseoli 3622 R.C.R. R.C.R. Non connu
P 16 Rhizcbium phaseoli 3610 R.C.R. R.C.R. Non cannu
P 94 Rhizobium phaseoli R.1.0. Phaseolus acutifclus

Yuma, Ariz. 1948

6\\
S
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_Souches

Apoellation ¢'origine

Recu de

Isolement

- —— i e = e s

P 95
CC 365
CC 511
T1

TA l

T3
TS5
T 15
T 18
T 25

T 35
T 37

T 41
3D1g25a

WU 95

WU 290
CC 2480 a
G2

311B135

G3
311B138

3/15/B3
Js

Jé

Rhizobium phaseoli
Rhizcbium phaseoli
Rhizcbium phaseoli
Rhizobium trifolii
Rhizcbium trifolii
Rhizobium trifolii
Rhizobium trifolii
Rhizobium trifolii
Rhizobium trifolii

Rhizobium trifolii

Rhizobium trifolii
Rhizobium trifolii
Rhizobium trifolii
3D1g25a/C.R.B.
Rhizobium trifolii
Rhizcbium trifolii
Rhizabium trifolid
Rhizobium japenicum

Rhizcbium japonicum

Rhizobium japonicum
Rhizobium japonicum 3-17
Rhizobium japonicum 3-24

R,I.O,
C.S.I.R.0.
C.S.I.R.0.
R.I.0.
C.S.I.R.0.
R.C.R.
R.C.R.
U.S.T.L.
U.S.T.L.

U.S.T.L.

SOA.G'
R.I.0.

C.R.B.
U.W.A,
U.W.A,
C.S.1I.R.0.
S.R.M.S..
S.R.M.S.

F.S.A.G.
Ganbloux

C.8.1.R.0,

Phaseolus vulgaris
Phaseolus wvulgaris
Phaseolus vulgaris
Trifolium sp 1962
Trifolium subterraneum
Bridfort, Tasmania
AUSTRALIE 1968

Trifolium repens
Mrbleside ENGLAND 1942

Trifoliun repens BLADFORT
BORSET ENGIAND 1941

Trifolium pratense
Lille 1969

Trifolium pratense
Lille 1969

Trifolium repens
Iille 1970

Trifolium pratense 1948
Trifolium hirtum 1945
Trifolium incarnatum
Trifolium subterraneum
AUSTRALIA 1961

Trifolium subterraneum
AUSTRALIA 1964

Trifolium subterraneum
Yanninicum GREECE 1965

Non connu ,
Non connu

Glycine hispida
Soja 1956

Non - connu
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Souches Appellation d'origine Regu de Isolement
61A76 Rhizobium japonicum U.s.T.L.
J 67 Rhizcbium japonicum R.I.O. Glycine hispida
JAPCN 1929
J 68 Rhizocbium japonicum R.I.O. Glycine hispida
YOUGOSLAVIE 1955
G 69 Rhizobium japonicum S.R.M.S.
cC 708 Rhizcobium japonicum C.8.1.R.0. Glycine max
OC 1809 Rhizobium japonicum C.S.I.R,0. Glycine max 1968
K 61 Rhizcbium lupini U.S.T.L. Lupinus sp LILIE 1974
K 65 Rhizobium lupini U.S.D.A. Lupinus angustifolius
3CZEla/C.R.B. GEORGIA 1946
~ .
K 107 Rhizobium lupini R.T.0. Lupinus albus
GAINSVILLE 1940
K 121 Rhizobium lupini R.I.0. Lupinus luteus
BRESIL 1959
WU 425 Raizobium lupini U.W.A, Ornithopus compressus
AUSTRALIE 1960
V6 Rhizchium spp U.S.T.L. Rachis SENEGAL 1974
Ccowpea-group
v 8 Rhizcbium spp U.S.T.L. Arachis SENEGAL 1974
vV 10 Rhizobium spp U.S8.T.L. Arachis SENEGAL 1974
Vv 16 Rhizcbium spp F.S.A.G, Arachis hypogeae 1962
v 17 Rhizcbium spp F.8.A.G. Arachis 1967
vV 19 Rhizobium spp F.S.A.G. Youganbi OONGO
32H1 Rhizcbium spp C.S.I1.R.0, Non connu
122 Fhizobium spp R.I,0. Vigna sinensis 1920
135 Rhizobium spp R.I.O. Pueraria thurbergiana
ROCK HILL 193S
3001 Rhizobium spp R.C.R. Anthylus vulneraria
’ BEDFORT ENGLAND 1951
3002 Rhizobium spp R.C.R. 1otus corniculatus
BEDFORT ENGLAND 1951
CB 756 Rhizobium spp C.5.1I.R.0. Non . connu




C.1.A.7T.

C.S.I.R.0.

R.C.R,

R.I.0.

U.S.D.A.

U.8.T.L.

U.W.A.

R.I.J.P.K.

S.R.M.S. -

F.S.A.G.

R.U.G.

I.N.R.A.T.
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1 - Medicago : (luzerne) variété Magali
2 - Trifolium : (tréfle nain) variété blanc Huia

3 - Pisum : (petit rois nain) variété merveille de Kelvedon

NS
!

Phaseolus : (haricot nain) variété Marbel

Les semences ont €té fournies par la Maison VILMORIN.

3 - Milieux de culture :

- o - e - - a w w-———— -

Les souches sont obtenues par repiquages réguliers sur

milieu 4'ISVAREN gélosé (73) dont la composition est la suivante :

K21‘p04...l..lll.lb..;l.l......l'..l.0. 0'5

g
MgSO4, 7H20 ceessvtessrssessecsnsasis 0,2 g
FeCly 6 Hy0 wevvvveersieeerennseneess 0,01 g
NaCl seevcecocsccnsessescsoccssncnsses 0,29
Mannitol seeeesesccessescocnscscsesese 10 g
Gluconate de potassium cesescecsscsses 1,59
Extrait de levure (DifCO)ecveeseececes 2 @

g

Agar Difco 000000000080 P OB OCRERESOETDRITS 15

Eau distillée.oolOl.ootoooo.o.cnloo.l- l litxe

pH: 6,8 -7

Le milieu est stérilisé & l'autoclave a 120° C pendant 20 minutes.

b) Milieu TY :

- -

Les souches sont cultivées sur milieu TY liquide décrit

par BERINCER (74) ‘; sa corposition est la suivante :
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Trwtmle.......‘.............."'.. 5
Extrait de levure (DifCO).ceeeseces 3 g
CaCl3,6 HZO DR R I I I S AR A S S I A A B ST SR ll3g

Fau Aistillée ..veeevesccecancanans 1 litre

pH 6,8

' le milieu est stérilisé i 1'autoclave & 120° C, durant 20 minutes.

Il est utilisé pour la gemmination de petites graines de
légumineuses afin de contrSler la stérilité et la gemmination, et présen-

te la composition suivante :

K2m4....’IDlll....’..'........'..l 1 g
mso4' 7Hzoac--on--o..c-----on.n.o- O,zg
Extrait de levure (DifcO)..eeecscess lg
Bacto agar (DifcCO)eeeececscsscncses 15 g

Eau distillée....-....-o....-.....- lli.tr.e

pH 7,2

On le stérilise & l'autoclave & 120° C, pendant 20 minutes. La source
de carbone (glucose) est additionnée de fagon & avoir une concentration de

1 pour cent ; celle-ci est préalablement stérilisée & 105° C pendant 30 minutes.

Le milieu utilisé pour la culture de légumineuse présente

la composition suivante :
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K2HPO4............................ 0,5 g
MgSO4, 7 H20...................... 0,2 g
NACleeevooroessecoonacennnsnnssees 0,1 g
FePO4. 1 g
Ca, (PO4)2 2 g
FeCl3............................. 0,01l g

Eaudistillée..................... l litre

PH =7
Ce milieu est autoclavé (30 mm & 105° C) aprés avoir été réparti

en tubes.

4 - Antibiotiques :

16 antibiotiques ont été sé€lectionnés : ils appartiennent
aux grands groupes habituellement reconnus parmi ces substances :
- Groupe de Betalactamines :
. Penicilline et Ampicilline
. Cefalotine
. Streptomycine
. Kanarmycine
. Gentamycine
- Groupe du chloramphenicol
-~ Groupe des Tetracyclinés :
. Tetracycline

« Minocycline
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Groupe de Macrolides :
' . Erythrcmycine
-~ Groupe apparent aux macrolides :

. Lincomycine

Novobiocine

Groupe des polypeptides :
. Polymyxine B
. Colistine

- Sulfamides :

. Sulfadiazine

Ces antibiotiques ont &té utilisés sous forme de disques
de 6 mm de diamltre, distribués par 1'Institut Pasteur dont les charges
sont les suivantes :

Penicilline : 6 ,Jg ; Arpicilline : 10 Ik Cefalctine : 30 UI ; Strepto-
mycine : 10 UL ; Kanamvcine : 30 UI ; Gentamycine : 15 Fg ; Chlorarmheni-
col : 30 ’Jg ; Tetracycline 30 UI ; Minocycline : 30 UI ; Erythramycine :
15 UI ; Lincomycine : 15 pg ; Novobiocine : 30 UI ; Polymyxine B : 36 pg ;
Colistine : 60 pg ; Sulfadiazine : 200 Fa Acide nalidixique : 30 jg-

Pour la Gétermination de la concentration minimale inhibi-
trice (CMI), les antibiotiques cnt été fournis par les laboratoires :
Upjohn (novabiocine, Lincomycine) ;Eli Lilly (Erythromycine, Cefalotine) ;

P fizer (Tetracycline, Polymyxine) ; Winthrop (Acide Nalidixigue) ; Theraplix
(Sulfadiazine) ; Roussel (Chloramphenicol) ; Sita (Ranamycine) ; Specia
(Streptomycine) ; Sarbach (Penicilline) ; Schermp (Gentamycine) ; Bristol

(Ampicilline) ; Bellon (Colistine) ; Lederle (Minocycline).
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5 - Antiseptiques :

Des antiseptiques appartenant aux principaux groupes connus
ont été sélectionnés en excluant ceux qui neutralisent de fagon trop impor-
tante le milieu utilisé ; ont été finalement retenus (¥):

1 - Bromire de dioctyl dimethyl ammonium ¢ 50 % matiére active

2

Chlorure d'alkyl dimethyl benzyl ammonium : 50 % ratiére active

W
1

GlYOXB.l..-.......o.---..o...o.-.--.‘o-...- H 80

oe

S
L

Glutaralde}lydeoccO'ol-ocloc.ocoo..‘ooo..o : 50

o0

5 « Gluconate de chlorhexidine.ceeeesesscaess & 20 &

oo

6-Fomolocoo.o.ooo...o-...lt...llo..o.loo.l H 30

(%) aimablerment fournis par le laboratoire de Bactériologie de la

Faculté de Pharmacie (LILIE II).
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B - METHODES

1 - Réalisation des antibiogrammes et mesure des zones d'inhibition en

milieu gélifié :

Les antibiogrammes ont &té réalisés sur milieu d'ISWARAN
décrit ci-dessus. Ce milieu permet une bonne culture des souches & crois-

sance rapide comme R. meliloti ou R. leguminosarum mais également des

souches & croissance lente pour lesquelles il a été décrit (R. japonicum

ou R. lupini) ; un seul milieu peut aussi &tre utilisé pour toutes les
‘souches. ILe pH de ce milieu ne varie pratiquement pas au cours de la culture
ceci est important lors de la réalisation d'antibiograrmeg.Ils sont réalisés
sur bolte carrée (120 mm x 120 rm) 3 l'aide d'un distributeur automatique de
disques (Institut Pasteur production). 50 ml de milieu A'ISWAREN scnt coulés
dans chaque bofte. 5 ml d'une suspension bactérienne de densité optique
connue sont ajoutés ; l'excés de liquide est ensuite €liminé et les bofites
sont placées & 1'étuve & 37° C pendant 10 minutes. Apr@s application des
disques, les boites sont incubées a 30° C jusqu'd ce qu'une culture soit
observée. Ceci demande 2 & 5 jours suivant les souches ; les diam@tres des

zones d'inhibition sont alors mesurés.

