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RESISTANCE ET SENSIBILITE
AUX SULFAMIDES

D'ALGUES UNICELLULAIRES 1

PAR

Benigna BLONDEL
(Aveo 14 flg.)

INTRODUCTION

Depuis la decouverte de Faction therapeutique du protonsil
rubrum par Domagk en 1935 [1] et du p-aminophenylsulfamide

par Trefouel et coli. [2], l'etude des sulfamides a fait l'objet
de recherches extremement nombreuses. Ces recherches se sont
etendues aux domaines chimique (syntheses de derives
multiples), therapeutique et biochimique.

L'action des sulfamides, par le fait qu'elle est d'ordre bacte-

riostatique, pose des problemes biochimiques d'un grand
interet. La decouverte par Woods en 1940 [3] de Finterven-
tion du PAB comme antagoniste de cette action fut le point
de depart de quantite de recherches biochimiques, tout par-
ticulierement en ce qui concerne les antivitamines, les
syntheses d'acides nucleiques et d'une fapon generale le mecanisme
de resistance aux sulfamides.

Ces travaux ont ete faits sur les bacteries, ce qui s'explique
par Finteret d'ordre therapeutique des sulfamides. Cependant,
les bacteries, vu leur dimension, se pretent difFicilement ä

l'etude des modifications cvtoplasmiques. De meme, il n'est

pas possible de suivre chez elles les modifications interessant
la division cellulaire sans proceder ä des fixations et des
colorations.

1 Recherches effectuees a l'Institut de Botanique generale de
l'Universite de Geneve, sous la direction du Professeur Fernand
Chod AT.

Archives des Sciences. Vol. 5, fasc. 3, 1952. 9
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En 1940, Chodat et coll. [4] constaterent l'interet qu'il y
aurait ä utiliser des Algues unicellulaires pour l'etude des

«phenomenes de cytostasie dus aux sulfamides». Diverses
recherches sur l'intoxication d'Algues par les sulfamides ont
suivi cette constatation.

La premiere partie du present travail porte sur les effets

generaux des sulfamides sur les Algues. Puis le centre du sujet
de nos recherches s'est deplace progressivement. Car, nous

avons constate que des Algues, considerees autrefois comme
resistantes, denotent, ä la suite d'un examen plus etendu, des

sensibilites temporaires aux sulfamides. Notre etude s'est

orientee, alors, vers une analyse de ce phenomene. Elle souligne,
une fois de plus, la complexity que revet en microbiologic, la
notion de resistance d'un microrganisme ä un toxique.

I. mEthodes

Organismes, milieux et conditions de culture.

A. Organismes etudies.

Algue n° 116 Oocystis naegeli A.Br.1.
» n° 3 Scenedesmus obtusiusculus.

La premiere s'etait revelee resistante et la seconde sensible

ä la sulfanilamide, lors de travaux anterieurs [5 et 6].
Nous avons fait aussi quelques essais de culture en presence

de sulfanilamide avec les Algues suivantes:

Nos 89 Oocystis, non decrit.
516 Oocystis, non determine.

19 Chlorella vulgaris var. genevensis Chod.

62 Chlorella cladoniae rangiierina Chod.

68 Chlorella cladoniae endiviaefolis Chod.

131 Scenedesmus chlorelloides.

50 Stichococcus diplosphaera.
598 et 614 Stichococcus.

1 Noms conformes au catalogue de l'algothyque de Geneve.
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Les nos 62, 68, 116 et 516 appartiennent ä des genres tres
voisins, les Oocystis se differenciant des Chlorelles par leur
forme ellipsoide. Les Scenedesmus different des precedents par
le fait qu'ils associent leurs cellules deux par deux ou quatre
par quatre, association tres peu stable d'ailleurs. Suivant les

milieux, les cellules sont pour la plupart isolees, c'est le cas

pour le detmer (milieu B). Le n° 3 produit en vieillissant une

grande quantite de carotenes.
Ces trois genres se reproduisent par autospores, \ formees

dans une cellule mere.
Les Stichococcus ne forment pas de spores et se reproduisent

par allongement et division de la cellule [7].

B. Milieux.

A: 4% d'extrait de malt,

1,5% d'agar,
1000 cm3 d'eau ordinaire.

B: dit de Detmer:

0,25 g MgS04 + 7H20,
0,25 g KCL,
0,25 g KH2P04,
1 ä 2 gouttes d'une solution ä 1% de Fe2C16,
1 g de (Ca(N03)2),
1000 cm3 H20 distillee,
Diluer au tiers et additionner de 2% de glucose.

Les pH ne sont pas ajustes. Iis sont acides et pour le
milieu B apres sterilisation, au voisinage de 5.

Ces milieux, repartis par 50 cm3 en erlen Iena (contenance
100 cm3) sont sterilises 15 minutes ä 115° ä l'autoclave.

Nous utilisons le milieu A pour l'entretien des souches

d'Algues et le B pour nos essais.

C. Conditions de culture.

Ensemencement: Une forte pincee d'Algues est prelevee sur
une culture en milieu A, transportee en eau distillee sterile,
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de fafon qu'un cm3 de cette suspension donne dans 50 cm3

de milieu B un trouble initial aussi constant que possible.

Illumination, temperature: Les erlenmeyers inocules sont

places ä une temperature d'environ 20° et eclaires par une
lampe de 300 Watts, pendant 12 heures par jour.

Duree des cultures: Elle varie, suivant les experiences, de

4 ä 50 jours et plus (cf. protocoles experimentaux).

Remarque: Une des grandes diflicultes rencontree dans ce

travail fut de reproduire rigoureusement pour les besoins de

verification les experiences faites. Des valeurs absolues sont
difficilement reproductibles ä cause de la sensibilite des cultures

aux moindres variations de temperature, d'eclairage et d'ino-
culum. Les differences relatives restent constantes et suffisent

pour les comparaisons.

Molecules de sulfamides employees: motif initial
DU CHOIX; CONCENTRATIONS.

Des recherches anterieures avaient indique un apport
probable d'azote par la sulfanilamide aux Algues, soit sensibles,

soit resistantes [6].
La question: * Est-ce l'azote de Famine ou de l'amide qui

est responsable de cet apport » est le motif initial du choix,

pour notre travail, des sulfamides qui suivent. En effet, des

molecules presentant soit Famine libre, soit l'amide libre, pou-
vaient permettre la solution de cette question.

Sulfanilamide

Cibazol:

SOaNH2 amine et amide libres

NH2

SONH N CH amine libre
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Solusept azine (Specia) 1:

SO,Na S03Na
I /—\CH—CH2—CH—NH/ \S02NH2 amide libre

Ces corps sont ajoutes au milieu B, avant la sterilisation,
en concentrations variant de 0,5°/oo ä 4°/00.

N.B. — Au cours de ce travail, les abreviations suivantes

sont employees pour ces molecules: sulfanilamide S, ciba-
zol Ci, soluseptazine Sp.

Estimations de la croissance. Critique des metiiodes.

Prelevement des echantillons destines aux mesures.

Les Algues adherant au fond des recipients de culture sont

soigneusement detachees au moyen de petits racloirs de

caoutchouc, emmanches ä une baguette de verre, et sterilises ä

l'autoclave. Puis, la culture est vivement agitee et 5 cm3 en

sont preleves et transportes en eprouvettes standard steriles qui
seront introduites dans le nephelometre.

Pour un type de culture et un temps donne nous avons

mesure, en general, les echantillons de cinq erlenmeyers.

Remarque: Pour eviter au maximum les risques d'infection, le

contenu des eprouvettes n'est pas ulterieurement reintegre dans
la culture. Aussi, est-il necessaire de disposer de grandes series

de chaque type de culture afin de ne pas augmenter la concentration

et changer les conditions en prelevant plus de deux ou
trois fois 5 cm3 dans chaque flacon en cours d'essai.

I. Lectures nephelometriques.

L'evaluation de la croissance est donnee en unites
nephelometriques (trouble relatif). Nous avons utilise le disque compa-
ratif 3, le filtre vert L2 et l'eclairage en coin du nephelometre
de Pulfrich.

1 Au sujet de la stability de ce produit, cf. p. 132.
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Critique de la methode: Le nephelometre mesure le pouvoir
de dispersion de la lumiere d'une suspension. Une modification
des organismes en suspension (taille, lipogenese, agregation, etc.)
fait varier le degre de dispersion de la lumiere [8],

Le pH des solutions aurait egalement une action [9].
La nephelometric permet, par des lectures pratiques et

rapides, de suivre revolution d'une culture; mais il faut se

souvenir que l'image quantitative qu'elle en donne est influencee

par la qualite des microrganismes. Si nous avions employe la

Photometrie nous nous serions heurtes ä des problemes sem-
blables [10].

Ajoutons cependant, que dans un travail avec des Algues,
il est possible de suivre de visu revolution des cultures. Cela ne

permet pas d'etablir une courbe, mais de contröler et de prevoir
les resultats nephelometriques. Cette estimation visuelle est

particulierement precieuse quand il s'agit de comparer les

croissances de cultures temoin et intoxiquees. Rappelons que
le nephelometre doit nous indiquer la concentration des cellules

par unite de volume. Or, la qualite des particules est susceptible

de modifier leur pouvoir de dispersion: la presence de

substances toxiques entraine de semblables variations. La com-

paraison des estimations visuelles et nephelometriques permet
dans une certaine mesure de depister ces variations.

II. Sedimentation.

Etant donne les critiques qu'on peut formuler au sujet de

revaluation optique de la croissance de cultures d'Algues, nous

avons cherche ä mettre au point une methode de sedimentation.

Materiel: Tubes ä centrifuger se terminant par un capillaire
de 1 mm de diametre sur 2,5 cm de longueur.

