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RESUME 

L'etude de substances antibiotiques, les bacteriocines, suscita des leur 
decouverte en 1925, un vif interet dans le domaine epidemiologique et, 
par Ia suite, en taxonomie et en ecologie microbienne. 

A partir de 1969 de nombreux travaux ont tendu a prouver l'activite 
antibiotique des bacteries marines vis-a-vis des germes d'origine conti
nentale. 

Nous desirons ici souligner Ia presence d'une nette activite bacterio
lytique ou bacteriostatique dans les sediments de l'etang de Virelles en 
Belgique. Nous avons isole et determine 36 germes bacteriocinogenes 
et 19 germes sensibles. Les premiers sont representes principalement par 
les genres Bacillus et Pseudomonas. 

Une etude plus detaillee contribue a Ia connaissance des potentialites 
enzymatiques des germes consideres. 

Le germe le plus sensible a !'inhibition est un Bacillus cereus var. 
mycoides, qui presente par ailleurs Ia particularite d'envahir rapidement 
tout milieu nutritif s'il ne rencontre pas de competiteurs. 
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1. INTRODUCTION 

L'etude des substances · produites par les bacteries debuta en 1925, 
lorsque GRATIA decouvrit l'antibiose d'une souche d' Escherichia coli 
vis-a-vis d'une autre souche de Ia meme espece. En 1946, GRATIA et 
FREDERICQ proposerent le terme de '' colicine ,, pour ces substances 

Fig. 1.- Milieu de culture envahi par Bacillus cereus mycoides , 
avec plage d'inhibition autour d'une colonie bacteriocinogene. 

Lorsqu'on s'aperc;:ut que d'autres bacteries possedaient des propnetes 
analogues, le terme de '' colicine ,, fut remplace par celui de ,, bacteria
cine>> selon Ia suggestion de JACOB et coli. (1953). 

Parmi les travaux realises sur ce phenomene, ceux de A. GRATIA, 
P. FREDERICQ et Y. HAMON sont probablement les plus nombreux. 
lis ont trait notamment a Ia methodologie, aux mecanismes de transfert 
du pouvoir antibjotique et a Ia necessite d'operer Ia distinction entre lyso
genie et bacteriocinogenie, encore que ces dernieres presentent de nom
breux points communs. 

Des dizaines d'autres auteurs se sont egalement penches sur le probleme 
mais il n'entre pas dans notre propos d'en etablir une revue exhaustive. 
Beaucoup d'entre eux ont travaille a extraire et identifier les substances 
en cause qui sont generalement des substances proteiques ou a groupement 
proteique (MAYR-HARTING et Coli., 1972; HAMON et PERON, 1977) 
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Fig. 2. - Inhibition m1se en evidence par Ia technique des stries perpendiculaires, 
(cfr 2.3). 

Fig. 3. - Inhibition mise en evidence par Ia technique des stries perpendiculaires, 
(cfr 2.3). 

3 
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quelquefois des lipo-polysaccharides (GAUTHIER, 1970) ou des polymeres 
con tenant de l'acide ,8-glucuronique (BERNARD et PETT AZZI, 1977). 

Actuellement il existe un regain d'interet pour les bacteriocines dans 
le domaine epidemiologique, depuis que GRATIA et FREDERICQ (1946), 
SHANNON (1957), HAMON (1958), LINTON (1960), GILLIES (1978), 
BRANDIS (1978), TRAUB (1978) et d'autres encore, ont montre !'interet 
evident du pouvoir antibiotique dans le typage des bacteries. II permet 
d'aider au diagnostic lorsque celui-ci n'est pas possible par les techniques 
serologiques habituelles, les techniques biochimiques ou le typage par 
bacteriophage . 

. KRASSILNIKOV propose deja en 1956 une classification des Actino
mycetes basee sur les antibiotiques qu'ils produisent. 

Differentes recherches, depuis celles de ZOBELL (1935), CARLUCCI 
et FRAMER (1960), KRASSILNIKOVA (1961), AUBERT (1966), BAAM 
et coli. (1966), JANNASH (1968), LEBEDEVA et MARKIANOVIC (1971), 
BERNARD ET PETT AZZI (1977) et surtout GAUTHIER (1969 et 1970), 
ont tendu a prouver !'importance de l'activite antibiotique des bacteries 
marines, qui seraient ainsi un des facteurs responsables de la reduction 
rapide, en mer, des germes d'origine continentale. 

