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UN INDUCTEUR DE CROISSANCE
DE LACTOBACILLUS CASEI

CONTENU DANS LES PROTEINES
DU SERUM SANGUIN

PAR

R. ZENDER

INTRODUCTION

Nous nommons « inducteur de croissance » toute substance susceptible de faire

passer brusquement une culture cellulaire, en phase de latence, ä une phase de croissance

logarithmique, et cela d'une maniere prematuree par rapport ä une culture
temoin (sans inducteur) 011 la phase de croissance logarithmique se produira relati-
vement tard. L'inducteur de croissance se distingue done d'un « facteur de croissance »

en ce qu'il n'est pas indispensable ä la croissance, mais ne fait que declencher une
croissance qui, en son absence, ne se produirait que plus tard.

Von Bertalanffi [1] et Hinshelwood [2] ont donne de la croissance respectivement
cellulaire et tissulaire en general et bacterienne en particulier des descriptions for-
mulees mathematiquement. Toute croissance, suffisamment eloignee de sa phase

finale, est de nature logarithmique. Pour une culture bacterienne, on aura:

n n0 ekt

oil « n0 » est le nombre de bacteries au moment de l'inoculation et « k » une cons-
tante. Si une phase de latence d'une duree « L » appreciable existe, cette relation sera

valable pour « t > L » seulement.
Selon Hinshelwood [2], la duree de la latence « L » peut etre decrite par la

relation:

(ß-xv) (n0 +y)

« a », « ß » et « y » sont des constantes, « v » est le volume du milieu servant ä

l'inoculation et contenant « n0 » bacteries; « C' » est la concentration critique, dans
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chaque bacterie, d'une substance hypothetique endogene, concentration permettant
le depart d'une croissance logarithmique. La duree de la latence sera done propor-
tionnelle ä cette concentration « C » et inversement proportionnelle äla dimension
de l'inoculum, dimension representee tant par l'apport du milieu mere « v » que par
1c nombre « n0 » de bacteries inoculees. Si l'inoculation est constante, « n0» et « v »

sont constants; on a alors « L ^ K C' », expression dans laquelle la duree de la
latence ne depend plus que de la concentration critique, dans la cellule bacterienne,
d'une substance.

Un inducteur de croissance serait done un compose, ou un groupe de composes,
capable ou bien de catalyser la biosynthese de substances necessaires ä la croissance

logarithmique, ou encore de se substituer aux dites substances. Cette representation

est probablement trop simple, nous y reviendrons; toutefois, elle a le merite de

mcttre l'accent sur certaines carences, qui existent dans les cellules en periode de

latence, carences dont la nature est, ä l'heure actuelle. peu connue.
Les bacteries en phase de latence out fait l'objet de tres nombreuses etudes des

le debut de ce siecle. Rahn [3], en 1906, rapporte que la latence d'une culture est
influencee par la dimension de l'inoculum dont elle est issue. Barber [4], en 1908,

rnontre que la latence augmente si Ton s'ecarte de la temperature optimale de la
bacterie concernee. Chesney [5], en 1916, observe que la duree de la latence depend
de la phase dans laquelle l'inoculum est preleve. En d'autres termes, si l'inoculum est

issu d'une culture mere en phase stationnaire, la latence sera importante; en revanche,
si les bacteries inoculees proviennent d'une culture en croissance logarithmique, la

phase logarithmique se produira immediatement dans la culture fille. En 1919, Clark
et Ruehl [6] observent une variation du volume de la cellule bacterienne pendant la

latence; ce volume croit dans les premieres heures pour revenir ä sa dimension
initiale peu avant le depart de la croissance logarithmique. En 1923, Sherman et

Albus [7] döcrivent une plus grande sensibilite de la bacterie ä Taction des agents
chimiques et physiques pendant la phase de latence; ils ont nomme cet etat: «

physiological youth » de la bacterie. Henrici [8], dans une monographic en 1928, confirme
les variations de volume observees par Clark [6]. Hegarty [9], en 1939, rnontre que
5. /actis produit plus facilement un enzyme adaptatif (ß — galactosidase), si l'induc-
tion de Tenzyme se fait durant la phase de latence. Hinshelwood [2], ä qui nous ren-

voyons le lecteur pour plus de details sur les differentes phases de la croissance

bacterienne, a rnontre enfin qu'il est peu probable, sinon exclu, que la latence doive
aboutir ä un phenomene de selection naturelle oil une fraction seulement des bacteries
inoculees serait capable de multiplication rapide.

Une population de bacteries, en phase de latence, est done composee d'individus
qui ne se multiplient que peu ou pas du tout; ils subissent des variations morpholo-
giques: leur volume varie. Ils sont plus sensibles ä Taction d'agents exterieurs
physiques et chimiques. Ils subissent mieux Tinfluence d'inducteurs capables de modifier
leur metabolisme adaptatif. Ils elaborent, enfin, les systemes ou dispositifs (substance
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hypothetique citee plus haut) qui, ulterieurement, leur permettront de se multiplier
rapidement et regulierement.

Trois problemes se posent des maintenant et peuvent etre formules en posant
trois questions:

1) Quels sont les systemes qu'elabore la bacterie en phase de latence, systemes

capables de provoquer ou de permettre une multiplication et une croissance

rapide

2) Quelles sont les substances, inducteurs de croissance, capables de promouvoir
une acceleration de la formation de ces systemes ou de se substituer ä ceux-ci

3) Quel est le rnecanisme par lequel les inducteurs de croissance agissent sur la for¬

mation des systemes precites?

Nous renvoyons la discussion de ces trois points ä la fin de ce travail. En ce qui
concerne le point 2), il fera l'objet d'une breve etude bibliographique concernant
surtout l'etude des strepogenines. L'objet de la partie experimentale de cette these

sera la description d'un inducteur de croissance issu du serum sanguin humain et de

son mode d'action.
Woolley [10], en 1941, a mis en evidence certains facteurs de croissance de S.

hemolytique dans des extraits de foie. Ces facteurs sont solubles dans l'eau, non
dialysables, precipites ä l'alcool, vraisemblablement de nature proteique. lis gardent
leur activite apres hydrolyse chlorhydrique en milieu alcoolique. Ces observations
sont confirmees par Grossowics [11],

En 1944, Sprince et Woolley [12] etablissent la grande similitude des facteurs

hepatiques agissant sur Streptococcus hemolvticus x 40, Lactobacillus casei et Streptococcus

lactis. Toutefois, si le facteur concerne, nomme alors « strepogenine », est

un facteur de croissance vrai pour S. hemolytique, il ne Test pas pour L. casei, sur
qui il n'agit que comme inducteur de croissance, dans le sens defini au debut de cet

expose. La strepogenine decrite est partiellement dialysable (48%) et detruite ä

raison de 81% par hydrolyse HCl 1 N, 15 lbs., 1 heure. Ces auteurs relevent. en

outre, que la caseine ,intacte ou totalement hydrolysee, est inactive, tandis que
partiellement hydrolysee (HCl 1 N, 15 lbs., et 1 heure), eile a une activite strepogenique
bien mesurable.

Sprince et Wooley [13, 14] ont trouve ces facteurs dans de nombreux hydrolysats
enzymatiques de proteines purifiees et ont montre qu'il s'agissait de peptides de poids
moleculaire relativement bas. En 1948, Woolley [15, 16, 17] montre qu'une alteration
des groupes -NH2 terminaux de I'insuline par HN02 ou le dinitrofluoro-benzene
supprime l'activite recueillie normalement dans l'hydrolysat de la proteine. II indique
une relation entre l'activite de divers peptides (PM 250-1000) et leur teneur en acide

glutamique. Plus particulierement, les peptides synthetiques, essayes alors, ne pos-
sedaient une activite strepogenique que lorsqu'ils contenaient au moins un reste
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d'acide glutannque. Par ailleuis, les denves, oü le groupe acide « y » de l'acide glu-
tamique est conjugue, possedent une activite thermosensible par opposition ä l'activite
thermostable observee tres generalement. Mistiy [18] observe l'appantion de strepo-
genines dans les hydrolysats de diverses proteines. Borsook [19] isole des peptides
actifs d'extraits de foie et de rate. On peut se demander si les peptides extraits pai
Borsook [19] ne sont pas le produit d'une autolyse tissulaire, autolyse dont le degre
est passablement eleve dans ces tissus. Karrer [20] montre qu'il existe une certaine
concordance entre la teneur en strepogenines et l'effet sur a croissance du rat, en

diflerents hydrolysats de caserne et de soja, toutefois, la caserne non hydrolysee
demeure superieure, pour la croissance du rat, aux meilleures preparations strepo-
geniques. Kodicek [21] montre, pour toute une serie de proteines, l'importance d'une
hydrolyse menagee, l'activite relative de la pepsine, par exemple, passe de 6 % ä 160 %

par hydrolyse chlorhydrique menagee.
Les sequences de plusieurs peptides ont ete etablies. Tritsch et Woolley [22] ont

isole de l'insuline un penta, un hexa et un hepta-peptide ä activite strepogenique.
Gonin [23], en 1958, isole de la fraction neutre de l'hydrolysat trypsique de

caserne des peptides actifs ä poids moleculaire relativement eleve, ä 24, 27 et 29

restes d'acides amines. Baudet et Cherbuliez [24. 25], en 1960. retirent des peptides,
dont lis determinent la structure, de la fraction basique de l'hydrolysat trypsique de

caserne. 11 s'agit de peptides ä II et 12 lestes d'acides amines n'ayant aucun element
de structure rappelant ceux isoles par Merrifield et Woolley [26]. Baudet confirme
ainsi 1'idee que l'activite strepogenique n'est pas liee ä des elements de structure tres
specifiques. O. Mikes et coll. [27, 28, 29, 30, 31], dans une serie d'articles consacres
a l'isolement de peptides derives, en paiticulier, de la trypsine et du chymotrypsino-
gene, arnvent egalement ä la conclusion « dass das sogenannte * Strepogenin * kein
chemischer, sondern ein biologischer Begriff ist ».

Des tentatives ont ete faites poui expliquer le mode d'action de ces peptides
strepogeniques. Baudet et Cherbuliez [32, 33] ont montre que L. casei synthetise au

cours de sa croissance des peptides dotes de proprietes strepogeniques, ces peptides
sont intracellulaires, on ne les retrouve pas dans le milieu de culture, ils sont thermo-
stables.