Methode: L'echantillon de culture ä sedimenter est additionne
de 2°/00 de « Tween 20 » pour combattre l'adherence des Algues

aux parois du tube; puis reparti ä raison de 2 cm3 par tube et

centrifuge (3000 tours/minute, pendant 30 minutes).
La longueur de la colonne sedimentee est mesuree au catheto-

metre [11]. Le nettoyage des tubes s'opere eny faisant circuler
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de l'eau ou du melange chromique au moyen d'un capillaire
relie ä une trompe ä vide.

Fig. 1.

Courbes de croissance de l'Algue 116

croissance au Xe jouretablies d aprfes les valeurs du rapport: —: =—r-
croissance au 4e jour

Critique :

a) Cette methode demande des manipulations longues et minu-
tieuses.

b) Si on ne dispose pas de tubes rigoureusement identiques, on
s'expose ä des erreurs lors des comparaisons de mesures.
Faire des calibrages de contröle.

c) La hauteur du sediment nous renseigne sur l'augmentation
d'une masse cellulaire (comprenant aussi bien les cellules
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mortes que les Vivantes); sur revolution de la pigmentation.
(Dans certains cas imprevisibles et non reproductibles, nous
avons obtenu une frontiere tres nette entre les cellules saines

et Celles dejä depourvues de chlorophylle.)

d) La hauteur du sediment est fonction de l'etat cellulaire.
Pour une meme vitesse et un meme temps de centrifugation,
les t.assements varieront suivant cet etat. Cette methode ne

permet done pas des comparaisons plus rigoureuses que la

nephelometric entre des cultures diverses ou meme des ages
divers d'une culture.

Nous donnons ici l'etude de la croissance d'une culture du
n° 116, evaluee nephelometriquement et par sedimentation
(cf. fig. n° 1).

A notre avis, chaque methode est valable pour elle-meme,
mais un rapport entre elles ne se justifie pas. Chacune de ces

methodes accorde une predominance ä une manifestation de la
croissance.

La conversion des valeurs nephelometriques en valeurs de

sedimentation n'est possible que dans un Systeme defini de

conditions, qu'il faudrait etablir pour chaque variation de

condition.

III. Compte des cellules ä Vhematimetre.

Plusieurs auteurs [10; 12 ä 16] ont compte les Algues dans

un hematimetre de Thoma, Rosenthal ou Bürker.
Pour notre part, apres quelques essais, nous avons abandonne

cette methode parce que longue et surtout trop imprecise quand
il s'agit de cultures se developpant mal sous 1'efTet d'un toxique.
Car, en suivant le procede de Rodhe [12], nous compterions
les cellules d'un volume de 37.10-3 de millimetre cube, ce qui
represente moins du millionieme du volume total de la culture
(50 cm3). Cette fraction ne peut donner une image exacte d'une

culture dont la population n'est pas homogene, mais composee
de sporanges, de spores, de petites et de grandes cellules ayant
souvent tendance ä s'agreger. II faudrait compter separement
ces divers elements sur un volume beaucoup plus eleve et

concentrer la population des cultures ä faible developpement.
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Remarque: En resume, l'etude de la croissance d'une culture

d'Algues ne dispose pas encore de techniques absolument
satisfaisantes.

II. EFFETS GfiNfiRAUX DES SULFAMIDfiS
SUR LES ALGUES

Remarques concernant le pH.

Dans nos essais, le milieu B et le milieu B plus sulfamide ne

sont pas tamponnes.
Nous avons suivi revolution du pH, au cours de la croissance,

dans des cultures d'Algues 116 en milieu temoin et en milieu
intoxique.

Appareil: potentiometre de Beckmann.
Sulfamide: sulfanilamide 2°/0o-

Resultats.

En milieu temoin:

a) Pendant les premiers jours de culture le pH evolue rapide-
ment vers la neutralite, passant de 5 (environ) ä 7. Une fois
la neutralite atteinte et depassee (7,4), le pH demeure

constant (mesures post: 23, 38, 50, 69, 118 jours).

b) Cette modification debute ä la fin du lag et se prolonge
pendant la premiere partie de la phase logarithmique de

croissance.

En milieu intoxique:

a) La presence de S 2°/00 abaisse le pH initial du milieu par
rapport au pH initial du milieu temoin (abaissement:
environ 0,6 au maximum).

b) Le pH tend vers 7 et rejoint le pH de la culture temoin.

c) Cette evolution commence ä la fin du lag et se prolonge
pendant la phase logarithmique de croissance.

d) La presence de S 2°/00 n'entrave done pas l'alcalinisation
du milieu.
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Soit dans la culture temoin, soit dans la culture intoxiquee,
Involution du pH exprime Tintensite du developpement de la
culture. Ainsi, dans des cultures faiblement inoculees, la
neutrality est moins rapidement atteinte que dans des cultures
paralleles fortement inoculees, ce qui s'explique puisque le

developpement des premieres est en retard sur celui des

secondes (cf. p. 157).

L'evolution du pH est un signe mesurable des transformations
biochimiques qui accompagnent et conditionnent les premieres
phases de la croissance d'une culture.

Toxicite comparee des molecules de sulfamides.

I. Estimations nephelometriques.

Ne connaissant pas le comportement de l'Oocystis 116 en

presence de cibazol et de soluseptazine, nous l'avons cultive
parallelement avec les trois sulfamides choisis et presents en

concentrations variees.

Nous avons fait les memes recherches avec le Scenedes-

mus n° 3.

Resultats: (cf. fig. 2).

a) Algue 116: cette Algue est resistante ä Taction de sulfani¬

lamide aux concentrations de 0,5, 1, 2°/00 et ä celle de la

soluseptazine ä la concentration de 0,5°/oo.

Elle se developpe moins bien en presence de O,50/00 de

cibazol et ä peine avec les concentrations de l°/00 de cibazol

et 4°/00 de sulfanilamide.
Cet organisme est sensible au cibazol ä la concentration de

2°/00 de cibazol et ne se developpe pas non plus en presence
de soluseptazine aux concentrations de 1, 2, 4°/00.

II ressort de ces constatations que, vis-ä-vis de cette Algue,
la molecule la moins toxique est la sulfanilamide et la plus

toxique, la soluseptazine. Le cibazol a des effets intermediaires.

b) Algue 3: cette Algue est sensible ä Taction de la sulfani¬

lamide et du cibazol; eile ne se developpe pas en presence de
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ces molecules, quelJes que soient les concentrations essayees
(0,5, 1, 2, 40/00).

Elle est sensible egalement & la concentration de 2°/00 de

soluseptazine (seule concentration employee avec cette
Algue).

Ces resultats indiquent la specificite de Taction des sulfa-
mides vis-ä-vis des Algues; les effets sont dilTerents suivant
1'Algue, la molecule de sulfamide et les concentrations.
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Algue 116. — Toxicite comparee des trois molöcules de sulfamides.
Exprimöe en pour-cents de reduction de la croissance.
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Remarque sur la thermolabilite de la soluseptazine.

La figure n° 2 relate les resultats obtenus en presence de
soluseptazine ajoutee aseptiquement et ä froid au milieu B
apres sa sterilisation. En effet, d'autres experiences nous font
croire ä une thermolabilite de la soluseptazine. Cette molecule
se scindrait ä 1'autoclave en liberant, vraisemblablement, de la
sulfanilamide (cf. fig. 3).

De fafon generale, les essais faits avec ce produit revelent
une inconstance des proprietes de cette preparation.
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Algue 116. — Thermolabilite de la soluseptazine.
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II. Estimations colorimetriques.

Nous avons cherche s'il etait possible d'estimer la croissance

par la quantite de chlorophylle produite.

Methode.

a) Les cultures servant au dosage de la chlorophylle sont

prealablement mesurees par nephelometric.

b) Extraction de la chlorophylle: Pour chaque estimation, il est

preleve 5 cm3 de quatre erlenmeyers prealablement racles

et agites. Ces 20 cm3 de culture sont centrifuges, le depdt
repris par un peu d'acetone et transporte en mortier. Quand
la majeure partie de l'acetone est evaporee, le depot humide
est longement pile au sable de quartz, puis transporte en

eprouvette en presence de l'acetone dont on rince le mortier.
Le melange est abandonne trois ou quatre jours, puis filtre
pour separer le sable qui est lave ä l'acetone. Le filtrat
acetonique est agite en presence de 10 cm3 d'ether de

petrole, puis coupe et lave deux fois ä l'eau. Avant de

proceder ä la mesure colorimetrique, la couche etheree,

chargee des pigments, est encore filtree pour eliminer
l'emulsion graisseuse.

Vu la petite quantite de materiel, nous n'avons pas procede
ä la separation des Carotinoides d'avec la chlorophylle [17],
afin de ne pas augmenter les causes d'erreurs. La chlorophylle
domine et c'est eile qui influence les lectures.

Appareil.

L'extrait petroleique est estime au photometre de Pulfrich
(filtre rouge S66 — cuve d'epaisseur 20,02 — liquide de

reference: H20 distillee).

Resultats (cf. fig. 4).

Adjonction d'asparagine: Des cultures intoxiquees par les

sulfamides et enrichies d'asparagine ä l°/00, ont egalementete
faites avec la meme Algue 116; leur croissance fut evaluee par
nephelometric et par production de chlorophylle.
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Algue 116. — Estimation de la croissance par nephelometric
et par colorimötrie de la chlorophylle produite en fonction des

concentrations de sulfamides.
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L'adjonction d'asparagine, si elle exalte legerement la
croissance, ne modifie pas Taction des sulfamides.

Commentaires des courbes de la figure 4: I .a reduction de

croissance due aux sulfamides est revelee par la nephelometric,
mais masquee et meme inversee par Testimation colorimetrique
des pigments extraits.

