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INTRODUCTION
ga! la détermination des coefficients de croissance n’a pas encore pris en physiologie bactérienne l’importance qu’elle pourrait avoir, c’est que, dans les conditions
habituelles, la croissance d’une culture bactérienne est un phénomène fort complexe, dont de nombreuses conditions contribuent à limiter la rapidité et la durée. La signification physiologique des constantes de croissance dépend de la nature et du nombre de ces facteurs limitants, elle est indéterminée lorsque ceux-ci le sont. Dans la première partie de ce travail on a cherché à montrer que dans certaines conditions expérimentales, facilement réalisables d’ailleurs, la croissance n’est limitée que par une seule condition : la concentration du milieu en substances alimentaires, et obéit à des lois très simples. Les coefficients de croissance prennent alors un sens précis, et sont utilisables comme constantes physiologiques : le taux de croissance (1) exprime l’activité des réactions de synthèse; l’accroissement total de la culture est proportionnel au rendement de la croissance (2). Après avoir, dans le premier chapitre, rappelé les
(1) Nous verrons au cours du premier chapitre pourquoi le taux de croissance doit être considéré plutôt que la vitesse de multiplication, dont la signification est moins bien définie.
(2) On entendra ici, provisoirement, sous le nom de rendement, le rapport :
Croissance totale Concentration de l’aliment
Seule la suite de cet exposé pourra montrer que ce quotient constitue effectivement, dans certains cas, une mesure du « rendement matériel brut » de la croissance, au sens où cette expression est entendue d’ordinaire (voir page 51).
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caractères généraux de la croissance des cultures bactériennes, om étudiera les variations de ces deux paramètres en fonction de la concentration des substances alimentaires, de la nature de certains aliments (en particulier de la source carbonée) et de la température. On cherchera en outre si il existe une relation entre ces deux constantes, et si le rendement varie au cours de la croissance. On espère montrer au cours de cet exposé que l’étude quantitative de la croissance permet de poser expérimentalement certains problèmes qui jusqu'ici n’ont presque pas été abordés en physiologie bactérienne : en particulier l’influence de la structure chimique des substrats sur l’activité et le rendement des réactions de synthèse. Le dernier cha- . pitre de cette première partie sera consacré à la discussion des principales représentations analytiques de la croissance et des hypothèses qu’elles expriment.
La seconde partie est consacrée à l’étude particulière d’un phénomène auquel j’ai donné le nom de « diauxie », parce qu’il s'exprime dans la croissance sous la forme de deux poussées successives séparées par une phase de croissance nulle. Sans vouloir anticiper sur les conclusions de ce travail, on peut indiquer que ce phénomène est lié à une variation de pouvoir enzymatique, qui se produit en présence de certains mélanges de glucides. Plus précisément il semble qu’il s’agisse d’un phénomène de suppression d’enzyme. Au cours de cette seconde partie on aura constamment l’occasion d'utiliser et d’appliquer les résultats généraux consignés dans la première. On pourra ainsi se rendre compte des services que peut rendre l’analyse quantitative de la croissance en physiologie bactérienne.
Ce travail a été entièrement fait dans le laboratoire de Zoologie de la Sorbonne, dont la confiance de Monsieur le Professeur PEREZ, membre de l’Institut, m'a ouvert les portes en 1934. Sa générosité et sa bienveillance m'ont permis de la mener à bien. Je suis heureux de lui adresser ici le témoignage de ma gratitude et de ma respectueuse affection.
C’est à Monsieur le Professeur CHATTON que je dois mon initiation à la recherche scientifique, initiation qui a eu, pour la suite de ma carrière, une importance déterminante. Qu'il veuille bien trouver ici l'expression d’une reconnaissance fidèle.
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J’adresse ici mes remerciements à Monsieur le Professeur CAUL- LERY, qui à bien voulu s'intéresser à mon activité scientifique et m'a accueilli pendant deux années dans son laboratoire.
Je tiens à exprimer toute la reconnaissance que j’éprouve à l’endroit de Monsieur le Professeur PLANTEroL. L'intérêt qu’il a bien voulu montrer pour ce travail, ses critiques, ses suggestions, sont pour moi une aide et un encouragement précieux. Je tiens également à remercier vivement Monsieur le Professeur GRASSÉ, et Monsieur le Professeur AUBEL, qui ont bien voulu, à diverses reprises, s’intéresser à mes recherches.
Ce travai: doit beaucoup aux suggestions et aux critiques de Monsieur André Lworr, Chef de Service à l’Institut Pasteur. Sans l’aide qu’il m’a généreusement donnée, ces recherches n’eussent pas atteint leur plein développement. Je tiens à lui exprimer mes sentiments de sincère gratitude.
Je ne voudrais pas que letémoignage de mon affectueuse reconnaissance manque ici à mon ami François Morix, dont la collaboration m'a été constamment précieuse, et bien souvent indispensable.
Enfin je voudrais pouvoir dire tout ce que je dois à Monsieur le Professeur TEissier. Sans lui ce travail n’aurait jamais été commencé ; et, sans ses conseils, ses encouragements, son amical intérêt, sans le constant enrichissement de conversations journalières, il n'eut jamais été mené à bien.
CHAPITRE I
Les phases de la croissance.
On ne tentera pas de donner ici un historique tant soit peu complet des travaux relatifs à la croissance des microorganismes. La confrontation des nombreux travaux relatifs à cette question serait sans grand profit, car ces travaux reflètent des tendances trop variées, des efforts trop dispersés, pour qu’il soit possible d’en faire un résumé logique.
On se contentera, pour ce chapitre introductif, de résumer les caractéristiques permanentes de la croissance et sa division en phases successives. On cherchera à dégager la valeur significative de ces différentes phases, leur interprétation générale, le rôle que chacune d’entre elles peut jouer dans l’analyse des processus de croissance. On aura ainsi l’occasion de rappeler quelques résultats essentiels, et aussi de définir une fois pour toutes les termes et les symboles utilisés au cours de ce travail. Il sera nécessaire de s’étendre plus particulièrement sur la phase dite de « latence ». On sait que cette période de la vie des cultures a attiré jusqu'ici, et peut-être injustement, plus d’attention que les phases de croissance proprement dites. C’est pourquoi il faudra s’y arrêter quelque peu, afin de n’avoir plus à y revenir au cours de ce travail, où cette question ne joue qu’un rôle contingent.
Tout d’abord, il sera bon de définir quelques termes pouvant prêter à confusion. On appellera ici « densité » d’une culture, la concentration de cette culture en substance vivante. Il est préférable en effet de renoncer à prendre pour base le nombre d'individus par unité de
pos
volume, variable moins intéressante en général que la quantité de substance vivante, et qui n’a avec cette dernière que des rapports
difficilement déterminables (Voir page 20).
"On appellera « taux de croissance » La vitesse de croissance par unité de densité. Nous verrons également plus loin que cette grandeur n’est assimilable à la vitesse de division que moyennant certaines restrictions. Cependant il est commode de l’exprimer sous cette forme (nombre de divisions à l’heure) (1).
Tous les auteurs sont d’accord pour distinguer dans la croissance des cultures bactériennes un certain nombre de phases caractérisées par certaines valeurs, ou du moins par certaines variations de la valeur du taux de croissance. Ces différentes phases sont mises en évidence par la figure 1, qui exprime une croissance typique, en coordonnées normales (courbe A) semi-logarithmiques (courbe B) et les variations du taux de croissance (courbe C). On peut y reconnaître huit phases successives :
1) Une phase de croissance nulle.
II) Une phase d’accélération du taux de croissance.
(Ces deux phases composent ce que l’on entend le plus souvent sous le nom de phase de latence) (2).
III) Une phase de croissance à taux constant, généralement appelée phase logarithmique, et qu’il paraît plus logique d’appeler « phase exponentielle ».
IV) Une phase de ralentissement du taux de croissance.
V) Une phase à taux de croissance nul : « phase maximum ».
VI, VII, VIII). Une période de décroissance qui peut le plus souvent se décomposer en trois phases : pendant la première, le taux de
(1) On emploie le plus souvent en bactériologie les expressions : « vitesse de multiplication », ou « vitesse de croissance », dont la signification varie suivant les auteurs, qui l’appliquent tantôt à la culture dans son ensemble tantôt aux individus. Il est préférable d’adopter l’expression : « taux de croissance », qui est consacrée par l’usage des biométriciens, et ne peut prêter à confusion.
(2) Certains auteurs n’entendent sous le nom de phase de latence que la première, pendant laquelle le taux de croissance est nul.
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croissance, devenu négatif, augmente en valeur absolue ; pendant la
seconde, il demeure constant ; pendant la dernière, il diminue en valeur absolue.
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B-1 l | | ; i 1 10 1 ' | nes Dane À r 10 15 20 7emps F1G. 1. — Croissance typique d’une culture bacté-
rienne (en coordonnées normales et semi-logarithmiques) et variations du taux de croissance au cours des différentes phases. Les chiffres romains désignent les phases successives dont les limites sont indiquées par les traits interrompus verticaux (v. texte p. 6).
Phase de latence.
D’après la définition donnée plus haut, la phase de latence (on dit souvent le temps de latence) comprend la période qui s’étend entre l’inoculation et le moment où s'établit le taux de croissance constant {et maximum) caractéristique de la phase exponentielle. Pendant cette période le taux de croissance est nul, ou faiblement positif, parfois même la courbe débute par une chute brusque, le taux de croissance prenant des valeurs négatives. Depuis la découverte de ce phénomène par Max Muzrer (1895), d'innombrables travaux lui ont été consacrés (1).
(1) L’étude de la phase de latence a suscité à elle seule plus de recherches ‘que la croissance elle-même.
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On désire montrer ici que les facteurs qui déterminent la durée et la forme de la phase de latence sont (au moins en règle générale) sans effet sur le reste de la croissance et qu’il n’existe pas de lien nécessaire, direct ou indirect, entre la phase de latence et les autres phases de la croissance, En d’autres termes, qu’il s’agit d’un phénomène contingent en ce qui concerne la croissance proprement dite. Voyons d’abord, d’après différents auteurs, quels sont les facteurs dont peut dépendre le « temps de latence » (1). On peut, pour simplifier, les classer en trois groupes :
À) Ceux qui dépendent de l’origine de l’inoculat. B) Ceux qui dépendent de la nature du milieu inoculé. C) Ceux qui dépendent de la grandeur de l’inoculat.
À) Facteurs dépendant de l’origine de l'inoculat.
19 Changement de milieu. — L'expérience journalière de tous les bactériologistes enseigne, et Muzzer le premier l’a formellement démontré, que lorsqu'on repique une souche d’un milieu auquel elle est accoutumée dans un autre, la croissance dans ce nouveau milieu ne s’amorce pas aussitôt ; le temps de latence est particulièrement marqué. (Nous verrons dans la dernière partie de ce travail que ce fait peut, dans certains cas, trouver une explication précise dans la notion d’ «enzymes adaptatifs » due à KARSTROM).
20 Age de l’inoculat. La durée de la phase de latence dépend dans une très large mesure de la phase de croissance où se trouve la culture souche au moment du repiquage. Ceci résultait déjà des premiers essais de MuLLer et a été confirmé par de nombreux auteurs (2). J’ai eu de très nombreuses occasions de le vérifier. Lorsque le repiquage ne comporte pas de changement de milieu, et que l’on opère pendant la phase exponentielle de la culture souche, on arrive souvent à supprimer complètement la phase de latence. La croissance débute par la phase exponentielle. Le temps de latence réap-
(1) Il ne saurait être question ici de passer en revue l’abondante littérature de la phase de latence. On en trouvera un excellent exposé dans BUcHANAN (1928) fidèlement reproduit par Davip, 1931.
(2) Citons principalement Lane CLayPon (1909), Penrozn (1914), BARBER (1908) et Paezps (1935) qui a retrouvé ces résultats avec des cultures de Cilié (Glaucoma piriformis).
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paraît, au contraire, lorsque le repiquage est fait une fois la phase exponentielle dépassée. Il tend à s’allonger lorsque l’on opère avec des cultures de plus en plus vieilles (1) (Voir par exemple la fig. 3).
30 Traitements antérieurement subis par la souche. — Un certain nombre d’auteurs ont montré que (comme on devait s’y attendre) la phase de latence pouvait être fort longue lorsque la souche repiquée avait préalablement subi une altération (par la chaleur ou les antiseptiques). Cela va de soi. Notons qu’on arrive ainsi à obtenir des temps de latence extraordinairement prolongés (2).
B) Facteurs dépendant de la nature du milieu.
La nature du milieu ensemencé joue un rôle important dans la durée du temps de latence, et cela, même lorsque l’on ensemence
o Milieu synthétique e Milieu naturel
CROIRE PCT RENE TT
F1G. 2. — Début de la croissance de deux cultures de B. subtilis, en milieu synthétique et en bouillon. La
phase de latence est beaucoup plus marquée en milieu synthétique.
des souches déjà longuement accoutumées au milieu envisagé. MuLer (loc. cit.) avait déjà fait cette remarque, et Penrozn (1914) a étudié quelques cas précis. Je l’ai également maintes fois observé.
(1) Penrozp pense que cet allongement n’est pas indéfini, et atteint assez vite une limite. Pourtant il arrive toujours un moment, pour toute culture, où elle cesse d’être repiquable. C’est là, semble-t-il, la seule limite « absolue » du temps de latence.
(2) Esry et Meyer (1922) ont observé un temps de latence de 39 jours, avec des spores de Bacille botulique chauffées.
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Cela est particulièrement évident lorsque l’on compare des milieux synthétiques et des milieux naturels. Avec le Colibacille, et plus encore avec le B. subtilis, on obtient toujours, toutes choses égales d’ailleurs, des temps de latence plus longs en milieu synthétique qu’en milieu naturel. La figure 2 donnera une idée de l’importance de cet effet. Il s’agit de deux cultures de B. subtilis, l’une sur bouillon de cervelle de veau, l’autre sur milieu synthétique (1). Toutes deux sont repiquées 2 heures après le maximum. Le temps de latence, fort peu marqué dans le premier cas, dure près de 4 heures dans le second. On observe aussi des différences considérables dans la durée du temps de latence suivant le mode de préparation de l’eau distillée ayant servi à la confection du milieu. Mais cela n’est vrai qu’en milieu synthétique. Les différences de cet ordre sont insensibles en milieux complexes.
C) Facteurs dépendant de la grandeur de l’inoculat.
Tous les Bactériologistes connaissent cet effet dont ils ont à tenir compte dans la pratique quotidienne des repiquages et de l’entretien des cultures. On sait que cette question est à l’origine d’une foule de travaux dont beaucoup sortent du domaine de la physiologie bactérienne (2) et qu’elle a été ie point de départ de la célèbre théorie de l’allélocatalyse, sur laquelle nous aurons l’occasion de revenir tout à l'heure. Rappelons simplement que le temps de latence est presque toujours beaucoup plus long avec des ensemencements faibles qu'avec des ensemencements larges. Cet effet est souvent si marqué, qu'il se traduit par l'impossibilité d'entretenir une souche avec de faibles ensemencements, sur certains milieux qui, par ailleurs, peuvent être très favorables, fournir des cultures très denses, et permettre dans de bonnes conditions l’entretien indéfini de la souche. C’est le cas, en particulier, avec certains milieux syn-
étiques.
(1) Milieu S + Saccharose. Voir p. 38, la composition de ce milieu.
(2) Citons en particulier les beaux travaux de Bonn et DRrzZEwINA (1920 et suiv.) sur les Convoluta, le sperme d’Oursin, les Ciliés, etc... et les travaux de Lrzzie (1919). Bonne mise au point de ALLEE (1927).
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Hypothèses émises pour expliquer le temps de latence.
Il résulte de ce qui précède que la phase de latence représente un phénomène complexe, soumis à de nombreuses conditions. Aussi a-t-il donné lieu à quantité de théories (1), dont beaucoup ne méritent pas ce nom, soit qu’elles n’expriment que des lieux communs, soit au contraire qu’elles dépassent leur objet en envergure, et surtout en prétentions. Il vaut mieux renoncer à exposer, fût-ce dans leur principe, ces différentes hypothèses. On ne pourrait tirer profit de cet exposé qu’à titre d’exemple de la confusion dans laquelle sont tombées un certain nombre de questions relatives à la croissance.
L'une d’entr’elles cependant doit nous retenir, à cause du grand intérêt qu’elle a suscité, et surtout parce qu’il importe d’en faire justice pour la suite de cet exposé. Il s’agit de la théorie de l’Allélocatalyse, due à RoBERTsOoN (1921 et suiv.). On sait que cet auteur, se basant sur des observations faites avec des ciliés, crut pouvoir affirmer que des cellules isolées croissaient et se divisaient moins vite que lorsqu'elles étaient groupées au sein du même milieu. Tout se passe, pensait ROBERTSON, comme si la croissance de chaque cellule était catalysée par la présence des autres. Le taux de croissance doit donc s’accroître à mesure que s’accroît la densité de la culture.
Or c’est précisément ce qui se produit pendant la phase de latence, et l’explication est séduisante. Quelques auteurs adoptèrent l’interprétation de RoBERTSON ; mais d’autres la repoussèrent et nièrent jusqu’à la matérialité des faits qui servaient de base à la théorie. Après une longue controverse, il semble bien que le dernier mot soit resté aux opposants, et en particulier à CuTLer et CRumP (1923 et suiv.). Quoiqu'il en soit, il semble qu’un raisonnement assez simple suffise à écarter cette interprétation, au moins dans beaucoup de cas: chaque fois qu’il est possible, tout en pratiquant des ensemencements relativement faibles, de supprimer complètement la phase de latence. Or, à la seule condition de pratiquer les repiquages pendant la phase exponentielle, ce résultat a pu être obtenu avec toutes les souches utilisées au cours de ce travail. D’autres auparavant (Mac Kenprick et Par 1911, CHESNEY 1916, Puezps 1934, REan1ER et LAMBIN 1927) avaient obtenu ce résultat. Mais la démons-
(1) Bucnanan (1928) en compte sept.
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tration la plus péremptoire est due à BArRBER (1908) puisque cet auteur procédait au repiquage par isolement de ses bactéries (Colibacilles). L’explication allélocatalytique du temps de latence, qui exige que ce phénomène se produise toujours, ou en tous cas chaque fois que les. organismes sont suffisamment dilués dans leur milieu, n’aura donc pas à entrer en ligne de compte au cours de ce travail.
Interprétation générale de la phase de latence.
Il résulte de tout ce qui précède qu’il serait vain de chercher une interprétation générale de la phase de latence. On doit se demander cependant quels en sont les facteurs déterminants les plus importants. Ceux-ci peuvent se réduire à deux :
19 Dans tous les cas où le temps de latence peut être supprimé complètement par repiquage pendant la phase exponentielle il est évident qu'il ne dépend que de l’état physiologique de la culture souche. Sans faire de cette interprétation une « théorie » on peut se contenter d'admettre que les bactéries prélevées après la phase exponentielle sont des organismes altérés, soit par intoxication, soit. par inanition, suivant les conditions de la culture. La phase de latence représente le temps nécessaire pour que les conditions physiologiques optimum soient à nouveau réalisées. Cela est tout simple (1).
20 Avec certains milieux cependant il est impossible, par simple repiquage pendant la phase exponentielle, de supprimer complètement le temps de latence. C’est le cas, en particulier, de beaucoup de milieux synthétiques. L'interprétation la plus simple, dans ce cas, est d’admettre que ces milieux contiennent de faibles doses de substances toxiques. La croissance au taux maximum ne pourrait s'établir qu’une fois cet effet toxique neutralisé. Il est probable que les substances toxiques en cause sont des ions métalliques présents à l’état de traces. Cette interprétation rend compte de beaucoup de faits. a) En particulier de la différence entre milieux naturels et milieux synthétiques. Les premiers contiennent nécessairement beaucoup moins d’impuretés métalliques que les seconds. De plus les milieux naturels sont colloïdaux et les colloïdes doivent jouer
(1) Ce point de vue était déjà celui de Muzer (loc. cit.),etila été soutenu par CHESNEY (1916).
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vis-à-vis des ions toxiques un rôle protecteur, Ce rôle protecteur est du reste facilement démontrable par la comparaison de l’effet de faibles quantités de métaux toxiques introduites dans des milieux naturels et des milieux synthétiques. J’ai réalisé cette expérience en cultivant dans des conditions par ailleurs comparables une souche dé B. subtilis, en milieu synthétique glucosé d’une part, en bouillon de cervelle de veau d’autre part, et, dans les deux cas, en présence de minces lames d'argent introduites dans les fioles de culture. Dans le milieu complexe on obtient simplement une phase de latence prolongée. Dans le second la culture ne se développe pas du tout. b) L'hypothèse d’une action toxique explique également fort bien l'effet considérable de la dilution de l’inoculat, sans avoir recours à l «allélocatalyse ». Il est évident que la toxicité du milieu sera d’autant plus vite neutralisée que l’inoculat sera plus dense. Il pourra même arriver, avec des ensemencements très faibles, que la toxicité du milieu ne puisse être vaineue, et que l’ensemencement reste stérile. En revanche, dans le cas d’ensemencements très larges, la neutralisation pourra être sensiblement immédiate. D’une façon générale, tous les faits sur lesquels se fondaient les hypothèses allélocatalytiques s'expliquent de façon très simple dans l’hypothèse d’une action toxique.
Il est possible que dans certains cas d’autres phénomènes puissent se manifester sous la forme d’une phase de latence mais il paraît certain que, dans la majorité des cas, la phase de latence est sous la dépendance de l’un ou l’autre ou des deux facteurs que nous venons d’énumérer : altérations de la souche consécutives à la croissance
elle-même, et toxicité du milieu.
Indépendance entre la phase de latence et les autres phases de la croissance.
Il importe de démontrer que la durée de la phase de latence est sans aucun retentissement sur le reste de la croissance ; en d’autres termes, que les facteurs qui la déterminent sont sans effet sur les autres phases de la croissance.
Lorsque la phase de latence est due aux altérations des cultures souches, il est évident que l’on peut considérer la cause comme disparaissant en même temps que l'effet, et il n’y a aucune raison de penser que dans ce cas la durée de la phase de latence puisse avoir
quelque rapport avec les constantes des autres phases de la croissance. Les deux courbes de la figure 3 en constituent une démonstration expérimentale. À la durée de la phase de latence près, ces deux courbes sont identiques. Elles sont superposables par une
| Æ É ; l : oo Feures | PR Ro PR HUEUE E NT TES RAS SL RARE 1 : 3 # ss) 6 É (s) d F1G. 3. — Croissance de deux cultures de B. subtilis en milieu synthétique. La culture A a été repiquée à partir d’une culture encore en voie de croissance, la culture B à partir d’une culture ayant terminé sa croissance depuis plusieurs heures. À la phase de latence près ces deux courbes sont pratiquement identiques.
simple translation sur l’axe des x. La densité maximum ainsi que le: taux de croissance pendant la phase logarithmique pour chacune de ces courbes sont donnés par le tableau suivant :
TABLEAU I
Courbe Nr A Taux de croissance Maximum (1) De É E UCLE 4h. 4,25 PASS Betas star 8 h. 4,22 74,0
(1) Pour la signification des unités employées, voir page 30.
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Les différences relevées pour le taux de croissance et le maximum sont inférieures aux erreurs d'expérience.
Lorsque l’on doit invoquer, pour expliquer la phase de latence, une: action toxique du milieu (c’est-à-dire dans tous les milieux où il sera impossible de supprimer complètement cette phase par repiquage pendant la phase exponentielle, mais où, en revanche, il sera possible de la faire disparaître par des ensemencements très larges), il n’est pas certain, à priori, que la toxicité du milieu ne puisse aussi avoir quelque effet sur les autres phases de la croissance. On doit cependant considérer, et presque par définition, que la reprise du taux de croissance constant pendant la phase exponentielle signifie précisément que la toxicité du milieu a été complètement neutralisée. Reste à vérifier que, dans ce cas également, le taux de croissance est indépendant de la durée préalable de la phase de latence. C’est ce que j'ai eu l’occasion de vérifier maintes fois.
Le tableau suivant se rapporte à la croissance de deux cultures de B. subtilis en milieu naturel (bouillon de cervelle de veau), dans le premier cas (À) dans des conditions normales, dans le second (B) en
présence d’une lame d’argent introduite dans le milieu avant la stérilisation.
TABLEAU Il.
Courbe Phase de latence |Taux de croissance Maximum ET OReRee 30! 1,70 43,0 Re A 2 h. 1,67 42,5
À part l’allongement considérable de la phase de latence dans le second cas, les autres caractéristiques de croissance sont identiques, aux erreurs d'expérience près.
En résumé, si la phase de latence paraît pouvoir être l’expression de phénomènes assez divers, on peut lui assigner dans la majorité des cas deux causes essentielles : altération des souches par intoxication ou inanition, toxicité des milieux. Dans les deux cas il n’existe pas de lien nécessaire entre la durée de la phase de latence et les caractéristiques des autres phases de la croissance. Le temps de latence est un phénomène contingent par rapport à la croissance proprement dite. On pourra donc, pour l’étude des autres phases de
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la croissance, négliger en général le temps de latence et il n’y a pas d’inconvénient de principe à comparer entre elles des croissances à temps de latence différents.
La phase exponentielle.
Lorsque rien ne s’oppose à leur croissance, que tous les aliments nécessaires sont présents en concentration suffisante, ou plus exactement en excès, la culture croît à taux constant, et la vitesse de la croissance est proportionnelle à la densité de la culture. On sait depuis MaLTHUs que dans ce cas la courbe de croissance est une exponentielle. Après n générations la densité x d’une culture ayant crû ex ponentiellement à partir d’une densité xo est
LT Te
ou encore, 4 étant le nombre de divisions dans l’unité de temps, x la densité au temps t et x, la densité du temps t = 0;
D Loi, d’où :
__ logz —log x t log 2
équation qui permet de calculer le taux de division connaissant deux valeurs de la densité de la culture, prises dans la phase logarithmique.
Lorsque l’on porte en abscisse les temps, et en ordonnées les logarithmes des densités de la culture, la phase exponentielle s'exprime par une droite, ce qui permet de fixer avec précisions ses limites (V. Fig. 1, courbe B). On a employé au cours de ce travail les logarithmes à base 2 au lieu des logarithmes vulgaires. Les calculs en sont simplifiés, et la simple lecture des graphiques permet de connaître immédiatement le taux de croissance, puisqu’un accroissement d’une unité en ordonnées correspond à un doublement de la densité des cultures.
La phase exponentielle doit jouer un rôle essentiel dans l’étude de la croissance. Lorsqu'une culture croît dans un milieu confiné, celui-ci est profondément modifié. Mais on doit considérer, par définition, que ces modifications,'tant que dure la phase exponentielle, ont sans effet sur la croissance, puisqu'elles n’en modifient pas le
taux. Par conséquent, si l’on peut établir que, dans un milieu donné, la croissance de telle souche bactérienne se poursuit toujours exponentiellement jusqu’à une certaine valeur de la densité, et si l’on peut d'autre part, par une modification quelconque des conditions du milieu, provoquer le ralentissement ou l’arrêt de la croissance avant cette valeur limite, on sera en droit de conclure que cette modification est la seule cause du ralentissement de la croissance, et que l’élément modifié joue, en l’occurence, le rôle de facteur limitant. En d’autres termes, la constance du taux de croissance dans les « conditions témoin » joue le rôle de test, et l’expérimentation consistera à abaisser par des modifications déterminées des conditions de la culture, ou de la composition du milieu, la valeur limite au delà de laquelle la courbe cesse d’être une exponentielle. C’est sur ce ra sonnement que repose la détermination expérimentale des facteurs limitants.
Le taux de croissance.
La valeur du taux de croissance est plus élevée pendant la phase exponentielle qu’à aucun autre moment. Si l’on consent à se représenter schématiquement la croissance comme une synthèse se produisant par une série de réactions en chaîne, le taux de croissance représente alors la vitesse des transformations le long de cette chaîne. Mesurer le taux de croissance, revient à mesurer l’activité du métabolisme de croissance. Cette mesure peut rendre de grands services et dans certains cas remplacer avantageusement la mesure du métabolisme respiratoire. Pendant la phase exponentielle aucun facteur limitant n’est en jeu, et le taux de croissance n’est soumis qu'aux conditions initiales du milieu, variables au gré de l’expérimentateur.
On aura l’occasion de revenir sur les travaux relatifs aux conditions qui déterminent le taux de croissance. Notons qu’ils sont assez peu nombreux, et que des contradictions assez marquées s’y relèvent, certains auteurs pensant que le taux de croissance est dans une très large mesure indépendant de la nature des aliments, d’autres, au contraire, relevant des différences marquées entre milieux de compositions différentes.
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Le ralentissement et l’arrêt de la croissance.
Lorsque les circonstances deviennent défavorables, par suite de la croissance même de la culture, le taux de croissance diminue et finit par s’annuler. Les causes qui provoquent le ralentissement et l’arrêt de la croissance ont depuis longtemps sollicité l’attention des chercheurs. Toutes les hypothèses possibles ont été faites. Les principaux types d'explication sont les suivants :
1) Disparition d’un ou de plusieurs aliments.
IT) Accumulation de déchets toxiques.
III) Modification des constantes physiques du milieu (pH, pression osmotique).
IV) Production par les bactéries de toxines spécifiques diffusibles.
V) Modifications de l’équilibre des aliments.
Mais il est encore une hypothèse, et non des moindres, puisqu’on la trouve sous des formes diverses dans de nombreux travaux, que Von peut écarter tout de suite. C’est celle d’un « espace minimum » qui serait indispensable à la vie normale des individus.
Il est évident que tous les facteurs que nous venons d’énumérer sont eux-mêmes fonctions de l’espace dont dispose la culture. Si c’est là ce qu’exprime cette théorie, elle a pour elle l'avantage de s’appliquer indistinctement à tous les cas possibles, mais elle a aussi l’inconvénient d’être totalement vague, et inutilisable. Certains, cependant, vont beaucoup plus loin et paraissent penser que l’espace « en soi » peut exercer une action sur les cultures, et limiter le taux de croissance. Nous n’aurions pas à discuter une notion aussi bizarre si elle n’avait été prise au sérieux par nombre d'auteurs. Peut-être, pour faire justice de la notion d’ «espace vital », suffit-il de se demander ce qu’il devient dans le cas d’une culture sur gélose, où il est réduit à zéro.
Mise à part cette théorie de l’espace, qu’il vaut mieux ne pas prendre en considération, la plupart des autres explications que nous avons énumérées ont probablement chacune un certain domaine de validité. Ce sont ces domaines qu’il s’agit de préciser. L’étude de la phase de ralentissement pourra alors nous renseigner sur les modifications introduites dans le milieu par la croissance.
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Au cours de cet exposé on appellera « croissance totale » et on désignera par la lettre M la quantité :
M — Tmax — Lo
zo étant la densité de la culture à l’instant initial, Zmax la densité maximum atteinte au cours de la croissance.
La phase de décroissance.
La durée de la phase maximum stationnaire est extrêmement variable, car elle dépend de l'établissement plus ou moins rapide de la phase de décroissance. C’est dans cette phase que l’on se place presque toujours inconsciemment dans la pratique courante de la bactériologie. Une culture de 24 heures, ayant poussé à l’étuve à 37°, a presque toujours déjà dépassé la phase maximum. Il n’est pas indifférent de remarquer que l’immense masse des observations des bactériologistes se rapportent à des cultures ayant cessé de croître- Pour s’en persuader il suffira de se rappeler qu’une culture de B. coli par exemple, peut demeurer viable pendant des mois après avoir achevé sa croissance en 4 ou 5 heures.
Pourtant la phase de décroissance, très variable, est extrêmement mal connue quantitativement, et il est impossible d’en donner une interprétation générale simple. Bien plus que pour les autres phases de la croissance, sa définition dépend essentiellement des méthodes de mesures adoptées. Il n’existe pas de critérium certain de mort pour des êtres tels que les bactéries. On ne peut pas dire que, dans une culture qui a cessé d’être repiquable, tous les individus soient « morts ». Une telle culture peut être parfaitement capable de respirer et même d’assimiler. Quand aux tests de coloration, il est difficile de se faire une idée de leur valeur. Les courbes de mort ne sont bien connues que dans le cas où celle-ci est provoquée par un antiseptique. On sait que dans la plupart des cas on a une relation de forme exponentielle, et on démontre que cette relation est en accord avec l'hypothèse suivant laquelle la mort est entraînée par la modification d’une seule molécule (RAHN 1929).
Il est probable que des raisonnements analogues pourraient être appliqués dans le cas où la mort se produit sans l’intervention expérimentale des antiseptiques.
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Quoiqu’il en soit ce travail est consacré à l’étude des phases positives de la croissance, et nous n’aurons qu’accessoirement l’occasion de tenir compte de la phase de décroissance. Les problèmes que posent la phrase de décroissance sont d’ailleurs tout différents de ceux que posent les phases de croissance.
Modifications morphologiques au cours de la croissance.
On sait depuis très longtemps que dans les vieilles cultures, sur gélose par exemple, la morphologie des cellules bactériennes est profondément modifiée. Même pendant les quelques heures que dure la croissance d’une culture en milieu liquide, la taille des cellules, sinon les autres caractères morphologiques, se modifie. Ces variations de tailles ont été bien mises en lumière par HENRIc:I (1923 et suiv.), CLARK et RuEuxL (1919), etc. En général la taille des cellules passe par un maximum à la fin de la phase de latence, demeure constante pendant la phase exponentielle, et diminue par la suite.
Il s’en suit que l’accroissement du nombre d'individus est une mauvaise mesure de l’accroissement réel de la quantité de matière vivante. Dans presque tous les travaux sur la croissance, c’est le nombre d'individus qui à été déterminé, et c’est toujours par le nombre d'individus que s'expriment les résultats. Or, le plus souvent, c’est la quantité de matière vivante qu’il importe de connaître et de mesurer. Le nombre d'individus n’a d'importance que pour les recherches concernant strictement la division.
Il résulte de ces variations de taille que le taux d’accroissement n’est pas strictement superposable au taux de division. Il est commode cependant d’assimiler l’un à l’autre, et l'erreur, je l’ai constaté, n’est pas grande, pour les cultures où la phase exponentielle est longue par rapport à la phase de ralentissement, ce qui est le cas pour tous les types de croissance étudiés au cours de ce travail. Aussi a-t-1l paru plus simple de ne pas faire de distinction entre taux de croissance et taux de division réel. Les mesures étant exprimées en densité (1), il conviendra cependant de se rappeler que les taux de division qu’on en peut déduire se rapportent à une « bactérie de référence », de dimensions « normales ». Les bactéries réelles sont
(1) C'est-à-dire en quantité de substance vivante par unité de volume.
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identiques à la bactérie de référence pendant la phase exponentielle. Elles sont plus petites, et partant plus nombreuses, pendant la phase de ralentissement.
Résumé du chapitre premier.
Au cours de ce chapitre on a exposé les caractéristiques générales de la croissance et sa division en phases successives. On s’est préoccupé en particulier de la phase de latence et de ses rapports avec les autres phases de la croissance. Il se dégage de cet examen que la phase de latence est l’expression d’un phénomène contingent en ce qui concerne la croissance proprement dite, et que les causes dont elle dépend sont en général sans effet sur les autres phases de la croissance.
MÉTHODES DE CULTURE
La presque totalité des auteurs qui ont étudié la croissance des populations bactériennes ont employé les méthodes bactériologiques courantes, à quelques modifications près. Or ces méthodes sont presque toujours inadéquates. Pour l’étude précise de la croissance il est indispensable d'employer des méthodes spéciales, fort simples d’ailleurs et très faciles à mettre en œuvre.
Réglage de la température.
La croissance des bactéries est un phénomène extrêmement rapide, puisque certaines d’entr’elles se divisent toutes les demiheures ou même toutes les vingt minutes. D'autre part, comme nous le verrons, les coefficients de température des constantes de croissance sont élevés. Il est donc essentiel d’expérimenter dans des conditions de température aussi précises que possible. On doit proscrire l'emploi des étuves couramment employées en bactériologie, et ceci pour plusieurs raisons : {0 Les régulateurs employés sont rarement très sensibles, leur capacité calorifique est élevée, et ils n’agissent qu'avec un retard notable sur les variations de température qui peuvent se produire dans l’enceinte ; 20 Il y a presque toujours des différences considérables de température entre les différents points de l’enceinte (1). L’emploi d’un ventilateur n’y supplée qu’imparfai-
(1) Voir à ce sujet les recherches systématiques de PEDERSON YALE et EcziNron (1933).
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tement, j'ai pu le constater. Celui-ci ne produit que des remous, et pas d’homogénéisation véritable ; 3° Enfin l'ouverture des portes de l’étuve, nécessairement fréquente, provoque des chutes de température considérable qui ne sont rattrapées qu'avec un retard notable.
Pour toutes ces raisons il a paru indispensable d'adopter un thermostat à eau. Toutes les expériences rapportées dans le présent travail ont été faites dans un thermostat du type Warburg. Cet appareil est trop connu pour qu’il soit utile de le décrire. Il suffira de préciser que le thermostat, calorifugé à l’aide d’une épaisseur de molleton, était chauffé électriquement et réglé par un thermomètre à contact sensible au 4/20 de degré. Les résistances étaient réparties en deux groupes. L’un, indépendant du régulateur, fonctionnait de façon continue. Le courant était réglé de façon que ce groupe, à lui seul, ait une puissance suffisante pour maintenir le thermostat à une température inférieure de deux degrés environ à la température voulue. Le second groupe, commandé par le régulateur, était réglé de façon que les deux groupes ensemble, en fonctionnement continu donnent une température supérieure de deux degrés à la température voulue. On arrive ainsi à réduire au minimum la puissance mise en jeu par le régulateur, et à éviter à peu près complètement les écarts de température qui pourraient provenir de l’inertie du système chauffant. La précision du réglage est alors égale à celle du régulateur lui-même : 4/20 de degré.
Sauf indication gpéciale, toutes les expériences rappor ées dans ce travail ont été faites à 370.
Choix des fioles de culture et renouvellement de l’atmosphére.
Les méthodes de mesures adoptées, et les différents dosages effectués au cours de la croissance, exigent de nombreux prélèvements ét entraînent la nécessité d’opérer avec des quantités relativement importantes de milieu : 200 cc. au minimum, lorsque l’expérience ne comporte que des mesures de densité optique, et jusqu’à 500 cc. ou 1 litre, quand ces mesures sont accompagnées de dosages. Les fioles adoptées sont des Erlenmeyer de 1 litre ou 2 litres suivant les quantités de milieu employées.
Le renouvellement suffisamment rapide de l’atmosphère au sein
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de la culture est la condition essentielle de la détermination de la croissance.
L’aération et le brassage ont été assurés de deux façons suivant les cas :
19 Soit par l’usage d’un dispositif qui agitait continuellement les fioles au sein du thermostat. (Dispositif identique à celui qui est employé pour les manomètres de Warburg).
20 Soit en faisant barbotter de l’air dans le milieu. L'air, issu d’une bombe d’air comprimé, passait à travers une grosse boule en verre remplie de coton stérile et pénétrait dans le flacon par une tubulure terminée par un barbotteur en verre poreux d’Iéna, fournissant des bulles extrêmement fines.