Snell [34, 35, 36, 37] a montre qu'il existe des mecanismes distincts pour la

penetration, dans S.Jaecalis, de la glycine, de l'alanine ou de l'alanylglycine, le peptide
est le plus rapidement absorbe. Ces observations sont confirmees par Gouda et
Chodat [38]. Toutefois, l'utilisation du peptide est conditionnee par sa scission, dans
la bacterie, en ses deux composants. Si done la strepogenine devait etie hydrolysee
de meme ä l'interieur de la bacterie, ll faudrait penser que son action porte principa-
lement sur les permeases, permettant en quelque sorte un transfert plus rapide de

materiaux ä l'interieur de la cellule. En revanche, Turba [39, 40, 41] et Mc Manus [42]

ont montre, au cours de la croissance de levures, que les acides amines semblaient

se fixer d'abord dans une fraction peptidique et ensuite seulement dans les proteines,
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ces observations tendraient ä montrer que les peptides sont un Stade intermediaire
de la biosynthese proteique.

Zender et Borth [43], en 1962, utilisant une autre souche deL. casei, ont montre

que certaines proteines, contenues dans un extrait de tissus placentaire, etaient des

inducteurs de croissance, que Ton pouvait distinguer des strepogenines par leur
thermosensibilite et leur haut poids moleculaire. Nous avons, depuis, retrouve des

inducteurs semblables dans le serum sanguin humain, et la description de leur mode

d'action fait Fobjet de la presente recherche.

Un certain nombre d'observations nous ont amene ä constater que la connais-

sance de 1'evolution d'une culture soumise ä Faction d'un inducteur de croissance

etait, ä l'heure actuelle, insuffisante. D'une maniere generale, on s'est contente de

mesurer la croissance induite d'une culture ä un temps « x » convenable pour obtenir
une relation reproductible entre la dose d'inducteur et la croissance consideree, cela

souvent sans se preoccuper de 1'evolution ulterieure de la culture, dont on a presume
qu'elle se poursuivait generalement jusqu'au taux atteint ulterieurement par la culture
temoin non induite. De lä, la definition que nous rappelons [43] des strepogenines:
« corps doues de la faculte d'ecourter le temps de latence d'une culture de bacteries

sans modifier l'etat final de cette culture ». Nous montrerons, dans l'etude qui suit,

que cette definition n'est pas valable pour l'inducteur de croissance ct la souche

utilises, sans prejuger du fait qu'elle peut le demeurer pour d'autres inducteurs ou d'autres
souches.

Si l'on admet l'hypothese d'apres laquelle la strepogenine et/ou l'inducteur
proteique serique auraient un effet de catalyse sur la formation de systemes meta-

boliques necessaires ä la croissance logarithmique, il n'est pas inutile de mentionner
ici que cet effet peut etre apparente ä d'autres phenomenes. Nous pensons premiere-
ment ä la biosynthese induite des enzymes adaptatifs et, deuxiemement, suivant
Pollock [44], ä la formation des anticorps dans le regne animal. En effet, que l'inducteur

soit un peptide strepogenique, une proteine serique, un substrat enzymatique
ou un antigene, dans ces quatre cas nous avons comme resultat de leur action une

biosynthese proteique rapide. Cette biosynthese se traduira dans les deux premiers
cas par une croissance rapide, dans les deux derniers par l'apparition de proteines
specifiques. Nous reviendrons sur ceci dans notre discussion.

MATERIEL ET METHODES

1. Methodes analytiques.

Azote total: micro-Kjeldahl.
Azote amine: titration potentiometrique apres addition de formol.
Electrophorese: sur papier selon Grassmann et Hannig [45],
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Proteines: ä concentration elevee: colorimetrie basee sur la reaction du biuret; ä

basse concentration: methode de King ä l'acide sulfosalicylique modifiee par
Sanz [46].

Glucose: par reaction ä l'o-toluidine selon Dubowski [47], modifiee par Zender [48].
Vu et K: par Photometrie de la flamme.
CI: par titration mercurique [49].

Phosphatases : selon Sommer [50].

2. Preparation du serum inducteur.

500 prises de 10 ml de sang sont centrifugees et decantees une douzaine d'heures

au plus tard apres leur prelevement. Elles proviennent de malades de l'Höpital
Cantonal de Geneve. Les sera sont recentrifuges et decantes une deuxieme fois pour
eliminer le reste des elements figures, puis congeles immediatement et conserves
ainsi.

Le pool des sera, environ 1 litre, decongele, est dialyse 5 fois 12 heures, chaque
fois contre 10 volumes de NaCl 0,85 g/100 ml. Apres dialyse, on ajoute au serum un
volume de NaCl 0,85 g/100 ml. Ce serum dilue et dialyse (SDD) est sterilise par
filtration sous 2 kg de pression. II est reparti sterilement en ampoules de 2 ml. Les

ampoules sont scellees et congelees, elles demeurent ainsi jusqu'ä leur utilisation.*

3. Analyse du serum dilue et dialyse (sdd).

Azote total
Proteines totales
Sodium
Chlore
P-ase alcaline
P-ase acide

5,18 g/1

36,4 g/1 (teactioii du biurei)
159 mcq/1
145 meq/1

2,3 unites Bodanski
1,7 unites King

14,6 g/1 (40,3% du total des proteines)
2,5 g/1 7 % » » » »

5,3 g/1 (14,5% » » » »

4,9 g/1 (13,4% » » » »

9,1 g/1 (24,8% » » »

D'autres elements et composes diffusibles sont en traces ou encore totalement
absents ä cause de la dialyse.

Electrophorese: Albumines
Globulines otj

Globulines a2

Globulines ß

Globulines y

*) Nous remercions ici la firme Lucchini S.A. qui a bien voulu se charger de cette filtration et
de la mise en ampoules.
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Le serum dialyse et dilue que nous utilisons est done « normal», compte tenu
des « valeurs normales » admises pour les methodes analytiques employees. Relevons
toutefois un rapport Albumines/Globulines (0,67) ä la limite inferieure des valeurs
normales (0,67-1,00). Cela peut etre attribue ä ce que les sera du pool proviennent de

malades, chez qui ce rapport est tres souvent perturbe, et pourrait l'etre aussi ä la

preparation (congelations, dialyse et filtration) de SDD.
II nous a paru necessaire de comparer ce pool, provenant de 500 individus

presumes malades, ä un autre, provenant de 3 donneurs du Centre de Transfusion
Sanguine ä Geneve, donneurs presumes sains. L'allure des courbes de croissance que
nous avons obtenues etait tout ä fait la meme, le pool de 3 donneurs avait toutefois
seulement 71 % de l'activite du pool SDD. Cela pose le probleme de savoir dans quelle
mesure cette activite peut varier d'un individu ä l'autre; nous n'en savons pour
l'instant rien. Toutefois, et c'est ce qui nous importe ici, l'activite que nous mesurons
semble ne pas pouvoir etre attribuee, dans sa totalite, ä un etat morbide ou ä la

presence de traces de medicaments. Nous verrons d'ailleurs plus loin qu'elle se retrouve
dans des fractions diverses du sang humain. Nous devons neanmoins prevoir la

possibility de cas pathologiques qui seraient caracterises par une modification du

taux de l'activite etudiee.

4. Preparation des solutions a partir de sdd.

Hydrolyse enzymatique

Trypsine « Boehringer » cristallisee, marche de l'hydrolyse selon Baudet [24]

rapport Enzyme/Substrat 1/173 mg/mg.
Papaine « Siegfried », qualite technique, marche de l'hydrolyse comme pour

la trypsine, rapport Enzyme/Substrat 1/173.

Mesure de l'activite proteolytique

Apres un temps « x » de Proteolyse (alternativement hydrolyse), 1 ml du milieu
reactionnel est deproteine avec 9 ml d'acide trichloracetique ä 10 % p/v. Filtrer.

La lecture de l'extinction du filtrat se fait ä 280 nm (Beckman DU) en utilisant
comme blanc un melange de 1 ml H20+9 ml acide trichloracetique ä 10%.

Hydrolyse chlorhydrique

20 ml de SDD + 146 ml de HCl conc. Ebullition douce pendant 24 heures ä

reflux. Evaporer ä sec sur bain-marie et reprendre par NaCl 0,85%. Neutraliser par
NaOH 1 N et filtrer.
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Traitement au formol

20 ml de SDD + 39 ml de NaCl 0,85 % +1 ml de formol 40%, porter le melange
1 heure ä 65° C, comme le fait Nguyen Throng Thu [51], puis dialyser.

Fractionnement

a) Operations personnelies

Fraction precipitant ä 0,4 de saturation en sulfate d'ammonium ä partir de SDD.
Fraction precipitant entre 0,4 et 0,75 de saturation en sulfate d'ammonium.
Ces deux fractions ont ete centrifugees ä 3000 t/min. ä 10° C pendant 120 min.

puis lavees 2 fois avec la solution de sulfate, respectivement ä 0,4 et 0,75 de saturation,
et recentrifugees ä 3000 t/min. chaque fois.

Nous avons perdu une partie de la fraction 0,4 — 0,75, fraction qui sedimentait
insuffisamment ä 3000 t/min. Les fractions se redissolvent dans NaCl 0,85%; elles

sont enfin dialysees dans cette solution.

b) Fractions obtenues ä l'e.xterieur

Albumine
a —globuline (Fract. IV)
ß — globuline (Fract. III)
y —globuline
Fibrinogene
Transferrin-fraction (Fract. IV-7)

Croix-Rouge Suisse *
Nutr. Biochem. Corp.
Mann Research Laboratories
Croix-Rouge Suisse *

Croix-Rouge Suisse *

Kabi

Ces diverses fractions proviennent de plasma humain.

5. Souches.

La souche de L. casei que nous utilisons nous a ete fournie par l'Institut Suisse

des Vitamines ä Lausanne. L'examen de cette souche en milieu peptone, au pH 6,6,

au jus de tomate nous donne:

a) en milieu liquide: bätonnets aerobies, gardant le Gram, immobiles, allonges, ä

bouts carres, souvent en chaines, quelquefois en tres longs filaments incurves;

b) en milieu solide: tres petits colonies rougeätres, lisses et rondes. Mernes caracteres
de coloration qu'en milieu liquide, moins de formes longues incurvees.

*) Preparee selon Kistler et Nitschmann [52],
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La souche de Lausanne a ete repiquee 2 fois sur lactobacilli-broth 0901,

(Difco), puis, apres dilution, sur lactobacilli-agar 0900 (Difco). Elle fut ensuite

repiquee sur le milieu de conservation ä partir d'une seule colonie.