Cette constatation est vraie:

1° avec ou sans asparagine,

2° pour les trois molecules utilisees (en tenant compte qu'il
s'agit ici de la soluseptazine chauflee),

Causes possibles de la divergence des resultals nephelometriques
et colorimelriques:

a) Premiere hypothese: «les cellules intoxiquees et les cellules

temoin contiennent la meme quantite de chlorophylle ».

L'estimation colorimetrique ferait croire que les sulfamides
favorisent la multiplication cellulaire, ce qui n'est pas le cas.

b) Deuxieme hypothese: «les cellules intoxiquees liberent, au

cours de l'extraction, plus aisement Ieur chlorophylle que
les cellules temoin ».

Les residus d'extraction des deux sortes de cultures etant
egalement decolores, nous empechent de souscrire ä cette

hypothese.

c) Troisieme hypothese: «les cellules intoxiquees contiennent
une plus grande quantite de chlorophylle que les cellules
temoins ».

Les constatations du verdissement des Algues au contact
des sulfamides [6] (cf., p. 136) viennent ä Tappui de cette
hypothese. II nous faut, alors, considerer les valeurs colori-
metriques comme illusoires, en ce sens qu'elles font croire
ä un plus grand nombre de cellules qu'il n'y en a en realite.
L'hyperchromie cellulaire peut etre, lors des lectures
nephelometriques, un facteur de perturbation de la relation:

dispersion de la lumiere paries cellules
nombre de cellules
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Valeurs respectives des deux methodes: Les deux methodes:
estimation nephelometrique de la suspension et estimation
colorimetrique de la chlorophylle produite, fournissent des

resultats egalement vrais, mais revelateurs de phenomenes
dilTerents: la nephelometric exprime la multiplication cellulaire,
alors que la colorimetrie souligne l'exaltation pigmentaire due

aux sulfamides. Ces deux precedes ne peuvent etre employes
l'un pour l'autre, parce que les sulfamides font varier la

pigmentation independamment de la croissance.

Effet des sulfamides sur la conservation
DE LA CHLOROPHYLLE.

Quelle que soit l'experience envisagee, nous avons constate,
tout au long de notre travail, que les Algues traitees par les

sulfamides et qui leur resistaient (plus ou moins bien) deve-

naient plus vertes et le restaient beaucoup plus longtemps que
les cellules temoin.

Remarquons que:

1° Gette conservation de la chlorophylle et cette exaltation
probable du pouvoir de synthese de la chlorophylle se deve-

loppent en fonction de l'augmentation des concentrations de

sulfamides (dans la limite oil la cellule resiste ä ces dernieres).

2° Au cours d'experiences oü les sulfamides sont ajoutes ä une
culture en voie de croissance, ce pouvoir de conservation
diminue progressivement: plus l'adjonction est tardive,
moins il y a conservation de la chlorophylle.

3° Au cours de certaines experiences, faites en presence de

S 2°/00, nous avons remplace le liquide de culture usage

(methode de decantation, cf. p. 143) par du liquide frais de

meme composition. Un renouvellement tardif du milieu

intoxique favorise la conservation pigmentaire par rapport
ä un renouvellement precoce.

4° L'examen d'une culture de l'Oocystis 116, developpee durant

un mois et demi en presence de S 2°/00, revele une disorganisation

cellulaire epargnant, en apparence, le plastide.
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5° La persistance de la chlorophylle sur les chromatophores de

cellules intoxiquöes ne semble pas liee ä la lipogen&se dans

les cas que nous avons etudies. Les lipides diffusent dans

les cultures traitees comme dans les cultures temoin (fdm
irrise ä la surface du liquide).

Valeur nutritive (azote) de ces trois molecules.

Lors de travaux anterieurs Chodat et coll. [6] avaient trouve

que la sulfanilamide n'etait pas une source de carbone pour une

Algue resistante. Par contre le remplacement de l'azote nitrique
du milieu B par la sulfanilamide permettait une croissance des

organismes et les protegeait contre une degenerescence grais-
seuse en presence ou en absence de sucre (conservation de la

chlorophylle).
Nous nous sommes propose de verifier cet apport d'azote

par la sulfanilamide et de connaitre s'il etait du ä famine ou
ä 1'amide en employant notre jeu de molecules.

Methode.

Le calcium du milieu B est apporte sous forme de phosphate.
L'azote est remplace par des concentrations variables (0,5, 1,

4°/00) du sulfamide envisage.
L'inoculum provient soit d'une culture ägee de quinze jours

depourvue d'azote, soit d'une culture sur milieu A et subissant

un lavage.
Algue utilisee: n° 116.

Resultats.

Contrairement aux resultats anterieurs, dans aucun des cas

nous n'avons obtenu une croissance.
De ce fait, nous ne pouvons connaitre la part respective de

('amine et celle de 1'amide (Sp. chauffee ici).
L'examen microscopique montre des cellules malades ou

envahies de lipides, avec seulement quelques traces de

chlorophylle.

Archives des Sciences. Vol. 5, fasc. 3, 1950. 10
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Ce resultat montre que dans ces conditions J'Algue est

incapable de s'approprier l'azote de ces molecules de sulfamide
et nous fait croire que cet azote ne joue pas le röle suppose
ci-dessus dans la resistance de cette Algue aux sulfamides.

III. RESTAURATION SPONTANfiE DU TAUX NORMAL
DE CROISSANCE CHEZ DES CULTURES INTOXIQUfiES:

«COMPENSATION »

Le phenomene de compensation.

Les publications anterieures [5 et 6] ainsi que les deux cha-

pitres precedents appliquent les etiquettes de « sensibles » et
« resistantes » aux Algues etudiees en presence de sulfamides.

Fig. 5.

« Compensation » par 1'Algue 116 en presence de sulfanilamide 2 °/00.
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Cela signifie qu'au bout d'un temps plus ou moins long, les

cultures intoxiquees presentent soit une croissance nulle, soit
une croissance egale ä celle du temoin. Ces appreciations
s'appliquent ä l'etat final de la culture.

En effet, l'etude systematique des croissances nous montre

que le terme de resistant n'est pas complet, car il ne rend pas
compte du processus de developpement de la culture intoxiquee.
Les Algues dites resistantes ne croissent pas en milieu temoin
et en milieu intoxique selon un rythme semblable (cf. fig. 5).

En presence de sulfamide, la culture d'Algues subit une

periode de «lag» prolongee. Cette inhibition se dissipe
progressivement jusqu'ä devenir nulle.

Nous appellerons « compensation » cette restauration spontanea

du taux de croissance et tenterons d'en etudier la nature.

Aspect genetique de la compensation: adaptation.

La premiere explication du phenomene de compensation ä

laquelle on songe, est l'adaptation selective des Algues aux
molecules de sulfamides.

Cette acquisition d'une resistance aux sulfamides est-elle
transmissible aux generations suivantes

Dans ce cas, des populations dont l'inoculum serait issu
d'une culture ayant compense ou en train de le faire, auraient,
en milieu intoxique, un developpement se rapprochant de celui
de cultures temoin.

Partie experimentale.

Des cultures en presence de sulfanilamide, suivies de repi-
quages successifs dans le meme milieu intoxique, ont ete faites
avec diverses Algues.

Algues Sulfamic Nombre
de subcultures

3 S 0,5 °/00 1

62 » 1

68 » 1

516 S 2 °/00 2

116 i> 3
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Resultats.

Le n° 3 ne se developpe pas en presence de sulfanilamide.
Pour les autres Algues, un «freinage»suivi de«compensation»

se manifeste chaque fois, de culture en culture.
Le rythme de croissance des subcultures est, aux erreurs

d'experience pres, le meme que celui de la culture.
La compensation n'est done pas une selection, ni une mutation

d'organismes plus resistants aux sulfamides.

Aspect metabolique de la compensation.

I. Restauration experimentale du taux normal de
CROISSANCE PAR ADDITION DE PAB ET D'ACIDE FOI.IQUE.

L'action in vitro du PAB comme antagoniste des sulfamides

pour de nombreuses bacteries est une experience classique.
Ce pouvoir de protection a dejä ete signale pour les Algues [5].

II etait interessant de connaitre l'action de cette molecule

sur les Algues que nous etudions au point de vue de leur
compensation.

Partie experimentale.

a) Adjor.ction de PAB ante inoculum:

Le PAB, ä raison de 0,0005°/oo, est adjoint au milieu B plus
sulfamide avant l'inoculation.

Algues
etudides Sulfamides Resultats

62 s 0,5 °/00 Protection par le PAB
68 S 0,5 »/00 » »

116 S 2 %0 » »

116 Ci 2 °/00 » »

3 S 0,5 %„ » »

3 S 2 °/00 Pas de protection
3 2°/00 » »

3 Sp 2 °/00 » »
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Commentaires.

1. Pour les nos 62 et 68, la presence de PAB supprime la

prolongation du «lag» due ä S 0,5°/00, retablissant le rythme
normal de croissance.

II en est de meme pour l'Algue 116 en presence de S 2°/00.

Cet organisme compense mal en presence de Ci 2°/00; dans le

milieu intoxique, enrichi de PAB, la compensation est complete
et s'organise plus rapidement.