Dans la plupart des cas on a employé le premier dispositif, beaucoup plus facile à mettre en œuvre. Le second s’impose cependant quand les quantités de liquide sont importantes. En effet l'agitation mécanique n’est suffisante que lorsque l’épaisseur de la couche liquide dans les flacons ne dépasse pas 8 ou 10 centimètres. Lorsque le flacon est à demi ou aux trois quarts plein il faut recourir à l’aération par barbottage.
Ces précautions ont été souvent négligées. Dans la plupart des cas les recherches sur la croissance ont été faites avec les méthodes courantes de la bactériologie : cultures en tubes à essai, ou en fioles coniques placées à l’étuve et non agitées. Beaucoup d’auteurs paraissent admettre que des cultures en fioles coniques sont suffisamment aérées si l’épaisseur de la couche liquide ne dépasse pas 1 ou 2 centimètres. Or 1l n’en est rien, comme on pourra s’en convaincre par l'inspection de la figure 20. Il s’agit de deux cultures de B. coli, faites toutes deux dans des fioles coniques de 1 litre contenant 200 cc. de milieu. L’épaisseur de la couche liquide dans ces conditions est d’environ 2 centimètres. L’une des cultures était agitée, l’autre immobile, toutes deux au sein du thermostat à 370, Comme on le voit les deux cultures poussent d’abord de façon identique, après quoi la culture non agitée pousse beaucoup plus lentement, et surtout beaucoup plus irrégulièrement.
Ces irrégularités de croissance doivent être attribuées aux apports irréguliers d'oxygène qui se produisent à la faveur de l’agitation précédant chaque prélèvement. Un simple coup d'œil jeté aux figures publiées par un certain nombre d’auteurs permet de se
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rendre compte que beaucoup d’entre eux ont expérimenté dans des conditions d'aération insuffisantes, et explique beaucoup de résultats contradictoires quant à la durée ou même à l’existence de la phase exponentielle (1).
Méthodes d’ensemencement et de prélèvement.
Les mesures et les dosages en cours de croissance exigent des prélèvements fréquents et importants. Il est impossible dans ces conditions d'employer les méthodes classiques de prélèvements stériles (2). Il faudrait pour chaque mesure retirer les fioles du thermostat, ce qui provoquerait des baisses de température, les déboucher, opération aléatoire au point de vue asepsie avec des fioles à gros goulot, flamber de nombreuses fois les mêmes bouchons de coton dont il ne resterait à peu près rien à la fin de l’expérience. Enfin les contaminations ne pourraient manquer d’être fréquentes.
On a donc adopté un modèle de flacon qui permet d’opérer les prélèvements sûrement et rapidement sans avoir à retirer les cultures du thermostat. La fiole de culture est bouchée par un bouchon de caoutchouc à deux trous. Dans l’un d’entre eux plonge un tube court coudé, muni d’une grosse boule remplie de coton. Dans l’autre plonge un tube recourbé à sa partie supérieure. La branche descendante, longue de 20 centimètres environ, est étirée à la flamme. Il est commode de munir le tube à boule d’un tube en caoutchouc à embouchure en verre.
Lorsqu'il s’agit d’une culture aérée par barbottage, le flacon (3) est muni d’une troisième tubulure terminée à l’une de ses extrémités par un barbotteur en verre d’Iéna poreux, à l’autre par une boule de verre remplie de coton reliée à l’amenée d’air.
40 Stérilisation. — Pour stériliser ces appareils lorsqu'ils sont
(1) Certains auteurs sont allés jusqu’à nier l’existence de cette phase !
(2) Il a été nécessaire, pour mener à bien ce travail de déterminer les courbes de croissance de près de mille cultures. La croissance de chacune d’entre elles durait de 5 à 12 heures. L’appareillage permettait de suivre simultanément la croissance de trois cultures. Pour obtenir une interpolation précise, les mesures devaient être pratiquées toutes les vingt minutes environ. La construction de chaque courbe de croissance comportait donc la détermination de 10 à 20 points expérimentaux ou plus.
(3) Dans ce cas un ballon à fond rond et à gros goulot.
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pleins de liquide, on doit observer quelques précautions car la boule de coton offre une certaine résistance au passage de l’air, et il importe qu’à l’autoclave les différences de pression soient rapidement compensées. On stérilisera donc le tube recourbé ouvert et ne plongeant pas dans le liquide, sans quoi on retrouverait les flacons vides. Aussitôt après la stérilisation le tube est enfoncé à fond après avoir été flambé, l'embouchure est scellée à la flamme pour éviter les rentrées d’air pendant le refroidissement.
20 Ensemencement. — Après avoir brisé l’extrémité de la pipette, l'avoir séchée et stérilisée à la flamme, or aspire le contenu du tube à ensemencer. Lorsqu'il est nécessaire de pratiquer des ensemencements quantitatifs, on utilise des tubes à essai gradués « ad hoc » que l’on vide jusqu’au repère fixé.
39 Prélèvement. — Avant chaque prélèvement le tube étiré est longuement flambé. On recueille le liquide directement dans la cuve à faces parallèles servant au dosage, et celle-ci une fois pleine, on laisse le liquide redescendre dans le tube après avoir placé son embouchure dans la flamme d’un bec Bunsen. Après quoi on flambe et on sèche à nouveau la branche descendante.
Cette méthode offre des garanties de stérilité que l’on peut considérer comme absolues. Elle a été d’ailleurs éprouvée par des essais préalables avec des fioles de culture pleines de bouillon stérile. En aucun cas on n’a observé de contamination.
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MÉTHODES DE MESURE
Avant de justifier la méthode employée au cours de ce travail, il ne sera pas inutile de rappeler les principes des méthodes les plus couramment employées, et d’en faire brièvement la eritique.
Les techniques sont innombrables, on le sait (1), mais elles se ramènent à deux principes :
19 Numération des bacilles « vivants » c’est-à-dire capables de se reproduire dans des conditions déterminées.
(1) I ne saurait être question de les passer ici en revue. On peut consulter à ce sujet l’excellent résumé de Facuer (1941).
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20 Numération directe des corps microbiens,
Quoiqu'’eile soit de beaucoup la plus répandue, il y a longtemps que la première de ces deux méthodes aurait dû être abandonnée dans les recherches concernant strictement la croissance des cultures bactériennes. Si, en effet, cette méthode permet de se faire une idée de la « vitalité » des cultures, elle ne peut en aucune façon constituer une mesure de leur accroissement réel. Entre le nombre d’individus capables de donner naïssance à une colonie sur plaque de gélose et le nombre d'individus présents dans la culture, il n’existe que des rapports indéterminés, qui se modifient au cours de la croissance, et dépendent d’une foule de conditions expérimentales. Aussi est-il absolument impossible de comparer entre eux les résultats donnés par cette méthode avec des souches ou des milieux différents. Enfin l’évaluation qu’elle peut donner de la « vitalité » des cultures est elle-même toute relative. Certains exemples prouvent (V. Davip, 1932, p. 121) qu’une culture encore en voie de croissance peut ne plus contenir, d’après cette méthode, de bacilles « vivants ». Son emploi comme mesure de l’accroissement réel des cultures ne peut conduire qu’à des résultats erronés et à des confusions dont il serait facile de citer de nombreux exemples.
La seconde méthode, numération directe des corps microbiens, est correcte, et c’est du reste la seule possible, dans les recherches concernant la division, pour lesquelles il est nécessaire de connaître l'accroissement du nombre d'individus. Pourtant, dans les recherches concernant la croissance proprement dite, la variable intéressante n’est pas le nombre d’individus, mais la quantité de substance vivante. Or, on le sait, la taille des individus subit des variations très sensibles au cours de la croissance d’une même culture (V. chapitre I, p. 20). À moins qu’il ne soit tenu compte de ces variations, la numération directe ne constitue donc pas une mesure de la croissance. La seule évaluation correcte de la quantité de substance vivante est évidemment le poids de substance sèche. C’est la seule qui ait une valeur absolue suffisamment bien définie, permettant la comparaison des résultats. On ne peut songer malheureusement à employer directement une méthode pondérale. Mais quelle que soit la méthode employée, ses résultats devraient pouvoir s'exprimer sous cette forme. Il est regrettable que ce mode d’expression, si classique qu'il soit, n’ait été que rarement employé dans les recherches concernant la croissance des bactéries.
Date
Au cours de ce travail, les mesures de densité des cultures ont été effectuées à l’aide du néphélémètre de MEUNIER. Il est inutile d’exposer ici la théorie de ce type d'appareil, qui est du reste mal établie. On pourra consulter à ce sujet la revue autorisée de FAGUET (1941). Les justifications théoriques importent peu d’ailleurs. Il suffit d'établir que les indications de l’appareil employé sont effectivement proportionnelles à Paccroissement réel des cultures.
On doit donc vérifier :
19 Que la graduation lue est proportionnelle à la concentration de la suspension bactérienne.
20 Que le rapport entre les unités arbitraires de l’appareil de mesure, et les unités absolues de référence, c’est-à-dire le poids de substance sèche, ne varie pas sensiblement au cours de la croissance.
En ce qui concerne le premier point, la figure 4 montrera que la proportionnalité est en effet respectée dans toute la gamme d’opa-
S ‘& È à à s0k à D u LS S “= S è A0 Lou #10 0 à 0 F1G. 4. — Indications de l’appareil de Meunier en
fonction de la dilution d’une suspension de B. coli. Mesures effectuées en lumière bleue.
cité mesurable. Ce graphique exprime en ordonnées la graduation de l’appareil, en abscisses les dilutions (de 1/10 à 10/10) d’une suspension de B. coli dans un milieu synthétique. On voit que les points expérimentaux s’alignent avec précision sur une droite, passant par l’origine des coordonnées.
La mesure est donc correcte lorsqu'on ne considère que les différentes dilutions d’une même suspension. Il reste à savoir si elle l’est également lorsque l’on compare des cultures d’âges différents. On
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pourrait craindre en effet que les variations de taille des bactéries au cours de la croissance n’entrainent des variations du rapport des unités arbitraires aux unités pondérales.
En pratique, les seules variations qu’il importe pour nous de considérer sont celles qui pourraient se produire entre les deux phases les plus importantes de la croissance : phase exponentielle et maximum. Les contrôles ont été effectués par la technique suivante : Les cultures sont faites en milieu synthétique S additionné de 200 mg. par litre de glucose (dans le cas de B. coli) ou de saccharose (dans le cas de B. subtilis). Dans ces conditions, le maximum atteint par les cultures correspondait à 60 unités de densité optique environ, et la phase exponentielle se prolongeait jusque vers 50 unités de densité. 50 ce. de culture étaient prélevés lorsque la densité atteinte était d'environ 35 unités, et 50 autres cc. au moment du maximum. La densité optique était déterminée par ailleurs au moment de chaque prélèvement. Après avoir ajouté quelques gouttes de formol, chaque prélèvement de 50 cc. était centrifugé très énergiquement (9.000 tours pendant 10 minutes). Après décantation, le culot était remis en suspension dans de l’eau distillée, et centrifugé une seconde fois. Après décantation les tubes, préalablement tarés, étaient placés dans l’étuve à 100 et desséchés à poids constant. Les pesées étaient effectuées sur une balance sensible au 1/10 de milligramme.
Le tableau IIT résume 16 déterminations effectuées avec 4 cultures de B. coli. Le tableau IV, 16 déterminations effectuées avec 4 cultures de B. subtulis.
TABLEAU III
Correspondance des unités pondérales et des unités de densité optique (B. coli).
Poids des sue èch _ U nce secne Robe de ee AreRe en milligrammes néphélémètre de milieu RENNES SA RAIN (milligrammes) P optiques PNTE E 32,9 4e 7,9 ne es 38,6 10 Ji moyenne AS ne LM TR 41,5 4,7 8,2 { — 7,9 1O1lO ART +. | 30 4 12 79 | 62,2 225 8,0 Prélèvement au mo- 62,4 2,6 8,3 [moyenne | ment du maximum. 62,0 2,4 a — 8,0 62,6 270 8,0
TABLEAU IV
Correspondance des unités pondérales et des unités de densité optique (B. subtilis).
Poids d nos èch > e substance secne Ab de its en milligrammes néphélémètre de milieu on 0 uaités (milligrammes) optiques 0 2 Le 34 1, 7 ep nentpenvant 34,6 459 7,5 (moyenne Hole P 40,0 1,6 8,0 716 elpie fete eye o :lmole:t 30,2 159 7,4 | | 00e) | 72 Prélèvement au mo- 56,5 2,2 7,8 moyenne ment du maximum. 60) D 7,4 V0 56,8 2,1 7,4 |
Comme on le voit, les écarts entre les diverses déterminations atteignent 10 %,, et il paraît difficile de rendre ces contrôles plus précis, étant donné les faibles quantités de matière récoltées. Cependant on doit noter que l’on n’observe aucune tendance à une augmentation ou à une diminution du rapport des unités quand on passe de la phase exponentielle au maximum. D’autre part, à la précision près de ces mesures, le rapport est pratiquement le même pour B. coli et B. subtilis, deux bactéries de tailles très différentes. Il est clair, par conséquent, que les variations de taille des bactéries au cours de la croissance ne peuvent entraîner une variation notable de la valeur absolue des unités de densité optique. Déjà en 1921, VLes avait indiqué que la variable importante en opacimétrie bactérienne n’était pas la taille ou le nombre des corps bactériens, mais la taille multipliée par le nombre, c’est-à-dire en définitive la quantité de subtance vivante. Loorpourow et DWYER (1938) ont obtenu des résultats semblables avec des suspensions de levures.
La grande majorité des résultats expérimentaux exposés dans ce travail seront exprimés en unités de densité optique, les valeurs relatives étant seules à considérer. Lorsque la transformation en unités pondérales sera nécessaire, le rapport de transformation sera uniformément arrondi à 0,8 pour B. subtilis comme pour B. coli. De toutes façons, comme nous venons de le voir, ce rapport n’est défini. qu’à 10% près.
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Dans le cas où il sera nécessaire d’établir des comparaisons pondérales entre cultures différentes, il sera préférable de ne comparer entre elles que des cultures se trouvant dans le même état physiologique, c’est-à-dire à la même phase de la croissance. Tel est bien le cas, en particulier, pour les mesures de rendement, pour lesquelles la transformation en unités pondérales est indispensable.
Précision des mesures. — L'erreur absolue dans la détermination de la densité optique ne dépasse pas 0,2 divisions de l’appareil de mesures, lorsqu'on se place dans les meilleures conditions. Cependant lorsqu’on a de très nombreuses mesures à effectuer, pour suivre par exemple la croissance simultanée de plusieurs cultures, il est difficile de réaliser les meilleures conditions possibles. L’erreur absolue est alors plus élevée. On peut admettre cependant qu’elle ne dépasse pas 0,5 unités.
MILIEUX ET SOUCHES
La méthode de mesure adoptée impose certaines conditions pour le choix des milieux de culture : ceux-c1 doivent être aussi limpides que possible et ne pas se troubler ou précipiter au cours de la croissance des cultures.
19 Milieux naturels. — On a utilisé exclusivement le bouillon de cervelle de veau, ou de mouton, qui présente l’avantage d’être presque incolore. De plus, la composition de la matière cérébrale étant très stable, on arrive facilement à obtenir des préparations de qualités nutritives quantitativement comparables. La cervelle, coupée en morceaux et soigneusement débarrassée de toutes traces sanglantes, est additionnée de deux fois son poids d’eau distillée. On décante et on filtre après un séjour d’une demi-heure à l’autoclave à 1000 et refroidissement. Ce bouillon constitue une solution mère qui est conservée à la glacière et diluée avec de l’eau distillée dans les proportions nécessaires pour chaque expérience. Les dilutions utilisées en pratique allaient de 1/100€ à 1/10€. Il est inutile d’ajuster le pH qui est voisin de la neutralité.
20 Milieux synthétiques. — Les milieux synthétiques usuels pré-
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sentent souvent l’inconvénient de précipiter très facilement, sinon dès leur préparation, au moins durant la stérilisation ou pendant la croissance des cultures. Pour ce travail on a adopté la « constante saline » suivante qui sera dorénavant désignée sous le nom de «Milieu S » :
PORTE ES. NS RS SET AT RE RM ER 2 INC NS TR TR OR Re 0,5 SOM 200 Ja RL TRAME) 0,03 S'OPE nn EC TNRN TO SOI AT SN Te LEE 0,005 CAC ER RTE uen de Te RE RO 0,01 Haurredis til lSUTIE NT EM ER EEE CURE 1000
Les sels sont dissous dans 900 cc. d’eau environ et le pA est ajusté à 7,0 + 0,1 par addition d’une solution de soude normale (environ 9 cc.),après quoi on complète à 1 litre. Le milieu est alors passé à l’autoclave à 100 degrés pendant 1/4 d’heure, refroidi et filtré, car il s’y produit un très léger louche. Enfin le pH est vérifié à nouveau. On obtient ainsi une solution extrêmement stable, qu'aucune stérilisation ultérieure ne modifie. Le milieu est réparti dans les fioles d'expérience (200 cc. par fiole en général) qui sont stérilisées pendant 1/4 d'heure à 1300. Le glucide, constituant la source carbonée, dont la nature et la concentration varient suivant les expériences, est stérilisé à part dans de petits tubes à hémolyse contenant 2 cc. d’eau redistillée. Le contenu de ces tubes est aspiré stérilement dans les fioles d'expérience avant l’ensemencement.
Ce milieu ne se trouble jamais au cours de la croissance. D’autre part de très nombreuses vérifications ont prouvé qu’il est suffisamment tamponné pour que les variations de pH n’influent pas sur la croissance, tout au moins lorsqu'on ne dépasse pas les concentrations de sucre utilisées au cours de ce travail (au maximum 500 mg. par litre). Dans ces conditions, le pH, à la fin de la croissance, ne dépasse Jamais 6,4 du côté acide. Or la croissance des cultures de B. subtilis et B. coli n’est affectée qu’à partir de pH 5,5 environ.
Souckhes.
On a utilisé au cours de ce travail une souche de B. subtilis et une souche de B. coli, toutes deux issues des collections de l’Institut Pasteur, et que je dois à l’extrême obligeance de M. Lecroux, chef de service à l’Institut Pasteur. La souche de Bacille subtil est dési-
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gnée sous le nom de « Subtilis Caron », la souche de colibacille sous le nom de « Coli H ». Elles ont été conservées sur gélose ordinaire, à l'obscurité. L’ensemencement des fioles d’expérience était toujours pratiqué à partir de cultures en milieu liquide ayant subi au préalable plusieurs passages sur le milieu expérimenté.
CHAPITRE III
Le rendement en fonction de la concentration Ge l'aliment et de la nature de la source ternaire.
INTRODUCTION
Parmi les nombreux facteurs capables,en théorie, de limiter la croissance des cultures, il en est deux qui, au premier abord, paraissent devoir être les plus importants :
19 L’épuisement du milieu en un ou plusieurs aliments.
20 L’accumulation de déchets métaboliques ou de toxines spécifiques.
Le rôle relatif de ces deux facteurs a donné lieu à des travaux et à des discussions très nombreux. L'intérêt des chercheurs, cependant, a été principalement centré sur la question des toxines spécifiques, dont on pouvait espérer des applications en pathologie. La plupart des auteurs se sont efforcés de démontrer leur existence, ou au contraire de nier leur importance comme facteurs limitants. ErIKMANN (1904) fut l’un des premiers à étudier cette question. Il conclut d'expériences faites principalement sur milieux solidifiés, que les bactéries secrètent des substances empêchantes, thermolabiles, non filtrables. RAHN (1906), CHesney (1916), BesrepKaA (1923) et ses élèves ont soutenu des points de vue analogues, ainsi que Woo- DRUFF (1911, 1913) qui expérimentait avec des cultures de Ciliés.
Le rôle de ces toxines dans la croissance, et leur existence même, ont été d’autre part souvent niés ou mis en doute (Broom 1921, Barnes 1931) et la question, somme toute, demeure en suspens.
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Les expériences exposées dans le présent chapitre apporteront quelques éléments à ce problème, mais ce n’est pas là leur but principal. On étudiera ici la « croissance totale » des cultures en fonction de la concentration des aliments, et en l'absence de tout autre facteur limitant, ce qui revient, nous le verrons, à évaluer le rendement de la croissance. Il s’agit tout d’abord de démontrer qu’une telle expérience est possible, et que l'effet des autres facteurs limitants peut être complètement annulé.
Il est évident que l’action relative des toxines (ou des déchets éventuellement toxiques) et de l’épuisement des aliments dépend essentiellement de la densité de la culture. En faisant varier entre de larges limites la concentration initiale des aliments, on devra obtenir des populations dont les densités maximales seront très différentes. Le rôle de l'accumulation des toxines dans l’évolution de la culture doit être d’autant moindre que cette densité maximum est plus faible. Au-dessous d’une certaine limite leur effet doit être pratiquement nul, alors que dans des milieux très riches on peut penser qu’il deviendra prépondérant. Restent à déterminer les limites de concentration entre lesquelles le rôle des toxines est nul, et à savoir si elles sont suffisamment larges pour que l’expérimentation soit possible, Deux criteriums pourront nous guider.
19 Si, dans un milieu donné, la croissance d’une souche donnée peut se poursuivre exponentiellement jusqu’à une certaine limite, on peut être certain que, jusqu’à cette limite au moins (et même si l’on ignore quel est le facteur qui l’impose), le rôle des toxines et des déchets est nul, puisque le taux de croissance est constant. Il suffira alors de diluer le milieu jusqu’à ce qu’on obtienne une croissance totale inférieure à la limite en question. Pour toutes les dilutions inférieures à la limite, on est en droit d’affirmer que seule la dilution des aliments limite la croissance.
20 Il doit exister entre la concentration de l’aliment et la croissance totale (1) une relation simple. Celle-ci cessera d’être manifeste lorsque d’autres facteurs limitants seront en jeu. Ce second critère doit indiquer une limite plus élevée que le premier. Il est vraisemblable, en effet, qu'avant de devenir un facteur d'arrêt, l’accumula-
(1) Rappelons que par cette expression on entend la quantité M—%max—%o c’est-à-dire la différence entre la densité maximum et la densité initiale.
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tion des toxines peut jouer un rôle simplement ralentisseur. Il sera préférable d’expérimenter à l’intérieur des limites imposées par le premier criterium. Sa valeur dépendra de la précision avec laquelle la croissance suivra une loi exponentielle. Nous verrons que cette condition est remarquablement réalisée par les cultures bactériennes.
On ne possède jusqu’à présent qu’un très petit nombre de données quantitatives sur le problème qui nous préoccupe ; celui de la croissance en fonction de la concentration de l’aliment. La plupart des opposants à l'hypothèse des autotoxines se sont contentés d’indiquer que dans leurs expériences l’arrêt de la croissance était, ou pouvait être, imposé par l’appauvrissement du milieu.
La mise en évidence d’une relation simple entre la concentration de l’aliment et la croissance totale offre cependant un grand intérêt, à plusieurs points de vue :
19 C’est la condition préalable de toute recherche sur le rendement des synthèses en fonction de la nature des aliments. Or c’est là un problème à peu près ignoré de la physiologie bactérienne.
20 De la nature de cette relation il doit être possible de tirer des conclusions sur l’énergétique de la croissance, en particulier sur l’importance relative de la ration d’entretien et de la ration de croissance, et sur les modifications possibles de l’équilibre des réactions de synthèse avec la concentration des substrats.
30 Ces expériences pourront apporter des éléments quantitatifs au problème de l’importance relative des toxines et des aliments dans la limitation de la croissance. Elles indiqueront en tous cas la limite de densité au dessous de laquelle le rôle des toxines, si elles existent, est certainement nul.
La première section de ce chapitre sera done consacrée à l’étude de la croissance totale en fonction de la concentration initiale des aliments. Dans la seconde on réunira un certain nombre de données concernant le rendement matériel de la croissance de trois espèces bactériennes (B. coli, B. subülis, B. typhi-murium) aux dépens de différentes sources carbonées.
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LE RENDEMENT EN FONCTION DE LA CONCENTRATION DES ALIMENTS
Résultats expérimentaux.
Afin de donner aux conclusions une portée générale il convenait d’expérimenter avec des milieux variés et plusieurs souches différentes. J’ai utilisé une souche de B. coli, une souche de B. subtilis, et plusieurs milieux naturels et synthétiques. Dans la plupart des cas les courbes de croissance ont été suivies depuis leur début jusqu’au delà du maximum. Les mesures, cependant, ont été plus espacées au début qu’à la fin des expériences, puisque, pour la détermination du maximum, seuls les derniers chiffres sont importants. La croissance totale .est calculée par différence entre le premier chiffre et le chiftre le plus élevé.
Expériences en milieux complexes.
Les expériences ont porté sur B. subtilis et B. coli. Les techniques ont été suffisamment décrites au chapitre I. Il n’y a rien à y ajouter. Le maximum est stable, et par conséquent particulièrement bien défini.
Le tableau V et la figure 5 expriment les résultats d’une série d'expériences avec B. coli sur différentes dilutions d’un même bouillon de cervelle de veau. La concentration 1 correspond à une macération de 1.000 gr. de cervelle dans 1.000 ce. d’eau, diluée 100 fois. Le « rendement » est donné par le rapport :
Croissance totale Concentration du milieu
Il s’agit par conséquent d’un « rendement » relatif, calculé à partir d'unités arbitraires, dont le rapport avec les unités pondérales n’est pas déterminé.
Le quotient de la somme des nombres de la deuxième colonne par la somme des nombres de la première donne le «rendement moyen ».
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TABLEAU V
Croissance totale et rendement des cultures de B. coli sur bouillon de cervelle de, veau, en fonction de la concentration du milieu.
Re en Croissance totale Rendement Es FRE 0,5 Bi 9,0 CCM 10 1.0 7.0 7,0 —_ 18,2% 1,0 8,0 8,0 EP 15 12.0 8,0 NT 15 13.0 8,7 + Le 2/0 16,0 8,0 LE 2.5 21,0 8,4 ro 8,0 26,5 8,8 + 28% 4,0 33,0 8,3 — 3,0% 5,0 43,5 8,7 1:60 6,0 53,0 8,8 L 28% 7,0 61,0 8,7 L 16% 8.0 69.0 8.6 L 05% 9.0 78.5 8.7 UE 10,0 85.0 85 = 07%
Rendement moyen 8,56
On voit que le rendement est remarquablement constant, puisque,
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Concentration dy milieu
Fc. 5. — Croissance totale des cultures de B. coli en bouillon de cervelle de veau, en fonction de la concentration du milieu. Unités arbitraires.
si l’on ne tient pas compte des écarts se rapportant aux concentrations les plus faibles (jusqu’à 2), la relation linéaire entre la concen-
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tration initiale et la croissance totale est vérifiée à moins de 3% près. C’est là un degré de précision dont on se contenterait en général s’il s'agissait d’un dosage microchimique. La droite représentative passe sensiblement par l’origine des coordonnées. Ces résultats montrent très suffisamment que seule la concentration du milieu limite la croissance. Cependant je n’ai pu obtenir que le second critère corrobore celui-ci. En effet, même avec des concentrations élevées de bouillon, la phase exponentielle de la croissance de cette souche sur tous les milieux complexes essayés est extrêmement courte, la phase ralentie au contraire beaucoup plus longue. Nous verrons qu’il n’en est plus ainsi sur les milieux synthétiques. L’explication de ce phénomène relève probablement des mêmes hypothèses que les phénomènes de diauxie, décrits dans la dernière partie de ce travail. Pour l'instant, la constance du rendement est une preuve suffisante que d’autres facteurs ne contribuent pas sensiblement à la limitation de la croissance.
Le tableau VI et la figure 6 se rapportent à une souche de B. subtilis sur bouillon de cervelle de mouton. La concentration 1 correspond à une macération à 500 p. 1.000 diluée 100 fois. Le rendement est exprimé comme dans l’expérience précédente.
TABLEAU VI
Croissance totale et rendement des cultures de B. subtilis sur bouillon de cervelle de veau, en fonction de la concentration du milieu.
ponction Croissance totale Rendement TS Det 4 5,0 5,0 —18 % 2 12,0 6,0 457296 & 23,5 5.9 0,0 % 6 37.0 6.2 RU:
10 61,0 6,1 + 3,4% 14 81 5,8 — 1,7% 20 115 5,8 HATL Rendement moyen : 5,9.
On voit que les résultats sont identiques aux précédents. Cependant ils sont moins précis que dans le cas de B. coli, les écarts par rapport à la moyenne sont plus importants. La variabilité des maxima observés avec cette souche s’est du reste toujours montrée plus élevée qu'avec B. coli.
La phase exponentielle de la culture correspondant à la concentration la plus élevée dans l’expérience précédente (concentration 20) s’est prolongée jusqu’à la densité 80 (64 mg. sec par litre). Il est difficile, quelle que soit la concentration du milieu, de prolonger plus loin la croissance à taux constant. [l est donc probable qu’un autre facteur limitant s’introduit à partir de cette densité. Quoique je n’aie pas réalisé d'expériences destinées à identifier ce facteur, 1l
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Concentration ou milieu D GS) F1G. 6. — Croissance totale des cultures de B. subti-
lis en bouillon de cervelle de mouton, en fonction de la concentration du bouillon. Unités arbitraires.
paraît très probable que ce ralentissement est dû à une diffusion trop lente de l’oxygène dans le milieu, malgré l’agitation des fioles de culture. La relation linéaire entre la concentration du milieu et la croissance totale continue en effet de se vérifier au delà de cette limite. Il ne peut donc s’agir d’un facteur limitant proprement dit mais d’un «facteur de ralentissement ». Quoi qu’il en soit, il est certain qu’au-dessous de la densité 80 seul l’appauvrissement du milieu limite le taux de la croissance.
Détermination de la source alimentaire jouant le rôle limitant.
Dans les expériences qui viennent d’être décrites, on a considéré les aliments dans leur ensemble. Les expériences ont consisté à diluer un milieu complexe. Il est vraisemblable qu’au cours de la
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croissance l’une des sources alimentaires nécessaires à la vie des organismes disparaît avant les autres, et joue à elle seule le rôle de facteur limitant, les autres aliments se trouvant encore en excès alors que celui-là a disparu. Il est important, au point de vue pratique comme au point de vue théorique, de savoir quelle source alimentaire joue ce rôle. Il importe surtout de savoir s’il s’agit d’un aliment fournisseur d’énergie (source carbonée) ou non (source azotée ou phosphatée par exemple).
On peut montrer facilement qu’il s’agit de la source carbonée. En effet, si à une culture de B. coli ayant achevé sa croissance sur bouillon de cervelle de veau, on ajoute du glucose en concentration suffisante, la croissance reprend aussitôt, alors que l’addition d’une source azotée (WNÆ4CT) ou phosphatée (PO4KH?) ou de tout autre élément minéral ne produit aucun effet.
Expériences en milieux synthétiques.
On voit donc que, dans les milieux complexes utilisés, la limite de croissance est en fait imposée par la disparition d’un seul aliment, ou du moins du groupe de substances constituant la source carbonée. Les expériences suivantes ont été faites dans un milieu synthétique dont tous les constituants minéraux sont demeurés constants et où seule variait la concentration de l’unique source carbonée.
a) B. coli. — Pour la préparation des milieux v. p. 31. Les deux tableaux suivants résument la croissance de la souche sur deux glucides, dont un hexose (glucose) et un hexite (mannite). Les concentrations sont indiquées en milligrammes par litre. La croissance totale est donnée en unités néphélémétriques (colonne 2) et en milligrammes de substance sèche par litre (colonne 3).
Le rendement est exprimé en :
milligrammes de poids sec par litre concentration du glucide en mg. par litre
TABLEAU VII
Croissance totale et rendement des cultures de B. coli sur milieu S + glucose, en fonction de la concentration du glucose.
: Croissance Croissance Concentration Écart Dar rapporté Ge sue | Gants | (mgsce | Rendement | Moore de densité) par litre) 200 58,7 47,0 0,235 in 180 53,0 42,4 0,236 41,3% 160 46,8 37,4 0,234 + 0,43% 140 41,3 | 33,0 0,236 + 1,8 % 120 35,0 | 28,0 0.234 + 0,43% 90 26,0 20,8 0,230 CRUE 70 20,0 16,0 0,228 rue 50 18,4 11,5 0,230 — 1,3 25 6,7 5,4 0,258 + 40,779
Rendement moyen — 0,233.
TABLEAU VIII
Croissance totale et rendement des cultures de B. coli sur milieu S + mannite, en fonction de la concentration en mannite.
centration Croissance Croissance En mannite are Mae » Rendement D a (mg. par litre) de densité) parlitre) 200 63,0 50,4 0,250 — 2,0% 160 51,8 41,5 0,259 + 1,6% 140 44,6 35,7 0,255 0,0 % 120 38,5 30,8 0,250 — 2,0% 400 31,5 29.2 0,252 — 1,2% 80 26,0 20,4 0,255 0,0% 60 20,0 16,0 0,266 +4,38% 40 12,7 10,2 0,255 0,0% 20 6,6 5,3 0,265 + 3,9%
Rendement moyen — 0,255.
b) B. subtilis. — Le tableau suivant se rapporte à la croissance d’une culture de B. subtilis sur milieu $ additionné de concentrations variables de saccharose. Alors que le maximum est bien défini dans les cultures de B. coli sur milieu synthétique, il l’est beaucoup moins bien dans les cultures de B. subtilis sur le même milieu. Il n'y a pas de « phase maximum stationnaire ». Aussitôt la croissance achevée, la culture se lyse, et à un taux extraordinairement
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rapide. Aussi, pour obtenir une définition suffisante du maximum, est-il nécessaire de pratiquer des mesures extrêmement rapprochées (toutes les 10 minutes environ) et encore ne peut-on espérer obtenir des résultats aussi précis qu'avec les cultures de B. coli.
FRS DANCE
a dopage | pete de densité) par litre) 300 82,5 61,0 0,203 69% 250 68,0 54,4 0,218 0,0% 200 56,5 45,2 0,225 pes 20 150 38,3 30,6 0,204 — 6,407 100 26,2 21,0 0,210 30, 50 15,5 12,4 0,248 + 13,7% 25 8,0 6,4 0,256 417407
Rendement moyen = 0,218
L'examen de ces trois tableaux et des figures 7, 8 et 9 qui en objectivent les résultats montre que la croissance totale de toutes ces
Croissance totale
Mäligremmes de Glucose par litre 50 100 150 200
F1G. 7. — Croissance totale des cultures de B. coli en milieu synthétique en fonction de la concentration du milieu en glucose.
cultures est directement proportionnelle à la concentration initiale du sucre dans le milieu. Le rendement est remarquablement cons-
es tant, et quoique les résultats soient relativement moins précis pour
Croisance totä/e
Miligrammes ae Mannite par litre 50 100 110 200
F1G. 8. — Croissance totale des cultures de B. coli en milieu synthétique en fonction de la concentration du milieu en mannite.
les faibles concentrations, on n’y discerne aucune tendance à une augmentation ou à une diminution du rendement.
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Milliyrammes ge Saccharose per litre 90 100 150 200 250 300 350
Fra. 9. — Croissance totale des cultures de B. subtilis en milieu synthétique en fonction de la concentration du milieu en saccharose.
Les figures 10 et 11 montreront d’autre part que la croissance des deux souches expérimentées peut, à la seule condition que Île
AR
milieu soit assez riche, se poursuivre exponentiellement, à taux constant, bien au delà des limites de densité atteintes dans les expériences résumées par les tableaux VII, VIII et IX. Ces deux figures expriment, en coordonnées semi-logarithmiques, la phase exponentelle de la croissance d’une culture de B. coli (fig. 10) et d’une culture de B. subtilis (fig. 11) en milieu synthétique. La phase exponen-
F1G. 10. — Phase exponentielle de la croissance d’une culture de B. coli en milieu synthétique, avec 300 mer. par 1. de glucose. Coordonnées semi-logarithmiques.
Fi1G. 11. — Phase exponentielle de la croissance d’une culture de B. subtilis en milieu synthétique, avec 500 mgr. par 1. de saccharose. Coordonnées semi-logarithmiques.
tielle de la culture de B. coli se prolonge jusqu’à la densité 90 (72 mer. de poids sec par litre) le milieu contenant 300 mg. par litre de glucose. Pour B. subtilis le milieu contenait 500 mg. de saccharose par litre, et la croissance à taux constant se prolonge au delà de la concentration 100 (80 mgr. sec par litre). Il est donc certain que, jusqu’à ces limites au moins, aucune condition limitante ne se manifeste de manière sensible. Ces limites elles-mêmes n'étant pas atteintes dans les expériences résumées par les tableaux VIT, VIII et IX, on peut donc admettre que dans ces expériences, la croissance est uniquement limitée par l’appauvrissement du milieu en un aliment : la source carbonée. L'influence des toxines ou des déchets toxiques n’est pas sensible, et les autres aliments sont en
quantité suffisante pour que leur disparition n’exerce aucune influence sur la croissance.
Discussion des résultats.
Le Rendement.
L'ensemble des résultats entièrement concordants que l’on vient de passer en revue, démontre que le rendement de la croissance est indépendant de la dilution de l'aliment limitant. Cette constatation entraîne un certain nombre de conclusions. Certaines d’entre elles, concernant l’énergétique de l’utilisation des aliments,ne pourront être utilement discutées que lors que nous serons en possession de données dont l’exposé a été réservé pour le chapitre V.
Il est un point cependant qui doit dès maintenant attirer notre attention. Un simple coup d’œil aux graphiques exprimant la croissance totale en fonction de la concentration des aliments montre que la droite représentative passe toujours très sensiblement par l’origine des coordonnées. C’est là un fait surprenant et qui mérite d’être examiné avec quelque attention. Il est en effet raisonnable de supposer que, pour toute source alimentaire essentielle, mais surtout pour la source hydrocarbonée, fournisseuse d’énergie, il existe un seuil de concentration au-dessous duquel la croissance est impossible. La concentration-limite, permettant la subsistance, mais ne permettant pas la croissance, pourrait être appelée « concentration d'entretien ». Cette hypothèse, a priori très vraisemblable, n’est pas en contradiction avec le fait que la relation croissance totale-concentration de l’aliment est linéaire. Celle-ci peut être représentée par l’équation :
MK {GC
Co) (1)
M étant la croissance totale, X le rendement, C la concentration de l'aliment, et C, représentant la « concentration d’entretien ». Graphiquement, C, est le point de rencontre de la droite représentative avec l’abscisse. Or, si les graphiques expér'mentaux expriment correctement le phénomène, C, est nul. On doit en conclure que toute concentration, si petite soit-elle, d’aliment et en particulier d’aliment énergétique, non seulement suffit à l’existence des organismes mais encore à leur croissance.
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Cette conclusion est assez surprenante pour qu’il soit nécessaire de déterminer avec précision dans quelle mesure elle est imposée par les données expérimentales. Nous n'avons considéré jusqu'ici que l'expression graphique des résultats. Le calcul pourra peut-être nous donner des indications plus précises. Notons tout d’abord que le calcul du rendement a été fait simplement en prenant le quotient de la croissance totale par la concentration initiale de l’aliment. La constance du chiffre trouvé indique que C, est nul ou négligeable.
Il convient cependant de rechercher le maximum de précision dans l’évaluation de C,. Le tableau ci-dessous donne les valeurs trouvées pour €, dans l’équation (1), calculées par la méthode des
moindres carrés, d’après les chiffres des expériences correspondant aux tableaux VII, VIII et IX.