6. Milieux.

Milieu de conservation

II s'agit d'un milieu lait-levure, prepare en ajoutant ä 500 ml de lait degraisse

une suspension de 10 g de levure dans 50 ml d'eau dist., suspension prealablement
portee 3 fois ä l'ebullition et centrifugee. Ce milieu est sterilise 3 fois 20 min. ä

100° C ä 24 heures d'intervalle. II est incube chaque foisentre les sterilisations 24 heures
ä 37° C; apres chaque incubation, on elimine les tubes qui se sont coagules.

La souche est repiquee sur le milieu de conservation tous les 60 jours ä l'aide
d'une anse de platine. Lors de chaque repiquage, on laisse la culture se developper
ä 37° C jusqu'ä coagulation du lait. Les souches sont conservees ensuite au frigo
ä+4° C.

Inoculum

Nous utilisons, pour preparer l'inoculum, le bacto-lactobacilli Broth 0901

Difco. La souche est passee sur une anse de platine directement du milieu de

conservation sur le bouillon, reparti dans des eprouvettes ä raison de 5 ml. On laisse

ensuite la culture se developper pendant 24 h. ä 37° C, et on repique sur 5 ml de

bouillon 0901 frais ä raison de 0,1 ml chaque fois. Ce processus est repete toutes les
24 h. La culture ne sera utilisee, pour la preparation de l'inoculum, qu'apres au
moins 4 repiquages.

L'inoculum est prepare en diluant la culture de 24 h. 100 fois avec NaCl 0,85%
(pds/vol.), sterile.

Pour nos essais, il n'a pas ete necessaire de centrifuger et laver la bacterie avant
de l'inoculer. Les traces du milieu 0901, contenues dans l'inoculum, n'ont, dans nos
conditions de travail, pas d'effet strepogenique.

Milieu d'essai

(Selon Landy et Dicken, 1942) [53].

Nous preparons le milieu d'essai par portions de 1 litre selon la methode detaillee
ci-dessous:
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Solution A

Casamino acids, vitamin free (D) * 5 g

CH3C00Na3H20 (M) * 6 g
D (-+-) Glucose, vitamin free (R) * 10 g
L (—) Asparagine (R) 0,25 g
HäO dist 600 ml

Agiter jusqu'ä dissolution.

Solution B

L — Cystine (R) 0,1 g
L — Tryptophane (R) 0,1 g

H20 dist 200 ml
HCl conc. (M) 2 ml

Agiter ä 70° C jusqu'ä dissolution.

Melanger les deux solutions A et B et ajouter:
10 ml solution I 0,1 ml solution V
10 ml solution II 1 ml solution VI
0,1 ml solution 111 5 ml solution VI 1

1 ml solution IV 5 ml solution VIII
Le milieu ainsi prepare a un pH d'environ 4,5; il est ramene ä pH 6,8 exactement

par adjonction de NaOH 1 N (environ 25 ml). On ajoute ensuite de l'eau dist. pour
completer au litre, on filtre et repartit dans des eprouvettes pyrex de 16 X 160 mm.
ä raison de 5 ml par eprouvette, on sterilise 15 min. ä 120° C.

Solution I: Guanine (P„) 50 mg
Adenine (R) 50 mg
Uracile (R) 50 mg
H20 dist 98 ml
HCl conc. (M) 2 ml

Solution II: Xanthine (R) 50 mg
NH4OH 0,2 N 100 ml

Solution III: Acide Folique (R) 10 mg
H20 dist.-dist 79 ml
NaOH IN 1 ml
Ethanol 95 % 20 ml

* (D) pour Difco
(M) pour Merck
(R) pour Hofmann-La-Roche
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Solution IV: Thiamine-HCl (R) 10 mg
Riboflavine (R) 20 mg
Pyridoxine-HCl (R) 40 mg
H20 dist 80 ml
HCl IN 20 ml

Solution V: Biotine (R) 10 mg
Ethanol 50% 200 ml

Solution VI: D (+) Pantothenate de Ca (R) 20 mg
Acide Nicotinique (R) 20 mg
Ethanol 50% 100 ml

Solution VII: KH2P04 (M) 5 g
K2HP04 (M) 5 g

HaO dist. ad 50 ml

Solution Vlll: MgS04-7 H20 (M) 10 g

NaCl (M) 0,5 g

FeS04 —7 H20 (M) 0,5 g

MnS04-H20(M) 1 g

H20 dist. ad 250 ml

Certains de ces melanges de composants se dissolvent mal ä la temperature
ordinaire; dans ce cas, on chauffe les liqueurs doucement sous un courant d'eau
chaude. Ces solutions sont ensuite conservees ä 4° C pendant au maximum 15 jours.

La firme Difco a bien voulu nous communiquer l'analyse approximative de

l'hydrolysat de caseine que nous utilisons:

Bacto-Casamino Acids — Vitamin Free

V/o
Cendres 39

Azote total 8

Azote amine 6,5

Acides amines

Arginine 2

Acide aspartique 5

Acide glutamique 15

Glycine 1

Histidine 1,5

Isoleucine 4

Leucine 5

Lysine 5
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0/
0

Methionine
Phenylalanine
Threonine

Tyrosine
Valine

2

2

4

Notre milieu peut done etre considere comme tres complet en ce qui concerne
la repartition des acides amines apportes par l'hydrolysat Difco; nous l'enrichissons

encore en tryptophane, cystine et asparagine.

Les solutions de proteines sont sterilisees par filtration sur verre fritte Jena 3G5M

ou prelevees directement et sterilement dans les ampoules sterilisees.

Plusieurs tubes (16 X 160 mm) avec des prises de 5 ml du milieu d'essai sont

prepares pour chaque dose de chaque echantillon examine. Cette dose d'echantillon est

introduite sterilement dans chacun des tubes, puis le volume du milieu est complete
ä 6 ml par NaCl 0,85% sterile. Tous les tubes sauf un sont ensuite inocules ä raison
de 0,03 ml de l'inoculum par tube. Le dernier tube servira d'essai ä blanc pour la

lecture turbimetrique des tubes inocules. On agite et on incube ä 37° C. Apres une duree
de culture determinee, on lit la turbidite, due ä la croissance de la bacterie, soit
directement sur les tubes dc culture, si nous desirous repeter nos mesures dans le temps, soit

sur un seul tube calibre, s'il s'agit de faire un dosage ä un seul temps. La lecture est

faite sur le colorimetre Beckman C avec un filtre ä 560 nm. La longueur d'onde
choisie n'est d'ailleurs pas determinante pour une mesure de turbidite tant que la

coloration du milieu ne varie pas, comme c'est le cas ici. Lors de mesures sur les tubes

de culture, nous avons constate que la reproductibilite etait bonne (de l'ordre de 5 %)
si les eprouvettes utilisees etaient triees et celles d'un diametre visiblement plus ou
moins fort eliminees.

Comme c'est souvent le cas dans les reactions microbiologiques, la turbidite,
mesure de la croissance des organismes, augmente, dans des conditions par ailleurs

egales, proportionnellement avec la dose de l'extrait actif, et la courbe montrant.

Sterilisation des solutions actives

7. Technique de Mesure.

8. Les dosages biologiques et leur evaluation.
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en coordonnees arithmetiques, la relation entre la dose et l'extinction est une droite
qui passe par la lecture du temoin (dose zero). II s'agirait done d'un dosage du type
des « slope-ratio assays » (Bliss, 1952) [54].

Dans un certain nombre de cas, oil nous ne desirons pas interrompre le cours
de la croissance bacterienne, nous exprimons l'activite de nos inducteurs par la
relation:

Extinction moyenne de x
Activite x

Extinction moyenne de t

l'activite de « t » (temoin SDD) etant arbitrairement fixee ä 1 pour une dose

deterrninee.

Lorsque, au contraire. nous avons voulu determiner cette activite, ä un moment
donnede la croissance, en tenant compte de plusieurs doses, et evaluerstatistiquement
nos resultats, nous avons employe l'arrangement experimental des dosages multiples
avec trois doses de chaque echantillon ä doser et de l'etalon et avec trois tubes pour
chaque dose.

Le SDD dilue, au moment de l'emploi, avec 2 volumes de NaCl 0,85 g/100 ml
sterile nous seit d'etalon, son activite est egale ä 1 par definition. Six tubes temoins,
inocules mais sans serum (dose zero), sont egalement prepares en completant le

volume du milieu ä 6 ml par 1 ml de NaCl 0,85%. Tous les tubes d'un dosage

multiple sont incubes ensemble. On peut ainsi doser sept ou huit preparations
simultanement (environ 100 tubes); pour des raisons techniques, il est preferable
de ne pas augmenter ce nombre.

Pour pouvoir utiliser les techniques de calculs plus simples et mieux etudiees des

« parallel-line assays », nous choisissons un quotient constant (J 2) des doses

contigues, et nous transformons toutes les lectures (Dx) de turbidite selon la formule
suivante (Gaddum, 1953) [55]:

Y 100 log(103jDx-103D„),

oü « D0v> est la moyenne des lectures temoins (dose zero). En portant les valeurs

moyennes de « Y » en fonction du logarithme de la dose, on obtient des lignes droites
et paralleles pour les dififerentes preparations.

L'arrangement experimental symetrique (constance du nombre d'observations

par dose (n 3) et la progression geometrique des doses (I log J log 2 0,301))
nous permet d'employer, pour revaluation biometrique des dosages, un Systeme de

calcul simplifie decrit recemment pour les dosages biologiques multiples (Borth,
1960) [56]. Nous calculons pour chaque extrait dose son activite (rapportee ä l'etalon

1) et les limites de confiance des ces resultats pour une probability de P

0,05. Pour chaque serie de dosages, nous examinons les criteres de validite (regression,

parallelisme, courbure), et nous calculons les indices de precision (L et X).
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EXPERIENCES BIOLOGIQUES

1. Effet general de SDD a diverses doses sur la croissancf dl l. casei.

DESCRIPTION DES PHASES DI CROISSANCE.

Nous avons porte sur la figure 1 les courbes de croissance de L. caset en presence
de 0,2, 0,1 et 0,05 ml de SDD par tube de 5 ml de milieu. Chaque point de ces courbes

est la moyenne des lectures de 5 tubes. Ces quantites d'inducteurs representent respec-
tivement 7,28, 3,64 et 1,82 mg de proteines seriques par tube; lappelons ä ce sujet

que Sprince et Woolley [12] utilisaient 5 mg de la fraction L de Wilson (extrait de

foie) pour obtenir une croissance maximale, qui, selon Kodicek [21], aboutirait a

1,5 mg de bacteries (poids sec) par tube de 5 ml. L'introduction de 1'inducteui

se fait immediatement avant l'inoculation, et la culture est conduite ä 37° C ä

l'obscunte.