2. L'Algue 3, qui ne compense pas en presence de S 0,5°/00, se

developpe dans le milieu intoxique enrichi de PAB. Par contre,
le PAB n'a pas d'effet protecteur vis-ä-vis des molecules de

S, Gi et Sp ä la concentration de 2°/00, et les cultures ne

croissent pas.
L'action du PAB est beaucoup plus significative avec le n° 3

(non compensant) qu'avec les autres Algues. Nous avons vis-a-
vis de SO,5°/00 une reelle restauration experimentale du taux
de croissance, alors que nous n'obtenons pas cette restauration
dans les autres cas. II y a la une correspondance avec les

experiences dejä faites sur les bacteries concernant Paction

competitive du PAB avec les sulfamides [18 ä 20].

b) Adjonction de PAB post inoculum:
Le PAB est adjoint au milieu toxique plus ou moins longtemps

apres l'inoculation.
Nous n'avons pas fait ici de recherches systematiques. Nous

avons simplement tente quelques essais de « guerison » tardive
de cultures demeurees en stasie complete sous 1'efTet de

sulfamides.
Nous donnons les resultats ä titre d'indications dans le tableau

qui suit:

Age auquel
PAB

est ajoute
Algues Sulfamides

Concentration

en PAB *
Resultats

20 jours 116 Sp 2 °/00 I'/oo Pas de protection
22 » 116 Ci 2 °/00 5 °/oo Protection
37 » 3 S 0,5 %0 ' °/oo Protection
47 » 3 Sp 2 °/00 6-8 o/oo Pas de protection
50 » 116 Sp 2 °/00 6-8 °/oo Pas de protection

* Concentrations de PAB en y.10-i.
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Ces resultats sont en accord avec des donnees acquises, soit:

1° l'Algue 3, en presence de S 0,5°/00, est protegeable par le

PAB;

2° la soluseptazine est la molecule la plus toxique.

Ce tableau indique le pouvoir regenerateur de la division
cellulaire par le PAB, apres une stasie prolongee. Dans les cas

oil ce pouvoir ne se manifeste pas (Sp 2°/00), on peut se demander
si la concentration en PAB est insuflisante ou s'il s'agit de

cultures dont les cellules ont passe de l'etat de stasie ä celui
de mort.

Ces indications font entrevoir qu'il y aurait toute une serie

de recherches ä faire sur la concentration minimale du PAB

en fonction de la concentration et de la nature de la molecule
du sulfamide; sur l'äge-limite auquel le PAB peut avoir encore
une action en fonction de l'Algue et des molecules de toxique.

Protection par I'acide folique.

Quelques-unes de nos Algues etant protegeables par le PAB,

nous nous sommes demande si elles l'etait egalement par
I'acide folique. L'acide folique, d'apres les hypotheses admises

actuellement, serait un corps intermediate dans la chaine des

reactions conduisant ä la svnthese de certaines purines, thymine,
acides amines.

L'inactivation par le sulfamide du Systeme enzymatique en

relation avec le PAB suspendrait la Synthese de I'acide folique.
En effet, en donnant de I'acide folique a certaines bacteries

(certains Streptoccoques), on les protege contre 1'effet des

sulfamides.

Partie experimentale.

Adjonction ante inoculum.

Milieu B plus S 0,5°/00 plus acide folique ä la concentration
de 0,0015°/00. (Nous avons choisi cette concentration d'apres
les donnees de Lampen et Jones [20] sur l'activite moindre de

I'acide folique par rapport ä celle du PAB.)
Algues: nos 3, 62, 68.
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Resultats.
Dans ces conditions, 1'acide folique ne protege pas le n° 3 et

n'abrege pas le lag prolonge, en presence de S 0,5°/00, des

Algues 62 et 68.

Ces resultats negatifs peuvent avoir plusieurs causes:

a) Concentrations insuffisantes en acide folique.
b) Ces Algues ne peuvent pas employer 1'acide folique tel quel

(du moins pas celui-ci; il y en aurait plusieurs).
c) Ces Algues ne peuvent utiliser que 1'acide folique synthetise

ä partir du PAB.

d) Ces Algues n'ont pas besoin d'acide folique.

Comme on le voit, ces essais demanderaient ä etre completes

pour mieux connaltre le metabolisme de ces microrganismes.

II. Hypotheses concernant le mecanisme
DE LA COMPENSATION.

La protection par le PAB, notee au chapitre precedent, se

traduit par une restauration experimentale du taux normal de

croissance.

La restauration spontanee, sans l'apport experimental de

PAB, se fait-elle par l'intervention d'un PAB ou de celle d'autres
substances aux effets similaires produits par les Algues

La protection par le PAB n'elucide pas le mecanisme de la

compensation; eile suggere l'existence de substances contre-
poison.

S'il y a formation de ces substances:

a) sont-elles diffusibles dans le milieu
b) sont-elles endocellulaires

III. Recherches de substances antagonistes diffusibi.es
ET DECELABLES DANS LE MILIEU DE CULTURE.

A. Procede par soustraction: technique de la decantation.

Hypothese.
En soustrayant le liquide de culture, nous enlevons aux

Algues les substances antisulfamides qu'elles sont supposees

y avoir secrete, et nous entravons ainsi la compensation.
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Technique.

a) Culture du n° 116 en presence de sulfanilamide 2°/00.

b) Pour soustraire le liquide de culture nous n'avons pas choisi
la methode de centrifugation vu la longueur des manipulations

qu'elle exigeait, puisque nous devions operer asepti-
quement sur un grand nombre de flacons.

c) Grace au phenomene de sedimentation naturelle des cellules
de cette Algue et grace surtout ä leur adherence au fond de

l'erlenmeyer, nous avons pu proceder & une simple decan-

tation du liquide de culture surnageant.

d) Le liquide soustrait est remplace par une quantite identique
de milieu frais de meme composition.

e) L'experience comporte:

1° une serie de cultures qui ne sont pas decantees:

soit: 15 erlenmeyers de milieu B (temoin),
et 15 » » » B plus sulfanilamide;

2° plusieurs series de cultures decantees chacune une fois:

soit: A) 5 erlenmeyers de milieu B (temoin),
15 » » » B plus sulfanilamide,
decantes au bout de 48 heures.

B) 5 erlenmeyers de milieu B (temoin),
15 » » » B plus sulfanilamide,
decantes au bout de 4 jours.

C) etc., etc.

f) Age des cultures au moment de leur decantation: 48 heures,

4, 6, 8 et 12 jours.

Resultats et critique.

La decantation n'exerce aucun effet negatif ou positif tant
sur le temoin que sur l'intoxique, quel que soit l'äge auquel elle

a ete faite.
Ce resultat parait exclure l'hypothese de substances anti-

sulfamides largement diffusees dans le milieu. Cependant, la

technique employee n'elimine pas la totalite du liquide de

culture (quantite restante: 0,5 ä 1 cm3) et la portion restante



AUX SULFAMIDES D'ALGUES UNICELLULAIRES 145

pourrait contenir suffisamment de substances antisulfamides, de

telle sorte que le liquide enleve ne jouerait pas de role.

La ou les substances antisulfamides pourraient encore avoir
ete adsorbees sur les cellules et etre done diflicilement
eliminables par ce procede.

Les experiences de decantation n'excluent pas definitivement
l'hypothese de l'existence d'un principe diffusible demeure en

quantite süffisante dans le liquide residuel (action-trace).

B. Procede par addition: technique de Vadjonction
de filtrat de cultures.

Parallelement aux essais dits de decantation, nous avons
recherche la presence de substances antisulfamides diffusees

dans le milieu au cours de la compensation, par une seconde

methode. Gette derniere consiste ä introduire dans la culture
intoxiquee une certaine quantite de filtrat d'une autre culture.
Le rythme de croissance de la culture intoxiquee additionnee
de filtrat doit nous reveler la presence ou l'absence de substances

antisulfamides dans le filtrat. La qualite des cultures ä filtrer
joue, done, le röle principal dans ces essais.

Si le principe d'adjonction de filtrat est simple, sa realisation

experimental peut etre envisagee de diverses facjons:

1° filtrat temoin sur culture temoin,
2° » » » » intoxiquee,
3° » intoxique sur culture temoin,
4° » » » » intoxiquee.

Ces quatre cas se subdivisent encore:

a) selon l'age auquel la culture est filtree,

b) selon l'äge de la culture ä laquelle est ajoute le filtrat,
c) selon la quantite de filtrat ajoutee.

On suppose dans les cas 1 et 2 l'existence d'un principe diffuse

spontanement par les cellules en voie de division. On s'attend
aussi ä des actions inhibitrices produites par des filtrats äges

(staling effect).
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En presence de sulfamide, une diffusion differee, eventuelle-
ment exaltee, de substances contre-poison, conditionnerait la
compensation; le cas 4 devrait justifier cette hypothese.

Partie experimentale.

a) Obtention du filtrat sterile.

La culture raclee et agitee est filtree sur filtre Seitz.

b) Age de la culture ä filtrer.

Nous avons, en general, choisi des cultures jeunes, soit juste
ä la fin du lag (3 ou 4 jours), soit en pleine phase de division
(10 ou 11 jours), estimant que c'etait ä ces moments que les

substances antisulfamides devaient probablement se former et

que la concentration en toxines serait la plus faible.

c) Quantite de 'filtrat ajoutee (cf. tableau).

d) Age de la culture ä laquelle est ajoute le filtrat.

Sauf mention speciale *, les milieux de culture sont,

additionnes de filtrat avant d'etre inocules.

Effet du filtrat d'une culture non intoxique'e.

Cultures additionndes
de flltrat Provenance du flltrat

Concentration

cn flltrat
Resultats

Algues Milieu Algues Milieu Age

116

116

B

B + S 2 °/00

116

116

B

B

10 jours

10 »

50%

50%

Prolongation
du lag

Effet nul

116 B + S 2 °/00 116 B 3 » 10% EfTet nul

116 *B + Sp 1 °/00 116 B 9 » 6% Croissance de
la culture

EfTet nul
Croissance
EfTet nul

3 *B + S 0,5 %„ 116 B 10 » 6 et 16%
33%

6 et 16%
33%

6 et 16%
33%

3 *B + S 1,2,4 °/00 116 B 10 »

3 *B + Ci 0,5,1, 2 °/00 116 B 10 » Effet nul
» »
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Commentaires.

a) Le filtrat d'une culture temoin n'a eu aucune action sur les

cultures intoxiquees qui se sont comportees comme les

cultures intoxiquees sans filtrat.

