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BACTERIES ANAEROBIES
DES LACS DU RUWENZORI

PAR

ANDRE - RoMAIN PREVOT (Paris)

Des 24 prélévements rapportés par H. MOLLARET en 1956 de la premiére
mission au Ruwenzori, 32 souches anaérobies ont été isolées et déterminées
par M™ pE CADORE el M"™ THOUVENOT.

Elles appartenaient & 9 espéces différentes. Pour leur répartition géogra-
phique nous éliminons tout de suite les 4 prélévements faits sur le glacier
Stanley, tous stériles.

Les b prélévements du lac Marion ont fourni 8 souches appartenant aux
espéces Welchia perfringens, Inflabilis lacustris et Clostridium saccharobu-
tyricum.

Les 4 prélévements du lac Noir ont fourni 6 souches appartenant aux
especes Welchia perfringens, Inflabilis lacustris, Clostridium caproicum,
Cl. acetobutyricum.

Les 3 prélévements du lac Blanc ont fourni 3 souches appartenant aux
espéces Welchia perfringens, Inflabilis lacustris, 1. barati.

Les 2 préléevements du lac Gris ont fourni 5 souches appartenant aux
especes Inflabilis lacustris, Clostridium caproicum, Inflabilis magnus et
Clostridium regulare.

Les 2 prélevements du lac Catherine ont donné 3 souches appartenant
aux especes Welchia perfringens, Inflabilis lacustris et Plectridium fluzum.

Les 2 prélévements du lac Vert ont fourni 3 souches appartenant aux
especes Welchia perfringens, Inflabilis lacustris.

Le prélevement du lac Dominique a donné 2 souches Welchia perfringens
el Inflabilis lacustris.

Le prélévement du lac de la Lune a donné 2 souches Welchia perfringens
et Inflabilis lacustris.
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Neo du
Lac ! pré- Analyste Anaérobies déterminés
lévement
Blanc supérieur ... ... 13/39 THOUVENOT 1. lacustris
Noir ... ... . o . 24 /40 DE CADORE 1. lacustris
Noir ... .. oo oo R4 /7 SiLrioc . perfringens
Noir ... o e ver e 24/8 KNELSON Cl. acetobutyricum, Cl. caproicum
Noir ... ... o oo o 24 /1 S1LLIOoC . perfringens, I, teras
Blane principal . ... ... 16/38 DE CADORE 1. barali
Glacier Stanley . ... ... 14 /19 StLrioc Stérile
Blanc supériear ... ... 15 /16 KNELsoN 1. barati
Glacier Stanley . ... ... 14/32 SiLLroc Stérile
Gris ... ... ... . o 18 /28 SiLuioc Cl. caproicum, Cl. regulare,
1. magnus, Cl. caproicum
Blanc prineipal . ... ... 16 /49 THOUVENOT W. perfringens
Catherine .. ... ... ... 17 [44 THOUVENOT I, lacustris
Catherine .. ... ... ... 17 /50 PETRIGALLA Pl fluzum, W. perfringens
Gris ... .. o oL 18 /17 SiLLIoc 1. lacustris
Vert ... ... . .. .. 12 /32 Strioc . perfringens
Marion ... ... ... .. 8/30 Smrrioc . perfringens
Marion ... ... .. .. 9/24 PETRIGALLA Stérile
Glacier Stanley . ... ... 14/28 Sizrioc Stérile
Dominique ... ... ... 3/41 KAISER W. perfringens, I. lacustris
Marion ... ... ... .. 6/33 KaisEr 7. pewfringeﬁs, 1. lacustris
Lune .. ... .. .. .. 9 /43 KAaI1sER W. perfringens, I. lacusiris
Vert ... ... ... ... .. 12/6 Ka1seEr V. perfringens, I. lacustris
Marion ... ... ... .. 4718 Strrroc W, perfringens, I. lacustris
Marion ... ... ... .. 8/7 TrOUVENOT . perfringens, 1. lacustris,
Cl. saccharobutyricum
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Résumé. — Welchia perfringens et Inflabilis lacustris constituent la
microflore anaérobie obligée des lacs du Ruwenzori. L’espece Closiridium
caproicum les accompagne deux fois : deux autrves Inflabilis y sont succes-
sivement présenls : I. baraii el I. magnus ainsi que d’aufres Clostridium
et Plectridium de moindre importance.

