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SUMMARY 

A NEW, SPORULATING, DENITRIFYING, MESOPHILIC BACTERIUM: 
N BACILLUS AZOTOFORMANS )) N. SP. 

The described bacterium was isolated by enrichment culture in pep- 
tone: broth inoculated with garden soil, pasteurized and then put to  incu- 
bate under N,O a t  320. I t  is a Gram-negative rod, motile with peritrichous 
flagella, and producing oval spores without exosporium in swollen spo- 
rangia. However, cells have the thick walls, mesosomes and persistant 
septa characteristic of Gram-positive bacteria. It lacks fermentative acti- 
vity, does not attack carbohydrates, has complex growth requirements, 
and will grow anaerobically only if one of the following electron accep- 
tors is present: NO;, NO;, N,O, S,O;-, and fumarate. Nitrate, nitrite, and 
nitrous oxide are denitrified with production of N,. The microorganism 
is mesophilic, gives a positive oxidase reaction, synthesizes a type c cyto- 
chrome, and does not hydrolyse gelatin, starch nor (( Tween 80 D. The 
following enzymes are present: nitrate reductase A, respiratory nitrite 
reductase, tetrathionate and fumarate reductases, L-glutamate dehydro- 
genase, and superoxide dismutase. The foIlowing enzymes are absent: 
thiosulfate reductase, urease, lecithinase, arginine dihydrolase, L-alanine 
dehydrogenase, phenylalanine desaminase, and catalase. The GC % of its 
DNA is 39. The bacterium described can be considered t o  be a new spe- 
cies. We propose the name Bacillus azofoformans n. sp. 

KEY-WORDS: Bacillus,  Bacillus azofoformans n. sp., Denitrification, 
Soil. 
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INTRODUCTION 

L’objectif initial du présent travail était de déterminer s’il existe des 
bactéries sporulées qui soient capables d’utiliser l’oxyde nitreux comme 
substrat respiratoire. On sait en 
dernière étape dans la réduction 
teur d’électrons par la plupart 
lées [13]. 

MATERIEL 

effet que ce gaz, qui constitue l’avant- 
de NO; en N,, est utilisé comme accep- 
des espèces dénitrifiantes non sporu- 

ET MÉTHODES 

1) Isolement. 
Les cultures d’enrichissement ont été faites dans le milieu de base suivant : 

Na,HPO,x. 12H,O, 3,575 g ; KH,PO,, 0,98 g ; MgS0,.7H,O, 0,03 g ; NH,Cl, 0,5 g ; 
(( bacto-peptone )), 10 g ; solution d’oligo-éléments, 0,2 ml ; eau distillée, 1 O00 ml ; 
pH 7. Ce milieu est réparti en ballons de 250 ml à raison de 50 ml par ballon. Après 
ensemencement avec de la terre de jardin, ces derniers sont pasteurisés à 800 C 
pendant 10 min, puis remplis de N,O et placés en incubation à 320. La croissance, 
rapide et dense, est toujours accompagnée d’une mousse abondante due à la pro- 
duction d’un fort dégagement gazeux. Après plusieurs passages, on procède à des 
isolements sur gélose nutritive. Les boîtes sont placées en incubation aérobie à 320 
pendant 48 h ; quelques colonies sont repiquées. On s’assure que les bactéries 
isolées croissent et dénitrifient en milieu peptoné liquide sous atmosphère de N,O. 
Après plusieurs étalements successifs, la pureté des cultures est vérifiée. Les sou- 
ches l et 2 ont ainsi été isolées à partir de deux échantillons de terre. 

2) Méthodes et critères utilisés. 
Les flagelles ont été mis en évidence au microscope optique après coloration 

