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RESUME

Une numération et une qualification partielle des
bactéries du tractus digestif de Nasutitermes arborum

(termitidae) ont été entreprises a l'aide de techniques
permettant l'isolement de bactéries anaérobies strictes.
Parallélement a ce travail une observation in situ de la
panse au M.E.B. et au M.E.T. a été effectuée. Le M.E.B. a
révélé une importante flore filamenteuse composée de
champignons et d'actinomycétes entremélés au bol
alimentaire, ainsi qu'une flore bactérienne pléimorphe au
voisinage de la paroi. Le. M.E.T. nous a permis de
différencier 5 morphotypes bactériens caractéristiques
dont des spirochétes. On a dénombré 7,5105 bactéries/
tube digestif de termite, composées principalement de
bactéries fermentatives anaérobies facultatives. Les
bactéries anaérobies strictes constituent 38 % de 1la
flore dénombrée. Les spirochétes, présents seulement en
culture mixte, n'ont pu étre dénombrés. Aucune croissance
de bactéries cellulolytiques n'a pu étre observée. La
majorité de la population anaérobie facultative est
composée de staphylocoques, streptocoques, bacillus,
ainsi que d'Enterobacters, Flavobacteriums, Lactobacillus
en moindre nombre. La quasi-totalité des anaérobies
strictes sont des Clostridiums.
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I NTRODUCTTION

Le termite est surtout connu et appréhendé comme étant u
insecte destructeur. Son rdle dans la bioconversion est
pourtant primordial, notamment en milieu tropical, ou i1l
constitue une des biomasses les plus importantes. Dans 1
cadre d'un programme“Biodynamique des sols tropicauxz il
était nécessaire de connaltre l'importance du termite
dans le processus d'humification. Les possibilités de
digestion de la matiére organique et notamment de 1la
cellulose sont étroitement liées chez le termite & sa
flore bactérienne associée. Le rdle de cette flore est
encore mal connu chez les termites supérieurs (qui
constituent 75 % des termites). Notre étude a donc porté
sur la quantification et la qualification partielle,
ainsi que sur l'analyse in situ de la microflore associé
chez un termite supérieur, Nasutitermes arborum. Cette
espéce, facile a élever, fait actuellement l'objet d'une
étude biochimique, portant sur ses enzymes digestives, a
Laboratoire de Zoologie de 1'Université de Dijon dirigé
par Monsieur Noirot. L'étude microbiologique réalisée ic
est donc le complément indispensable a4 toute analyse de
la digestion des termites.
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REVUE BIBLIOGRAPHIQUE SUR LA SYMBIOSE BACTERIENNE

NOTIONS GENERALES SUR LES TERMITES.

Biologie des termites

Les termites sont des insectes sociéux appartenant a l'or
isopteéres. Ils sont caractérisés par

un mode de vie en société,

le développement de castes distinctes au

sein de la colonie, .

des métamorphoses incomplétes (hétérométabol

paurométabole),

une nutrition a base de cellulose,

hémicellulose et lignine.
La pauvreté de leur alimentation en azote en fait des oli
trotrophes.
Il y a plus de Zp/OOO espéces de termites vivant essentie
dans les régions chaudes, réparties en six familles dont
appartiennent aux termites inférieurs; ces termites possé
dans leur tube digestif une faune unique de protozoaires
flagellés (Oxymonad, Trichomonad) qui sont capables de di
le bois et vivent en symbiose étroite avec le termite (12
(56). La 6éme famille, celle des Termilidae ou termites
supérieurs, famille & la quelle appartient l'espéce étudi
(Nasutitermes arborum) dans ce travail comprend 75% des
especes. Les protozoaires sont, quand ils éxistent, en nc
limité et ne comprennent pas d'espéces xylophages. Cette
posséde par contre une flore bactérienne importante dont
dans le métabolisme énergétique du termite n'est pas
complétement élucidé.
Une des principales caractéristiques des termites est de
posséder des castes morphologiquement et fonctionnellemer

distinctes (57) (32).
Ces castes peuvent’étre divisées en deux groupes princip:

les individus stériles,
les individus reproducteurs.



Les éléments les plus importants des castes stériles sont les
soldats et les ouvriers ; ces derniers sont responsables de la
construction du nid et de l'alimentation des autres membres de
la colonie (soldats, sexués,quves,coup\ero%o\)

Ils assument cette tdche soit par la régurgitation d'aliments
prédigérés (alimentation stomodéale), soit par des aliments
provenant de l'intestin postérieur (origine proctodéale).

Ces phénoménes sont regroupés sous le nom de trophalaxie.?h\

Les ouvriers constituent la caste la plus nombreuse.

Les termites sont généralement connus par les désastres qu'ils
engendrent, mails on méconnait leur importance

écologique. Leur répartition géographique étendue sur plus des
deux tiers des continents et leur type d'alimentation font
qu'ils constituent un maillon important dans 1la décomposition du
sol dans notre biosphére. Les termites sont particuliérement
abondants en foreét tropicale humide, sempervirente ou semi-
décidue ou leur rdle semble considérable dans le recyclage de 1la
litiere et la dégradation de la biomasse végétale. Mais les méca-
nismes utilisés sont trés mal connus. .

Dans les savanes tropicales, la décomposition des tissus végé-
taux par les termites est du méme ordre que celles occasionnées
par les herbivores, a cause de l'importance de leur biomasse (10
3 20 g/m3) (14).

Tube digestif et nutrition chez le termite supevieuvr

1.2.1. Anatomie du tube digestif des termites (cf. schéma 1)

Le tube digestif des termites est composé de trois parties
(32) (4u4) (12).

., Le tube digestif antérieur ou stomodeum d'origine
ectodermique comprend l'oesophage, le jabot musculaire
et le gésier. Il se termine par la valve oesophagienne
et assure principalement la digestion mécanique des
aliments.

Le tube digestif moyen ou mésentéron d'origine

endodermique : il se compose d'un tube cylindrique et

se termine par la valve proctodéale point d'attache des

tubes de Malp ‘ighi. Il est le principal responsable de

la digestion enzymatique des aliments (59) (25).

Tube digestif postérieur ou proctodeum d'origine

ectodermique : il est composé de trois segments

a) segment P1 : relativement vaste, 11 se termine par
la valve entérique qui empéche le reflux du bol

alimentaire.
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b) segment P2 : trés volumineux, c'est la panse qui
abrite la majbrité de la microflore et de 1la
microfaune du termite.

c) segment P3 : généralement assez long, il se
termine par le rectun.

Chez le termite, la morphologie du tube digestif varie
avec le type d'alimentation. Certains termites supérieurs
possédent une structure particuliére située a la jonction
du tube digestif moyen et postérieur, le segment mixte.
Il doit son nom au fait gqu'une de ses faces est consti-
tuée par la paroi du mésenteron et l'autre par 1l'épi-
thelium proctodeal. Dans cette région existe une poche,

constituée par un repli du mésentéron, (44) dans laguelle
vivent des bactéries qui ont l'apparence d'une culture
pure. Ces bactéries sont complétement isolées du bol
alimentaire (43).

Conditions physico-chimiques dans le tube digestif
1.2.2.1. Potentiel d'oxydo-réduction

Il est généralement admis que l'atmosphere du tube
digestif est anaérobie. Plusieurs faits viennent appuyer
cette hypothése
la grande sensibilité des protozoaires
et des bactéries symbiotiques vis-a-~
vis de l'oxygéne (17) (79) (38)
les produits finavx quil existent dans
le tube digestif postérieur sont
l'hydrogéne et l'acétate (33) (38).
qui sont les principaux produits issus
de la fermentation des sucres.
1'émission de méthane mesuré in situ
chez les termites (15) (87) (70).
La mesure du potentiel redox chez plus de neuf espéces
de termites, a l'aide d'indicateurs colorés (81) (22) a
montré que le tube di_gestif antérieur était aérobie
(E'*2J 100 mV) mais que Chea la grande majorité des
espéces étudiées, les tubes digestifs postérieurs
étaient, avec un potentiel compris entre - 230 et
- 270 mV, strictement anaérobies.

1.2.2.2. pH

La mesure du pH des différentes sections du tube digestif



(41) (60) a montré que : . le tube digestif moyen a un
ﬁ] voisin de la neutralité,
le tube postérieur a un pH

ﬂ! compris entre 6 et 7,5, hormis les espéces humivores gq

ont un pH plus alcalin.
ﬂ Les conditions physico-chimiques existant dans 1le
, proctodeum sont favorables & la croissance de nombreux
| microorganismes anaérobies dont la moyenne de toléranc
l] vis-a-vis du pH se situe entre 6 et 9.

ﬂ 1.2.3. Nutrition chez les termites supérieurs

Les termites supérieurs se nourrissent préférentiel-

ﬂ lement de bois partiellement dégradé par les
champignons. Ils se nourrisent également de feuilles et
d'humus., L'absorption des aliments commence dé&s le tub

ﬂ digestif moyen ou elle se limite a des composés soluble

ou facilement hydrolysables du bol alimentaire. C'est
au niveau du tube digestif postérieur qui posseéede un

ﬂ épithélium trés mince qu'elle est la plus importante
(V). On pense que la digestion chez le termite est as:
voisine de celle des ruminants dont le processus domine
est la digestion microbienne. (38)

Le temps de rétention du bol alimentaire dans la panse
est compris entre 8 et 12 heures, ce qui correspond a |
moitié de la durée du transit intestinal (42).

- Les termites ont une efficacité digestive {carbone ingé
ré - carbone dans les féces) trés importante,
généralement supérieure a 60 % (14) avec pour la
cellulose des taux pouvant avoisiner 90 %¥. Ces taux sor
quasiment uniques dans le monde animal. -

Le fait que la plus grande partie de la dégradation et

Iil l'absorption des aliments ait lieu dans la panse, ou il

' y a peu d'enzymes endogénes secrétés conduit a penser q

que la microflore symbiotique qui l'habite joue un réle

primordial dans la digestion chez le termite.
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2. LES SYMBIONTES INTESTINAUX
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2.1 Les protozoaires

Dés les premiéres études sur la symbiose chez les termites
inférieurs on a mis en évidence l'existence de protozoaires g
constituent une faune importante et spécifique de leur tractus

digestif (I3)
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Toutes les espéces connues ont été inventoriées par Yamin 1979
(8B4). On sait maintenant quelles sont strictement anaerobies
(52) (25) et sont en grande partie responsables de la
cellulolyse chez les termites inférieurs. Les protozoaires ne
peuvent se développer qu'en présence de symbiontes endo- ou/et
ectosymbiotiques.

Les champignons

Les champignons ont été trouvés dans le tube digestif des
termites mais ils ne semblent pas contribuer significativement a
la digestion de la cellulose (36). L'absorption de fongicides
par un termite supérieur Nasutitermes exitiosus (23) ne modifie
pas sa durée de vie. Il semble donc que les champignons ne
soient que des organismes transitoires chez le termite.

Il faut signaler le cas des termites champignonnistes,

comme Macrotermes natalensis , qui cultive des champiénons
spécifiques dont l'ingestion leur facilite l'assimilation de 1la
cellulose (51).

Les bactéries

2.3.1. Introduction

La flore intestinale du termite se répartit dans le tube
digestif en partie dans le segment mixte, mais sa grande
majorité colonise le tube digestif postérieur au niveau
de la panse. L'étude anatomique nous révéle que la flore
intestinale varie considérablement suivant le segment
considéré mais que la composition et la densité de cette
flore parait constante d'un individu & un autre dans un
segment donné (56).

Malgré le nombre important d'espéces de termites,
l'analyse quantitative et qualitative de cette flore chez
les termites supérieurs n'a été que peu étudiée . En
outre, peu de chercheurs ont utilisés dans cette quanti-
fication les techniques d'anaérobie stricte. Ces études
ont permis néanmoins de montrer une grande diversité
d'espéces bactériennes et leur exceptionnelle densité
Dans bien des cas, la densité bactérienneestelle qu'elle
forme la majeure partie du contenu intestinal de la panse.

2.3.2. Bactéries du segment mixte

Dans cette partie de 1'intestin qul n'existe que chez cevlains




termites supérieurs, existent des bactéries en grande
densité qui ont l'apparence d'une culture pure (56).
Suivant les espéces de termites, leur forme est tres
variée ; elle peut aller du court batonnet aux longs
filaments flexueux, mais il n'existe qu'une seule forme
bactérienne par termite. Cet amas bactérien est 1solé du
bol alimentaire (e¢f. 121 ). A cet endroit, le bol
alimentaire est encore entouré d'une membrane
péritrophique et le transit est raplide. Le rdle de ces
bactéries dans la digestion semble donc 1limité.

Bactéries du tube digestif postérieur

Peu de bactéries semblent habiter le premier segment du
proctodeum en régle générale ; cette premiére partie est
souvent trés courte (Ex : Nasutitermes).En revanche, dés
la barriére de la valvule entérique passée, la densité de
la microflore change radicalement. Autour de la valvule,
on observe une pullulation extraordinaire de bactéries
(56). Cette densité microbienne semble diminuer quand on

s'éloigne de cette valvule.