Cette formule est peu différente de celle que A. R. PrEVOT a détecté dans
tous les sols vierges du monde depuis les poles jusqu'a I’équateur. La diffé-
rence trés marquante est la présence d’Inflabilis lacustris qui est vraiment
une caractéristique de ces lacs. Notons toutefois que depuis sa description
il a été retrouvé dans les matieres fécales du Gorille du Congo Belge et
dans une semi-conserve de poisson en Tunisie.

RECAPITULATION.,

Lac Blanc (3): Inflabilis lacustris, 1. barati, 2 Welchia perfringens.

Lac Noir (4): Inflabilis lacusiris, Welchia perfringens, Clostridium aectobulyricum,
Cl. caproicum,

Glacier Stanley (4): stérile.

Lac Gris (2) : Inflabilis magnus, I. lacustris, Clostridium caproicum, Cl. regulare.

Catherine (2) : Inflabilis lacustris, Plectridium fluzum, Welchia perfringens.

Vert () : Welchia perfringens, Inflabilis lacustris.

Marion (5) : Welchia perfringens, Inflabilis lacustris, Clostridium saccharobutyricum.

Dominique (1) : Welchia perfringens, Inflabilis lacustris.

Lune (1) : Welchia perfringens, Inflabilis lacustris.

Done Welchia perfringens et Inflabilis lacustris partout.

Autres, dans l'ordre décroissant : Clostridium caproicum, Inflabilis
barati, Clostridium acetobutyricum, Inflabilis magnus, Clostridium regulare,
Plectridium fluzum, Clostridium saccharobutyricum.

INSTITUT PASTEUR,
SERVICE DES ANAEROBIES (Paris).

UNE NOUVELLE ESPECE ANAEROBIE
DES LACS DU RUWENZOR! : INFLABILIS LACUSTRIS n. sp. (1).

Habitat. — La souche 17/44 A a été isolée d'un prélevement fait le
12 février 1956 dans les sédiments profonds du lac Gatherine (altitude,
3.900 m; température de 1'eau, 6°1; pH de I’eau, 5). Sur les rives de ce
lac croissent uniquement des herbes et des senecons. La profondeur maxi-
mum est de 10 m. Aucun poisson ni autre animal n'y a été observé. Les
prélévements ont été faits au carottier stérilisé extemporanément. L'échan-

(1) Ex Annales de UInstitut Pastewr, t. 91, 1956, par A.-R. PRrEvor, . THOUVENOT,
M. PATRIGALLA ot R. SiLLioc {Paris).
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tillon est arrivé a 1’'Institut Pasteur en mars et gardé & la glaciére. L’étude
a commencé le 31 mai 1956. La densité microbienne était trés marquée.
L’espeéce étudiée y pullulait a 1’état pur,

Les souches 0633B et €633 C ont été isolées dans les sédiments prélevés
a l’embouchure du torrent alimentant le lac Marion (altitude, 3.685 m;
température, 10°); flore : mousse, senecons, alchémilles, immorlelles; faune :
damans, léopards, canards; prélevements faits le 24 janvier 1956. Etude
entreprise en juillet 1956. Ces deux souches étaient abondantes dans cet
échantillon qui renfermait en outre Welchia perfringens,

La souche 0943B a été isolée de sédiments superficiels d’une petile
gréve sablense du lac de la Lune (point D) le 24 janvier 1954; altitude,
3.900 m; température de l'ean, 4°5; pH, 4,5; flore : mousse el senecons;
faune : damans, léopards et chauves-souris. I.’étude en a été faite en juil-
let 1956. La souche y voisinait avec Welchia perfringens.