TABLEAU X
s Concentration d'entretien Expérience (mg. par litre)
Lolo Gloss RE, De AN ETS + 2,27 COLLE UT ME UNILTE OR a ne ne ro in Te à — 1,52 SUDREHSESURI D ACENATOSO Me are en mes re — 1,90
On voit que 1es valeurs trouvées sont infimes, ou parfois même négatives. On est donc obligé de conclure que la concentration d’entretien, si elle existe, est assez petite pour échapper complètement à l’expérience.
Certes ces conclusions sont basées sur une extrapolation, mais une extrapolation qui comporte le maximum de sécurité, étant donné la précision des chiffres. L’extrapolation n’est légitime, il est vrai, que dans la mesure où la relation entre la concentration initiale du milieu en sucre et la croissance totale continue d’être linéaire, même au voisinage de zéro. Les résultats expérimentaux paraissent bien indiquer qu’il en est ainsi, et il n’y a aucune raison de faire l'hypothèse contraire. On peut en tous cas conclure que, entre les limutes de concentration étudiées (et elles sont assez larges), tout se passe comme s1 la concentration d'entretien était nulle.
Les seules données que l’on puisse relever dans la littérature sur le sujet qui nous préoccupe sont celles de FrrepLein (1931). Cet
auteur pense que, de ses expériences, on peut conclure que la plus petite concentration de glucose permettant la croissance des eultures de B. Coli est comprise entre 16 et 1,6 milligrammes par litre. Il ya donc en apparence une différence considérable entre ses résultats et les nôtres. En réalité FRIEDLEIN a simplement recherché quelle était la plus petite concentration permettant l'entretien des cultures et leurs repiquages. Ses résultats prouvent simplement que cette méthode ne peut être employée pour la détermination de la «concentration d'entretien ».
Nous aurons l’occasion à la fin du chapitre V (p. 95) de revenir sur ce point et sur l'interprétation qui peut être donnée de ces faits. Notons cependant dès maintenant que l'interprétation la plus directe de ce résultat serait d'admettre que les bactéries ne manifestent pas de besoin alimentaire indépendant de la croissance.
Remarquons enfin que la concentration d’entretien étant nulle, il en résulte immédiatement qu’au moment où la croissance s’arrête il ne reste plus trace de l’aliment limitant. Nous verrons que cette conclusion est directement vérifiable par des dosages (chap. VI). Elle est du reste en contradiction avec certaines hypothèses, et c’est pourquoi elle doit être notée. EFFRONT (1924) en effet, pense que la croissance des levures et des moisissures est arrêtée, non par épuisement proprement dit du milieu, mais par une modification dans la répartition des éléments nutritifs. Cette hypothèse n’est évidemment pas valable, au moins dans le cas qui nous occupe. CLEARY, BgarpD et CLirron (1934) et CLiFrTon (1937) concluent d’une série d'expériences assez complexes, que l’accumulation des produits toxiques joue un rôle secondaire et que l’arrêt de la croissance se produit par diminution du «rapport du nombre de cellules à quelque constituant essentiel ». Si l’on comprend bien la pensée des auteurs, ils invoqueraient une notion d'équilibre, analogue à celui de la loi d'action de masses. Cette hypothèse est évidemment en complète contradiction avec les faits qui viennent d’être exposés. Elle ne peut s’accommoder, ni de la constance du rendement avec différentes dilutions des aliments, ni du fait que la croissance ne s’arrête qu’une fois le milieu complètement épuisé en l’un de ses constituants.
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L’importance relative de l’intoxication et de l’inanition comme facteurs d'arrêt.
Il est certain que, dans toutes les expériences qui viennent d’être rapportées, le rôle des toxines ou des déchets toxiques est nul, Cette conclusion à d'autant plus d'importance au point de vue pratique que les souches et les milieux étudiés étaient fort variés. On a vu qu’elle s'applique à la croissance de deux espèces bactériennes profondément dissemblables. D'autre part, quoique les milieux utilisés soient beaucoup plus dilués que les milieux courants, les densités maximales atteintes sont assez importantes, d’un ordre de grandeur comparable à celles que l’on obtient ordinairement en bouillon.
Ces expériences sont donc de nature à nous faire douter de l’importance que peuvent avoir toxines spécifiques ou déchets toxiques dans l’arrêt de la croissance sur les milieux liquides courants (Le problème est tout différent pour les milieux solides où les populations atteignent des densités d’un ordre de grandeur incomparablement plus élevé). La mise en évidence de toxines spécifiques repose jusqu'ici sur deux types d’expérience réalisés par la plupart des auteurs. Le premier consiste à démontrer qu’un milieu où a poussé une souche donnée est encore capable de supporter la croissance d’une espèce différente, alors que les réensemencements de la première demeurent stériles. Cette expérience est insuffisante. Elle ne démontre pas la réalité d’une action inhibitrice, l'hypothèse d’un appauvrissement spécifique est tout aussi vraisemblable (GRAHAM Sir, 1920). Elle l’est d'autant plus que la plupart de ces expériences ont été faites avec des bactéries pathogènes pour lesquelles la présence de vitamines diverses peut être nécessaire. Le second type d’expérience est plus démonstratif. Il consiste à ajouter à une culture jeune le filtrat d’une vieille culture. D’après BARNES (1931) cet essai, réalisé avec B. coli et St. albus donne des résultats négatifs. Il n’y aurait pas d’inhibition, mais simple dilution du milieu. L’addition d’eau distillée dans les mêmes proportions donne les mêmes résultats.
Notons enfin que les auteurs qui ont cherché à mettre en évidence des actions toxiques, spécifiques ou non, ont employé des filtrats de très vieilles cultures (par exemple 30 jours dans les expériences de
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BEesrepKka). D'autre part BEsREDKA et ses élèves pensent que les toxines sont produites au moment de la dislocation des cellules bactériennes. Elles ne sauraient dans ce cas se produire, du moins en quantités importantes, qu'après l'arrêt de la croissance.
Des expériences exposées et de ces quelques remarques on peut. conclure :
19 Que, dans certaines conditions au moins, l’action des toxines est nulle.
20 Que leur action limitante dans les milieux liquides courants n’est pas démontrée.
DONNÉES SUR LE RENDEMENT DE LA CROISSANCE SUR DIFFÉRENTS GLUCIDES
Les résultats qui viennent d’être exposés, outre leur intérêt propre, ont encore celui de justifier l'emploi d’une méthode particulièrement commode pour l’étude du rendement de la croissance en fonction de la nature de la source organique. Ce terme de rendement a été employé trop souvent dans un sens assez vague: pour exprimer, par exemple, les qualités d’un milieu de culture. On l’entendra ici au sens où l’emploie V. HENRI : le rendement matériel est le rapport de la matière organique formée à la matière organique utilisée. Chez les microorganismes, où la portion minérale est extrêmement faible, le poids de substance organique peut être identifié au poids total.
La détermination du rendement matériel exige que soit connu, outre le poids de substance vivante formée, le poids de matière organique réellement utilisée et non pas seulement offerte, c’est-à-dire présente dans le milieu au début de l’expérience. En outre elle ne peut avoir de valeur que dans la mesure où le rendement trouvé est indépendant de la concentration de la source organique. Il est évident que s’il n’en était pas ainsi, la comparaison des rendements sur différents aliments, même à égalité de concentration, serait extrêmement fragile, les variations du rendement avec la concentration de matière organique pouvant ne pas être du même ordre suivant la nature de cette source organique. Ces exigences sont réalisées.
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dans les conditions des expériences décrites aux paragraphes précédents. Le rapport :
Croissance totale Concentration de la source organique
est, dans ce cas, l'expression fidèle du rendement, puisque l’on sait qu’il ne reste plus trace de la source organique au moment où la culture atteint son maximum. En revanche il n’en serait plus ainsi si quelqu’autre facteur limitant intervenait pour fixer le maximum, ou s1 la concentration d'entretien n’était pas nulle.
On ne trouve dans la littérature qu’un très petit nombre de données sur le rendement matériel de la croissance des bactéries. Encore celles que l’on possède sont-elles rarement utilisables, le « rendement » évalué par les auteurs n’ayant avec le rendement réel que des rapports indéterminés. FRoUIN et GuiLLAUMIE (1926) ont déterminé le rendement en poids du bacille tuberculeux sur un milieu synthétique contenant des concentrations croissantes de glycérine. Ils ont dosé la glycérine restant après l’expérience. Malheureusement ils n’ont pas suivi la croissance de leurs cultures, se contentant de prélever les bactéries après « quinze ou trente jours » d’étuve. On ne peut donc savoir si leurs déterminations n'ont pas été faites une fois le maximum réel dépassé, ce qui suffirait à leur enlever toute signification. En outre, et surtout, le milieu utilisé contenait à part la glycérine, de l’asparagine et du citrate de soude. Rien ne permet d'affirmer que le bacille tuberculeux soit incapable d’utiliser, au moins partiellement, ces deux corps comme source carbonée. Ainsi doivent s'expliquer les rendements extraordinairement élevés trouvés par FrRouIN et GUILLAUMIE pour certaines concentrations (82,5 % dans un milieu contenant 3% de glycérine). Les mêmes objections s'appliquent aux résultats apportés par TERROINE, TRAUTMANN, Bonner et HÉE (1926) concernant le rendement matériel de la croissance du bacille de la Fléole. Le milieu contenait en effet, outre du glucose, 0,5 % de peptone. La courbe de croissance n’a pas été suivie (1).
On possède, en revanche, quelques données précises sur le rendement matériel de la croissance de quelques champignons inférieurs,
(1) Il est nécessaire de marquer que ces objections ne s’appliquent pas à la détermination du rendement énergétique, but principal du travail cité.
A Hate
en particulier de l’Aspergillus (RAuULIN 1870, TERROINE et WURMSER 1922). Ce sont les seules qui pourront nous servir de terme de comparaison. Il y a donc là une lacune importante dans nos connaissances sur la physiologie bactérienne. Chercher à la combler par une étude systématique n’entre pas dans le plan du présent travail. Il à paru utile cependant de grouper ci-dessous un certain nombre de données réunies au cours de ce travail, données qui pourront apporter des indications utiles pour les recherches plus complètes qui s'imposent. Ces résultats concernent le rendement de la croissance de trois espèces bactériennes : B. subtilis, B. coli et B. typhi-murium, sur différents hydrates de carbone, comprenant les principales classes de glucides : polyalcools, pentoses, hexoses, disaccharides, polysaccharides. Dans tous les cas la croissance à été suivie assez longtemps pour que le maximum, et par conséquent la croissance totale, soit définie avec précision. Dans tous les cas il a été démontré auparavant que la croissance totale ne dépendait que de la concentration de la source carbonée, sans intervention d’aucun autre facteur limitant. Toutes les expériences ont été faites en présence de la même «constance saline » (milieu S).
Les tableaux XI, XII et XIII donnent : a) la concentration de sucre utilisée ; b) la croissance totale correspondante en unités de densité ; c) la croissance totale en mg. de poids sec par litre; d)le rendement.
L'examen de ces tableaux montre tout d’abord que le rendement est beaucoup plus constant qu’on ne pouvait le supposer, étant donné la variété de structure des sources carbonées essayées. On pouvait penser, en effet, que les réactions de synthèses, au moins les premières de la chaîne, pouvant être différentes avec différents substrats, le rendement pourrait subir des variations importantes. D'autre part il paraissait probable que, pour certains sucres au moins, une partie de la molécule devait rester inutilisable. Il ne semble pas, à l’examen de ce tableau, que ce soit là un cas fréquent. Ou du moins, si certains chaînons carbonés sont inutilisables dans les synthèses, 1ls doivent alors pouvoir être utilisés pour la couverture des besoins énergétiques. C’est la conclusion à laquelle arrivent TERROINE et WuRMSER (loc. cit.) dans leur étude sur le rendement matériel de croissance de l’Aspergillus sur différents glucides. Ils ont également trouvé un rendement remarquablement constant, ne
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TABLEAU XI
Rendement matériel de la croissance de B. subtilis aux dépens de différentes sources carbonées.
Conccftiotion re CE Source carbonée _ utilisée (Unités Us Rendement (mg: par litre) de densité) par litre) (1) Polyalcools :
INOSOS . 150 32 250 0,17 Mannite..:.... 450 38,5 30,8 0,20 SOPRI TES ta men 450 ARE 34,0 0,22 Dulce ss 150 0,0 Hexoses :
Geo nu 150 39 BEA 0,20 RRUGLGSE AE 2e) 150 42 33,6 0,22 Mannose......... 450 42 33,6 022 GARAGEOSER ee Se 100 0,0 0,0 Pentoses NMIOSe SC ie 200 0,0 0,0 _ INDADIROSA NS 70 150 kk 302 0,23 Méthylpentoses :
Rhamnose....... 150 0,0 0,0 — Disaccharides :
Saccharose.. : #2. 450 38,3 30,6 0,20 Matos. 450 49,0 3422 0,20 AeEOSe 150 0,0 0,0 — Polysaccharides :
Dextrnes 100 26,5 2472 0,21
(1) Chiffres calculés d’après ceux de la colonne précédente.
s’éloignant guère du chiffre de 0,42. On voit que le rendement des bactéries étudiées est de beaucoup inférieur.
Quelques corps, cependant, se distinguent par un rendement particulièrement élevé ou particulièrement faible. Ainsi, le rendement de la croissance de B. coli et B. typhi-murium aux dépens du rham-
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TaABLeAU XII.
Rendement matériel de la croissance de B. coli aux dépens de différentes sources carbonées.
4 Croissance Croissance Concentration Source carbonée utilisée , tes ee s Rendement (mg. par litre) | Ge‘densité) | parlitre) (1) | Polyalcools : | Inostte TEE Ser 100 0,0 0,0 — MAnnibé eee 200 63,0 50,5 0,25 SOPDITE SR ETES 150 46,0 37,0 0,25 D'UICITE REP ARNEE 150 53,0 42,5 0,28 { H exoses : | GIUCOSERE NE 200 58,5 47,0 0,24 Fructose rer 150 44,5 33,0 0,22 MAnnose ter ee 450 47,0 37,9 02 Galactose rene 150 45,0 36,0 0,25 Pentoses XVIOSe TAN nr 150 40,0 32,0 0,21 Arabinose ....... 200 60,5 48,5 0,24 Méthylpentoses :
Rhamnose....... 150 30,0 24,0 0,16 Disaccharides :
SACCRATOS Er 150 0,0 0,0 Maltose Re 450 45,5 36,5 0,24 Actor er 200 60,0 48,0 0,24 Polysaccharides :
DESTIN ERA
(1) Chiffres calculés d’après ceux de la colonne précédente.
nose est inférieur de près de 50 % au rendement moyen. Or le rhamnose se distingue de tous les autres corps essayés en ce qu’il est le seul à posséder un groupe méthyle. Cela semble indiquer que la présence d’un groupe méthyle rend inutilisable une partie de la molécule. Ce résultat est à rapprocher de ceux de KENDALL et
TABLEAU XIII
Rendement matériel de la croissance de B. tvphi-murium aux dépens de différentes sources carbonées.
Croissance Croissance
Co ncentration FO le NET
Source carbonée utilisée (mg. par litre)
Rendement
(unités (mg. sec de densité) par litre) (1)
Polyalcoois
[A SOLDIER mem 150 A Dulte en 1450 5
Hexoses :
GES Re AE 75 22,0 4755 0,23 SDS LES PAR RENE 450 38,0 30,5 0,20 MAnnose 2:02 1450 42,5 34,0 0,23 Gralactosér ess 2 150 42,5 34,0 0,23 Pentoses :
EX IOSERS su re 150 35.0 28,0 0,19 Arabinose ....... 150 35,0 28,0 0,19 Méthylpentose :
RHAMNOSÉS 5-2. 150 24,0 19,0 0,13 Disaccharides :
Saccharose....... 200 0,0 0,0 — MAFOSE rade. 150 36,0 29,0 0,19 LACIOSe ER Te — = == ——-
(1) Chiffres calculés d’après ceux de la colonne précédente.
Gross (1930). Etudiant le pouvoir d’attaque de 10 souches bactériennes, ces auteurs ont montré que la méthylation diminuait en général la fermentescibilité des sucres : les dérivés plusieurs fois méthylés n'étaient attaquables que par un très petit nombre de souches, sinon complètement inutilisables. Il serait certainement du plus grand intérêt de poursuivre dans cette voie, et d’étudier
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quantitativement le rendement d’une série de dérivés méthylés, ce: que je n’ai pu faire encore, n’ayant pas eu entre les mains les corps nécessaires.
Il convient de noter d’ailleurs que ce ne sont pas toujours les corps les plus universellement et les plus « facilement » attaquables qui donnent les meilleurs rendements. Ainsi le rendement du glucose n’est pas particulièrement favorable, alors que celui de la dulcite est très élevé. Or, à en juger par le taux de croissance (V. chapitre IV, p. 81), la dulcite n’est que très difficilement, ou du moins très lentement attaquable, alors que la croissance aux dépens du glucose est très rapide. De même le rendement du saccharose pour B. subtilis est faible, alors que le taux de croissance correspondant à ce sucre est plus élevé que pour aucun autre.
Résumé et conclusions du chapitre III.
L’étude de la croissance totale des cultures de B. coli et B. subtilis en fonction de la concentration, soit de l’ensemble des aliments, soit de la seule source carbonée, met en évidence une relation linéaire extrêmement précise entre ces deux grandeurs. Le fait que cette relation soit vérifiée, et le fait que la croissance puisse dans tous les cas étudiés se poursuivre à taux constant jusqu’au delà des limites de densité atteintes dans les expériences, montrent que, dans les conditions de ces expériences, le rôle des toxines spécifiques et des déchets toxiques est nul.
Le rendement de la croissance est constant et indépendant de la dilution de l’aliment. La droite représentant la croissance totale en fonction de la concentration de l’aliment passe sensiblement par l’origine des coordonnées. On doit en conclure qu’il n’existe pas de concentration, si petite soit-elle, qui ne permette la croissance. D'autre part la constance du rendement indique que ni l'équilibre, ni la nature des réactions de synthèses ne sont modifiés en présence de concentrations extrêmement faibles d’aliment. Ces faits démontrent que les hypothèses attribuant l’arrêt de la croissance, soit à une modification dans la répartition des aliments, soit à l’établissement d’une sorte d'équilibre entre la densité de la culture et la concentration d’un ou plusieurs aliments, sont inapplicables.
Il résulte immédiatement de ces faits que l’aliment est entièrement épuisé au moment où s'arrête la croissance. La croissance:
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totale de la culture, rapportée à la concentration initiale de l’aliment, constitue donc dans ce cas une expression fidèle du rendement de la croissance aux dépens de l’aliment considéré. La comparaison des rendements fournis par diverses sources hydrocarbonées montre que les variations sont peu importantes. Il semble que les corps les plus aisément assimilables ne soient pas nécessairement les plus favorables au point de vue rendement.
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CHAPITRE IV
Le taux de croissance.
INTRODUCTION
Le précédent chapitre a été consacré à l’étude de la croissance totale, c’est-à-dire du rendement de la croissance. Nous ne nous sommes pas préoccupés de savoir comment le maximum est atteint. Le présent chapitre, dans lequel on étudiera le taux de croissance en fonction de la concentration des aliments, est donc le complément nécessaire du précédent. On considérera ici le taux indépendamment du rendement. Il est fort possible, cependant, qu’il existe une relation nécessaire entre les variations de ces deux constantes. Cette question fera l’objet du chapitre suivant.
La valeur du taux de croissance dépend évidemment d’une foule de facteurs. On ne peut espérer qu’il jouisse, vis-à-vis des conditions de milieu, de l’indépendance relative qui semble caractériser le rendement. L'étude systématique de toutes les conditions susceptibles d’influencer le taux de croissance représenterait à elle seule un travail considérable, assez fastidieux d’ailleurs. On se limitera ici à l'étude de croissance en fonction :
19 De la concentration des aliments en général ; 2° de la concentration de la source hydrocarbonée ; 3° de la nature de la source hydrocarbonée. De ces expériences on peut espérer des résultats concernant :
À) L'interprétation analytique des courbes de croissance. B) L'activité des synthèses, et la nature des réactions qui en déterminent la valeur.
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Lorsque la croissance n’est limitée que par la concentration des aliments, la forme de la courbe représentative dépend entièrement de la nature de la relation qui unit taux de croissance et concentration de l’aliment limitant. Toute représentation analytique de la loi de eroissance comporte nécessairement une hypothèse sur la nature de cette relation. Et il est indispensable de vérifier directement la valeur de cette hypothèse, car on ne saurait considérer comme une démonstration de sa validité le fait qu’elle n’interdit pas l’ajustement, même précis, d’une courbe de croissance théorique aux données expérimentales. Aussi est-il regrettable qu’en face de l’imposante littérature consacrée à l'étude théorique de la croissance, il n'existe pour ainsi dire pas de données directes sur cette question. En ce qui concerne la croissance des microorganismes, il n’existe à notre connaissance qu’une brève note de PENFOLD et Norris (1912). Ce sont les seules données qu’il nous sera possible de confronter avec celles qui sont réunies dans ce chapitre. Quant aux travaux où la relation en question n’apparaît que sous la forme d’une hypothèse analytique plus ou moins explicite, nous n’avons pas à les considérer ici, leur discussion trouvant sa place au chapitre VIII. On doit noter cependant dès maintenant que, dans la grande majorité des cas, les auteurs ont admis, explicitement ou implicitement, que le taux de croissance est linéairement proportionnel à la concentration des substances nutritives. C’est ce qu'ont fait Mac KENDRICK et Par (1911) dans un travail sur la croissance des cultures de B. coli, et Descaamps (1901) qui cherchait à appliquer ses résultats théoriques à la croissance des levures. Et c’est aussi l'hypothèse qu’exprime la fonction logistique lorsqu’on l’applique à une population dont la croissance est limitée par la quantité d’aliments disponible. Aussi est-elle contenue implicitement dans un très grand nombre de travaux. On sait en effet que la logistique a été de beaucoup la plus employée des formules de croissance, et TEissier (1928, 1936) a montré comment des efforts, en apparence divergents, avaient tous abouti à cette même fonction. Pourtant l'hypothèse d’une relation linéaire entre le taux de croissance et la concentration de l’aliment n’est guère satisfaisante : il est évident que le taux de croissance ne saurait augmenter indéfiniment et doit, tôt ou tard, tendre vers une
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limite. L'hypothèse linéaire ne peut être qu’une première approximation. Reste à savoir entre quelles limites elle est applicable et si même elle a un domaine de validité suffisant pour justifier son emploi. Seule l’étude expérimentale directe peut en décider et c’est pourquoi elle revêt une grande importance théorique. Ses résultats permettront éventuellement d’écarter certaines représentations analytiques, sinon d’en suggérer de nouvelles.
D'autre part la connaissance de la forme de la relation en question est la condition préalable de l’étude du taux de croissance en fonction de la nature des aliments. On possède à ce sujet d’assez nombreux documents, mais épars, recueillis en général dans des conditions assez mal définies, et qui ne permettent pas de comparaison utile. (Ils se rapportent presque toujours à des cultures en milieux naturels). Cette étude s’impose cependant si l’on songe que le taux de croissance n’exprime pas autre chose que l’activité des réactions de synthèses. Il constitue la mesure directe du métabolisme de croissance. Mesure plus fidèle et plus sûre, de ce point de vue, que celles des échanges gazeux. On trouvera à la fin de ce chapitre des données sur l’intensité de la croissance de B. coli et B. subtilis en présence d’un certain nombre d’hydrates de carbone. Celles-ci sont bien loin de combler l’importante lacune que l’on vient de signaler. Elles pourront cependant fournir des indications sur les rapports qui doivent exister entre l’activité des réactions de croissance et la structure des substrats.
Elles permettront surtout d’obtenir la solution d’un problème précis : si, comme il est permis de le prévoir, le taux de croissance tend vers une limite quand la concentration des aliments augmente, cette limite est-elle la même pour tous les aliments, ou au contraire existe-t-il une limite différente et caractéristique pour chaque aliment ou chaque catégorie d'aliments ? Il est clair que l’idée que l’on pourrait se faire de la nature des réactions qui limitent le taux de croissance dépend en premier lieu de la solution de cette question. Rien ne permet de prévoir, a priori, le résultat probable et il n’existe à ce sujet aucune donnée expérimentale.
DT) Pre
LE TAUX DE CROISSANCE EN FONCTION DE LA CONCENTRATION DE L’'ALIMENT
Choix d’une méthode de détermination.
Avant de discuter des méthodes qui permettent de déterminer le taux de croissance en fonction de la concentration des aliments, il est bon de se faire une idée approximative de la forme générale de
Croissance à Ï Croissance Taux Constant | ra/entre
Heures 1 4 3 4 5
Fic. 12. — Croissance d’une culture de B. coli sur milieu synthétique lactosé. Ordonnée normale (à droite) et logarithmique (à gauche). La croissance à taux constant se poursuit pendant plus des trois quarts de la croissance totale.
cette relation. Il suffira pour cela de considérer une croissance limitée par l’épuisement de l'aliment. La figure 12 représente une telle courbe, en coordonnées normales et en coordonnées semi-logarith-
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miques (B. coli sur milieu synthétique lactosé). On constate que la phase exponentielle est longue et bien définie. Elle se poursuit pendant les 3/4 de la croissance totale. Autrement dit, pendant toute cette période le taux de croissance est constant. Or nous savons, d’après les résultats du chapitre IIT, que pendant ce temps la concentration de l'aliment limitant diminue, et nous verrons au chapitre VI que cette diminution est exactement proportionnelle à l’accroissement. Il est clair, par conséquent, que le taux de croissance est pratiquement indépendant de la dilution de l’aliment pour toute une série de valeurs de celle-ci. Il ne commence à baisser que quand la concentration devient très faible, mais alors la variation est très. rapide comme le montre l’arrêt assez brusque de la croissance. Il est clair que la relation en question doit être représentée par une courbe tendant assez vite vers une asymptote.
Une première difficulté résulte donc de ce que les variations du taux ne sont importantes que dans une région de concentrations faibles, ne permettant qu’une croissance totale très petite. La seule méthode correcte et précise consisterait à déterminer le taux de croissance dans des milieux où la concentration de l’aliment limitant serait, grâce à quelque artifice, maintenue constante. Cette expérience est malheureusement impossible. Il n’existe pas d’artifice permettant de maintenir automatiquement à un taux constant (et très faible) la concentration d’une substance autre qu’un gaz. On ne peut songer à remplacer à intervalles rapprochés la quantité d’aliment détruite. La croissance est bien trop rapide pour cela, les concentrations intéressantes beaucoup trop faibles. (On voit que pour la culture dont la croissance est exprimée par le graphique ci-contre, il s'écoule à peine 1 heure entre le moment où le taux de croissance commence à baisser et l’arrêt, c’est-à-dire l’épuisement total du milieu ; cette période est beaucoup plus courte encore dans bien des Cas).
On en est donc réduit à ne déterminer qu’une valeur approchée du taux de croissance en fonction de la concentration. Cela peut se faire par deux méthodes :
10) On peut se contenter d'évaluer la pente en coordonnées semilogarithmiques de la phase exponentielle de cultures faites en présence de différentes concentrations initiales d’aliment. Cette méthode serait correcte s’il était possible de n’utiliser que le début de la courbe de croissance, jusqu’à une densité telle que la concentra-
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tion d’aliment n’ait que fort peu varié. Malheureusement il n’est pas possible d'éliminer toujours complètement la phase de latence qui, dans les meilleures conditions, peut encore se manifester sous la forme d’un très léger ralentissement au début. On est donc amené à éliminer systématiquement les deux ou trois premiers points expérimentaux. La méthode reste applicable pour les fortes concentrations. Mais pour des concentrations faibles elle donne des résultats non seulement imprécis, mais systématiquement trop bas, le taux mesuré correspondant en fait à une concentration notablement plus faible que la concentration initiale. On peut cependant l'utiliser en première approximation. Elle nous indiquera en tous cas avec une certaine précision entre quelles limites le taux de croissance est pratiquement indépendant de la concentration.
20) La deuxième ‘méthode a l'avantage, sinon d’être précise, au moins de ne pas entraîner d’erreur systématique. Elle consiste à suivre au Cours de la croissance d’une culture les variations du taux en rapportant chaque valeur trouvée à la valeur moyenne de la concentration de l’aliment pendant l'intervalle considéré. Le taux moyen peut être calculé, dans chaque intervalle de deux points. expérimentaux, par la formule déjà citée :
_ logzr, —Ilogæ CTI To) log
æ, et 2. étant les densités aux temps T,et T1.
Reste à déterminer la concentration moyenne de l’aliment limitant pendant le même intervalle. On pourrait, dans certains cas au moins, procéder à un dosage. Mais il est bien plus commode, et aussi plus précis, de calculer la concentration à partir de la densité moyenne atteinte par ia culture. Pour que cela soit possible, il faut : 19 que l’aliment soit complètement épuisé au moment précis où cesse la croissance ; 20 que la disparition de l’aliment soit rigoureusement proportionnelle à l’accroissement (c’est-à-dire que le rendement au cours de la croissance soit invariable). La première condition est un corollaire évident des conclusions auxquelles nous avons été amenés par les expériences du chapitre III. Ces mêmes conclusions permettent de prévoir que la seconde condition doit être également réalisée. En outre la démonstration directe basée sur des. dosages au cours de la croissance en sera donnée au chapitre VI: Nous avons donc le droit, à partir de la densité moyenne pendant.
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l'intervalle considéré, de calculer la concentration moyenne d’aliment correspondante. Celle-ci est évidemment donnée par : Co (ZT — Lo)
nee
‘C étant la concentration moyenne cherchée, C, la concentration initiale, M la croissance totale, x, la densité au temps © et x la densité moyenne dans l’intervalle considéré.
Cette méthode est théoriquement correcte pour des intervalles très petits. Pour les intervalles plus grands, elle ne donne que des valeurs moyennes. Celles-ci ne sont pas entachées d’erreur systématique. En revanche elles sont nécessairement très imprécises puisqu’elles reposent sur deux mesures dont les erreurs absolues s’additionnent. De plus, l’erreur sur la détermination du taux est plus grande, en valeur relative, que la somme des erreurs sur la détermination des densités. C’est ià un grave défaut qui ne peut être que partiellement compensé en multipliant les mesures, et en faisant figurer sur le même graphique les valeurs trouvées avec plusieurs cultures indépendantes. Elle doit cependant permettre de se faire une idée suffisamment précise de la forme de la relation étudiée. On ne doit pourtant pas renoncer'à la première méthode qui, elle, permet, nous le verrons, une détermination précise du taux de croissance maximum.
Résultats expérimentaux.
I. RÉSULTATS DE LA PREMIÈRE MÉTHODE
Les tableaux et les graphiques suivants permettront de comparer les résultats obtenus avec deux souches (B. coli et B. subtilis) et trois milieux (un complexe et deux synthétiques). Les résultats bruts sont exprimés par les figures 13, 14 et 15. Celles-ci sont établies en coordonnées semi-logarithmiques. On y a figuré la phase exponentielle de la croissance d’un certain nombre de cultures sur différentes concentrations d’aliment limitant. Seuls les points expérimentaux certainement situés dans la phase exponentielle sont figurés. Il est fait abstraction des autres phases de la croissance. Il n’y a du reste pas d’ambiguïité à ce sujet, la phase exponentielle
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étant toujours bien définie. L’interpolation a été faite par une méthode purement graphique, dont la précision est suffisante étant donné que les points expérimentaux s’alignent d’une manière satisfaisante. Le taux de croissance est calculé d’après la pente des
VAS VSRNEÆ AVAL 17e" 7 SN AR nonenez a uns
ee. CANADRER “22 S2870HE ALÉPA LT
IUT EE A8 dE
F1G. 13. — B. subtilis sur bouillon de cervelle de veau. Phase exponentielle de la croissance sur différentes concentrations de bouillon, indiquées en unités arbitraires.
droites d’interpolation. Les résultats du calcul sont résumés par les tableaux XIV, XV, XVI. Les conditions de culture et les méthodes de mesures ont été décrites plus haut. Il n’y a rien à y ajouter.
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TABLEAU XIV
B. subtilis sur bouillon de cervelle de veau. Taux de croissance et temps de division pendant la phase exponentielle en fonction de Ia concentration initiale de l’aliment.
Concentration initiale Taux de croissance Temps de division 15 1,67 36!
42%a 4,72 SA 12 b 1,67 36/ 12e 1,65 36’
a) B. subtilis sur milieu complexe. — Comme dans les expériences sur le rendement, les différentes concentrations d’aliment sont indiquées en unités arbitraires et correspondent à différentes dilutions avec de l’eau distillée d’une même solution mère : la concentration 1 correspond à une macération de 500 gr. de cervelle de veau dans un litre d’eau, diluée 100 fois.
On voit que le taux de croissance tend assez rapidement vers une limite, correspondant à 1,67 divisions à l’heure, c’est-à-dire à une division toutes les 36 minutes environ.
Cette limite est définie avec précision comme le montrent bien les chiffres se rapportant aux trois cultures de concentration 12 et aux deux cultures de concentration 8. Le taux de croissance ne baisse très sensiblement que pour la concentration 4. Encore le chiffre correspondant, et tous les chiffres inférieurs, sont-ils certainement trop faibles pour les raisons exposées plus haut.
b) B. subtilis sur milieu synthétique S + saccharose. — La limite est également bien définie, mais notablement inférieure à celle que l’on observe sur milieu naturel. Elle correspond à une division toutes les 50 minutes environ. (Taux de croissance 1,20). La forme de la courbe d’interpolation serait analogue à la précédente, mais la courbure serait plus accentuée. Il n’y a de baisse sensible du taux de croissance que pour une concentration très faible de saccharose : 5 X- 10e
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F1G. 14. — B. subtilis sur milieu synthétique. Phase exponentielle de la croissance en présence de différentes concentrations de saccharose (en mg. par litre).
TABLEAU XV
B. Subtilis sur milieu S + saccharose. Taux de croissance et taux de division pendant la phase exponentielle en fonction de !a concentration initiale du milieu en saccharose,
- initi Taux de croissance Fee Caen | (nombre de divisions RÉ 500 1,18 54 300 4,24 50’
ji”
c) B. coli sur milieu synthétique S + mannite. — La limite est particulièrement bien définie ; on doit considérer que le taux de croissance est pratiquement invariable entre 80 et 200 milligrammes de mannite par litre. On observera que les points expéri-
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. 2 Heures à es FrG. 45. — B. coli on milieu synthétique. Phase expon-
nentielle de la croissance en présence de différentes contrations de mannite (en mg. par litre).
mentaux s’alignent avec une précision remarquable. Le taux de croissance moyen, pour toutes les courbes, de la concentration 80 à la concentration 200, correspond à une division toutes les 50’ 30" environ (Taux de croissance — 1,19).
On remarquera que dans toutes ces expériences les concentrations les plus faibles correspondent à des valeurs encore élevées du taux de division. Il est impossible, en effet, par cette méthode, d’étudier des concentrations très faibles : dans les expériences concernant B. coli sur mannite, par exemple, la croissance totale de la culture correspondant à la concentration 20 était de 6,5 unités de densité {5,2 mg. sec par litre). On ne pourrait raisonnablement prendre en
mr ie
considération les chiffres fournis par des cultures encore moins. denses. Il n’y a plus alors de phase exponentielle bien définie.
TABLEAU XVI
B. coli sur milieu synthétique S + mannite. Taux de croissance et
temps de division pendant la phase exponentielle en fonction de la concentration initiale en mannite.
£ re Taux de croissance € Qi Cmge par litre) | (nombre de divisions Nr NU 200 1,18 40 160 1,18 54 440 4,20 501 420 A RDA | 50" 100 1,18 Gi iu 80 1,18 50 60 17 544 40 1,11 55!
II. RÉSULTATS DE LA DEUXIÈME MÉTHODE
On a vu que cette méthode, quoique théoriquement plus correcte que la première, donne nécessairement des résultats comportant une marge d'erreur très importante. Aussi convient-il de multiplier les mesures et ne peut-on se contenter des points expérimentaux que pourrait fournir une seule courbe de croissance. Les tableaux et les graphiques suivants combinent chacun les données de plusieurs cultures : cinq ou six suivant les cas. Il a paru préférable cependant de grouper à l’intérieur de chaque tableau les données provenant de la même croissance. On a systématiquement éliminé les chifires se rapportant à la phase de début de chaque croissance (correspondant ou du moins pouvant correspondre à la phase de latence). D’autre part, les données se rapportant aux faibles concentrations étant beaucoup moins nombreuses, on a cherché à compenser ce déséquilibre en ne considérant que la fin de la croissance pour un certain nombre de cultures. (Celles-ci n’étaient du reste pas toutes de même concentration initiale). Les tableaux donnent, en regard de l’intervaelle de densité considéré, l’intervalle de temps correspondant (en heures et centièmes), la concentration moyenne de l’aliment pendant cet intervalle (en mg. par litre), le taux de croissance (nombre de-
Re, Na
divisions à l’heure) et le temps de division en minutes. On trouvera ici trois séries de résultats se rapportant à la croissance de B. coli sur milieu $ + glucose (Tableau XVII), mannite (Tableau XVIII) et lactose (Tableau XIX).
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F1G. 16. — Taux de croissance des cultures de B. colien milieu synthétique en fonction de la concentration du milieu en glucose.
L’inspection des figures 16, 17 et 18 qui résument ces résultats, malgré la dispersion des points expérimentaux, révèle clairement la forme générale de la relation qui unit taux de croissance et concentration de l’aliment limitant. Il est évident, surtout dans le cas du glucose (fig. 46) et de la mannite (fig. 17), que le taux de croissance est presque indépendant de la concentration de l’aliment jusqu’à des valeurs extrêmement faibles de celle-ci. Dans le cas de la mannite par exemple, si la moyenne des points compris entre 0 et 10 mg. par litre donne un taux de croissance de 0,46, les points compris entre 10 et 20 mg. donnent 1,13, alors que la limite, déterminée par les expériences de la série précédente, est de 1,19 environ. On peut donc la considérer comme pratiquement atteinte alors que la concentration du sucre est de l’ordre de 2 x 105. Avec le glucose les résultats sont sensiblement les mêmes. Ils sont nettement différents avec le lactose (fig. 18) ; le taux de croissance limite est atteint plus lentement que dans les cas précédents. On
gl
ne peut le considérer comme pratiquement atteint qu’à partir de 100 mg. par litre.
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Fic. 17. — Taux de croissance des cultures de B. coli en milieu synthétique en fonction de la concentration du milieu en mannite.
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Fire. 18. — Taux de croissance des cultures de B. cols en milieu synthétique, en fonction de la concentration du milieu en lactose.
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TABLEAU XVII
Taux de croissance et temps de division des cultures de B. coli en fonction de la concentration moyenne du milieu en glucose.
: Taux Temps Ne Int 11 C À DIRE Intervalle de densité dé tebe Roue HNe 8 de Re Le Culture I :
DO DO eee 0,26 2} 0,38 158!
HO 0-00 De ee 0,23 30 1115) SA 40080 RTE 0,24 60 1,38 43" 20/80/06 ee 0,27 90 1,16 59 DO O DOME PR eee 0,30 445 1222 49!