En dépit du fait que la panse est anaérobie (47) (28)
(73), la densité des microorganismes varie entre 105 et
109/t ube digestif. Le volume interne du tube digestif
avoisinant le microlitre, cela implique qu'il .y a entre
108 et 10?0 bactéries/tube digestif (73). Il est
intéressant de constater que ces chiffres sont similaires
A ceux rencontrés dans les fermenteurs de type industriel
(30). Il faut souligner que les bactéries adhérent
fortement aux parols du tube digestif (7) (13) et sont
souvent sous forme d'agrégats. La quantificatidn est
alors étroitement dépendante de la maniére d'homo-
généiser les préparations. C'est pourquoi Schultz et
Breznack ont estimé qu'on ne recouvrai;lactuellement que
13 % de la flore totale.

Les organismes isolés par ces auteurs a partir d'un
termite xylophage (Reticulitermes flavipes) étaient en

ma jorité des streptocoques (66,6 %) des Bacteroides
anaérobies oxygéne tolérant et des entérobactéries, le
reste de la population étant constitué de Lactobacillus
et Fusobacterium (73). Chez Nasutitermes exitiosus, 1la
population principale est constituée de staph)docoques et
streptocoques. (23)

La majorité des espeéces isolées sont donc des bactéries
hétérotrophes acidifiantes anaérobies facultatives. Ces
mémes auteurs ont pu mettre en évidence (74) une symbiose
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entre un streptocoque et un Bacteroides qui constituent
la flore principale du termite Reticulitermes flavipes.

En coculture, le streptocoque produisait du lactate a
partir du glucose; ce lactate produit pebmettant la
croissance des Bacteroides qui le fermentaient en
propionate, acétate et CO,. Ce type de nutrition qu'on
qualifie de "nutrition croisée" entre deux espéces
pourrait constituer 1l'un des aspects de la fermentation
totale in vivo (14).

La spécificité de cette microflore vis-a-vis du termite

a été démontrée par plusieurs auteurs (47) (77) (73)
(23). 1Ils ont collecté les mémes especes de termites 3
différents endroits et ont montré qu'ils possédaient 1la
méme microflore. Ceci indique donc qu'il existe une sé-
lection s'opérant dans le tractus digestif et pouvant in-
fluencer les bactéries qui y résident.

La nature strictement anaérobie de la panse'implique que
les bactéries aérobies strictes trouvées ne font pas par-
tie de la flore autochtone, mais sont probablement des
bactéries "en transit" ingérées par le termite, ou prove-
nant d'autres parties du tube digestif, ou bien des con-
taminants de la surface externe du termite.

Une des particul_arités de la microflore du termite est
la pré ence, surtout chez les termites humivores, des
bactéries filamenteuses. Ces bactéries ont été identi-
fiées comme étant des actinomycétes (7) ; elles consti
tuent du fait de leur densité un véritable filtre bacté-
rien du bol alimentaire. Cette microflore du termite
humivore serait protégée de celle du bol alimentaire par
le pH fortement basique (pH = 11) du premier segment
proctodeal, Le rdle de ces bactéries est encore inconnu.

Cas particulier des spirochetes

Les spirochétes constituent un groupe bactérien trés
reconnaissable par leur aspect ondulé et torsadé, leurs
flagelles axiaux et les mouvements spiralés de leurs
déplacements. Ils sont particuliérement abondants dans la
panse de nombreux termites quand les tubes digestifs sont
vus microscopliquement sous forme de frottis., Ils peuvent
exister & 1'état libre et isolés dans la lumiére du tube
digestif ou 1liés a des protozoaires (10) (60).

L'étude de leur rdle chez les termites est limité par le
fait qu'on n'a Jamais pu les 1isoler.

O'Brien et al (60) ont réussi a les garder pendant 72

heures dans une culture mixte dans des conditions
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d'anaérobiose stricte. Cependant des expériences de
défaunation spécifique des spirochétes, menées

sur Nasutitermes exitiosus nourris avec du métronidazole
ou exposés a de l'oxygene pur ont montré une baisse
drastique de la durée de vie du termite qui se réduisait
de 250 a 13 jours, les autres bactéries anaérobies

factu tatives n'étant pas affectées par ce traitement.
Les auteurs affirment ne pas avoir pu isoler d'anaérobies
strictes chez ce termite (23) (55). Ce dernier ne
possédant pas de flagellés symbiotiques, les spirochetes
semblent donc jouer un rdle important dans le métabolisme
lorsque les flagellés sont absents.

Dans un seul cas, on a pu montrer le rdle des spirochétes
chez Mixotripha paradoxa, flagellé symbiotique d'un
termite inférieur (Mastotermes darwiniensis). Cleveland

et Grunstones (19) ont montré que sa surface était
entourée par une ciliature de spirochéteset de bacilles
la coordination des ondulations'des spirochétes
permettant la locomotion du protozoaire & travers le bol

alimentaire.

ROLE DES BACTERIES DANS LE METABOLISME DU TERMITE

R6le dans le métabolisme de la cellulose

Apergu sur l'hydrolyse enzymatique de la cellulose

L'hydrolyse enzymatique de la cellulose implique
l'action de deux types de cellulases
. La 1-4 P-D glucan 4 glucanohydrolase

cellulase de type Cj.

Endoglucanase (3-2, 1-4) : cellulase de

type Cy.
La premiére est active sur la cellulose cristalline
alors que la deuxiéme l'est contre les composés solubles
de la cellulose tel que la carboxyméthylcellulose.
L'action de ces deux enzymes est complétée par la
cellobiase ou ? glucosidase qui.-hydrolyse la cellobiose
en deux molécules de glucoses.

R6le des bactéries

La cellulose étant le principal aliment des termites, i1l
était normal que la grande majorité des études sur la
microflore du termite se soiV orientée vers son rdle
dans la digestion cellulolytique.




—

-t

Cellulose et hémicellulose subissent selon les espéces
une dégradation importante de l'ordre de 65 a 90 % (21).
lxurCaux d'assimilation chez les termites xylophages est
édlevé; il s'étend selon les especes de 51 a 93 ¢%.

3.1.2.1. Chez les termites inférieurs

La dégradation de la cellulose est assurée a 70 % par les
protozoaires symbiotiques. Ils transforment la cellulose
par volie fermentative en CO,, H, et acétate. Ce dernier
est utilisé comme substrat énergétique par le termite et
comme précurseur de la synthése de ses acides aminés.
(53) (38). Grace aux travaux récents de Yamin (85) qui a
réussi des cultures axéniques de protozoaires, on a pu
montrer que c'était bien le protozoaire et non les
bactéries endosymbiotiques qui étaient responsables de la
cellulolyse. '

3.1.2.2. Chez les termites supérieurs

Dans cette famille de termite, le rdle des bactéries est
encore trés controversé. En effet, seuls quelques auteurs
ont 1is0lé des bactéries cellulolytiques (48) (49).
Notamment Thayer (78) a 1isolé Bacillus cereus et
Serrattia marcescens, toutes deux capables d'oxyder la
carboxyméthylcellulose en sucres réducteurs. Mais en
majorité les essals d'isolements des bactéries
cellulolytiques se seront souvent révélés négatifs (17)
(36) (73) ; ceux qui les ont 1isolés sont également
souvent non explicites sur leur méthode de stérilisation
de la surface du termite (28). Quand les essais
d'isolements furent positifs, aucune quantification et
identification ne furent entreprises. L'isolement des
bactéries cellulolytiques se heurte au probléme de mise
en culture. En effet, la digestion de la cellulose par
des bactéries isolées est un processus lent qui peut
s'étaler de quelques semaines & plusieurs mois. Les
expériences (59) menées sur Nasutitermes exitiosus
permettent de dégager deux points importants

a) Les expériences de défaunation des ter-
mites réalisées par l'emploi d'antibio-
tiques ont montré qu'elles avaient peu
d'effet sur le métabolisme delacellulose.
Chez ces termites les bactéries jouent
donc dans ce processus un rdle mineur.




b) Des mesures de distribution des carbohy-
drases dans le tractus digestif ont montré
que

La grande majorité de la
cellulase Cx se situait
dans le tube digestif moyen
(59 %), le tube digestif
postérieur n'en possédant
que 8 %.
L'activité de la cello-
biase se répartit chez
Nasutitermes essentielle~
ment dans le tube digestif
moyen (93 a 97 %).
Ces termites, dont le tube digestif moyen est dépourvu
de bactéries, possédent donc un systéme d'enzymes
cellulolytiques endogéne. '
Si l'ensemble des travaux sur les termites supérieurs
ont montré une prédominance du tube digestif moyen dans
la secrétion des carbohydrases (80) (25) (71) (82)
(45). Il faut cependant tempérer ces affirmations, car

la plupart des chercheurs cnt utilisé pour leurs études
la forme soluble de la cellulose, la carboxyméthycellu-
lose. Ils n'ont de ce fait pas pu mesurer l'activité de
la cellulase C1. Chez un termite supérieur, seul un
rapport a montré qu'elle existe (67).

Ces auteurs émettent l'hypothése d'une possible produc-
tion mixte des cellulases par les bactéries symbiotiques
(C1 cellulase) et le termite (Cx cellulase).

Ainsi 1'évolution phyllogénique des termites qui est
marquée par la disparition des flagellés symbiotiques
semble s'accompagner de l'acquisition d'enzymes endo-
génes permettant la digestion cellulolytique. Le rdle de
la flore dans ce processus reste encore i préciser.

3.2. Métabolisme de l'azote
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L'oligonitrophie des termites est particuliérement appa-
rente pour les espéces se nourrissant a partir du bois
qui contient 0,2 4 0,3 % d'azote .{(20) (12). Pourtant les
termites possédent un rapport C/N semblable a celui des
insectes, en général, de 10 a 20 %. Il est donc apparu

intuitivement que les termites devaient posséder un sys-
téme efficace pour acquérir et conserver leur azote.
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C'est grace a la technique de mise en évidence de la fi-
xation de l'azote par la réduction d'acétyléne en éthy-
léne (85) qu'on a pu montrer que certains termites
~étaient capables de fixer l'azote. Les mé€mes auteurs ont
montré que l'intestin postérieur était impliqué dans ce
phénoméne. Quand on nourrit le termite Nasutitermes

exitiosus avec des antibiotiques, la capacité de fixa-
tion est perdue (23) (15) (55). O'Brien et al (55) ont
mesuré l'activité de trois enzymes, deux aminotransfé-
rases et une glutamate déshydrogénase, lopsqu'on soumet-
tait deux espéces de termites, une supérieure (N.exitio-
sus) l'autre inférieure (Coptotermes lacteus) a une dé-
faunation aux antibiotiques. Sur les trois enZymes seule
la glutamate-déshydrogénase est affectée par les varia-
tions de la microflore du tractus digestif. Les auteurs
ont montré que l'activité de cette enzyme est directe-

ment liée chez le termite inférieur 3 la disparition
spécifique des protozoaires et des spirocheétes. 4

Des essais d'isolement sur Coptotermes formosanus (ter-
mite inférieur) ont permis d'idenfifier les bactéries
fixatrices comme appartenant aux entérobactéries (62).
Ces bactéries sont anaérobies facultatives mais la fixa-
tion de l'azote est inhibée par l'oxygéne. Le nombre
d'Enterobacter agglomerans était insuffisant pour rendre
compte du taux de fixation de l'azote par les tubes di-
gestifs intacts. Les auteurs l'attribuent au manque de
dispersion des agrégats bactériens au cours de l'homogé-~
néisation du tube digestif ou & la sensibilité de la ni-
trogénase bactérienne. D'autres tentatives d'isolement
chez d'autres espéces ont abouti a des résultats iden-
tiques (24). On a pu isoler notamment chez trois espéces
de termites des Citrobacter freundii (29). On peut noter
que les entérobactéries isolées a partir de C.lacteus
étaient NADP+ dépendantes pour la glutamate- déshydrogé-
nase alors que celles mesurées in vivo étaient NAD+
dépendantes (55).

Un fait important est la perte rapide en moins de 24 h
de la capacité de fixation de N, quand on transplante
les termites (Nasitutermes) au laboratoire (68).
Potrikus et Breznack (1979) ont montré que cette capaci-
té s'abaissait de 75 % aprés une période de neuf mois de
captivité chez Reticulitermes flavipes. Ces résultats
corrélés avec le fait que les termites captifs possedent
une teneur élevée en acide urique (55) impliquent que le
métabolisme des composés azotés des termites captifs
n'‘est pas exactement le méme que celui des termites




"sauvages".

Les mesures du taux de fixation de Np de différentes
especes de termites ont montré une forte variation
intra-et interspécifique. Ces variations sont liées

[Wig

plusieurs facteurs
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a) le taux de fixation de Np est 1ié
richesse en azote du substrat.
Breznack et al (11) ont montré que ce
taux chez C.formosanus variait

inversement avec le taux de NO3‘ et
NHy* ajoutés A un papier filtre
servant de substrat nutritif. La
nitrogénase est ainsi repressée quand
le termite s'alimente avec un substrat
trop riche en azote. Ce type
d'alimentation entraine égdlement des
faunations anormales chez le termite.

b) l'dge et le stade de développement
sont importants. Le taux de fixation
de N, chez les petites larves de
C.formosanus est 300 fois plus élevé
que celui des larves plus développées.

¢) Selon les castes, par exemple chez
Nasutitermes, les soldats ont un taux
de fixation de Np plus élevé que les
ouvriers, ce qui les rend moins
dépendants des ouvriers. Si la
fixation de Ny n'est pas le seul
processus qu'utilise le termite pour
rétablir son bilan azoté, il constitue
néanmoins un phénoméne important pour
lequel la microflore associée semble
jouer un grand rédle.