11 est utile de noter, a ce propos, que BRISOU et DENIS (1978) insistent 
sur le fait qu'on a abuse du terme d'antibiose pour rendre compte d'un 
phenomene d'autoepuration naturelle du milieu marin, provoque entre 
autres par la dilution. 

RAVERDY (1973) ainsi que GAVINI et LECLERC (1975) ont isole 
de l'eau douce des bacteries possedant une activite bacteriolytique. 

En ce qui concerne les sols, GOTTLIES (1976) par exemple, explique 
que l'antagonisme microbien a ete mis a profit pour tenter d'eliminer 
des pathogenes de vegetaux en agronomie. Malheureusement l'antibiotique 
disparait tres vite du sol, etant soit degrade par d'autres germes, soit 
adsorbe sur des argiles. 

Nous desirons, pour notre part, souligner la presence d'une nette activite 
bactericide ou bacteriostatique dans les sediments lacustres. Nous avons 
travaille sur l'etang de Virelles, qui est le plus grand etang d'origine natu
relle de Belgique. L'objet de nos travaux portait sur un tout autre sujet 
mais au cours d'une phase preliminaire de denombrement des germes 
aerobies heterotrophes des sediments, !'occasion nous a ete donnee d'ob
server des phenomenes d'antibiose sur toutes les bo!tes de comptage. 

Nous n'avons jamais observe un phenomene aussi evident lors de nos 
nombreux denombrements de bacteries des eaux, qu'elles soient douces 
ou marines. Nous avons alors porte notre attention sur l'isolement et la 
determination des bacteries en cause. 

2. MATERIEL ET METHODES 

L'eau de lavage de nos sediments etait incluse, par fractions decimales, 
dans des geloses nutritives preparees avec de l'eau d'etang et du Bacto 
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Fig. 4. - Inhibition mise en evidence par Ia technique des cultures p ar piqures, 
(cfr 2.4). 

Fig. 5. - Inhibition mise en evidence par Ia technique des cultures par piqures, 
(cfr 2.4). 
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Tryptone Glucose Extract Agar. Les boltes, incubees a Ia temperature du 
laboratoire durant le nombre de jours utiles, permettaient alors le denom
brement des colonies. 

Lorsqu'une bolte de culture presentait une ou plusieurs plages d'inhibi
tion bacterienne, induite par le germe qui se trouvait au centre de Ia 
plage, les germes inhibants et inhibes etaient isoles, purifies et cultives. 
Chacune des 55 souches ainsi obtenue etait ensuite soumise a Ia batterie 
de tests enzymatiques (BRISOU, 1971) permettant d'aboutir a leur deter
mination. Cette derniere est basee sur les criteres du Bergey's Manual 
(BUCHANAN et GIBBONS, 1975) mais aussi, comme il s'agit princi
palement de Bacillus, sur les ouvrages de LEMILLE et coil. (1969) et de 
de BARJAC et BONNEFOI (1972), ainsi que sur les theses de JOL Y (1973) 
et GESLIN (1975) qui comparent utilement les donnees des autres specia
listes en matiere de Bacillus. 

En plus des determinations, nous avons tente de reproduire les pheno
menes de bacteriocinogenie, suivant les diverses methodes reprises dans 
« Methods in Microbiology ,, par MAYR-HARTING et coli. (1972). 