Les souches 12416B et 1216 C ont été isolées de sédiments prélevés le
10 tévrier 1956 au point J du lac Verl, prés du rivage, sous 30 cm d’eau,
sur un fond d’aspect en riffle-marks, sédiments verts, denses et secs.
Altitude, 4.035 m; pH, 4,9; température, 6°; flore : semegons, carex et
immortelles; faune : léopards. Dans 'eau : ccufs de batraciens. Elles y
coexistaient avec Welchia perfringens,

La souche 18-17 a été isolée d'un prélevement fail le 13 février 1956 dans
les sédiments superficiels du lac Gris (altitude, 4.150 m; température de
I'eau, 2°6; pH, 4,8). Sur les rives, végétation de lichens, de petits senecons
et d’immortelles; faune : léopards. Mémes remarques sur le prélévement
et sa conservation. Etude entreprise le 11 juin 1956. Densité microbienne
faible. Cette souche était la seule bactérie anaérobie existant dans le préle-
vement. Des anaérobies facultatifs en assez grande abondance 1'accompa-
gnaient.

Ainsi ces sept souches proviennent de 5 lacs différents mais dont les
deux premiers sont alimentés par les eaux du méme glacier.

Morphologie. — Batonnet de 2 a4 4 p. sur 0,8 & 1 p & extrémités
arrondies, immobile, non cilié, non encapsulé, sporulé., Les spores sont
en général rares ou invisibles sur les milieux ordinairves. Sur milieu de
Ellner (1) elles sont plus abondantes et se montrent centrales ou subtermi-
nales dans les formes jeunes, libres dans les formes dgées. Coloration
Gram-positif. Certaines souches montrent des spores ahondantes et visibles
dans les milieux VT,

Physiologie. — Anaérobie strict stable. La thermorésistance est peu
marquée : dix minutes & 80°, cing minutes & 90°, une minute a 100°,
Le pouvoir réducteur est trés marqué : il réduit définitivement le rouge
neutre et la phénosafranine et temporairement la safranine, Pas de catalase.
Les cultures sont gazogénes (gaz explosif) et félides (odeur dcre el
nauséahonde).
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Garactéres culturaux. — lin gélose profonde il donne rapidement
des colonies lenticulaires et du gaz. Une souche y donne des colonies ouatées
et trés peu de gaz. Eneau peplonée il donne un léger trouble. En bouillon VF
glucosé le trouble est trés marqué et le dépot rapide et abondant. La gélatine
n’est en général pas liquéfiée. Le fait est rapidement coagulé avec ou sans
rétraction alvéolaire du caillot. Les protéines coagulées ne sont pas attaquées.
Les glucides suivanis sont fermentés par la plupart des souches : glucose,
lévulose, maltose, saccharose, galactose, lactose, amidon et glycérol, avec
forte acidification et dégagement gazeux abondant. Quelques souches n’atta-
(uent pas le glycérol. L'une des souches réduit les nitrates en nitrites en
présence de glycérol; toutes les souches réduisent les sulfites en sulfures.

CGaractéres biochimiques. — La fermentation du houillon VF
glucosé produit une forte acidité volatile : acide acétique et butyrique pour
la- plupart des souches, mais certaines produisaient un acide supérieur
(valérianique ou caproique). Pas d’acide fixe. Pas d’acéloine. Traces on
petite quantité de SH,. Trés grosse quantité de NH, (0,5 g par litre). Amines
volatiles, éthanol, cétones, aldéhydes, phénol, indole et scatole.

Le caraclére biochimique important de ces sept souches est 1’existence
dans leur équipement enzymatique d’une uréase trés active. On sait que
P'uréase est relativement rare chez les anaérobies (2) et que, par conséquent,
'existence de cet enzyme chez une espéce ajoute un caractére déterminatif
de haute valeur. Dans le cas de cette espéce, cette existence est d’autant
plus remarquable que la source d'urée dans ces lacs sans poisson  est
pauvre. On sait foutefois que certains végétaux forment de l'urée. Il est
probable que cet enzyme trouve son substrat dans les plantes des rives de
ce lac.

Pouvoir pathogéne. — La plupart de ces souches étaient totalement
dépourvues de pouvoir pathogeéne pour le cobaye et la souris et ne produi-
saient ni toxine ni hémolysine. La souche 1744 A produisait chez le cobaye,
apres injeclion intramusculaive de 2,5 em® de culture, un ahces qui, apres
ouverture & la peau et surinfection de cage, luait 'animal en huit jours,
Cette souche ne produisait pas de toxine, mais présentait une hémolysine
faiblement active (0,1 em® de filtrat de culture de 24 heuves hémolysait
0,5 em?* de la suspension de GR de mouton au 1/20). Une autre souche
produisait une néerose locale et superficielle de la peau et élait légerement
hémolytique.