Réle dans le recyclage de l'azote

DN

Un processus complémentaire a la fixation de 1l'azote est
le recyclage des composés azotés. Chez le termite i1l
peut se faire selon trois volies

a. mise en réserve et recyclage des
déchets métaboliques azotés ;




b. recyclage des "tissus" des termites
par la digestion des ex uvies ;

¢. digestion et assimilation des bacté-
ries du tube digestif, de leur lyse et
des produits de leur métabolisme.

Des études ont montré que la premiére voie existait et
passait par un intermédiaire bactérien. Les termites
comme beaucoup d'insectes synthétisent l'acide urique.
Celui-ci est un produit d'excrétion solide, non

toxique, ce qui minimise ainsi les pertes en eau de
l'insecte. Leach et Granowski ont émis l'hypothése en
1938 que les termites étaient capables de réutiliser
l'azote présent dans leur réserve d'acide urique. Cette
hypothése semble validée par le fait que l'acide urique
chez les termites représente 5 % du poids sec alors que
les féces n'en contiennent que 0,04 ¢ (55).

Des études faites 3 l'aide de '¥C et 5N ont montré que
l'acide urique était transporté de son site de stockage
(corps gras) au tube digestif via les tubes de Malp ighi
(65) ; il doit donc passer obligatoirement par la panse
avant d'étre éliminé. Ces études corrélées avec le fait
que les termites possédent les enzymes nécessaires a la
synthése de l'acide urique mais pas ceux qui sont
nécessaires a sa dégradation (14) montrent que ce sont
les symbiontes bactériens qui sont responsables de cette
dégradation.

Cette hypothese fut précisée par l'emploi d'antibio-~
tiques n'affectant pas les protozoaires. Cette défauna-
tion entraine une perte des capacités d'uréolyse (55).
Dans des conditions d'anaérobioses strictes, des bacté-
ries uréolytiques ont été isolées du tractus digestif de
R.flavipes. Ces bactéries sont capables d'utiliser
l'acide urique comme source de carbone et d'azote. Elles
ont été identifiées comme appartenant aux groupes de
Streptococcus sp, Bactéroides termitides et Citrobacter
sp. Les Streptococcus ne peuvent dégrader complétement
TTacide urique qu'en présence de formiate dans le milieu
(b4). Les capacités de dégradation de l'acide urique
sont en rapport avec la densité des bactéries uréolyti-
ques présentes dans le tube digestif : 610% bactéries/TD
(63). On ne sait pas encore sous quelle forme l'azote de

l'acide urique devient assimilable pour l'insecte ; NHg
étant l'un des produits majeurs de l'uréolyse in vitro

représente l'une des possibilités, car certains termites
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(R.flavipes) possédent des glutamines-synthétases (63).

Une autre possibilité est que l'azote de l'acide urique
est d'abord assimilé par les bactéries du tube digestif,
avant d'étre absorbé par l'intestin postérieur du
termite aprés sécretion ou lyse bactérienne ou grace a
des phénoménes de coprophagie et trophallaxie.

Les termites et les bactéries bénéficiant tous deux dv
cycle de l'acide urique, cette symbiose peut étre
considérée comme un mutualisme vrai.

3.2.3. ROle dans le métabolisme des acides aminés

Plusieurs études ont été menées afin de déterminer 1'in-
fluence des variations de la microflore symbiotique du
termite sur sa composition en acides aminés. Les expé-
riences de défaunation par l'oxygéne ou par les antibio-
tiques donnent des résultats variant avec les espéces
édtudiédes. Spetch et al (76) ont montré que la destruc-
tion des bactéries du tractus chez un termite inférieur
R.santonensis conduit a une baisse du taux d'acides ami-

nés libres quand le termite est nourri avec de la cellu-
lose marquée. Aucun changement n'était appréciable chez
le termite supérieur N.nigriceps. Nazarczuk et al 1981
(55) ont observé au cours d'expériences de défaunation
spécifiques chez deux espéces de termites inférieurs et
supérieurs que les acides aminés n'étalent pas affectés

par la défaunation. .

D'autres auteurs (53), dans une étude plus compléte, ont
mesuré l'activité spécifique présente dans les protéines
cellulaires élaborées a partir d'acétate marqué. Ils

ont pu démontrer l'incapacité dv termite inférieur
(Coptotermes formosanus) complétement défauné &

synthétiser ses acides aminés comme pouvalent le faire
les termites pas ou partiellement défaunés ( dont
un protozoaire sur trois manquait). Ces auteurs con-
cluent que chez ce termite, les bactéries du tractus
digestif ainsi que deux espeéces de protozoaires parti-
cipent 3 la synthése des acides aminés trouvés dans les
protéines cellulaires (53).

RSle dans le métabolisme de la lignine

La décomposition de la lignine est un processus connu comme
étant aérobie (60) ce qui ne permet pas de comprendre comment
il peutil peut avoir lieu dans le tube digestif postérieur
anaérobie des termites. De multiples hypothéses furent émises
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a) Il existerait des sites aérobies dans la panse a
prédominance anaérobie (50).

b) La ligninolyse chez les termites emprunterait des voies
différentes de celles connues actuellement.

¢) Chez les termites supérieurs, comme chez Cubitermes

severus (14), des sections du tube digestif postérieur
sont trés alcalines (pH;:11). Il se pourrait qu'un
prétraitement alcalin couplé a une intrusion d'oxygéne
amenée par le bol alimentaire, ou des péroxydases
excrétées par les parois du tube digestif ou enfin les
bactéries de la flore permettent cette ligninolyse.

Un fait certain est que dans ce domaine la littérature est trés
contradictoire. Selon les auteurs, la lignine serait dégradée chez
le termite dans des proportions comprises entre 2 et 83 %. (75)
(21)., Les méthodes de mesure de cette dégradation sont criticables
car les auteurs utilisent pour doser la lignine des acides forts
tels que l'acide sulfurique concentré, pour enlever la cellulose des
féces. Ces acides peuvent alors trés bien dissoudre la lignine qui a
pu étre rendue plus acido-soluble par son passage dans le tractus
digestif.

Des informations plus conséquentes ont été fournies par Butler et
Bucherfield (16) qui ont nourri le termite Nasutitermes exitiosus
avec de la lignine marquée d'origine naturelle ou synthétique. Ils
ont pu suivre sa biodégradation grdce a l'émission du CO» marqué.
I1s ont trouvé que la lignine naturelle était métabolisée dans des
proportions importantes (15 & 63 %) alors que la lignine synthétique
était peu attaquée (14 a 32 %).

Les produits de dégradation de la lignine ne se retrouvent pas dans
les féces. Le termite a la fin de l'expérience posséde une faible
radiocactivité. Ces faits impliquent donc que les termites peuvent
déméthyler, dépolymériser et dégrader les cycles aromatiques des 1li-
gnines synthétique et naturelle. Ces expériences n'ont pas permis de
situer les sites préférentiels de dégradation. On ne sait toujours
pas si la flore microbienne est impliquée dans cette digestion.

R6le dans 1'émission de méthane

Des travaux récents ont montré que les termites émettaient des
quantités importantes de méthane et autres gaz, tels que
l'hydrogéne et le dioxyde de carbone. (15) (70) (87) . Pour
certaines espéces, cette production rapportée au poids peut étre
supérieure a celle des ruminants. Le méthane est apparemment
d'origine bactérienne, car l'émission s'arréte quand on soumet le



termite 3 des antibiotiques qui n'atteignent pas les
protozoaires. La production moyenne du méthane, calculée sur
plusieurs espéces est de 0,8 pg/CHy/y/termite (87). Le papier
filtre est un substrat qui favorise %'émission de méthane. On
suppose qu'il est dégradé en substrats intermédiaires plus
rapidement que le bois, ces substrats, acétate, hydrogéne,

. dioxyde de carbone permettant la croissance des bactéries
méthanigenes. .

Les termites et les ruminants possedent tous deux une flore
symbiotique située dans une portion dilatée de leur tube
digestif. Leur substrat nutritif étant proche, il était
intéressant de comparer les deux types d'assimilation de la
cellulose ; chez les ruminants, elle est d'abord dégradée par
les bactéries du rumen en produits intermédiaires
énergétiquement riches (acides organiques). Ces produits sont
ensuite oxydés par 1'hote en formiate, dioxyde de carbone et
hydrogéne qui servent & la croissance des bactéries
méthanigénes. Ce schéma d'assimilation est directem ent
transposable aux termites, bien qu'il ne soit encore du'é
1'état d'hypothése, plus vraisemblable pour les termites
inférieurs que supérieurs.

Vu l'importance des termites qui recouvrent plus des 2/3 de 1la
surface terrestre, ainsi que leur importante densité, des
extrapolations ont été faites pour évaluer l'émission de
méthane due au termites et son importance vis-a-vis de
1'émission globale annuelle qui atteint 3,5 a 12,1.10w g. La
part que prennent les termites dans cette émission varie selon
les auteurs. Elle serait de 40 % pour Zimmerman et al (70) et
seulement de 15 % pour Rasmussen et Khalil (87). Cette
variabilité s'explique par les méthodes différentes de mesure
du méthane employées par ces deux auteurs. Zimmermann mesure
directement le méthane produit par une espéce de termite et
l'extrapole a l'ensemble de la population. Rasmussen

utilise une méthode indirecte ; il mesure le méthane
corrélativementd la quantité de carbone ingéré par le termite.
Ces chiffres sont par leur nature sujet a une grande
incertitude et 1i1és 3 la variabilité intra- et interspécifique
du termite ainsi qu'aux différentes niches écologiques qu'ils
occupent. Ils permettent néanmoins de souligner l'importance
des termites dans le cycle du méthane. L'étape suivante
consiste maintenant & isoler et A caractériser les bactéries
méthanigénes ainsi qu'ad étudier leur rdle chez les termites.
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CONCLUSION

Les expériences de défaunation et de défloration chez les termites
inférieurs et supérieurs ont montré une baisse réelle de la durée de
vie. Si l'on sait maintenant grace a ces expériences que cette
microflore est indispensable, on ne sait toujours quasiment rien sur
son role, surtout chez les termites supérieurs. Ce résumé
bibliographique nous a permis de montrer que les symbiontes des
termites semblent Jjouer

- un réle majeur dans

la cellulolyse chez les termites inférieurs
le métabolisme des composés azotés ;
1'émission des gaz : méthane, hydrogéne, dioxyde de
carbone ; -

- un rdle mineur dans

la cellulolyse chez les termites supérieurs.

Ainsi, d'importants progrés ont été faits dans la connaissance de la
composition de la flore, notamment en ce qQul concerne les
interactions communautaires et l'identification de certain
microorganismes participant au métabolisme énergétique. Nos travaux
futurs devraient s'orienter vers une quantification des bactéries et
1'étude du rdle des différents groupes bactériens tels que les
spirochétes dans le métabolisme des termites supérieurs. Ceci sera
possible grice & l'emploi de bactéricides spécifiques vis-a-vis des
groupes symbiotiques, qui éclaircira le réle de chaque espéce dans
la symbiose en général. Ces travaux devront étre complétés par
1'étude approfondie de la biochimie de cette symbiose, domaine
encore trés mal connu. L

L'aire de répartition des termites recouvre a l'heure actuelle 68 %
de la surface terrestre, Celle-cl est continuellement en extension
du fait de la dégradation de la forét tropicale due aux activités
humaines. Ils seraient responsables de 77 % de la production
primaire nette (NPP) des terres émergées (87). Ainsi, leurs
capacités d'adaptation et de biodégradation dues a leur microflore
associée font des termites un des maillons principaux du cycle du
carbone surtout a l'échelle tropicale.
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PARTIE EXPERIMENTALE 1

OBSERVATION IN SITU AU MICROSCOPE ELECTRONIQUE
DES POPULATIONS SYMBIOTIQUES DE LA PANSE DU TERMITE
NASUTITERMES ARBORUM
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INTRODUCTION

S'i1l est bien établi que le termite posséde une flore et une
faune nombreuse et spécifique (cf. partie bibliographique), i1l
semble intéressant de savoir comme elles se répartissent in situ

dans le tube digestif et par quel mécanisme elle résistent aux
mouvements permanents du bol alimentaire.

La majorite des observations précédentes faites au microscope
électronique (43) s'étaient attachées & étudier les détails
anatomiques et morphologiques du tube digestif, mais les popu-~
lations bactériennes n'avaient pratiquement Jjamais été décrites
de maniére détaillée. Seuls deux auteurs, Breznack et Bignell
(8) (13) ont observé en priorité les bactéries, l'un chez deux
espéces de termites xylophages (R.flavipes et C. formosanus),

1'autre chez une espéce de termite humivore (C.severus).
B s et
Plusieurs caractéristiques ont pu ainsi étre mises en évidence

Une grande densité et diversité des bactéries ;
Breznack a dénombré plus de 30 morphotypes
différents chez deux espéces étudiédes (c¢f. photo 1),
dont seulement 3 étaient communes aux deux espeéces.

Des sites préférentiels ol se forment les agrégats
bactériens ; chez les termites inférieurs
xylophages, ce sont des microcupules réparties
uniformément sur toute la surface de la panse,
remplies de matériel granulaire (cf. photo 2).

Les bactéries s'y fixent grice a des fibres
présentes a4 leurs extrémités. Chez les termites
humivores (8) ces sites sont des épines
cuticulaires réparties réguliérement dans 1la
derniére portion de la panse. Ces épines sont
recouvertes de bactéries essentiellement fila-
lamenteuses de type actinomycétes. Elles présentent
la particularité d'étre trés longues (180 a 210 um)
par rapport a la lumiére du tube digestif, qui
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n'excéde pas 400 um., In situ elles obliquent
vers le rectum et s'interpénétrent 3 travers

la lumi&re du tube digestif. Elles forment

table matrice, qui filtre le bol alimentaire

‘l donc avec leurs bactéries associ@es, une véri-
| pendant la péristaltie.