2 ~ Détermination de la concentration minimale inhibitrice en milieu

liquide (CMI) :

Une solution concentrée de chacun des antibioticues est

d'abord réalisée selon la technique décrite par la pharmacopée américaine

~e



‘TABLEAU ITIT

Iicparation of Stock Solutions and Test Dilations of Antibiotic Siandard.

t Concentration, Units (T or g per mal. L ] ‘
t The test dilutions of the standard shounld be prepared firse i the inaicaied sulvene. at concentrations

centrations,

SUBM stands for “flaifer’ and refers tothe phosphate buifers derined elvewhere.

* Where “Waier” (iiss
¢ Prepave thestandsv

¢ Parsnthetic cyorizaion indicates the final eoteentration of whe antiiviic in the solveat.
v PHOSPHATE BUFFERS

pecified. Purified Water, uaze 33 is to be used.
d test ailutions and the Sample test diinricn sunurraneosly.

_r’_repnl"c S folliws or by other suitable means the phosihute
bufuirs requriired for-the antibsotic mnder assay.  (The bnffers
are desiganted by nubers correxponding to those emploved
-in the Federal Register.) P

*Buffer No. 1,1 pereent, pl6.0-—=Dissolve 2.0 g of dibasie
potas-ium phosphute and ¥, € o mobibisic potassinm phus-
phate i JO00 mi of water.  Adinst vie pll with 1S N phos.
phoric acid or 10 .V potassivm tyvdroxide 10 6.0 £ 0.05.

Jufier No. 3, 0.1 M, pll Rti—Dissolve 16.78 £ of dibasic
potassinm phasphate and 0523 ¢ of monebasic potassinm
phosphate m 1000 mil of water.  Adjust the pli with 18 ¥

-phosphoric acid or 10 N potassium hydroxide 1o 8.0 =& 0.1,

Bufier No, 4, 0.1 M, Tl 4.5-=Dissslve 13.61 ¢ of monubasie
potassiusa phosphate jn 1603 ml of water.  Adjust the pli
with 1S A puosphoric acid or 1 N potassiun: hydroxide to
4.5 2= 0.05. '

Buifer Na. 6, 10 percent, pll 6.0—Dissolve 20.0 g of dibasic
portassaum phosphute spd NLC g oof moncbasie potassium
phosphaie in joud mi of water,  Adjust the pIl with 18 ¥
plosphorie said or 10V potassaum hyvdroxide to 6.9 == 0.05.

Duifer Ne. 16, 0.2 )/, pil 103—Dissolve 35.0 g of divasic
potassivm phosphate in 3000 mb of water. and add 2 1nl of
10V patassivn hydroxide. Adjust the ptl with 1N N phos-
phorie acid or 10 Y potassivm hyvdroside to (0.5 == 0.1,

| Srock Solution ‘ Tost Doses
Antit il 4 T Conn ! !
:ntibiotic ry- ) | Loncen Tse . '
ing Solvent Diluent ¢ wration g \N’tii};in 5! Diluent ! Medisn!
- perl | | .;
Amphotericin B Yes Dimethyleuifoxide Same 1 mg? i { day PRI )0 g
Ampicillin No Vater! : Same 100 ux | 7 days DBy 1 o0iag
Bacitracin Yes B.1 Same | 100U p 7 days A 1.0U
Capreoinyvein Yes Warer Same ' Img 7 duvs i Water | 100 g
Carbenicillin No Bt Same g | ldduys | &) |20 ug
Cephalexin No 2.1 Seme 1mg | 7 days Uy 20 py
Cephainihin Yes 11 Same Img 1 5 days | 81 1.0 ug
Ch,lor:'mphr_-x:icol No Aleohol (10 mg/mb)e B. 1 Tmg  30deys | B 30 ug
Clindamy cin No Water B.3 lieg ! 20duys | B3 1.0 pz
Cloxa«illin No .1 Same 1 mg j 7days Y A V5.0 g
Colistimcrhate Sodim Yes Water (10 mg/ml* 3.6 lmg ; 1day [ T B QTS
Cycloserine Yes Witer j Same Img | S0days | 3.1 i 30 ug
Dactincmyein Yes Methanol 710 mg/mi)¢ . 3.3 1 mg ¢ 7 days i B3 1.0 pr
Dicloxacilii: i No | B.L_ o4 Seme ;o lmg o Tdeys 1 o2 5.0 ur
Doxyeycline No 0.1 M Lydrochioricncid 1 B4 0 Img 5 days ; B4 0.1 ug
Erythroinycin Yes MMeibanol (10 myg/mie ) ‘ 1 mg | Wedows | B3 1.0 pg
Gentamicin Yes 5.3 I Eame ITwmg 0 30davs | £.3 0.1 ug
Csiseoiuiviu » No Dimethylorinamide j Same Img | 3months | 5.3 3.0 ug
Kansmycin Snatfute No .3 | Saine 1 mg : s B L0 ug
Lincomyein: No Water Same Tmg | P88 1 2.0
Methicilliz, Sodis %o | 1 | Seme | Img | VY G e
Mincercline No 0.1V hydrochiericacid ¢ B.4 | lmg : . 434 b0l ug
Mithranivein Yes Waier {2 . 100 pg Lol 1.0
Nafeillin No 3.1 | Same | )lmg ! i A1 R0 ue
Neomycia Y oYes 0 M3 i Same 1 lwg D T I W
Nystatiu : Yes | Dimethylivimamide i Same o 10U g Do, WU
Oxacillin P No o } Seme | lmz - CoLl 5.0 pe
Oxavillin Hadium ' No | B i Same § lig ! CBY D 5.0 pe
xutetracvelioe i No i .15 hydrochloric neid | Same ¢ i (S 0.24 ug
Yg Bigilli i No | 21 . Sgme |00 51 10U
i No | Methanel 2 mb R A SR 11 A L ) 1ol
Polvmyxin 13 Sulfuie b Yes | Water qiv,uiu Uy mly® [/ S PRI T X314 TR L B Y A T IR
Rifanpin ! No I Methano! Bl ] o bwg 1 duy : y
Spectingrsyein i No | Warer j Same 1 lwmy o 30days
Streptumyein i Yes | 0.3 i Same ' lmg o H0dus
Strapte nyein Suliate o Yes | Water PoBams b g 0 Gpdays
- Tetracyciine ¢ Yes o 0.} NVhydrocidosie neid 0 Sawe o g 0 b day A
Vanconyein Hydroshioride Cos ; Water i Same | 0 pg T days S04 SR e
Yiomycin Ve Water j Same | lmg 7 davs Water | W0l ug

20 tunes he final con-

ey

e
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(75 ) (TRBLERU IIJ); & partir de la solution de 1'antibiotique stérilisée
par filtration sur filtre éde 0,22 JA de porosité, des dilutions scnt réali-
sées Cans le milieu 4'ISIARAN. L'bpération est effectuée en tubes & hémo-
lyse (hauteur 84mm , diamétre l2mm ) & raison de 1 ml par tube. Chaque tube
est inoculé & 1l'aide de 0,05 ml de suspension bactérienne de densité opti-
que 0,5 (mesuré & 620 nm de longueur d'onde) . BAprés homogénéisation, les
tubes sont placds & 30° C en agitation jusqu'd ce qu'une croissance soit
Observée dans les tubes témoins sans antibiotiques. Ceci demande 2 & 5
jours selon les souches. le premier tuke ne présentant pas de culture bac-

térienne est czlui qui donne la valeur de la CMI.

3 - REalisation des antisep:ogrammes :

Des diluticns de chaque antiseptique sont réalisées dans
l'eau distillée. Des disques de papier de 6 mm de diamStre (Institut Pasteur)
sont plongés dans la solution d'antiseptiques de concentration déterminée
lors d'un essai préliminaire ; les disques sont utilisés apr@s avoir enlevé

l'excés de liquide

les antiseptogrammes sont réalisés dans des boites de 90 mm
de diamétre. Toutes les autres conditions (inoculation, terps, ...) sont

-

identiques & celles utilisées pour la réalisation des antibiogrammes.

4 - Tests de nodulation in vitro :

L'infectivité représente la capacité d'infecter les racines
de certaines légumineuses et d'y provoquer l'apparition des nodules. Ce

caractére se note (inf +). Il se différencie difficilement de la spécificité
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d'hdte. L'efficience définit la qualité de l'asscciation Rhizobium-légumineu~
se qui aboutit & la fixation d'azote moléculaire: Cette qualité d'une souche
de Rhizobium capable d'induire une telle association se note (eff +). Ces
propriftés sont étudiées pour quatre espéces de légqumineuses : Luzerne,

Trefle, Haricot et Petit Pois.

a) Sternilisation des ghaines :

- ——a— v - - o U o= -

Petites graines (ex : Luzerne, Tréfle): les graines sont

d'abord triées et réparties dans une boite de Petri. On ajoute une goutte
de détergent (Teepcl) et on recouvre les graines de 20 ml environ de
chlorure mercuriqué a 2,5 g/litre, On laisse agir 5 minutes en agitant. On
élirine cette solution au moyen d'une pipette Pasteur branchée sur ume
trampe & vide. les graines sont rincées 6 a 8 fois a l'eau distillée
stérile,

Pour les grosses graines (ex : Haricot, Petit Pois) : la

stérilisation de ces graines est effectuée & 1l'aide d'une solution d'hypo-
chlorite de calcium & 80 g/litre préalablement filtrée. Celle-ci doit étre
utilisée juste aprés sa préparation. le temps de stfrilisation et les pro-

cédés de rincage sont les mémes que pour les luzernes et les tréfles.

-~ e a n —— — o oo G W e = o o o -

La technicque de mise en culture varie également en fonction

de la taille des graines :

Pour les petites graines : on dépose stérilement une vingtai-

ne de graines & la surface de boite contenant un milieu riche (RCG glucosé)
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afin de contrller la stérilité de la germination. La germination dure .

2 & 4 jours & 30° C. La racine atteint alors 1 & 2 cm de longueur.