Position dans la syslématique et diagnoslic diffé-
rentiel. — La morphologie de ces souches permet de les classer dans
le genve Inflabilis (3). A Vintérieur de ce genre, leurs cultures gazogenes
les situent dans le groupe A, sous-groupe b non proléolytique, comprenant
six especes. Il se distingue

d'Inflabilis teras qui a des dimensions plus grandes, ne coagule pas
le lait, n’a pas d’uréase;
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d’Inflabilis sanguicole qui liquéfie la gélatine, n'est pas fétide ni
uréasique; '

d'Inflabilis barati qui est lipidolytique, non indologéne, non uréasique;

&'Inflabilis plagarwum qui est gélatinolylique, non indologéne, non
uréasique;

d’Inflabilis setiensis qui ne coagule pas le fait et n’a pas d’uréase;

d’Inflabilis carbonei qui a des colonies rouges, n’est ni indologéne, ni
uréasique.

Il s’agit donc bien d'une espéce nouvelle dont le caractére le plus mar-
quant est le pouvoir uréasique et pour laquelle nous proposons le nom
d’Inflabilis lacustris n. sp.

Résumé et conclusion. — Dans les sédiments de cing lacs de
haute montagne inexplorés du Massif du Ruwenzori ont été isolées
sept souches d’'une nouvelle espéce anaérobie thermorésistante, réductrice,
peptolytique, glucidolytique, uréasique, ferment acéto-butyrique, sulfito-
réductrice, peu ou pas pathogéne, pour laquelle est proposé le nom
d’'Inflabilis lacustris.
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METHODE AMELIOREE D’ETUDE QUANTITATIVE
DE LA PECTINOLYSE MICRGBIENNE DANS LE SOL (*).

La fonction pectinolytique du sol est assumée par les microorganismes
les plus divers (Champignons, Actinomyceles, Bactéries) possédant des
types respiratoives variés, Les enzymes responsables sont de trois types
protopectinase, polygalacturonidase, pectine-méthylestérase. I1 est done
nécessaire, pour mesurer cetle fonetion du sol, de dénombrer les germes
aérobies et anaérobies, eu égard A ces trois enzymes.

1. Protopectinase,

Certains microorganismes sont capables d’attaquer directement la proto-
pectine. Celte atlaque se mesure par le ramollissement de fragments de

o

végétaux lels que carotte, pomme de terre, lin, elc. (1), (2).

(*) Ex Comptes rendus des séances de UAcadémie des Sciences, t. 247, 1038, par
P. KAISER et A.-R. Privor (Paris).
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Milieun amélioré. — Chaque tube contient un petit cube de carotte
immergé dans 6 ml de la solution suivante : 1° pour aérobiose : extrait de
terre, 700 ml; eau de riviére, 300 ml pour 1 1 de milieu; 2° pour anaérobiose :
bouillon de pomme de terre, 500 ml; eau de rividre, 500 ml; extrait de
levure (°), 5 g pour 1 1 de milieu. Stérilisation : 10 mm & 120° C & 'autoclave.
On ensemence 0,5 ml des suspensions-dilutions 10~ & 10~" d'un sol, & raison
de cing tubes par dilution. Les tubes pour les anaérobies sont étirés, scellés
sous vide et incubés & 30° C; les aérohies & 26° C. Les résultats sont caleulés
par les tables de Mc¢ Crady. Il faul noter que ces germes sécrétent souvent
une polygalacturonidase.

2. Polygalacturonidase.

La dépolymérisation causée par cette enzyme provoque une forte baisse
de viscosité ou la liquéfaction d’un gel de pectine. Pour les aérobies les
milieux sur plaques du type Wieringa (*), (*) conviennent le mieux.