Les bactéries s'attachent donc soit 3 l1a membrane €pithéliale, soit
‘k entre elles, pour résister au courant permanent de matiéres.

il Ces faits démontrent l'importance de l'agencement des bactéries

1 a4 1'intérieur du tube digestif. Mon travail a donc consisté a

ﬂl visualiser cette diversité bactérienne et 3 mettre en évidence
les interactions entre les bactéries et le bol alimentaire.

e

X
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. TECHNIQUE ET MATERIEL DE {.A MICROSCOPIE ELECTRONIOUE

Microscope 3 balayage

1.1.1. Prélévement de 1'échantillon

Le termite est disséqué puis le tube digestif est pré-

i _ ~
—
—

levé et déposé dans une goutte de tampon Sorénsen de
pH 7,2 (mélange 1/4 - 3/4 de tampon monophosphate et
de tampon dissodique). Le tube digestif est ensuite
Incisé sur toute la longueur de la panse pour &liminer

" le matériel mindral pendant les ringages du tube avec

le tampoon,

1.1.1.2. Fixation

fixer 1'échantillon 3 la glutaraldéhyde de 2,5 Z

o B
]

dans du tampon Sorénsen 0,1 M

temps : | h
. laver au méme tampon
temps : 2 fois 5 min.
. postfixation 3 l'acide osmique | %7 dans le méme
tampon temps : 30 min. 3 4°C

. laver au méme tampon temos : 3 fois 5 min.
1.1.1.3, Péshydratation

Les échantillons sont ensuite progressivement déshydra-

tés selon le protocole suivant :

. alcool 30° temps : 10 min.
alcool 50° temps : 10 min.
. alcool 70° temps : 10 min,
. alcool 100° temps : 2 fois 15 min.

. mélange alcool 100°/amylacétate (50-50 Viv)
temps : 15 min.
3 bains d'amylacétate pur
temps : 15 min.
L'échantillon est passé& au point critique (appareil
polaron 2 C02) puis météllisé (appareil 3 pulvérisation
cathodique) avant d'étre observé au microscope d bala-

yage (MEB 07 de Cameca) dans les conditions suivantes

i
%i
j
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Microscope 38 transmission

1.2.1. Fixatilon

fixation de 1'échantillon 3 la glutaraldéhyde 2,5 7
dans du tampon Soré&nsen temps : 4 h

. laver au méme tampon temps : 2 x 5 min.
postfixation 3 1'acide osmique 1 7 dans le m&me tampon

temps : 1 h

laver au méme tampon _ temps : 3 x 5 min,.

1.2.2, Déshydratation

Méme protocole que pour le microscope a balayage

jusqu'a 1'alcool 10C°,
1.2.3. Inclusion

L'&chantillon est déposé dans un bain d'alcool 100°
temps : 2 x 30 min.
On imprégne lentement 1'échantillon avec de la résine

en suivant le protocole suivant :

. bain alcool 100°/spurr (75/25 Y/v)
temps : 30 min.

bain alcool 100°/spurr (50/50v/v)
temps : 30 min.

. bain alcool 100°/spurr (25/75v/v)
temps : 30 min.

Spurr pur sans couvrir temps : 1 h

Spurr n»ur couvert temps : | nuit

La résine contenant les &chantillons est ensuite moulée

dans des gélules puis on effectue des coupes ultrafines
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a l'aide d'un microtome, les coupes étant faites avec un
diamant. On les examine ensuite au microscope électronique a
transmission (Philips) sous 80 MV de tension.

RESULTAT

——

2.1,

—

Microscope a balayage

2.1.1. avec le bol alimentaire

La photo 3 est une coupe longitudinale de la panse du
termite, ou le bol alimentaire a été légérement gratté.
La panse est remplie de filaments du type mycellien. De
par leur taille, certains semblent étre des champignons.
Il semblerait que ces formes filamenteuses soient pour la
plupart des actinomycétes, en effet

. 11s possédent une morphologie
caractéristique (longs filaments fins) ;

ces photos sont trés voisines de celles
obtenues (9) chez un termite \h%QV\CUVC
humivore Coptotermes severus ou les acti-

mycétes constituent la flore dominante ;

. leur croissance a pu étre obtenue dans des
milieux spécifiques (cf. partie
expérimentale).

Il1s recouvrent l'ensemble de la panse (photo 4) et
semblent en interaction étroite avec le bol alimentaire.
A ce stade nous n'avons pu visualiser aucun autre morpho-
type bactérien. Il est intéressant de constater l'absence
de tout protozoaire, ce qui confirme la littérature sur
les termites supérieurs (cf. partie bibliographique).

2.1.2. sans le bol alimentaire

Pour les photos 5 et 6, le bol alimentaire a été séparé
de la paroi aprés déshydratation. Ceci permet de visua-
liser une abondante flore bactérienne pléiomorphique,
avec une prédominance des formes coccobacillaires et de
batonnets fins.

Nous n'avons pu mettre en évidence aucune chailne
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importante de batonnets, ni d'interactions
particuliéres entre elles, comme les trichomes
bactériens (cf. Breznack in situ).

2.2. Microscope 3 transmission

La microscopie 3 transmission permet de mieux visualiser
1'hétérogénéité bactérienne. Les bactéries sont bien
distinctes du bol alimentaire qui n'apparalt pas dans les
coupes ultrafines. On a pu distinguer parmi ces bactéries
5 morphotypes
. morphotype 1 : constitué de bactérie de 2
a 3 p de long, ovalée, dont la caractéris-
tique principale est une membrane frangée
et un cytoplasme hétérogénejcgg%&o\ﬁﬂ

i . morphotype 2 : forme coccobacillaire hété-
rogéne remplie de granules réfringeants
longueur : 1 x 1,5 p,(c\))‘s\}\o\v 1.3)

morphotype 3 : bactérie 3 forme ondulée,
longueur : 0,5 x 4 a4 5 u, présentant un
cytoplasme clair a aspect homogéne,%%ﬁ“*“~i&“

. morphotype 4 : spirochéte & forme torsadée
et caractérisée par une enveloppe externe
et un protoplasme cylindrique (ef. photo
10)

morphotype 5 : bactérie filamenteuse
caractérisee par des extrémités tres
effilédes, un cytoplasme dense et une
structure médiane {(cloisonnement ?),
longueur : 0,3 x 4 & 10 p (cf. photoB9).

Les morphotypes 1,2,3 et 4 sont proches de ceux décrits chez
Coptotermes formosanus ,par contre, les bactéries
filamenteuses/du du type trouvé ici ne semblent pas avoir été

retrouvées dans d'autres espéces de termites.
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INTRODUCTION

Dés 1946, Hungate a fait le paralléle entre la digestion de 1la
cellulose chez les ruminants et celle cul existe dans la panse des
termites. Depuls, bien des faits sont venus corroborer cette
hypothése :
. La présence d'une flore nombreuse et
diversifiée dont la densité (environmn
108 bactéries/ml) est comparable 3 celle
des digesteurs naturels (rumen) ou biogaz
(73) 3
. La présence de composés intermédiaires
provenant de la dégradation anaérobie de
la cellulose, tels que l'acétate, l'hydro-
géne, le dioxyde de carbone, le propionate
2y (5)
. La production de méthane provenant de la
microflore de la panse en quantité impor-
tante chez certaines espéces (g87) (79) (15).
. La rétention prolongée, de 1l'ordre de 12
heures (42) du bol alimentaire dans la panse
du termite.
. Un potentiel redox et un pH compatible avec
la présence de bactéries anaérobies

strictes (60).

Ces faits permettent donc d'assimiler la nanse des termites & un
microfermenteur ; c'est pourquoi i1'al utilisé pour cette 8tude de
quantification des bacté@ries du termite, les techniques de nunéra-
tion des principaux groupes bactériens impliqués dans le processus

de la digestion anaérobie mises au point au laboratoire de micro-
biologie de 1'ORSTOM (39) et appliquées 38 des résidus cellulosiques.
Cette quantification a l'avantage de permettre également une premiére

approche du métabolisme de ces bactéries (cf. £fig. 11).



1.

APERCU SUR LES POPULATIONS IMPLIQUEES DANS LA METHANOGENESE

La fermentation méthanique est un processus anaérobie complexe

de conversion de la matiére orsanique en acétate, COZ’ Hz et fina-
lement méthane (cf.fig. II). Elle se déroule en 3 principales étapes
anadrobies réalisées chacune par des populations bactériennes bien

définies (31 (33).

l.1. Hydrolyse et acidogénése
Cette étape est réalisée par les bactéries hydrolytiques et
fermentaires qui transforment les polyméres biologiques com-
plexes tels que la cellulose en alcools, acides gras volatils
(acétate, propionate, butvrate, valérate).
Chez les termites, elles seraient représentées principalement
par les bactéries cellulolytiques qui sont mal connues et sont

trés difficiles 38 isoler en culture pure.

1.2, L'acétogénése
Les produits de 1'acidogén&se sont décomposés en 3 éléments,
par les bactéries acétogénes, essentiels pour la production
du méthane : l1'acétate, le formiate et H2 + COZ' De nombreux
groupe bactériens sont capables de former de l1'acétate.
. Les bactéries sulfato-réductrices du type I
(BSR 1) qui oxvdent le lactate en acétate et
les bactéries sulfato-réductrices de type IT
(BSR 2) qui sont capables de dégrader les
acides gras (C30 018) en acétate ; cette trans-
formation nécessite la présence de sulfate
comme accepteur final d'électrons. En 1'absence
de sulfate, les bactéries méthanigénes peuvent
jouer le rdle d'accepteur d'électrons dans le
cadre d'un transfert interspécifique d'hydro-
géne.,
. Les bactéries homoac&togénes qui forment de
l'acétate soit & partir de 1'hydrogéne comme

source de protons et de CO2 comme source de
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carbone, solt a partir de protons issus de

la dégradation d'un sucre.

LLes bactéries productrices d'hydrogéne obliga-
toires (OHPA) ou svntrophiques. Ces bactéries

ne peuvent produire de 1l'acétate au'id de faibles
pressions d'hydrogéne 3 cause de contraintes
thermodvnamiques. Elles ne peuvent donc croltre
qu'en coculture, en présence d'une bactérie
anaérobie utilisatrice d'hvdrogéne telle que

les méthanigénes ou les bactéries sulfato-

réductrices.

La méthanogénése

Les bactéries méthanigénes utilisent les produits issus de
1'acétogénése, c'est-a-dire le formiate, 1l'acétate et CO2 +
H2 pour former du CHA‘
Ces bactéries présentent un ensemble de particularités qui per-
met de les classer, avec d'autres bactéries telles que les
holobactéries, dans le nouveau groupe bactérien des archéobac-
téries (3) . Leur isolement est long et fastidieux, car elles ont
une croissance lente et demandent la mise en oeuvre de tech-

niques adantées a la stricte anaérobie. Certaines espéces ont

un seuil l1éthal inférieur 3 10 ppm d'02.

TECHNINUES DE BASE DE L'ANAEROBIOSE

] Sl il

Descrintion du matériel utilisé (cf. fig. TTI)

On doity Fungate (39 (4C0)d'avoir jeté les bases de 1'anadrobiose
moderne et d'avoir permis ainsi un bond formidable dans la
connalissance de la microbiologie et la biochimie des bactéries
anaérobies. Ces techniques ont été depuis considérablement
améliorées et développées (?) (35) ; celles vwtilisces

dans le laboratoire de 1'ORSTOM et décrites ci-aprés bénéri-

cient des avantages des techniques les plus récentes. Le svs-

téme utilisé comprend aquatre composantes
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une bolte a8 gants anaérobie
un dispositif de gazage
des cylindres haute pression

des tubes a4 septum ou tubes de Bungate.
La hotte anaérobie (c¢f. nhoteo 11) (1)

Celle utilisée est une hotte en PVC gonflable (La Cathéne,
Bezons). Son atmosphére interne est un mélange de N2—H2
(95 ¢ 5 7) ; elle contient :
un catalyseur (chlorure de palladium)
permettant de piéger l'oxygéne sous
forme d'H20 d'oh la nécessité d'une
certaine teneur en hydrogéne dans la
hotte

. un déshydratant (silicagel)

. du charbon activé sous forme de granulés
(80-100 mesh) afin de piéger st qui
pourralt contaminer le catalyseur

. une électrode 3 oxygéne sensible jus-
gqu'au pom car dans la hotte la teneur
en oxygéne doit €tre maintenu en degl
de 10 ppm.

. un sas d'entrée cyvlindrique pour 1l'en-
trée et la sortie du matériel, l'opéra-
tion de rentrée s'effectue avec 3 cycles
vide-azote.

2 turbines permettant la circulation des
gaz au travers du charbon activé et du
catalyseur pour piéger 1l'oxygéne

. un stérilisateur électrique pour les
oéses.