par la technique de Rhodes [17] et au microscope électronique après coloration 
négative. Les cultures destinées à l’obtention de suspensions cellulaires denses 
et à la préparation des extraits enzymatiques ont été faites, à 320, dans un milieu 
contenant les sels minéraux habituels et 4 g par litre d’extrait de levure. Les 
extraits enzymatiques ont été préparés par traitement sonique ou par décompres- 
sion avec la cellule de French. La nitrate-réductase A (cultures anaérobies conte- 
nant NO;), les tétrathionate-, thiosulfate- (cultures anaérobies contenant $O;-) e t  
funiarate-réductases (cultures anaérobies contenant du fumarate) ont été recher- 
chées dans les extraits par une technique manométrique [ 141. La nitrite-réductase 
respiratoire (cultures anaérobies contenant NO;) a été mise en évidence dans les 
extraits par la production de NO en présence de N,N,N‘,N‘-tétraméthyl-p-phény- 
lène-diamine [ 121. L’activité catalasique des cellules (cultures aérobies) et  des 
extraits a été estimée par dosage iodométrique de H,O, [6]. La superoxyde-dis- 
mutase (cultures aérobies) a été recherchée dans les extraits [3]. L’arginine-dihy- 
drolase a été recherchée sur des suspensions cellulaires (cultures aérobies) par le 
procédé de Stanier et coll. [ 181. Les L-alanine- et L-glutamate-déshydrogénases 
(cultures aérobies) ont été identifiées par spectrophotométrie en présence de NAD 
et NADP respectivement [7]. Les gaz formés au cours de la réduction de NO,, 
NO,, NO et N,O en présence d’extrait de levure par les suspensions cellulaires, ont 
été identifiés et dosés par chromatographie en phase gazeuse [4]. Le poly-ß-hydro- 
xybutyrate a été recherché cytologiquement par coloration au noir Soudan et 
chimiquement après extraction par le chloroforme bouillant et conversion en acide 
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crotonique sous l’action de H,SO, [9]. La teneur en guanine + cytosine de l’ADN 
a été calculée à partir de la densité de flottaison [ll, 151. Les méthodes de diagnostic 
courantes sont décrites dans les ouvrages spécialisés [5, 171. Toutes les cultures ont 
été faites à 30 ou 320. 

RGSULTATS 

I. - Morphologie 
L’organisme se présente sous la forme de bâtonnets mobiles, aux 

extrémités arrondies, ayant 3 à 7 pm de long et  0,5 à 0,s pm de large, 
rarement en chaînettes, présentant une ciliation péritriche et  dépourvus 
de capsule. Le Gram est négatif même sur des cellules jeunes en phase de 
croissance. Cependant, l’examen au microscope électronique des coupes de 
cellules (fig. 1) révèle l’existence d’une paroi homogène et  épaisse, ainsi 
que la présence de mésosomes et  d’un septum persistant, tous ces carac- 
tères étant typiques des bactéries à Gram positif. Les spores, mesurant 
1,5 à 2 pm sur 1 pm, sont elliptiques, terminales ou subterminales, nette- 
ment déformantes, ce qui produit des sporanges renflés en forme de 
fuseaux ou de navettes. Elles sont dépourvues d’exosporium et compor- 
tent un cortex et  des tuniques apparemment lisses comme c’est le cas de 
la plupart des Bacillus (fig. 2). Ce bacille sporule difficilement, e t  ses 
spores n’ont pu être observées qu’au bout de S à 10 jours de culture 
à 300 en milieux liquides à base de (( bacto-peptone 1) (Difco) e t  de 

‘N yeast extract 1) (Difco) à 3 g %,, . Les colonies sur gélose nutritive sont 
convexes, circulaires, mi-translucides, moirées ; leur diamètre peut attein- 
dre 5 mm après plusieurs jours d’incubation à 320 lorsque le milieu 
contient, par litre, 4 g d’extrait de levure. 

1 

II. - Culture et caractères physiologiques 

La croissance est rapide, dense et  uniforme dans un milieu contenant 
les sels minéraux habituels e t  4 g par litre d’extrait de levure. I1 n’appa- 
raît pas de voile à la surface. L’organisme présente des exigences com- 
plexes en facteurs de croissance. En effet, il ne croît pas, en aérobiose, 
dans le milieu de base (cf. Matériel et  Méthodes) sans peptone et  conte- 
nant les sels minéraux, 100 mg par litre d’extrait de levure et  4 g par litre 
de l’un des alinlents carbonés suivants : acétate, fumarate, succinate, - 
L-malate, citrate, DL-lactate, propionate, glycérol, éthanol, propanol, 
butanol, adipate, glucose, galactose, L-arabinose, maltose, lactose, cello- 
biose, mannitol ou gluconate. I1 ne se développe pas non plus, en aéro- 
biose, dans le milieu minéral de base contenant I00 mg par litre d’extrait 
de levure et  10 g par litre de glucose et  de L-glutamate, ou de glycérol 
e t  de L-glutamate, ou de glucose et  d’a-cétoglutarate, ou de glycérol e t  
d’a-cétoglutarate, ou de glucose et  de citrate ou de glycérol e t  de 
citrate [ 161. 