Pour les grosses graines : des boftes de Petri en verre

(Qiamétre 140 mm) sont tapissées d'une couche de coton hydrophile de 5 mm
d'épaisseur environ, elle-méme recouverte d'un disque de papier filtre ;
l'enserble est imbibé de 100 rl d'eau du rcbinet ; aprés emballage dans
un papier kraft et d'aluminium, les boites sont autoclavées & 120° C
pendant 20 minutes. Sept graines désinfectées sont alors déposées stérile-
ment dans ces boites et placges 48 heures & 72 heures dans une étuve dont

la température est réglée & 30° C.

¢) Ingeulation des graines :

- -t W e W e o - -

Pour les petites araines : les plantules dont les racines

ont atteint 1 3 2 cm sont immergées pendant 3 heures dans une suspension

bactérienne ccncentr@e (culture en phase exponentielle de croissance).

Pour les grosses graines : la culture bactérienne est cen-

trifugée, lavée et remise en suspension dans l'eau distillée stérile, 1'ino~
culation est réalisée directement dans les récipients de culture décrits

ci-aprés. © '




33

¢ I Pot en plastique transparent

Pot en plasticue bleu contenant

e e - - ———— o le milieu de NICOL et THORNTCN
BRI ensemencé avec Fhizobium.

o w % - = = e e -

d) Mise en culturne :

- - —— - "

1 - Petites graines : les graines germées sont transplan-

tées & raison d'une plantule par tube de culture. Dans chaque tube (220 rm
de hauteur et 20 mm de diamétre) omntenant20 ml de milieu de NICOL et
THORNTON, une bandelette de papier vhatman 3 de 8,5 x 1,5 cm pliée a la
partie supérieure en forme de "N" assure le maintien de la graine & la sur-
face du liquide et permet de lui garder une hﬁru‘.dité suffisante, Ces tubes
contenant le support et le milieu liquide sont bouchés avec de la gaze ren-
fermant du coton et stérilisés par autoclavage pendant 30 minutes & 105° C
(car & 120° C, on note une variation du pH). L'inoculation s'effectue dans
la serre avec 16 heures d'éclairerent et 8 heures d'cbscurité. La tempéra-
ture est de 20 & 25° C et 1'humidité est de 80 %. I'apparition des nodules

demande 10 a 20 jours.
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2 - Grosses ograines : les graines germ@es sont mises

en culture 3 1'aide du dispositif ci-dessus : un pot en matidre plastique
stérile de 200 ml est rerpli stérilement de milieu NICOL et THORNTOM. Le
couvercle est alors placé & l'aide d'un emporte piéce stérilisé & la flamme.

- La graine germée est déposée sur le couvercle, la racine plongeant dans le
milieu ; un second récipient en plastique transparent est plécé sur le premier
la culture s'effectue en serre dans les mémes conditions que précédemment ;
1'apparition des nodules estnotfe aprés environ un mois. L'ablation des cotylé-
dons a été effectuée selon la technique de BONNIER et BROUWERS (76) ; en
effet, des réservés azotées existant en quantité irportante dans les cotylé-

dons risquent de retarder l'apparition des nodules.

5 - Mise en évidence des plasmides par analvse électrophorétique :

Nous avens utilisé la technique de WOHLIEBEN et SIMN (77).

Pour préparer le matériel & analyser, on centrifuge 15 ml d‘'une suspension

bactérienne de D.0.1 (600 nm) cultivée dans le milieu TY pendant 5 minutes

a 8000 tours/minutes dans le rotor SS 34 & 4° C. Le.culot est remis en sus-
pension dans du tampon TE froid (TrislSO mM, EDT2 acide éthyléne diamine -
tetra acétique) 20 mM pH 8, On centrifuge & nouveau et on reprend le culot
dans 150 ml de Tris 50 mt pH 8 contenant 25 % en saccharose. Toutes les opé-
rations qui suivent sont effectuées dans un petit tube Eppendorf (1,5 ml) :
des retouwrnements permettent une agitation douce. On ajoute 100 ml de
lysozyme_ a 5 mg/ml dans du Tris 50 M pH 8. On laisse 20 minutes dans un bain
de glace, ensuite on ajoute 200 /Jl d'EDTA, 250 mM pH 8 et on laisse 10 minu-

tes dans la glace. la lyse est effectuée par addition de 250 /-’l de SDS (sodium



dédécyl sulfate) & 15 % dans le tampon TE. On porte alors d 55° C pendant

5 minutes en retournant le tube réguliérement. On laisse refroidir et on
ajoute 250 1 de NaCl (5 M) en mélangeant rapidement 3 température ambian-
te, puis on laisse dans la glace pendant 6 heures minirum. On centrifuge
ensuite pendant 10 minutes & 4° C dans la centrifugeuse Eppendorf 5412, On
récupére le surnageant auquel on ajoute 0,313 volume de PEG (polyéthyléne
glycol) 6000 a 42 % dans le tampon phosphate de sodium 10 oM pH 7. On laisse
dans la glace pendant 6 heures minimum. On centrifucge ensuite pendant 10 mi-
nutes dans la centrifugeuse Eppendorf 5412. Ie culot est remis en suspension
dans 50 & 100 pl de tampon TES (Tris 50 mM NaCl 50 r# EDTA 5 mM pH 8). On
fait un dépdt e 20 a 50 A1 en présence de bleu de bramophéncl et on fait
miérer 1'AIN dans wn gel d'Agarcse & 6 °/oe dans le tampon Tris 89 mM,

acide borique 89 mM, EDTA, 2,5 ni1 pencﬁant 3 @ 5 heures sous un courant
d'intensité 50 m.A. Aprés électrophcrése, le gel est trempé pendant 30 minu-
tes dans un bain de bromure d'ethidium & 1 ’Jg/ml dans l'eau ; ensuite, on
photographie le gel sous une illumination de longueur d'onde 302 nm avec wn

filtre pour ultraviolet et un filtre orange.

6 - Calculs et interprétations statistiques :

Les relations entre les diamétres des zcones d'inhibition
en milieu gélifié et les concentrations minimales inhibitrices en milieu
liquide (CMI) sont étudiées selon la méthode provesée par ERICSSON et Coll
(78) : les diamétres des zcnes d'inhibition y sont exprimés en mu ; la
valeur de chaque CMI (en mg/ml) est transformée en logarithre a base 2,

gui est ensuite canplété de 5 (= xX), Les droites de regression y = £ (%)
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sont établies pcur chaque antibiotique avec 4 & 6 couples de valeurs
expérirentales. L'utilisation de la méthode dite des moindres carrés assure
le calcul de la pente (po) et de 1l'ordonnée a l’,origine (yo) et permet de

déterrminer le tracé de la droite.

Y =Y, * P X

(@)
f(x-i) (v = v)

= x-3°

et 1'ordomnée & 1'origine y_ = y - pO;::'

ou la pente P,

sachant que : y = diamdtre (en mm) d'inhibition en milieu gélifié

y = valeur rovenne des resures de vy effectuées

L]

et que : x = (log, OMI) +9

valeur moyenne des resures de x effectuées

X

La liaison fonctionnelle entre les variables est détermi-

née statistiquement par l'estimation du coefficient de corrélation r

r=Z.(x-x) (v = v)

y Sx-%° Zly - n°

le risque pris oL (exprimé en %) est alors précisé par

le test du "t" de Student pour les n mesures effectues : avec (n-2) degrés
~ de liberté la table de FISHER et YATES (79) donne 1'ordre de grandeur de o

pour chacque valeur de :

t = n-2

r
\l l - r2
Tous nos calculs sont effectuds sur calculatrice "Hewlett-

Packard" HP 91.
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Pour chacun des 16 antibiotiques étudiés, nous avons
choisi 4 & 6 souches pour lesquelles nous avons mesuré le diamétre de
zone d'inhibition et la valeur de la OMI. Nous avons essayé aprés ana-

lyse statistique d'établir une relation entre ces deux paramétres.

La mesure de la résistance ou de la sensibilité & wn

antibiotigue peut se réaliser selcn deux techniques :

- la détermination de la CMI en milieu liguide permet de
définir la sensibilité ou la résistance des souches bact@riennes avec une
borne précision. Cette technique dite de "dilution en milieu liquide" est
longue & réaliser et il est nécessaire de tester chaque bactérie isolée

vis-&-vis de norbreux antibiotiques ;

- la détermination des diam@tres des zones d'inhibition
qui se réalise sur milieu solide (méthode des disques) permet également
la détermination de la résistance (ou de la sensibilité). Cette technique

est simple et rapide & mettre en ceuvre.

Nous avons voulu utiliser les résultats de cette deuxiéme

technique 3 la détermination de la QfI. Dans un premier terps, nous avons
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pour chaque antibiotiqué essayé quelques souches distinctes (entre 4 et 6)
donnant des diamétres des zones d'inhibition de différentes valeurs. Les
valeurs des CMI en milieu liquide ont été mesurées pour chacune de ces
souches., Une relation entre les diamétres des zones d'inhibition et les
valeurs de la CMI a été recherchée par analyse statistique (Droite de
régression selon la méthode décrite par ERICSSON) (78) : la plupart des mesures
des diamétres des zones d'inhibition ont été immédiatement converties en

CMI et nous ont permis de classer les souches étudiées en fonction de leur

résistance,

1 - Mise en évidence des relations existant entre les zones d'inhibition en

milieu solide et la concentration minimale inhibitrice en milieu liquide :

La CMI se définit came la plus faible ceoncentraticon
d'antibiotique capable d'inhiber dans un milieu, toute culture visible
de la souche étudiée.

Dans un essai préliminaire, nous avons pour les 16 anti-
biotiques mesuré les (MI et les diamétres des zones d'inhibition pour
4 souches distinctes. Nous avons alors essayé d'établir une relation linéai-
re entre le diamétre de zone d'inhibition @ =y (en rm) et la valeur de

la CMI exprimée en :
X = (loc;r2 Q) + 9

Lorsque l'analyse statistique (test de cocefficient de corrélation r) a montré
l'existence d'une liaison significative au risque de 5 %, nous avons établi

la droite de régression :

Y =Y, *+ PX
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et nous avons confirmé la linéarité de cette droite par le test du "t"

de STUDENT.

Dans le cas ol la valeur calculée de r est inférieure a
celle ces tables (soit a 0,9500 pour un nombre de degrés de libertés
dl=4-2 =2), nous n'avons pas considéré la liaison comme significa-
 tive entre les paramétres ; nous avons alors augrenté le narbre d'expérien-
Ces en déterminant les valeurs de x et y pour une ou deux souches supplé-
mentaires ; les mémes tests ont ensuite &té réalisés. Nous n'avons jamais
étudié pour un antibiotique donné plus de 6 souches, & cause du temps

-~

nécessaire a une telle expérimentation.

les résultats chtenus figurent dans le TABRLEAU IV, Nous
donnons également sur les FIGURES 1, 2, 3 et 4 les droites chtenues

pour les antibiotigues utilisés.