La hotte doit &tre toujours gardée pressurisée afin de
limiter la diffusion de l'oxygéne. En cas de forte teneur

en oxygéne il faut régénérer le déshydratant et ajouter

de 1'hydroeéne.
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Dispositif de gazage (cf. photo 12a)

Ce dispositif permet d'échanger 1'atmosphére des tubes
et flacons de crolssance ainsi que des cylindres haute
pression. Il a &té mis au point par Balch et al (2 ).
11 se compose d'une liene principale de distribution

permettant de distribuer 3 gaz (N NZ/COZ’ HZ/COZ) ou

2 ’
le vide et d'une série de huit tuyaux en polyéthyléne
munis 3 leur extrémité d'unme alguille vacutainer double
téte. Un tuvau est relié 3 une seringue de verre bourrée
de coton cardé et terminé par une canule recourbée, ce

qui permet de remplacer l'atmosphére aérobie des seringues
utilisées pcocur les incubations par une atmosphére
anaérobie. Un autre tuyau permet de faire le vide et

de pressuriser les cylindres haute pression décrits

ci-aprés.
Cylindre haute pression

C'est un systéme congu pour permettre 1l'incubation des
bactéries anaérobies strictes sur boltes de Pétri sous
une pression élevée de H2—C02, si nécessaire. Il est
composé d'un corps cylindrique en acier inoxydable fer-
mé a3 chaque extrémité par une plaque circulaire en lai-
ton, 1'étanchéité &étant assurée par un joint thorique.
La plaque supérieure comporte un septum pour la prise
d'échantillons de gaz, un manométre et un robinet de
cazage.

Tous les récipients utilisés sont bouchés 3 1'aide de
septums maintenus par un bouchon 3 vis troué. Toutes
les inoculations sont effectudes a8 l'aide de seringues
stériles Terumo, préalablement vidées de leur air selcn

la technique décrite précédemment.






- refroidir le milieu dans un bain de glace,
toujours sous atmosphére anaérobie

- ajuster le pH sous flux de gaz

- introduire le ballon dans la hotte et répartir
le milieu (5 ml/tube, 300 ml/bouteille) i
1'aide d'un répartiteur de milieux (Weathon
Unispence). Boucher les flacons ou tubes

avec les bouchons~septums appropriés.

- sortir et échanger l'atmosphé&re des réciplents

avec le gaz avproprié. Ces tubes sont pressu-

T

risés & 1,5 atmosphére pour les tubes gazés

avec du Hz/CO et 0,5 atmosphére pour ceux

2
gazés avec NZ/CO2 (les flacons de ! 1 modi-

fiés sont gazés aprés autoclavage).

- autoclaver a 120°C, 20 min. ou 40 min.

- avant 1l'inoculation, ajouter stérilement 2
la seringue 0,! ml d'une solution de Na,$ a
2,5 7 (W/V) pour 5 ml de milieu

- ajouter le substrat carboné si nécessalre

- inc-uler

- incuber

- repressuriser en cours d'incubation, si

nécessaire. ‘

Remarque : Pour les bactéries autres que les méthanigénes, on g
peut incorporer le Nazs avant la stérilisation. En effet, le Na,$
semble l1ibérer lors de la stérilisation des composés toxligues

pour les méthanigénes.
2.2.2, Milieux préréduits solides

La préparation des milieux est exactement la méme que celle
des milieux liquides, & la seule différence qu'on y ajoute
1,5 %2 d'agar.

Aprés que le milieu ait été réduit sous flux d'azote, on

ajuste le pH et on ajoute la quantité d'agar nécessaire.



On autoclave dans le ballon ayant servi &8 la préparation.
l Une fois stérile, le milieu est rentré& dans la hotte

vt on le répartit en boltes de Pétri. D&s qu'il est solid:

l ’ fié, on retourne les boltes et on attend 3 3 4 3lours
avant d'inoculer.
Une fois inoculées, les boites sont placées dans le cv-
l lindre haute nression (introduit dans la hotte au moins

un jour avant). Le cvlindre sorti, on le pressurise direc-
tement a4 la pression désirée (3 atm pour les méthaniglnes,
0,5 pour les autres). Il ne faut iamails taire le vide

our éviter la formation de bulles dans 1'agar.
p

On peut suivre la croissance des méthanigénes qul poussent
sur H2/C02 en lisant sur le manométre la baisse de pressic
résultant de la formation du méthane. Ouand celle-ci de-

vient trop importante, il faut repressuriser le cylindre.

3. TECHNIOUES DF NUMERATION

3.1. Avant-pronos

»

Ces techniques ont été mises au point dans ce laboratoire et per-
mettent une quantification simultanée des bactéries totales et

de celles qui participent aux nrincipales étapes de la fermenta-
tion méthanique. Je les ai directement transposées en v incluant
deux milieux de numération complémentaires : milieu pour la numi

ration des bactéries cellulolytiques, milieu pour la numération

Aprés dissection de 10 termites, on préléve les tubes dicgestifs
qu'on dépose, sous un flux d'azote, dans un tube de Hungate co1
nant 10 ml d'eau réduite (annexe 6). On\ﬂ“'cﬁwkle tube bouché
la boite 3 gants anaérobie olt 11 est homogénéisé dans un Potte
pendant 10 a2 15 min. Des suspensions-dilutions sont ensuite ef
tuées &8 1'aide de seringues stériles de | ml dans des tubes de
Hungate contenant de l1'eau réduite pour 1'ensemencement des d
férents milieux de numération., Ces tubes de dilution contienn
des billcs de verre gui, apitées par un cyclomixer (Clay Adam
avant chaque dilution,permettent une meilleure homogénéisatic

de 1'inoculum. En fin d'opération, 1'échantillon homogénéisé

l des bactéries fixatrices d'azote.
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ainsi que les tubes de suspensions-dilutions sont sortis de la
bofte 4 gants pour la préparation d'autres numérations.

La numération des bactéries, se fait soit en fonction de leur
sengibilité 3 1'oxygeéne (bactéries aérobles, anaérobies facult
tives, anaérobiles strictes, oxygéne- et non oxygéne-sensibles)
soit en fonction de leur métabolisme par le calcul du nombre 1
plus probable, MPN (annexe |) : c¢c'est le cas des méthanigénes,
des acidiflantes et des dénitrifiantes. Tous les calculs du MP!

ont &été réalisés sur 4 dilutions avec 5 tubes par dilution.

Numé@ération des bactéries totales

Cette numération s'effectue en dehors de la ch bre anaérobie.
Une dilution, généralement 3 lO-a, est effectuée pour cbtenir
environ 200 bactéries par champ. La technique utilisée est une
coloration a3 1'acridine orange, aprés filtration de 5 ml de 1la
dilution choisie sur un filtre nuclfpore en polycarbonate (taill
des pores : 0,2 um - diamé&tre : 15 mm), préalablement coloré& au
soudan B (34). Ces filtres présentent l'avantage d'avoir une

surface plane et des pores de taille réguliére.

La technique est la suivante
- traitement des filtres
Placer les filtres 24 h au moins dans une solution
de soudan B (annexe 15), les rincer abondamment d.
de 1'eau distillée filtrée. Ce traitement a pour
effet d'€liminer 1'autofluorescence du filtre et

d'en accentuer le contraste svec les bactéries.

- coloration
. placer un porte-filtre sur une fiole 3 vide, pu
un filtre sur le verre fritté
filtrer 5 ml d'échantillon 3 la dilution IO—A
(parfois 10_3) sous un vide trés faible (0,3 ntq
. couper le vide, puis placer 2 ml d'acridine
orange (annexe 15)
. temps de contact : 5 min.

. 8liminer l'acridine en remettant le vide

. laver 3 1'eau distillée




3.3.
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. retirer le filtre et le sécher
. découper un quartier de filtre, le monter dans
une goutte d'huile 3 immersion entre lame et

lamelle, et observer en immersion,

- comptage
Le comptage se fait au microscope 3 épifluorescence
3 1'aide d'un micrométre oculaire 3 réseaude 104}12
et 10 x 10 carrés. Dix champs sont comptés ; on en
effectue la moyenne que 1l'on raméne 3 1 ml d'échan-
tillon non dilué en multipliant par 4,8107 (pour

une dilution 10-4 et un volume filtré de 5 ml).

Numération des bactéries cellulolytiques (BCA)

La composition du milieu est donnfe en annexe (annexe 7). La pré-
paration du milieu est la méme que celle décrite au paragraphe
1.,2.1, mis 3 part qu'cn ajoute seulement 3 ml par tube de Hungate.
Avant emploi, on fait bouillir les tubes et on les incube dans

un bain-marie 3 45°, Les tubes sont ensemencés avec 0,2 ml d'ino-
culum par tube. Une fols ensemencés, les tubes sont tournés

selon la technique du "roll-tube" (39). On passe sur le

tube en rotation un glagon pour solidifier 1'agar qui s'est répar-
ti le long des parois intermes du tube,.

Cette technique posséde un double avantage-:

a) une visualisation et une numération rapide des
colonies en phase de croissance grice aux plages
de lyse de la cellulose

b) un isolement rapide des colonies qui sont bien
individualisées sur le tube.

L'incubation dure de 2 3 3 mois.

Numération des bactéries fixatrices d'azote (BFN)

Le milieu décrit en annexe 13 est un milieu azote-free (72). La
nitrogénase est inhibée nar de fortes concentrations d'enxygéne.
Le milieu contient donc de la gélose molle qui permet la crois-
sance des bactéries dans des conditions de microa&rophilie. Nuand

apparafit une croissance bactérienne (trouble du milieu) on ajoute
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2 7 d'acétyléne dans l'atmosph&re (4 dans 72).

Numération des bactéries méthanigénes

Le milieu de base utilisé& est celui de Balch et al (1979), légére-

ment modifié (rapport en cours) par l'adjonction de NiCl, et de

sélénite de sodium

2

(annexe 10) qui nermettent la croissance de

certaines méthanigénes sous-évaluées précédemment.

a été effectuée selon les sources de carbone et d'

lisent ces bactéries. Elles répartissent en :

bactéries méthanigénes totales
lisent comme source de carbone
- acétate de Na
- formate de Na

gazage des tubes avec H2/C02

Une distinction

énergie qu'uti-

(BMT) qui uti-
ét d'énergie
ceee. 2,5 g/l
ceee. 2,5 g/l

esees 1,5 atm

bactéries méthanigénes acftoclastes (BMA)

qui utilisent
- acétate de Na

gazage des tubes avec N2/CO2

Aprés trois semaines d'incubation, l1'atmosph2re de

cseee 8 g/1 (0,1M)
eeese 0,5 atm

8 tubes présen-

tant une croissance est analysée par chromatographie en phase ga-

zeuse pour déceler

la présence de CH&'

On utilise un chromatographe

3 détection par ionisation de flamme (FID) dans les coriditions

suivantes :

.
.

.

colonne acier inox 30 cm x 1/8"

remplie de carbone moléculaire

température injecteur : 115°C
température colonne : 190°C

température détecteur : 250°C

débit gaz vecteur N2 : 25 ml
débit H 30 ml

2
débit air

min.

min.

300 ml min.




Numération des bactéries acidifiantes
La composition de base du milieu (annexe 9) est la méme que
celle des méthanigénes auquel on ajoute un indicateur coloré,
le bleu de bromothvmol.
De méme que pour les méthanicénes une distinction est failte
pour ces bactéries en fonction de leur source de carbone et
d'énergie

. bactéries acidifiantes fermentant le ¢lucose

(BFQ®) glucose ..... 5 /1

bactéries acidifiantes fermentant le lactate

(BUL) lactate ..... 5 g/1

Les tubes de Hungate sont gazés en N2—CO2 (80-20 7) jusqu'a
0,5 atm.
La croissance des bactéries est indiquée par le virage au jaune

de l1'indicateur coloré, témoin de 1'acidification du milieu.

Numération des bactéries sulfato-réductrices

La numération des bactéries sulfato-réductrices est une donnée
intéressante, en raison de leur compétition avec les méthanigénes
pour le flux d'électrons servant 3 la réduction des substrats.
La technique de numération a été mise au poilnt par Mouraret

(54) 3 1'ORSTOM.

Sur une rampe de filtration, on place trois filtres millipores
(du type HA 0,45 P)' Sur chacun des filtres on verse 50 ml d'une
solution 3 10—2, on ouvre le vide. La filtration finie, 3 1'aide
d'une pince, on enroule un filtre qu'on introduit dans un tube a
vis (tube Kimax 125 x 16) contenant du milieu SU (annexe 12)
jusqu'au col. On visse le bouchon soicgneusement sans laisser de
bulle d'air. On incube & 30°C et on note le nombre de jours né-
cessalres au noircissement du milieu. On se référe ensuite & une
courbe donnant le loe du nombre initial de bactéries en fonction

du nombre de jours d'incubation, &établie avec une souche pure de

collection. Selon le substrat carboné utilisé&, on a différencié :
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. bactéries sulfato-réductrices du groupe 1 et?2
(BSR | + 2). Les bactéries du aroupe | oxydent
le lactate en acétate quli est consommé par les

bactéries du sroupe 2 (schéma 1)

lactate de sodium a3 60 7 ...6 ml/1

I~

. bactéries sulfato-réductrices du groupe

(BSR 2) acétate de Na -t

Numération des bactéries dénitrifiantes

Le milieu utilisé (cf. annexe !l) posséde certaines caractéristiques:

. Il ne contient pas de sulfates pour empécher

la crolssance des bactéries sulfato-réductrices.

Il ne contient pas de sucres fermentescibles
pour empécher la croissance des bactéries aci-

difiantes.

. Les bactéries qui utilisent 1'acétate ne poussent

pas car il n'existe pas de pompe d hydrogeéne.