Dans les conditions anaérobies e t  en milieu complexe contenant 4 g 
par litre d’extrait de levure, l’organisme ne croît qu’en présence de .. 
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NO; (KNO,, 5 g/1), NO; (KNO,, 0,5 g/$ N,O, S,O;- (K,S,O,, 2 g/l) ou 
fumarate (fumarate de sodium, 2 3  g/l), et  ne fait fermenter aucun des 
hydrates de carbone (5 g/l) suivants : glucose, D-galactose, fructose, 
L-sorbose, D-arabinose, L-rhamnose, D-ribose, D-xylose, lactose, maltose 
et  saccharose. I1 possède donc un métabolisme obligatoirement respira- 
toire. Le nitrate, le nitrite e t  l’oxyde nitreux sont réduits avec production 
de gaz. La réduction du tétrathionate produit du thiosulfate et  entraîne 
une acidification. Le thiosulfate (Na,S,O,, 2 g/l) n’est pas utilisé comme 
accepteur d’électrons. 

L’organisme croît sur gélose nutritive à p H  6 et  en milieu au I X N  de 
Braun. I1 ne croît pas en bouillon. glucosé contenant 0,02 yo de NaN,, en 
bouillon contenant 0,001 % de lysozyme et  en milieu de Sabouraud glu- 
cosé à p H  5,7. I1 ne produit pas de pigment sur gélose à la tyrosine, 
ni sur gélose à la pomme de terre. La tyrosine n’est pas décomposée. I1 
n’y a pas formation d’indole ni d’acétyl-méthyl-carbinol. On n’observe 
pas de production d’acide benzoïque dans un milieu contenant de l’hip- 
purate. La croissance sur gélose nutritive contenant du glycerol n’est pas 
accompagnée d’une formation de dihydroxyacétone. Aucune acidification 
n’accompagne la croissance sur milieux pour la recherche de l’attaque 
des sucres et  polyols usuels [l]. L’amidon, la gélatine et  le a Tween 80 1) 

ne sont pas hydrolysés. La température maximale de croissance se situe 
au voisinage de 450. 

Lorsqu’il est appliqué à des colonies, le test à l’oxydase donne un 
résultat faiblement positif. Par contre, la réaction est franchement posi; 
tive avec les extraits enzymatiques. Un cytochrome de type c est syn- 
thétisé. Les enzymes suivantes sont présentes : nitrate-réductase A, 
nitrite-réductase respiratoire, tétrathionate- et  fumarate-réductases, L- 
glutamate-déshydrogénase, superoxyde-dismutase et  RNase exocellulaire. 
Les enzymes suivantes sont absentes : thiosulf ate-réductase, catalase, 
uréase, Iécithinase, arginine-dihydrolase, L-alanine-déshydrogénase, phé- 
nylalanine-désaminase, tryptophane-désaminase, lysine-décarboxylase, 
ß-galactosidase, DNase exocellulaire et  chitinase. 

Les suspensions cellulaires issues de cultures anaérobies sous N,O 
réduisent rapidement ce gaz en N, et  produisent NO, N,O et  N, à partir 
de NO;. Celles qui proviennent de cultures anaérobies contenant NO; 
réduisent NO;, NO; et  NO avec production de N, et N,O 

III. - Génotype 
La teneur en guanine + cytosine de l’ADN est de 39 % chez la sou- 

che l et  de 39,3 % chez la souche 2. 

FIG. 1. - e t u d e  au microscope électronique de Ia souche 1 : 
aspect d’une coupe de cellule uégéfatiue. ( x 63.000 ; la barre represente 1 pm). 

(Photo A. Ryter, Institut Pasteur, Paris). 



FIG. i 



FIG. 2. - *tude uu microscope Clectronique de la souche 1 : 
aspect d’une coupe de spore incluse dans lu cellule-m8i-e. 