1 SSSR 0,33 135 1,32 45!
182108 0,27 150 1,28 VA LOTS 2 ER 0,30 160 1,24 48 Culture II :
DD POESIE 0,26 1 0,05 1200 AO ADS Een ne 0,24 11 0,61 98" De DE) ao ne one 0,30 38 1,20 DA M TN a one à de 0,35 18 1,16 52!
PAR TE Dies ue 0,26 98 1527 47!
AVS Serre 0,29 116 1,23 497 Culture III : ROSES ee COR 0,26 2 0,03 2000” HO eee 0,33 42 0,56 107!
DRAM EEE CE 0,29 51 ALT 54!
MON RDS 58 00 00 » 0,28 67 47 51 DUO LONDRES 0,28 85 4,29 46’ Culture IV :
PPT S can Mere 0,26 1 0,04 4500!
ÉD Son dote 0,33 10 0,53 119° DOFSES TO RER ie 0,28 30 4,22 49’ DEAR ae 0 0,29 55 AUS 54 16 2 Se 0,28 70 1,15 59!
Culture V :
SAP Oo Ce 0,25 8 0,74 Et MEN nn 0,34 28 4745 so
18/0225 DE REREETE 0,29 50 1,39 43"
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TaBzeau XVIII.
Taux de croissance et temps de division des cultures de B. coli en fonction de la concentration moyenne du milieu en mannite.
: Taux Temps Intervalle de densité EU ee de croissance | de division P y moyen moyen
Culiure I :
RAS PARENTS
DOME RD use + 0,30 50 4,32 45!
DATE AE SET E 0,32 73 1,19 50’ Culture V :
OO TE e 0:27 6 0,86 70’ 160200. 42. 0,25 17 1,28 47!
1e (TND POP 0,31 29 445 59!
Le ED ATP 0,32 38 1,14 53 SEE PRE 0,33 45 1,18 54 Culture VI : :
ARIANE EE 0,33 8 1,16 52 ASE TA EE 0,33 20 1,13 53 PASSÉE EUS 0,54 29 4,00 60 Culture VII :
OUE DU ER REe 0,32 1 0,07 60° TR ner ee AU 0,35 5 4,00 60° MO ROM RE 0758 118 4,01 59
DAT pee
GC
2819-01. Re. 0,38 9 029 550!
BEEN) Cao nos 0,37 29 02 85" DOC AO OR ee 0,35 43 0:92 65’ Den en oes e 0,33 90 148 53!
23/0010 0,36 Are 1,06 56!
150 23 0Pu car 0,54 11632) 4,05 57 Culture II :
COS CAB ES rec 0,38 2 0,07 860" DOG OC OP Tree 0,37 19 0,43 139’ BORA OI Se ce os à 0,36 25 0,83 81!
SUR 400 000 0e 0,37 94 1,03 58!
DOS TE 8 ee UE 0,32 114 1,09 551 228-202: 0,38 124 0,94 64!
ASE DNS ETAT CA 0,52 158 4,02 59 Culture III :
HO O0 0 eee 0,31 4 0,04 4500!
PARDON TES
ASS AOE SE NRN 0,37 427 1,08 62!
Culture IV :
APTE AS AS RARE 0,35 3 0,04 4500’ ROSES ER ee 0,35 4 0,09 590’ SAVE DE AT 0,38 10 0,40 450!
3350-9006. 14e 0,33 30 0,61 98” DIRES VEN cn 0,35 lis 7] 0,84 pr D OO AIR TEE TT 0,35 80 0,86 70!
14,922255 Pre en 0,88 110 1,06 TN
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Discussion des résultats.
L'ensemble de ces résultats démontre que la relation étudiée, bien loin d’être linéaire, est au contraire représentée par une courbe tendant très vite vers une asymptote horizontale. PENFOLD et Norris (1912) avaient obtenu des résultats comparables. Quoique ces auteurs n’atent employé que la première méthode et que, par conséquent, leurs chiffres ne puissent être considérés comme donnant les valeurs réelles du taux de croissance en fonction de la concentration des aliments, leurs expériences démontraient suffisamment que le taux de croissance de B. coli en présence de concentrations croissantes de peptone tend rapidement vers une limite. Leurs résultats auraient pu suflire pour démontrer que l’hypothèse, fréquemment faite par les théoriciens, d’une relation linéaire entre la concentration des aliments et le taux de croissance est loin de correspondre à la réalité. Les limites entre lesquelles une telle hypothèse pourrait être considérée comme suffisante en première approximation sont extraordinairement étroites, et comprises dans une zone de concentrations très inférieure à celles qui sont utilisées (et utilisables) en pratique. Dans certains cas, tel que celui de la croissance de B. coli sur mannite, on pourrait presque dire que tout se passe comme si le taux de croissance était indépendant de la concentration (1).
Il résulte de tout cela que, lorsque la croissance est limitée par l’épuisement des aliments, elle ne peut se représenter par l’équation d’une courbe logistique, ni par aucune fonction pouvant se ramener à celle-là. (On sait que c’est le cas de la plupart des équations de croissance). Nous aurons l’occasion, au chapitre VIII, de discuter cette question du point de vue mathématique. Mais il n’est nul besoin d’une discussion mathématique pour apercevoir que, lorsque l’appauvrissement en aliments est le seul facteur limitant, la courbe de croissance doit, d’une manière générale, être nettement dissymétrique par rapport à son point d’inflexion, puisque la croissance à taux constant, c’est-à-dire la phase exponentielle, se prolonge jus-
(1) Il est intéressant d’opposer ces résultats à ceux de FRIEDLEIN déjà cités au chapitre précédent. Il apparaît que le taux de croissance est encore voisin du maximum pour des concentrations de sucre que cet auteur considérait comme trop faibles pour supporter la croissance.
qu'aux abords immédiats du maximum. Cette conclusion est d’un intérêt pratique immédiat : elle permet de discerner à première vue, d’après la forme générale de la courbe de croissance, si d’autres facteurs que l’appauvrissement en aliments contribuent à limiter le taux de croissance. Si la phase exponentielle est courte, le point d’inflexion situé assez bas, il est à peu près certain que d’autres facteurs limitants sont en jeu. C’est là un critère fort commode que j’ai fréquemment eu l’occasion d’employer.
Le fait que le taux de croissance puisse demeurer maximum alors que la concentration de l’aliment atteint des valeurs extrêmement faibles peut paraître très surprenant. Il paraît bien, cependant, en accord avec d’autres données concernant la physiologie des microorganismes et mettant en évidence une relation analogue dans d’autres catégories de phénomènes. Beaucoup d’auteurs ont mesuré la consommation d'oxygène des bactéries en fonction de la tension de ce gaz dans le milieu. À quelques rares exceptions près (ScH- LAYER 1936), ces mesures révèlent que l’intensité respiratoire est, dans une très large mesure, indépendante de la tension de l’oxygène et ne baisse que pour des tensions très basses. WarBURG et Ku- BOWITZ (1931) ont montré que l’intensité respiratoire de Micrococcus candicans était la même sous 10-75 atmosphères et dans l’air. Sxoop (1930) a obtenu des résultats analogues avec les bactéries lumineuses. La respiration ne baisse sensiblement que pour les pressions inférieures à 23 mm. de mercure.
D'autre part la même loi se retrouve dans une catégorie de phénomènes dont le lien avec ceux qui déterminent le taux de croissance est certainement très étroit : étudiant la vitesse de réduction du bleu de méthylène par une série d’hydrates de carbone, en présence de «bactéries non proliférantes », QuasTEL et WETHAM (1925) ont montré que le temps de réduction est à peu près indépendant de la concentration du substrat tant que la concentration n’est pas très petite. (Et il faut noter que le phénomène est spécialement marqué dans le cas des sucres, en particulier pour le glucose). L’allure générale de la relation trouvée par ces auteurs est tout à fait analogue à celle que mettent en évidence les figures 16, 17 et 18. On peut être tenté de voir là l’explication des phénomènes qui ont été décrits dans ce chapitre. Nous aurons l’occasion de revenir sur cette question après avoir passé en revue les données concernant le taux de croissance en fonction de la nature des aliments. Rappelons enfin
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que l’équilibre entre hémoglobine et oxyhémoglobine en fonction de la tension d'oxygène s'exprime par une loi hyperbolique (Bar- CROFT, 1925). Sans vouloir chercher là un « modèle physico-chimique » il est permis d’en conclure au moins à une analogie générale entre les deux mécanismes, l’un et l’autre représentant un phénomène de saturation.
CHoIX D’UNE FORMULE D’INTERPOLATION.
Les résultats exposés au chapitre III nous ont permis de mettre en évidence entre la croissance totale et la concentration de l’aliment une relation particulièrement simple, que l’expérience vérifie avec une remarquable précision. L’imprécision des résultats ne nous permet pas d’en faire autant en ce qui concerne le taux de croissance. Il pourra être utile cependant de disposer d’une formule exprimant cette relation d’une manière suffisamment vraisemblable. En fait, toute courbe d’allure sigmoïde pourrait être ajustée aux données expérimentales. Le choix ne sera donc guidé que par des considérations de commodité et de vraisemblance. Une formule logarithmique ne saurait convenir puisque le taux de croissance tend visiblement vers une limite finie. Il paraît logique, en revanche, d’adopter une forme hyperbolique, analogue à celle qui exprime la saturation de l’hémoglobine en fonction de la tension d'oxygène. Cette formule, d’autre part, est d’un emploi commode et permet l'intégration de l’équation générale de croissance (V. chap. VITT, p. 124). Les courbes d’interpolation tracées sur les figures 16, 17 et
18, expriment la relation :
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Pr 1 ER oire (1) u étant le taux de croissance, C la concentration de l’aliment limitant, u, et C, deux constantes. La signification physiologique de ces deux constantes est claire. On voit que le rapport :
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tend vers 1 quand C'est grand par rapport à C1. u, représente donc le taux de croissance maximum. Ce même rapport est égal à 1/2 quand C; = C. C; est donc la concentration d’aliment pour laquelle le taux de croissance est égal à la moitié du maximum. La courbure de la
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courbe représentative est d’autant plus accentuée que C; est plus petit. Les valeurs adoptées pour l’interpolation des résultats ont été :
19 B. coli sur glucose (fig. 16)u, = 1,35 Ci =4 20 B. coli sur mannite(fig.17) uo = 1,2 (02 30 B. coli sur lactose (fig. 18) mo = 1,2 Ci 2)
Les valeurs de la constante u, sont définies avec précision. Pour C; l'expérience ne fournit qu’un ordre de grandeur.
LE TAUX DE CROISSANCE EN FONCTION DE LA NATURE DES ALIMENTS
Les expériences qui viennent d’être passés en revue fournissent. déjà des résultats importants en ce qui concerne la relation entre le taux de croissance et la nature des aliments. Elles suffisent à démontrer que le taux de croissance ne tend pas vers une limite fixe, mais que celle-ci, au contraire, varie suivant la nature de l'aliment limitant : pour B. subtilis sur milieu complexe, la limite est de 1,70 division à l'heure. Sur milieu synthétique + saccharose elle est de 1,25 environ. Elle varie même suivant la nature du sucre employé comme source hydrocarbonée : chez B. coli, la limite est de 1,20 pour la mannite et le lactose, de 1,35 pour le glucose. Ces différences sont tout à fait significatives, étant donné la précision avec laquelle la limite est déterminée. L'expérience montre en outre, que la valeur de la constante C’,, exprimant la rapidité avec laquelle la limite est atteinte, varie également suivant la nature de la source hydrocarbonée. Il est regrettable qu’elle ne puisse être fixée avec plus de précision ; 1l est clair cependant qu’elle est beaucoup plus élevée pour le lactose que pour les deux autres sucres.
On trouvera dans cette section des données destinées à compléter dans une certaine mesure ces premières indications. Elles concernent :
19 La valeur du taux de croissance limite pour B. subtilis et. B. coli, en milieu synthétique, suivant la nature du glucide employé comme source carbonée. Ces données pourront nous indiquer si il
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existe un rapport général entre la structure de l’hydrate de carbone et le taux de croissance.
2° La valeur du taux de croissance dans des milieux contenant des mélanges de certains glucides : il est permis en effet de supposer que, si d’une part le taux de croissance dépend étroitement de l’activité de l’attaque des substrats, si d’autre part cette attaque est déterminée par des enzymes agissant indépendamment les uns des autres, et dont les effets sont par conséquent additifs, le taux de croissance dans des mélanges de glucides (dans certains mélanges tout au moins) pourra être plus élevé qu’en présence de chaque glucide séparément. Les expériences en question sont destinées à vérifier cette hypothèse.
Résultats expérimentaux.
TAUX DE CROISSANCE EN PRÉSENCE DE DIFFÉRENTES SOURCES CARBONÉES
Il s’agit de déterminer le taux de croissance limite. Nous avons vu que dans la plupart des cas cette limite est pratiquement atteinte dès que la concentration de la source carbonée n’est pas très faible. Les expériences ont été faites avec des concentrations de sucre variant de 100 à 200 mg. par litre. L’inspection des courbes de croissance permet d’ailleurs de s'assurer qu’on est bien dans la région des concentrations correspondant au taux de croissance maximum : il suffit de vérifier que la phase exponentielle occupe la plus grande partie de la courbe de croissance. Les taux de croissance réunis dans les tableaux ci-dessous ont été calculés d’après la pente de la phase exponentielle, en coordonnées semi-logarithmiques.
Il convient de se demander quelle est la précision de ces déterminations, et quelles différences peuvent être considérées comme significatives. L’examen des résultats réunis dans la section précédente montre que, dans une série de mesures, l’écart ne dépasse qu’exceptionnellement 5 %. On peut admettre avec certitude que des différences atteignant 10 % sont significatives (1).
(1) On doit signaler, d'autre part, une cause d’erreur possible. Il se peut que certains des glucides employés aient contenu des traces de facteurs de
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TABLEAU XX
Taux de croissance et temps de division des cultures de B. subtilis en milieu S suivant la nature de la source carbonée.
Taux de croissance
Temps de division
Source carbonée te Pt (en minutes)
Polyalcools :
GiTéérine..s muette 1,31 46"
NTANNITO ee ccrc er cc 4,10 55
SOLDIER ME Ie 4525 48!
ITOSILO RE 1,09 501 Hexoses
GIUCOS ER ER Eee 1,21 50’
TABLEAU XXI
Taux de croissance et temps de division des cultures de B. coli en milieu S suivant la nature de la source carbonée.
Taux de croissance tnt g: ion Temps de divisions ource ca e :
Sour rboné (nombre de divisions (en minutes)
à l’heure) Polyalcools :
MSN DORE ee 4,20 50/ SORA rec uen 4,10 554 IDE CS ET 0,62 97!
Hexoses CAUCOSORES PET 45934 45!
REUCIOSC MR Uhr 1,04 58" MÉDRO OSO Re een ce 4,04 58’ RTE ME ee 1,18 54 Pentoses INT NT RE Re 1,09 554 HV IQSO EE nn cree 1,06 56’ Méthylpentose :
RRAMNOSO ser. 0,25 240’ Disaccharides :
INTAÏ OS ON Re ne ii enrere 0,91 66 IMAGLOSOA EE 2e ee cree 1,10 60!
TABLEAU XXII
Taux de croissance maximum des cultures de B. subtilis en présence d’un mélange de deux hydrates de carbone.
sti & Taux Taux Taux HOrEAUR EN ARREE sur le premier| sur le second |sur le mélange
Glucose-Saccharose............. 4221 4895 1,28 Saccharose-Fructose............ 1225 1922 4225 Sorbite-Dextrine .............. 1525 0,87 4225 SOTDITE MATOS CR RE AS 4,00 4,14
TABzEAU XXIII.
Taux de croissance maximum des cultures de B. coli en présence d’un mélange de deux hydrates de carbone.
.- 2 Taux Taux Taux Constituants du mélange sur le premier| sur le second |sur le mélange
Giucose-Mannite............... 4,35 1692 1REN GIUCOSÉ MANILOS EN PAP ACER 4,35 4,04 4520 Glucose-Fructose............... 1535 4,04 412% SOTDILE-MAlLOSO RP PRE PER PEER 495 0,91 4,02
Pour ces expériences on a dû tenir compte du fait que beaucoup de combinaisons de sucres ne sont pas réalisables : on verra dans la deuxième partie de ce travail que, pour certains couples de sucres, tout se passe comme st les deux constituants n'étaient pas simultanément assimilables. II n’y a pas alors de taux correspondant à la croissance sur le mélange. On observe deux phases exponentielles au cours de la croissance, avec les taux caractéristiques de chaque constituant individuel. Nous n’avons pas à considérer ces cas pour l'instant, il suffit de marquer que pour les combinaisons étudiées iei, l'assimilation des deux constituants est bien simultanée. La démonstration en sera donnée dans la deuxième partie (chap. IT, p. 181).
Discussion des résultats.
Les résultats que l’on vient d'exposer montrent que si le taux de croissance tend vers une limite quand la concentration des aliments
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augmente, cette limite n’est pas fixe, mais différente suivant la nature des substrats. En présence de différents hydrates de carbone, on constate que le taux de croissance maximum varie dans des proportions beaucoup plus importantes que le rendement de la croissance aux dépens des mêmes corps. Nous avons vu, en effet, que le rendement était remarquablement stable, alors que pour le taux de croissance on trouve des différences qui vont du simple au quintuple. (Le taux de croissance du Coli-bacille sur rhamnose est de 0,25, sur glucose il est de 1,35). Il pourra être utile pour cette discussion de considérer le classement obtenu en rangeant les sucres essayés par ordre de taux décroissant. On obtient pour B. subtulis :
glycérine > saccharose, glucose, fructose, sorbite > mannite, inosite > maltose > arabinose > dextrine > raffinose.
et pour B. coli :
glucose > mannite > sorbite > fructose, mannose, arabinose, xylose > lactose > maltose > dulcite > rhamnose.
Il n’apparaît dans ces deux listes aucun rapport étroit entre la structure chimique et la place dans le classement. On doit noter cependant le taux de croissance exceptionnellement bas qui caractérise le rhamnose. Nous avons vu qu’il était également caractérisé par un rendement très bas, et nous avons rappelé à ce sujet les résultats de KENDALL et al. (V. p. 54). Mais il faudrait se garder de voir là la démonstration d’un rapport quelconque entre le rendement et le taux de croissance de chaque sucre. Les cas de la dulcite et du glucose, déjà notés (p. 56), indiquent une corrélation en sens inverse, qui paraît plus générale.
En revanche, la comparaison de ces résultats avec ceux des auteurs qui ont étudié l’activité des enzymes est extrêmement suggestive. QuasreL et WerHAM (1925), étudiant la vitesse de réduction du bleu de méthylène par divers sucres en présence de B. coli «non proliférant », montrent que le glucose est de beaucoup le donateur le plus puissant, mannite et sorbite viennent immédiatement après. La dulcite est presque inactive : pour le rhamnose, ils n’observent pas de réduction en quatre heures. Le classement obtenu est dans l’ensemble identique à celui que l’on vient d'établir. Nous avons vu, d'autre part, que ces mêmes auteurs ont mis en évidence, entre la concentration du substrat et la vitesse de réduction, une relation
LOUE
tout à fait analogue à celle qui lie la concentration d’aliment au taux de croissance.
Si l’on consent à se représenter schématiquement la croissance comme une chaîne de réactions de synthèses, il est évidemment tentant de chercher à déterminer quelles sont les ou la réaction qui imposent leur vitesse à l’ensemble des échanges le long de la chaîne. On sait que, d’après une conception très largement répandue, cette recherche est légitime : il existerait dans toute chaîne de réactions une réaction maîtresse (« master reaction » des auteurs américains) plus lente que les autres, imposant grâce à cela sa propre vitesse à l’ensemble du processus. Les résultats que l’on vient d’exposer mettent en évidence une corrélation étroite entre le taux de croissance et l’activité des enzymes qui catalysent l’attaque des substrats. Sommes-nous autorisés à en conclure que le taux de croissance est en effet limité par une « master reaction » et que celle-ci n’est autre que la première de la chaîne ? Il convient d’être extrèmement prudent à cet égard. Il est difficile d'admettre au point de vue théorique que, dans un processus comme celui de la croissance, une réaction puisse jouer un rôle absolument prépondérant. On peut montrer (Burton 1936) que la vitesse d’un processus complexe dépend à la fois de la vitesse de toutes les réactions de la chaîne, et de leurs constantes d’équilibre lorsque ce sont des réactions ré versibles. Nous aurons à revenir là-dessus à propos des coefficients de température. Il faut noter d’autre part que le taux de croissance est toujours plus élevé dans le cas des milieux albumineux. Pourtant l’activité des enzymes catalysant l’attaque des substrats n’est pas plus grande dans ce cas. L’explication de ce taux de croissance élevé est alors toute différente : 1l doit tenir à ce qu’un certain nombre au moins de corps (acides aminés en particulier) présents dans le milieu sont directement assimilables et n’ont pas à être synthétisés. La chaîne des synthèses est alors plus courte.
On ne saurait donc conclure que l’attaque des substrats constitue une « master reaction » déterminant entièrement le taux de croissance. Mais 1l est certain qu’elle y contribue pour une part extrêmement importante.
TAUX DE CROISSANCE DANS LES MÉLANGES DE SUCRES
Les données expriment très clairement que le taux de croissance n’est jamais, dans un mélange de sucres, supérieur à la valeur trouvée pour chaque constituant du mélange séparément. (Le chiffre de 1,28 trouvé pour la croissance B. subtilis sur glucose + saccharose, comparé à 1,21 pour le glucose seul, et 1,25 pour le saccharose seul, ne saurait en effet être considéré comme significatif puisque la diftérence est à peine de 2%). Il semble que le taux de croissance sur le mélange soit intermédiaire entre les valeurs correspondant aux constituants, avec une tendance assez nette à se rapprocher de la valeur la plus élevée. Quoi qu’il en soit les taux de croissance maximum ne sont jamais, même partiellement, additifs.
Par conséquent, si le taux de croissance dépend en premier lieu de l’activité des mécanismes enzymatiques, ceux-ci ne paraissent pas pouvoir collaborer indépendamment les uns des autres aux synthèses. On ne doit pas en conclure à la non spécificité des enzymes bactériens. Celle-e1 a été démontrée dans bien des cas (V. VIRTANEN,1934).
Mais ces résultats paraissent indiquer l’existence d’un mécanisme de saturation commun à tous les enzymes attaquant une même série de corps. Encore une fois, d’ailleurs, ils se superposent entièrement aux résultats obtenus par la mesure directe de l’activité des enzymes. QuasrEez et WooLDRIDGE (1928), étudiant la réduction du bleu de méthylène par des mélanges de sucres en présence de B. coli, ont montré que les temps de réduction sont sensiblement les mêmes avec les substrats isolés qu'avec les mélanges. Il n’y a pas lieu de rappeler les importantes conclusions tirées par QuasreLz de cette étude. Notons cependant que la mesure du taux de croissance permet d’en donner une confirmation, appuyée, la chose n’est peut-être pas négligeable, sur des expériences faites avec des cultures normales, en voie de prolifération active.
On peut conclure de tout ceci que, si le taux de croissance n’est pas exclusivement limité par l’activité des mécanismes enzymatiques, et ne peut par conséquent en constituer une mesure, ces mécanismes jouent cependant un rôle prépondérant dans sa déter-
mination.
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Résumé du chapitre IV.
19 L'étude du taux de croissance en fonction de la concentration de l’aliment limitant montre que cette relation, loin d’être linéaire eomme l’ont supposé les théoriciens, doit être représentée par une courbe d’allure hyperbolique : le taux de croissance tend très rapidement vers une limite, et ne diminue que pour des valeurs très faibles de la concentration en aliments.
20 Cette limite est différente suivant la nature de l’aliment et varie même de façon importante suivant la nature du sucre constituant la source carbonée.
30 En présence d’un mélange de sucres, le taux de croissance limite n’est jamais supérieur au taux correspondant à chaque constituant du mélange.
40 Ces résultats se superposent entièrement à ceux que fournit la mesure de l’activité enzymatique. On doit en conclure que le taux de croissance est dans une large mesure, mais non uniquement, limité par ces mécanismes.
CHAPITRE V
Le rendement en fonction du taux de croissance.
Ration d'entretien et ration de croissance.
On peut, dans l’énergie absorbée par un organisme en voie de croissance, distinguer deux parties. L’une représente le travail de synthèse, nécessaire à l’élaboration des matériaux de construction de la cellule. Elle est liée à la croissance et s’annule lorsque le taux de croissance est nul. L’autre représente la dépense nécessaire au maintien de la structure de l’organisme, au travail d'organisation. Elle est indépendante de la croissance et doit exister du seul fait que l'organisme vit. Dans les cultures de microorganismes que nous étudions, la source carbonée constitue à la fois la seule source d’énergie et la source principale de matériaux de construction. On peut schématiser sous la forme suivante son utilisation :
19 Fraction utilisée comme matériaux LOCONSÉTUL HO EE Re CC Quantité totale 20 Fraction libérant l’énergie nécessaire d’aliment ternaire à l’élaboration de ces matériaux (synutilisé RES ONIPROPERE Denain ne Ninon Te , 3° Fraction libérant l’énergie nécessaire Ration d’en- | AMMENTTeUION Serenata er et tretien |
Ration de croissance
Si l’on considère la croissance d’une culture dans un certain intervalle, la quantité d’aliment ternaire utilisée dans cet intervalle se répartit en deux fractions : l’une, la ration de croissance, n’est fonction que de l’accroissement de la culture pendant cet intervalle. L'autre, la ration d’entretien, est fonction à la fois de la densité de la culture et du temps. Il est évident que si le même accroissement est réalisé en un temps plus long, la fraction d’aliment utilisée pour l'entretien sera plus forte, alors que la fraction utilisée pour la crois-
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sance restera la même. On se souvient que le rendement de la croissance a été défini comme :
Substance vivante formée Rendement —
Aliment ternaire utilisé Le rendement défini de la sorte fait intervenir à la fois la ration d'entretien et la ration de croissance. Par conséquent, à moins que la ration d'entretien ne soit nulle, ce rendement doit être fonction du temps. On peut l’écrire en effet :
Substance vivante formée
ee Ration d’entretien + Ration de croissance
et il est évident que lorsque le taux de croissance diminue, il doit également diminuer. La quantité totale d’aliment ternaire utilisée par unité de substance vivante formée augmente lorsque le taux de croissance diminue.
Cependant les résultats exposés dans les deux chapitres précédents montrent que si le taux de croissance baisse pour de faibles concentrations d’aliment, le rendement n’en demeure pas moins invariable. Par conséquent à l’approximation près de ces expériences, tout se passe comme st la totalité de l’aliment était utilisée pour la croissance, la ration d’entretien étant nulle. On ne doit pas oublier cependant que le taux de croissance ne baisse très sensiblement que pour des concentrations très faibles d’aliment. La croissance totale des cultures poussant sur de telles concentrations est elle-même très petite et l’erreur commise dans son évaluation est grande. Lorsque la concentration initiale est assez forte pour que la croissance totale soit mesurable avec précision, les variations du taux de croissance deviennent négligeables, la limite étant pratiquement atteinte. C’est. pourquoi les expériences en question ne permettent pas d'évaluer l’ordre de grandeur réel de la ration d'entretien. Elles nous permettent simplement d'affirmer que ses variations sont négligeables. Il y aurait cependant grand intérêt à établir le bilan détaillé de Putilisation de l'aliment ternaire dans les cultures de microorganismes et pour cela à évaluer l’importance relative de la ration d’entretien et de la ration de croissance. On pourrait espérer y parvenir en modifiant expérimentalement le taux de croissance et en notant les variations concomitantes du rendement. Encore faut-il être certain que le moyen employé pour provoquer le ralentissement ou l’accélération du taux de croissance ne puisse par lui-même:
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influencer le rendement des réactions de synthèses. Il est évidemment bien difficile, sinon impossible, d’être certain que ces conditions sont remplies.
Cette évaluation a cependant été tentée par TERROINE et WURMSER (1922). Ces auteurs ont déduit de leurs expériences sur V Aspergillus que la formation d’un gramme de mycelium exige 2 gr. 2 de glucose et que l’entretien de 1 gr. de mycelium absorbe 0 gr. 011 de glucose par heure. Pour intéressant que soit cet essai, il est difficile de savoir dans quelle mesure Îes chiffres donnés s ‘’approchent de la réalité. Les variations du taux de croissance ont en effet été obtenues par des variations de pH. Or le taux de croissance des cultures d’Aspergullus ne baisse de façon sensible que dans une zone de pH toute proche de celle au delà de laquelle la croissance est impossible. Les expériences de TERROINE et WuRMsER ont consisté à comparer le rendement de cultures à pH normaux, et taux de croissance normal, à celui de cultures ralenties, à pH 1,2, alors qu'à pH 1 environ, toute croissance est impossible. Il est vraisemblable, pour ne pas dire probable, que dans de telles conditions, l’abaissement du pH n’agit pas seulement sur le taux de croissance. Le rendement des synthèses peut en être directement modifié, ce qui enlèverait toute sigmfication aux valeurs calculées par TERROINE et WurMseR. C’est pourquoi il a paru intéressant d’essayer de reprendre cette détermination avec des cultures bactériennes, qui permettent, comme nous l’avons vu, une mesure extrêmement précise du rendement.
Le crédit qui peut être accordé à une telle évaluation dépend avant tout de la méthode employée pour provoquer les variations du taux de croissance. On ne saurait évidemment se fier à des variations de température. Tout porte à croire que si les variations &@e température peuvent influencer le rendement global par l’imtermédiaire des variations du taux de croissance, elles peuvent aussi avoir une influence directe sur le rendement des synthèses. Nous verrons que cette hypothèse se vérifie en effet par l’expérience. L’emploi d'agents plus ou moins toxiques est également interdit. Enfin les expériences précédentes ont montré que les variations de concentration des aliments sont insuffisantes, tout au moins entre les. limites permettant une mesure précise du rendement.
Nous avons vu (Chap. IT) que le simple fait de ne pas agiter les. fioles contenant les cultures, limitant la diffusion de l’oxygène dans le milieu, aboutit à un ralentissement du taux de croissance qui peut.
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être considérable. C’est en définitive le moyen qui a été adopté. II n’est certes pas exempt de toute critique. Il est fort possible qu’en présence de faibles tensions d'oxygène le rendement subisse une baisse apparente, conséquence de l’anaérobiose partielle et non de la modification du rapport de la ration d’entretien à la ration de croissance.
On peut donc craindre que le moyen empioyé ne fournisse des valeurs trop élevées de la ration d'entretien. Nous verrons de quel poids sont ces objections après l’exposé des résultats expérimentaux.
Résultats expérimentaux.
Les expériences consistent dans la comparaison de la croissance d’une culture normalement aérée par agitation au sein du thermostat et d’une culture identique mais immobile. La diffusion de l’oxy-
© = Culture agitée O =Culture immobile
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F1G. 19. — Croissance de deux cultures de B. coli en milieu synthétique + lactate d’ammonium L’une des cultures est agitée, l’autre est immobile et croît plus lentement. Toutes deux parviennent cependant au même maximum.
gène dans la seconde culture est alors suffisamment lente pour que le taux de croissance diminue dans des proportions importantes. Cette culture est agitée cependant avant chaque prélèvement, afin d'assurer son homogénéité. Cette nécessité limite dans une certaine mesure le ralentissement que l’on peut obtenir par ce procédé. J'ai : réalisé des expériences de ce type avec divers milieux, naturels et synthétiques. Les sucres doivent être écartés comme source carbo-
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née : en effet dans les cultures non agitées le maximum baisse dans de telles proportions que cet effet ne saurait être attribué uniquement à la diminution du taux de croissance. Il s’agit évidemment d’une utilisation incomplète de l’aliment carboné due à une anaérobiose partielle. En milieu naturel (bouillon de cervelle de veau) et en milieu synthétique + lactate, on n’observe rien de semblable, comme le montre le tableau suivant, exprimant la croissance de quatre cultures de B. coli.
ET
Bouillon de cervelle de veau
Culture agitée Culture non agitée Culture agitée Culture non agitée
Heure | Densité Heure Densité Heure Densité Heure Densité
0 9 0,0 9,0 0,0 1,0 0,0 1,0 0,85 11,5 0,90 11,3 1,45 1,5 1,50 1,5 1,65 16,6 1,70 15,6 2,50 3,2 2,55 3,2 2,55 26,0 2,60 24,9 3,50 11,5 3,55 11,5 310 33,7 3,15 27,0 4,25 17,3 1:35 10938 3,60 44,0 3,65 30,5 5,15 55,0 5,35 34,0 4,15 54,3 4,20 36,3 6,35 70,0 6,55 45,5 4,50 57,0 4,55 38,7 7,35 79,5 7,55 57,5 4,85 57,5 4,90 41,0 8,75 83,5 8,85 59,0 5,10 57,5 5,50 Lh,7 9,80 84,5 10,0 90,0 6,05 49,5 | 10,30 84,5 411,25 | 79,7 6,55 592,0 12,50 | 82,0 7,05 54,2 13,45 | 83,0 7,50 57,0 14,00 | 84,0 7,90 57,5 14,65 | 84,3 8,25 58,3 8,65 58,0
On voit que, en milieu synthétique, le maximum est atteint plus de trois heures plus tard dans la culture immobile que dans la culture agitée. En milieu naturel le retard est de quatre heures. Les croissances totales sont pratiquement les mêmes, les différences étant inférieures aux erreurs d'expérience. Les figures 19 et 20 qui objectivent ces résultats montrent aussi que la croissance des cultures immobiles est assez irrégulière. Nous avons déjà noté que ces irrégularités devaient être attribuées aux apports variables d’oxy-
gène lors de l’agitation qui précède chaque prélèvement. Elles sont. du reste sans importance pour ce qui nous préoccupe.
Ces expériences ont été répétés à plusieurs reprises, mais il paraît inutile d’en donner d’autres exemples, les résultats ayant constam-
o = Culture immobile 0e = Culture agitée
Heures 5 10 19
F1G. 20. — Croissance de deux cultures de B. col en bouillon de cervelle de veau. On voit que la culture à croissance ralentie parvient au même maximum que la
culture à croissance normale.
ment été négatifs, en ce sens que la croissance totale des cultures « ralenties » et des cultures normales a toujours été la même, aux erreurs près.
Discussion.
Les expériences qui viennent d’être rapportées ne permettent donc pas de mettre en évidence une dépense d’aliment ternaire qui soit indépendante de la croissance. Reste à savoir quelle est la portée exacte de ce résultat négatif, et s’il est possible d’en tirer des conclusions, ou au moins des indications, sur l’ordre de grandeur de la ration d’entretien.
Avant de passer à la critique du principe même de cette expérience, il pourra être intéressant de la supposer correcte et de caleuler quelle serait, dans ce cas, la valeur maximum de la ration d’entretien qui serait compatible avec les résultats expérimentaux. En admettant que l'erreur absolue dans la détermination de la densité soit de 0,5 unités, erreur qui n’est certainement dépassée, on voit qu’en milieu synthétique (fig. 19) la croissance totale de la culture agitée pourrait être au maximum 47,0 et celle de la culture non agi-
tée, au minimum 46,8. Proposons-nous, à l’aide de ces deux chiffres de calculer la valeur des coefficients d’entretien et de croissance. La quantité d’aliment utilisée pour la croissance est directement proportionnelle à l’accroissement on a donc :
Ca = Ka (x —%o) (1)
CA étant la ration de croissance K, le coefficient de croissance. La ration d'entretien est proportionnelle à la fois à la quantité de matière vivante et au temps. Si l'équation de croissance est :
la quantité d’aliment dépensée pour l’entretien est évidemment :
Fe à 1 (+) dé (2)
K% étant le coefficient d'entretien, et C; la ration d'entretien. Lorsque la croissance est arrivée à son terme, la quantité initiale d’aliment est complètement épuisée. On a alors, C, étant cette quantité :
Co = Ca + Cr En remplaçant C4 et C; par leurs valeurs tirées de (1) et (2) on a:
Co Ka(a—2) + En [1 (0 di
Il n’est pas indispensable pour effectuer le calcul de connaître la forme de la relation x — f(t). Il suffira d'évaluer graphiquement l'aire définie par la courbe de croissance entre le temps O et le temps correspondant au maximum (fig. 19). Il y a évidemment une certaine incertitude dans la détermination de ce dernier temps. Mais il ne s’agit ici que d'évaluer un ordre de grandeur maximum. Les aires définies par les deux courbes correspondent à environ 15 unités densités-temps pour la culture agitée, et à 26 unités pour la culture non agitée. En se basant sur ces chiffres, on trouve que le rapport des deux coefficients est d'environ :
KA
En d’autres termes, la quantité d’aliment ternaire nécessaire à l'entretien, pendant une heure, d’une unité de substance vivante est
or
au moins 550 fois plus petite que la quantité nécessaire à la synthèse de cette substance vivante. Insistons sur le fait qu’il ne s’agit pas là d’une valeur probable, mais de la valeur maximum compatible avec les données de l'expérience. Nous savons que la formation d’un gramme de substance sèche exige environ 3 gr. d’aliment ternaire. L'entretien pendant une heure de cette même quantité emploierait au maximum 5 milligrammes environ d’aliment ternaire.
Telle serait du moins la conclusion qu’il serait permis de tirer de cette expérience, si celle-ci pouvait être considérée comme absolument correcte au point de vue méthodique. Or, au principe même des expériences en question, on peut faire deux objections importantes.
19 Tout d’abord il n’est pas permis d’affirmer que le moyen employé pour provoquer le ralentissement du taux de croissance ne puisse pas provoquer directement une variation du rendement. Nous avons déjà noté que l’on pouvait, a priori, craindre que l’anaérobiose partielle ne s'accompagne de combustions incomplètes, et par conséquent d’une baisse du rendement. Cette objection possible n’a pas à intervenir en fait puisque la baisse en question ne se produit pas (1). Mais il n’est pas interdit de faire une hypothèse inverse, de supposer qu’en présence de faibles tensions d'oxygène l’équilibre ou la nature des réactions de synthèse, ou des réactions énergétiques, soit modifié dans un sens tel que le rendement de la croissance soit augmenté.Il pourrait se faire que cette augmentation compensât à peu près exactement la baisse de rendement corrélative de la diminution du taux de croissance, ce qui fexpliquerait les résultats obtenus.
29 On peut imaginer également qu’au cours de la croissance il apparaît parmi les déchets du métabolisme carboné un corps non susceptible d’être utilisé pour les synthèses, capable cependant de fonctionner comme source énergétique. Si un tel corps apparaissait. en quantité suffisante, il pourrait en effet fonctionner comme une sorte de source occulte d’énergie.
Quoique ces deux objections soient hypothétiques, et fassent intervenir des éventualités peu probables peut-être, elles doivent
(1) Tout au moins quand la source carbonée est représentée par un lactate, inutilisable en anaérobiose.
er
être prises en considération. Elles ne pourraient être éprouvées, et éventuellement écartées, que par des mesures d’ordre énergétique, c’est-à-dire calorimétriques. Il est malheureusement difficile. d'espérer que de telles mesures puissent atteindre une précision suffisante, étant donné les faibles quantités de matière vivante récoltées dans de telles expériences. En tous cas la mesure du rendement énergétique dans les cultures bactériennes exigerait une mise au point technique considérable que je n’ai pu entreprendre encore.