A cette constatation principale, ajoutons que dans les cultures

temoin, la prolongation du lag revele Taction freinante due

aux substances amenees par le filtrat. Une action semblable

a dejä ete decelee dans des cultures d'Algues [20-21], mais

avec des cultures plus ägees.

Les seuls effets protecteurs furent observes dans les conditions
suivantes: tentative de « guerison » tardive (* filtrat ajoute au
34e et au 38e jour do culture) d'un echantillon de culture
demeuree en stasie complete. II ne s'agit pas dans ces deux cas

d'essais en grande serie.

Effet du filtrat d'une culture intoxiquee.

Cultures addi-
tionndes de filtrat Provenance du filtrat Concen¬

tration
en

filtrat
Resultats

Algues Milieu Algues Milieu Age

116 B 116 B+ S 2°/00 11 jours 50% Prolongation
du lag

116 B+ S2%0 116 B+ S 2°/00 11 » 50% Effet nul
116 B+ S2»/00 116 B+ S 2 °/00 45 i) 50% Effet nul

Commentaires.

a) La prolongation du lag en milieu tdmoin est certainement.
due ä 1'apport en sulfanilamide par le filtrat.

b) Des cultures en train de compenser (11 jours), ou ayant
compense (45 jours), donnent un filtrat inactif sur des

cultures intoxiquees.

Les resultats obtenus paraissent, comme dans les essais de

decantation, exclure Thypothese d'un principe antisulfamide
diffuse dans le milieu.

La technique de filtration a l'avantage sur celle de la decantation

de mettre en ceuvre la totalite du liquide de culture, y
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compris 1'interceUulaire. Si ce liquide intercellulaire contenait
un principe actif, meme en quantite infime, le filtrat aurait du

se reveler actif.

IV. Recherches de substances antagonistes
ENDOCELLULAIRES.

Les experiences precedentes font supposer que les substances

antagonistes des sulfamides sont endocellulaires et non pas
exocellulaires.

L'epoque ä laquelle elles expriment leur pouvoir peut
contribuer ä la connaissance de leur nature.

Determination de l'äge de la culture
AUQUEL SE MANIFESTENT CES SUBSTANCES

Toutes les experiences faites au cours de ce travail tendent
ä prouver qu'il existe un seuil de concentration d'une substance

inconnue, necessaire au depart de la multiplication des Algues
en presence de sulfamides. Cela est vrai aussi pour le temoin

(periode de lag).
Emettons l'hypothese suivante: «Les sulfamides freinent la

production de la substance necessaire. Le debit intracellulaire
de ce principe est done diminue: le temps necessaire pour
atteindre le seuil est augmente d'oii la prolongation du lag.
Elle peut etre infinie si le freinage est total. »

Quel est alors l'äge, dans une culture temoin, ä partir duquel
est atteint le seuil de concentration süffisante pour vaincre

une dose X de sulfamide

a) Technique des intoxications differees.

1. Pour chaque Algue et chaque sulfamide teste les series

d'erlenmeyers suivantes sont inoculees:

a) 15 erlenmeyers de milieu B (temoin).

b) » » » B plus sulfamide (ajoute avant
l'inoculation).
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c) 15 erlenmeyers de milieu B plus sulfamide ajoute apres
48 heures de culture.

d) 10 » » » B plus sulfamide ajoute apres
4 jours de culture.

e) Etc., etc.

2. Le sulfamide est ajoute sterilement ä la culture de fa?on
ä obtenir une concentration de 2°/00 dans le milieu de culture.

Fig.-6.

Intoxications difTerees de l'Algue 116 par la sulfanilamide 2

3. Ages de la culture auxquels les sulfamides sont ajoutes:
2, 4, 6, 8 jours, avec quelques variations d'un essai ä l'autre
(ex.: 2, 4, 5, 6, ou 1, 2, 3, 4, 5 jours).

4. Mesures: les mesures nephelometriques sont faites paralle-
lement sur cinq erlenmeyers de chaque serie.

5. Algues utilisees: n° 116 et n° 3.

6. Sulfamides ajoutes: sulfanilamide, cibazol et soluseptazine
(non autoclavee) — Concentrations: 2°/00.
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Resultats (cf. fig. 6 ä 11).

Algue 116: Les experiences precedentes ont montre que
l'Algue 116 surmonte spontanement et ä la longue (compensation)

une intoxication par la sulfanilamide et le cibazol, ajoutes

Fig. 7.

Intoxications difTerees de l'Algue 116 par le cibazol 2 °/00.

avant l'inoculation. Cet organisme ne compense pas, dans les

memes conditions, l'intoxication par la soluseptazine intacte.
Les resultats indiques par les figures 6, 7 et 8 montrent que:

a) en presence de S2°/00 et de Ci 2°/00, plus l'adjonction du

sulfamide est tardive, plus la compensation s'organise

rapidement, jusqu'a rejoindre le rythme de croissance du

temoin:
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b) l'intoxication du milieu operee 48 heures apres l'inoculation
fournit avec la Sp. un resultat comparable ä celui de
l'intoxication ante inoculum: pas de compensation.

Par contre les adjonctions ulterieures n'ont pas d'influence
sur la croissance qui egale Celle du temoin.

Intoxications diflerees de l'Algue 116 par la soluseptazine 2 °/00.
intacte.

Algue 3: L'Algue 3 avait ete consideree comme «sensible »

attendu qu'elle ne fournissait aucune compensation lors
d'intoxications faites avant l'inoculation.

Le comportement de cette Algue demeure le meme quand la
sulfamilamide est ajoutee apres 24 heures de culture (fig. 9),
le cibazol et la soluseptazine apres 48 heures de culture
(fig. 10-11).
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Des additions plus tardives de chacune de ces molecules ont
une efficacite moindre: inhibition temporaire de la croissance

pour S 2°/00 et Ci 2°/00, inhibition nulle pour Sp 2°/00.
Ces resultats nous font modifier l'etiquette de « sensible »

appliquee k l'Algue 3. Elle n'est sensible (ne compensant pas)

que si le sulfamide est present avant l'inoculation ou au tout
debut de la culture (24 ä 48 heures).

Fig. 3.

Intoxications differees de l'Algue 3 par la sulfanilamide 2 °/00.

En resume, quelle que soit la molecule (sulfanilamide, cibazol,

soluseptazine) sa toxicite diminue jusqu'ä devenir nulle suivant

l'epoque k laquelle eile est ajoutee. Ceci reste vrai meme pour
un sulfamide dont la toxicite n'est pas surmontee spontanement
et ä la longue par l'Algue (ex.: Algue 116 en presence de Sp.).

Ces experiences montrent que ces Algues offrent k partir d'un
certain äge de culture (fin du lag) une insensibilite progressive

a l'egard du poison. Cette epoque d'insensibilite correspond au

temps oil le seuil de concentration süffisante en substances

antisulfamides est atteint. Les facteurs multiples qui president
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ä cet equilibre empechent d'en fixer la date ä un jour pres pour
un Systeme experimental donne.

b) Technique faisant appel ä des inocula de qualite differente.

Les experience d'intoxications differees montrent qu'apres
quelques jours, la culture est plus resistante qu'au debut ä

Taction des sulfamides.

Intoxications differees de TAlgue 3 par le cibazol 2 °/oo-

Quel est le facteur responsable de cette resistance
Les examens des liquides de culture (adjonction de filtrat —

decantation) n'ont pas donne d'indice süffisant de Texistence
d'un contre-poison extracellulaire.

Y a-t-il, alors, dans les Algues, apres quelques jours de culture,
accumulation d'une substance antisulfamide

Pour tenter de repondre ä cette question, nous avons cherche
ä connaitre le comportement en presence de sulfanilamide, de

Archives des Sciences. Vol. 5, fasc. 3, 1950. 11
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cultures paralleles, inoculees par des Algues de «qualite»
differente (ages differents).

Partie experimentale.

Experiences faites avec l'Algue 116.
Inoculum de cellules jeunes: he liquide d'une culture (milieuB)

ägee de cinq jours, est decante; puis partiellement remplace

Fig. 11.

Intoxications difTörees de l'Algue 3 par la soluseptazine 2 °/00
intacie.

erlenmeyers, a pour but d'eliminer la solution nutritive usagee
et de concentrer les cellules.

Les cellules adherant au fond de 1'erlenmeyer sont raclees et
remises en suspension par agitation du flacon; cette suspension
est transferee dans une eprouvette sterile et mesuree au nephe-
lometre. Cette provision d'Algues sert Ä l'inoculation de:
quinze erlenmeyers de milieu B (temoin) et de quinze
erlenmeyers de milieu B plus sulfanilamide 2°/00.
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Inoculum, de cellules ägees: On prepare une suspension (de

valeur nephelometrique egale ä celle de la suspension de cellules

jeunes) ä partir de cellules developpees durant un ä deux mois

sur malt-agar (milieu A). Cette suspension sert ä 1'inoculation
d'une seconde serie de milieux temoins et intoxiques.

La difficulty de ces operations reside dans l'obtention de

suspensions de troubles equivalents.

Croissances de cultures d'Algue 116 issues A'inoculum de qualite
differente.

Resultats (cf. fig. 12).

Cultures en milieu temoin: Les cultures de la serie J (jeunes
cellules) accusent un lag tres reduit et une croissance plus
rapide que les cultures de la serie V (cellules ägees).

Les cellules ägees de cinq jours ont done une puissance mul-
tiplicatrice superieure ä celle des cellules ägees d'un mois.