Le senl réducteur employé est la cystéine-HCl. Les tubes sont gazés
avec de 1'azote pur sous une pression de 0,3 atm. Aprés en semence-
ment, on ajoute 1 ml d'acétyléne dans l'atmosphére de chaque tube
avant incubation.

L'atmosphére des tubes qui présentent une croissance est analysée
par chromatographie en phase eazeuse (86) pour déceler la présence
de N20 dont la réduction est bloquée par l'acétyléne

on utilise un chromatographe a8 détection par conductibilité thermique

(TCD) dans les conditions suivantes :

. termndraiture colonne : 85 °C isotherme

. température injecteur : 105 °C

. température détecteur : 105 °cC

. courant filaments : 250 maA

. débit ecaz vecteur He : 45 ml/min.

. 2 colonnes acier inox 180 m x 1/8" remplies de

carbosphére 60-80 mesh. Danc cec conditions, le
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temps d'é&lution de N20 est de 7 min.

Numération des bactéries anaérobies strictes non oxygéne-sensibles
(BANOS) «(cf. photo 12b)

Le milieu est le méme que celui des bactéries acidifiantes fer-
mentant le glucose (cf. annexe 9). On y ajoute de l'agar (5 ¢/1)
en refaisant bouillir le milieu quelques instants avant de la
répartir en tube de 16 (14 ml/tube).

Avant 1l'inoculation, on place les tubes au bain-marie bouillant
puis on les incube dans un main-marie 3 45°. On les ensemence i
l1'air (0,3 ml d'inoculum/tube) puis on les coule dans des tubes-
vanille de Raibaud. Les bactéries ont donc été en contact avec

O2 mais sont incubées dans des conditions d'anadrobiose stricte.
Seules pourront croitre celles qui ne sont pas sensibles 3 1'oxy
gérne. De méme que pour les bactéries acidifiantes, les tubes sont
comptés comme positifs quand 11 y a acidification du milieu, indi=-
quée par le virage du vert au jaune du bleu de bromothymol. On

peut éculement compter les colonies dans les tubes contenant les

dilutions extrémes.

Numération des bactéries ana€robies strictes oxygéne-sensibles

Le milieu est identique au précédent, mais les boltes de Pétri
sont préparées et ensemencées dans la bolfte 3 gants anaérobie.
Elles sont ensuite placées dans ur cylindre haute pression (cf.
1.1.3.) et gazées avec un mélange NZ-—(‘.O2 (80-20 Z). le dénombre-
ment des colonies donne le nombre total des bactéries anaérobies.
Pour avoir le nombre de bactéries oxygéne-sensibles, 11 faut sous-

traire celui des bactéries anaérobles non oxygéne-sensibles.

Numération des bactéries anaérobies facultatives

Elle s'effectue en bolte de Pétri sur agar nutritif. On &tale en
surface 0,2 ml de chaogue dilution. Les colonles sont comptées sous
une loupe binoculaire aprés auelques jours d'incubation en aéro-
biose.

On a également recherché les actinomycétes qui semblent étre une

population importante du tractus digpestif du termite. Le milieu



utilisé (cf. annexe l4) est un milieu minimum qui permet la
croissance des actinomycétes moins compétitifs, dont la crois-
sance est plus lente que les autres bactéries. Le milieu contient

ggalement un antifonegique.

4. TSOLEMENT DES SOUCHES BACTERIENNES

4.1,

Bactéries anaérobles facultatives

Elles sont isolées sans aucune précaution vis-3-vis de l'oxygéne.
Les colonies obtenues sur boite de PE&tri sont &talées sur de
nouvelles boites. L'onlration est répétée plusieurs fols jusqu'i
purification des souches. Une foic isclées, les souches sout con-

servées sur gélose nutritive inclinée en pilulier 3 vis 3 4°C.

Bactérlies anadrobies strictes

On les isole 3 partir des boites de Pétr 1incubées en anaérobiose
dans les containers spéciaux, 3 partir des tubes de numération
des bactéries acidifiantes et a partir des tubes de Raibaud
employés pour la numération des bactéries non oxvgdne-sensibles,
Pour les colonies en bolte de Pétri, la procédure est la méme

que celle emplovée nour les bactéries anaérobies facultatives, 3
la seule différence que toutes les opérations sont effectuées
dans la hotte anaérobie. Les souches pures sont conservées sur

gélose 1inclinée en tube de Hungate sous atmosphére de N

(80-20 7).

27C0,

Pour le rtepiquage des colonies en tube de Raibaud, i1l suffit de
couper le tube légérement au-dessus de la colonie et de transfé&-
rer celle-ci dans un tube de Hungate contenant 5 ml du méme miliecu
9 (80-20 7). Apreés

24 ou 48 h selon le temps de croissance, on rentre les tubes dans

liquide. Ces tubes sont ensuite pazés en N2/CO

la hotte et les étale sur boite de Pétri gélosée. La procédure

est ensuite la méme que nour lcs bactirics oxygl®ne-sensibles,
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FTUDE DES SOUCHES BACTERTENNES ISOLEES

Bactéries anaérobiles facultatives

5.1.1. Morphologie

Les caractéristiques morphologiques telles que la forme,
la taille, la présence et la forme des spores, la mobi-
lité sont déterminées par un examen au microscope

optique.
5.1.2. Caractéristiques biochimiques

L'étude est faite gridce 4 l'utilisation du systéme api
20 E (API-SYSTEM, La Balmes-les-Grottes) quil permet la
recherche de 22 caractéres biochimiques.

Pour chaque souche, on effectue également une coloration

de Gram.

Bactéries anaérobies strictes

L'étude de ces bactéries consiste a effectuer la coloration de
Gram ainsi1 que les observations morphologiques classiques. Les
caractéristiques biochimiques sont étudiées 3 1'aide de galeries

api 20 A (spécial anaérobies strictes).

On analyse également les acides gras volatils issus de la fer-
mentation. Les souches isolées sont cultivées en milieu liquide
(annexe 9). Avant analyse, on ajoute 20 pl de H3P04 a 50 7 puis
on centrifuge le milieu rendant 5 min. Le surnageant est
analysé par chromotographie 3 ionisation de flamme (varian

série 2700).
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Les caractéristiques sont les sulvantes

colonne acier inox de 2,70 m x 1/8" remplie
de chromosorb WAW 80-100 mesh, imprégnée de

25 / NPGA (néopentylglvcol adipate) et 2 2

H3PO4
température colonne : 190°C isotherme
température iniecteur : 200°

température détecteur : 245°
. gaz vecteur N2 débit : 17 ml/min.
. Iinjection : 2 yl de 1'é&chantillon

l.'étalonnage est réalisé a 1'aide d'une solution étalon

contenant | ml de chacun des A.G.V, pour 100 ml d'eau.

RESULTATS ET DISCUSSION

Numération des populations bactériennes
Les numérations ont &té effectuées avec de légéres améliora-

tions de protocole 3 chaque inoculation

. utilisation de billes de verre, lors de la
2éme inoculation, dans les tubes de dilution
pour permettre une meilleure homogénéisation
de 1'inoculum

. 3éme inoculation effectuée avec 20 tubes
digestifs au lieu de 10 pour les deux précé-

dentes.
Les résultats sont rassemblés dans le tableau 1.

La population totale est de l'ordre de 106 bactéries par tube
digestif, si on admet que le volume de l'intestin chez cette

espéce n'excéde pas | pl (Nasutitermes arborum &tant une des

espéces les plus petites), on arrive & une population de lO9

bactéries/ml. (73) (60)

Ces chiffres sont peut-étre surestimés, car une confusion reste

toujours possible entre certaines formes bactériennes et les



L nombreux débris lors du comptage par épifluorescence. Néanmoins,
ﬂ}] la bonne répétabilité des deux résultats trouvésmontrent la
fiabilité de cette méthode.

m

] . bactéries anaérobies facultatives (BAF)

m ] : - Elles constituent une population importante du tube
1y digestif, environ 10 %. Leur proportion est donc
sensiblement supérieure'd celle que l'on rencontre
habituellement dans les fermenteurs (1 %). Mais i1l
faut signaler que les numérations sur boite de Pé-
i tri sont moins reproductives que celles effectuées
J en milieu liquide avec la méthode statistique de
McCrady. Ceci est du en particulier aux différentes
ﬂﬁl cinétiques de croissance des bactéries sur milieux
11 solides. La présence toujours possible d'une
colonie envahissante rend le comptage imprécis.

DR,

‘l
il .
. bactéries fermentatives (BUL + BFG)
m ﬂ Elles constituent la population bactérienne la plus
nombreuse (68 %). La majorit é d'entre elles

ﬁ}i fermentent le glucose (75 %).

|

]
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bactéries méthanigénes totales et acétoclastes (BMA
+ BMT)

Sur les trois numérations, seule la premiére donna
un résultat positif, ceci malgré ltaugmentation de
la densité de l'inoculum, lors de le troisieéme
inoculation. Ce résultat pourrait s'expliquer :

a) soit par une disparition de la flore
méthanigéne lors de la captivité des
termites,

b) soit par le milieu utilisé qui ne
contiendrait pas tous les facteurs
de croissance nécessaires.

La premiére hypothése a été rejetée par la mesure
de 1'émission de méthane in vivo chez les termites
captifs. 40 termites ont été enfermés dans un fla-
con &4 bouchon-septum et l'émission de méthane a été
testée au bout de 5 jours par rapport a un flacon




| =

[ —— D — B —

témoin contenant les mémes supports (bois + sable).
Les termites ont produit 0,35 pg de CHy/termite par
jour. Ce résultat est compatible avec les taux
mesurés par d'autres auteurs (70) (87) chez la méme
famille de termite.

La seconde hypothese implique que les termites posse-
deraient une flore méthanigeéne spécifique, car le mi-
lieu utilisé pour les numérations contient tous les
facteurs nécessaires a la croissance des méthanigénes

connus.
bactéries anadrobies totales (BAT)

Cette numération a posé les mémes problémes que ceux
édvoqués pour les bactéries anaérobies facultatives,
une inoculation supplémentaire a été nécessaire, afin
d'avoir deux chiffres de numération significatifs.
Pour calculer le nombre de bactéries anaérobies
strictes sensibles a l'oxygéne, on retranche généra-
lement a ce nombre d'anaérobies totales les bactéries
poussant sur le milieu de numération des bactéries
non oxygéne-sensibles (BANOS). Dans notre cas, le mi-
lieu liquide correspondant (BFG) a donné des résul-
tats plus reproductibles, le nombre de bactéries
anaérobies strictes a donc été calculé par différence
entre la numération du milieu BFG et celle du milieu
BANOS. Il représente 38 % de la microflore totale de

la panse de termite.
bactéries fixatrices d'azote

Les colonies quantifiées poussent dans un milieu sans
azote et en microaérophilie, ce qui permet a l'acti-
vité fixatrice de N, de s'exprimer (la nitrogénase
est inhibée par l'oxygeéne). Pourtant, la confirmation
de la fixation de l'azote par le test de réduction
d'acétyléne en éthyléne (ARA) s'est révélée

négative. Ceci peut é&tre da

- soit a la faible proportion de bactéries

présentes par tubes de dilution

- soit a une forte réduction de la capacité de
fixation chez ces termites lors de leur
captivité, comparable a celle mesurée par
Breznack (cf. partie bibliographique) (15).
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Une mesure in vivo du taux de fixation de l'azote

le termite serait nécessaire pour confirmer la

présence de bactéries fixatrices d'azote dans cet
organisme. Je n'ai pu l'effectuer a cause de la

mort prématurée de ma colonie de termites.

bactéries sulfato-réductrices (BSRs, BSRqi+5),
bactéries dénitrifiantes BDN, bactéries celluloly-
tiques anaérobies (BCN), actynomycétes anaérobies

(ACN)

Aucune croissance n'a été observée dans aucun de ce
milieux. Dans le cas des bactéries cellulolytiques,
cette absence de croissance en milieu anaérobie et

aérobie confirme les résultats obtenus par d'autres
auteurs (10) (17) chez les termites supérieurs. Les
bactéries sulfato-réductrices, souvent associédes au
bactéries méthanigenes dans les digesteurs, semblen
dgalement absentes. Aucune dénitrifiante anaérobie

n'a été quantifiéde ainsi qu'aucun actinomyceéte ana-
érobie. Les actinomycétes aérobies ont été trouvés

dans un milieu approprié (milieu pauvre ACA) mais p
assez spécifique pour permettre leur quantification

Isolement et caractérisation des souches

Avant-propos

On a isolé 54 souches pures a partir des différents
milieux utiliés. Parmi elles, 21 sont apparues
différentes lors de la caractérisation des souches
isolées. Cette caractérisation reste cependant
partielle, le but de notre étude étant d'avoir une
qualification globale des populations bactériennes

habitant la panse du termite.
Ractéries anaérobies facultatives

Selon les criv i de classification du "Bergey's
Manuel of Bacteriology"™ on a distingué trois groupe:
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6.2.2.1. Bactéries sporulées

Ce sont des bacilles du groupe 2 dont les
caractéristiques sont décrites dans les tableaux IT
et ITT. Ils possedent une spore ovale subterminale
déformante (cf. photos 13) et forment des chalnesqui
prennent l'apparence de longs filaments (cf. photo
14). Ils constituent la majorité des bactéries

anaérobies facultatives trouvées.
6.2.2.2. Coccli anaérobies facultatifs

Ils sont tous fermentatifs et une souche fermente le
glucose avec dégagement de gaz (cf. tableau IV et
V). Ce sont, pour la plupart, des microcoques en
amas (cf. photo 15) ou des diplocoques (cf. photo
16) du genre staphylocoques. Ils proviennent presque

totalement des milieux de numération préréduits tels
que BASOS et BANOS, alors que les bacillus pro-
viennent principalement des milieux aérobies (BAF).