Nous avons plus particulierement realise les tests suivants : 

1) les germes inhibants sont indus, a Ia dilution appropriee, entre 2 cou
ches de gelose nutritive qui sera ensuite tapissee avec le germe sensible. 
Celui-ci presentera des plages d'inhibition aux endroits ou il se trouve 
superpose a des germes bacteriocinogenes; -

2) des geloses nutritives sont tapissees avec le germe sensible, sur lequel 
on dispose ensuite des gouttes de dilution decimale successives d'une 
culture liquide de 48 h du germe inhibant. Cette methode de detection 
du pouvoir bacteriocinogene permet en outre, de par Ia forme soit 
continue soit discrete des plages d'inhibition, d'operer Ia distinction 
entre lysogenie et bacteriocinogenie; 

3) des geloses nutritives sont ensemencees au moyen de 2 stries perpen
diculaires, l'une formee du germe sensible et !'autre du germe inhibant. 
L'endroit de jonction des stries permet de deceler l'etendue de !'inhi
bition; 

4) les souches bacteriocinogenes sont ensemencees par piqures, au moyen 
d'un fil de platine, dans une gelose nutritive. Apres 48 h d'incubation, 
les colonies etant developpees, les boites sont tapissees avec le germe 
sensible, qui sera empeche de croitre aux alentours des colonies. 

Finalement nous avons apporte des modifications aux techniques prece
dentes, ce qui nous a perrnis d'obtenir de meilleurs resultats : 

5) le milieu nutritif a ete prepare avec de l'eau d'etang et du Bacto 
Tryptic Soy Agar; 

6) lorsque le germe sensible etait un Bacillus cereus var. mycoldes, tres 
envahissant, il etait ensemence non plus par etalement sur Ia gelose 
mais par une seule piqure dans celle-ci; 
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Fig. 6. - Inhibition mise en evidence par Ia technique des cultures par piqures, 
(cfr 2.4). 

Fig. 7. - Inhibition mise en evidence par Ia technique des cultures par piqures, 
(cfr 2.4). 
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7) enfin, dans le but de reproduire les conditions initiales, nous avons 
fait des dilutions successives d'une culture de 48 h des souches bacte
riocinogenes (une moyenne de 10.106 germes/mJ), qui etaient ensuite 
incluses en gelose nutritive. Apres sechage du milieu, le germe sensible 
y etait ensemence par piqure. 

3. RESULTATS 

55 germes ont ete isoles. Parmi ceux-ci, 36 se sont averes responsables 
d'antibiose, tandis que les 19 autres etaient sensibles. 

3.1. Identification 

Les 19 germes sensibles ayant ete identifies, nous retrouvons toujours 
les 2 memes especes, a savoir 15 fois Bacillus cereus var. mycoides et 
4 fois Bacillus pumilus. 

II est a noter qu'au cours de nos travaux sur ces sediments, nous avons 
toujours rencontre le mycoides, qui presente par ailleurs Ia caracteristique 
d'envahir tres rapidement Ia surface des milieux de culture. 

Parmi les 36 germes inhibants Ia diversite est plus marquee, encore que 
Ia majorite soit constituee de Bacillus et que les Pseudomonas appartien
nent tous a l'espece fluorescens . Nous retrouvons, par ordre d'importance : 

12 Bacillus cereus 
5 Bacillus pumilus 
5 Pseudomonas fluorescens type III 
2 Pseudomonas fluorescens type II 
3 Vibrio sp. 
2 Bacillus sp., longs et flexueux, a spore deformante, 

n'acidifiant pas le glucose 
1 Bacillus megaterium 
1 Bacillus badius 
1 Bacillus polymyxa 
1 Bacillus circulans 
1 Bacillus brevis 
1 Staphylococcus sp. 
1 Actinomycete 

3.2. E p r e u v e s e n z y m at i q u e s 

Les epreuves enzymatiques, ayant permis Ia determination, contribuent 
en outre a Ia connaissance de l'ecologie microbienne des sediments. Nous 
avons classe les potentialites enzymatiques des germes consideres, selon 
leur ordre d'importance decroissante. 

Production de PROTEASE (Gelatinase) 
Oxydation du GLUCOSE . . . . . . . . . . .. 