Cultures en milieu intoxiques : La compensation s'organise
plus rapidement avec des cellules jeunes qu'avec des cellules
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agees. Toutefois, ces cellules jeunes croissent plus lentement en

presence de S 2°/00 qu'en l'absence de S 2°/00.

La puissance multiplicatrice exaltee des cellules jeunes parait
jouer un double role: ä la fois mitogene et antisulfamide.

Ce resultat renforce l'hypothese d'un element de resistance

aux sulfamides de nature endocellulaire synthetise au cours
des premiers jours de culture.

Role de l'oxygene

Nous supposons que, grace ä l'activite photosynthetique, il
regne dans une culture d'Algues ägees de quelques jours, une

plus grande tension d'oxygene qu'au debut de la culture.
Nous avons vu que des cultures issues d'un inoculum constitue

de cellules jeunes se comportent differemment de cultures
issues d'un inoculum constitue de cellules ägees. L'inegalite
de puissance photosynthetique de ces deux types de cellules

explique, en partie, cette difference de comportement. Pratt [23]
fixe le debut de la chute du pouvoir photosynthetique d'une
culture de Chlorella vulgaris ä partir du quatrieme jour de

culture.

L'action des sulfamides serait-elle plus grande sur des

Algues ä faible pouvoir photosynthetique, done soumises ä une
faible tension d'02

Des etudes faites sur Pneumococcus et Streptococcus [24-25]
tendent ä demontrer le contraire: les sulfamides inhiberaient
plus fortement la croissance en la presence d'02.

Partie experimentale.

Nous avons compare la croissance en milieu temoin et en

milieu intoxique de cultures d'Algues 116, placees ä l'obscuritä
dans une etuve ä 20°, avec la croissance de series de cultures

identiques et paralleles, placees dans les conditions habituelles
d'eclairement (12 heures/24 heures).

Sulfamide: sulfanilamide 2°/00.

Le milieu contient le 2°/0 de glucose habituel.
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Resultats.

Cultures en milieu temoin:

a) Les cultures ä 1 obscurite se developpent plus lentement que
les cultures eclairees.

b) Les cultures ä l'obscurite produisent peu de chlorophylle et
restent vert-jaune.

Fig. 13.

Algue 116. — Courbes des quotients:
intoxique

temoin

Cultures en milieu intoxique:
Cos cultures aocusent ä l'obscurite, par rapport aux cultures

eclairees, un retard analogue ä celui des cultures temoin.
INous avons etabli le quotient: croissance de l'intoxique

sur croissance du temoin, pour les deux conditions: lumiere et
obscurite (cf. fig. 13). L'allure des courbes figurant ces
quotients montre que 1'action de la sulfanilamide n'est pas plus
grande ä l'obscurite qu'ä la lumiere.

Ce fait atteste que:

a) le mecanisme d'intoxication par la sulfanilamide n'est pas
directement lie aux actes photosynthetiques,
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b) la tension d'02 n'a pas eu, dans ces essais, d'effet specifique
sur ce mecanisme d'intoxication,

c) la lumiere a pour effet principal d'accelerer le developpement
des cultures aussi bien en milieu intoxique qu'en milieu
temoin.

Technique faisant appel
a des quantites differentes d'innoculum.

Dans les essais faits avec la technique des intoxications
differees (par ex.: au 2e et au 6e jour), plus l'adjonction est

tardive, plus la compensation est rapide. Or, une culture de

six jours est plus riche en cellules qu'une culture de deux jours.
Le nombre des cellules joue-t-il un role dans la resistance aux
sulfamides

Des etudes sur la croissance de Chlorella vulgaris ont montre

que des variations quantitatives de l'inoculum etaient sans
influence sur la densite finale des populations. Cependant les

rythmes de croissance ne sont pas les memes pour un faible et

un fort inoculum. Plus 1'inoculum faiblit, plus le «lag»
s'allonge et plus la periode de croissance qui le suit est

rapide [13].
Quelle va etre 1'inlluence de la grandeur de l'inoculum sur le

developpement de cultures en milieu intoxique

Partie experimental^.

Des series de milieux sont inoculees avec les quantites sui-

vantes d'une suspension de l'Algue 116:

2 gouttes, 0,5 cm3, 1 cm3, 1,5 cm3, 2 cm3.

Chaque serie comporte: 10 erlenmeyers de milieu B (temoin).
et 10 » » » B plus sul¬

fanilamide 2°/00.

Resultats (cf. fig. 14).

Milieu temoin: Nous avons obtenu des resultats conformes ä

ceux de Pratt soit:
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a) l'augmentation de l'inoculum reduit le lag, et de ce fait
rapproche de l'ordonnee le segment de courbe correspondant
ä la periode logarithmique de croissance;

b) une meme densite de population est obtenue dans toutes les

cultures aprfes un certain nombre de jours, environ

Inooilum Je

1 qoultes

0,5a

1 cc

1,5 a
2«

2 t 8 10 12 15 20 25 Jour,

Aye des cultures

Fig. 14.

Algue 116. — Role quantitatif de 1'inoculum.
Courbes des rapports:

neph61om6trie du temoin _—. :—, efncacite de S 2 °/00.
n§phelom6tne de l mtoxique

douze jours (environ treize jours c/o Pratt), quelle que soit
l'importance de l'inoculum.

Milieu intoxique :

a) L'augmentation de l'inoculum reduit le lag.

b) Plus l'inoculum est grand plus la compensation est rapide.



160 RESISTANCE ET SENSIBILITE

c) Les variations quantitatives de l'inoculum produisent des

effets plus marques que dans les cultures temoin (ecarts plus
grands).

d) Par extension, un inoculum süffisant pourrait contre-
balancer la toxicite du milieu.

Ces experiences oü interviennent des quantites differentes
d'inoculum comportent la critique suivante: quel est le role
des substances presentes dans le liquide intercellulaire de

l'inoculum Pour repondre ä cette question, nous avons renou-
vele toute l'experience en utilisant une suspension de cellules

qui avait subi sterilement trois lavages successifs.

Les resultats sont en tous points semblables ä ceux obtenus
dans l'experience qui precede.

La compensation plus rapide d'une culture faite ä partir d'un
fort inoculum ne depend done pas de substances actives

apportees par le liquide intercellulaire.

Ces constatations nous permettent de supposer que, lors d'une

adjonction tardive de sulfamide, la compensation tres rapide
est due en partie au grand nombre de cellules presentes. Nous
disons en partie, car les essais faits avec des inocula d'äges
differents montrent que la qualite des cellules intervient dans

la resistance.

IV. DISCUSSION ET CONCLUSION

Aspect specifique de l'action des sulfamides.

Au cours de nos recherches, deux types de reaction aux
sulfamides se sont manifestes, suivant l'Algue et la molecule

de sulfamide envisagees: type «compensation» et type
« sensibilite ». lis sont resumes dans le tableau ci-dessous qui
ne concerne que Taction des sulfamides ajoutes avant
Tinoculation.
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Algues Sulfa-
Concentrations en sulfamid6

Resultatsmide
0,5 °/oo 1 °/oo 2 °/oo 4 °/oo

62
68

116

S
»

»

+
+
+

Compense

»

116
131*
614*

s
»

+
_j_

+

Compense
»

» sans
pigmentation

116
516
50*
89*

s
ft

»

»

-r
~r
+

Compense
»

» faiblement
» »>

116 s ~r Compense plus ou
moins

3

3

19*
598*

3

3

s
»

»

»

»

»

+
+

+
+

-r

Sensible
»

»

»

»

»

116
116

116
50*
89*

Ci
»

»

»

»

-i

-r

-U

+
~r

Compense
» plus ou

moins
Sensible
Compense faiblement

» »

3

3

3

»

»

»

+
+

Sensible
»

»

116
116
116
50*
89*

3

116

Sp
»

»

»

»

»

»

+
+

+
+

Compense
Sensible
Sensible

»

»

»

»

N. B. — Les numeros marques d'un * orit ete tres peu etudies; ils
sont mentionnes ä titre d'indication.
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Ce tableau montre la specificite d'action de ces trois
sulfamides en ce sens que:

«J un meme sulfamide n'a pas une action semblable sur toutes
les Algues traitees;

b) une meme Algue reagit difTeremment en presence de sulfa¬

mides differents;
c) une meme Algue reagit difTeremment en presence de

concentrations variees d'un meme sulfamide. Cet effet n'est

pas tres marque.

Les deux types de reaction aux sulfamides.

Type « sensibilite ».

II est caracterise par une stasie indefinie.

Type « compensation » (restauration spontanee du pouvoir de

division).

Au terme de ces quelques recherches, nous savons que le

phenomene de compensation:

1° est precede d'une periode de sensibilite caracterisee par un
lag prolonge;

2° n'est pas le resultat de la multiplication de cellules devenues

genetiquement resistantes;

3° n'est pas du ä un apport nutritif par 1'azote des sulfamides;

4° ne semble pas etre conditionne par la formation de sub¬

stances antisulfamides exocellulaires;

5° se manifeste plus rapidemenL si l'inoculum augmente;

6° se manifeste plus rapidement avec de jeunes qu'avec de

vieilles cellules.

Cette subdivision (compensation — sensibilite) et les

observations qui sont rapportees ci-dessus concernent des cultures

intoxiquees avant l'inoculation ou tres tot apres celle-ci

(cf. p. 29). A des adjonctions de sulfamide de plus en plus
tardives correspond une diminution progressive des manifestations

de sensibilite collective de la culture.
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Critique du terme « resistance ».

L'assertion, dans des travaux anterieurs, de la resistance

d'Oocystis ä la sulfanilamide a servi de point de depart ä nos
recherches.