Sur le TABIEAU IV ne figurent que les résultats de 15 an-
tibiotiques : en effet, la lincomycine s'est révélée inactive pour 93
souches sur les 95 étudiées ; nous n'avons donc pasv calculé la droite de
régressicn pour cet antibiotique. Deux équations de droites ne peuvent &tre
estimées came satisfaisantes, il s'agit de la gentamycine et de la
polyrmyxine B, en effet l'estimation du coefficient de corrélation, et la
valeur du ™t" de STUDENT rontrent que les valeurs du risque o sont supérieures
3 5% : dans ces conditions la relation &tablie ne peut &tre considérée
came statistiquement valable ; nous raisonnerons donc, dans la suite de ce
travail, pour ces deux antibioticques sur des valeurs de diametres et non

sur des valeurs de CMI,
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Nombre de sou-

Antibiotiques ches utilisdes Equation de la droite de regression Risque
(=) 1

Penicilline 5 ' y = 76,000 - 5,000 x 0,02)& 0,01
Ampicilline 5 'y = 58,876 - 3,165 x 0,02>é(>cu01
Cefalotine 4 y = 79,700 - 4,340 x 0,02%«(> 0,01
Streptomycine 4 y = 53,048 - 3,452 x 0,01»ex> 0,001
i(anamycine 4 V y = 40,286 - 1;978 x 0,05> x> 0,02
Gentamycine 5 : y = 70,000 - 4,750 x 0,25>e¢50,10 (5)
Chloramphenicol 4 y = 105,571 ~ 7,229 x | o 2 0,05
Tetracycline o 4 y =108,022 - 7,758 x 0,05>e¢>0,02
Minocycline 6 vy = 79,254 - 4,8é1 x 0,02> X >0,01
irythromyci.ne 4 y = 62,09 - 3,370 x 0,022 e >0,01
Novobiocine - 4 'y =115,773 - 6,409 x 0,01Y & >0,001
Polymyxine 5 y = 39,750 - 2,800 x 0,29 8L90,10 (:t.)2
Colistine 4 y = 47,200 - 3,600 x 0,01y c¢$ 0,001
Sulfadiazine 5 y =395,610~ 23,171 x 0,01>e< >0,001
Acide nalidixique 4 y = 87,100 - 4,463 x 0,025 >0,01

(1) Y est exprimé en ‘mm, ¥ = (logz CMI) + 9

(2) Ces valeurs de ©& ne permettent pas de considérer l'équation de la droite comme

satisfaisante.

TABLEAU -IV : RELATIONS ENTRE LES DIAMETRES DE ZONES D'INHIBITION ET LES VALEURS DE CMI.
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mm mm -
Biametre Biametre
Sl o
o-——
Ampicilline Céfalotine
-y
o4

; , cmi | . PO i1

¢ 1
0,002 0,032 05 8 0,002 0,032 05 8
mcg/ml meg / ml

La linéarité des 4 drcites a été établie s%atistiquerent (voir détails

dans le texte).

mm , mm

Diametre Diametre

Kanamyciﬁe Penicilline

. ___cnl , l o AR

0,002 0,032 05 8 . 0002 0032 05 8 uune
mcg/ml mcy/ ml -

FIGURE 1 : Droites de régression donnant la valeur des diam@tres de zone d'inhibi-

tion en fonction des O pour l'arpicilline, la céfalotine, la kanavy~

cine et la penicilline.
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ik

mm
Diametre Diametre
st 81
- Cclistine Polyryxine
oT o--
81
| 4 AN | . , . cnl
0002 0,032 05 8 0,002 0,032 05 8l
' ’ meg; mi mcg/ ml
La linéarité des droites a été établie statistiquement sauf pour la
polymyxine : voir détails dans le texte.
mn mn
Dlametre Diameétre
g -k
o4 o
© Novobiocine °T Erythrarveine
o a1
-
o
: 1, l[ ﬂ' 1 1 1 cl‘-”l (
0002~ 0,032 0.5 8 0,002 0032 05 8
mcyg/ ml meg; ml
FIGURC 2 : Droites de régressiocn donnant la valeur des diamétres de zone d'inhibi-

tion en fonction des QI pour la colistine, la polvrvxine, la novchic-

Cine et 1'erythrorycine.




Diametre

Tetracycline

o
g4
g
o
! 1 3 N CMI
= T 1 -
0002 0,032 05 8
meg/mi
La. linéarité des 3 droites a &té établie statistiquement : voir détails
dans le texte.
mm mm
Diametre Diamatre
:. 21
o4 a4
Chloramphenicol Sulfadiazine
g{ 31
s % — ': : N A TN
0002 0032 05 8 0002 0032 05 8 e
mcg/ml meg/ml

FIGUFE 3 : Droites de regression donnant la valeur des diam@tres de zcne d'inhibition

en fonction des QMI pour la tetracycline, le chlorarwhenicol et le sulfa-

diazine.
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mm mm
Diametre Diametre
6 -
4 o
o St
Streptorycine . ' Gentamycine
31

: : | cni | \ | chil

0002 0032 05 8 0002 0032 05 8
meg/ml mcg, mi

La linéarité des droites a été établie statistiquement sauf pour la
gentamycine : voir détails dans le texte.

mm

Diametre Diametre

4 - Minocycline Acide naliAéKiC‘u.c

. . crl , ‘ . cnl

. H .
' 0002 0032 05 8 RS
mcg/ml . meg/ml \ oy

N-«-—
° s
(&}
@

0002 - 003

FIGURE 4 : Droites de regression domnant la valeur des diamétres de zone d'inhibi-
tion en fonction des CMI pourla Streptomycine, la gentamycine, la mino-

cycline et l'acide nalidfx{qua
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PHOTO 1 : Détewmination de La CMI en milieu Liquide (souche -

VAs=d-uis



2 - Distribution des valeurs de QMI pour l'enserble des souches étudiées :

Les 13 droites de régression parfaiterent définies, et
dont la linfarité est statisticuement vérifiée au risque de 5 % ou un
risque inférieur, permettent de déterminer les valeurs des QMI pour chaque

souche ccnnaissant les diamétres des zones d'inhibition.

Pour présenter les résultats donnant les CMI de l'ensemble
de nos souches vis-a-vis des 15 antibiotiques, ncus avons arbitrairement
déterminé 3 classes de la fagon suivante : pour chacun des antibiotiques,
si la CMI se situe dans la classe de concentraticn la plus élevée (par
exemple : OMI & 32 pg/ml pour 1a pénicilline) la souche est considérée
comme résistante & l'antibioticue. Les concentrations inférieures & cette
limite ont ensuite &t& divisées arbitrairement en dewx classes (exerple
0,75 @M {16 et 16 { M {32 pour la pénicilline). Ceci permet
de mieux rendre compte des résultats obtenus et éventuellement de différen-

cier les groupes formés.

Le classerent en trcis scus-groupes est donné dans le

TABLEAU V,

Un certain nombre d'antibiotiques ne dnne pas des résul-
tats exploitables immédiaterment, soit parce qu'il n'est pés possible de
tirer wne idée de la sensibilité des différents groupes de Rhizobium, du
fait de la dispersion des souches dans les 3 classes de OMI choisies
(par exerple ;cefalotine} kanamycine, ampicilline, streptcmycine), soit

parce que la sensibilité de différents groupes est identique. Par contre,
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(1) O exprizée en ’iq/nl

3

TABLEAD V 3

€(2) & = diazétre expriné en mm

DISTRIBUTICH DES VALEURS DE CMI POUR LES 95 SOUCHES ZTUDIEES.

Des colonies résistantes apparaissent fréquemrent dans la zene d'inhibition avec la sulfadiazine
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avec d'autres antibiotiques, on peut faire des constatations intéressantes :

- Pour la pénicilline, toutes les souches de R, meliloti

et d'Agrobacterium et un ncrbre important de R. trifolii et de R. phaseoli

sont résistantes & des concentrations supfrieures a 32 Jg/ml. R. japcnicum,

R. lupini, au contraire, sont beaucoup plus sensibles & cet antibioticue.

- Pour l'ampicilline, la majorité des souches de R. trifolii,

R. lupini et de R. japonicum sont sensibles, tandis que les souches de

R, legquminosarum, R. meliloti, R. phaseoli, R. srp et d'Agrobacterium sont

pPlus résistantes.

- Pour la streptamycire, la plupart des scuches de R. trifolii,

R. japonicum, sont sensibles, R. meliloti, R. leguminosarum, R. lupini et

R. spp sont moins sensibles. R. phaseoli et Agrobacterium par contre, sont

résistants : 8 souches sur 11 d'Agrcbacterium et 8 sur 9 de R. phaseoli ont

une CMI suﬁérieure a 32 /qg/nﬂ..

- Pour la kanamycine, R. meliloti, R. trifolii, R. japonicum

sont remarquablement sensibles, tandis que R, phaseoli, R. legumincsarum,

R. lupini, R. spp et Agrobacterium sont moyennement sensibles.

- Pour la gentamycine: toutes les souches de Rhizcbium et

d'Agrobacterium sont variables dans leur sensibilité.

- Pour le chloranphenicol, R. japorulémn et R, lupini sont

plus sensibles que la majorité des souches des autres groupes.

- Pour la tetracycline, la majorité des souches de R. meliloti

R. trifolii, R. phaseoli, R. lequmincsarum et Agrcbacterium sont sensibles ;
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par contre, R. japonicum, R. lupini et R. spp sont moins sensibles.

- Pour la minocycline : R. melilcti, R, trifolii, R. janc—

nicum et Agrchacterium sont sensibles ; par contre, R. phaseoli, R. SPpP,

R. lupini, R. leguminosarum le sont moins.

- Avec l'erythramycine, la majorité des souches de R. meliloti

R. _phaseoli, R. spp et Agrobacterium sont résistantes, tandis que les sou-

ches des autres groupes le sont moins.

= Pour la novobiocine, la seule remargue intéressante concer-

ne 1'Agrobacterium : 6 souches sur 11 sont résistantes & la concentration
de plus de 64 /Jg/ml ; par contre la majorité des souches des autres groupes

‘ont une CMI de plus de v16/.lg/ml.

- Avec la polynyxine, la majorité des souches d'Agrobacterium,

R._spp, R. lupini sont résistantes et ont une zone d'inhibition inférieure a
8 mm sur milieu gélosé, tandis que R. reliloti présente le groupe le plus
sensible vis-3-vis des autres groupes, dont 14 souches ont une zcne d'inhibi-

tion entre 14 et 22 mm.

- Pour la colistine, la plupart des souches d'Agrcbacterium

et R. spp et R. lupini sont résistantes et ont une CMI plus de 4 /Jg/ml H
par contre, la majorité des souches des autres groupes sont variables dans

leur sensibilité.

~ Pour la sulfadiazine : la majorité des souches de Rhizcobium

et d'Agfobacterimn sont sensibles & la concentration plus de 64 }Jg/ml.
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- Pour l'acide nalidixique, seul 1le groupe de R. -japcnicum
rontre une sensibilité intéressante ; 11 souches sur 12 ont une CMI infé-
rieure a 32 l.lg/ml. Par contre, la majorité des autres groupes montre wne

sensibilité variable.