6.2.2.3. Bacilles asporulés

Ils constituent le groupe le plus hétérogéne (cf.
tableau VI et VII) et sont caractérisés par un grand
polymorphisme de taille chez de nombreuses souches.
Parmi ces souches on trouve les actinomycétes (cf.
photo 17) qui semblent, d'apres les photographies en
microscopie a balayage, constituer une population
importante de la microflore du termite. Les souches
telles qu'Enterobacter lactobacillus, Flavobacterium,
ont été trouvées chez le termite, mais

elles ne semblent pas constituer chez ce termite la

flore dominante.
Bactéries anaérobies strictes

Parmi les 24 souches isolées, toutes se sont révélées
étre des clostridium & spores ovales déformantes
subterminales. Les caractéristiques sont rassemblées
dans les tableaux 8, 9, 10. La classification
effectuée selon les criteres de Holdemann et Moore
(35) a permis d'identifier la plupart des souches
comme étant des E; bifermentans ou C. sordellii. Ils

sont tous producteurs d'acétate et généralement
d'isovalérate. Une seule souche (S 19) fermente le

glucose en propionate et acétate.
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NUMFRATION bactéries / tube digestif
i e R
Iy I, I3 Moyenne
B T b
BT 5,4.10° 106 inec 7,5.10°
—_— e —— e e e — . e — = — Y r— ——————————————————————————— W ——————————————— —
BAF 1,7.10° 106 1,1.10, 6.104
] e St ]
BUL L nd 3,10° 7,5.10% 1,8.10°
BfG nd 4,5.10° 2,2.10° L 3,3.10°
BMA L 104 100 100 J 100
BMIT L 5.107 100 L 100 100
T I | | [ 7
BANDS 1,3.10° 1,5.10° 2,5.103 4,4.104
B — | — [ | EEE— | EEEE—— -
BAT 6,5.10% inc 2,75.10% 4,6.10%
r _____________________________ g g g | S —
BAT - BASOS - - 7,5.103 2,107
BANOS
T T T B i ety Hs ettty M -
BFN 4,25.102 7,5.102 4,25,102 5,30.102
oo e prmmm e e -
ACN 4100 4100 £100 {100
T T T T T T T L ————————————— R S ]
BS°R <100 <10 {10
BSRy+, <100 <10 <10 <10
BSR, <100 <10 L <10 L
T T T T B I ] ““““““““““ T-—"—"""""""" T——"""~"~"""7"7~ T
BDN | { 100 4100 L 4100 L {100
Numération des différentes populations bactériennes inc = incomptable
nd = non dédYermine
BT = bactérie totale BMT = bactérie méthanigeéne totale
BAf = bactérie anaédrobie facultative BANOS = bactérie anaérobie non 0,
BUL = bactérie utilisant le lactate sensible
BFG = bactérie uvtilisant le glucose BASOS = bactérie anaérobie 0;
BMA = bactérie méthanigetne BFN = bactérie fixatrice de Nj
acédtoclastique ACN = bactérie cellulolytique
BON = bactérie dénitrifiante anaérobie anaérabie
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CARACTERES MORPHOLOGIQUES - BACILLES SPORULES ANAEROBIES FACULTATIFS

COLONIE B 13 B 46 N 15 S 31 A 12 Foa
translucide,
PIGMENT translucide légerement bleutée blanche translucide translucide translucide
BORD réqulier régulier réqulier multilobée régulier déchiqueté
petite, plate, petite, plate, plate,
ASPECT indurée envahlssante 1ndurée plate plate
CELLULE
bacille court bacille court bacille court bacille court bacille court bacille court
MORPHOLOGIE et épais et épais et épais
isolé ou en chaine longues chaines longues chaines lonques chaines lonques chaines
DISPOSITION chaine (A~ 30) filament (?) ou paires
LONGUEUR 1 x2-3 0,5 x 3 ¢ 0,5 x 3-4 0,5 x 3-10 ¢ T x 3-4 y 1 x 3-4 y
MOBILIYE - (+) (+) (+) (+) -
sub T, ovale sub T, ovale sub T, ovale sub T, ovale sub T, ovale sub T, nvale
SPORE def def def def def de€
GRAM - - - - - -
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BACILLES SPORULES ANAEROBIES FACULTATIFS - CARACTERES BIOCCHIMIQUES
SOUCHES
T e —
3
S B 13 B 46 N 15 S 31 A 12 Foa
1

RS A e ] S IS, ]
GLU + + - + L + +
NIT + + W + - W + +
0X - - f + TL + - N

1 I D e 1
CAT + + + + + +

ISR IR B | E | I I i
ONPG - + + + + +
ADH + + L + + + +
LDC f - - f - -

R SO N A D I N
gbpcC - - - - W - - _—‘

R PR VN D N I R ]
CIT + v + + WL - WL -
HoS - - - - - -

— e o 1
URE - - + + WL - -

5 e (e (Y (R T-—"——"—"—7—"7—"7"7"— T -]
TDA - - - - J - L -
IND - - - - - -

VP - ~ + + + +
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TABLEAU Iv
CARACTERES MORPHOLOGIQUES - COCCI ANAEROBIES FACULTATIFS
ASPECT MACROSCOPIQUE (O c2 c3 C4
- PIGMENT orange orange - blanche translucide Jjaune
BORD régulier quiochée régulier régulier J
petite, isolée,
ASPECT bombée bombée petite, plate en dome
JT i
ASPECT MICROSCOPIQUE
MORPHOLOGLE cocci microcoques cocci mic rocoques
DISPOSITION paire ou chaine grappe en paire en amas
LONGUEUR Ty g,5 - 1y 1y 0,5 -1y
MOBILITE - - - -
SPORE - - - _
]
GRAM + + V -
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TaBLEAU Vi
CARACTERES MORPHOLOGIQUES - BACILLES ASPORULES ANAEROBIES FACULTATIFS

COLONIE A 110 A 19 A 15 B 44 AT £ 3 F 5 F 6
PIGMENT orange blanche blanche arange blanche blanche translucide translucide
BORD réqulier régulier réqulier régulier régulier régulier régulier régulier

petite, apaque, neigeuse, petite, petite, petite,
ASPECT bombée miel leuse indurée indurée par 2 bombée plate envahissante

CELLULE

—]

bacille court batonnet
MORPHOLOGIE et fin bacille court filament filament coccobacille coccobacille fin et court coccobacille
DISPOSITION amas paire amas amas amas paire 1s0lé chaine
LONGUEUR 0,5 x 2-3 p 0,5 x 2-4 u 1 x 10-50 0,5x 2 p 0,5 x 1y 0,5 x 1,5y 0,5 x 1,5-2
MOBILITE - - - - - - - +
SPORE - - - - - - - -
GRAM - - + + v - + v
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TABLEAU

p SESER == = =~ - = -
vIiII
CARACTERES MORPHOLOGIQUES -~ BACILLES SPORULES ANAEROBIES STRICTES
COLONIE S 35 N 14 N 13a S 32b L 32 S 16
PIGMENT orange translucide arange orange Jjaune orange - jaune
BORD lisse frangé réqulier irréqulier régulier irréqulier
ASPECT en dome, miel envahissante bombée flaque ronde, bombée bombée
S
CELLULE
bacille moyen bacille large bacille court long bacille bacille bout bacille court
MORPHOLOGIE épais polymorphe et épais arrondi, court et épais
isolé ou en chaine, chaine chaine, type paire paire
DISPOSITION chaines branché (filament) filaments ou isolé ou amas
LONGUEUR 1 x 3-5 4 1 x 3-7 y 1 x 2-4 p 1 x 5-10 p 1-1,5 x 3-4 0,5 x 3-5 ¢
MOBILITE (+) - - - + -
spore ovale spore ovale spore ovale ovale, sub T ovale sub T ovale sub T
SPORE sub T def sub T sub T a3 T def def
GRAM - - ~ v v -

v = variable




TABLEAU

CARACTERES MORPHOLOGIQUES - BACILLES SPORULES ANAEROBIES STRICIES

COLONIE S 1 S 15 L 25a S 19
PIGMENT orange incolore Jjaune orange
BORD réqulier réqulier réqulier réqulier

indéfini, petite,
ASPECT ronde étalé étalé en déme
CELLULE
bacille polymarphe bacile court bacille court bacille épais
MORPHOLOGIE détaillé 4 bout rond et court
chaines isolé chaines
DISPOSITION (8-10 éléments) paires ou paires (2 &8 6 éléments)
LONGUEUR 1 x 3-12 p 0,5 - 2-4 q 0,5 x 2-3 y 1 x 3-10 p
MOBILITE - - - -
spore ovale spore ovale spore ovale spore ovale
SPORE sub T sub T sub T ou T sub T ou T

GRAM
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BACILLES SPORULES ANAEROBIES STRICTES - CARACTERES BIOCHIMIQUES
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DISCUSSION ET CONCLUSION

La microscopie 3 balayage a montrée l'abondance des formes
filamenteuses et leurs interactions avec le bol alimentaire.
I1 serait interessant de déterminer maintenant si les bac-
téries et les champignons proviennent du bois partiellement
décomposés par les moisissures et les bactéries exogénes, ol
s'ils sont d'origine endogéne comme chez les termites humi-

vores{C. severus)(9).

Les bactéries non filamenteuses ne peuvent se visualiser
qu'en 1'absence du bol alimentaire, elles ne sont donc pré-
sentes que prés de la membrane, ce quil laisserait supposer
qu'il existe une forme d'interaction entre les bactéries et
la membrane épithéliale. Cette hypoth&se n'a pii étre con fir-
mée car nos procédés de fixations n'ont pi respecter la struc-
ture de la membrane. Il faut rappeler que ces interactions
ont été mises en évidence par BREZNACK (13 ). Il a montré
qu'il existait des sites d'agrégations bactériens au niveau
de microcupules de 1'épithélium. L'étude et la mise en E&vi-
dence ( grice au M.E.T ) de sites équivalents chez les ter-
mites supérieurs, ol il n'existe pas de cupules, seraient
un pas important vers la connaissance des modéles d'interac-

tions biochimiques entre la microflore et leur ndte.

L'hétérogénéité et 1'abondance de la flore, montrées par la
microscopie &€lectronique 3 transmission a été confirmé par
les résultats obtenus lors de la numération et de la quali-

fication des bactéries de l'intestin du termite.

Le nombre de bactéries total ( 7,5105 ) est proche de celui
obtenu chez d'autres espéces ( 70 ) (46 ) ( 24).
La numération obtenue chez un termite du méme genre, ‘Nasuti-

termes exitliosus a donné une concentration de bactéries com-

prise entre 51060 et 3107 (24 ), fourchette dans laquelle se

retrouve notre numération. Ces auteurs n'ont pl isoler
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de bactéries anaerobies strictes alors qu'elles consti-
tuent dans notre é&tude 38 7 de la population totale.
Ceci confirme 1'hypothése de 1'atmosph&re anaérobie de la

panse (60).

La population bactérienne qualifiée est sensiblement
différente de celle trouvée chez les autres espéces
de termites &tudiées. Si on retrouve chez N.arborum

comme chez N.exitiosus ( 24 ) une population importante de

coccis, notamment des staphylocoques, la population majo-
ritaire de bacilles rencontrée est constituée de clos-
tridiums et&bacillus, alors qu'elle est constituée d'enté-
robacter chez Rhinotermidae ( termite inférieur ) et de
bactéroides ( anaerobies strictes ) d'entérobacter chez

Reticulitermes flavipes (72 ) de bacillus cereus et

d'arthrobacter chez Reticulitermes hesperus (76)

Ceci confirme 1'hypothé&se &mise par NOIROT (56) en 1959,

" Si la flore bactérienne est présente chez tous les
termidae, elle ne semble pas homologue ou du méme type
d'association ",

Les expériences effectuées ne nous ont pas permis de

différencier les bactéries spécifiques des bactéries en

transit avec le bol alimentaire ; cependant le fait que

les staphylocoques et streptocoques se solent retrouvés

a4 chaque 1inoculation dans tous les milieux, et particu-

lierement dans les milieux pour anaerobies strictes alors

que les bacillus et les bacilles asporulés ( Enterobac-

teriacea, Flavobacterium, Lactobacillus ) n'ont poussés

que dans les milieux pour anaérobies facultati.:~ suggére
que les streptocoques et staphylocoques ainsi que les
clostridium constituent la flore spécifique de 1'intestin
postérieur anaerobie de ce termite. Cette hypothése
pourrait é&tre confirmée par la qualification des bactérie:

colonisant le substrat et les feces du termiterainsi que
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par une qualification specifique 3 chaque stade du
termite et dans chaque caste ( ouvriers, soldats, sexué

néoténiques ).