Or, ce terme de resistance prete ä equivoque.
Si on entend par lui que la cellule ne subit pas l'influence du

toxique, que la culture croit au meme rythme que son temoin, il
est faux de l'employer dans le cas qui nous occupe. Car,

l'Oocystis subit rinfluence du toxique, sa sensibilite se manifeste

par une stasie temporaire. Puis la croissance s'organise et la
culture se developpe, phenomene que nous avons appele:
compensation. Nous savons, d'autre part, que les cellules d'une
culture ayant compense ne sont pas genetiquement resistantes.

L'etat final d'une culture intoxiquee ayant compense a

l'apparence de celui d'une culture resistante. Cette apparence
masque la sensibilite de chaque individu et tout le travail
accompli pour contrebalancer Paction du toxique.

A notre connaissance, ce probleme n'a pas ete souleve en ce

qui concerne les bacteries. Les auteurs se sont attaches ä

l'aspect final en assimilant croissance ä resistance et croissance
nulle ä sensibilite. La question de l'equivoque du terme
resistance se pose tout aussi bien pour ces organismes.

Nous estimons que Paction d'un agent toxique est ä considerer
ä tous les Stades de developpement d'une culture, et qu'il serait
bon en parlant d'un microrganisme resistant de preciser ce

qu'on entend par la: indifference au toxique, resistance finale,
resistance acquise, etc., en fonction bien entendu des

concentrations employees.

Analyse de la notion de «compensation» et
DE SES RAPPORTS AVEC LES SUBSTANCES RESPONSABLES

DU POUVOIR ANTISULFAMIDE.

Type sensible: cytostasie et cytocidie.

L'ensemble de nos recherches ayant porte essentiellement sur
le type compensant, nous bornerons ä quelques remarques la
discussion au sujet du type sensible:
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II y aurait d'interessantes recherches ä faire sur les limites
de la viabilite des Algues sensibles en etat de stasie, et sur
la dependance de ces limites ä l'egard de la concentration du

toxique.
L'experience suivante indique la capacite de ces organismes

de survivre ä une stasie prolongee:
Algue 3, en presence de Sp 2°/00, pas de croissance.

Apres quarante-sept jours de ce regime, les cultures sont
decantees et le liquide intoxique remplace par du milieu B frais.

Sous ce nouveau regime, ce n'est qu'au bout de cinquante jours
que deux sur cinq cultures manifesterent une croissance
normale. Les cultures qui ne sont pas reparties le doivent, pro-
bablement, aux pertes de cellules survenues lors de la decan-

tation, cette Algue adherant fort peu aux parois.

Type « compensant».

II est essentiel de rappeler ici que ce type d'Algue est sensible

ä Faction des sulfamides. La prolongation du lag est la
manifestation de cette sensibilite. II s'agit d'une sensibilite tem-
poraire puisque ce lag prolonge est suivi d'une periode de

division cellulaire (compensation).
Le moment oü s'amorce la compensation est comine un

tournant dans revolution de la culture intoxiquee. Ce tournant,
particulierement difficile ä expliquer, nous semble d'une grande

importance. C'est en fait, une opposition ä Faction toxique du

sulfamide.

Quelle est la nature de cette toxicite
Une quantite innombrable d'experiences et de theories ont

vu le jour a ce sujet. Elles sont exposees et resumees dans un
travail de Tschesche (1950) [26] et dans une communication
de Woods (1948) [27]. L'hypothese admise actuellement est

l'interference des sulfamides dans la synthese de corps tels

que les acides amines, les purines, la thymine et ses derives.

Le point attaque par les sulfamides serait un Systeme mettant
en cause le PAB. Le mecanisme precis n'en est pas encore connu.
Dans certains cas (thymine, purine), 1'effet aurait lieu par
l'intermediaire de 1'acide folique. On ne sait le role exact de

PAB dans ces syntheses. Schopfer [28] arrive ä la conclusion
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qu'un Systeme auquel le PAB prend part est inactive. II s'ensuit
une perturbation dans la Synthese de purines, constituants des

acides nucleiques. La stasie serait due ä cette perturbation.
De nombreux faits demontrent que ce n'est lä, d'ailleurs,

qu'un des mecanismes d'action du sulfamide (Schopfer).
Ces hypotheses sont nees ä la suite d'experiences faites avec

des bacteries. En ce qui concerne les Algues unicellulaires,
Cliodat et coll. [4] trouvent que la sulfanilamide freine la

sporulation et non la croissance des cellules; Lwöff et coll. [29]
arrivent aux meines hypotheses conclusives avec un Strep-
toccoque.

Nos observations nous montrent que d'une fagon generale
les Algues unicellulaires sont sensibles ä l'egard de divers
sulfamides. De plus, nos investigations confirment les resultats
anterieurs [5] rclatifs ä la protection possible par le PAB des

Algues intoxiquees par les sulfamides.
Ces faits nous permettent d'affirmer que les sulfamides

agissent chez les Algues sur les memes mecanismes biochimiques
que chez les bacteries. Ceci nous donne le droit de chercher ä

comprendre le phenomene de compensation ä la lumiere des

theories emises au sujet des reactions des bacteries en presence
de sulfamides.

Nous savons qu'un inoculum massif abrege la duree du lag
dans les cultures temoin et dans les cultures intoxiquees. Ce

fait corrobore d'ailleurs, les resultats des experiences de Pratt
(Chlorella vulgaris en milieu temoin) [13] et de Melchior et
Klotz (E. coli en presence de sulfanilamide) [30] sur le röle de

l'inoculum. Nos experiences nous montrent qu'ä une adjonction
tardive de sulfamide correspond une moindre prolongation du

lag. L'äge de la culture dont provient l'inoculum influence
aussi la duree du lag. Ce fait est conforme ä celui note par
Youmans [31]: les bacteries prelevees au debut du lag et
pendant la phase stationnaire de la culture sont moins resistantes
aux sulfamides que Celles prelevees a la fin du lag et durant la
phase logarithmique.

Ces donnees suggerent une notion de seuil. Mais seuil de quoi?
D'autre part, nos recherches apportent une documentation

interessante concernant les periodes de la culture pendant les-
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quelles se manifestent des reactions d'antagonisme aux
sulfamides. Nous avons mis en evidence (experiences d'intoxications
diflerees) que la culture est sensible pendant le lag, insensible

(ou moins sensible) pendant la periode logarithmique de crois-

sance et que pendant la phase stationnaire qui suit, les cellules

sont ä nouveau sensibles. II est bon de rappeler que ceci est

egalement vrai pour une Algue dite du type sensible

(cf. p. 30-31).
C'est done pendant la periode de division intense que se

manifeste la resistance au toxique. Deuxiemement, l'effet du

toxique est maximum au moment oü la cellule ne se divise pas.
Ces faits semblent paradoxaux puisque le sulfamide est consi-

dere comme un inhibiteur de la formation de substances neces-
saires ä la division.

Une explication de la compensation reposera done sur la

comprehension ä la fois de ce paradoxe et de la nature du
seuil susnientionne.

Les resultats des experiences de decantation et d'adjonction
de filtrat (cf. p. 24 ä 28) ne nous permettent plus de supposer
qu'une substance ä pouvoir antisulfamide est peu ä peu
secretee par les cellules dans le milieu. Ne pouvant rendre

une secretion exocellulaire responsable de la compensation,
nous devons localiser le pouvoir antisulfamide & l'interieur
des cellules.

Nos experiences faites avec des Algues d'äges differents (done
de qualite differente) ainsi que les experiences d'intoxications
differees nous font supposer que la resistance aux sulfamides

depend d'une certaine qualite de la cellule; ces experiences,

nous 1'avons vu, nous montrent que les cellules sont douees de

cette qualite ä certains moments de leur existence. Le meca-
nisme d'intoxication des sulfamides tel qu'il est envisage

actuellement (cf. plus haut) implique une perturbation des

biosyntheses endocellulaires. Cette interpretation classique ne

s'oppose pas ä une localisation intracellulaire du pouvoir
antisulfamide. L'absence de secretion cellulaire antisulfamide et

l'importance de l'etat cellulaire etant acquises, deux elements

deviennent difficiles ä comprendre: le role joue par l'importance
de l'inoculum et la notion de seuil.
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A propos de recherches sur E. coli en presence de sulfanilamide,

recherches tres semblables aux notres en plusieurs points,
Melchior et Klotz [30] emettent une theorie d'ordre cinetique.
lis font intervenir la notion de vitesse d'action du sulfamide

sur les cellules. Pour bien comprendre la contribution de ces

auteurs, il faut distinguer dans Faction du toxique deux

composantes:

1) Vitesse (Taction; Melchior et Klotz trouvent que l'hypo-
these la plus seduisante serait d'assimiler cette vitesse d'action
ä une vitesse de passage du sulfamide ä travers la membrane
cellulaire. Selon eux, cette penetration serait lente. A notre
avis, la vitesse de ce passage dependrait des variations de la

permeabilite cellulaire, du pH et de la composition du milieu
de culture; 2) efficacite toxique.

L'importance relative de ces deux composantes varie selon
les conditions d'experience. Par exemple: quand le lag est

raccourci (grand inoculum — jeunes cellules) le sulfamide n'a
plus le temps d'agir et de bloquer la croissance avant que la
culture parvienne ä sa phase stationnaire. Dans ce cas la

composante «efficacite toxique » n'a pas varie. L'effet anti-
sulfamide observe resulte ici d'evenements d'ordre cinetique.