3 - Répartition des souches résistantes :

Dans le but de détecter 1l'existence de polyrésistance chez
certaines souches, il s'est av8ré nécessaire de fixer des valeurs de CMI
au-deld desquelles les souches peuvent étre considérées comme résistantes ;
d défaut d'autres critéres, les niveaux des résistances retenues sont ceux
habituellement utilisés dans le domaine médical : ils figurent dans le
TABLEAU VI en /ag/ml lorsque la CMI a pu étre déterminée, ou en' rm quand

A0S
cette valeur n'a pu étre calculée. @
U »

le TARLEAU VII indique pour chaque groupe le ncnbre de sou-

ches résistantes a chaque antibiotique.

le TABRIEAU virrindique pour chaque souche la résistance ou

la sensibilité aux 16 antibiotiques.

Toutes les souches de R. meliloti sont résistantes & la péni-
cilline, 3 la cefalotine et & lalincomycine. Sur les 24 souches é‘;udiées,
21 sont résistantes & l'acide nalidixique, 23 & la novobiocine, 22 &

1l'erythramycine et 17 & 1'arpicilline.



Valeur de la CMI en/ug/ml

Penicilline » 16
Ampicilline 16
Cefalotine | 32
Streptomycine 32
Kanamycin€ 64
Crloramphenicol 32
Tetracycliﬁe ' 16
Minocycline _ 16
iErythromycine 4
‘Novobiocine 16
Colistine 4
Sulfadiazing 128
Acide nalidixique 32

Valeur diamétre en mm

Gentamycine 10
Polymyxine B 8

TABLEAU VI : NIVEAUX DE RESISTANCES CHOISIS.

WS

UL
"




WR, melLoLL R, tnifolid R. phaseoli R. japonicum R, Leguminosarum - R. Lupind R, spp Mctcﬁ.{tﬁ
biotiques 24 13 9 12 9 5 12 11
f

Penicilline 24 9 8 4 6 Y 8 11
Anpicilling , 17 3 8 4 5 1 6 6
Cefalotine 24 8 8 1 7 2 7 1o
Streptomycine 3 1 8 o] 2 (o) 2 8
Kanamycine 0 0 (o) (o) 0 1 1 0
Gentamycine 3 o 1 (o) 1 3 4 4
Chloramphenicol 1 1 1 o (o) (o} 2 o
Tetracycline 0 o} .0 (o] (o) (o) 2 - o
Minocycline 0 (o] 3 o] 1 1 2 0
Eryvthromycine 22 6 7 1 5 2 8 1o
Novobiocine 23 8 6 6 6 4 1o 10
Polymyxire 1 5 4 3 5 8 8
Colistine 0 0 4 2 2 4

Sulfadiazing 2 1 2 4 (o] 4
Acide nalidixique 21 5 5 1 6 3

Lincomycine 24 13 9 10 9 5 12 "1l

TABLEAU VII :DISTRIBUTION DES SOUCHES RESISTANTES.

LG



Acide
nalidixique

Ampi~- Cefa~ Strepto~ Kana- Genta- Chloram- Tetra- Mino- Erythro- Novo~- Poly- Colis- Sulfadia-
lotine mycine mycine phenicol cycline cycline

Peni-
cilline

zine

tine

mycine bilocine myxine

mycine

cilline

Agrobactenium

A

1 M2/1

B6

3 TTIII

R

4 ZUTRA F1i

5 NRRL B37

6

RHIZOGENES

7 NCPP B1771
8 ZUTRA 3/1

9 TR2

10 KERR 38

11 0362

P. melilofi

12 2001

2011R

13

14 2011D

15 12/Rt0
16 17/r10
17 su47
18 44

20 U45

21 WU 498

22 WU 499
23 444

24 %!




(5]

w

26 2004

28 M55

29 M1L1S
30 Al6
31 nlet
32 VE26

w

33 201152
34 A 145

35 M15Mu
36 M15
37 Fml
103 Tu20

R

egumingsarum

R. &

38 L26
39 r27
41 L53
42 124
43 L12
44 L17?
45 Li8
46 L25
47 L1t

phas e ofd

R.

w

48 CC511
49 P15

50 P9%4
51 P95
52 PS

53




53 P6
54 P12
55 P16
101 cc365

fapond.cum

R.

56 J5

57 315 B3
58 J6

59 J8

60 J67

61 J68

62 G3

63 G2

S

64 G69

65 CC709

66 CC1809
67 61A76

R. tuifolid

71 WU 290
72 WU 95

73 €CC 2480 a

74 TA 1

75 TRIF 3
76 TRIF 5
77 TRIF 1

78 TRIF 37

79 TRIF 41
81 TI55

54




82 Ti85

83 T255

84 T355

Coupea + R

85 v1os
86 v175
87 V195
88 v85

89 v6S

90 V165
91 3241

92 CB756
93 3001
94 3002
95 135
96 122

I

R. Lu

97 K655

98 Ki21s
99 K107
100 k615

S

s

102 wu425

Sensibilité ou résistance de chaque souche.

TABLEAU VIII ¢

55
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Pour R, trifolii, toutes les souches sont résistantes a la
lincomycine, tandis que 9 souches sur 13 sont résistantes a la pénicilline,
8 & la cefalotine, € & la novcbiocine, 6 & 1l'erythromycine, 5 & l'acide

nalidixique et 4 & la sulfadiazine.

Pour R. phaseoli, toutes les souches sont résistantes a
la linomycine et 8 souches sur 9 sont résistantes & la pénicilline, 1'ampicil-
line, la cefalotine, la streptomycine, 7 souches résistantes & 1'erythromy-

cine, 6 & la novdbiocine, 5 souches 3 la polymyxine et & l'acide nalidixique.

Pour R. janonicum, la majorité des souches de R. Jjaponicum

sont sensibles aux antibiotiques étudiés sauf 3 la linorycine vis-a3-vis de
laguelle 10 souches sur 12 sont résistantes. On peut noter que 4 souches
sont résistantes & la pénicilline, & l'ampicilline et & la polymyxine,

6 souches sont résistantes a la novobiocine.

Toutes les souches de R. lequmincsarum sont résistantes a

la lincomyxine, 7 sur 9 d la cefalotine, 6 & la penicilline, & la novobiocine et

3 1'acide nalidixique ; 5 & l'ampicilline et & 1'erythramycine,

Pour R. lupini, toutes les souches sont résistantes & la linco-
mycine et & la polymyxine, 4 souches sont résistantes & la colistine et a

la novohiocine, 3 & l'acide nalidixique et 3 la gentamycine.

-

Pour R. spp, toutes les souches sont résistantes a la
lincomycine, 10 sur 12 & la novobiocine, 9 & 1l'acide nalixicue, 8 & la poly-
‘myxine, & l'erythromycine, 3 1a penicilline, 7 & la cefalotine et 6 souches

3 la colistine et & l'ampicilline.




57

Pour 1l'Agrobacterium, toutes les souches sont résistartes

a la lincomycine et & la penicilline, . 10 souches sur
el o (e Ce@&‘.sh;\-ﬂ—

11 sont résistantes & la nowvobiocine, a l'erythrormyciney 8 sont résistantes

a l'acide nalidixique, & la polvmyxine et & la streptomycine, 6 a la

colistine et & 1l'ampicilline.

Ie TABLEAU VIII nous montre que sur la totalité des souches

de Rhizobium et d'Agrcbacterium, 70 sont résistantes & la penicilline,

50 & l'ampicilline, 67 & la cefalotine, 24 2 la streptomycine, 2 a la
kanamycine, 16 & la gentamycine, 5 & chloramphenicol, 2 a la tetracy-
éline , 7 & la minocycline, 67 a l'eryvthromycine, 83 & la novabiocine,
35 & la polymyxine, 24 & la colistine, 20 i la sulfadiazine, 58 & l'acide

nalidixique et 93 & la lincomycine.

En plus des cbhservations précédentes qui concernent les
différences de niveaux de résistance entre les groupes d&'incculation, il
apparait que les résistances & la pénicilline, & l'ampicilline, a la cefa-
lotine, & l'erythramycine, & la novobiocine, & l'acide nalixique et a la
lincomycine, sont cbservées fréquerrent. lLes résistances a la polymyxine
et & la colistine sont rmoins chservées. Les résistances a la streptomycine,
& la gentamycine, au chloramphenicol, & la tetracycline ,'
d la minocycline et & la sulfadiazine sont par contre beaucoup plus rares.
Seules 5 souches sont résistantes au chloramphenicol, 2 & la lincomycine

et 2 & la tetracycline.
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Au vu des résultats intéressants opbtenus avec les
antibiotiques, ncus avens voulu les corpléter en étudiant la sensibilité
de nos souches, vis-a-vis d'une autre classe d'acents antibactériens,

les antiseptiques.

1 - Essais préliminaires :

Avant d'entreprendre l'étude de la sensibilité des souches
aux antiseptiques, il nous fallait d&terminer la concentration des éolutions
d utiliser. Pour cela, nous avons effectué un essai sur différentes dilutions
décimales des antiseptiques sélectionnés sur 6 scuches représentant les
principaw: ¢rovpes de Phizobium, Les résultats scnt réunis dans le TABLERUTY
Il apparait dans ce tableau que les concentrations intéressantes sont situges
entre la dilution au 1/10e et la dilution au 1/100e. Nous avons donc E3cics neur
la suite de notre travail d'utiliser les solutions antisepticues qui ncus

ont été fournies diluées au 1/50e.

2 - Réalisation des Antiseptogrammes :

Les résultats sont reportés.sur les TABLEAUX X, XI, XTI, XIII
XIV et XV. Nous y avans classé les souches selon les diamétres des zones

d'inhibition cbtenues sur gélcse.
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TABLEAU IX : Détermination de la ooncentration de 1'antiseptique & utiliser en
milieu solide : les diamétres des zcnes d'inhibition sont exprimés

en mm.

\ LILLE

e’
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PHOTO  : Antiseptogrammes néalisés en milieu solide.

Souche
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Ie TABIEAU X concermant le formol montre que la

majorité des souches de R. meliloti, de R. phaseoli, de R. japonicum,

de R. spp et de Agrcbacterium donnent des diamétres de zone d'inhibition

compris entre 35 et 55 mm. La majorité des souches de R. leguminosarum,

de R, trifolii et de R. lupini sont un peu plus sensibles (diamétres entre
46 et 66 mm). Remarguons que sur 9 souches de R. phaseoli, 6 donnent une
zane d'inhibition comprise entre 36 et 45 mm a cet antiseptique. le

TABLEAU XI concerne les résultats cbtenus avec le glutaraldehyde : la
majorité des souches de chaque groupe donnent des diamétres des zones
d'inhibition compris entre 20 et 30 mm. le TABILFAU XII concerne le glyoxal :
pratiquement toutes les souches domnent des diamdtres des zones d'inhibiticn

inférieurs & 10 mm.

Sur le TABLEAU XIII sont répartis les résultats obtenus avec
le gluconate de chlorhexidine ; la majorité des souches de chaque groupe

donent des diamétres campris entre 10 et 19 mm.

1e TABLEAU XIV concerme le chlorure d'alkyl dimethyl
benzyl ammonium : les souches qui domnent des diamétres les plus importants

appartiennent aux groupes R. japonicum et R. lupini. Au contraire les souches

d'Agrobacterium semblent beaucoup moins sensibles.