Bien que les act nomycétes soient abondants dans le tub
digestif ( cf observation au microscope électronique ),
nous n'avons pas pli les quantifier car le milieu utilis
s'est révelé peu spécifique. La numération de ce type d
bactérie pose un probléme du fait de leur croissance le
Dans le tube digestif, ces bactéries croissent aisément
car le flux continu de matiére organique diminue les ph.
noménes de compétition qui se retrouvent dans un miliecu
de culture expérimental ( aucune croissance d'act: nomyc
anaérobie n'a &té détectée),

Nous n'avons réussi 3 isoler ni des bactéries méthanigé:
ni des spirochétes. Ces derniers ont pili &tre visualisés
en culture mixte dans les milieux de culture pour anaer:
strict ( BASOS ) ( cf photo 12b) et oxygéne tolérant

( BANOS ) ce qui suggére que les spirochétes du termite
sont des bactéries anaerobies strictes oxygéne tolérant:
Cette absence de croissance de ces bactéries est peut &
due 3 l'emploi de milieu pas assez proche des condition
physicochimiques existant dans la panse. L'incorporatios
au milieu de culture d'extraits de termite permettrait
un meilleur recouvrement des bactéries de la panse dont

les exligences noussoant inconnues.

Ce travail pourrait &tre poursuivi dans plusieurs direc-

tions :

| - Une voie microbiologique qui consisterait i

. qualifier plus complétement les espéces présentes grac
a l'emploi de milieux appropriés., Cette &tude pourraif

déboucher par exemple sur la qualification d'espéces

nouvellesméthanigénes. Une application du pouvoir méth;:
nigéne des termites a &té entreprise au Laboratoilre



d'Energétique biochimique de M. Buvet, l'utilisation
d'extrait de termitiére comme pied de cuve pour fermenteur,
donne des résultats encourageants (rapport en cours).
Etablir le rdle des différents groupes bactériens présents

grace a 1l'emploi de bactéricides spécifiques.

. Mettre en évidence une évolution des populations symbio-
tiques du termite lors de sa captivité ( Ex : perte de la

capacité de fixation de 1'azote ).

Déterminer une population symbiotique spécifique des ter-
mites par la comparaison d'espdces ayant méme habitat et

méme comportement alimentaire.

2 - Une voie biochimique

. Etude des interactions biochimiques entre les bactéries

symbiotiques par la mise au point de cultures mixtes 1in

vitro.

. Etude du métabolisme de certains polymé&res biologiques
intéressants lignigue, cellulose, hemicellulose par 1'emplc

d'indicateurs marqués.

Ce type d'@tude permettrait non seulement de mieux connaitre
les interactions bactéries hdte, mais d'obtenir des informa-
tions importantes sur les stratégies €cologiques a adopter

pour la meilleure utilisation des ressources ( bois ) ou des

procédés de bioconversion ( méthane ).
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ANNEXE 2

SOLUTION MINERALE DE BALCH et al

KHo POy

(NHy) oSOy
NaCl

MgSoy, 7 HpO
CaClp, 2 HO

eau distillée

# 2

1000 ml

LS

A



ANNEXE 3

SOLUTION D'OLIGO-ELEMENTS DE BALCH et al.

Acide nitriloacétique 1,5 g
MgSQy, 7 H»0 3 g
MnSOy, 2 H,0 0,5 g
NaCl 18
FeSOy, 7 H»0 0,1 g
CoCl,p, 6 H50 0,1 g
CaClp, 2 H»O 0,1 g
Zn(Clz) SOy 0,1 g
CuSOy, 5 HyO 0,01 g
Alk(SOy)> 0,01 g
H3B03 (acide borigque) 0,01 g
NapMoOy, 2 HyO0 0,01 g
Eau distillée 1000 ml

Dissoudre l'acide nitrolotriacétique avec KOH

jusqu'a pH 6,5 ;

Ajouter les minéraux ;

Ajuster le pH a 7,0 avec KOH ;
Conserver au réfrigérateur.




ANNEXE 4

SOLUTION MINERALE DE BALCH et al

Biotine (vit H)

Acide folique

Pyridoxine HC1

Thiamine HC1 (vit By)
Riboflavine (vit Bp)

Acide nicotinique
DL-pantothénate de calcium
Vitamine B4y, (cyanocobalamine)
Acide p-aminobenzoique (PHBA)
Acide lipoique

Eau distillée

10

1000

mg

mg

mg

mg

mg

mg

mg

mg

mg

mg

ml



ANNEXE 5

PREPARATION DU NA>S 209/oo0

100 ml d'eau distillée + 1/2 pastille de NaOH (pH basique conservé)

Faire bouillir sous azote (/ 10 ml d'eau pour compenser

évaporation) puis tiédir au bain de glace
Ajouter 20 g de NapS préalablement lavé de ses impuretés
- peser 25 g environ de NapS7;9H-,0 dans 1 Becher ;

- ajouter eau distillée, remuer rapidement, rejeter l'eau
et sécher les cristaux sur mouchoir en papier ;

repeser le poids devant étre approximativement de 20 g.




ANNEXE 6

e e e

EAU REDUITE

A. Solution de KoHPOy a 50 g/l 6 ml
Solution minérale de Balch 50 ml
NaHCO3 > 8
Solution de Rézasurine 0,2 ml
Eau distillée 900 ml

- mm e e e R e e e M e s s % em S am e TS e e M e S e e M e e e mh WP G mh ME W M e e W P Ge M e e A e M R W e s e - e = e o e =

e v mm e e ot e e e e R M R G P m e w4 M NS R e e e am e MR e am o e M e e e G s e e W R R em AR D s M S W W ew = e = e -

B. Incorporer cystéine 0,5 g
Na,S 20 % 2,5 ml
NasS 2,5 % 20 ml

C. Répartir dans la hotte anaérobie 10 ml par tube de Hungate
Gazer les tubes sous N,/CO, (80/20)

Vérifier neutralité avec un tube témoin.



ANNEXE 7

MILIEU DE NUMERATION POUR BACTERIE CELLULOLYTIQUE

1. Ajouter

(Solt)
(Solt)
(Solt)
(Solt)

Solution minérale de Balch et al
Solution d'oligo-éléments

Solution de vitamines

Solt de Fe SOy 7 Ho0 (0,2 %)

Solt de sélénite de Na 1,73 g/100 ml
Extrait de levure ’
Biotrypcase

KH, POy

Cellulose MN 300

Rézasurine 0,1 %

2. Ajuster le pH a 7,4

3. Faire bouillir sous azote

4, Ajouter agar

5. Chauffer pour incorporer l'agar au milieu

50
10
10

o N 4

20

ml
ml
ml

g/1
ml

g/1




ANNEXE 8

MILIEU NUMERATION BACTERIES HOMOACETOGENES
UTILISATRICES DE Hp»/COp BHA

Utiliser milieu méthanigeéne

- solt de K,HPOy (50 g/1) # 1

- solt sélénite de Na (1,73 g/1)

- solt d'oligo-éléments

- solt de vitamines

- solt min pour BHA

- L. cystéine HC1l, HpO0 (ss Ny)

- eau distillée QSP 10
- résazurine 0,1 %

NB : Aucun sulfate (traces dans oligo-€éléments)

6 ml
1T ml
20 ml
20 ml
50 ml

0,5 mg

00 ml
1T ml

-~ aucune source de C autre que H»/CO0p, (sauf vit.)
(pas d'extrait de levure, pas de biotrypcase,

jus de digesteur)

- + pour pH = 7,4 : 0,5 ml NaOH 30 %/500 ml

(sinon pH # 2).

Solt min pour BHA

- KHoPOy 6 g
- NHy Cl 20 g
- MgClqo 2 g
- Eau distillée 1000 ml

NB : + L. cystéine H,0 (ss Np lors du dégazage 02)
/5 ml

+ Na»S, 9 Hp0 (dans hotte, O0,' ml (2,5 %)
soit 0,500 g/T.

pas de



ANNEXE 9

] MILIEU NUMERATION BACTERIES ACIDIFIANTES

(PRODUCTRICES DE Hp ET AGV)
BFG GLUCOSE

ou
BUL LACTATE

' - solt dans NaOH de bleu de bromothymol 12 ml
- solt de KoH POy (3 6 g/1) # 1 (50 ml
| ou (a 50 g/1 ou ( 6 ml
: - solt minérale de Balch et al # 2 50 ml
y - solt d'oligo-éléments 10 ml
) - solt de vitamines 10 ml
- solt Fe S0y, 7 HpO0 (0,2 %) 50 ml
i - solt selénite de Na (1,73 g/1) 1 ml
J - solt de Nicly, (0,5 g/1) 1 ml
- Na H CO3 (sodium bicarbonate) 5 g
y - extrait de levure (vit) 2 g
l - biotrypcase (AA) 2 g
| |
Substrat carbone
!
{
BFG Glucose 5 g
ou
BUL Lactosee 5 g
)
) . - Jus de digesteur 500 ml
- eau QSP ‘ 1000 ml
+ L-cystéine HC1l, H,0 0,125 g/250 ml
+ NapS, 9 HyO0 0,1 ml/tube




ANNEXE 10

MILIEU NUMERATION METHANIGENE

- solt de KpH POy (a 6 g/1) # 1 (50 ml
ou (a 50 g/l ou ( 6 ml
- solt minérale de Balch et al # 2 50 ml
- solt d'oligo-éléments 10 ml
- solt de vitamines 10 ml
- solt Fe SOy, 7 Ho0 (0,2 %) 1 ml
- solt sélénite de Na (1,73 g/1) (10m1l) 1 ml
- solt de Nicl, (0,5 g/1) 1 ml
- Na H CO3 (sodium bicarbonate) 5 g
- extrait de levure (vit) 2 g
- biotrypcase (AA) 2 g
- résazurine a 0,1 % 1 ml
Substrats carbonés
BMT - acétate de Na 2,5 g
formiate de Na
gazage H,/CO; 1,5 atm
ou
BMA - acétate de Na (0,1 M) 8 g
gazage N,/CO,
- Jus de digesteur 500 ml
- eau QSP 1000 ml

+ L-cystéine HCI1,
+ Nap»S, § H,0 a 2,

Hy,0 (sous Np lors du dégazage 02)
5 4 (dans hotte ou 0,1 ml/tube de

5 ml)



ANNEXE 11

MILIEU NUMERATION BACTERIES DENITRIFIANTES

Réduction dissimilatrice des BD Stade N> bloqué

nitrates en gaz Ny ou NHy+ ou
BPA Stade NHy+

- solt de KoH POy (a 50 g/1) 6 ml
- solt minérale de Balch et al sans SOy 50 ml
- solt d'oligo-éléments (sans SOy) 10 ml
- s8o0lt de vitamines 10 ml
- Na H COj3 5 g
- extrait de levure 1 g
- biotrypcase 1 g
- NaNOg3 0,5 g
- Acétate de Na 2 g
-~ succinate de Na 2 g
ou

- ac succinique 2,4 g
- Jjus de digesteur 500 ml
- eau distillée QSP 1000 ml

N.B. Pour pH # 7,4 = HC1 37 % : 0,5 ml / 500 ml
pas de Fe S0y, pas de sélénite de Na, pas de Nicly
pas de SOy (sauf jus de digesteur)

N.B. Pas de NapS, CpHp 0,1 ml/tube
gazage N, seul 0,5 atm
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ANNEXE 12

MILIEU NUMERATION POUR SULFATO-REDUCTEURS

Méthode au BeS BSR 1 + 2 ) En tubes
BSR 2 ) Kimax
Solution A
- KHoPOy 0,5 g
- MgSOu, 7 Hzo 2 g
- Na,S0y, 10 H,0 1 g
- CaCl,, 2 HZO 0,1 g
- NH C1 1 g
- Eau distillée 800 ml
+ substrat carboné BSR 1 + 2 lactate de Na a 60 ¢
6 ml (3,6 g)
BSR 2 acétate de Na (6 g)
Solution B
- K,HPOy 5 g
- Eau distillée QSP 100 ml
Solution C
- Sel de Mohr 0,5 g
- Eau distillée QSP 100 ml
Stériliser A et B a 120°C, 20 min. ) milieu de
Stériliser C par filtration ) croissance

(millipore 45 u)

Les tubes Kimax,

sont stérilisés a 120°C 20 min.,
stérilement de milieu de croissance

stockés.

) A + B + C =

Ce milieu se conserve plusieurs mois.

puis totalement
(trouble important) et

1000 ml

avec 50 mg de FeS et 1 ml d'eau distillée

remplis

102,




ANNEXE 13

K>HPOy

KHPOy

MgSO0oy,7 Hp0
CaClpy, 2 HpO
NaCl

FeSOy, THO
Oligo-éléments
Acide malique
Extrait de levure
Eau distillée
pH

Agar

MILIEU NUMERATION POUR BACTERIES FIXATRICES

800
200
200
100
100
10
.

y
100
QSP 1000
6,8
3

DE N>

mg
ml
g

mg
ml

g

.,
N
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ANNEXE 14
1
MILIEU NUMERATION POUR ACTINOMYCETES
4
Amidon soluble 10 g
Caséine 0,3 g
KNO3 2 8
‘; NaCl 2 g
R KoHP Oy 2 g
[ MgSOy, 7 H,0 50 mg
' CaCO3 20 mg
’l FeSOy, 7 HpO 10 mg
i) Agar 15 mg
I Eau distillée QSP 1000 ml
( Ajouter par filtration (membrane millipore de .
I 0,45 u de diamétre) de cyclohéximide ou d'actidione .

(solution antifongique). ;

PR




; ANNEXE 15

34 COMPOSITION DES NOIRS SOUDAN B

- dissoudre 10 mg dans 75 ml d'alcool absolu,

i - ajouter 75 ml d'eau,

J COMPOSITION DE L'ACRIDINE ORANGE

- dissoudre 10 mg dans 100 ml de tampon phosphate 6,6 mM
pH = 6,7 (filtrer le tampon sur filtre millipore).