A. Culture temom

L'evolution de la culture temoin (dose zero) se deroule en quatre phases bien

distinctes'

Une prophase de latence qui dure ici une douzaine d'heures environ. Pendant

cette phase, la culture est inerte et la multiplication cellulaire est tres faible ou mexis-
tante. Cette phase tiaduit les conti aintes qu'impose ä la bacterie le milieu nouveau
sur lequel el le est inoculec. Cette phase tiaduit probablement aussi un effet de

detoxication selon Chesney [5]. Prises, en effet. dans la phase finale ou stationnaire du

milieu mere, les bacteries, servant äl'inoculation,contiennent unecertaineproportion
des produits toxiques qui s'accumulent en fin de culture; d'oti, ensuite, une etape de

« detoxication » sur le milieu fille. Adaptation aux contraintes nouvelles du milieu
fille, detoxication des residus du milieu mere semblent done presiderä cette prophase
de latence.

A la fin de cette phase, une division cellulaire nettement perceptible se produit.
et la culture bacterienne atteint rapidement un niveau de croissance nouveau, celui-ci

va peu vaner durant 36 heures dans l'exemple de la figure 1, c'est-ä-dire jusqu'ä la

48e heure environ. Cette phase de 36 heures est la phase de latence vraie, durant laquelle
la bacterie va elaborer les systemes qui, plus tard, vont lui permettre de se multiplier
rapidement, cela selon la conception dejä ancienne de Penfold [57], Cet auteur esti-
mait que la phase de latence correspondait ä l'accumulation de metabolites neces-
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saires ä la croissance; nous pensons plutöt qu'il s'agit de systemes metabolisants,
dont le plus important sera sans doute le « protein forming system ».

II existe done une « periode » de la croissance oil la bacterie passe d'une prophase
de latence ä une phase de latence vraie et, ä ce moment, correspond une multiplication

plus rapide que dans l'une ou l'autre des deux phases. Cette multiplication
correspond-elle ä la presence, dans le milieu, d'inducteurs de croissance en traces, ou,
au contraire, ä la presence, dans la bacterie, des systemes precites herites du travail
qui s'est fait dans le milieu mere? Nous n'en savons rien. Nous pensons toutefois
qu'il est interessant de constater cette division de la latence classique, en deux etapes

Effet inducteur de SDD, ä differentes doses, sur la croissance de L. casei.

distinctes: prophase de latence et latence vraie, et de concilier ainsi les theories de

Chesney [5] et de Penfold [57] qui, l'une et l'autre, permettent une interpretation
d'une periode de la croissance bacterienne. Par ailleurs, nous verrons plus loin que
cette distinction de deux phases de la latence est validee par le fait que la bacterie est
non-inductible en prophase de latence et, au contraire, inductible dans sa deuxieme
phase.

A ces deux phases de la latence succede une phase logarithmique classique, puis
une phase stationnaire. La culture temoin se definit done par quatre phases:
Prophase de latence — latence vraie — logarithmique — stationnaire. Ulterieurement,
la culture se lyse en une cinquieme phase qui ne nous concerne pas ici.
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B. Culture induite

Les cultures induites ont une allure tout ä fait differente. On peut relever trois
phases de leur croissance. La premiere de ces phases ne se distingue pas de la
prophase de latence de la culture temoin, elle dure egalement une douzaine d'heures, et

pendant cette duree, il n'est pas possible de distinguer une culture temoin d'une
culture induite.

A la fin de la prophase de latence, 1'efFet de l'inducteur de croissance va se manifester

tres brusquement. La culture entre dans sa deuxieme phase que nous nommons
phase logarithmique precoce pour des motifs qui seront expliques plus loin. Cette

phase est breve, et la multiplication des bacteries se fait ä un rythme rapide, plus

Relation entre la dose de SDD et la mesure turbidimetrique de la croissance de L. casci
mesuree ä 36 h. (courbe Ex-Et) et ä 126 h. (courbe Et-Ex).

Et extinction dose 0
Ex extinction dose x.

rapide meme que durant la phase logarithmique du temoin. Tout se passe dans le

temps comme si cette phase etait une exaltation de la multiplication cellulaire qui se

produit, dans la culture temoin, entre la prophase de latence et la phase de latence
vraie.

La culture, ä la suite de cette phase logarithmique precoce, atteint sa troisieme
phase que nous nommons phase de latence induite, au cours de laquelle le niveau de

la croissance ne variera plus (nous l'avons mesuree jusqu'ä 170 heures). Ce niveau

va dependre de la dose d'inducteur de croissance ajoutee, et nous pouvons voir ä la
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figure 2 qu'il existe, ä la 36e heure de la culture (courbe Ex-Et), de 25 ä 150/// de SDD.
une relation lineaire entre la dose de SDD et la difference des croissances induite et

temoin. Lorsque la comparaison des cultures induite et temoin est prolongee au-delä
de la 36e heure et jusqu'ä, par exemple, la 126e heure, nous assistons ä un renverse-
ment de la situation au moment oil la culture temoin s'est entierement developpee,
tandis que les cultuies Indultes sont toujours ä leur niveau de la 36e heure. Un effet

d'inhibition de la culture peut alors etre decrit (courbe Et-Ex), effet qui, lui, est

inversement proportionnel ä la dose de l'inducteur, cela ä partir de la dose

minimum active, ici environ 12/i/ de SDD, en-dessous de laquelle la courbe de la culture
induite tend ä se confondre avec celle du temoin.

Nous pensons que cet effet inhibiteur de la croissance traduit, d'une part, le

manque d'autonomie physiologique des bacteries ayant regu une dose süffisante, par
exemple 12pl de SDD, d'inducteur. Ces bacteries renoncent, en quelque sorte, ä

creer l'appareil adaptatif qui leur serait necessaire pour continuer leur croissance sui
le nouveau milieu jusqu'au niveau final du temoin. II s'agit d'un defaut de l'adapta-
tion qui, chez le temoin, se fait pendant la phase de latence vraie. D'autre part, il est

certain, et nous le montrerons plus loin, que l'entretien prolonge d'une population
de bacteries aux niveaux atteints, grace ä l'inducteur, epuise le milieu. Si, par exemple,
au moment oil le temoin commence sa phase logarithmique, les bacteries des cultures
Indultes avaient pu elaborer les systemes permettant une croissance autonome, elles

ne pouiraient pas les utiliser, etant donne la perte en elements nutritifs qui s'est faite

au couis de la phase de latence induite, perte d'entretien qu'il faut distinguer de la

perte par croissance.
Nous avons trace, en pointille sur la figure 1, la courbe de croissance que l'on

pourrait observer si reffet inducteur du SDD etait semblable ä celui des strepogenines
peptidiques. Cette courbe eut resulte d'une diminution de l'une ou de l'autre, ou des

deux phases de latence. Notre etude, peut-etre insuffisante, de la htterature concernant
les strepogenines ne nous a pas permis de trouver une description complete de la

croissance bacterienne, en presence de strepogenines peptidiques. Nous avions nous-

memes publie [43] une courbe de croissance en presence d'extrait placentaire,
semblable ä la courbe pointillee de la figure 1 Nous devons maintenant 1'interpretei
comme representant une dose maximum d'inducteur placentaire. En effet, au-delä
des doses d'inducteurs donnant une reponse lineaire (voir fig. 2), le niveau final d;
la croissance atteindra, ä de fortes doses d'inducteur, le niveau de croissance final
de la culture temoin. Ce dernier niveau sera meme un peu depasse en suite de l'econo-

mie du milieu qui est faite, la culture n'etant pas entretenue pendant une phase d;
latence vraie prolongee.

Quoi qu'il en soit, nous pensons avoir montre que l'effet de l'inducteur senque
sur la croissance de notre souche est different de l'effet strepogenique, tel qu'il est

decrit. II serait sans doute interessant d'etudier de la meme maniere d'autres inducteurs
et d'autres souches.

Archives des Sciencfs Vol 16, fasc 1, 1963 21
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2. Variation du taux de croissance de cultures temoin
ET INDUITE PAR 0,1 ml DE SDD.

Au cours d'une autre experience (fig. 3), nous avons etudie les deviations absolues

qui se produisent au cours des phases enumerees ci-dessus, dans les cultures induite
et temoin. Nous avons inocule 10 tubes contenant 0,1 ml de SDD et 9 tubes temoins,
en utilisant comme toujours un tube non inocule, comme blanc.

DOx 103

700-

600-

500-

400-

300-

200-

100-

i i " i i i i i i 1 1 1 i i >—i—
Heu res. 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160

Fig. 3.

Mesure de la croissance en la presence et en l'absence de 0,1 ml de SDD pour 5 ml
de milieu d'essai — Dispersion des resultats.

0 0 Croissance t6moin: valeur maximum

O O Croissance temoin: valeur minimum

O O Croissance induite: valeur maximum
Croissance induite: valeur minimum

Nous constatons alors qu'il existe une bonne reproductibilite des effets observes

en ce qui concerne la courbe induite. Compte tenu des variations qui existent dans
le diametre des tubes ä essai, cette reproductibilite est meme tres bonne, la dispersion
des resultats est de l'ordre de 10% de leur valeur moyenne.

En revanche, en ce qui concerne la courbe temoin, la reproductibilite de la phase

logarithmique est beaucoup moins bonne. Tous les tubes se component d'une maniere
semblable jusqu'ä la 70e heure environ, mais ensuite la phase logarithmique va
demarrer dans certains des la 70e heure et dans d'autres ä la 120e heure seulement.
Ce sont alors ces differences, souvent importantes, dans le temps de latence vraie
de la culture temoin, qui provoquent l'aspect en plage de la phase logarithmique.
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Ajoutons, pour etre complet, que certains tubes, rares il est vrai, n'atteignent jamais
la phase logarithmique, leur developpement avorte.

Cette dispersion chez le temoin est une expression de la variability de l'activite
genetique du germe entraine ä croitre sur Difco 0901, ä l'egard des contraintes que
lui impose le milieu nouveau sur lequel il est inocule. En revanche, la faible dispersion
des resultats du Systeme avec inducteur semble montrer que l'effet de ces memes

contraintes vis-ä-vis du germe est annule par SDD.