1e TABLEAU XV enfin conceme le bromure de didecyl dimethyl
ammonium : les souches les plus sensibles appartenant aux groupes R. japo-

nicum et R. lupini, les Agrobacterium semblent les moins sensibles ace

conposeé,
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le chlorure d'alkyldimethyl benzyl ammonium et le bromure de didecyl-

dimethyl ammonium,

: Répartition des souches de Fhizcbium et d'2Zgrcbacterium en fonction
des diamétres cdes zones 4'inhibition (en mm) en milieu solide, pour

TABLEAUX XIV et XV



A TE LR TR IS TR L LR TR R TR R DR L TR LA TR LT LT NIRRT

C -~ NODULATION

s Lo e Lo Loom £
p b e Law Lo Loow |
. foom Lo Lo Lo |

o |

LE AR A4 A1 RO SR04 20 44 A4 88 A4 SR AL AR AT AT A8 AE08 R4 AL L

Dans l'ensenble, la plupart des souches appartenant &
chaque groupe d'inoculation ont une sensibilité vis-&-vis des antibioti-
ques (voir TABLEAU XII1) ; cependant, quelques souches se comportent différem—
ment de celles composant 1'ensenble de groupes et on pourrait se demander
s'il ne s'agissait pas d'une erreur de dénamination ; c'est pourquoi, nous

avons étudié la nodulation pour les quatre principaux groupes :

R. meliloti,

R. leguminosarum,

- R, maseoli.

Parmi chaque groupe, quatre souches ont été &tudiées : deux
souches correspondant & la sensibilité moyenne du groupe et deux présentant
une résistance margquée aux antibiotiques ; il s'agit des souches 2011 Se,
2001 pour R, meliloti, Tri 18, Tri 1 pour R. trifolii, L 18, L12 pour

R. lequminosarum et PS5, P15 pour R. phaseoli. Les résultats de ces expérien—

ces cancernant l'apparition des nodules, ainsi que le temps nécessaire et
leur narbre par plantule sont consignés dans le TABLEAU XVI . Les photos pages

66 bis et ter, illustrent une partie de ces résultats.

Toutes les souches de R. meliloti ont ét& soumises 3 la

nodulation sur la plantule de luzeme. Nous avons pour R, trifolii remarqué




64 bis



64 ter



que les deux souches T18, T1 montrent uhe activité nodulante trés basse par
rapport aux autres deux souches de R. trifolii. les résultats obtenus avec

R. phaseoli et R. leguminosarum mcntrent une activité nodulante pour

les quatre souches étudi€es dans chaque groupe. L'ablation chez les grosses graie
nes d'une grande partie des cotylédons, nous a montré une rapidité au niveau

de la nodulation et également un ralenti de la croissance de la plantule,

La photo page 66 ter montre une activité physiologique de la plantule de

haricot & qui on a retiré les cotylédons.

Il apparait donc que les souches ayant un comportement normal
du point de(vue de leur résistance aux antibiotiques, appartiemnent bien au
groupe dans lequel elles avaient été classées. Par ailleurs, si ces souches
ont acquis une résistance importante aux antibiotiques, celle-ci n'a aucune
influence sur la nodulation.




66

(Y2124, 1%, Y77, 122

-t oty o=y

!
{ Nebre d'antibiotiquest

(O W L WD N WD LR N LB L0 (DI OO WO LRI i o un i U

Norbre de nodules

par plantule

(®)

ITerps de nodulation
!
1

auxquels la souche
est résistante

1
!
!
\

Souches

18

M 499

10 & 14 jours

~

M 2011en

10 & 20 jours

2001

8 s =g Ay ee) mme smg wvs oib

- g my e A wee wme ey

10

2011 §2

23
15

. wng ave em¢

R )

S <

E B

o i wme b w8 ey wh b b mey Mg S e b et b amd wed = v

oo~
-
s s oy o
b
(]
!
&
g
O
N
© o
-~ @
-~

E &

56

0 et amp eme s el mep WP aed e

20 & 30 jours

— o et el s wms e mmd ap

O o

~l ~ N
a e A

P CC 511

NI HNDI LRLILN n

N LRGN LD O LN KON AN WO LD KO (0D D3 N O WD O W KR QRGN (RN L0 LB QN LN DN (R B OB L (i ko ean

20
134
27
95

-y Mol ew§ Gmp =l Wt b mg weq weo

15 & 21 jours

8 o=t @mE wep S weh Arf eme mp wwd

— amt Gmp wmt St weg wep s wns

™M O N
N N o~

A A AJ A4

NI

: Test Ge nodulaticn "in vitro",

TABLEAU XVI



67

IR R G LA T LR TR L AL TR AT L T

D = PLASMIDES

> b hane Lom L ot )
e o fom el fon fom

LA LEACalatat¢aediedtaittae e uietigesting aedsqils

En ce qui concerne la recherche de plasmide par la
technique de l'électrophor’ése en gel d'Agarose écrite par SIMN et
WOHLLEBEN (77, nous avons &tudié 16 souches appartenant aux quatre
principaux groupes de Rhizobium a& croissance rapide : R, meliloti (wy 499,
2001, 2011 en, 2011 se), R. phaseoli (P 16, CC511, P5, P15), R. trifolii

(Tri 35, Txri 3, Tri 1, Tri 18), R. leguminosarum (L 24, L 53, L 18, L 12).

Nous n'avons pu actuellement mettre en évidence de 1'ADN extra chramcsomi-
que que pour les souches suivantes : R. meliloti Wu 499, 2001, R. trifolii
Tri 3, R. phaseoli P 16, R. legquminosarum L 12. Il faut préciser que la

souche 2011 str 3 posséde un plasmide d'un poids moléculaire d'environ 260
megadalton qui a &t€ mise en évidence au Laboratocire par BECHET et GUILIAUME
(72 ) ainsi que par SPITZBARTH et coll. (80),

La résistance aux antibiotiques peut étre soit de nature
chramosomique etcela concerne en général la résistance "naturelle" , soit de
nature plasmidique et, ¢ans ce cas, il s'agit d'une résistance acquise et

le plus souvent d'une résistance & plusieurs antibiotiques.

En examinant le TABLEAU VIII, on pourrait se demander si
les souches appartenant aux différents groupes et présentant des caractéres
de polyrésistance par rapport aux autres ncmbres de ces groupes ne portaient

pas des plasmides de résistance.
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Photographie d'un gel d'agarose coloré par Le bromune d'Ethidium
et Llluming & 302 nm, Lles deux souches dont Les noms gigurent
gont parntie des souches EtudiZes dans ce travail,
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Les Rhizobium et les Agrcbacterium, comme beaucoup d'autres

bactéries & @ram négatif sont sensibles & de nombreuses substances antibioti-
ques et a des agents toxiques organiques camre des colorants a des herbicices
et aussi & des hormones., les résultats cbtenus au cours de notre travail
montrent que les différentes souches des groupes de Rhizcbium et le groupe
Agrobacterium présentent des comportements différents vis-a-vis des anti-

biotiques. Seule la Lincamwycine qui est un inhibiteur des bactéries a Gram
positif semble inactive sur la quasi totalité des souches utilisées., Nous
pouvens envisager 1'utilisation de cet antibiotique dans le milieu de culture
ou il peut étré incorporé méne & dose importante (600 pg /ml). La penicilline
d faible concentration semble également pouvoir &tre utilisée cdans de tels
milieux s€lectifs. Ceci confirme le travail de PATTIS(N et SKINMER (34)

qui recammandent l'utilisation de cet antibiotique dans le milieu de culture
d faible concentration (1 UI/ml) car, selon eux, the concentration plus

d'un UI/ml dans le milieu de culture a wn effet pactéricide trés important
pout le microorganisme du sol. GRAHAM ( 6 ) a &galement envisagé l'utilisa-
tion de la penicilline dans le milieu sélectif ; 1l'é&rythramwycine et la novo-
biocine, toujours & trés faible concentration, pourraient améliorer également
la sélecticn des milieux de culture. Les autres substances antibiotiques sont
activees sur certains groupes d'inoculation et moins actives sur d'autres, mais
les résultats cbtenus au sein de chaque groupe ne montrent pas la méme homo-

géné€ité : si R. meliloti, R. japcnicum, les Agrobacterium et & l'exception
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d'une souche de R. phaseoli apparaissent assez homogénes, il n'en est pas

- de méme pour R. trifolii, R. legumincsarum et R. spp ol les résultats sont

Plus variables d'une souche & l'autre. Pour le groupe R. spp, il s'agit d'une
Observation banale puisque celui-ci est constitué des souches éloignées les
unes des autres, efficientes sur des plantes trés différentes . Quant

& R, lupini ; le faible nambre de souches étudiées ne permet pas de conclure
a 1l'homogénéité ou & 1'hétérogénéité du groupe. Au niveau des groupes homo-
génes, les différences de sensibilité & certains antibioticues présentent

un intéré&t taxonomicque certain, mais ces substances sont €galement suscep-
tibles d'améliorer les sé€lectivités de milieu adapté & l.' isolement des bac-
téries appartenant & ces groupes. Il est classique de distinguer, au sein

du genre Rhizobium, des souches a croissance lente et des souches & crois-

sance rapide et de rapprocher de ces derniéres les Agrobacterium (1C). Dans

notre travail, cette distinction peut se faire assez nettement & l'aide de

la penicilline et de la tetracycline : toutes les souches d'Agrobacterium

et de R, meliloti étudiées résistant & des doses supérieures & 32 Pg/ml ce

penicilline, les souches de Rhizchium & croissance lente (R. japcnicum et

R._lupini) sont relativement plus sensibles & cet antibiotique. GRAHAM (39 )
cbserve des résultats senblables pour R. meliloti et Agrobactérium, mais '

les souches & croissance lente étudiées par cet auteur apparaissent plus
résistantes que les ndtres 3 la penicilline. Les conditions expérimentales
et les souches utilisées différentes des nOtres, expliquent sans doute ces

divergences. Cet auteur constate €galement que R. legquminosarum et R. trifolii

sont plus sensibles & la penicilline que les souches précédemment citées ;
nous observons les mémes résultats pour un certain nombre de souches mais
1'hétérogénéité de ces groupes rend toute généralisation difficile. Pour les
constituants tels que tetracycline et minocycline qui sont les antibiotiques

les plus actifs sur le Riizohium et 1'Agrcbactérium cette remargue est
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observée par VINTIKA ( 8l1) ainsi que par SKRDLETA (82 ) dont les travaux
sont repris par VINCENT ( 8 ). Cepend;ant la tetracycline est plus acti%re
sur les souches & croissance rapide que sur celles & croissance lente.
L'isolement des souches a croissance lente pourrait donc étre facilité

par 1l'utilisation des faibles doses de tetracycline. L‘isoiement de R. meli-

loti et des Agrchacterium pourrait étre également amSlioré par 1l'addition

de penicilline & des concentrations de l'ordre de 32 }Jg/ml.