En l’absence de ces données qui seules seraient susceptibles d’apporter une réponse définitive à la question que nous nous sommes posées dans ce chapitre, quelles conclusions ou quelles indications peut-on tirer des expériences qui viennent d’être décrites ?
Rappelons tout d’abord que nous nous trouvons en présence de trois résultats expérimentaux différents, mais dont les conclusions. sont, ou du moins paraissent, convergentes.
a) Lorsque la concentration de l’aliment carboné est faible, le: taux de croissance baisse sans que pour cela le rendement diminue d’une façon sensible (Comparaison des résultats exposés dans les. chapitres III et IV).
b) En présence de faibles tensions d'oxygène, le taux de croissance diminue de façon très appréciable, mais le rendement matériel, tout au moins le rendement apparent, n’est pas modifié (expériences décrites dans ce chapitre).
c) Il semble qu’il n’existe pas de concentration d’aliment ternaire, si faible qu’elle soit, qui ne permette la croissance ; autrement dit la concentration d'entretien est nulle (expériences décrites au chapitre IIT).
L'interprétation la plus simple et la plus directe de ces faits est évidemment que dans une culture bactérienne en voie de croissance il est impossible de mettre en évidence une dépense ou un besoin en aliment carboné qui soit réellement indépendant de la croissance.
Il est difficile d’aller plus loin ; et on doit en particulier se garder de toute conclusion d’ordre énergétique, seul le bilan matériel ayant été pris en considération. [l n’est pas interdit cependant de faire des hypothèses et il est permis de se demander si ces résultats ne signifient pas qu’en fait, dans une culture bactérienne en voie de croissance active, il n’existe pas de distinction réelle entre énergie d’entretien et énergie de synthèses, et que cette distinction, si importante:
pour la physiologie des êtres d’organisation plus élevée, n’a plus guère de raison d’être lorsqu'il s’agit des organismes les plus inférIeurs.
S1 les résultats qui viennent d’être exposés ne permettent pas de répondre à cette question, on ne peut douter en tous cas qu’ils la posent.
Quoi qu’il en soit, et pour nous en tenir strictement aux faits, nous pouvons conclure que tout se passe comme si le rendement matériel de la croissance des cultures bactériennes était indépendant du taux de croissance, tout au moins lorsque les variations du taux sont dues à des variations de concentration de l’aliment carboné ou de l’oxygène.
Résumé du chapitre V.
On peut montrer a priori, que, dans le cas où la part des dépenses d'entretien serait sensible au cours de la croissance des cultures bactériennes, le rendement brut de la croissance aux dépens de l’aliment carboné devrait baisser lorsque le taux de croissance diminue.
Cet effet, cependant, ne peut être mis expérimentalement en évidence, tout au moins lorsque les variations du taux de croissance sont provoquées par des variations de concentration de l’aliment limitant, ou de tension de l’oxygène.
La signification de ces résultats négatifs est discutée.
CHAPITRE VI
Le rendement au cours de la croissance.
Les expériences rapportées dans les chapitres précédents montrent que d’une manière générale le rendement matériel de la croissance est indépendant de son taux.
On doit cependant se demander si le rendement est réellement constant au cours de la croissance, ou si au contraire il est sujet à des variations qui exprimeraient le « vieillissement » des cultures et les modifications de leurs constantes physiologiques. On sait que la croissance des cultures bactériennes a souvent été comparée à celle des individus d'espèces supérieures, et qu’on a voulu y trouver les mêmes signes de jeunesse, les mêmes symptômes de vieillissement. Cette analogie assez douteuse contient peut-être une part de vérité. Elle ne paraît pas d’ailleurs manquer de supports expérimentaux. Parmi d’autres travaux, il faut citer en premier lieu ceux d’un groupe de bactériologistes américains qui se sont efforcés de démontrer que la notion d’âge physiologique, appliquée aux cultures bactériennes, répond en effet à des modifications profondes des propriétés des organismes au cours de la croissance des cultures. Celle-ci comporterait une véritable « phase d’adolescence », correspondant à la fin de la phase de latence et au début de la phase exponentielle. Cette phase d’adolescence serait caractérisée par une intensification considérable de tous les processus métaboliques : consommation d'oxygène, production de C0?, fermentation (MarTiN 1932, BAYNE Jones et Rues 1929, WazxEr et WinsLow 19532, WALKER, WixsLow, Hunrineron et Mooney 1934, HunriNGron et Wins- LOW 1937).
Si ces résultats signifient réellement que les propriétés physiologiques des organismes se modifient au cours des diverses phases de la croissance, il n’est pas douteux que ces modifications doivent
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s'accompagner de variations du rendement, que l’on peut considérer comme le paramètre fondamental de la croissance. La mesure du rendement au cours de la croissance permettra donc de contrôler ces interprétations. Ces mesures s'imposent d’autre part comme contrôle des expériences rapportées au chapitre III. On sait que le rendement y a été évalué en mesurant la « croissance totale » des cultures. Si le rendement réel variait au cours de la croissance, cette évaluation ne correspondrait plus qu’à un rendement moyen, résumant les valeurs successive: prises pendant les diverses phases de la croissance. Il importe d’être fixé sur ce point.
Les expériences exposées dans ce chapitre ont donc pour but de vérifier si le rendement de la croissance aux dépens de l’aliment limitant, en l’espèce l’aliment ternaire, varie ou non au cours de la croissance d’une même culture. Il s’agit par conséquent de suivre à
la fois l'accroissement de la culture et la disparition de l’aliment carboné.
Résultats expérimentaux.
Technique des dosages. — Les expériences ont été conduites dans les conditions habituelles. Les prélèvements, de 25 cc. environ étaient divisés en deux fractions. L’une était utilisée pour les mesures de densité optique. Sur l’autre, de 20 cc., on pratiquait le dosage de l’aliment ternaire. Toutes les cultures sont faites en milieu synthétique S, additionné d’un sucre réducteur. On doit rechercher le maximum de précision dans l’évaluation de la densité comme dans le dosage du sucre, puisqu'il s’agit de comparer les résultats de ces deux mesures et que les erreurs pourraient, en s’ajoutant, devenir considérables.
Après plusieurs essais on a adopté une technique basée sur la méthode au iodo-mercurate de Braupouix et LEWIN, qui a paru donner des résultats particulièrement fidèles et précis. Les opérations successives sont les suivantes :
19 À 20 ce. de culture on ajoute 1 ce. de réactif iodo-mercurique (1) ;
20 Centrifugation très énergique (9.000 tours pendant 5) ;
30 Ajouter 2 ce. de soude NV à 20 cc. du liquide centrifugé ;
(1) Pour la composition des solutions utilisées voir Denicès, Cages et, L'ABAT 1930 M2 p.022
40 Bain-marie bouillant pendant 130" ;
50 Refroidir rapidement et ajouter 3 ce. de la solution titrée d’iodate, mesurés avec la plus grande précision.
60 Dosage de l’excès d’iode par le thiosulfate N/100.
Ce mode opératoire appelle quelques remarques : a) on observe que le dosage ne comporte pas de défécation. Celle-ci s’avère inutile, les nombreux défécants employés n’ayant jamais provoqué de précipitation. D'ailleurs l’inutilité de la défécation a été signalée par Jacquor (1937) pour le dosage des sucres dans les cultures d’Aspergullus. MAGGEE et Sir (1930), KLemme et Por 1936), après avoir comparé plusieurs méthodes de dosage de sucres dans les cultures bactériennes arrivent à la même conclusion. b) C’est à dessein que le réactif 1odo-mercurique est ajouté avant la centrifugation. On obtient ainsi un culot beaucoup plus dense et la décantation est alors facile.
Résultats. — Ils se rapportent à la croissance de B. coli en milieu synthétique, sur trois sucres dont un pentose (xylose), un hexose (glucose) et un dissaccharide (lactose). La concentration initiale était de 200 mg. par litre environ. Les valeurs relatives entrant seules en ligne de compte, les tableaux expriment les résultats en unités de densité optique et en cc. de thiosulfate. La quatrième colonne donne le nombre de cc. de thiosulfate utilisés ; la cinquième, la différence entre ce nombre et le nombre de cc. nécessaires lorsque le milieu ne contient pas de sucre. Ce dernier chiffre correspond done à la quantité de sucre restant dans le milieu à l'instant considéré.
TABLEAU XXV
Consommation de l’«liment ternaire au cours de 1a croissance d’une culture de B. coli sur milieu S + glucose.
Ce. thiosulfate
ité issement | Ce. thiosulfate Heure de FA ue Le Aeustié utilisés CR ROR ARE 0,0 1297 0,0 6,30 8,20 0,57 19,5 6,8 7,68 6,82 1,00 27,1 14,4 8,85 5,65 1,37 37,8 25,1 10,80 3,70 1,60 46,8 34,1 12,20 2,30 1,80 55,7 43,0 Li 2 2,20 60,5 47,8 14,30 0,20 2,50 61,5 48,8 3 ÊE 2,75 61,4 48,7 En
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Taszeau XXVI.
Consommation de l’aliment ternaire au cours de la croissance d’une culture de B. coli sur milieu S + xylose.
Ce. thiosulfate
Heure Densité Accroissement Cc. thiosulfate correspondant de la culture de densité utilisés au
sucre restant 0,10 L,8 0,00 — — 1,00 7,8 3,00 6,45 8,05 1,55 10,5 5,7 es #5 205 45,0 10,2 7,70 6,80 2,57 21,5 16,7 8,47 6,03 3,00 202 24,4 9,70 4,80 3,90 41,5 36,7 11,60 2,90 3,90 55,0 50,2 14,0 0,50 4,30 58,0 53,2 18,35 0,15 k,75 58,0 53,2 — —
TagzeaAu XXVII.
Consommation de l’aliment ternaire au cours de 1a croissance d’une culture de B. coli sur milieu S + lactose.
Ce. thiosulfate
Densité Accroissement | Cc. thiosulfate | correspondant de la culture de densité utilisés au
sucre restant
Heure
0,0 6,0 0,0 8,20 6,30 0,76 8,2 2.2 ei en 1.45 13,5 7,5 8,75 5,75 2.0 19,8 13,8 9,68 4,82 2,65 31,5 25,5 10,72 3,78 3,10 46,5 40,5 12,7 1,80 3,50 57,5 51,5 13,40 1,10 3,92 63,0 57,0 14,25 0,25 %,55 65,0 59,0 14,50 0,00 4,75 65,1 59,1 ce 2
les figures 21, 22 et 23 expriment chacune : a) la croissance de la culture ; b) la disparition du sucre en fonction du temps ; c) la disparition du sucre en fonction de l’accroissement de la culture.
Discussion des résultats.
L’inspection des graphiques, en particulier de ceux qui expriment la disparition de l’aliment ternaire en fonction de la croissance
de la culture, ne révèle aucune variation du rendement au cours de l’évolution de la croissance. Il n’y a, en particulier, aucune variation perceptible pendant la phase de début, c’est-à-dire pendant la phase de « jeunesse physiologique » que de nombreux auteurs croient avoir mise en évidence. En ce qui concerne le phase finale
CC Thiosulfate
LE (2,] Le) ol CC Thyosulfete
mn
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F1G. 21. — B. col en milieu synthétique + glucose. A gauche, croissance de la culture, à droite consommation du sucre en fonction du temps ; en haut consommation du sucre en fonction de l’accroissement de la culture, (concentration du sucre exprimée en cc. de thiosulfate).
de la croissance, on ne constate pas non plus de variation apparente, par conséquent pas de « vieillissement » sensible. On ne saurait cependant accorder beaucoup de « poids » aux dosages finaux, l’erreur relative étant alors considérable. Aussi la meilleure démonstration du fait que le rendement ne varie pas sensiblement entre le début et la fin de la croissance est-elle la suivante : on constate dans tous les cas que la pente de la droite représentant la disparition du sucre en fonction de l’accroissement de la culture est telle que
Fc L 4
celle-ci rencontre l’axe des abscisses en un point qui correspond précisément à la croissance totale de la culture. Il ne pourrait en être ainsi si le rendement était au début, ne fût-ce que légèrement, inférieur ou supérieur à ce qu’il est à la fin.
Il est clair, au contraire, que la consommation du sucre est cons-
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F1G. 22. — B. col en milieu synthétique + xylose. À gauche, croissance de la culture, à droite consommation du sucre en fonction du temps, en haut consommation du sucre en fonction de l’accroissement de la culture (concentration du sucre exprimée en cc. de thiosulfate).
tamment proportionnelle à l’accroissement de la culture, que le rendement de Ja croissance aux dépens de l’aliment ternaire est invariable.
Reste à savoir comment on peut concilier ces constatations avec celles des auteurs qui ont mis en évidence des variations considérables des propriétés physiologiques au cours de la croissance. Ainsi WaLzxer et WinsLow (1932) ont trouvé un accroissement très important de la production de CO? par les cultures de B. coli « at the close of the lag phase », MARTIN (1932) a obtenu des résultats analogues.
Un accroissement considérable de la production de chaleur pendant la même période (fin de la phase de latence, et début de la phase exponentielle) à été mis en évidence par les expériences de BAYNE Joxes et Ruees (1929). On pourrait citer encore beaucoup d’exemples analogues. Tout cela paraît indiquer que les cultures bactériennes, tout comme les êtres supérieurs, passent par des « crises » physiologiques qui marquent leur croissance, et modifient profon-
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Fig. 23. — B. co sur milieu synthétique + lactose. À gauche, croissance de la culture, à droite consommation du sucre en fonction du temps, en haut, consommation du sucre en fonction de l’accroissement de la culture (concentration du sucre exprimée en cc. de thiosulfate).
dément leurs propriétés. Il est au premier abord surprenant de constater que la mesure du rendement au cours de la croissance ne révèle rien de semblable, au contraire.
Cette contradiction n’est qu’apparente. Dans toutes les expériences que nous venons de citer, les mesures de densité ont été faites par numération des cellules. Or on sait (V. p. 20) que la taille des cellules bactériennes se modifie au cours de la croissance d’une même culture, et passe par un maximum précisément au début de la phase
exponentielle. Il n’est guère douteux que c’est à ce phénomène que sont dus les résultats que l’on vient de citer. En réalité, lorsque l’on tient compte de la taille des cellules, et que par conséquent on rapporte les chiffres expérimentaux, non au nombre de bactéries, mais à la quantité de substance vivante, l’apparent accroissement d'activité au début de la phase exponentielle disparaît entièrement. C’est ce qu'ont montré en particulier HERSCHEY et BRONFENBREN- NER (1938) et ce qui ressort également des résultats de HUNTINGTON et WinsLow (1937).
L'invariabilité du rendement démontre que les propriétés physiologiques essentielles demeurent remarquablement constantes au cours de la croissance et qu’il n’y a aucune commune mesure entre la croissance d’une culture bactérienne et celle des êtres pluricellulaires. La première est uniquement limitée par les circonstances extérieures, les conditions de milieu, l’autre est soumise à des conditions internes et à des limites indépendantes des circonstances extérieures. Rien ne justifie les expressions de « jeunesse » ou de « vieillesse » appliquées aux cultures bactériennes. Ces vagues analogies ne peuvent conduire qu’à des interprétations erronées des phénomènes. On pourrait en citer maints exemples tirés de la littérature relative à la croissance des bactéries.
D'autre part, les expériences exposées dans ce chapitre permettent d’affirmer que la croissance ne s’arrête que lorsque l’aliment ternaire est totalement épuisé. Elles constituent donc une confirmation directe des conclusions que l’on peut tirer de l’étude de la croissance totale en fonction de la concentration initiale (chapitre IIT), en particulier en ce qui concerne la « concentration d’entretien » et le fait que celle-ci doit être nulle ou négligeable. Il est clair que si la concentration d’entretien n’était pas nulle, la droite exprimant la disparition du sucre en fonction de l’accroissement de la culture rencontrerait l’axe des abscisses en un point qui se trouverait au delà de celui qui correspond à la croissance totale.
D’une manière générale, ces résultats démontrent que la croissance totale constitue bien une mesure du rendement réel.
Résumé du chapitre VI.
Le dosage de l’aliment ternaire pendant la croissance démontre que le rendement est invariable. Aucun signe de « jeunesse » ou de « vieillissement » des cultures ne se manifeste donc dans cette propriété physiologique essentielle.
Les dosages indiquent en outre que, dans les conditions de ces expériences, la croissance ne s’arrête qu’une fois l’aliment ternaire totalement épuisé, ce qui confirme les résultats exposés au chapitre III.
CHAPITRE VII
Les coefficients de température des constantes de croissance.
On trouvera dans ce chapitre des données sur les variations avec la température des deux paramètres essentiels de la croissance, le rendement et le taux. Ces expériences ont été entreprises dans l’espoir qu’elles pourraient jeter quelque lumière sur la nature des réactions dont dépend la valeur de ces deux constantes.
En ce qui concerne le rendement, il semble qu’on ignore jusqu'ici à peu près complètement dans quelle mesure il est affecté par la température, et même dans quel sens 1l varie avec la température. Cette absence de données expérimentales ne saurait surprendre, puisque le rendement de la croissance des bactéries n’a fait jusqu'ici l’objet que d’un très petit nombre de travaux. Quelques auteurs, parmi lesquels il faut citer principalement GRAHAM SMITH (1920), ont déterminé le maximum atteint par des cultures bactériennes en fonction de la température. GRAHAM SMITH a constaté que la croissance totale était plus considérable à basse température. Malheureusement, ici comme dans bien d’autres cas, la nature des facteurs limitants n’était pas connue avec certitude. Il semble pourtant que dans les expériences de GRAHAM Sir, la croissance était limitée, au moins partiellement, par l’épuisement du milieu. Ses résultats indiquent donc probablement que le rendement varie avec la température et qu’il baisse lorsque celle-ci s’élève, au moins entre certaines limites. En revanche, TERROINE et WURMSER (1922) ont constaté que chez les moisissures (Aspergillus niger), le rendement ne variait pas sensiblement avec la température. La question reste donc ouverte, et mérite d’être posée.
En ce qui concerne le taux de croissance on possède des données beaucoup plus nombreuses. Rappelons que le premier travail impor-
tant sur la croissance des cultures bactériennes est celui de Max Muzcer (1895) qui avait pour but essentiel d'étudier l'influence des températures fébriles. BARBER (1909) est LANE CLAYPON (1909) ont étudié le taux de croissance du Coli-bacille et de quelques autres espèces en fonction de la température. On pourrait encore mentionner beaucoup d’autres données plus ou moins éparses dans divers travaux. Ces résultats suffisent à montrer que, comme tout autre processus biologique, le taux de croissance varie avec la température suivant la règle de Van’r Horr, jusqu’à un maximum qui se tient le plus souvent aux environs de 370. D’après les résultats de BARBER le Q;, serait aux environs de 2 entre 20 et 30 degrés. Les conditions dans lesquelles ont été faites ces expériences déjà anciennes ne permettent guère de savoir si le taux de croissance mesuré correspond effectivement au taux de croissance maximum, ou si au contraire d’autres facteurs ne contribuent pas à le limiter. En outre elles ne comportent pas de comparaisons précises entre milieux différents. Les auteurs précédents ont employé des milieux naturels.
On peut espérer parvenir à des conclusions plus précises en opérant en milieu synthétique, et en présence de différentes sources carbonées. Nous avons vu que si le taux de croissance tend vers une limite lorsque la concentration de l’aliment ternaire augmente, cette limite n’est pas la même suivant la nature de cet aliment. Il est évidemment nécessaire de compléter ces résultats en recherchant si le coefficient de température du taux de croissance est, ou n’est pas, le même suivant la nature de la source carbonée. Pour caractériser ces coefficients de température, on peut se contenter d'appliquer la règle de VanT'Horr et de déterminer le Q;,. Le Q:, cependant est un moyen assez imparfait de caractériser un processus, puisque ce n’est pas une quantité constante, et qu’il varie avec la température. Dans un très grand nombre de cas, signalés en particulier par CrozIER (1924 et suiv.),il semble que l’on puisse appliquer à des processus biologiques l’équation d’'ARRHÉNIUS.
Cette équation est généralement employée sous la forme :
K, et K, étant les vitesses du processus étudié aux températures absolues T, et T,. La constante Æ a été désignée par CROZIER sous le nom de « caractéristique de température » pour la distinguer du
Qio généralement appelé « coefficient de température ». On démontre que cette équation est applicable aux réactions irréversibles de premier ordre. Son application aux processus biologiques est évidemment purement empirique. Pour CRoZIER cependant et pour tout un groupe de physiologistes américains, le fait que cette équation soit applicable serait dû à ce que la vitesse d’un très grand nombre de processus biologiques serait réglée par une seule réaction (master reaction), la plus lente de la chaîne, qui imposerait sa « caractéristique de température » à l’ensemble du processus. CroziER et ses collaborateurs ont même cherché dans quelle mesure la valeur de cette constante pourrait constituer une indication quant à la nature de cette «réaction maîtresse » : E représenterait la valeur de l’énergie d’activation du catalyseur de la réaction en question, et cette valeur pourrait caractériser ce catalyseur. Enfin CroziER et ses collaborateurs ont montré que très souvent la valeur de Æ subissait une variation brusque aux alentours de certaines « températures critiques ». Ces variations brusques devraient être interprétées comme indiquant un changement de « master reaction ». Ces conceptions ont été vivement critiquées et nous aurons l’occasion de revenir sur ces critiques. Quoi qu’il en soit, l'équation (1) a pu être appliquée avec succès dans un très grand nombre de cas et son utilité comme relation empirique est certaine. Il est vraisemblable qu’elle doit pouvoir exprimer les variations du taux de croissance des bactéries en fonction de la température et dans ce cas on pourra utiliser la constante Æ comme caractéristique. Il sera particulièrement intéressant de rechercher s’il existe pour les processus de croissance des bactéries des « températures critiques » telles que CROZIER et ses élèves en ont signalées dans beaucoup de cas. Au total, les expériences qui suivent ont pour objet d’étudier :
10 Si le rendement de la croissance en présence de différentes sources ternaires varie avec la température.
20 Si la caractéristique de température du taux de croissance est, différente suivant la source carbonée offerte.
Résultats expérimentaux.
Les expériences, faites dans les conditions habituelles, concernant. la croissance de B. coli en milieu synthétique S, additionné d’une source ternaire (150 mg. par litre). Une série d'expériences fut con-
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Fic. 24. — Croissance de B. coli, en milieu synthétique glucosé, à 23 et à 37 degrés.
Crorssance lota/e
Fic. 25. — Croissance totale en fonction de la température des cultures de B. coli sur milieu synthétique, en présence de différentes sources carbonées. La croissance totale, c’est-àdire le rendement, diminue quand la température s’élève.
TALONS
sacrée à chaque source ternaire. Celles-ci comprenaient un hexose, le glucose, deux hexites, sorbite et mannite et un disaccharide le maltose. Dans chaque série dix expériences furent réalisées dans une échelle de température s'étendant de 23 à 41 degrés. Le réglage de la température du thermostat était obtenu dans les conditions décrites en détail p. 23. Peut-être eût-il été intéressant d’étudier une gamme de température plus étendue, en particulier du côté des températures basses. J’ai dû cependant me limiter à l’étendue des thermomètres régulateurs dont je disposais. La figure 24 permettra de se rendre compte de l’aspect des courbes de croissance à haute et basse température (B. coli sur glucose, à 23 et 370).
RENDEMENT DE LA CROISSANCE
Les résultats sont résumés par le tableau suivant :
TaBzeaAu XXVIII.
Rendement de la croissance des cultures de B. coli aux dépens de différentes sources ternaires, en fonction de la température.
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La figure 25 met en évidence le fait que les variations de rendement sur les quatre sucres sont sensiblement parallèles. Entre 29 et 33 degrés il semble que le rendement soit assez stable. En dehors de ces limites il s’abaisse très sensiblement du côté des températures: élevées et se relève du côté des températures basses.
LE TAUX DE CROISSANCE
Les taux de croissance et les temps de division en fonction de la température, calculés d’après la pente (en coordonnées semi-logarithmiques) de la phase exponentielle de chaque culture, sont donnés par le tableau ci-dessous (taux de croissance — nombre de divisions à l’heure ; temps de division en minutes).
TABLEAU XXX
Taux de croissance et temps de division des cultures de B. coli en présence de différents glucides, en fonction de [a température.
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En exprimant ces résultats par le coefficient Q,,, on trouve entre 23 et 33 degrés et entre 27 et 37 degrés, les chiffres suivants :
Q10 entre 230 et 330 Quo entre 270 et 370 |
Source ternaire
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Ce coefficient ne révèle donc pas de différence bien sensible entre les différents sucres. Tout au plus peut-on noter que l’optimum paraît atteint pour le maltose dès 35 degrés, alors que pour les autres sucres il ne l’est qu’à 370.
Si l’équation d’Arrhénius peut exprimer ces résultats d’une ma-
nière satisfaisante, on doit, en portant en abscisse l'inverse de la température absolue, en ordonnée le logarithme naturel du taux de croissance, trouver que les points expérimentaux s’alignent suivant des droites de pente E/2.
C’est ce qu’exprime la figure 26. Comme on le voit ce mode d’expression est dans l’ensemble satisfaisant, surtout pour les résultats
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F1G. 26. — B. coli sur milieu synthétique, en présence de différentes sources ternaires. Logarithme naturel du taux de croissance en fonction de l’inverse de la température absolue.
qui concernent le glucose et le mannite. Il l’est moins pour la sorbite et le maltose. Cependant il est assez clair que la pente des quatre droites représentatives est sensiblement la même. Cette pente indique pour la constante Æ une valeur numérique de 13.200.
Discussion des résultats.
LE RENDEMENT EN FONCTION DE LA TEMPÉRATURE
Les résultats qui viennent d’être présentés sont donc en accord avec ceux que l’on pouvait tirer des données de GRAHAM SmiTH oc. cit.). Quoique la marge de variation du rendement avec la tem-
pérature ne soit pas très étendue elle est cependant sensible, puisque dans le cas du maltose, par exemple, le rendement est de 0,30 environ à 23 degrés et de 0,23 à 41 degrés, soit une variation de 25°/,.
Reste à savoir comment on peut interpréter ces variations. GrAY (1928) qui a observé un effet analogue dans la croissance des embryons de Salmo fario en fonction de la température, donne pour très probable l'explication suivante : à haute température, l’importance relative du métabolisme de maintien est plus élevée, la ration d'entretien est plus importante. La ration de croissance en est corrélativement abaissée, d’où diminution apparente du rendement de la croissance. GRAY rappelle d'autre part les résultats de GRAHAM SuiTx et pense qu'ils forment «a striking parallel » à ses observations. Il croit pouvoir en conclure que, d’une manière générale : «the processes of metazoon growth «in vivo » are similar to those of bacteria ». Cette dernière aflirmation est assez vague pour ne pas trop prêter à critique. Il n’en est pas même pour l'interprétation donnée par GRAY des variations de rendement. GRAY ne paraît pas avoir tenu compte d’un autre facteur qui, dans son hypothèse, agirait en sens inverse de celui qu’il invoque : à basse température le taux de croissance diminue et, comme on l’a vu au chapitre V, une telle variation doit s'accompagner d’une augmentation de la ration d’entretien.
On aurait donc d’assez bonnes raisons de soutenir que, compte tenu de la ration d’entretien, le rendement global doit diminuer quand la température s’abaisse.
Quoi qu’il en soit, il est fort possible que l’interprétation de GRAY soit valable dans le cas des métazoaires, mais il est douteux qu’elle puisse l’être dans le cas des bactéries. Il est probable, et l’expérience paraît le confirmer, que la part des dépenses d’entretien dans la croissance des bactéries est extrêmement faible, et en tous cas trop peu importante pour que l'explication de GRAY soit plausible (V. chap. V). C’est donc bien le rendement réel des processus de croissance, des réactions de synthèses, qui est augmenté lorsque la température décroît. Il paraît impossible pour l’instant d'avancer une interprétation plus précise. Mais il serait certainement très utile d'étudier systématiquement cette question et d’essayer d'établir entre ces variations de rendement et la nature des substrats une corrélation qui ne peut manquer d'exister. Les résultats qui viennent d’être exposés permettent au moins de poser ce problème.
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LE TAUX DE CROISSANCE
Les résultats sont négatifs en ce qui concerne les variations du taux de croissance avec la température, en ce sens qu’il n’apparaît pas de différences sensibles dans les constantes (Q,, et « accroissement critique ») suivant la nature de la source ternaire. À s’en tenir aux conceptions de CROZIER, la réaction maîtresse doit être la même dans tous les cas.
Peut-on, de la valeur de l’accroissement critique (13.200), tirer quelque conclusion quant à la nature de cette réaction ? Nous avons vu (chap. IV) que le taux de croissance paraît dépendre dans une large mesure de l’activité des enzymes qui attaquent les corps ternaires ; cette conclusion s’appuie sur le parallélisme évident qui existe entre les variations du taux de croissance et de l’activité des enzymes en fonction de la concentration et de la nature des substrats. On pourrait donc s’attendre à trouver des constantes de températures analogues dans les deux catégories de phénomènes. Les rares données que l’on possède à ce sujet ne confirment pas ces prévisions. CROZIER a calculé d’après les chiffres de QuASsTEL et WE- THAM la valeur de E pour l’activité de la succinodéhydrogénase en fonction de la température (réduction du bleu de méthylène par des B. coli « non proliférants »). [1 trouve le chiffre de 16.700. Cette différence considérable autorise-t-elle à penser que les conclusions du chapitre IV ne sont pas fondées, que le taux de croissance n’est pas dans une dépendance étroite vis-à-vis des activités enzymatiques ? Elle indique plutôt, semble-t-il, que l’on ne saurait accorder beaucoup de confiance à la notion d’une «réaction maîtresse » imposant son rythme et sa caractéristique à un processus aussi complexe que celui de la croissance. BurTON (1936) a montré que si l'équation d'ARRHÉNIUS peut rendre des services comme relation empirique, permettant de calculer une constante, il est en revanche impossible d’attribuer au coeflicient ainsi défini le sens précis qu’il prend lorsqu'il s’agit de réactions simples. Il a montré en outre que, pour qu’une réaction puisse imposer sa vitesse à une chaîne même très courte, il faut qu’elle soit considérablement plus lente que toutes les autres réactions de la chaîne, et cela d’autant plus que la chaîne est plus longue. La vitesse des transformations le long d’une chaïne de réactions dépend à la fois de la vitesse de toutes les réac-
tions de la chaine, et de leurs constantes d’équilibre. Il est fort possible que la température agisse en particulier par la modification des constantes d'équilibre.
En résumé, si l’on peut admettre que l’activité des actions enzymatiques joue un rôle important dans la fixation du taux de croissance, il est impossible de croire qu’elle puisse imposer sa vitesse propre à toute la chaîne des réactions de synthèses. Il n’y a pas à proprement parler de « master reaction ». Lorsque l’on passe d’un substrat ternaire à un autre, la vitesse d’un certain nombre de réactions de la chaine, et principalement de la première, se trouve modifiée et l’on observe une modification corrélative, mais non proportionnelle, de la vitesse de l’ensemble, c’est-à-dire du taux de croissance.
Notons enfin que, tout au moins dans l’échelle de température étudiée, on n’observe pas de « « point-critique » correspondant à une modification brusque des coefficients.
Résumé du chapitre VII.
1° Le rendement de la croissance des bactéries sur différents aliments ternaires diminue dans une certaine mesure avec la température. Cette variation ne saurait être attribuée, comme le pense GRAY, à une modification de l’importance relative de la ration d’entretien et de la ration de croissance. C’est bien le rendement des synthèses lui-même qui est modiñé.
20 Le taux de croissance augmente avec la température suivant une loi qui satisfait à peu près, jusque vers 370, la relation d’ARRHÉnIus. Il faut se garder cependant d’en conclure que le taux de croissance est déterminé par la vitesse d’une réaction unique.
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CHAPITRE VIII
L'expression analytique de la croissance des cultures bactériennes.
INTRODUCTION
Nous avons, au cours des chapitres précédents, cherché à analyser séparément, à mettre successivement en évidence, les lois qui fixent la valeur des constantes physiologiques de croissance en fonction des variations de certains facteurs du milieu : nature et concentration des aliments. Nous nous sommes demandés si ces constantes, le rendement et le taux, sont indépendantes l’une de l’autre, ou si au contraire l’une n’est pas fonction de l’autre : si le rendement ne dépend pas dans une certaine mesure du taux de croissance. Les résultats essentiels de cette étude ont été les suivants :
19 Le rendement de la croissance est indépendant de la dilution des aliments.
20 Le taux de croissance est fonction de la dilution des aliments. Cette fonction s’exprime par une courbe d’allure hyperbolique.
30 Le rendement ne varie pas sensiblement lorsque le taux de croissance varie.
40 TI ne varie pas non plus sensiblement au cours de la croissance.
Enfin l'expérience indique que, dans certaines conditions tout au moins, la croissance est uniquement gouvernée par l’épuisement du milieu en un ou plusieurs aliments, à l’exclusion de tout autre facteur limitant.
Il convient maintenant de considérer les courbes de croissance dans leur ensemble, et non plus comme nous l’avons fait jusqu'ici par tronçons, et de se demander si les règles que l’on vient d’énoncer
se retrouvent dans la loi de croissance générale. Tel est l’objet de ce chapitre. Le problème que nous nous posons revient done à chercher une expression analytique de la croissance et à vérifier qu’elle s'adapte de façon satisfaisante aux résultats expérimentaux. Ce faisant nous poursuivons trois buts :
19 S'assurer que les résultats acquis par l’étude de certaines phases de la croissance se vérifient encore lorsque l’on considère le phénomène dans son ensemble.
20 S'assurer que des facteurs dont on pourrait ne pas avoir tenu compte n’interviennent effectivement pas dans la croissance.
30 Nous mettre en possession d’une expression analytique correcte, maniable, dont les coefficients aient un sens physiologique préeis. Une telle expression pourrait rendre de grands services dans l’étude de la croissance ou plus exactement pour l’utilisation des courbes de croissance comme moyen d’analyse physiologique.
Nous devons toutefois nous garder d’une illusion, grossière sans doute, mais trop commune pour qu’il soit possible de la passer tout simplement sous silence : le fait qu’une expression mathématique s'adapte fidèlement aux résultats expérimentaux, qu’elle permette éventuellement de les prévoir avec précision, ne suffit en aucune facon pour démontrer que les hypothèses servant de base à cette expression soient exactes. Chacun sait que des expressions analytiques profondément dissemblables peuvent s'adapter également bien aux mêmes résultats expérimentaux. Mais aussi, et cette notion est moins courante, des hypothèses complètement différentes peuvent fort bien conduire à des expressions analytiques zdentiques. C’est ce que TeissiER (1928) a mis en évidence d’une façon particulièrement saisissante en comparant les diverses théories de la croissance : le contenu d’une expression mathématique est toujours beaucoup plus riche que ne le croit, en général, son auteur. Le fait qu'exprimée mathématiquement une hypothèse conduit à des prévisions quantitatives exactes en est une vérification supplémentaire indispensable, mais en aucun cas il n’en est une démonstration suffisante. Celle-ci ne peut résulter que d’une étude expérimentale directe. Quiconque a une certaine expérience de la littérature relative aux théories de la croissance comprendra pourquoi il est nécessaire d’insister sur ce point.
On sait, en effet, que le problème qui nous préoccupe a déjà tenté
de nombreux auteurs, et qu’une foule de théories, dont les points de départ, sinon l’aboutissement, sont fort différents, ont été proposées pour rendre compte de la croissance des populations comme de celles des organismes. Il ne saurait être question d’en faire ici l'historique et la critique. Celle-ci a été d’ailleurs présentée par Tessier (1928, 1933, 1936) dans diverses publications dont on s’inspirera ici pour rappeler seulement les conceptions les plus répandues, ou celles qui ont particulièrement trait à notre objet : la croissance des micro-organismes.
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qui exprime que la vitesse dx/dt de la croissance est proportionnelle à la masse de la substance vivante, x, et à un autre facteur, u qui est le taux de croissance. Cette équation a la valeur d’une définition. Si y ne variait pas au Cours de la croissance, la loi serait une exponentielle. L’exponentielle est si l’on veut la première approximation de la loi de croissance. C’est en effet la première qui ait été entrevue, par Marraus, sous la forme intégrée de l’équation (1) :
x — eh
et on sait quelles craintes a suscité cette redoutable loi ! Mais toute croissance est limitée, & varie done, et doit être lui-même une fonction de x. Toute théorie de la croissance n’est autre chose qu’une hypothèse sur la nature de cette fonction :
On peut, avec TeissiEr (1928), classer les théories de la croissance, non d’après leur forme mathématique, souvent identique, et pouvant en tous cas toujours se ramener à l'équation (1), mais d’après leur point de départ logique. On distinguera ainsi : a) les théories formelles ; b) les théories mécanistes ; c) les théories physio-
logiques. Les premières, œuvres de mathématiciens, n’ont pas la prétention d'exprimer des hypothèses précises sur la nature des phénomènes qui limitent la croissance, mais d’en donner une expression générale logique. Les secondes assimilent la croissance des êtres vivants à quelque processus physique simple. Les dernières cherchent à combiner sous la forme d’une expression analytique les lois physiologiques qui gouvernent la croissance.
THÉORIES FORMELLES : LOI DE VERHULST- PEARL
Se laissant guider par des considérations de pure logique et de commodité de calcul, le mathématicien VeRHULST proposa en 1845 une loi de croissance s'exprimant par la relation :
ee = (3)
On voit que l'hypothèse faite sur la relation w — f(x) est la plus simple possible. Le taux de croissance serait une fonction linéaire décroissante de la quantité de matière vivante. VERHULST montra que cette équation, intégrée, se représente par une courbe en $ à asymptote horizontale et à point d’inflexion situé à mi-hauteur. L’application de cette loi aux populations humaines permit à VERHULST d'obtenir un remarquable résultat : il calcula les populations limites que pourraient atteindre la France et la Bel-
gique, prévisions qui se trouvent vérifiées avec une étonnante précision. Ignorés pendant près d’un siècle, les travaux de VERHULST furent mis en vedette par PEARL, qui appliqua cette loi de croissance dans de nombreux cas : croissance des populations humaines, des populations de Drosophiles, des cultures de levure d’après les chiffres de CaArLsow. Beaucoup d’autres auteurs en ont, depuis, fait usage, en particulier pour la croissance des cultures de microorganismes (GAause et ALPATOV 1931, GREAVES et HIcKMAN 1934, Ricaarps 1928, Desresse, 1939). Nous allons voir de plus que d’autres auteurs partis d’hypothèses différentes sont arrivés à la
même expression mathématique.
THÉORIES CHIMIQUES
La célèbre théorie de RoBEerTson (1921 et suiv.) qu’il faut maintenant citer a été principalement appliquée par son auteur à la
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croissance des métazoaires. Mais RoBERTsoN lui-même, et d’autres, inspirés par ses travaux, en ont étendu le domaine d'application aux populations de micro-organismes. L'idée essentielle de ROBERTSON (inspirée du reste par certains travaux de LoEB) est que les processus de croissance sont en tous points comparables à un phénomène d’autocatalyse, ou plus exactement qu’ils sont sous la dépendance d’une réaction autocatalytique qui les gouverne entièrement. Et c’est pourquoi la croissance s’exprime par une formule qui est aussi celle des réactions «monomoléculaires autocatalytiques » :
dx
a Kx (a — x).