98% 
91% 
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Fermentation du GLUCOSE . . . . . . 82 % 
Oxydation du TREHALOSE ... ... 76% 
Reaction de VOGES-PROSKAUER 71 % 
Oxydation du MALTOSE . . . . . . 60 % 
Oxydation du SACCHAROSE 56 % 
Oxydation du LEVULOSE 51 % 
Reduction de !'ESCULINE 49 % 
Hydrolyse de la SALICINE 45% 
Production de ,8-GALACTOSIDASE (ONPG) 44 % 
Reduction des NITRATES en NITRITES 40 % 
Oxydation du GLYCEROL . . . 31 % 
Oxydation du MANNITOL . . . 29 % 
Oxydation du CELLOBIOSE . . . 27 % 
Production d'UREASE 25 % 
Production d'OXYDASE . . . . . . 24 % 
Oxydation de !'ARABINOSE... 22 % 
Oxydation du GALACTOSE . . . 22 % 
Decarboxylation du CITRATE 18 % 
Dihydrolyse de !'ARGININE . . . 15% 
Oxydation du XYLOSE ... . . . 13 % 
Oxydation du MELIBIOSE . . . 13 % 
Production de PHENYLALANINE DESAMINASE ... 9 % 
Oxydation du RAFFINOSE . . . . . . . . . 7 % 
Production d'INDOLE . . . . . . . . . .. . 5% 
Production de H 2S . . . . . . . . . . . . . . . . . . 4 % 
Decarboxylation de !'ORNITHINE . . . 4 % 
Oxydation de !'INOSITOL . . . . .. . . . 2 % 
Oxydation de LACTOSE, RHAMNOSE, ADONITOL, 

DULCITOL, SORBITOL . . . 0 % 
Decarboxylation de la LYSINE . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 0 % 

3.3. s e 11 s i b i 1 it e a divers a n t i b i 0 t i que s 

A titre d'information nous avons teste la sensibihte du Bacillus cereus 
var. mycoi"des a divers antibiotiques. Ce germe s'est avere sensible a la 
plupart d'entre eux. 

Son developpement est inhibe, selon l'ordre d'importance decroissante, 
par TETRACYCLINE, NEOMYCINE, CHLOROMYCETINE, ERY
THROMYCINE, KANAMYCINE, STREPTOMYCINE. II est resistant a 
Ia PENICILLINE et a la NOVOBIOCINE. 

3.4. Presence d ' enzymes 1 i b res d ans I e s sediments 

Des tests effectues au moyen des galeries commerciales API ZYM nous 
ont permis de verifier la presence de certaines enzymes libres dans le 
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liquide interstitiel des sediments. Sur 15 em de profondeur, nous avons 
constate Ia presence de PHOSPHOAMIDASE et d'ESTERASE LIPASE 
(C8) ainsi que des traces de PHOSPHATASE ACIDE, PHOSPHATASE 
ALCALINE, ESTERASE (C4) et LIPASE (C14). 

3.5 Ex p res s i o n quanti t a t i v e 

A titre exemplatif, nous avons obtenu, en juillet 1980, au depart de 
12 comptages dont les resultats ci-dessous representent Ia moyenne pon
deree : 

Nombre total 
de bacteries aerobies 

heterotrophes 

212.10n par ml 
de sediments de surface 

Nombre 
de Bacillus cereus 

var. mycoi'des 

75 600/ml 

Nombre 
de germes inhibant 

le mycoides 

77 000/ ml 

3.6 Rep r o d u c t i o n d u p hen o men e d' in hi b i t ion 

Ainsi que nous l'avons signale plus haut, le phenomene est plus appa
rent sur milieu nutritif a base d'eau de l'etang et de Tryptic Soy Agar. 
Parmi les methodes utilisees, les plus evidentes soot celles ou le germe 
est ensemence par piqure (cfr. 2.4.) et celles qui reproduisent les conditions 
initiales (cfr. 2.7.). 

Certains resultats soot illustres par les photos 1 a 7. Nous n'avons pas 
observe de phenomenes de lysogenie. 

4. DISCUSSION ET CONCLUSION 

Bacillus cereus var. mycoides est le germe qui nous est apparu le plus 
sensible aux inhibiteurs. II est particulierement abondant et se caracterise 
par sa rapidite de propagation en milieu nutritif s'il ne rencontre pas 
de competiteurs. II est sensible a chacun des germes rencontres et enu
meres dans ce travail. 

Bacillus pumilus, second germe sensible, est inhibe par Vibrio sp., 
B. cereus, B. circulans, B. polymyxa et par une autre souche de pumilus. 