En envisageant le probleme sous cet angle, nous avons cru
au premier abord, pouvoir concilier le role joue dans la compensation

par le nombre des cellules avec celui d'une localisation
endocellulaire du pouvoir antisulfamide. Le seuil exprimerait,
en fait, un equilibre entre la vitesse d'action et la toxicite
moleculaire sensu stricto. Cependant, l'adoption de cette hypo-
these cinetique en vue d'interpreter la compensation appelle
des critiques importantes:

a) Cette hypothese n'explique pas la prolongation temporaire
du lag; ni par quel mecanisme les cellules amorcent la

compensation;

b) eile n'explique pas non plus la duree relativement courte
du lag, en presence de sulfanilamide, quand l'inoculum est

important ou les cellules jeunes.
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Les hypotheses d'Hinschelwood [32] nous ramenent ä une

conception plus biochimiquc du probleme qui nous interesse.
Cet auteur a analyse le comportement de B. lactis aerogenes

en presence de sulfanilamide. Ses vues sont les suivantes:

1. Le lag est une periode de restauration de l'activite enzyma-
tique, d'eventuelles disintoxications et surtout de syntheses de

substances diffusibles dans le milieu. Lorsque ces substances

que l'auteur nomme «intermediaires » de croissance auront
atteint dans le milieu un taux süffisant, les cellules commen-
ceront ä se diviser. Cette donnee est basee sur des experiences
d'adjonction de filtrat ou de centrifugat ainsi que sur des

experiences d'autres auteurs sur le meme sujet [33]. Elle rend
clairement compte de l'influence de la quantite et de la qualite
de l'inoculum sur la duree du lag en milieu temoin.

2. Les bacterics disposent probablement de plusieurs voies

enzymatiques pour mener ä chef les syntheses de ces substances
« intermediaires » precedant la division. Des lors, si un Systeme

enzymatique est bloque par un toxique, la cellule met en action
un second Systeme qui normalement n'est pas employe.

C'est, selon Hinschelvvood, ce qui se passe dans ce qu'il nomme
1'« adaptation» de B. lactis aerogenes ä la sulfanilamide.
Ce mode vicariant de svnthese est considerablement moins

inhibe par le sulfamide que le mode normal. Dans les conditions
normales, l'intervention de ce second mode est eliminee par
celle du processus habituel dote d'une efficacite superieure.
Ce second mode, d'efficacite moindre, requiert un temps plus
long pour synthetiser le taux voulu de substances intermediaires.
Ceci explique la prolongation du lag en milieu intoxique. Grace

ä l'emploi du mode vicariant de synthese, la cellule « s'adap-
terait» ä la sulfanilamide. Les progres dans cette «adaptation »

expliqueraient le raccourcissement progressif du lag constate

au cours du training auquel Hinschelwood soumet cette bacterie.

3. De plus, l'auteur suppose que le seuil necessaire de concentration

de substances «intermediaires » serait plus eleve en

presence d'un toxique. Comment expliquer autrement la

prolongation du lag due ä l'addition d'un toxique, dans un Systeme
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oil le taux süffisant de substances intermediaires est sense etre
atteint (cas de jeunes cellules pretes ä se diviser).

La theorie susmentionnee rend parfaitement compte du

phenomene de compensation observe chez les Algues. Le taux
voulu de substances « intermediaires » synthetise plus lentement

par le mode vicariant explique la prolongation du lag. Une
fois ce seuil de substances atteint, les cellules se divisent, la

compensation est amorcee.
En outre, le role joue par l'äge des cellules dans la compensation

devient egalement comprehensible. Suivant l'äge des

cellules, les phenomenes de disintoxication sont plus ou moins

accomplis, les restaurations enzymatiques plus ou moins avan-
cees et les substances «intermediaires» de croissance plus ou
moins pres du taux voulu.

A ces constatations principales, nous ajouterons quelques
commentaires:

1. La bonne conservation du plastide chez les cellules d'une
culture intoxiquee et ägee, que nous avons constatee sans
l'etudier dans ce travail (cf. p. 136), pourrait etre un signe
d'une deviation de systemes enzymatiques chez les Algues
intoxiquees.

2. Les resultats de nos experiences d'intoxications differees

confirmeraient que selon les vues ci-dessus, le sulfamide agirait
surles syntheses des substances «intermediaires » de croissance.

Songeons entre autres au cas de l'Algue 3 (cf. p. 150 et suiv.):
si le sulfamide est ajoute avant que ces substances soient

presentes en quantite süffisante dans le milieu, la multiplication
n'a pas lieu; par contre, l'adjonction de sulfamide reste sans

effet, quand, plus tard, le taux necessaire de ces substances

est atteint.
Cela nous conduit ä penser que:

a) le type sensible differe probablement du type compensant
par des ressources enzymatiques moins developpees;

b) qu'ä partir du moment oil la cellule est prete ä se diviser
et pendant le temps oil eile se divise, existe un etat d'insen-
sibilite aux sulfamides.
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Nous retrouvons ici le paradoxe cite au debut de ce chapitre
entre cette periode d'insensibilite et la conception actuelle de

l'intervention des sulfamides.
Ce paradoxe est resolu, nous semble-t-il, en adoptant l'hypo-

these selon laquelle les sulfamides agissent sur un Systeme de

syntheses de substances de croissance, precedant la division
cellulaire. Cette hypothese s'accorde avec Interpretation
actuelle de l'intervention des sulfamides dans la Synthese des

constituants des acides nucleiques.

3. Au cours de notre travail, nous avons recherche des

substances antisulfamides (adjonction de filtrat, decantation).
Puis nous avons progressivement ete amenes ä penser qu'il n'y
a pas chez les Algues de substances antisulfamides specifiques,
mais que toute substance antisulfamide doit etre l'equivalent
d'un des elements de la chaine des substances necessaires et

produites par la cellule. Ainsi, des substances « intermediaires »

de croissance dont la biosynthese est entravee par les

sulfamides, peuvent etre dites antisulfamides endocellulaires si,

grace ä l'utilisation d'un autre processus enzymatique, la
cellule parvient malgre tout ä les synthetiser. Ceci n'est d'ail-
leurs pas une notion nouvelle, mais nous la formulons ici

pour ecarter le dualisme que ces termes de substances
«intermediaires » de croissance et substances antisulfamides pour-
raient creer dans l'esprit.

Ceci etant dit, force nous est de reconnaitrc que l'hypothese
d'Hinschelwood cree pour nous une difliculte justement en ce qui
concerne ces substances «intermediaires » de croissance. Car ni
les experiences de decantation, d'adjonction de fdtrat ou de

lavage d'inoculum ne nous les ont revelees dans le milieu.
Comment cependant expliquer sans elles, soit la notion de seuil,
soit le röle joue en milieu temoin et dans la compensation

par 1'importance de l'inoculum
II est interessant de noter ici que Pratt a reconnu cette

influence de la grandeur de l'inoculum sur le lag des cultures

d'Algues, sans en chercher la cause [13]. D'autre part, dans le

cas de B. lactis aerogenes, Hinschelwood constate que dans

certains milieux la grandeur de l'inoculum n'a aucune influence
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sur le lag [34], II l'attribue au fait que dans ces milieux la
croissance dependrait moins des substances « intermediaires » de

croissance.
Nous voyons qu'il reste ä ce sujet un grand point d'interroga-

tion. Nous devons egalement nous demander si notre echec ne

proviendrait pas des precedes experimentaux employes
Done, si nous nous appuyons sur l'hypothese d'Hinschelwood

pour interpreter la compensation observee chez les Algues, nous
soulignons cependant que nous n'avons pu verifier de maniere

concrete la presence, dans le milieu, de substances «intermediaires

» de croissance.

4. Nous n'avons pas soumis nos Algues ä un training pro-
longe (tres nombreuses subcultures en milieu intoxique) et
n'avons done pas constate la validite de la notion de progres
dans l'adaptation au nouveau mode enzymatique de synthese.
II serait faux de tenir ä priori cette notion pour certaine, avec
des organismes qui disposent probablement de par leur carbo-

autotrophie, d'une plus grande richesse enzymatique que les

bacteries.

En tenant compte des difficultes et problemes restant ä

resoudre, nous pensons que e'est en le faisant reposer sur un
changement d'utilisation des processus enzymatiques de la
cellule d'Algue, que nous pouvons le mieux interpreter le

phenomene complexe que nous avons nomme « compensation ».

Ajoutons pour terminer ce travail, que les Algues unicellu-
laires offrent dans leur developpement comme un film au
ralenti de ce qui se passe dans les populations bacteriennes.
Les analogies entre bacteries et Algues que nous avons relevees

au cours de ce travail, montrent que ces dernieres pourront
devenir, une fois la mise au point des techniques de cultures et
de mesures faite, un tres bon materiel pour l'etude des reactions
d'intoxications cellulaires.

RfiSUMfi

L'action de trois sulfamides (sulfanilamide, cibazol, solusep-
tazine) sur quelques Algues unicellulaires est etudiöe. Elle se
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revele specifique, c'est-ä-dire variant suivant l'Algue, le sulfa-
mide, la concentration.

Les methodes employees pour evaluer la croissance des

cultures sont decrites et discutees.

Certaines Algues manifestent, dans les premiers jours de

culture, une sensibilite aux sulfamides qu'elles surmontent
ensuite. Le facteur responsable de cette restauration spontanee
du taux normal de croissance (appelee compensation) est tout
d'abord recherche dans le milieu de culture. II s'y avere absent;
on le suppose, alors, etre un facteur endocellulaire. Des

experiences cherchant ä determiner Tage de la culture auquel se

forment, dans les cellules, les substances antisulfamides, reve-
lent que la culture presente des periodes de sensibilite et
d'insensibilite aux sulfamides, et tout particulierement: insen-
sibilite (ou moindre sensibilite) pendant la phase logarithmique
de multiplication. La discussion qui suit tend ä expliquer ces

phenomenes par la mise en action de processus enzymatiques
de syntheses dont la cellule ne se sert pas en milieu normal.
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