Cette équation, on le voit, est identique à la logistique de VernuLsT. Mais le raisonnement par lequel ROBERTSON a été amené à employer cette formule, l’interprétation mécaniste des phénomènes de croissance qu’il croit pouvoir en tirer, n’ont aucun point commun avec les arguments de simple logique qui ont conduit VEerHuLsT au même résultat. L’extrême fragilité des conceptions de ROBERTSON qui, d’une simple analogie formelle entre la marche de certaines réactions chimiques et l’évolution de la croissance, croit pouvoir conclure à une identité des mécanismes sous-jacents et ne craint pas pour cela d’assimiler la croissance d’un métazoaire à une « réaction monomoléculaire autocatalytique », a été souvent soulignée et 1l est inutile de revenir sur les nombreuses discussions que ces conceptions ont eu au moins le mérite de soulever. Mais si la tendance à un « mécanicisme outrancier et naïf » (TEissrer, 1936) dont témoignent ces interprétations est particulièrement apparente dans leur application à la croissance des métazoaires, elle l’est moins, et a soulevé moins d’objections, lorsqu'il ne s’agit plus que de la croissance des cultures de microorganismes. Dans ce domaine, les idées de RoBERTSsON l’ont conduit à la conception de « l’allélocatalyse » dont il a été question à propos de la phase de latence (p. 11). Contentons-nous de rappeler à ce sujet que les expériences sur lesquelles ROBERTSON se basait n’ont pu être répétées par d’autres auteurs. La théorie de l’allélocatalyse n’a done ni support expérimental, ni même de raison d’être bien sérieuse, puisqu'elle est applicable à une phase de la croissance dont l’existence même apparaîit comme tout à fait contingente (chap. I, p. 15). La conception « catalytique » de la croissance conduit à des explications purement.
verbales, dénuées de tout sens physiologique intelligible. On peut sans crainte d’erreur la considérer comme aussi périmée dans son application aux populations de microorganismes, qu'aux êtres vivants plus complexes. Ce qui n'empêche pas que l'équation de ROBERTSON ne puisse assez souvent conduire à des ajustements satisfaisants, tout comme la logistique de VERHuLsT, et pour les mêmes raisons, qui n’ont absolument rien à voir avec l’autocatalyse ou l’allélocatalyse.
THÉORIES PHYSIOLOGIQUES
On doit 1c1 citer ensemble les travaux déjà anciens de DEscHamps (1903) et de Mac Kenprick et Par (1911). Le premier, comme les seconds, paraît ne s'être connu aucun prédécesseur. Partis des mêmes hypothèses ils parviennent au même résultat. Ils semblent avoir été les premiers à tenter de résumer en une expression analytique des hypothèses physiologiques précises, sinon exactes. Ces hypothèses concernent le cas où la croissance d’une population de microorganismes n’est limitée que par l’appauvrissement du milieu en aliments. Les auteurs supposent que le taux de croissance est linéairement proportionnel à la concentration des substances ali-
mentaires :
h= AC
ils admettent d’autre part que les substances alimentaires disparaissent proportionnellement à l’accroissement de la culture, ce qui revient, on le voit, à supposer que le taux de croissance est une fonction linéaire décroissante de la masse de substance vivante formée, hypothèse semblable à celle de VERHULST et qui conduit au même résultat. On a évidemment :
dx
— K — du z(a—x)
Descamps a montré en outre que l’on parvenait, moyennant certaines hypothèses, à une expression analogue lorsque la croissance est limitée, non par l'épuisement des aliments, mais par l’accumulation des déchets toxiques. DEScHAMPsS n’a pas apporté de vérifications expérimentales proprement dites de son équation ; Mac KEeNDRIcK et Par ont montré qu’on pouvait y ajuster la croissance de quelques cultures de B. coli. Mais ils n’ont pas cherché à
démontrer expérimentalement la validité de leurs hypothèses, et dans les courbes ajustées par eux il ne semble pas que l’épuisement des aliments soit le seul facteur limitant, ni même le facteur principal.
Ces tentatives déjà anciennes ne constituent donc pas un progrès bien marqué sur les résultats de l’analyse simplement formelle de VErHuLsT. Mais une orientation nouvelle s’est manifestée ces dernières années, en particulier dans les travaux de Gray (1928), EPsrussi et Teissier (1932), CHouarD et TEissier (1932), TEis- SIER (1936). Toutes ces recherches ont pris pour base des hypothèses physiologiques concrètes, directement vérifiées, ou au moins vérifiables par l’expérience, et elles ont abouti à des schémas particulièrement satisfaisants des diverses croissances en cause, à des équations dont tous les paramètres ont un sens biologique immédiatement intelligible.
On doit en particulier à TEISsiER une expression réellement nouvelle, cette fois, de la croissance des populations. Les hypothèses formulées par TEISsIER, étayées sur les vérifications expérimentales de Moxop (1935, 1937), Moxop et TEissier (1936) ainsi que sur certains résultats des travaux précédemment cités, concernent le cas où la croissance n’est limitée que par l’appauvrissement du milieu. Ce sont les suivantes :
19 Le rendement matériel des processus de croissance est constant, ce que l’on peut exprimer par la relation :
dm __ ac
C étant la concentration d’aliment présente dans le milieu au temps 1.
20 Le taux de croissance tend vers une limite lorsque la concentration de l’aliment est grande, et la variation du taux de croissance par rapport à la concentration de l’aliment est d’autant plus rapide qu'est plus grand l'écart entre le taux actuel et le taux maximum, ce qui peut s'exprimer par :
Cette hypothèse conduit à représenter la relation entre le taux de croissance et la concentration de l'aliment par l'arc asymptotique
d’une courbe exponentielle. En combinant cette dernière expression avec celle qui exprime que le rendement matériel des processus de croissance est constant, on arrive à une expression différentielle de la forme :
dx
re) Lo B Fete] (4)
L'EXPRESSION ANALVYTIQUE DE LA CROISSANCE DES POPULATIONS BACTÉRIENNES
Il est hors de doute que l’équation de TEIssiER représente la solution la plus rationnelle qui ait été donnée jusqu'ici de la croissance des populations, tout au moins lorsque celle-ci est limitée par l’épuisement des aliments. Nous verrons tout à l’heure du reste que cette expression possède une valeur plus générale encore et peut proba blement s'appliquer à des cas où la croissance dépend d’autres facteurs limitants.
Comme on le voit les hypothèses qui servent de base à cette expression correspondent exactement aux conclusions auxquelles on est amené par l'étude expérimentale directe des variations du taux et du rendement de la croissance dans les cultures bactériennes. Nous avons admis cependant (chap. IV, p. 77) que la relation taux de croissance-concentration des aliments pouvait être représentée par une courbe hyperbolique, alors que les hypothèses de Teissier l’ont conduit à exprimer cette relation par l’arc asymptotique d’une exponentielle. En fait, il n’existe pas de raisons théoriques qui permette avec quelque certitude de faire un choix entre ces deux représentations. Et les résultats directs de l’expérience ne sont pas assez précis encore pour imposer ce choix : ils pourraient sans doute s’accommoder tout aussi bien de l’une ou l’autre, la forme des courbes représentatives n’étant pas sensiblement différente. Il est vrai que le raisonnement qui conduit à accepter une relation exponentielle, est d’une portée plus générale, mais l’équation (4) à laquelle on est ainsi amené présente l’inconvénient d’être d’un maniement peu commode, et de se prêter difficilement aux calculs numé-
riques. Le remplacement de la relation exponentielle par une relation hyperbolique permet en revanche (Monop et Morin, 1942) d’aboutir à une équation différentielle facilement intégrable. Cette expression, si elle diffère quelque peu par sa forme de celle de TEIssiEr, n’en diffère pas par ses bases théoriques, et les courbes de croissance qu’elle permet de construire sont d’allure identique. Avant d’en exposer les vérifications expérimentales, il convient d’en rappeler les justifications.
On admet que toute croissance peut être représentée par une relation de la forme
HU
Les conditions initiales étant qu’au temps t{ — 0, on ait x — x, et C = Co, l'équation (2) s'intègre en donnant :
C= Co + Kris — Kx (7)
D'autre part, en combinant (1) et (6) on obtient :
a a ® et en combinant (7) et (8) (Ci + Co + Kxo — Kx) dx RON TER CE Equation qui s'intègre facilement en donnant : AE Ci + Co + Kto DONANNICt Le C+EKr=Kr
PTS QE PARTIR RE Co + Ko 8 Co+Kto La (9)
Pour simplifier cette expression, posons :
P = -——— Ca + Kto et :
LÉ Co + Ko | SE : HR Il vient :
ui= (1 + P) Log SD Log (o— 4 ) + P Log(Q—1) (10)
To To P et © sont deux coefficients qui n’intervi endront que pour la commodité des calculs (1). Les constantes de base qui figurent dans l’équation (9) ont un sens biologique parfaitement clair, qu’il sera bon de rappeler ici. C, et x, sont des paramètres donnés par les conditions de l’expérience : le premier représente la concentration initiale de l'aliment limitant, le second, le nombre de bactéries ensemencées. Le coefficient X correspond au rendement de la croissance sur l’aliment limitant. Il est évident qu’il est égal à l'inverse du rendement tel que nous l’avons défini au chapitre III :
1 quantité de substance vivante formée
K quantité d’aliment utilisé
La constante u, exprime le taux de croissance maximum. (Si on employait les logarithmes à base 2, ce serait le nombre de divisions par unité de temps. Avec les logarithmes népériens, ce nombre doit être multiplié par un coefficient constant). Enfin la constante Ci représente la concentration d’aliment limitant pour laquelle le taux de croissance est inférieur de moitié au taux maximum.
Les propriétés de l’équation (10) sont brièvement les suivantes : elle est représentée par une courbe en S à asymptote horizontale, dont la valeur est donnée par :
Xa étant la valeur de l’asymptote. Les propriétés du point d’inflexion sont particulièrement intéressantes à considérer, car elles mettent bien en évidence les différences qui distinguent cette loi de
(1) Le coefficient Q exprime la densité maximum atteinte par la culture.
croissance d’une logistique. La position du point d’inflexion est
D =1+P—VPA+P) (41)
donnée par :
la valeur du rapport 2 se rapproche de À quand P tend vers 0, et a
tend asymptotiquement vers 1/2 quand P croît indéfiniment. La
Fic. 27. — Variations de la valeur du rapport Xi/Xa (position du point d’inflexion dans la courbe figurative de l’équation (10)) en fonction de la valeur de P.
courbe figurative de la fonction (11) est donnée par la figure 27. Comme la valeur de P est donnée par le rapport :
DEEE C, + Kxo
et que Xx, est en pratique toujours petit par rapport à C,, la valeur de P dépend en fait du rapport de la concentration initiale à la concentration C,. D’autre part les concentrations initiales utilisées sont toujours grandes par rapport à la concentration pour laquelle le taux de croissance est réduit de moitié (V. chap. IV, p. 77). Il résulte de ceci que la courbe de croissance doit presque toujours être nettement dissymétrique, alors que l’équation de la logistique impose une courbe symétrique. La courbe de l’équation (10) se rapprocherait d’une logistique dans le cas où la croissance aurait lieu dans un milieu extrêmement dilué.
Ces propriétés, et en particulier le rôle de la constante C;, sont.
illustrées par la figure 28 qui représente la courbe de la fonction (10) pour trois valeurs de C3, les autres constantes conservant les mêmes. valeurs.
F1G. 28. — Courbes de l’équation (10) pour trois valeurs de la constante C..
VÉRIFICATIONS EXPÉRIMENTALES
J’ai eu de très nombreuses occasions de vérifier que ces diverses. propriétés permettaient à l’équation (10) de reproduire avec une remarquable fidélité les courbes de croissance expérimentales. Les séries d’ajustements que l’on trouvera ci-après en font foi. Plutôt que de donner des ajustements variés se rapportant à des espèces bactériennes et à des milieux distincts, il a paru plus intéressant et beaucoup plus démonstratif de figurer côte à côte les résultats se rapportant à une série d'expériences homogènes, dans lesquelles un seul paramètre variait : la concentration initiale de l’aliment limitant. Les figures 29 et 30 se rapportent à la croissance de B. coli sur milieu S additionné de glucose en quantité variable. La figure 31 exprime la croissance de la même bactérie en milieu S additionné de lactose. Les expériences ont été faites dans les conditions habituelles. Les valeurs des constantes n’ont pas été choisies pour chaque courbe de manière à donner le meilleur ajustement possible, mais au contraire fixées une fois pour toutes pour chacune des deux séries. Les valeurs admises sont celles que l’on peut tirer des expériences des chapitres III et IV. Elles sont données par le tableau
ci-dessous.
Milieu S + glucose Milieu $S + lactose.
CRE are RTC AONET DCR TTEAOIO AS 4 20 IC otre SRE CET DIRE Re PE EEE 3,39 3,30 Ho-.............. ss... Peche 1,95 1,1
Dans chaque série les courbes théoriques ne diffèrent entre elles que par la valeur du paramètre C,, correspondant à la concentration initiale de l’aliment ternaire (1). L’inspection des graphiques révé-
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Fic. 29 et 30. — Croissance des cultures de B. coli en milieu synthétique en présence de différentes concentrations initiales de glucose. Concentrations (CG) exprimées en milligramme par litre. La courbe d’interpolation exprime l’équation (10).
lera avec quelle précision les variations de ce seul paramètre permettent de rendre compte, dans chaque cas, des résultats expéri-
(1) On doit tenir compte également de variations, faibles d’ailleurs, du paramètre x, proportionnel à la densité de l’inoculation.
mentaux. On remarquera également les différences très sensibles entre les courbes des croissances sur glucose et sur lactose ; elles sont manifestes dans la partie terminale de la courbe de croissance,
Co-/80
Co= /00
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F1G. 31. — Croissance des cultures de B. coli en milieu synthétique en présence de différentes concentrations initiales de lactose. Concentrations (CG) exprimées en milligramme par litre. La courbe d’interpolation est celle de l’équation (10).
be aucoup plus arrondie, et se terminant de façon beaucoup moins brutale dans le cas du lactose que dans celui du glucose. Ces différences tiennent à la constante C; dont la valeur est beaucoup plus élevée dans le premier cas que dans le second.
Discussion.
Ainsi, ayant exprimé mathématiquement non pas des hypothèses, mais des résultats expérimentaux directs, il convient de le souligner, ayant combiné ces résultats en une expression analytique de la croissance, expression dont tous les coefficients correspondent à des constantes physiologiques clairement définissables et mesurables, nous constatons que la loi théorique à laquelle nous sommes ainsi parvenus reproduit avec une entière fidélité les croissances expérimentalement déterminées. Nous constatons, et cela est particulièrement démonstratif, que lorsque dans une série d’expé-
riences, une seule condition varie (1), les variations du paramètre correspondant permettent de prévoir avec certitude les résultats. Presque toujours, dans des recherches de cet ordre, il s’avère nécessaire de choisir, pour chaque cas individuel, les valeurs des constantes qui s’y adaptent le mieux. Ici,il est possible de prendre pour les constantes des valeurs déterminées au préalable, et dans d’autres séries d'expériences. Ce résultat, rarement atteint par une théorie de la croissance, tient évidemment à ce qu’il a été possible d'éliminer complètement l’influence des facteurs étrangers à ceux qu’invoque la théorie.
Il est donc permis de penser que l’expression (10) représente d’une manière suffisamment complète les conditions auxquelles est soumise la croissance d’une culture bactérienne lorsque celle-ci ne dépend pas d’autres facteurs limitants que l’appauvrissement du milieu en aliments. L’étude de la courbe de croissance dans son ensemble confirme par conséquent l’ensemble des résultats précédemment obtenus par des expériences directes sur certaines phases de la croissance.
Il apparaît en particulier que les trois constantes, K, uw, et C1 qui figurent dans l’équation (10) suffisent à définir entièrement les propriétés physiologiques dont dépend la croissance. Si l'importance du rendement (Æ) et du taux maximum de croissance (4) comme constantes physiologiques est évidente, il n’en est pas de même peut-être pour la constante C. Son évaluation cependant pourra présenter un grand intérêt, puisque, ainsi qu’on l’a souligné (p. 129) cette constante paraît varier beaucoup plus que les deux autres suivant la nature des aliments. Son effet sur la forme générale de la courbe de croissance, mis en évidence par la figure 28, permettra cette évaluation, extrêmement laborieuse par les méthodes directes (V. chap. IV). On verra dans la deuxième partie de ce travail que ces considérations permettent dans certains cas de classer les sucres
(1) Cependant il est souvent nécessaire de tenir compte d’un facteur qu'il n’est pas toujours possible d'éliminer complètement : il s’agit de la phase de latence. Ce phénomène pourra se manifester sous forme d’un léger retard au début de la croissance. Dans ce cas on doit, pour faire coïncider la courbe expérimentale et la courbe théorique, choisir arbitrairement l’origine des temps. Dans la plupart des expériences présentées ici le temps delatence était extrêmement faible, ou même nul. Le « retard » de la courbe expérimentale par rapport à la courbe théorique était au maximum de 1/2 heure.
en deux catégories qui correspondent précisément à un autre classement, obtenu sur des bases toutes différentes, et tenant certainement à des propriétés physiologiques essentielles.
L'examen des propriétés de l'équation (10) nous à montré que la courbe représentative ne se rapproche d’une logistique que dans le cas où la concentration initiale de l’aliment limitant est d’un ordre de grandeur au moins égal ou inférieur à la concentration C,. Celle-ci étant toujours faible, et même très faible, par rapport aux concentrations initiales des milieux utilisés, il est clair que toute courbe de croissance ou seule la concentration de l’aliment jouera le rôle limitant sera très fortement dissymétrique. Il convient de souligner que Péquation de la logistique, jusqu'ici considérée comme la plus générale, ne pourrait, du seul fait qu’elle est représentée par une courbe symétrique, s'adapter qu'à des cas limites, jamais réalisés en fait lorsque la croissance n’est fonction que de l’appauvrissement du
milieu.
En revanche, il ne faudrait pas croire que toute courbe dissymétrique révèle nécessairement une croissance limitée par l’aliment. Si l’on y réfléchit quelque peu, on s’apercevra que l’équation de TErs- SIER (1) est d’une valeur très générale, et que ses qualités formelles dépassent de beaucoup le cadre des hypothèses précises qui ont permis de la formuler. Si l’on considère l’exponentielle de MazrHus comme une première approximation de l’équation générale de croissance, la logistique de VERHULST comme la seconde, on doit considérer l’équation de TEiIssiErR comme la troisième. Quel est en effet, le sens général de ces trois expressions ? Considérons tout d’abord l’équation générale de croissance
dx
“dt
Si l’on admet, en première approximation, que y n’est pas fonction de x, que le taux de croissance ne dépend pas de la quantité de substance vivante, on obtient par intégration l’exponentielle de Macraus, qui représente en effet, assez fidèlement la première phase des courbes de croissance. Mais, en s’accroissant, la substance
(1) On peut considérer l'équation (10) comme une forme particulière de l’équation de Teissier.
vivante crée des conditions qui limitent son taux d’accroissement ; u est une fonction décroissante de x. L’hypothèse la plus simple qui puisse être faite au sujet de cette fonction, c’est que u est une fonction linéaire décroissante de x. Nous avons vu que cette hypothèse conduit à la loi logistique.
Mais on sait, l'expérience dans tous les domaines de la biologie l’enseigne, que jamais l’action des facteurs externes sur les processus vitaux ne se manifeste sous la forme d’une loi linéaire. Presque toujours il s’agit d’une loi plus complexe, pouvant en général s’exprimer par une fonction logarithmique, ou hyperbolique. Il est vraisemblable que, quelle que soit la nature des modifications apportées par la croissance au milieu qui la supporte, ces modifications ne commencent à réagir sensiblement sur le taux de croissance qu’au delà de certaines limites, au-dessous desquelles le taux de croissance en est indépendant, au delà desquelles au contraire leur action s’accentue très vite. C’est précisément cette hypothèse générale qui a été formulée par TErssrer. Si l’on exprime le taux de croissance en
fonction de l’accroissement de la quantité de matière vivante, cette
F1G. 32. — Les trois hypothèses possibles concernant la forme de la relation & — f (x). A) hypothèse de Teissier ; B) hypothèse de Verhulst ; C) hypothèse invraisemblable.
hypothèse s'exprime par une courbe à concavité tournée vers le bas (fig. 32, courbe À), alors que l’hypothèse de VErHuLsT s'exprime par une droite (B). Enfin, une troisième hypothèse peut paraître possible, celle d’une courbe à concavité tournée vers le haut (fig. 32, C).
Il est facile de montrer que cette troisième hypothèse représente
en fait un cas invraisemblable : elle signifierait que l'effet retardateur des modifications apportées par la croissance s’atténue à mesure que ces modifications deviennent plus profondes, ce qui est tout à fait improbable, pour ne pas dire impossible. L'hypothèse de TErs- SIER, celle d’une courbe à concavité tournée vers le bas englobe done presque tous, sinon tous les cas possibles, quel que soit le facteur limitant, à la seule condition que ce facteur limitant soit uniquement fonction de l’accroissement de densité de la population. Or, on peut démontrer (Mono et Morin, 1942) que, quelle que soit la forme mathématique précise donnée à cette hypothèse (la seule condition étant que la dérivée seconde de la relation u — f (x) soit toujours négative), elle correspond toujours à une courbe de croissance dissymétrique, à point d’inflexion situé plus haut que la moitié de l’asymptote. Cette remarque est importante, car il est permis d’en conclure que toute croissance limitée uniquement par les conditions qu’elle crée, s'exprime nécessairement par une courbe dissymétrique, à point d’infiexion situé plus haut que la moitié. Par conséquent, lorsqu'une courbe de croissance présentera un point d’inflexion situé au-dessous de la moitié on pourra en déduire qu’il intervient dans cette croissance un facteur limitant qui n’est pas lui-même fonction, ou du moins pas uniquement fonction de l'accroissement de la populaton, ce qui revient à dire, en somme, que les conditions de l’expérience auront varié au cours de la croissance (1). On voit donc que ces considérations quelque peu abstraites aboutissent à un résultat pratique non négligeable. Elles démontrent surtout que l’équation de TEissier doit être considérée comme représentant la loi générale de croissance des populations de microorganismes, sinon des populations en général.
(1) Ce raisonnement n’est évidemment applicable qu’à une population homogène, dont tous les individus sont également susceptibles de s’accroître et de se diviser, ce qui est en effet le cas d’une culture bactérienne en milieu liquide, à condition cependant que le milieu soit constamment brassé et homogénéisé. Dans une culture de tissus, ou dans une colonie bactérienne sur milieu solidifié, certains individus seulement ou du moins certaines cellules sont dans des conditions qui permettent la croissance. La loi de croissance se complique alors d’une relation supplémentaire qui peut en modifier complètement la forme. Il pourra alors se faire que le point d’inflexion se trouve plus bas que la moitié de l’asymptote (voir les courbes publiées par EPxrusst et Tgissier, 1932).
Résumé du chapitre VIII.
L'examen des principales théories de la croissance révèle qu’elles procèdent toutes de, ou se ramènent à, la loi Logistique de VErHULST. Celle-ci exprime des hypothèses trop simples pour pouvoir représenter correctement la croissance des cultures bactériennes. L’équation proposée par TEiIssiER exprime au contraire des hypothèses qui cadrent exactement avec les résultats expérimentaux consignés dans les chapitres précédents. Après avoir introduit dans cette équation une modification qui n’en altère pas le caractère essentiel, on montre qu’elle permet de reproduire avec une remarquable fidélité les courbes expérimentales. L’équation de TEISSIER peut donc être considérée comme représentant fidèlement la eroissance des cultures bactériennes lorsque celle-ci n’est limitée que par l’appauvrissement du milieu en aliments.
Mais les hypothèses exprimées par cette équation peuvent être prises dans une acception plus large, et il apparaît alors que la relation en question a la valeur d’une loi générale.
RÉSUMÉ ET CONCLUSIONS DE LA PREMIÈRE PARTIE
Après avoir montré que, dans certaines conditions tout au moins, la croissance est uniquement limitée par l’appauvrissement du milieu en un ou plusieurs aliments, divers types d'expériences nous ont permis de conclure que le rendement est indépendant de la dilution des aliments en général et de la concentration de la source ternaire en particulier. Il ne varie pas non plus au cours de la croissance. Aussi trouve-t-on entre la concentration initiale de l’aliment qui joue le rôle limitant et la croissance totale des cultures, une relation linéaire qui permet une mesure particulièrement précise et commode du rendement. Cette relation a pu être utilisée pour la détermination du rendement sur différents hydrates de carbone. Contrairement à ce que l’on pourrait attendre, les résultats sont remarquablement constants, à quelques exceptions près; et il semble qu’en général, dès lors que la molécule est attaquable, elle est intégralement utilisable.
Dans tous les cas étudiés, le rôle des toxines ou des déchets du métabolisme comme facteurs limitants était nul. D’une manière générale leur importance comme facteur d’arrêt de la croissance est certainement moins grand qu’on ne le croit le plus souvent.
Si le rendement est indépendant de la dilution des aliments, le taux de croissance au contraire en dépend. Mais cette relation, loin d’être linéaire comme l’impliquent la plupart des théories de la croissance, est d’allure hyperbolique. Le taux de croissance tend très rapidement vers une limite qui est atteinte dans certains cas avec des concentrations très minimes d’aliment. La valeur de ce taux de croissance limite n’est pas constante, mais au contraire caractéristique de l’aliment considéré : elle varie dans des proportions considérables suivant la nature de la source ternaire. Ces résultats indiquent que le taux de croissance doit dans une large
mesure dépendre de l’activité des enzymes qui attaquent les substrats ternaires. Il n’existe pas, en revanche, de corrélation apparente entre la valeur du taux de croissance limite et la structure chimique des hydrates de carbone offerts comme source ternaire.
On doit se demander si le rendement global de la croissance exprime bien le rendement des synthèses, ou si au contraire on ne doit pas, dans l’évaluation de ce dernier, tenir compte de la ration d’entretien. Le seul fait que le rendement global ne varie pas, alors que le taux de croissance varie en fonction de la dilution des aliments, indique déjà que la ration d’entretien doit être extrêmement faible. On peut essayer de l’évaluer en ralentissant expérimentalement le taux de croissance. Même dans ce cas, cependant, on ne parvient pas à mettre en évidence une ration d’entretien mesurable.
D'autre part, les expériences relatives à la croissance totale des cultures en fonction de la concentration initiale de l’aliment ne permettent pas non plus de mettre en évidence une « concentration d'entretien » permettant l’entretien mais non la croissance des cultures. En d’autres termes, il semble difficile de faire apparaître, tout au moins par l’étude du rendement matériel de la croissance, une dépense de source carbonée qui soit réellement indépendante de la croissance. En tous cas le rendement brut paraît bien être indépendant du taux de croissance.
L'expérience montre également que le rendement matériel ne varie pas sensiblement au cours de la croissance et n’est pas plus élevé pendant la « phase d’adolescence » dont un certain nombre d’auteurs croient avoir démontré l’existence.
L'étude du rendement en fonction de la température indique que celui-ci augmente sensiblement quand la température diminue. Cette modification ne peut être due qu’à une modification du rendement des synthèses, puisque la ration d'entretien est certainement négligeable.
L’« accroissement critique » du taux de croissance en fonction de la température paraît être sensiblement le même en présence de différentes sources ternaires. Il ne semble pas que la valeur du taux de croissance soit déterminée par une réaction unique assez lente pour imposer son rythme à toute la chaîne des réactions de synthèse.
Ces différents résultats ont été acquis par l’étude particulière de certaines phases de la croissance. Formulés en une expression ana-
lytique, ils permettent de reconstituer la courbe de croissance. La loi de croissance ainsi établie est pratiquement identique à celle qu'a formulée Teissrer. Contrairement à la loi logistique, la plus communément admise, elle s'exprime par une courbe fortement dissymétrique. Cette dissymétrie n’est d’ailleurs pas caractéristique de la croissance limitée par l’appauvrissement en aliments. On montre facilement qu’elle doit se retrouver dans bien d’autres cas.
Il semble, en définitive, que la croissance des cultures bactériennes, tout au moins dans certaines conditions expérimentales, facilement réalisables d’ailleurs, obéisse à quelques lois très simples. Dans ces conditions, et dans ces conditions seulement, l’analyse des courbes de croissance permet de définir et de mesurer certaines constantes physiologiques essentielles. Peut-être le résultat le plus notable de ce travail sera-t-il de permettre d’utiliser avec plus de sûreté et de précision les courbes de croissance pour l’étude de la physiologie bactérienne.
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CHAPITRE I
Le phénomène de diauxie.
INTRODUCTION
La seconde partie de ce travail est consacrée à l’étude d’un phénomène de croissance complexe qui se manifeste dans les cultures bactériennes, en rrésence de certains mélanges d’hydrates de carbone. Je m'excuse d’avoir dû, pour désigner ce phénomène, créer un terme nouveau : celui de « diauxie » (croissance double). La suite de cet exposé convaincra, je l’espère, qu’il s’agit bien d’un problème nouveau et défini, qu’il était nécessaire de distinguer par un vocable spécial.
Entre les recherches d’ordre plus général consignées dans la première partie de ce travail et le problème particulier que nous abordons il y a un lien étroit : la mise en évidence du phénomène de diauxie et son étude n’ont été possibles que grâce à l’application constante des méthodes et des résultats qui viennent d’être exposés. Afin de n’avoir plus à y revenir, il convient de souligner que toutes les expériences rapportées ci-après ont été faites dans des conditions telles, que les croissances étudiées soient fonction des variations d’une seule condition : la concentration du milieu en aliment ternaire. Aucun autre facteur limitant ne pouvait jouer un rôle dans la croissance.
Les expériences qui vont être décrites sont bien loin de résoudre et d’épuiser les questions posées par l’existence du phénomène de diauxie. Elles ont surtout pour but de définir le mieux possible le
problème, son importance dans la physiologie bactérienne et ses rapports possibles ou probables avec des faits déjà connus. Cet exposé est divisé en trois chapitres. Dans le premier on trouvera la description du phénomène et des conditions dans lesquelles 1l se manifeste. On a cherché à montrer qu’il exprime des propriétés très générales qui se retrouvent chez des espèces bactériennes variées. Le second chapitre apportera quelques expériences qui permettent de mieux définir la nature du phénomène et, en tous cas, d’écarter un certain nombre d’hypothèses. Dans le dernier chapitre on cherchera à le situer par rapport à des faits déjà connus.
CROISSANCE DU BACILLE SUBTIL DANS UN MÉLANGE ÎDE SACCHAROSE ET DE DEXTRINE.
J’ai eu l’occasion d’observer pour la première fois le phénomène de diauxie en étudiant le taux de croissance du B. subtilis dans un milieu synthétique contenant un mélange d’hydrates de carbone.
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F1G. 33. — Croissance d’une culture de B. subtilis en milieu synthétique, en présence d’un mélange de saccharose et de dextrine, le milieu contenant 0,15 p. 1.000 de chaque sucre.
Nous avons vu (chap. IV) qu’en présence de certains mélanges de glucides on obtient une courbe de croissance normale, dont le taux maximum est intermédiaire entre les taux correspondant à chaque constituant du milieu. Le rendement global correspond également à la moyenne des rendements de chaque constituant. En étudiant des mélanges de saccharose et de dextrine j’eus la surprise de constater que la croissance s’exprimait dans ce cas sous une forme complètement aberrante : elle se décomposait en deux poussées bien
distinctes, comprenant chacune toutes les phases d’une croissance normale. Ces deux poussées étaient séparées par une phase de décroissance extrêmement accentuée (fig. 33).
La première hypothèse qui vient à l’esprit en présence d’un tel phénomène, c’est que la souche utilisée n’est pure qu’en apparence, et qu’elle contient en réalité deux races, dont l’une assimile le saccharose, l’autre la dextrine. Il n’est pas utile de décrire les nombreux essais qui furent réalisés pour vérifier cette hypothèse. Nous verrons qu'elle tombe d'elle-même devant l’ensemble des faits. Contentons-nous de souligner que tous les essais de séparation sur milieux solides, de sélection par passages répétés sur saccharose et sur dextrine demeurèrent infructueux et que toutes les souches isolées à partir de la souche primitive se montrèrent identiques à celle-ci dans toutes leurs propriétés, en particulier par celle de donner lieu au phénomène de diauxie, en présence de mélanges de saccharose et de dextrine. Enfin on retrouvait le même phénomène avec des souches de B. subtilis d’origine différente.
Avant d’aller plus loin on doit se demander s’il n’existe pas dans la littérature mention d’un phénomène analogue. On est évidemment tenté d’y appliquer l'expression d’« attaque différentielle » employée depuis PASTEUR pour désigner les cas où un microorganisme manifeste une « préférence » pour l’un des constituants d’un mélange d’isomères optiques. Outre que les courbes de croissance correspondant à ces cas ne sont pas connues et qu’il n’est pas question ici d’isomérie optique, nous aurons l’occasion de montrer que le terme même d’« attaque préférentielle » ne peut s’appliquer au cas qui nous occupe. On connaît cependant quelques courbes de croissance présentant plusieurs « eyeles ». RicHarps (1932) a étudié avec précision les causes qui donnent cette apparence à la croissance de certaines souches de levure. Son étude montre que le phénomène tient à des influences complexes parmi lesquelles l’action toxique de l’alcool formé joue un rôle prépondérant. Le milieu d’ailleurs ne contenait qu’un seul sucre. Jacquor (1) a observé, avec des cultures d’Aspergillus, et j'ai eu moi-même l’occasion d'observer avec certaines souches microbiennes, que la phase de décroissance des cultures pouvait être suivie dans certains cas d’une
(1) Communication verbale.
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légère poussée secondaire, représentant évidemment l’utilisation de certains produits de l’autolyse des ceilules. Ce phénomène se rencontre assez couramment et se manifeste en effet sous la forme d’un second « cycle de croissance ». Mais les courbes de croissance auxquelles il donne lieu ne sauraient se confondre avec une courbe de diauxie. La seconde poussée est toujours beaucoup plus faible que la première, ce qui est naturel, et le phénomène n’est nullement lié à la présence dans le milieu d’un mélange d’hydrates de carbone. Dans le cas qui nous occupe, le taux de croissance ne dépendant que de la concentration du milieu en aliment ternaire, aucune action toxique ou autre ne pouvant entrer en ligne de compte, il est évident que le phénomène ne peut être lié qu’à la nature des glucides en présence.
DIAUXIES DU BACILLE SUBTIL EN PRÉSENCE D'AUTRES MÉLANGES
Il convient donc tout d’abord de rechercher si le phénomène de diauxie peut se produire dans d’autres mélanges, et si une corrélation quelconque se manifeste entre la structure des sucres en présence et son apparition. Pour commencer, on peut étudier la croissance dans une série de mélanges contenant un élément fixe associé à un élément variable. Pour cela on a réalisé une série d’expériences dans lesquelles le saccharose, élément fixe, était associé successivement aux glucides suivants :
Sorbite Glucose Arabinose Inosite Mannose Mannite Fructose Maltose
liste qui comprend des représentants des principales catégories de glucides. Toutes ces expériences ont été faites dans les conditions habituelles, en milieu synthétique S, additionné des deux sucres à essayer en quantités égales (150 mg. par litre). Dans tous les cas les fioles d'expérience étaient ensemencées avec une culture sur milieu S$ + saccharose de 12 heures environ.
Les résultats sont exprimés par les figures 34 a, b, c, d, et 35 a, b, c, d, figurant les courbes de croissance du bacille subtil sur ces divers mélanges. On voit que dans une série de cas la croissance est absolument normale, alors que dans tous les autres le phéno-
mène de diauxie se manifeste sous une forme plus ou moins accentuée mais toujours très nette. Les courbes de croissance sont définies avec assez de précision pour qu’il ne puisse y avoir aucune ambi-
guité à ce sujet. Si l’on groupe d’une part les sucres qui, associés au
| Saccharose Glucose
Saccharose Fructose
Jaccharose Arabinose
Seccharose Mannose
F1G. 34. — Croissance du B. subtilis en présence de mélanges de saccharose avec différents glucides.
saccharose, ne donnent pas lieu à une diauxie (A) et d’autre part. ceux qui y donnent lieu (B), on forme les deux listes suivantes :
(A) (B) Glucose Sorbite Fructose Inosite Mannose Arabinose Mannite Maltose Saccharose Dextrine
Comme on le voit ces listes contiennent l’une et l’autre des représentants des principaux groupes de glucides. Il ne semble pas au
Ya,
premier abord que la parenté chimique joue un rôle dans le phénomène, qui paraît tout aussi accentué lorsque le saccharose est associé à un autre disaccharide, comme le maltose, ou à un corps très éloigné, un polyalcool cyclique comme l’inosite. Nous verrons cepen-
| Saccharose 5 Saccharose Maltose Mannite 60 80
TP TE A BAIE à Saccharose Saccharose m4 Znosite | Sorbite 80 80 60 60 40 40 4 6 : 6 :__16 F1G. 35. — Croissance du B. subtilis en présence de
mélanges de saccharose avec différents glucides.
dant que ces groupements se retrouvent dans d’autres cireonstances, et avec d’autres souches bactériennes. Faute de pouvoir les désigner autrement on appellera « sucres À » ceux de la première liste, «BB» ceux de la seconde.
DIAUXIES DANS LES MÉLANGES DE SUCRES À ET B
Jusqu'ici ces deux listes ne reposent que sur le classement obtenu en essayant les divers sucres avec le saccharose. Reste à savoir si la diauxie est liée à la présence de ce dernier sucre, ou si au contraire
elle se produirait dans n'importe quel mélange comprenant un représentant de la liste À et un de la liste B. Pour résoudre com-
G/ucose Glucose Ve) Maltose Arabinose
Glucose Glucose Sorbite /nosite
Glucose Fructose Dextrine Maltose
F1G. 36. — Croissance du B. subtilis en présence de différents mélanges de deux glucides.
plètement cette question il est nécessaire de réaliser toutes les combinaisons possibles entre les sucres À et B, c’est-à-dire d'essayer
chaque sucre À contre tous les sucres B. Les combinaisons du saccharose non comprises, il reste 20 combinaisons à réaliser. Les
Fructose Fructose Arabinose S'orb'te
Fructoge fructose /nosîte Dextrine
Mannose Mannose Maltose © Arabïnose
F1G. 37. — Croissance du B. subtilis en présence de différents mélanges de deux glucides.
résultats sont exprimés par les figures 36 (a-f) 37 (a-f) 38 (a-f) et 39 (a,b). Les expériences sont faites exactement dans les mêmes conditions que les précédentes. On voit que dans tous les mélanges
A X B, sans exception le phénomène se manifeste. Il n’atteint pas,
il est vrai, la même ampleur que dans le premier exemple (saccha-
Mannose Mannose
Sorbite /nosite
M annose Dextrine
Mannite Mannite Arab/nose S'orbite
F1G. 38. — Croissance du B. subtilis en présence de différents mélanges de deux glucides.
rose-dextrine) et on doit noter que l’aspect des courbes de croissance varie suivant les mélanges considérés. La phase de décrois-
sance, en particulier, est assez irrégulière ; on constate qu’elle est souvent remplacée par un simple palier. Mais il ne peut y avoir de doute sur le fait que la courbe de croissance est dans tous les cas
Mannite 80 Mannite /nosite Dextrine
Fic. 39. — Croissance du B. subtilis en présence de différents mélanges de deux glucides.
très loin d’une courbe normale et qu’elle comprend deux « poussées » distinctes de croissance : jusqu'ici, par conséquent, tous les sucres À se comportent de façon identique vis-à-vis de chaque sucre B, et réciproquement.