Dans l'echantillon examine, on constate Ia formation de protease dans 
100 % des cas si !'on excepte I' Actinomycete. L'oxydation du glucose est 
tres commune. Les trehalose, saccharose, maltose et levulose peuvent etre 
oxydes par plus de Ia moitie des microorganismes. Par contre l'oxydation 
d'arabinose, galactose, melibiose, raffinose et xylose est faible. Les alcools 
comme adonitol, dulcitol et sorbitol ne soot jamais at.taques, non plus 
que le lactose. La lysine n'est jamais decarboxylee. II est bien evident que 
dans l'.immediat rien ne nous permet d'etendre ces considerations sur 
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les valeurs relatives des potentialites enzymatiques a !'ensemble des bacte
ries du sediment. La poursuite de nos travaux completera utilement ces 
donnees. 

Au stade actuel de nos recherches, il est difficile d'etablir Ia proportion 
de bacteries capables d'inhibition, etant donne que les colonies qui pour
raient en inhiber d'autres ne sont pas forcement voisines dans Ia boite de 
culture. Le seul moyen serait de tester tous les germes entre eux, ce qui 
est materiellement irrealisable. Nous pouvons tout au plus donner un 
ordre de grandeur en ce qui concerne le mycoi"des. Etant donne que celui-ci 
envahit rapidement la surface des milieux de culture, il est aise de 
denombrer les plages d'inhibition. On peut ainsi evaluer le nombre de 
bacteries inhibitrices du mycoi"des a 77.000 par ml de sediments (cfr. 3.5.) 
ce .qui correspond a 0,04 % des germes presents. 

En outre on peut constater qu'il existe pratiquement autant d'inhibiteurs 
que de mycoi.des. 

A titre de comparaison, notons que KRASSILNIKOV (1958) a trouve, 
dans divers types de sol, de lQ:I a 10" bacteries antagonistes de mycoides 
par g de sol. 

Enfin, on peut s'interroger quant au role ou a Ia finalite des bacteria
cines (sensu lata). 

GOTTLIES (1976) fait remarquer qu'on ne peut prouver le role des 
bacteriocines dans le sol puisqu'elles y sont rapidement inactivees. D'autres 
estiment que le role principal de ces substances ne reside pas dans leurs 
proprietes antagonistes mais qu'elles favorisent Ia ferti lite des bacteries 
(HAMON et PERON, 1963). 

Cependant !'importance de l'antagonisme semble reconnu en patho
logie, quand FREDERICQ (1957) ecrit : << La production de colicine par 
certains pathogenes intestinaux est certainement un facteur important 
dans leur lutte pour s'implanter dans l'intestin. Les souches produisant 
une colicine active contre Shigella sont plus frequentes chez les dysenteri
ques que chez les patients normaux ». 

Quoi qu'il en soi.t, et meme s'il s'agit d'un effet secondaire, Ia conse
quence ecologique des bacteriocines apparait clairement. En effet, les 
plages d'inhibition observees ne sont-elles pas le reflet d'une interaction 
(antagonisme) entre les microorganismes d'un meme milieu ? 

Le phenomene d'antibiose permet, en ce cas, de pn!ciser un role eco
logique des bacteriocines, a savoir Ia competition entre les germes. 

De plus, sachant qu'il existe, dans un biotope donne, une serie de 
mecanismes compensatoires assurant un equilibre biologique, il n'est 
pas exclu d'imaginer que les bacteriocines, peut-etre polyvalentes, en 
£assent partie. Ainsi B. cereus mycoi"des, qui possede une rapidite de 
propagation superieure a la moyenne, est precisement sensible a un grand 
nombre de bacteries taxonomiquement differentes. 

Les sediments .lacustres pourraient etre compares au vaste appareil 
digestif de l'ecosysteme etang, conditionne par les microorganismes. Les 
phenomenes qui s'y produisent sont tellement nombreux, complexes et 
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vanes qu'on ne peut les dissocier. II semble logique toutefois de penser 
que l'antibiose soit un des dements des multiples interactions qui regissent 
Ia competition entre les germes, voisins dans un meme milieu. 

Ce travail a ete realise avec Ia collaboration de Myriam GOESSENS-CANON, 
premiere technicienne a Ia recherche. Les photos sont de Constant SCHOEMAKER. 
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