( X  77.000 ; la barre represente 1 pm). 
(Photo A Ryter, Institut Pasteur, Paris). 



FIG. 2 
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IV. - Taxonomie 

Les souches 1 et  2 sont identiques et  représentent une espèce appar- 
tenant au second groupe morphologique du genre Bacillus [,1]. Elles res- 
semblent morphologiquement à B. brevis qui est aussi une espèce oxydase- 
positive dénuée d’activité fermentaire [ I]. Cependant nous avons établi 
que les souches 5122 et  5286 (Collection de l’Institut Pasteur) de B. bre- 
vis ne croissent pas, en anaérobiose, en présence de NO;, NO;, N,O, 
&O,-- ou fumarate, qu’elles liquéfient la gélatine, qu’elles produisent une 
catalase, une arginine-dihydrolase, une lécithinase (1) et  qu’elles ont 
la L-alanine-déshydrogénase au lieu de la L-glutamate-déshydrogénase. 
De plus, les valeurs des GC yo des souches 5122 et  5286 sont respec- 
tivement de 44,9 et  48. Les souches 46B5, 4639 et  5734 (Collection de 
l’Institut Pasteur) de B. nifrifollens, qui réduisent NO; en NO;, ont été 
aussi examinées, comparativement. Elles ne croissent pas non plus, dans 
les conditions anaérobies, en présence de NO;, NO; ou N,O. De surcroît, 
cette -bactérie est oxydase-négative, fait fermenter le glucose, possède une 
catalase et  une amylase [2]. Les valeurs des GC yo des souches 46B5 et  
4639 sont respectivement de 37,s et  41,s. B. fhermodenitrificans est une 
bactérie thermophile, à Gram négatif, produisant des spores ovales et  
déformantes [8]. Nous avons examiné les souches 465 et  466 (Deutsche 
Sammlung von Mikroorganismen, Göttingen), cultivées à 500. On 
n’observe aucune croissance à 370. Aucune des deux souches ne croît, 
en anaérobiose, en présence de NO;, NO;, N,O ou S,O,--. La souche 
465 réduit NO; en NO; et  ne fait pas fermenter le glucose, contrairement 
à la souche 466 qui ne réduit pas NO; en NO; et  fait fermenter le glu- 
cose. Les valeurs des GC % des souches 465 et  466 sont respectivement 
de 52 et  40,s. Par conséquent, elles ne représentent pas la même espèce. 
I1 semble donc bien que l’on doive considérer la bactérie décrite comme 
une nouvelle espèce pour laquelle nous proposons le nom de Bacillus 
azofoformans n. sp. 

La  seule bactérie dénitrifiante, sporulée, mésophile, bien connue, est 
B. licheniformis qui est à Gram positif e t  qui produit des spores non 
déformantes [lo], ce qui classe cette espèce dans le premier groupe mor- 
phologique du genre Bacillus. 

On remarquera l’absence de catalase chez la bactérie décrite, fait assez 
rare chez les Bacillus et  signalé seulement, semble-t-il, chez certains 
représentants de l’espèce B. sfearoflzermophilus et  chez les trois espèces 
B. larvae, B. popilliae et  B. lenfimorbus qui sont pathogènes pour les 
insectes [5]. 

RÉSUMG 

La bactérie décrite est un bâtonnet à Gram négatif, mobile au moyen 
de flagelles péritriclies et  produisant des spores ovales, déformantes, 
dépourvues d’exosporium. Les cellules ont cependant une paroi épaisse, 
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des mésosomes et un septum persistant, caractéristiques des bactéries à 
Gram positif. Le métabolisme est obligatoirement respiratoire ; en 
anaérobiose, les composés suivants sont utilisés comme accepteurs d’élec- 
trons : NO;, NO;, N,O, &O;- e t  fumarate. Les nitrates, les nitrites et  
l’oxyde nitreux sont dénitrifiés avec production de N,. La réaction à 
l’oxydase est positive. Le GC yo de l’ADN est de 39. Cette bactérie peut 
être considérée comme une nouvelle espèce : Bacillus azotoformans n. sp. 

MOTS-CL~S : Bacillus, Bacillus azotoformans n. sp., Sol, Dénitrification. 
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