Les Agrcbacterium et le Rhizcbium meliloti sont considérés

camme des espéces proches du point de vue taxonomique (10 ) (11 ). Nos
résultats obtenus avec la streptomycine et la polymyxine présentent &

ce titre, un intérét taxonomique évident, puisque les Agrobactérium apparais-

sent souvent comme résistants aux concentrations auxquelles sont sensibles

les R, meliloti.

Une &tude réalisée par MAHLER et BEZDICEK (46) sur des

souches de R. lequminosarum, isolées du sol, montre que les pourcentages

de souches résistantes & la pénicilline, streptarycine, tetracycline,
erythramycine, novobiocine, polymyxine, sont assez \}oisins de ceux obser-
vés par nous;n\éxres. Les soﬁches étudiées par ces auteurs senblent par
contre plus résistantes au chloramphenicol. Cependant ces souches sont
différentes des notres, et la définition de limites de résistance l'est

également.

On sait que le Rhizchium est plus tolérant que d'autres micro~
organismes & l'action de diverses substances antibiotiques simplement du fait
qu'il est en contact direct avec la flore bactérienne et fongicque du sol qui
les synthétisent : le Rhizobium s'est adapté & l'action des métabolites €labo-

rées par cette microflore et est devenu apte 8 la corpétition avec elle.




Les résultats obtenus dans ce travail rontrent wne varia-
tion importante dans la sensibilité des souches de Rhizobium et d'Agrcbac—
terium vis-3-vis de la penicilline, lincomycine, streptomycine, polymyxine,
colistine, ampicilline, cefalotine, gentamycine, chloramphenicol.

Nous n'avons pas remarqué une différence significative dans
1'infectivité des penicillines-résistants, cefalcotine-résistant, polymyxine-
résistant, colistine-résistant, streptomycine-résistant. Cependant avec

les résultats cbtenus, il semble que pour le Rhizcbium trifolii, les souches

résistantes & un ou & deux antibiotiques, ont mieux nodulé que celles
qul résistent & plusieurs (4 ou 5 antibiotiques); nous avons vu aussi qu'une

souche de ‘R. leguminosarum qui est résistante & six antibiotiques a nettement

moins nodulé que les autres souches qui sont résistantes seulement & 1 ou 2

antibiotiques.

Plusieurs travaux concermant l'efficience des
souches résistantes et des souches sensibles ont été envisagés :
SCHWINGHAMER et DAIMAS (44) n'ont trouvé aucun changement dans l'efficience

des R. lequminosarum, R. phaseoli, R. trifolii et R. meliloti devenus résis-

tants & la penicilline, tandis que HAMATOVA (56) indique que la p2nicilline
a la concentration comprise entre 10 et 1000 Waugmente 1'efficience symbio-
tique chez certaines souches de R. trifolii, alors qu'elle n'avait aucun

effet sur R. leguminosarum. L'efficacité symbictique des mutants résistants

aux antibioticques dépend des structures de ces composés et de leur mode
d'action (60, 83, 84),

ABDEL WAHAB  (52) a montré que les différentes souches

de mutants pénicilline résistants ne présentent aucune différence significa-
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tive pour l'efficience avec les souches sensibles ; d'autre part, il a
montré qu'avec le chloramphenicol, la plupart des mutants résistants 3 des
doses carprises entre 10 et 15 J.Jg/ml présentent une efficience similaire a

celle des souches ) sensibles.

Gréce aux résultats que nous avons cbtenus, nous avons
remarqué wne augmentation considérablé de la vitesse de nodulation chez
les légumineuses & grosses graines lors de l'ablation des cotylédons :
dans ce cas, la croissance de la plantule est plus lente., Notre travail

confirme celui de BONNIER (76 ) pour les grosses graines.

Au cours de notre travail, nous avaons mis en évidence
quelques souches ayant un ccnportexrent anormal du point de vue de leur
résistance aux drogues par rapport & l'ensemble des souches étudi€es
appartenant au méme groupe : on a ainsi trouvé, par exemple, des souches
polyrésistantes. L'identification de ces souches est d'un grand intérét
chez Rhizobium : en effet, d'wne part, de nombreux auteurs ont établi des
relations pouvant exister entre résistance anormale ‘et perte de l'efficience
(40, 55, 85) ; d'autre par;.:, chez la presque totalité des souches de Fhizcbium,
on a mis en évidence des plasmides (66, 70, 71) , mais aucune propriété de ces bac-
téries n'a pu étre reliée & leur présence ; or, il est bien connu que les

plasmides portent souvent des génes de résistance aux antibiotiques.

Dans notre &tude, l'existence de plasmides chez certaines
souches de Rhizobium & croissance rapide a ét& prouvée. Nous n'avons pas
mis .en &vidence les plasmides pour toutes les souches choisies, car la métho-
de de lyse et la technique utilisée ne permettent de mettre en évidence des

plasmides que pour le R. meliloti (72),




Pourtant plusieurs travaux cnt prouvé l'existence de
1'ADN extrachromoscmique chez différentes espdces de Rhizcbium (66,70,71,72).
Il semble donc que la lyse n'est pas bien pratiquée, cu que la technique
n'est pas parfaitement adaptée & mettre en évidence la présence de plasmides ;

malgré l'existence A'AIN extrachramoscmicque chez R. 'jappnicm ( 66 ),

ainsi que chez R. meliloti (72 ) et chez R. de lotus (hétérogéne) (70 )

le r8le des plasmides dans la symbiose -~ Rhizobium-légumineuse est resté
ambigli jﬁsqu'é aujourd'hui : la présence de plasmides ne parait pas liée -

a l'activité fixatrice puisque certaines souches efficientes (capables

de fixer 1l'azote) sont apparemment dépourvues de plasmides (7i,86) . i?ar
contre, les souches non infectieuses ou inefficientes possédent des plasmides
(69,70) . D'autre part, d'autres auteurs, apr®s traitement par des agents
curatifs comme l'acridine orange, ont pu supprimer chez R. trifolii, 1'effi-~
cience (87) cu JJ'infectivité (88, 89). Ie transfert . d&e certains
plasmides R des. autres bactéries au Rhizobium a ét€ réalis@e soit par

conjugation (90,91,92, soit par transformation (93, 94 ).

Le taux de 1'ADN plasmidique par raéport a 1'ADN total
peut étre trés variable ; en effet ; cela dépend du nombre de copies du
plasmide par cellule, de la taille des plasmides et de la fixation & la
menbrane lors de la replication. A ce moment 13, il y a probablement liaison.
avec des protéines qui peuvent &tre dénaturées par l'emploi de détergents
ioniques, d'od perte de la structure super-hélicoidale du plasmide.

I1 faut préciser que la technique de lyse employée qui
donne de bons résultats avec la plupart des souches de R. meliloti, n'est
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probablement pas aussi efficace du point de vue de la conservation de
la structure tertiaire des plasmides des autres espéces de Rhizobium :

en effet, celle-ci est peut €tre plus sensible au détergent employé (SDS).

Concernant la résistance multiple aux antibiotiques pour
nos souches étudiées, nous n'avons pas pu mettre en évidence wme souche
polyrésistante, | donc aucune relation ne peut &tre établie entre les
souches résistantes et l'existence de plasmides ; par conséquent, ces deux
caractdres N€ sont probablement pas associés. (OLE et ELK AN ont observé

le phénaméne de polyrésistance chez R. japonicum (47 ):selon ces auteurs,

les résistances apparaissent fréquemment groupfes ce qui permet de suspec—

ter une résistance "plasmidicque".

J

En ce qui concerne les antiseptiques, nous n'cbservons i peu
prés aucune différence de sensibilité entre groupes d'inoculation pour
le glutaraldehyde, le glyoxal et le gluconate de chlorchexidine. le formol

domme  des résultats un peu plus variables :les souches les plus sensibles

senmblent appartenir aux groupes des R, legumincsarum, R. trifolii et

R. lupini. Les Agrcbacterium, R. meliloti et R. japcnicum ont une sensibilité

moyenne. les souches les plus sensibles appartenant au groupe de R, phaseoli.
Quant aux ammonium quaternaires, chlorure d'alkyl dimethyl ammonium, les

Rhizcbium & croissance lente R. japoniicum et R. lupini sont plus sensibles

Que ceux des autres groupes. Les Agrcbacterium semblent les plus résistants

d ces carposés, mais sont assez peu différents des R. meliloti,




R. phaseoli, R. legqumincsarum et R. trifolii. Lfétude de la sensibilité

des Rhizobium et d'Agrobacterium aux antiseptiques n'offre pas 1'intérét

que présente l'étude de la sensibilité aux antibiotiques. En effet, les
sensibilités aux antiseptiques sont en général assez homogénes et ne per—
mettent pas de faire de distinction nette entre groupes d'inoculation.
Seuls les ammonium quaternaires apparaissent particuli®rement actifs sur

les souches & croissance lente et présentent & ce titre un interét

taxonomigue,




ANNEXES




les tableaux suivants donnent les valeurs (en mm)
des diamétres de zone d'inhibition mesurés en milieu solide pour

les diverses souches de Rhizcbium et d'Agrobacterium vis-a-vis

des antibiotiques étudiés.




¥ : zone d'inhibition qul apparait
- {mals existence de petites colonies)

Rh.meliloti : _
X : petites colcnies autour du disque

tibjc- , .

HaeSpry | sufa® |Kam | Nov Stre| Pen [Ctn |Gen |amp | Fet | Col Nal |Pol |Min
Souches
Mel-2011 S2 | +11| ¥24|15 |12 |23 6 | 6 |6 10 |16 {45 |14 |16 |16 |38
Mel-U 45 10} 32| 8 l20 |126 15 e |6 |17 {11 a6 |22 |15 |18 |31
MI-5 Mug 20| #3814 |23 | 22 Y14 6 |6 J12 j12 |39 |12 }15 |11 |32
Meli 2001 121%34l0 |19 | 20 #1216 {6 |12 |10 |35 |12 J17 {8 {30
Mell Two 14| 36) 17 {14 | 32 211 6 16 |9 lie |52 |13 |22 j11 |44
Meli 2011 Ren| 6{+38] 7 |19 | 24 3016 {6 |17 13 |43 |21 |16 |18 |38
M 145 24 |+25| 8425 | 21 20{6 {6 [23 j12 {33 j12 {13 Ju1 {28
M 115 11 | #29] 14 {16 | 27 616 {6 7 22 i52 {21 }22 {18 144
M 44 12| 32} 13 {22 | 28 10)6 |8 p2 |13 |48 |23 {11 17 |46
M 55 6| 31]13 f20 | 30 2916 |6 7 |18 |49 |20 |22 8 |43
FMI 8|+25] 8 {19 | 25 166 |6 N7 f16 |44 |21 |17 117 |38
WU 499 lof 23 8 f19 | 22 1016 |6 15 f6 [44 |19 |14 15 |44
A 16 19 {¥32] 15 |24 {.28 10016 {6 h2 |21 41 J15 {28 j14 |38
M1-5 Col 6| 3423 19 | 29 0|6 |8 he 17 |52 |13 124 17 {47
M 21 6|+38)11 [22 | 21 2816 |6 |15 | 6 |45 {23 15 J17 |45
WU 498 18| 30|23 18 | 26 17 |6 |6 |16 |T28ls0 |19 |25 s |3s
M 12 13 3218 [28 | 25 20|16 |+12423 | 24146 124 | 6 RO {41
444 14 #3522 |27 | 27 6 |6 | 8j13 | 2649 |22 {16 ph9 |38
2004 15| 35 8 22 | 22 19 { 6 6120 | 12037 112 {15 {4 {37
vzer 181 26110 {21 | 25 8 |6 619 | 13137 {13 |16 B3 |35 ]