MÉLANGES DE PLUSIEURS SUCRES À OÙ B
Mais cela n’est pas tout ; il reste à savoir si la diauxie est liée aux mélanges À X B, ou si, au contraire, elle peut se produire dans certains mélanges de sucre À entre eux ou de sucre B entre eux. Il n’est pas nécessaire pour résoudre cette question de réaliser toutes les combinaisons possibles deux à deux entre sucres À d’une part, entre sucres B d’autre part. Il est a priori vraisemblabie que dans les combinaisons À X À et B X B, la diauxie ne se manifestera pas. C’est du moins ce que font prévoir les combinaisons déjà réalisées avec le saccharose. On peut donc se contenter de vérifier cette hypothèse en associant ensemble plusieurs sucres À d’une part, plusieurs sucres B d’autre part. La figure 40, courbe I, représente la croissance du Bacille subtil sur un milieu qui contenait à la fois saccharose, mannite, glucose et lévulose, c’est-à-dire quatre sucres À. La courbe IT correspond à un mélange de quatre sucres B : sorbite, inosite, arabinose, dextrine. (Dans les deux cas chaque sucre est
introduit à la concentration de 0,05 gr. par litre). On constate que les courbes de croissance sont absolument normales, il n’y a pas trace de diauxie. Mais ces expériences demandent un contrôle : il s’agit en effet de montrer que la diauxie peut se manifester dans des mélanges aussi complexes. C’est ce que prouve l’expérience exprimée par la figure 40, courbe III. Elle correspond à la croissance
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F1G. 40. — Croissance du B. subtulis : I) en présence de quatre sucres A; II) en présence de quatre sucres B ; III) en présence de quatre sucres B plus un sucre A.
d’une culture sur un milieu contenant quatre sucres B (sorbite, inosite, arabinose, dextrine) plus un sucre À (saccharose). Tous les constituants du mélange sont présents à la dose de 50 mg. par litre. Il se produit, comme on le voit, une diauxie très nette, quoique peu accentuée.
On peut donc conclure de ces dernières expériences que la diauxie ne se produit jamais dans des mélanges contenant uniquement des sucres À ou des sucres B.
Enfin on peut montrer que la diauxie apparaît également dans des milieux contenant à la fois de nombreux sucres À et B. La figure 41 correspond à Ia croissance d’une culture sur un milieu contenant tous les sucres À et tous les sucres B, c’est-à-dire 10 en tout (saccharose, glucose, lévulose, mannose, mannite + inosite, sorbite, arabinose, mailtose, dextrine) chacun à la concentration de 0,025 gr. par litre. Ici encore la diauxie est parfaitement nette, quoique peu accentuée.
Il ressort de toutes ces expériences, que le classement obtenu
en utilisant le saccharose comme test se retrouve quel que soit le type de mélange réalisé. Tous ies sucres À se comportent de manière identique vis-à-vis des sucres B, et réciproquement. De même chaque groupe semble homogène et ne paraît pas pouvoir se subdiviser. En d’autres termes, il ne semble pas qu’il existe plus de deux groupes, ce qui est particulièrement manifeste dans les méjanges contenant plus de deux sucres : en aucun cas on n’observe
Heures RESTES: Open F1G. 41. — Croissance du B. subtilis en présence d’un
mélange comprenant cinq sucres À et cinq sucres B.
plus de deux cycles successifs. On aboutit à deux catégories distinctes et non, comme on aurait pu s’y attendre, à l'expression de différences plus ou moins graduées. Il semble que tout sucre utilisable par notre souche appartienne nécessairement à la catégorie À ou B.
DIAUXIES PAR RAPPORT AU GLUCOSE CHEZ B. coli ET B. typhi-murium.
Telles sont, chez le Bacille subtil, les conditions dans lesquelles se manifeste le phénomène de diauxie. Avant même d’essayer d’en préciser la nature et le mécanisme, il est d’un intérêt primordial de savoir s’il s’agit d’un phénomène général, si, en utilisant d’autres espèces bactériennes, on retrouve ce classement des sucres en deux catégories et si les mêmes corps se trouveront associés dans les listes À et B.
Les expériences qui suivent se rapportent à la croissance de deux
bactéries proches l’une de l’autre, mais très éloignées par tous leurs caractères de B. subtilis. Ce sont B. coli et B. typhi-murium. Ces
Glucose Mannose
G/ucose 80 Fructose
Glucose Ga/actose
Glucose : GC/ucose Arebinose Fhamnose
F1G. 42. — Croissance du B. coli en présence de mélanges de glucose avec différents glucides.
deux souches n’attaquaient pas le saccharose. Le glucose a donc été employé pour effectuer un premier classement. Les sucres éprouvés par rapport au glucose ont été les suivants :
Hexoses : Glucose Fructose Mannose Galactose
Pentoses : Arabinose Xylose Rhamnose
G/ucose Meannite
Glucose Dultcite
Glucose Zectose
Hexites : Mannite Sorbite Dulcite
Disaccharides : Maltose Lactose
Glucose :
Sorbite
Glucose Meltose
F1G. 43. — Croissance du B. coli en présence de mélanges de glucose avec différents glucides.
Toutes ces expériences ont été faites dans les mêmes conditions que les précédentes. Les fioles étaient ensemencées avec des cul-
Glucose Glucose Mannose Fructose
G/ucose Ge/actose
Glucose Glucose Arabrnose #hamnose
F1G. 44. — Croissance du B. typhi-murium en présence de mélanges de glucose avec différents glucides.
tures sur milieu $ + glucose de 12 heures environ. Le milieu contenait 75 mg. par litre de glucose et 150 mg. par litre du sucre à
essayer (1). Les résultats, en ce qui concerne B. coli, sont exprimés par les figures 42 (a-f) et 43 (u-e) et pour B. typhi-murium, par les figures 44 (a-f) et 45 (a-d).
On voit que les résultats sont entièrement superposables, qu'il s'agisse de B. coli ou de B. typhi-murium. On remarquera que chez
Glucose Glucose Mannite Sorbrte
Glucose G/ucose 80 Dulcite 80 Mealtose 60 50 40 ; 40 20 PTE 20 2 _ je 16 ee 8 F1G. 45. — Croissance du B. typhi-murium en pré-
sence de mélanges de glucose avec différents glucides.
l’une et l’autre espèce les deux poussées successives des croissances diauxiques sont séparées en général par un palier et non, comme chez B. subtilis, par une phase de décroissance. Nous avons déjà eu l’occasion de noter d’ailleurs (p.42) que les courbes de croissance normale de B. subtilis en milieu synthétique présentent une phase maximum extrêémement courte, à tel point qu'il est difficile de
(1) Sauf dans deux cas (tests de l’Arabinose et de la Sorbite avec B. coli) où le milieu contenait 200 mg. de sucre à essayer et 100 mg. de glucose.
définir dans certains cas le maximum avec précision, alors que chez B. col la phase de décroissance est très lente à s’établir. Il est naturel que ces différences s'expriment également dans les courbes diauxiques, et on peut noter en passant qu’elles mettent bien en évidence le fait que la première poussée, dans ces courbes, aboutit à un véritable maximum, comparable à celui d’une croissance normale. Cependant, si dans certains cas le palier qui sépare les deux poussées successives est particulièrement net (glucose-dulcite par exemple), il disparaît parfois, pour ne se manifester que par un simple ralentissement (glucose-galactose). Mais les croissances normales et les croissances diauxiques ne sauraient se confondre.
1 2 ROUE DES REY à F1G. 46. — Croissance d’une culture de B. coli dans un mélange glucose-galactose. (Coordonnées semi-logarithmiques).
Même lorsqu'il n’y a pas de palier accentué, celles-ci peuvent être caractérisées par le fait que le taux de croissance passe par un minimum. Cela est particulièrement évident lorsqu'on représente les croissances diauxiques en coordonnées semi-logarithmiques (fig. 46). Le fait essentiel, c’est que le classement des sucres vis-à-vis du glucose s'établit comme suit, pour B. coli et B. typhi-murium :
A B Glucose Galactose Mannose Arabinose Fructose Xylose Mannite Rhamnose
Sorbite Dulcite Maltose Lactose
Et on constate que la liste des sucres À établie avec B. subtilis se retrouve intégralement ici, au saccharose près, qui n’est pas utilisable par B. coli et typhi-murium. La liste B est assez différente en apparence, mais cela tient uniquement à ce qu’elle comprend plusieurs corps que B. subtilis n’attaquait pas (galactose, xylose, dulcite, rhamnose, lactose) et qu’elle ne comprend pas l’'inosite, auquel B. coli et B. typhi-murium ne touchent pas (1). Trois corps, également utilisables par ces trois espèces bactériennes, se retrouvent dans la liste B : arabinose, sorbite et maltose.
AUTRES COMBINAISONS RÉALISÉES AVEC B. coli.
Ainsi, non seulement le phénomène de diauxie paraît très général, puisqu'il se présente chez des espèces bactériennes très éloignées mais encore il semble que les mêmes corps soient toujours classés ensemble, en deux catégories distinctes. Il importe de savoir jusqu’où cette identité se poursuit, et en particulier si les listes À et B sont entièrement homogènes, si tous les sucres de chaque liste manifestent les mêmes propriétés. Pour cela on a réalisé toutes les combinaisons possibles entre un certain nombre de sucres, comprenant des représentants des listes À et B. Le nombre total de sucres essayés a été limité à huit corps, ce qui donne déjà 27 combinaisons qui ont toutes été expérimentées. Les sucres essayés comprenaient 4 sucres À et 4 sucres B choisis à dessein parmi des catégories chimiques différentes :
A B Mannite Sorbite Glucose Xylose Fructose Maltose Mannose Lactose
Les expériences ont été faites avec B. coli, dans des conditions identiques aux précédentes. (Ensemencement des fioles avec cultures sur milieu $ + glucose). Pour les mélanges À X B, le milieu contenait toujours une partie de sucre À pour 3 de sucre B (75 mg. et
(1) La dextrine se classe également parmi les sucres B pour B. coli. Mais l'identité chimique de ce corps est trop mal définie pour qu’il soit intéressant de le faire figurer dans les classements.
150 mg. par litre). Les résultats exprimés par les figures 47 (a-f), 48 (a-f), 49 (a-f) et 50 (a-c) ne comprennent pas les combinaisons du
Mannose Mannose Fructose Mannite
Mannose Mannose S'orbite Maltose
Mannose Zactose
Fic. 47. — Croissance du B. coli en présence de différents mélanges de deux glucides.
glucose, déjà réalisées dans les expériences précédentes. On peut voir qu’en aucun cas la confusion n’est possible entre croissance
Fructose Fructose Mannite Vorbite
Fructose à Fructose Maltose Zactose
Fructose Mannite X ylos e Sorbite
F1G. 48. — Croissance du LB. coli en présence de différents mélanges de deux glucides.
Mannite
Maltose
Mannite Sorbîte Lactose Maltose
Sorbite Sorbite Zactose Xy/ose
F1G. 49. — Croissance du B. coli en présence de différents mélanges de deux glucides.
Maltose Zactose
Zactose Xy/o5se
Fic. 50. —- Croissance du B. coli en présence de différents mélanges de deux glucides.
diauxique et croissance normale. Ces résultats sont résumés par le tableau suivant, le signe + indiquant une croissance diauxique, et le signe — une croissance normale :
ACTUS SR TERRES
rl ee RS
L'examen de ce tableau révèle qu’en aucun cas un mélange de deux sucres À, ou de deux sucres B, ne donne lieu à une croissance diauxique, et que tous les sucres B donnent des croissances diauxiques en présence de mannite ou de glucose. Ces résultats sont identiques à ceux qu’on avait obtenus avec B. subtilis. Mais il apparaît aussi une différence très importante : le fructose et le mannose, sucres À, ne donnent de diauxie dans aucun mélange avec des sucres B. Nous avons vu qu’il n’en était pas ainsi chez B. subtilis, qui présentait des courbes diauxiques en présence de n’importe quel mélange À X B. Pour B. coli, au contraire, les sucres de la liste À ne sont pas tous équivalents : certains d’entre eux ne provoquent en aucun cas le phénomène de diauxie.
Discussion.
Le classement des sucres.
La différence importante que nous venons de relever doit-elle nous faire abandonner le classement des sucres en deux catégories, A et B ? Cela ne paraît pas opportun, et il est certainement préférable de conserver ce classement qui paraît bien indiquer l’identité de certains mécanismes physiologiques chez les diverses espèces bactériennes expérimentées. Certes, à ne considérer que les résultats concernant B. coli, on pourrait créer une troisième catégorie de sucres : « indifférents », ne donnant de diauxie ni en présence des sucres À ni en présence des sucres P, catégorie qui n’existerait pas chez B. subtilis. Mais, plutôt que de souligner des différences, 1l vaut beaucoup mieux marquer les analogies, qui deviennent évidentes lorsqu'on adopte la définition suivante : les sucres À sont ceux qui, en présence du glucose, ne provoquent pas de croissance diauxique, les sucres B ceux qui, dans les mêmes conditions, donnent lieu à ce phénomène. Le classement ainsi défini est le même pour tous les sucres utilisables à la fois par B. co, B. subtilis, et B. iyphimurium. En groupant les résultats donnés par ces deux espèces, bactériennes, on obtient le ciassement général suivant :
B Glucose Galactose Fructose Arabinose Mannose X ylose Mannite Rhamnose Saccharose Sorbite Dulcite Inosite Maltose Lactose
Indépendamment de toute hypothèse sur le mécanisme de la diauxie, on doit d’abord se demander si ce classement correspond à la structure ou aux propriétés chimiques des corps en présence. Au point de vue purement chimique, on voit que les deux séries comportent des représentants de tous les principaux groupes de glucides : la série À comprenant trois hexoses, un hexite et un disaccharide, la série B un hexose, deux pentoses, un méthyl-pentose, deux hexites, un alcool cyclique et deux disaccharides. Il n’y a évidemment rien à trouver dans cette voie. S’agit-:1l d’une analogie plus profonde de structure ? On constate que si tous les sucres de la liste À sont des représentants de la d-série, la liste B comporte une majorité de corps appartenant également à cette série. Le glucose, le mannose, a mannite, sucres À, sont dextrogyres, mais le fructose, également sucre À, est lévogyre. L’examen approfondi des formules de structure ne révèle rien de plus.
On devait se demander si la diauxie ne pouvait être liée à quelque altération subie par certains sucres au cours de la stérilisation et non par d’autres. Cetie hypothèse a été contrôlée à plusieurs reprises : On a comparé les croissances obtenues lorsque les deux constituants d’un mélange étaient : 10 stérilisés à part, dans de l’eau distillée (technique habituelle) ; 20 stérilisés dans le milieu, ou, 30 introduits dans les flacons de culture sans avoir subi de stérilisation. Les résultats se sont montrés identiques dans tous les cas. La diauxie est donc certainement liée aux propriétés normales des sucres.
Malgré les résultats négatifs de ce premier examen, la question ne doit pas être considérée comme insoluble. Le fait que la diauxie permette d'établir les mêmes groupements de sucres, lorsque les expériences sont faites avec des bactéries aussi différentes que B. coli et B. subtilis, indique clairement que ces classements ne cor-
respondent pas seulement aux idiosynerasies physiologiques des bactéries, mais aussi, certainement, à quelque propriété chimique ou physique commune aux corps appartenant à l’une des catégories.
Il est un point qui doit attirer l’attention et donne une indication qui ne saurait être négligée : c’est le groupement au sein de la liste À des trois hexoses : glucose, fructose et mannose. On sait, en effet, que ces trois corps sont toujours ou presque associés par leurs propriétés fermentaires. Ces étroites analogies ont été démontrées il y a longtemps déjà par les travaux de FISCHER et THIERFELDER (1898) sur les levures : il semble que toute souche de levure capable d'attaquer l’un de ces trois corps soit toujours capable d’attaquer les deux autres. Le résultat est si constant que, pour la détermination des levures par leurs réactions fermentaires, on admet qu’il est inutile d'essayer les trois représentants de ce groupe. Chez les bactéries, cette règle souffre quelques exceptions, mais elles sont rares (KenpaALz, BLy et HANER 1923 ; Ken DALL 1928 ; Wenum et GOLDEN 1937). Or ces trois sucres, comme l’ont remarqué FiscHeRr et THier- FELDER, Ont une propriété chimique commune : celle de former le même énol. Aussi ARMSTRONG (1912) a-t-il supposé que les microorganismes pouvaient produire l’énolisation avant d’attaquer ces corps. En tous cas l’association de ces trois corps au sein de la liste À est bien en accord avec l’identité de leurs propriétés fermentaires. Celles-ci cependant ne suffisent pas à expliquer la composition de la liste À, puisque cette catégorie comprend, outre les trois hexoses en question, le saccharose et la mannite. Quoi qu’il en soit ces coïncidences doivent être notées.
Diauxie et constantes de croissance.
S'il n'apparaît aucune corrélation évidente entre les propriétés chimiques des sucres et leur classement vis-à-vis du phénomène de diauxie, il n’est peut-être pas impossible de découvrir une corrélation avec d’autres propriétés physiologiques. On peut en particulier considérer les constantes de croissance caractéristiques de ces différents Corps.
Le rendement, on le sait, est peu variable, et on trouve dans les deux listes des sucres à rendement élevé et à rendement faible. Le taux de croissance maximum ne permet pas d'établir de rapport plus précis : si la plupart des sucres donnant un faible taux de crois-
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sance se trouvent réunis dans la liste B, celle-ci comprend aussi des corps permettant une croissance aussi rapide, ou plus rapide, que certains sucres À. Ainsi le taux de croissance de Z. coli est de 1,04 sur le fructose et le mannose (A), de 1,10 sur la sorbite (B), de 1,09 sur l’arabinose (B). Le taux de croissance de B. subtilis est de 1,25 sur la sorbite (B) et de 1,21 sur le glucose (A).
Il ne semble done pas qu’il y ait de corrélation entre les propriétés physiologiques exprimées par ces deux constantes et celles qui sont liées au phénomène de diauxie. En revanche on doit noter que la troisième constante de croissance, celle que nous avons désignée par le symbole C; (concentration d’aliment limitant pour laquelle le taux de croissance maximum est réduit de moitié), paraît avoir toujours une valeur plus élevée pour les sucres B que pour les sucres À dans les courbes de croissance de B. subtilis. On constate en effet que la phase de ralentissement des courbes de croissance est toujours plus arrondie et se termine moins brutalement avec les sucres B qu'avec les sucres À (voir p. 127) (Comparer à ce sujet les croissances représentées par les courbes I et II de la fig. 40). Cette corrélation doit être notée, quoiqu’elle soit d'interprétation difficile, et qu’elle ne se manifeste pas clairement dans les courbes de croissance de B. coli. On se rappellera à ce sujet que la constante C;, exprime une des caractéristiques physiologiques d’un phénomène analogue à une saturation.
Résumé et conclusions du Chapitre premier.
En présence de mélanges de certains hydrates de carbone, la croissance des cultures bactériennes est anormale. Elle est interrompue par une phase de ralentissement ou d’arrêt, ou même de décroissance. Quelle qu’en soit la forme précise, ces courbes de croissance peuvent toujours être caractérisées par le fait que le taux de croissance passe à un moment donné par un minimum. C’est à ce phénomène que l’on donne ici le nom de « diauxie ».
Dans ce premier chapitre on ne s’est pas préoccupé d’élucider le mécanisme de la diauxie, mais d’établir qu’il s’agit d’un phénomène général, que peuvent manifester des espèces bactériennes très différentes. L'étude systématique des mélanges d’hydrates de carbone
provoquant ou ne provoquant pas de diauxie, permet d’établir
empiriquement deux catégories de sucres et deux seulement. En effet, quelle que soit la complexité du mélange étudié, on n’observe jamais plus de deux poussées successives de croissance. Nous appelons sucres À ceux qui, en présence de glucose, ne provoquent pas de diauxie, et sucres B ceux qui, dans les mêmes circonstances, donnent lieu à ce phénomène. Il se trouve que les classements établis en étudiant les réactions d'espèces bactériennes très différentes : B. coli et B. subtilis, sont analogues : les mêmes corps sont associés dans les listes À et B. Cela indique que la diauxie est l’expression de propriétés constantes et essentielles des souches bactériennes vis-à-vis des sucres essayés. Toutefois, il n’existe aucune corrélation évidente entre la structure chimique de ces corps et leur place dans les catégories À ou B. Il ne semble pas non plus qu’il y ait de rapport entre le phénomène de diauxie et les propriétés physiologiques exprimées par les principales constantes de croissance : taux maximum et rendement.
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CHAPITRE II
La nature du phénomène de diauxie.
Jusqu'ici on s’est borné à décrire le phénomène de diauxie, à montrer qu’il est lié à la présence simultanée dans le milieu de certains hydrates de carbone, sans toutefois faire d’hypothèses sur son mécanisme. On décrira dans ce chapitre un certain nombre d’expériences qui permettront de mieux définir le phénomène, et montreront dans quelle voie on doit chercher à élucider son mécanisme.
L’ASSIMILATION SUCCESSIVE DES SUCRES DANS LA DIAUXIE
Il est à peu près évident que les deux poussées successives d’une diauxie correspondent à l’assimilation successive des deux éléments du mélange de glucides constituant la source carbonée. Toutefois, avant d’aller plus loin, il est nécessaire de démontrer par quelques expériences qu’il en est bien ainsi. Cela est possible sans dosages, par la comparaison des courbes de croissance obtenues en présence de différentes proportions du même mélange. C’est ce qui permet de faire l'expérience résumée par la figure 51. Celle-ci correspond à la croissance de trois cultures de B. coli sur un mélange de glucose et de sorbite. (Expérience faite dans les conditions habituelles, ensemencement des fioles avec une culture entretenue sur milieu S + glucose). Dans le prernier cas (courbe À) le milieu contenait 1 partie de glucose pour 3 de sorbite (200 mg. de sucre en tout) dans le second (courbe B) 2 parties de glucose pour 2 de sorbite, et dans le dernier (C) 3 parties de glucose pour une de sorbite. Les rendements de ces deux sucres étant comparables, si l'hypothèse est exacte, le palier marquant la fin du premier cycle doit correspondre dans un cas au quart de la croissance totale, dans le second à la moitié, et dans
l’autre aux trois quarts. C’est bien ce que l’on constate, en effet, et on peut en outre déduire de ces courbes que c’est le glucose qui est
L 2 (0) 1 Q) 1 2 3 CES QE 6 l F1G. 51. — Croissance du B. coli dans un mélange glucose-sorbite, en proportion 1/3 (A) ; 2/2 (B) et 3/1 (C).
Les chiffres indiquent la croissance totale correspondant
à chaque « cycle de croissance ».
assimilé le premier. Les résultats sont du reste d’une précision quantitative : la croissance totale correspondant à la première poussée dans chacune de ces courbes est de :
Expérience : I TI III OSEO VO a Lea suce 13,9 26,5 39,0 Moyenne calculée ............. 43,15 26,2 39,5
On voit que l’écart par rapport à la moyenne ne dépasse pas les erreurs possibles. Il en est do même pour lasecon e poussée:
Expérience : I Il | III ODSOV RP Re ce cute 43,5 29,5 414,0
| Moyenne calculée ............. 43,5 29,0 | 14,5
Et l’on constate que, comme nous le savions déjà (p. 54), le rendement de la sorbite est supérieur à celui du glucose.
On peut conclure de ces résultats que le glucose est entièrement utilisé pendant le premier cycle, la sorbite entièrement utilisée également pendant le second. Reste à savoir s’il en est toujours ainsi, et en particulier si le sucre À est toujours utilisé le premier. En ce qui concerne B. coli, rappelons que, dans les expériences rapportées au chapitre précédent, le sucre À et le sucre B ont chaque fois été introduits dans le milieu dans la proportion de 1 à 2. Les rendements des sucres essayés étant comparables, si le sucre À est toujours utilisé avant le sucre B, le palier correspondant à la fin du premier cycle doit toujours se trouver au tiers environ de la croissance totale. On peut constater (fig. 42, 43, 47, 48, 49, 50) qu'il en est bien ainsi.
En ce qui concerne B. subtilis, l’expérience résumée par la figure 52 montrera que là aussi l’un des cycles correspond au
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F1G. 52. — Croissance de B. coli dans un mélange saccharose-maltose, en proportion 1/3 (I), 2/2;(11) et 3/1 (III).
sucre À, l’autre au sucre B. Ce graphique exprime la croissance de trois cultures sur un mélan ge de saccharose et de maltose, dans les proportions de 1 à 3 dans le premier cas, de 1 à 1 dans le second, de 3 à 1 dans le dernier. On constate qu’iei aussi le sucre À, en l’espèce le saccharose est utilisé le premier (1). Enfin des expériences de dosage qui seront décrites plus loin permettent de préciser ces résul-
(1) On doit noter que la position des maxima successifs est toujours plus variable avec B. subtilis qu'avec B. coli. Nous avions dû remarquer ce fait. en étudiant la croissance totale des cultures de cette bactérie en fonction de la concentration initiale de l’aliment (1° partie, Chap. III).
tats et d'affirmer que le sucre B n'est jamais, même partiellement, utilisé pendant le premier cyele, alors que le sucre À est toujours entièrement épuisé à la fin du premier.
DIAUXIE ET & ATTAQUE PRÉFÉRENTIELLE ».
Il est donc établi que les courbes diauxiques expriment le fait que les glucides appartenant à une certaine catégorie sont toujours assimilés avant certains autres lorsqu'ils se trouvent en présence au sein du même milieu de culture. Ce point précisé, nous sommes en mesure de rechercher quels sont les principaux types d'explication capables de rendre compte de ces faits. Avant d'envisager des hypothèses plus précises, il convient d'examiner celle d’une « attaque préférentielle » qui paraît la plus immédiate. Il est clair que cette expression ne constitue pas, à vrai dire, une hypothèse, et qu’elle ne comporte aucune explication positive du mécanisme du phénomène. Mais il est clair également qu’elle ne peut même pas être employée pour décrire les faits impliqués par les courbes diauxiques, dont elle donnerait une idée incorrecte. Tout d’abord parce qu’elle a jusqu'ici été employée principalement pour désigner les cas d’utilisation différentielle de deux isomères optiques, et que les phénomènes décrits dans le précédent chapitre ne sont liés à aucune isomérie. Ensuite, et surtout, parce qu’elle suppose que l’utilisation successive est l’expression d’une « préférence ». Pour autant que ce mot ait un sens, appliqué à des bactéries, il implique l’idée que le sucre «préféré » constitue un aliment plus favorable, c’est-à-dire plus facilement ou plus complètement assimilable. Or il n’en est rien. Nous avons vu que certains sucres B ont un rendement de croissance supérieur à certains sucres À. Nous avons vu aussi, et cela doit être souligné, que la croissance est plus rapide sur certains sucres B que sur certains sucres À. Enfin il suffit de jeter un coup d’œil à certaines courbes diauxiques, pour se rendre compte qu'aucune « préférence » ne suffit à expliquer ce phénomène. Nous avons vu que dans bien des cas les deux poussées de croissance sont interrompues par une longue phase de décroissance, au cours de laquelle il semble que la culture, ayant achevé le sucre À, se trouve encore incapable pendant assez longtemps, d'utiliser le sucre B (Fig. 33, p. 140). D’une manière plus générale il est clair que,dans la diauxie, tout se passe comme si la culture était incapable d'utiliser simultanément les deux cons-
tituants de certains couples de glucides : c’est essentiellement cela qu’il s’agit d'expliquer, ce qu'aucune « préférence », même accentuée, ne saurait faire.
Ceci dit, il faut ajouter que l’expression d’ « attaque préférentielle » a servi jusqu'ici pour désigner un certain nombre de phénomènes dont le mécanisme réel est inconnu, et parmi lesquels 1l est fort possible qu’il s’en trouve qui relèvent de la même explication que la diauxie. Et si la nature de ces phénomènes est inconnue, c’est peut-être précisément parce qu'on s’est contenté jusqu'ici de les cataloguer sous l'étiquette : « attaque préférentielle ».
SÉLECTION OU ADAPTATION
Ainsi, tout se passe comme si, au cours de la première poussée d’une diauxie, la culture possédait et utilisait l’enzyme correspondant au sucre À, mais ne possédait pas ou ne formait pas en quantité suffisante l’enzyme correspondant au sucre B. La diauxie paraît être l'expression d’une variation de pouvoir enzymatique.
Lorsqu'il s’agit d'expliquer une telle variation, deux types d’explication se trouvent toujours en présence : adaptation ou sélection.
19 Sélection. — On sait par de nombreux travaux, en particulier grâce à ceux de Massini (1911), de MarcHaL (1932) et de Lewis (1934) que, dans certains cas, les variations de pouvoir enzymatique doivent être attribuées à de véritables mutations. Lewis a pu montrer que telle souche de B. coli, normalement privée du pouvoir d'attaquer le lactose, pouvait donner naissance par un véritable processus de mutation, à taux faible mais constant, à une souche variante, capable, elle, d'attaquer ce corps. Comme les mutations des êtres supérieurs, celles-ci paraissent dans une très large mesure indépendants des circonstances extérieures, et en particulier de la présence ou de l’absence dans le milieu du corps correspondant à l’enzyme qui apparaît.
On peut sur cette base imaginer un schéma qui rende compte du phénomène de diauxie. il faudrait admettre qu’une certaine forme « possédant les enzymes capables d'attaquer les sucres À, peut donner par mutation, à taux faible, une forme 8 capable d'attaquer les sucres B. Après la croissance de la forme « qui épuise le milieu en sucre À, la forme 6 serait peu à peu sélectionnée, et c’est à elle que serait due la seconde poussée. Ce schéma est possible, quoique
l’ensemble des faits que nous connaissons déjà le rende peu vraisemblable. Il faudrait en effet admettre qu’une transformation due à une seule mutation peut entrainer l'apparition de tout l’arsenal enzymatique correspondant aux sucres B (4). Si l'apparition de chaque enzyme était due à une mutation distincte, on ne s’expliquerait pas pourquoi on n'observe jamais, quelle que soit la complexité du milieu, plus de deux cycles successifs. Quoi qu’il en soit, ce type d'explication doit être envisagé.
2° Adaptation. — On sait depuis fort longtemps que telle souche, incapable d'utiliser un certain corps, peut y être entraînée par des repiquages en série dans un milieu contenant ce corps. S’il est prouvé que dans beaucoup de cas cet « entraînement » est en réalité le résultat de la sélection d’un mutant, il est également démontré que dans d’autres, 1l s’agit d’une véritable adaptation. Dès 1899 ce problème était posé par DucLaux de la façon la plus claire, dans son Traité de Microbiologie. DucLAUx remarquait que si la présence de certains enzymes (chez l’Aspergillus, en particulier) ne paraissait pas liée à la présence dans le milieu des corps correspondants, d’autres au contraire n’apparaissent qu’en présence du substrat. Mais il faut attendre jusqu'aux années récentes pour trouver des travaux où cette question soit étudiée systématiquement par des expériences appropriées. On doit à ce sujet citer principalement les travaux de KarsTROM (1952). Cet auteur a montré que l’on pouvait dans l’arsenal enzymatique bactérien, distinguer deux catégories d’enzymes : les uns (enzymes constitutifs) sont toujours présents, quelle que soit la composition des milieux de culture. Les autres n’apparaissent en quantité appréciable que lorsque le milieu contient le substrat approprié (enzymes adaptatifs). On voit que les conclusions de KarsTroM cadrent exactement avec les vues de Duccaux. Nous aurons l’occasion au cours du dernier chapitre de revenir plus longuement sur les travaux de Karsrrom et de ses continuateurs. Pour l'instant il nous suffira de constater que ses conclusions pourraient constituer la base d’une explication très plausible des croissances diauxiques : en toutes circonstances les bactéries
(1) Cette hypothèse n’est pas en soi invraisemblable, d’ailleurs. Lworr et
AuDuREAU (1941) viennent de montrer qu’une seule et même mutation con-
férait à Moraxella Iwoffi le pouvoir d’attaquer les acides succinique, l-malique et fumarique, auxquels les souches normales ne touchent pas.
posséderaient l’arsenal d’enzymes correspondant aux sucres À. Les enzymes des sucres B n’apparaîtraient qu'après une adaptation préalable. I1 suffit d'imaginer que celle-ci soit suffisamment lente, pour expliquer les deux poussées successives qui caractérisent la
diauxie.
INFLUENCE DE L'ORIGINE DE L'INOCULAT SUR LA DIAUXIE
Reste à savoir si l’une de ces deux hypothèses est la bonne, ou s’il sera nécessaire de recourir à un autre type d'explication. Il est clair que dans l’un comme dans l’autre cas, la diauxie doit être liée aux traitements subis par la souche avant l’essai. Si la souche a été, avant son ensemencement dans un mélange À. B., cultivée en présence du sucre BP, et que la diauxie soit l'expression d’un phénomène d'adaptation, elle ne pourra se manifester dans ces conditions puisque l’adaptation sera déjà réalisée. Elle ne peut apparaître que si la souche a été antérieurement cultivée sur un milieu ne contenant pas le sucre B en question. S’il s’agit d’une sélection le résultat sera sans doute le même : cultivée en présence du sucre B comme seule source carbonée, la race B aura été nécessairement sélectionnée, et il n’y aura pas de diauxie par repiquage dans un milieu À. B. (A moins, ce qui n’est pas absolument invraisemblable, que la race B ne possède pas le pouvoir d’attaquer le sucre À, auquel cas la diauxie pourrait être inversée : il y aurait sélection en sens inverse). Il est donc assez facile d’éprouver à la fois l'hypothèse adaptative et l'hypothèse sélective, et peut être même ces expériences nous permettront-elles de choisir entre ces deux types d’explication. Les expériences qui suivent sont destinées à vérifier ces hypothèses.
19 Expériences avec B. subtilis. — Les expériences consistent dans la comparaison des croissances obtenues sur un mélange 4. B., la souche ayant subi auparavant plusieurs passages soit : 40 sur le sucre À ; 20 sur le sucre B ;39 sur le mélange 4. B. Dans toutes les expériences qui suivent, les souches, normalement entretenues sur gélose ordinaire, étaient repiquées sur milieu synthétique S, auquel on ajoutait le sucre ou le mélange de sucres approprié. Celui-ci constituait la seule source carbonée. Après un certain nombre de passages en tube à essai, la souche traitée était repiquée dans les fioles d'expériences contenant le mélange À. B. Pour les expériences avec B. subtilis on à choisi le couple saccharose-dextrine, celui-ci parais-
sant donner des diauxies particulièrement accentuées. Les fioles d’expérience contenaient parties égales de saccharose et de dextrine (300 mg. par litre en tout). La figure 53 résume une telle expé-
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F1G. 53. — Croissance du B. subtilis dans un mélange (en proportions égales) saccharose-dextrine : I) après passage sur saccharose; II) après passage sur dextrine ; III) après passage sur saccharose-dextrine.
rience. Dans le premier cas (courbe I) la souche avait subi quatre passages sur saccharose, ce que l’on peut résumer par le schéma :
I) | A4 + AS.B
indiquant que l’expérience correspond au cinquième passage sur À et au premier sur B. Dans le second cas (courbe IT) la souche avait subi quatre passages sur le sucre B seul, et dans le dernier, quatre passages sur le mélange À. B. On a donc les schémas :
IT) Bi — A1.B5
ITT) AS B* — A5.B5
On peut constater que dans tous les cas on obtient une diauxie accentuée. La courbe I diffère cependant des deux autres : la phase -de décroissance est plus longue. Il semble donc que la diauxie soit
un peu moins accentuée après culture sur sucre B seul ou sur le: mélange À. B. Mais elle est bien loin de disparaître. L'expérience résumée par la figure 54, semblable aux précédentes, donne des résultats identiques. Elle correspond aux schémas :
I) A%— A, Bi,
Il) BS— A1, Bf,
la aussi, la diauxie, après passage sur dextrine, est légèrement moins accentuée qu’après passage sur saccharose.
Heures
Fi. 54. — Croissance du B. subtilis sur un mélange (proportions égales) de saccharose et de dextrine, après passage sur saccharose (1) et sur dextrine (11).
20 Expériences avec B. coli. — On obtient avec B. coli des résultats essentiellement comparables. La figure 55 concerne la croissance
F1G. 55. — Croissance du B. coli sur un mélange glucose-maltose (en proportion 1/2), après passage sur glucose (I et IT) et sur maltose (III et IV).
de B. col sur le mélange glucose-maltose, après plusieurs passages sur l’un de ces deux sucres ou sur l’autre. Les expériences sont faites.
dans des conditions identiques aux précédentes : plusieurs passages en tube avant ensemencement dans les fioles d'expérience. Pour les passages en tube, le milieu contenait 1 pour 1.000 de sucre. Pour les expériences proprement dites, les deux sucres étaient introduits dans le rapport de 1 à 2 (75 mg. par litre de glucose, et 150 mg. par litre de rmaltose). Les courbes I et IT correspondent au schéma :
A%—+ AS, BA
et les courbes III et IV au schéma :
Pt — A# BF,
On peut voir que ces quatre courbes sont presque identiques les. unes aux autres. Après passage sur maltose la diauxie est simplement un peu moins accentuée qu'après passage sur glucose. On peut s’assurer de plus que !a fin du premier cycle correspond toujours au tiers environ de la croissance totale. On en conclut que le glucose est bien, dans tous les cas, utilisé le premier : il n’y à r4 suppression ni inversion de la diauxie. De nombreuses expériences, effectuées avec d’autres couples de sucres, ont prouvé qu’il en est toujours ainsi.
Ces expériences suffisent à éliminer entièrement l’hypothèse d’après laquelle la diauxie représenterait un phéromène de sélection. Il est impossible en effet qu'après plusieurs passages sur sucre Z comme seul aliment carboné la sélection ne soit pas radicale. Et dans ce cas on devrait obtenir, soit la suppression, soit l’inversion de la diauxie. Il n’en est rien, et cette hypothèse doit être abandonnée.