Fig 4

Effet sur la croissance, induite par 100 \xl de SDD pour 5 ml de milieu d'essai,
de volumes d'inoculum croissants de 15-120 p./.

La figure 3 nous permet aussi de relever que la duree totale des prophase de la-
tence et phase de latence vraie varie d'une experience ä l'autre (comparer avec fig. 1).

Cette variation peut etre attribute ä des inegalites thermiques de notre etuve ou ä

des variations experimentales dans la richesse de l'inoculum. Elle ne joue pas de röle
au cours d'une experience individuelle.

3. Effet, sur la croissance induite, de la variation du volume d'inoculum.

Nous savons [3] que la duree de latence (prophase de latence plus latence vraie)
est influencee par le volume de l'inoculum. Nous avons constate que cela n'est plus le
casen presence de 0,1 ml de SDD. Nous voyons, en effet, sur la figure 4 que la varia-



282 UN INDUCTEUR DE CROISSANCE DE LACTOBACILLUS CASEI

tion du volume de l'inoculum, que nous avons fait varier entre 15 /d et 120 jtl, ne

modifie pas la duree de la latence. Celle-ci est toujours egale ä la prophase de latence
de 12 heures. Cette variation de volume ne modifie pas non plus sensiblement le

niveau final de la culture; elle semble tout au plus exercer un röle sur la vitesse

de multiplication pendant la phase logarithmique precoce. Quel que soit done, dans
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Inductions par 50 <jlI de SDD de la croissance de L. casei ä divers moments de la latence
i.e. ä 0, 6, 12, 18, 24 et 36 h. Le point de depart eleve de la culture induite ä 36 h. est une expression

de la vanabilite du temom.

les hnutes indiquees, le nombre de bacteries inoculees, d'une part elles ne sont pas
sensibles ä Taction de Tinducteut pendant la prophase de latence, et d'autre part,
elles le deviennent des que cette phase est achevee.

4. AJOUTS DE L'iNDUCTEUR A DIFFERENTS MOMENTS DE LA LATENCE.

EFFET D'UNE INDUCTION SURNUMERAIRC.

L'induction par SDD peut se faire ä divers moments pendant la prophase de

latence et la phase de latence vraie. Nous avons induit avec 50 //I de SDD des cultures
de L. casei respectivement 0 heure, 6 heures, 12 heures, 18 heures, 24 heures et
36 heures apres leur inoculation: figure 5. On observe que les inductions faites pen-
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dant les 12 premieres heures, c'est-ä-dire pendant la prophase de latence de la culture,

provoquent une phase logarithmique precoce debutant ä la douzieme heure. Les

inductions de 6 et 12 heures donnent des courbes qui ne se distinguent pas 1'une

de l'autre et qui demarrent en meme temps que celle resultant de l'induction ä 0 heure.

En revanche, l'induction effectuee pendant la phase de latence vraie, c'est-ä-dire des

et y compris la 12e heure, se traduit par un demarrage presque immediat de phases

logarithmiques precoces, respectivement ä 12, 18, 24 et 36 heures. Ce phenomene
montre bien l'existence de deux phases de latence. En effet, la bacterie, ä la douzieme
heure de sa culture environ, passe d'un etat inerte ä un etat de reactivite vis-ä-vis
de l'inducteur serique. Cette reactivite accrue peut traduire l'adaptation de la
bacterie ä son nouveau milieu, eile peut aussi traduire une detoxication de la bacterie;
ces deux interpretations ne s'excluent pas d'ailleurs.

Pendant la phase de latence vraie, allant ici de 12 heures ä 50 heures environ,
la bacterie est constamment susceptible d'etre i nduite, et sa reponse ä une dose donnee
d'inducteur sera la meme, eile atteindra le meme niveau final de culture. L'inducteur,
pendant la phase de latence vraie, accelere les processus autocatalytiques du meta-
bolisme endogene et situe la population bacterienne dans un regime ameliore.
Nous verrons plus loin que les eflfets de l'inducteur portent vraisemblablement sur
l'appareil peripherique de la bacterie qui possederait des recepteurs sensibles ä SDD
des que la prophase de latence est depassee.

II faut aussi comprendre, cette experience completant la precedente, que le niveau
final de la culture induite ne dependra que de la concentration de l'inducteur dans

le milieu de culture. En revanche, eile ne dependra ni du nombre des bacteries

inoculees, ni de l'etat d'adaptation physiologique au milieu plus ou moins avancee

auquel seront parvenues ces bacteries en latence vraie. Le niveau de croissance
final ne variera plus, meme lorsque l'induction aura ete faite ä 36 heures. L'induction
determine done une croissance precoce qui exclut tout developpement logarithmique
normal ulterieur dans les conditions de l'experience.

Nous nous sommes demande si le pH atteint par la culture au cours de sa phase

logarithmique precoce pouvait etre la cause d'une inhibition de croissance ulterieure.
Pour examiner ce point, nous avons conduit une culture en ballons de 50 ml, induite
avec 0,5 ml de SDD, jusqu'ä la 30e heure. Son niveau de croissance donnait une extinction

de 0,235, et le pH du milieu etait tombe de 6,8 ä 5,3. Le pH a ete alors ramene
ä 6,8 par addition de 6 ml de NaOH 0,1 N sterile. La culture a ensuite ete continuee.
A 60 h, son extinction etait de 0,225 et le pH de 5,25, tandis qu'un ballon identique,
mais dont le pH n'avait pas ete corrige, se situait respectivement ä E= 0,250 et

pH 4,80. A 84 h, les extinctions des deux ballons etaient respectivement de 0,240
et 0,255. Le temoin sans inducteur montait normalement alors ä E 0,670. Cet
essai montre, d'une part, que le pH acide n'est pas, ä ces valeurs, la cause de la

cessation de la croissance, et d'autre part, que la bacterie, en phase de latence induite,
est active metaboliquement (production d'acide lactique).
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Une exception existe ä la regle formulee ä la fin du paragraphe penultieme:
lorsque, apres avoir atteint la phase de latence induite, on ajoute ä une culture, induite
au moment de Tinoculation par une dose de, ici, 0,05 ml de SDD, une nouvelle dose
de, par exemple, 0,1 ml de SDD (fig. 6), on observe alors un nouveau depart de la

DOx 103
Temoin

Fig. 6

Induction surnumeraire par lOOpil de SDD d'une culture dejä induite par 50p.l de SDD.

croissance; son niveau final depend de la concentration totale de Tinducteur, soit
0,150 ml de SDD.

5. Analyses du milieu au cours de la croissance des systemes temoin
ET INDUIT.

Pour confronter ces observations sur la croissance bacterienne avec quelques
mesures de l'activite metabolique du germe, nous avons procede ä des cultures
de 100 ml, les unes induites par une dose de 2 ml de SDD (correspondant ä

0,1 ml pour 5 ml de milieu), les autres sans inducteur. Nous avons mesure dans le

milieu, apres centrifugation des bacteries, les concentrations en glucose et en pro-
teines et le pH, cela ä trois temps:

1) A 0 heure au debut de la culture.
2) A 36 heures, c'est-ä-dire au debut de la phase de latence induite et au cours de

la latence vraie.
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3) A 126 heures, c'est-ä-dire ä la fin de la latence induite et apres la phase logarith-
mique, pendant la phase stationnaire.

Les resultats sont rassembles sur la figure 7.

CULTURE TEMOIN

CULTURE INDUITE

C=0,007
903

6,56

C 0,402

708

C 0,405

4.83

Heures 0

3,90

C croissance I-] PH ^G'U/i H Pr°)fS
(extinction)

LJ ^ mg/100ml ^mg/100ml
Fig 7.

Mesures du pH, du glucose et des proteines du milieu ä 0, 36 et 126 h. de croissance
temoin ou induite par SDD.
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On constate, pour la culture temom, que le taux de glucose et le pH demeurent

presque stationnaires pendant les phases de latence et tombent apres la phase

logarithmique. Cela est normal. Pour les cultures mcluites, le pH et la concentration
de glucose tombent, dans une proportion moindre, mais dejä ä la 36e h, ce qui correspond

ä une croissance partielle. Ensuite, pendant la latence induite, la bacterie,
sans se multiplier, continue de prelever, sur le milieu, le glucose qui lui est necessaire

pour son metabolisme d'entretien, tandis qu'elle produit de I'acide lactique. Ces

comportements physiologiques correspondent bien ä ce que les courbes de croissance
nous laissaient prevoir et lllustrent 1'epuisement du milieu, en phase de latence induite,

epuisement peut-etre partiellement responsable de l'incapacite qu'a la bacterie

d'entreprendre une croissance logarithmique tardive.
En revanche, les proteines dosees d'apres la methode King-Sanz [46], ne dimi-

nuent pas au cours de la croissance induite. Celles-ci proviennent de l'inducteur et,
selon notre hypothese, elles sont le materiel inducteur. Si l'on admet, comme c'est

parfois le cas, que les inducteurs peptidiques ou strepogeniques sont utilises et

consommes par la bacterie, qui s'en saisit comme d'ahments de choix, on ne com-
prend alors pas comment notre inducteur, de nature proteique, peut induire une

croissance, de maniere en quelque sorte gratuite, sans etre utilise par la bacterie.
L. casei, evidemment, n'est pas proteolytique. 11 faut admettre, dans ce cas. soit
qu'une tres petite portion de l'ensemble des proteines offertes est utihsee par la

bacterie (portion qui ne serait pas detectee ä l'analyse), soit que Faction de ces

inducteurs proteiques de croissance est « gratuite » dans le sens que Monod [58]
donne ä ce terme lorsqu'il etudie la biosynthese d'enzymes adaptatifs. Nous verrons
plus loin que cette deuxieme hypothese semble se verifier.

o. Courbes de croissance de subcultures inoculees
A PART1R DE CULTURES TEMOIN ET INDUITE.

On sait. selon Chesney [5], et nous l'avons dejä mentionnc, que Failure d'une
culture fille depend de la phase de la culture mere, au cours de laquelle les bacteries
de Finoculum sont prelevees. Pour verifier cela, nous avons effectuee deux cultures

meres sur notre milieu d'essai, l'une temoin sans inducteur, et Fautre induite par
0,1 ml de SDD pour 5 ml de milieu. Ces cultures meres, diluees de maniere ä ce que
leurs extinctions deviennent identiques, ont servi d'inoculum ä deux moments de

leur croissance.
Ces quatres cultures ont ensuite servi pour inoculer quatre groupes de cinq

tubes contenant le milieu d'essai sans inducteur SDD; les croissances qui en ont
resulte sont lllustrees ä la figure 8.