Milieu de Wieringa modifié (W 3). — «) Plaque de gélose au
chlorure de calcium; pour 1 1 : gélose, 15 g; Cl,Ca, b g; extrait de terre,
700 ml; eau de riviére, 300 ml, le tout réparti a raison de 200 ml par tube,
stérilisé 20 mm & 120° C; &) Plaque de pectine, pour 1 1 : pectine de
pomme (7), 18 g; SO,(NH,),, 1 g; PO,K,H, 1 g; eau de source, 600 ml; eau
distillée, 200 ml; bouillon de pomme de terre, 150 ml; bouillon de carotte,
50 ml; lessive de soude au 1/10°, 6 ml. Préparation : la pectine mise a part
dans un récipient est mouillée avec 35 ml d’alcool a 96°. On verse alors le
litre de solution chauffé & 80° G d'un seul trait sur la pectine qui se dissout
presque instantanément. Répartition a raison de 10 ml par tube; stérilisation
en portant 'autoclave momentanément & 120° C. Le pH aprés stérilisation
est de 7. Les tubes de pectine liquide sont ensemencés avec 1 ml de suspen-
sion-dilution de terre et coulés sur la couche de gélose solidifiée. La pectine
se gélifie 1 h aprés. Les pectinolytiques y ereusent un godet en trois a cing
jours. La moyenne des godets par dilution donne le nombre de germes
pectinolytiques.

Pour les germes anaérobies et microaérophiles (type Clostridium. poly-
myza) le milien suivant a été réalisé (Vr). Pour 1 1 : pectine de pomme (%),
13 g; extrait de levure, 5 g; bouillon de pomme de terre, 1.000 ml.
Préparation et stérilisation comme plus haut. Répartition : 6 ml par tube
de 14 mm. Le milieu ainsi préparé est & pH 5. Au moment de 'emploi, on
neutralise & chaud (80°) chaque tube par 0,4 ml de lessive de soude stérile
au 1/20°. Les tubes sont ensemencés 4 45° C par des dilutions de terre,
etirés et scellés sous vide. La pectinolyse se traduil par une liquétaction
du gel. Ce milien s’aérant trés mal ne peut pas étre employé pour les
aérobies,
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3, Pectine-méthylestérase.

La déméthylation d’une pectine se traduit par une production d'acidité.
Celle-ci ne peul étre mise en évidence qu'indirectement (*), (*). On ensemence
avec des dilutions de terre les milieux suivants

1° pour aérobiose, pour 11 : pectine de pomme (%), 7 8; extrait de terre,
800 ml; eau de riviére, 200 ml.

2° pour anaérobiose : pectine de pomme (*), 7 g; extrait de levure, 5 8;
bouillon de pomme de terre, 1.000 ml. Préparation, répartition, stérilisafion,
neutralisation comme plus haut. Apres 10 a 15 jours d’incubation, on
mélange 1 ml de liquide de culture a 7 ml de substrat de Smith (°).
Les tubes positifs virent du bieu au jaune avant 24 h. Les tables de
Me Crady indiquent le nombre de germes actifs.

Conclusions. — La numération des germes pectinolytiques d'un sol
ne pouvait se faire jusqu’ici qu’en aérobiose, et ne donnait par conséquent
qu'une mesure incompléte de la fonction pectinolytique considérée comme
I'une des grandes fonctions microbiologiques du sol. L’extension des
méthodes classiques aux anaérobies grice a des milieux modifiés permet
désormais de dénombrer la totalité des germes pectinolytiques en ajoutant
au nombre total d’aérobies, le nombre total d’anaérobies possédant une
ou plusieurs des enzymes de la pectinolyse.

Ces méthodes pourront é&tre jointes avantageusement aux aulres
méthodes de mesure des fonctions microbiologiques d'un sol donné. Elles
pourront é&tre de plus utilisées pour deux buts pratiques

1° La connaissance de la valeur d’'une terre ou d’une eau en vue du
rouissage naturel;

90 1, évaluation du nombre d’espéces phytopathogénes du genre Erwinia
dans un sol donné.

(1) LamsINa, V. A. Mikroblologuija, 26, 1957, p. G6.
(2) Sa1ssac, R., BRUGIERE, J. M. et RAYNAUD, M., Ann. Inst. Pasteur, 82, 1952, p. 356.
(*) WIERINGS, K. T., Congrés Microb. Copenhayen, 1947,
(+) Jones, G. E., I. appl. bact., 19, 1956, p. 3L
() SMmITH, W. K., 1. gen. microbiol., 18, 1958, p. 33.
(%) Difco.
(7) Unipectine ruban rouge.

(8) Unipectine ruban brumn.
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