{ Lot v )
P et
- D

e




Rh, rmeliloti (suite)

Antibic-
B9 | pry lsulf|aP |Kam | NoviLin |Strel Pen fotn |Gen |amp | Fet | co1 | na1lpor |Min
Souches
M 17 27 | ¥28| 18 |20 |28 6 | 25| 6 | +12] 19 |x22 |48 227 26| 19| 42
sn 47 29 321 23 {23 |31 6123 6 6] 11 |x16 |48 14fF 7] 121 36
161 11 {¥37] 11 |16 |20 6§30 6 6| 16 |+17 |35 14 F 17] 11| 34
2011E - 6 341 12 {13 |18 61191 6 6110 1311 |40 11} 12 11| 34
fus
LlL‘;E‘




Rh, trifolii

tibi:;’v.;eas Ery | Sulf CMP|Kam | Nov 1|5tr.] Pen. Ctn| Gen| Amp{ Tet | Col | Nal|Pol |Min
Souches
Tri 41 24 {25 |15 |29 |26 241 6 | 9127 | 3114° |13 |28 | 20 42
Tri 1 16 |33 ] 6|19 |16 1006 | 6117|1543 |13 |17 | 12] 38
Tri 37 35 F32 {20 {36 |35 26| 6 126 |32 {30152 {13 {26 |13 46
TAT 39 F36 | 13 |23 |26 28| 6 | 6 {21 | 22153 |22 |26 { 19| 48
WU 95 28 | 6 128 {32 {31 28 6 | 6 |26 17154 f20 |29 |17 48
WU 290 27 F27 |18 |32 |38 20| 6 |16 |28 | 22049 |23 |32 )20 43
Tri 5 25 {32 |24 |22 |44 25 139 }18 |26 | 28 {36 |22 |30 | 22| 39
Tri 25 22 |¥31)24 |32 |45 20| 6 |x10115 |18 |52 |21 |27 | 20| 44
Tri 18 § 16 | ef12 s |17 6] 6 615 ko 11 }15 {11 | 13| 19
Tri 35 25 | 22)12 J1o |27 23 {+13 [+26 )19 |32 |48 {13 |20 | 11| 38}
Tri 3 26 6|28 124 |28 26 |x24 | 24|17 [k28 {53 |14 [x18] 11 | 45
CC 2480 a 24 | 26]34 |15 |34 22 | 17| 2612 |34 {44 |10 | 27| 9| 47
Tri 15 22 %2629 {24 27 19 |x14 [x29 |14 |28 30 {10 | 22| 8] 29

BUS

@

© e




Rh. leguminosarum

tibio~
tiges Ery | Sulf Q%P|Kan |Nov| Lin|Stre| Pen Ctn [Gen |arp |Tet | Col | Nal|Pol |Min
“Souches
L 26 13 {¥30] 12 |16 |23 6 1291 6 6 |11 18] 51} 13| 20| 10| 40
L 27 21 | %34} 14 |15 |39 6201 6 6 {13 |x13| 121 10} 30| 71 11
L 53 32 | +¥28] 46 |25 137 6 | 21f20 27 |15 | 35| 47) 11} 271 9 46
L 24 41 | ¥31] 18 |24 |26 6 | 16 |xa8{12 |12 |16 32] 11} 28} 12} 46
L 25 28 |+23) 20 |24 |25 6 |17 |F11 14 |15 | 31| 48] 11| 16| 101 44
L 18 15 {+30] 11 {17 |26 | 6 | 6 6} 6 |11 | 131381 8| 15/ 7] 29
L 17 13 | 24)12 |18 {20 | & 6! 6] 6 {1017 39 11| 15f 9| 30
L 11 28 |+18[28 |17 {26 | 6 | 20| 19020 |13 |13} 36| 11|x23]| 10| 32
L 12 24 | 19] 17 |21 |36 6 |15] 6f17 |13 |24 ] 46| 8|24 71 45
RUS
LILLE




Rh, aseoli

tﬂéig‘-EEry Sulf P |Kan | Nov|Lin |Strel Pen fotn |gen |2mp | Tet fool a1l {Pol |Min
Souches
CC 511 13 {38 | 10 |27 |23 6 |6 |6 |18 14 50{13 |18 | 13| 46
CC 365 26 |39 ] 1120 (42 6 |6 |6 20| 6} 12{19 |38 | 16] 14
P1l6s 13 |37 825 {27 6 |6 |6 |19} 14| 46}10 16 | 11| 44
P 95 32 |34 |13 |23 |38 6 |6 J6 22| 6] 12]20 32|16/ 16
P 94 9 B30 | 6 {27 |27 6 |6 6 | 8] 6] 9| 6 |31 6§13
P 6 12 {27 | 9 {16 |27 6 |6 {6 |12 |x12] 42| 6 |16 | 6] 30
PS5 24 F23 | 28 [16 |33 16 |22 |35 15 28] 471 9 |30 71 4
P 12 1 |31 |10 {17 |29 6 |6 | 6112 |x12{45| 6 17| 6] 311
P 15s = 3610 {18 {28 |11 {14 |21 6 | 6 | 6 11 |x11}40] 6 |18 | 6] 29

(m;s
LLE

—




Rh. japonicum

tﬂt?.iqox.le.TErySulf QP{Kan |Nov |Lin |Stre| Pen | ctn|gen |2mp |Tet | col | NallPol |Min
Souches
J 85 28 |33 |18 |23 |28 |6 | 23|31 |44 |17 | 40 34| 14 36| 12 |36
16 A 76 26 |27 |29 {24 {33 |8 |25] 6 |27 |22 | 27} 36| 18] 38| 16 |42
J 67 26 {32 | 20023 |32 |6 | 23|02 |34 |17 |32 34| 14| 35} 12 |37
G 69 28 |34 |24 |23 |32 |6 | 23032 {33 |17 | 36| 32 16| 36| 14 |34
cC 1809 28 |32 |22 |25 |32 |6 | 2528 |34 |18 {30 32| 15] 33| 13 |32
315 B3 26 |34 |25 |26 |24 |29 | 24|33 |36 |20 | 37| 38| 15] 321 13 |30
J 68 28 |36 |22 |26 |32 | 6 |24 |32 |34 |17 |32 32| 15| 35) 14 |34
Js 26 {27 |30 {16 [31 | 6 |19 fx12 |31 |12 {15{ 33} 10] 31[ 8|35
36 26 |24 |30 16 |31 | o |18 {xi2|32 |17 |17 ] 30] 10| 30| 9 |m
G 2 30 |52 {2017 |32 | 6 |15 {34 |33 |1 |33 |31} 71 28] 6 |46
G3 30 |36 |27 J19 {30 | 6 {16]28 |35 |32 {33 |32] o} 20| 746
oC 709 16 [T13f16 25 |31 | 6 |16 |6 [Taa|Tiz|5n| 17| 71 23] 622
RS

LILLE

-

e —— -




- Cowpea group
= Bh. non spécifique

= Fh. lupini

tibin~
ti Ery| sulf cMP|Kan | Nov Strel Pen | Ctn|Gen |2amp |Tet | Col | Nal|Pol |Min
Souches

vV 10 130 6} 6} 71 32 13 6 6 |12 6 6 71 6 6| 18
V 16 30|32 241 18} 26 15127 {36 |11 | 35| 34 8] 24 7 32
V8s x14 18 |x22 | 19| 18 F16| 6 6 |+11 61 121 6} 18 6| 15
V19 s 66 | 24 ) 14 24 61 6 6| 6] 6 6 6| 23 6] 11
v 17 17136 | 30| 16| 26 146 |14 {10 |35] 46 12| 19 9] 38
V6.5 9 fr32 6| 171 30 6| 6 6 |11 61| 16 9 6 6| 25
3001 31130 |24 | 27} 26 1716 {36 {20 |34} 42} 13121 11] 38
3002 28 |31 {23 | 17| 27 16 {19 |32 |12 |28 { 34 9|25 8 30
RSP 122 22132 |23 16| 22 13§21 |29 {10 {18} 31 8 {20 7| 37
135 24 148 |12.| 14 | 36 616 6 113 | 6] 11 10{28 8l 12
CB 756 31 {36 {26 | 18 | 29 x18 |x31 132 |12 K28 | 39 9 {25 8l 30
32H 7F28 |10 {13 | 19 12| 6} 6 | 94 7 |42] 12x11| 11f 37
WU 425 30| 321 25| 17} 28 16 |31 |37 |13 |30 | 32 8] 26] 7|3

121 ‘
18| 291 22 71 33 14 {24 |29 | 8 |27 | 24 6! 61 61} 14
107 27 | 32| 21| 26} 25 17 |22 |16 8 130 | 24 81 32| 7] 26
65 18 | 27| 20| 25 26 21 {x20ix14 | 9 | 6 [ 14 61 22 24
61 26 | 30| 24] 16} 24 15 | 14 { 3011 |25 |31 91 21 30
BWS




Agro-bacter

uﬁg-ueJ Ery [Sulf} CQMP| Kany NoviLin |Strel Pen| Ctn|Gen {Anp | Tet | Col| Nal| Pol|Min
Souches
M 2/1 16 x26 | 1013 |+16f 6|6 | 6 | 6 {10] 11] 40| 6 F1516 | 20
B 6 Bily 9 B0 {1719 | 28 66 | 6.| 6|11 {x22] 46| 7 {206 | 37
TT 111 22 |33 {20419 | 29| 6|12 | 6 12|15 | 21) 32]10 | 6] 7 | 38
Zutra F/1 23 k22 J11j18 | 19] 616 | 6| 6li2lxi2) &a] 7 s} | 30
N RRL B37 8 |24 20131 | 26] 6 {6 | 6| 9]22] 30| 40|22 {3220 | 31
Zutra 3/1 15 |31 117120 { 21| 618 | 6| 6 |11 {x18} 50}20| 6} 6 | 46
m.z 14 32 {1014 F17] 6|6 | 6| 6| 912} 41| 6 J16 |6 | 32
Kerr 38 16 132} 9|23 |+14]| 6 6. 6 | 6 118 | 10] 42110 }13 j11 | 4o}
3602 11 {+23{ 1012 |+15] 6|6 | 6 | 6| 9 |¥12| 36} 6 {13|6 | 20
Rnizogenes {14 (%25 10{13 |¥16} 6 {6 { 6 | 6 | 8| 6| 39| 6 Fua | 6 | 290
NC PP B1771 |30 | 28] 35 {26 | 36 28 | 6 |24 |14 | 29| 51412 |36 J10 | 45

BES
LILLE
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