Pour la culture temom, on constate que, si 1'inoculum est issu de la phase

logarithmique de la culture mere, courbes III, la croissance est presque immediate, la
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latence globale etant pour ainsi dire supprimee. Ceci correspond done aux observations

de Chesney [5]. Si l'inoculum est issu de la phase stationnaire de la culture

mere, courbes IV, la latence est courte, ce qui correspond ä une adaptation du germe

Prelevements d'inocula.

N"> Culture mere
Phase ou l'inoculum est

preleve

Age de la culture
mere au moment

du pr6levem

Extinction
de la culture
mere avant

dilution

I Culture induite Ph. log. precoce 29 h. 0,360
II Culture induite Latence induite 167 h 0.485
III Culture temoin Phase log. 119 h. 0,435
IV Culture temoin Phase stat 167 h. 0,810

Fig 8

Courbes de croissance de 4 subcultures inoculees par des cultures temoins et Indultes
prelevees dans differentes phases — Dispersion des resultats.

au nouveau milieu, adaptation qui s'est faite au cours de toute la croissance de la

culture temoin mere.
Au contraire, pour la culture Indulte, que l'inoculum soit issu de la phase

logarithmique precoce ou qu'il soit issu, en fin de culture, de la phase de latence
induite, nous observons lors de la culture fille, en l'absence d'inducteur, de longues
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phases de latence, comparables ä Celles du temoin dans la culture mere. Ceci

signifie, d'une part, que lors de sa croissance rapide, la bacterie induite n'a pas

acquis les dispositifs qui permettent ä la bacterie non-induite de poursuivre sa

croissance logarithmique sur une subculture. D'autre part, cela prouve que, meme apres
167 heures passees sur le milieu en phase de latence induite, cette bacterie, resultant
d'une induction de croissance, ne s'est pas adaptee au milieu. Tout se passe done

comme si la bacterie induite adoptait des comportements aberrants, lies ä la presence
de l'inducteur de croissance, et refletant un veritable infantilisme par rapport au milieu
de Landy et Dicken [53].

On peut done parier de deux types de croissance bacterienne se traduisant tous
deux evidemment par la multiplication des cellules, mais caracterises par:

1) Une adaptation prealable au milieu avec acquisition de systemes metaboliques
transmissibles lors d'une subculture.

2) Une croissance precoce liee ä la presence et ä la concentration d'un inducteur,

probablement formateur de systemes modifies et non transmissibles ou non
utilisables en l'absence de l'inducteur.

Cette description du phenomene est provisoire, nous y reviendrons au cours
de notre discussion.

7. L'effet de l'inducteur est-il gratuit

L'experience illustree ä la figure 7 montre que la bacterie n'utilise pratiquement
pas les proteines seriques au cours de sa croissance en phase logarithmique precoce.
Cette experience ne suffit toutefcis pas pour affirmer soit qu'ur.e petite fraction de

ces proteines a ete utilisee et represente la veritable activite inductrice, soit que
l'inducteur n'est pas consomme par la bacterie.

Pour trancher cette alternative, nous avons fait l'experience suivante: une culture
est preparee dans un ballon de 100 ml, en presence de 2 ml de SDD. Apres 36 heures,
la culture, stabilisee en latence induite, a atteint une turbidite A E Ex-Et, exprimee

par l'extinction A E.103 — 374, le contenu du milieu en proteines est de 62 mg/100 ml.
L'extinction rapportee ä 1 mg de proteines par 100 ml est done de:

Activite relative Ier emploi: A E.103/mg Prot. 6,04

Cette culture est centrifugee pour en eliminer les bacteries; le milieu use sur-
nageant est dialyse contre plusieurs portions d'eau distillee pour en eliminer les

constituants diffusibles. Le contenu du sac de dialyse, qui doit alors pratiquement
ne plus contenir qu'une solution de macromolecules dans de l'eau distillee, est lyo-
philise. Le residu de lyophilisation est repris dans 100 ml du milieu de Landy et
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Dicken [53]. Cette solution est sterilisee par filtration, puis inoculee. La deuxieme

culture se comporte alors comme si l'inducteur etait frais: A E.103 — 146, concentration

en proteines -- 29 mg/100 ml.

Activite relative 2e emploi: A E.103/mg Prot. 5,04

Cette experience a ete refaite avec une dose double i.e. 4 ml de SDD dans la culture

primaire, et nous a donne les resultats suivants:

Inducteur Proteines
1

Extinction
dans le milieu | A E 10»

Activity relative
A E 10i/mg Prot

1rr emploi
21' emploi

l

100 mg/100 ml 661

47 mg/100 ml 169
6,61

3,60

Au cours de cet essai, nous avons, par ailleurs, verifie que le milieu d'une culture
non induite, cultivee jusqu'ä la fin de sa phase logarithmique, ne contient aucun
inducteur s'il est semblablement centrifuge, dialyse, lyophilise et son residu (presque
inexistant d'ailleurs) redissout dans un milieu frais. La deuxieme culture, en effet,
se comporte comme une culture temoin.

Nous avons aussi voulu savoir oil une perte d'inducteur (proteines seriques) s'est

faite au cours de nos manipulations.
Proteines en 0/0

de la dose initiale

Debut culture I 100%
Fin culture I 96,5%
Apres dialyse 78%
Apres lyophilisation et redissolution 47%

Nous avons done perdu, surtout au cours de la lyophilisation et de la dialyse,
le 53% des proteines seriques ajoutees ä la premiere culture ä titre d'inducteur.

Les proteines, toutefois, ajoutees pour un deuxieme emploi ä la deuxieme culture,
ont perdu dans le premier cas 16 %, et dans le deuxieme cas 46 %, de leur activite
relative.

Nous pensons qu'il ne faut pas, au Stade actuel, tenter une interpretation quantitative

rigoureuse du phenomene decrit. 11 s'en degage, en revanche, un fait essentiel:

l'inducteur de croissance, ici les proteines seriques, peut etre reutilise. Son actvite

est conservee en grande partie, bien que ses effets se soient manifestes entierement

sur une premiere culture. En d'autres termes, il semble bien que l'inducteur de croissance

n'est pas « consomme » par L. casei et que son activite est de nature gratuite.
Ces experiences ne montrent pas que les 100 % de l'activite relative de l'inducteur

de croissance sont conserves. II est, toutefois, vraisemblable que la perte d'activite
relative doive, eile aussi, etre attribuee, pour une part, ä la lyophilisation. Nous savons
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que des fractions de proteines seriques ont ete denaturees et rendues insolubles au

cours de celle-ci, mais la fraction qui s'est redissoute peut aussi avoir ete plus ou moins
denaturee. La dialyse enfin contre de l'eau distillee provoque la precipitation des

euglobulines. Nous montrerons d'ailleurs que l'inducteur de croissance est un produit
assez sensible aux agents physiques et chimiques.

8. Effets d'agents physiques, chimiques et biochimiques sur SDD.

Nous avons dejä montre [43] que l'inducteur proteique, contenu dans un extrait
placentaire et chauffe ä 120°C, perd la totalite de son activite. Nous avons repris
cet essai avec le SDD, et nous montrons ä la figure 9 qu'en effet l'autoclavage ä 120° C

Fig 9.

Effet de la chaleur ä 56° et 120° C sur l'activite de I'mducteui SDD. iOOui de SDD
chauffe pour 5 ml de milieu d'essai.

de SDD pendant 15 minutes annule totalement son activite. En revanche, on peuit
voir sur cette meme figure qu'un passage de deux heures ä 56° C ne modifie pats
sensiblement l'activite de SDD.

Nous avons repris l'essai de la figure 9 en utilisant d'autres traitements suscep-
tibles de modifier les proteines de SDD. L'arrangement experimental des trois doses
avec chacune trois tubes a ete utilise alors comme decrit ä la page 275, et les traitementis
pratiques sont decrits ä la page 269. Les resultats sont groupes sur la figure 10.

Le parallelisme des droites, representant chacune une preparation ä trois dosess,

traduit la Constance du rapport des activites de ces preparations aux differentes doses
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Y 100 log(103Dx -103 Do)

250

200

150

100-

^— ° Papaine

__ - - - • 65° C

Trypsine
• SDD

Formol

dose x
—i 1 1—

ml : 0,1 0,2 OA

Fig. 10.

Effet de la chaleur, du formol,
d'enzymes proteolytiques et de l'hydrolyse chlorhydrique sur l'activite de

l'inducteur SDD ä 3 doses.

utilisees. La Constance de ce rapport autorise une comparaison valable entre ces

preparations qui sont susceptibles de faire alors l'objet d'un examen statistique.
Dans notre cas, il s'agit des preparations n° 1, 4, 5 et 6.
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Pour les preparations 2 et 3, en revanche, l'absence de parallelisme entre leurs
courbes d'activite et celle de SDD exclut la possibility d'estimer cette activite par
rapport ä SDD.

Nos calculs n'ont done porte que sur les preparations 1, 4, 5 et 6.

SDD modifies ActivitS R" ActivitS relativeK 1

R 100/g prolines
Inducteur Prct

g/l

1) SDD 1 11,6 8,6
2) Chauffage lh 65° C pas de parallelisme 8,5
3) Traitement au formol ä 65° C 1 h. pas de parallelisme 6,8
4) Hydrolyse chlorhydrique 0,036 I 5,1 0,7
5) Proteolyse trypsine 1,08 12,7 8,5

6) Proteolyse papaine 0,95 11,2 8,5

*) „R" (potency ratio) exprime l'activite de dtfferentes solutions d'inducteuis a volumes utilises egaux

Deviation standard Sc 6,4
Pente combinee bc 85,1
Indices de precision X 0,075

L 13,3

Regression combinee gc 0,011
Pente Fv 2,09
Courbure 1,08

Ces resultats sont suffisants pour valider l'experimentation concernee. Les limites
de confiance de l'activite relative des proteines des trois preparations sont:

Activite relative
Preparation Limites de confiance P 0,05

1) SDD 11.6
4) Hydrolyse chlorhydrique 3,9— 7.3

5) Proteolyse trypsine 10,7—15,2
6) Proteolyse papaine 9,4—13,2

Les extinctions ä 280 nm de nos solutions deproteinees (voir page 14) etaient:

(temps d'hydrolyse et de Proteolyse: 24 heures)

1) Extinction 280 nm 0,037
2) » 0,015
3) » 0,005
4) » 0,520
5) » 0,046
6) » 0,040

La repartition electrophoretique des proteines dans les differentes preparations
etait:
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1

Preparations N° 1 2 3 4 5 6

Albumines 40,3% 25,2 46,4 36,6 40,3
a1 globulines 7,0 2,2 21,5 — 9,9 9,4
a2 globulines 14,5 21,7 32,1 — 11,9 10,8

ß globulines 13,4 22,7 — — 14,8 12,5

7 globulines 24,8 23,2 26,8 27,0

Les resultats observes peuvent done etre resumes comme suit:

2) Chauffage a 65° C, 1 heure.