DIAUXIES PROVOQUÉES AU COURS DE LA CROISSANCE
Au premier abord ces résultats paraissent éliminer également l'hypothèse de l’adaptation. Avant d’en arriver à cette conclusion, il est nécessaire cependant de procéder à un contrôle supplémentaire. Il n’est pas douteux que dans les expériences précédentes les cultures ayant subi plusieurs passages en présence du sucre B comme seul aliment carboné sont bien « adaptées » à ce corps, et possèdent l’enzyme correspondant. Dans ces conditions en effet la diauxie devrait être supprimée lors du repiquage dans le mélange A. B., et on constate qu’elle ne l’est pas. On peut imaginer cepen-
dant que cette adaptation est extrêmement fragile et disparaît.
lorsque la culture cesse de croître, l'aliment étant épuisé. En faisant cette hypothèse supplémentaire, on pourrait à la rigueur maintenir l'explication purement « adaptative » de la diauxie. Dans les expériences précédentes, en effet, les tubes servant aux ensemencements contenaient des cultures de 12 heures environ, qui avaient cessé de croître. C’est pourquoi un contrôle supplémentaire est nécessaire. Mais pour que l’épreuve soit décisive il ne suffit pas de pratiquer l’ensemencement avec des cultures encore proliférantes : cette précaution ne suffit pas toujours en effet pour supprimer complètement la phase de latence qui, si courte soit-elle, se manifeste généralement dans les cultures en milieux synthétiques, et pendant laquelle on pourrait encore supposer que la perte de l’adaptation soit possible. On est donc amené à pratiquer l’ensemencement dans des fioles d'expériences ne contenant que le sucre B, et à ajouter le
Heures
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Fic. 56. — Croissance du B. subtilis sur dextrine (I) et sur dextrine additionnée de saccharose au moment indiqué par la flèche (II).
sucre À une fois la croissance sur le sucre B commencée. Si cette expérience est positive, elle montrera définitivement que l’adaptation ne suffit pas à expliquer le phénomène de diauxie.
19 Expériences avec B. subtilis. — L'expérience est faite dans les mêmes conditions que les précédentes : la souche, entretenue sur
gélose, subit plusieurs repiquages sur milieu synthétique, additionné de dextrine comme seul aliment carboné. Au moment où l’ensemencement est pratiqué, le milieu dans la fiole d'expérience ne contient également que de la dextrine. Une fois la croissance nettement amorcée on aspire aseptiquement par l’effilure de la pipette, une quantité convenable d’une solution de saccharose, stérilisée à part, et contenue dans un petit tube à hémolyse. Tenant compte du nombre de ce. de milieu déjà retiré pour les mesures de densité optique, on peut connaître approximativement la concentration de saccharose ainsi réalisée,
La figure 56 exprime les résultats d’une telle expérience. La souche ensemencée avait subi quatre passages sur milieu $ + dextrine. Le milieu des fioles d'expériences contenait environ 150 mg. par litre de dextrine. Le saccharose a été ajouté 5 heures après l’ensemencement, la concentration réalisée était de 50 mg. par litre environ. La courbe I correspond à la croissance sur dextrine seule. Elle sert de témoin à l’expérience proprement dite, représentée par la courbe II. La flèche indique le moment ou le saccharose a été
Fic. 57. — Croissance du B. coli dans un mélange glucose-sorbite, après passage sur sorbite seule : I) le glucose est ajouté avant l’ensemencement ; II et II!) le glucose est ajouté après l’ensemencement, au moment indiqué par la flèche.
introduit dans le milieu. À ce moment la densité de la culture était de 14 environ, elle avait par conséquent déjà accompli plus du quart de sa croissance totale sur dextrine. On voit que la courbe I est normale, alors que dans la courbe II la diauxie se manifeste, sous une forme très atténuée, mais qui ne laisse pas de place au doute.
[as
20 Expériences avec B. coli. — L’expérience donne les mêmes résultats avec B. coli. La figure 57 résume une expérience concernant le couple glucose-sorbite. La souche avait subi 4 passages préalables sur sorbite seule. Dans le premier cas (courbe I) le glucose a été ajouté avant l’ensemencement. Dans le second lorsque la croissance sur sorbite seule avait déjà commencé. La densité de la culture était alors de 8,5. Dans le troisième la densité déjà atteinte était de 12,5. Dans les trois cas la diauxie est très nette, quoiqu’elle paraisse être d'autant moins accentuée que le glucose est ajouté plus tard.
Il est donc impossible de supprimer complètement la diauxie par une adaptation préalable au sucre B. Il semble qu’une souche ayant subi plusieurs passages sur un sucre B, comme seul aliment carboné, et en voie de prolifération active aux dépens de ce sucre, cesse de l’utiliser lorsque son milieu est additionné d’un sucre À. Elle ne peut l'utiliser à nouveau qu’une fois le sucre À épuisé. Du moins est-ce la seule explication possible des faits qui viennent d’être rapportés.
ADAPTATION ET DIAUXIE.
On doit donc admettre que l’hypothèse « adaptative » est à elle seule impuissante à expliquer l’ensemble des faits que nous connaissons maintenant concernant la diauxie. C’est ce que montrent très clairement les expériences précédentes. Mais il faut prendre garde que si ces expériences prouvent que cette hypothèse est insuffisante, elles ne prouvent nullement que le phénomène d’adaptation ne joue pas un rôle dans la diauxie. Au contraire : on constate que l’adaptation modifie très nettement la forme des courbes diauxiques. Le phénomène est visiblement moins accentué lorsque la souche a subi une adaptation préalable, dont elle paraît conserver un «souvenir ». Si l'adaptation au sucre B ne paraît pas pouvoir supprimer complètement la diauxie, encore est-il possible que par adaptation on puisse provoquer la diauxie dans un mélange ou normalement il ne se produit pas, et cette possibilité doit être contrôlée : nous savons en effet que dans un mélange de deux sucres B la diauxie ne se produit pas, tout au moins lorsque l’ensemencement a été pratiqué avec une souche qui n’a pas au préalable subi de passage sur un milieu contenant l’un ou l’autre de ces sucres (expériences relatées au chapitre I). Mais peut-être est-il possible de provoquer un phénomène
de diauxie dans un mélange de sucres B, en adaptant au préalable la souche à l’un des deux constituants qui jouerait alors le rôle de sucre À.
La figure 58 indique les résultats d’une telle expérience. Elle exprime la croissance de trois cultures de B. coli sur un mélange (en proportion 1/2) de maltose et de sorbite. Dans le premier cas
NELSON SIMPLE 2 6 F1G. 58. — Croissance du B. coli dans un mélange maltose-sorbite, après passage sur glucose (I), sorbite (II) et maltose (III).
(courbe I) l’ensemencement a été pratiqué avec une souche ayant subi plusieurs repiquages sur sucre À (glucose). Cette courbe sert de témoin aux deux autres : dans le second cas, la souche ensemencée avait subi 8 passages préalables sur maltose, dans le dernier 7 passages préalables sur sorbite. Cependant les trois courbes sont identiques et ne manifestent pas trace de diauxie. Celle-ci ne peut donc être n1 supprimée, ni provoquée par une adaptation préalable.
DOSAGE DES SUCRES AU COURS DES CYCLES DE DIAUXIE
Toutes les conclusions précédentes ont pour seule base expérimentale la forme des courbes de croissance. Cela est suffisant pour certaines d’entre elles, mais insuffisant pour d’autres. Il importe de les contrôler par des dosages des sucres au cours de la croissance.
Ces dosages ont été effectués par la méthode décrite au chapitre VI de la première partie. La technique employée était identique. Comme il s’agit d’une méthode réductimétrique, elle ne permet pas de doser séparément deux sucres réducteurs. On est donc obligé de ne doser que l’un des deux sucres et de s'arranger pour que l’autre élément du couple étudié soit un polyalcool non réducteur.
Les deux points pour lesquels une confirmation par des dosages directs s’imposent sont les suivants : 1° s’assurer que chaque sucre d’un mélange À. B. est entièrement utilisé pendant l’un des deux poussées diauxiques ; 2° que dans un mélange A’ 4”, ou B' PB", les deux sucres sont effectivement utilisés simultanément, même si la souche a auparavant subi plusieurs passages sur l’un de ces deux sucres.
En d’autres termes, il est nécessaire de s’assurer que la diauxie est un test suffisant de l’assimilation successive.
19 Dosage du sucre À dans un mélange A. B. — Pour ce dosage, on utilise le couple glucose-sorbite. Seul le glucose est dosable par
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F1G.59.—B. coli.A gauche en bas, croissance esur un mélange À X B (glucose-sorbite), au-dessus, disparition du glucose au cours de la croissance. À droite, croissance sur le mélange mannite-xylose et disparition du xylose au cours de la croissance. Concentrations de sucre exprimées en centimètre cube de thiosulfate.
notre méthode. La souche avait auparavant subi trois passages sur sorbite. L'expérience correspond donc au schéma :
B3— A1, BA
Le milieu contenait une partie de sucre À pour 2 de sucre B. On peut voir (figure 59) qu’au moment où s’achève la première
poussée, le glucose disparaît entièrement. Pendant le second, par conséquent, la culture utilise exclusivement la sorbite.
20 Dosage du sucre B dans un mélange A. B. — On prend pour cette expérience le couple mannite-xylose, où seul le xylose est dosable. L'expérience correspond au schéma :
B3 — At, Bf,
Le graphique correspondant (fig. 59) met bien en évidence le fait que le xylose, sucre B, n’est pas utilisé pendant la première poussée, quoique la culture y ait été adaptée, et qu’il est entièrement utilisé pendant la seconde poussée. On doit observer cependant que tout au début de la croissance, il paraît y avoir une très légère utilisation de xylose. La différence entre le premier et le second dosage, quoique faible, indique probablement que l’adaptation au xylose ne disparaît pas immédiatement en présence d’un mélange mannite-xylose. On se trouve à la limite des erreurs possibles, mais cette conclusion, si elle est valable, concorde bien avec les résultats indiquant que la diauxie est moins accentuée après adaptation préalable.
30 Dosage du sucre B' dans un mélange B' B". — On utilise le couple xylose-sorbite, après adaptation à la sorbite par 3 passages successifs. On a le schéma :
B3 —> Bf BA.
La figure 60 montre que dans ce cas, malgré l’adaptation préalable à la sorbite, les deux sucres sont utilisés simultanément. Ceci montre bien que l’on ne peut, par des passages successifs, transformer un sucre B en un sucre À, et provoquer, comme dans la diauxie, l'assimilation successive de deux sucres B.
40 Dosage d'un sucre A' dans un mélange A'A''. — On a choisi pour cela le couple glucose-mannite, et la culture a été « adaptée » à la mannite par quatre passages successifs :
Le milieu contenait parties égales de glucose et de mannite.
Les résultats sont exprimés par la figure 60. IL est évident que l’utilisation des deux sucres est simultanée. Ici, pas plus que dans l'expérience précédente, l’adaptation préalabie ne peut suffire à ovoquer le phénomène de diauxie.
SAS Ces différents dosages permettent donc de confirmer et de préciser
les résultats fournis par la seule analyse des courbes de croissance :
19 Au cours de chaque cycle de diauxie, la culture utilise exclustvement l’un des sucres constituant le mélange. 20 Dans la diauxie, le sucre À est toujours utilisé le premier.
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Fic. 60. — À gauche, en bas, croissance du B. coli dans un mélange de deux sucres B (xylose-sorbite) ; au-dessus, évolution du xylose au cours de la croissance. A droite, croissance sur deux sucres À (glucose-mannite) et évolution du glucose au cours de la croissance. Concentrations de sucre exprimées en centimètre cube de thiosulfate.
30 L'adaptation préalable au sucre B ne peut supprimer la diauxie.
49 Dans les mélanges de deux sucres À ou de deux sucres B les deux constituants sont toujours utilisés simultanément, même lorsque la souche a, auparavant, subi plusieurs passages sur l’un des constituants du mélange. L’adaptation ne peut ni supprimer, ni provoquer la diauxie.
Résumé du chapitre II.
Les dosages des sucres au cours de la croissance, aussi bien que la comparaison de la forme des courbes diauxiques obtenues en présence de proportions d fférentes d’un mélange de sucres À et B
montre que la diauxie est liée à l’utilisation successive de ces sucres. Le sucre À est toujours entièrement utilisé pendant le premier cycle, le sucre B pendant le second. En conséquence tout se passe comme si, en présence du sucre À, la culture était incapable d'utiliser le sucre B. Dans beaucoup de cas elle n’en devient, semble-t-il, capable que quelque temps après que le sucre À a complètement disparu. L’hypothèse d’une « attaque préférentielle » est impuissante à rendre compte de ces faits : elle n’a aucune valeur explicative et ne donne même pas une idée correcte du phénomène.
On doit admettre que la diauxie est l’expression d’une variation de pouvoir enzymatique au cours de la croissance. On se trouve en présence de deux explications possibles : adaptation ou sélection. L'expérience montre cependant que l’hypothèse d’une sélection est insoutenable, et que celle de l’adaptation est en tous cas insuffisante : en effet on ne peut ni supprimer ni inverser la diauxie dans un mélange À. B. par culture préalable de la souche en présence du sucre B comme seul aliment carboné. Il est également impossible de provoquer la diauxie dans un mélange de deux sucres B par entrainement préalable à l’un de ces deux sucres.
Il semble cependant que l’adaptation joue un certain rôle dans le phénomène. Si elle ne peut supprimer la diauxie dans un mélange À. B. elle peut au moins l’atténuer.
CHAPITRE III
Le mécanisme de la diauxie.
Les résultats consignés dans le chapitre précédent nous ont montré que :
19 La diauxie est l'expression d’une variation de pouvoir enzymatique au cours de la croissance.
2° La diauxie est étrangère à tout phénomène de sélection.
30 L'hypothèse d’une adaptation est impuissante à expliquer tous les faits.
Avant d'envisager d’autres hypothèses capables de rendre compte du mécanisme de la diauxie, il convient cependant de revenir sur la question de l’adaptation. L'hypothèse que nous avions considérée comme plausible au début du précédent chapitre, était la suivante : les souches bactériennes possèdent normalement les enzymes correspondant aux sucres À, alors que les enzymes correspondant aux sucres B n’apparaîtraient qu’en présence du substrat. L'expérience montre que cette explication est insuffisante, puisque l’adaptation préalable ne fait pas disparaître la diauxie, mais elle ne prouve pas que ses prémisses solent fausses. 1! semble acquis que l'adaptation joue un certain rôle dans la diauxie.
ENZYMES CONSTITUTIFS ET ENZYMES ADAPTATIFS.
La distinction systématique entre « enzymes constitutifs » et «enzymes adaptatifs » est due à Karsrrom (1930). Elle est basée sur le type d'expérience suivant : Une souche bactérienne ayant poussé sur un milieu dépourvu d’un certain sucre est, après centrifugation, mise ea présence de ce sucre, mais en l’absence d’une source d’azote, de façon à interdire toute prolifération. Dans ces conditions on
constate que certains sucres sont immédiatement attaqués. D’autres au contraire ne le sont pas du tout : l'attaque ne se produit que quelque temps après l’addition au milieu d’une source d’azote, permettant à la culture de reprendre sa croissance. Dans le premier cas l’enzyme paraît être un constituant constant de la cellule. Dans le second, 1l n'apparaît que lorsque la culture a été en mesure de croître, même faiblement, en présence du substrat. Quoique l’apparition de l’enzyme ne se produise en général que lorsqu'il y a eu croissance en présence du substrat, il est certain qu’il s’agit bien d’une véritable adaptation et non d’un phénomène de sélection. Celle-ci en effet est toujours beaucoup plus lente, ou plus exactement ne peut se produire qu’à la faveur d’un accroissement beaucoup plus considérable. Dans quelques cas d’ailleurs, il est prouvé que l’adaptation peut se produire sans aucun accroissement du nombre € cellules (Galactozymase chez S. cerevisiae d’après DIENERT, 1900, confirmé par STEPHENSON et YupKkin, 1936 ; hydrogenelyase de l’acide formique, chez B. coli, d’après STEPHENSON et STICKLAND, 1933).
L'adaptation ne se produit pas dans des cultures rendues stériles par agitation avec du chloroforme ou du toluène. Quoique l’adaptation soit en règle générale associée avec la croissance, on doit, semble-t-1l, admettre qu’il s’agit bien uniquement d’une réponse à un stimulus chimique (SrepHENSoN, 1939).
La distinction entre enzymes constitutifs et adaptatifs aboutit à un classement des sucres correspondants, classement dont l’analogie avec celui que permet d’établir le phénomène de diauxie est tout à fait frappant et ne saurait être attribué au hasard : ie tableau suivant en donnera un exemple. Il se rapporte aux fermentations provoquées par « Betacoccus arabinosaceus ». La colonne de gauche indique le sucre en présence duquel la souche a été cultivée. Dans les colonnes de droite, le signe + indique que le sucre correspondant est immédiatement fermentescible, le signe 0, qu'il ne l’est qu'après «induction ». Le signe — indique l’absence de données.
TABLEAU XXXII
Fermentations de Betacoccus arabinosaceus
(d’après KArsrroM, 1930).
Sucres ultérieurement fermentés
Souche cultivée en présence de 8 2 2 $ 8 à à 2
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L’examen de ce tableau montre qu’un certain nombre de sucres sont immédiatement attaqués dans tous les cas, tandis que d’autres ne le sont que quand la souche a été cultivée en leur présence. Si l’on réunit dans une liste À les premiers dans une liste B les seconds, on trouve :
A B Glucose Arabinose Mannose Galactose Fructose Maltose Saccharose Lactose
Différentes souches de B. coli donnent des résultats tout à fait analogues. On doit signaler cependant que pour certaines d’entre elles le saccharose correspond à un enzyme adaptatif, le maltose à un enzyme constitutif.
Quoi qu’i en soit il existe entre cette classification et celle que permet d’établir le phénomène de diauxie une corrélation évidente : les sucres À paraissent correspondre à des enzymes constitutifs, les sucres BP à des enzymes adaptatifs.
TEMPS DE LATENCE SUR SUCRES À ET SUR SUCRES B
Par conséquent l'hypothèse «adaptative », si elle est insuffisante, n’est pas inexacte, et elle doit entrer en ligne de compte. Il est
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F1c. 64. — Accroissements provoqués par l’addition de
différents sucres A (traits pleins) ou B (traits interrom-
pus), dans des cultures ayant auparavant achevé leur croissance dans un milieu dépourvu de sucre.
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nécessaire cependant de vérifier que les « temps d’induction » des enzymes adaptatifs, mis en évidence par KARSTROM, peuvent effectivement se manifester dans les courbes de croissance. Il est vraisemblable qu’ils doivent se révéler sous la forme d’une phase de latence plus prolongée lorsque les bactéries sont repiquées dans un milieu ne contenant comme source carbonée qu’un sucre B auxquelles elles ne sont pas adaptées. Cette phase doit être beaucoup plus courte, ou insensible, avec les sucres À, dans les mêmes conditions.
Les expériences qui suivent permettront de se rendre compte qu’il en est bien ainsi, et confirment en même temps que les sucres À correspondent à des enzymes constitutifs, les sucres B à des enzymes adaptatifs.
Les bactéries (B. coli) entretenues avant l’expérience sur milieu S + lactate de soude, à 0,2 p. 1.000, sont ensemencées dans des fioles d'expérience contenant le même milieu. La croissance dans ces fioles est suivie par les habituelles mesures de densité optique. Lorsque la croissance est arrivée à son terme, on sait que le milieu ne contient plus de lactate. Une heure environ après que le maximum a été atteint, on ensemence à l’aide de cette culture des fioles neuves contenant du milieu synthétique, additionné du sucre à essayer (75 mg. par litre). La croissance dans ces fioles est suivie pendant une heure environ. La figure 61 exprime sultats obtenus avec huit sucres, comprenant 4 sucres À (glucose, mannose, fructose, mannite) et 4 sucres B (xylose, sorbite, maltose, lactose). Chaque graphique permet de comparer le début de la croissance sur un sucre À et un sucre B. On peut voir que dans tous les cas, la croissance sur les sucres À commence immédiatement. Il n’y a pas de latence sensibie. Dans le cas des sueres B, la croissance ne débute qu’après un certain temps (1/2 heure au moins).
Par conséquent des bactéries ayant au préalable été cultivées sur un milieu ne contenant pas de sucre, sont capables d'utiliser immédiatement les sucres À. En revanche, elles ne peuvent croître aux dépens des sucres B qu'après un « temps d’induction » de 1/2 heure à une heure.
Ces résultats se superposent exactement à ceux de KarsTromM et il ne peut faire de doute que cette phase de latence sur les sucres B représente le temps nécessaire pour que l’enzyme soit produit en quantité suffisante.
DIAUXIE ET INHIBITION DE L'ADAPTATION
Il apparaît donc de plus en plus clairement que la diauxie est liée à un phénomène d'adaptation. Mais il reste alors à expliquer le fait essentiel : que la diauxie ne peut être supprimée par aucune adaptation préalable et qu’elle se produit même lorsqu'un sucre À est ajouté dans une culture déjà en voie de prolifération active aux dépens d’un sucre B.
Il est à peu près évident maintenant que ce fait ne peut s’expliquer que par une action inhibitrice des sucres À (ou du moins, en ce qui concerne B. coli, de certains d’entre eux. On se rappelle que, chez cette dernière espèce, la diauxie ne se manifeste qu’en présence de mannite ou de glucose). Comme nous savons d’autre part que les sucres B ne sont utilisables qu'après adaptation il paraît plus que vraisemblable que l’action des sucres À consiste précisément dans l’inhibition de cette adaptation, ou dans sa suppression lorsqu'elle est déjà acquise. Cette interprétation est en accord avec tous les faits énumérés au cours des précédents chapitres. Seule elle peut expliquer à la fois les corrélations évidentes entre sucres B et enzymes adaptatifs et le fait que la diauxie ne puisse être supprimée par adaptation préalable. L’expérience suivante cependant mettra particulièrement en évidence l’action inhibitrice des sucres 4.
Le principe de l’expérience est le suivant : une souche de B. coli est adaptée à un sucre B par des passages répétés sur un milieu contenant ce sucre comme seu! aliment carboné. Elle est alors ensemencée dans des fioles d'expérience contenant : 19 un mélange de ce sucre et d’un autre sucre B ; 20 un mélange de ce sucre et d’un sucre À tel que le glucose ou la mannite.
La croissance dans ces fioles est suivie par dés mesures de densité. Au bout de deux ou trois heures environ, et en tous cas avant que la culture sur mélange A. B. ne soit parvenue à la fin du premier cycle de croissance, les deux cultures sont ensemencées après centrifugation et lavage dans ur milieu ne contenant que le sucre auquel la souche avait été entraînée au préalable. Cette expérience peut se
résumer par le schéma :
Dans l’un et l’autre cas la souche a été adaptée au sucre B'et, reste constamment en présence de ce sucre, mais dans le premier la souche adaptée a été mise en présence d’un autre sucre B, dans le second d’un sucre À. Si la présence du sucre À fait disparaître l’inhibition, la seconde culture, au moment de son réensemencement dans le sucre B' seul, doit se comporter comme si elle n’avait pas été adaptée. La première au contraire aura conservé son adaptation.
La figure 62 permettra de se rendre compte que ces prévisions sont exactement réalisées. La souche avait été adaptée au sucre B"
Fi. 62. — B. coli, souche « adaptée » au xylose : début de la croissance après passage sur un mélange sorbitexylose (trait plein) et après passage sur un mélange glucose-xylose (trait interrompu).
le xylose, par trois passages successifs. Le sucre À était du glucose, l’autre sucre P, de la sorbite.
Le milieu des fioles d'expérience pour le passage dans le mélange contenait 150 mg. par litre de chaque sucre. Les cultures y furent prélevées et centrifugées lorsqu'elles eurent atteint la densité 30 (la densité correspondant à la fin du premier cycle étant de 40 environ). Après deux centrifugations et lavage dans le milieu dépourvu de sucre, des quantités équivalentes furent ensemencées dans des fioles d'expériences contenant du xylose (75 mg. par litre). On peut constater qu'après le passage sur sorbite-xylose, la culture n’a pas perdu son adaptation, mais que celle-ci a disparu après passage sur glucose-xylose : la croissance ne reprend qu'après un temps de latence très net.
Répétée dans les mêmes conditions avec d’autres sucres, cette:
expérience a donné des résultats identiques. Son interprétation ne peut faire de doute : en présence des sucres À (de certains d’entre eux seulement dans le cas de B. col), l'adaptation aux sucres B est inhibée. Elle est supprimée dans le cas où elle est déjà acquise.
ESSAI D’INHIBITION PAR UN SUCRE À NON ATTAQUÉ
Dans ces conditions, on doit se demander aussitôt si il ne serait pas possible de provoquer la même inhibition avec un sucre À qui ne serait pas lui-même attaquable par la souche expérimentée. Malheureusement, cette expérience est difficilement réalisable car les sucres À sont tous attaquables par l'immense majorité des espèces bactériennes. Seul le saccharose, qui joue le rôle de sucre À chez B. subtilis, n’est pas dans ce cas. Il n’était pas attaquable par la souche de B. coli que j'utilisais. L'expérience a donc été faite, en comparant la croissance de B. coli dans un mélange”glucose-
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Fic. 63. — Croissance du B. coli sur un mélange”glucose-maltose (A) et sur le même mélange additionné de saccharose (B).
maltose, d’une part, et dans le même mélange additionné de saccharose, d’autre part. Si le saccharose exerçait une action sur l’adaptation au sucre B (le maltose), le second cycle de la courbe de croissance devrait être supprimé, ou au moins modifié. L’expérience montre qu’il n’en est rien, et que les deux courbes sont identiques (fig. 63). Le saccharose ajouté ne joue aucun rôle. On ne saurait cependant baser une conclusion définitive sur un seul résultat négatif. Cette expérience devra être reprise avec d’autres sucres À. Mais elle exigera une étude préalable de la diauxie dans des souches
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incapables d'utiliser certains sucres À et de telles souches sont assez exceptionnelles.
INTERPRÉTATION DE LA PHASE D'ARRÊT DE LA CROISSANCE
Ainsi nous sommes amenés à considérer les courbes diauxiques comme résultant de deux phénomènes : adaptation et inhibition. La signification de la phase d’arrêt ou de ralentissement de la croissance qui caractérise les courbes diauxiques devient alors tout à fait claire : elle représente le temps nécessaire à l’adaptation ou à la réadaptation de la souche au sucre B. On doit se demander de quels facteurs dépend la durée de cette phase d'arrêt. L’examen des graphiques exprimant les résultats utilisés au chapitre I semble indiquer que, d’une manière générale, la durée de la phase d’arrêt dépend plus du sucre B que du sucre À. Extrêmement longue avec certains sucres B (B. coli sur dulcite-glucose), elle est beaucoup moins marquée avec d’autres (B. coli sur glucose-galactose). Ces
F1G. 64. — Phase de ralentissement d’une croissance diauxique de B. coli en présence de concentrations croissantes du sucre B.
résultats expriment évidemment le fait que certains enzymes sont beaucoup plus facilement adaptables que d’autres, et que certains mêmes ne doivent jamais disparaître complètement. Ce doit être en particulier le cas pour le galactose. Cette conclusion est précisément en accord avec des résultats de STEPHENSON et GALE (1937). Ces auteurs ont montré que la galactozymase de B. coli, quoique devant être considérée comme adaptative, ne disparaît jamais complètement, même en l’absence de son substrat.
D'autre part nous savons, d’après un certain nombre d’expériences rapportées au chapitre précédent, que l'adaptation préa-
lable au sucre B atténue la diauxie dans un mélange À. B. donné. Tout « souvenir » de cette adaptation préalable ne disparaît donc pas complètement en présence du sucre À. Cela paraît assez naturel, sans qu’il soit possible d'en donner une interprétation précise.
On peut se demander si l’adaptation est plus rapide en présence de fortes concentrations de sucre B, La figure 64 montrera qu’il en est bien ainsi, mais que cet effet n’est pas extrêmement marqué. Il représente la phase d’arrêt de trois cultures de B. coli sur le mélange glucose-sorbite. Le milieu contenait 75 mg. par litre de glucose dans les trois cas, et des concentrations croissantes de sorbite : 50, 150 et 500 mg. par litre. Les différences relevées entre les trois courbes indiquent que la rapidité de l’adaptation dépend dans une certaine mesure de la concentration du sucre B.
Discussion.
L'ensemble des résultats qui viennent d’être exposés indiquent que la diauxie est l’expression d’une variation de pouvoir enzymatique, que cette variation est liée à la nature adaptative de certains enzymes et au pouvoir que semblent posséder certains sucres d’inhiber ces enzymes, ou plus exactement d’inhiber leur adaptation. Quelle est la nature de cette inhibition, son mécanisme précis, tel est le problème que pose en définitive le phénomène de diauxie.
Il a été signalé, on le sait, de très nombreux cas d’inhibition d’enzymes bactériens, par des corps variés. Mais il semble qu’une distinction essentielle doive être faite entre les cas d’inhibition proprement dite et le cas qui nous occupe, où il s’agit plus précisément d’une suppression d’enzyme. Dans le premier cas, c’est l’activité de l’enzyme qui ne peut se manifester, dans le second il semble que ce soit la production de l’enzyme qui soit interrompue.
Les cas d’inhibition proprement dite, par des substances spécifiques, sont assez nombreux, et ont donné lieu à des recherches systématiques (QUASTEL et al.). En revanche il semble que l’on ne connaisse jusqu'ici que des cas isolés de suppression d’enzyme. La première observation de ce phénomène paraît devoir être attribuée à DienerT (1900). Il montra que la levure, entraînée à l’utilisation du galactose, perdait en partie son adaptation en présence de glucose. La même observation a été, par la suite, renouvelée par un
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certain nombre d’auteurs (EuLER et LOVGREN, 1925 ; SOHNGREN et CooLnxaas, 1924). SrEPHENSON et Yupkin (1936) ont étudié ce cas avec précision. Une suspension de levure est adaptée au galactose par contact avec ce sucre. Le cours de l’adaptation est suivi par la détermination de l’activité de la galactozymase. Après deux jours de contact, une partie des levures adaptées est lavée et remise en suspension dans une solution de galactose, une autre dans une solution de glucose, une troisième dans de l’eau. La détermination de l’activité de la galactozymase dans ces trois cas montre que dans le premier (en présence de galactose) l’activité augmente à nouveau, que dans le second (glucose) elle tombe rapidement, et que dans le
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Jours Fr6. 65. — Effet inhibiteur du glucose sur l’adaptation au galactose de Saccharomyces cerevisiae (D’après Ste-
phenson et Yudkin, 1936).
dernier (eau) elle demeure constante (fig. 65). STEPHENSON et GALE (1937) étudiant les conditions qui influent sur la production de la galactozymase de B. coli, ont montré que l’activité de cet enzyme, si elle est de 510 dans du bouillon contenant du galactose, n’est plus que de 70 si le bouillon contient en outre du glucose. DIENERT (loc. cut.) avait montré en outre que l’adaptation de la levure au galactose ne se produit pas en présence fructose. Il avait vu de plus que certaines subtences (acide borique Toluène) imbibent l’adaptation sans empêcher la fermentation de glucose. Ces observations sont donc absolument en accord avec les conclusions auxquelles on est conduit par l’étude de la diauxie : en présence de certains sucres, l'adaptation des souches à certains autres est diminuée
ou supprimée. D’après une observation de STARK, SHERMAN et SraRK (1928) il semble que l’activité suppressive du glucose puisse ne pas être limitée aux enzymes attaquant des corps voisins. Ces auteurs ont montré que la formation des enzymes responsables de la production de la toxine botulique est inhibée dans les milieux contenant du glucose (1).
Les faits mis en lumière par l’étude de la diauxie montrent que la suppression d’enzymes en présence de certains substrats est un phénomène général, extrêmement fréquent, et qu’il est la règle pour toute une catégorie d’enzymes. Il apparaît que la distinction empirique entre sucres À et B correspond à une différence entre les propriétés des enzymes qui attaquent ces sucres. Les uns sont adaptatifs et supprimables, les autres sont constitutifs et non supprimables. Une autre distinction doit alors être faite entre les sucres, suivant qu'ils sont capables ou non de provoquer cette suppression. Nous avons vu en effet, que si chez B. subtulis, tous les sucres À peuvent provoquer la diauxie, chez B. coli certains d’entre eux seulement sont doués de cette propriété. On doit donc distinguer entre des sucres inhibiteurs et des sucres non inhibiteurs. Les premiers paraissent toujours être des sucres À, les seconds comprennent à la fois des sucres À et des sucres B. Pour expliquer le phénomène de la diauxie, il faut rendre compte aussi bien du mécanisme de l’adaptation que de celui de la suppression. Toute théorie sur la formation des enzymes bactériens devra tenir compte de ces faits en particulier de la propriété inhibitrice dévolue à certains substrats.
Si l’étude de la diauxie permet de définir ce problème et de montrer son importance, elle ne permet pas encore d’entrevoir une
(1) Peut-être certains faits mis en lumière par Jonnson (1936, 1937, 1938), doivent-ils être rapprochés de ceux qui nous occupent. Cet auteur a montré que chez les bactéries lumineuses, l’oxydation de certains glucides était inhibée en présence de corps voisins, qui n'étaient pas eux-mêmes attaquables. Mais il semble, d’après les expériences de Jonnson, qu’il s’agisse ici d’un cas d’inhibition proprement dit, et non pas d’une suppression d’enzyme. De plus il semble que les mêmes corps puissent jouer tantôt un rôle inhibiteur, tantôt un rôle stimulant, observation qui n’a pas de parallèle dans le cas de la diauxie.
solution précise. Cependant, on peut se demander dans quelle voie celle-ci peut être cherchée.
L'adaptation et la différence apparente entre enzymes constitutifs et enzymes adaptatifs a déjà donné lieu à quelques discussions et à quelques suggestions. D’après QuasreL (1937), cette distinction ne correspondrait pas à une différence essentielle dans le mécanisme de la formation de ces deux catégories d’enzymes. Il ne s’agirait que d’une différence quantitative, les deux classes représenteraient simplement : « les limites de variabilité des enzymes dans la cellule ». Si vraisemblable que soit cette conception, on doit noter que les faits concernant la diauxie indiquent l'existence d’une autre différence entre enzymes constitutifs et enzymes adaptatifs : les uns sont «non supprimables » et les autres « supprimables ». Peut-être serait-il plus difficile d'expliquer ce fait sur la base de simples différences quantitatives. Dernièrement Yupxin (1938) a proposé de considérer la formation des enzymes comme résultant d’une réaction d'équilibre :
Enzyme = Précurseur.
En présence d’un substrat se combinant avec l’enzyme l’équilibre serait rompu, et il en résulterait une formation accrue d’enzyme, Tel serait le mécanisme de l’adaptation. La distinction entre enzymes adaptatifs et constitutifs tiendrait à la valeur de la constante d'équilibre de la réaction précurseur-enzyme. Ce schéma est séduisant, mais encore trop vague pour être susceptible de vérification bien précise.
Peut-être cependant un tel schéma pourrait-il rendre compte du mécanisme de la suppression : il faudrait admettre qu’un précurseur commun peut donner naissance à plusieurs enzymes, avec des constantes d'équilibre différentes pour chaque réaction. On s’expliquerait alors qu’en présence de certains substrats le précurseur soit entièrement «accaparé ». C’est là une hypothèse possible sinon vraisemblable. Une suggestion récemment apportée par KocHoLary et Weizz (1938) pourrait également fournir la base d’une explication possible : le nombre des transporteurs colloïdaux dans la cellule serait limité et inférieur à celui des enzymes. On concevrait alors qu'ils puissent être échangés suivant les possibilités du moment, et la « demande du substrat ».
Ces divers types d’explication ne sont mentionnés ici qu’à titre
d'indication ; d’autres pourraient être envisagés avec autant de vraisemblance. Avant de pouvoir choisir entre eux il sera nécessaire de réunir encore beaucoup de matériaux expérimentaux concernant les phénomènes dont la diauxie est le témoin.
Résumé du chapitre III.
Le classement des sucres en deux catégories correspond précisément au classement des enzymes constitutifs et adaptatifs. Cela est démontré par la comparaison des résultats de ce travail avec ceux de KARSTROM, ainsi que par des expériences directes. Ces expériences indiquent en outre que ces différences entre enzymes se manifestent effectivement dans les courbes de croissance. Dans ces conditions 1l paraît certain que le phénomène exprimé par les courbes diauxiques est une inhibition ou plutôt une suppression d’enzymes : en présence de certains sucres (sucres inhibiteurs) l'adaptation aux sucres B est inhibée.
L'existence d’un tel phénomène a déjà été signalée par quelques auteurs dont les conclusions sont en accord avec celles auxquelles conduisent l’étude de la diauxie.
RÉSUMÉ ET CONCLUSIONS DE LA SECONDE PARTIE
Lor sque l’on étudie la croissance de souches bactériennes variées en présence de différents mélanges d’hydrates de carbone, on constate que, dans certains mélanges, la croissance est anormale : elle est momentanément interrompue par une phase de ralentissement ou même de décroissance accentuée.
D’expériences très no mbreuses il ressort que ce phénomène, désigné sous le nom de « diauxie », est lié à la présence dans le milieu de culture de certains couples d’hydrates de carbone. On est ainsi conduit à classer les sucres utilisables par chaque souche bactérienne en deux catégories : on a appelé sucres À ceux qui, associés au glucose, ne donnent pas lieu à ce phénomène, sucres B ceux qui, dans les mêmes conditions, le provoquent. Quel que soit le nombre d’hydrates de carbone en présence dans le milieu, on n’observe jamais plus de deux cycles successifs de croissance. Le phénomène de diauxie est extrêmement répandu : des espèces bactériennes très différentes le manifestent dans des conditions semblables : les mêmes corps se retrouvent dans les catégories À et B.
La croissance totale correspondant à la première partie d’une diauxie est toujours proportionnelle à la concentration du sucre À, la croissance totale pendant la seconde partie, proportionnelle à la concentration du sucre B. On peut en conclure, et des dosages directs confirment cette conclusion, que le sucre À est toujours entiérement assimilé avant que le sucre B soit lui-même attaqué. Tout se passe comme si, pendant le premier cycle, la culture était incapable d'utiliser le sucre B. Dans bien des cas cette incapacité se manifeste pendant un certain temps encore après la disparition du sucre À. Ce phénomène ne peut donc être assimilé à une « attaque préférentielle ». Il exprime évidemment une variation de pouvoir enzymatique au cours de la croissance.
Cette variation ne peut s'expliquer par la sélection progressive d’un variant apparu par mutation : en effet, la culture préalable de la souche sur un milieu contenant un sucre B comme seul aliment carboné ne peut ni supprimer ni inverser la diauxie qui se produit toujours, même lorsque le sucre À est ajouté dans une culture en voie de prolifération active aux dépens du sucre B. Ces expériences prouvent également que la diauxie ne peut pas non plus s’expliquer entièrement par un phénomène d'adaptation.
Toutefois de nombreuses observations indiquent que l’adaptation Joue un certain rôle dans la diauxie. Il apparaît en outre, qu'aux sucres À correspondent des enzymes constitutifs, aux sucres B des enzymes adaptatifs, au sens de Karsrrom. Dans ces conditions, il semble que la seule explication possible soit qu’en présence de certains sucres l’adaptation est inhibée, ou supprimée lorsqu'elle est déjà acquise. La diauxie se ramène done à un phénomène de suppression d’enzyme, suppression qui ne joue qu'aux dépens des enzymes adaptatifs et qui est provoquée par certains substrats, correspondant à des enzymes constitutifs.
Quelques cas de suppression d’enzyme ont été signalés, mais le mécanisme de ce phénomène est inconnu. Les faits généraux révélés par l’étude de la diauxie démontrent son importance dans la physiologie bactérienne et permettent de préciser le problème. Cependant il n’est pas possible encore d’en proposer un schéma explicatif précis. Toute théorie sur le mécanisme de la formation des enzymes chez les microorganismes devra tenir compte de ces faits et être capable d’en rendre compte.
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