Le rapport albumine-globulines est diminue sans perte de proteines. Le paralle-
lisme est mauvais, une perte d'activite est certaine, bien qu'il ne soit pas possible
de la chiffrer.

3) Chauffage et formolisation.

Certaines globulines sont ehminees, ll y a augmentation des fractions rapides
ä l'electrophorese. Le parallelisme est mauvais. La perte d'activite est importante,
et le produit est bacteriostatique ä forte dose.

4) Hydrolyse chlorhydrique.

N-total -= 1,73 g/1. N-non precipite par ac. trichloracetiqueä 10% W/V 1,71 g/l.
N-amine 1,39 g/l. L'hydrolyse est complete, ou presque, la preparation perd les

96% de son activite.

5) Hydrolyse trypsique.

La trypsine a peu d'effet sur les proteines seriques, l'hydrolyse (extinction 280 nm)
est negligeable, la distribution electrophoretique est peu modifiee. L'activite relative
est legerement augmentee.

6) Hydrolyse papaique.

Idem 5.

L'inducteur de croissance serique est done dejä modifie ä 65° C. II est detruit

par hydrolyse acide et denature par le formol. La trypsine et la papaine ä 37° C n'ont
pas d'effet sur lui.

Les resultats, concernant faction enzymatique, doivent toutefois etre regardes

avec scepticisme; il faudrait, en effet, tenir compte des effets de l'inhibiteur serique
de la trypsine et de la papaine.
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9. Effet de diverses fractions Drs proteinfs sfriques
UTILISEES COMME INDUCTEURS DE CROISSANCE.

Nous avons essaye ä une seule dose l'activite de plusieurs preparations: figure 11.

Cone en proteines

Albumine de la Croix-Rouge 19,4 g/1
ß transferrine Kabi 9,5 g/I
yglobuline Croix-Rouge 23 g/1
SDD' Precipite entre 0 et 0,75 de saturation en S04 (NH,), 25 g/1

Fig 'I
Effet de diverses fractions du serum humain compaiees a SDD

sur la croissance de L. casei.

Ces diverses solutions ont ete dialysees avant l'essai contre NaCl 9 g/1.

La figure 11 nous permet de constater que la fraction globale precipitee ä 0,75
de saturation en sulfate d'ammonium et l'albumine (Cohn fraction) sont dotees
d'activite. En revanche, la ß transferrine et la y globuline sont denuees d'activite.

Nous avons repris et complete cet essai en utilisant les fractions enumerees
ci-apres ä trois doses chacune, voir figure 12.

L'absence de parallelisme entre les fractions 1 et 5 nous oblige ä ehminer de nos
calculs la fraction n° 5. Nous n'avons pas non plus tenu compte de la premiere dose
de la fraction n° 2; son activite, en effet, est si faible, ä cette dose, qu'il n'est pas
possible de l'apprecier.
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1-Tactions Activite R Activity relative
R 100 g prot

Prot g/1

1) SDD i 10,1 9,9
2) SDD (NH4)2 SO4 0 a 0 4 sat 0,115 1,87 6,14
3) SDD (NFUh SO4 0,4 a 0,75 sat 0,461 11,1 4,16
4) Albumine 0,403 3,37 11,95

5) Globulines x pas de parallelisme 5,08
6) Globulines ß 0,112 2,26 4,95
7) Globulines 0 085 0,82 10,4

8) Fibrinogene 0,743 13,3 5,6

Deviation standard sc — 7,15
Pente combinee bc 101

Indices de precision t 0,07
L 14,1

Regression combinee gc 0,006
Pente Fv 2,83
Courbure Fv 1,49

Ces resultats sont bons, sauf F„ 2,83, qui ne devrait pas depasser 2 pour nos
40 degres de liberte. La figure 12 nous montre que cette variance trop forte de la

pente provient sans doute de la dose 3 de la fraction n° 3 L'elimination toutefois
de cette dose nous conduirait ä une estimation peut-etre trop elevee de cette fraction
nous avons done prefere conserver cette valeur. quitte ä renoncer ä un schema tout
a fait formel Les limites de confiance de l'activite relative des fractions etudiees sont

1) SDD
2) SO4 (NH4)2 0,4 sat
3) SO4 (NH4)2 0,4 ä 0,75 sat
4) Albumine
6) Globulines ß

7) Globulines v
8) Fibrinogene

Activite relative
Limites de confiance P

10,1

1,48- 2,38
9,4 - 13,1

2,85- 4,0
1,8 - 2,85

0,63- 1,05

11,4 - 15,5

La repartition electrophoretique des proteines dans les diverses fractions etait

Preparations N° i " 3 4 5 6 7 8

Albumines 40,3% 74,2 77,2 56.1

ai globulines 7,0 — — 6,1 20,2 — — —
ol2 globulines 14,5 _ __ 9,1 41,2 — — —
ß globulines 13,4 24,5 25,8 7,6 38,6 22,4 — 16,3

globulines 24,8 75,5 — — — 77,6 100 27,6

Archives des Sciences Vol 16, fasc 2, 1963 22
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Y 100 log (103 Dx -103 Do)

Dose x

ml: 0,1 0,2 0/,
Fig. 12.

Effet de diverses fractions du serum humain ä 3 doses et de SDD
sur la croissance de L. casei.
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On ne peut etablir aucune correlation vraiment significative entre les differentes
fractions electrophoretiques et factivite relative que nous avons observee. Toutefois,
il est frappant de constater que les fractions qui contiennent le plus d'albumine sont
celles dont factivite est elevee, et cela meme pour la fraction 4 (albumine de la Croix-
Rouge), dont on sait qu'elle est pasteurisee, tandis que les fractions 8 et 3 n'ont pas ete

chauffees. Reciproquement, il semble etabli que la y globuline n'a pratiquement
aucune activite.

Pour terminer cet expose et en complement, nous devons encore signaler un
essai *), anterieur ä cette these, oil nous disposions de deux extraits placentaires
concentres par deux precedes differents. Les rapports de leurs proteines (electrophorese
cn vcine liquide) et de leurs activites etaient les suivants:

No 1

Proteines totales
No 2

1,67

No 1

Albumine
No 2

1,13

No 1

a - ß globulines
No 2 - 2,10

No I
7 globulines

No 2
2,61

No I
Activites

No 2 - 1,27

Cet essai, qui semble confirmer les observations que nous avons pu faire depuis
sur le serum humain, pourrait permettre de prevoir qu'une correlation entre factivite
de l'inducteur de croissance et la concentration des albumines seriques existe vraiment.
Pour verifier cela, il nous serait necessaire d'effectuer un fractionnement plus pousse,
oil plusieurs methodes seraient mises en jeu successivement.

Tel n'etait pas notre but immediat. Nous avons surtout voulu etudier comment
un inducteur de croissance serique agissait sur une culture bacterienne, ce qui nous
a permis de montrer que cet inducteur etait tres probablement gratuit, de nature
proteique et represents par certaines proteines seulement.

DISCUSSION DES RESULTATS

Nous resumons les observations de la partie experimental de ce travail en

quelques points:

1) L'inducteur de croissance est contenu dans la fraction non dialysable du serum
sanguin humain. II est sensible ä la chaleur des 60° C environ; il est detruit par
hydrolyse chlorhydrique et partiellement inactive par le formaldehyde.

*) Essai effectue chez la firme Lucchini S.A., Geneve
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2) La resistance de l'inducteur ä Taction de la trypsine peut etre due ä la presence
de Tinhibiteur senque de cet enzyme. II est aussi probable que la papaine n'ait
pas d'effet sur lui pour la meme cause *. II n'est done pas possible, pour le moment,
de decider si les proteases ont ou n'ont pas d'effet sur l'inducteur.

3) L'inducteur est present dans la fraction precipitee au sulfate d'ammonium entre
0,4 et 0,75 de saturation. On le retrouve dans les fractions albumine et fibrinogene
(contenant 56% d'albunnne) preparees par fractionnement ä Talcool. Ces

observations, et Celles du point 1), indiquent avec un haut degre de certitude que
l'inducteur de croissance est de nature proteique; nous concluons done qu'il s'agit
d'une ou de plusieurs proteines contenues dans le serum sanguin L'inducteur
n'est pas contenu dans les y-globulines. En revanche, ll est contenu poui la plus
grande partie dans la fraction albumine

4) Son action consiste essentiellement en ce qu'il declenche la cioissance d'une
culture de L. casei, souche de Lausanne, des que cette culture a depasse sa

prophase de latence. Le niveau final de la croissance est ensuite une fonction hneaire
de la concentration de l'inducteur dans le milieu, dans les linntes indiquees, et

ceci quels que soient la dimension de l'inoculum ou le moment, en cours de

latence vraie, oil Tinduction est effectuee

5) L'inducteur agit d'une maniere gratuite, au sens donne par Monod [58] ä ce qua-
lificatif, e'est-a-dire qu'il provoque une croissance acceleree sans participer ä

celle-ci en tant que substrat. Bien que conditionnant tant le moment du declenche-

ment de la croissance que le niveau final de croissance atteint par la culture, ll
est retrouve en grande partie intact dans le milieu en fin de croissance. il a pu
etre reutilise

6) La croissance qui resulte de la presence de l'inducteur est Texpression d'un
metabolisme cellulaire encore inadapte au milieu de culture. En effet, les cellules

qui resultent de cette croissance n'ont pas encore acquis les systemes metabohques
adaptes ä une croissance autonome, leur faculte de se multiplier est hee ä l'ajout
de l'inducteur. Nous pensons qu'il n'est pas exclu que, ä defaut des dits systemes

adaptatifs, d'autres systemes aient resulte de Taction de l'inducteur de croissance.
Dans cette perspective, le mode d'action de l'inducteur de croissance senque
serait de promouvoir la formation rapide de systemes metabohques generateurs
de croissance et de multiplication. Dans quelle mesure ces systemes sont-ils
differents des systemes que la bacterie acquiere normalement plus tard? II est

encore impossible de le dire.

* Grob [59, 60, 61] a montre que le ou les inhibiteurs seriques, antiproteinases, sont lies aux
fractions IV-1 et IV-4 des proteines plasmatiques et que, si leur pouvoir d'inhibition est plus grand
en ce qui concerne la trypsine, il n'est pas negligeable en ce qui concerne la papaine.
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Avant de poursuivre cette discussion, nous voulons presenter deux remarques
qui sont en quelque sorte en marge de ce travail. La premiere concerne le pouvoir
inhibiteur exerce par le serum humain, ä faible concentration, sur la croissance de

la bacterie. En elfet, il est possible, en dessous de 12 /</ de SDD par 5 ml de milieu

(voir fig. 2), d'observer un pouvoir bacteriostatique du serum sur L. casei, pouvoir
qui est proportionnel ä la concentration du serum. Le pouvoir bacteriostatique du

serum est bien connu pour de nombreuses bacteries; recemment, Waisbren et Brown

[62] Ton decrit pour E. coli. Dans le cas qui nous occupe toutefois, et au-dessus de

doses d'environ 12 ///, la situation est renversee, le serum devenant un facteur fran-
chement probiotique. Ce paradoxe n'est pas facile ä expliquer dans l'etat actuel de

nos connaissances. Si Ton suppose que I'effet bacteriostatique et 1'elTet d'induction
derivent du meme principe, il y aurait lieu — pure hypothese — d'envisager l'inversion
d'effet ä partir d'une concentration critique. Nous ne savons pas si cette inversion

se reproduirait avec d'autres bacteries ou d'autres souches de L. casei, ntais nous

pensons qu'il n'est pas inutile d'attirer l'attention sur eile et de souligner que le

pouvoir bacteriostatique du serum ä faibles doses peut ne pas se verifier ä fortes
doses.

La deuxieme remarque concerne les effets du serum sanguin sur les cultures de

cellules ou de tissus. On sait qu'une certaine quantite de serum est necessaire, dans

la plupart des cas, pour obtenir la croissance des cultures de tissus. En 1957, Shiman

Chang et Geyer [63] ont montre que, pour la croissance de cellules epitheliales, le

serum sanguin pouvait etre remplace par une solution contenant une fraction non
precipitee par S04Na2 ä 22 g/100 ml de serum, ä 37° C. Cette fraction se rapproche
evidemment de notre fraction precipitee entre 0,4 et 0,75 de saturation en S04(NH4)2.
Une parente entre notre inducteur de croissance bacterienne et les fractions seriques
necessaires ä la croissance cellulaire semble done exister.

Nous appuyant sur les six points enumeres au debut de la presente discussion,

nous voulons tenter d'examiner si des reponses peuvent etre partiellement donnees

aux questions qui suivent et qui sont apparentees ä celles que nous formulions dans

l'introduction de ce travail.

Y A-T-IL UNE SIMILITUDE ENTRE L'lNDUCTEUR DE CROISSANCE SERIQUE

ET LES STREPOGENINES

Dans les deux cas, il s'agit d'inducteurs de croissance. Nous pensons toutefois

qu'il existe une difference de nature et de mode d'action entre les strepogenines et

SDD.
En effet, les strepogenines sont caracterisees par des chaines peptidiques relative-

ment courtes si on les compare aux proteines de SDD. Ces peptides sont souvent

dialysables et generalement thermostables, tandis que SDD n'est ni l'un ni l'autre.
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En revanche, les informations dont nous disposons concernant l'hydrolyse menagee
de SDD sont insuffisantes pour affirmer que celle-ci ne conduirait pas ä la formation
de strepogenines actives. Nous pensons toutefois que, meme si cela devait etre le cas,
il faudrait faire une distinction entre les strepogenines peptidiques d'une part, et

I'inducteur serique d'autre part, cela moins sur la base de leur nature ou de leur

provenance que sur la base de leur mode d'action.
Probst [64], en etudiant reffet de l'extiait placentaire decrit par Zender et

Borth [43], a observe, au cours d'experiences preliminaires, que L. casei ATCC 7469

est sensible ä la fraction dialysable, tandis que L. casei de Lausanne est au contraire
sensible ä la fraction non dialysable de cet extrait. Ces experiences, si el les se verifiaient,
seraient importantes pour distinguer deux inducteurs de croissance. Quoi qu'il en

soit, la distinction essentielle qu'il faut faire entre les strepogenines et SDD semble

bien etre que celles-lä penetreraient dans la bacterie et seraient consommees par
elle pour sa croissance, tandis que celui-ci ne penetre pas dans la bacterie et n'est

pas consomme. En effet, il n'est pas douteux que les peptides sont utilises par les

cellules en general. Outre les travaux mentionnes plus haut [34, 35, 36, 37, 38], il
faut citer ä ce sujet Schechtman [65], qui a demontre que memes des proteines intactes

pouvaient etre transferees ä travers la paroi cellulaire et incorporees ä des cellules

embryonnaires. II est vrai que la cellule embryonnaire est plus « permeable » que
l'adulte; mais que savons-nous des variations de permeabilite qui peuvent se produire
dans la membrane et dans la paroi de la cellule bacterienne au cours de sa latence?
Par ailleurs, et malgre l'impressionnant nombre de demonstrations qui veulent que
la synthese proteique se fasse directement ä partir d'acides amines libres, il n'est pas
exclu que certains peptides jouent le role d'intermediaire dans cette synthese [42],

ou peut-etre dans certaines syntheses proteiques seulement. Ce sont ces raisons qui
nous font incliner vers une interpretation assimilant la strepogenine ä un substrat

preference! de la croissance et de la synthese proteique bacteriennes. Cette interpretation

ne peut toutefois etre consideree comme univoque, et il n'est pas exclu non plus

que certaines macromolecules, classees comme strepogenines, agissent au contraire

comme des inducteurs gratuits. Cela pourrait etre le cas, par exemple, avec les hauts
peptides isoles par Gonin [23] ou encore avec les facteurs non dialysables de Woolley [10].

L'inducteur de croissance serique, en revanche, ne penetre pas, dans sa totalite
du moins, dans la cellule bacterienne, et son influence sur le metabolisme endocellu-
laire s'exerce vraisemblablement ä la surface de la bacterie. Nous avons apporte
deux preuves de cette action gratuite; la premiere etait que les proteines seriques

ajoutees au milieu ne sont pas consommees par la bacterie en cours de croissance:
la deuxieme, plus determinante, est que l'inducteur, apres avoir provoque une croissance

dans une premiere culture, peut etre reutilise et a conserve une activite relative,
sinon totale, du moins tres importante.

Nous pensons done que s'il existe une parente entre les strepogenines
peptidiques et l'inducteur que nous avons decrit, celle-ci demeure enigmatique. Les
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modes d'action de ces deux types d'inducteurs semblent fort difierents, bien que
convergents dans leurs effets.

Existe-t-il une parente entre l'inducteur de croissance serique
ET LES INDUCTEURS DE SYNTHESE ENZYMATIQUE?

Nous ne tenterons pas ici de decrire le phenomene de la synthese induite des

enzymes, nommee aussi formation d'enzymes adaptatifs. Les deux enzymes les mieux

etudies dans ce domaine sont la penicillinase et la ß-galactosidase, dont la biosynthese.
dans des souches bacteriennes « inductibles », est induite respectivement par la peni-
cilline et le galactose. Nous renvoyons le lecteur aux revues de Sevag [66] 1946,

Stanier [67] 1951, Monod et Cohn [58] 1952, Pollock [68] 1959, Halvorson [69] 1960,

Pardee [70] 1961 et d'autres. Toutefois, certains aspects de la formation induite

d'enzymes doivent retenir notre attention.
Rickenberg et coll. [71], etudiant la biosynthese de la /?-galactosidase induite

par un inducteur « gratuit », ont mis en evidence l'induction simultanee d'un Systeme

« galactosido-permease » necessaire pour le transfert de l'inducteur sur le site intra-
cellulaire de son action. Cette observation est interessante dans ce sens qu'elle implique
une action de l'inducteur en question sur la cellule bacterienne, precedant le transfert
de l'inducteur ä l'interieur de la cellule. Le Systeme « galactosido-permease » doit en

eflfet, ä priori, etre induit par le galactoside avant sa penetration dans la bacterie.

Stanier [67 bis] montre chez Pseudomonas fluorescens que l'acide mandelique,
fonctionnant comme inducteur, provoque la biosynthese induite de sept enzymes,
necessaires ä l'oxydation de l'acide mandelique en acide ß-cetoadipique. II s'agit
done ici d'une induction en chaine oil chaque metabolite intermediate fonctionne

comme inducteur de la synthese de l'enzyme immediatement necessaire dans la

chaine. Dans cette perspective, il n'est pas impossible de penser que toute synthese

enzymatique requiere la presence d'un inducteur present dans le sue cellulaire.
En revanche, l'existence de souches « constitutives » contenant la penicillinase,

par exemple, affaiblit cette derniere hypothese, du moins dans la forme qui lui est

donnee ici. Ce qui nous interesse, toutefois, e'est que la presence d'un seul inducteur

enzymatique est süffisante pour declencher la biosynthese dans la bacterie d'une
serie de proteines, e'est-a-dire d'enzymes differents.

Pollock [72], Pollock et Perret [73] ont montre, en 1950 et 1951, qu'un contact
transitoire entre l'inducteur, la penicilline et la bacterie, B.cereus, etait süffisant

pour induire la bacterie ä continuer la production de l'enzyme en l'absence de

l'inducteur. C'est ce que l'on nomme depuis l'effet Pollock, qui montre le mieux
la gratuite de Taction de l'inducteur. Dans ce cas, il n'y a, en effet, pas de relation
entre la quantite d'inducteur, environ 200 molecules de penicilline sont fixees par
bacterie, et la quantite d'enzyme synthetise. Si nous exprimions ceci autrement.
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nous dirions que l'inducteur penicilline determine une synthese enzymatique sans

participer plastiquement ä celle-ci.

Kramer et Straub [74, 75] ont prepare un B. cereus induit par la penicilline.
Ces germes, devenus des lors riches en penicillinase, ont ete extraits dans un milieu
salin ä 100° C. Cet extrait s'est revele capable d'induire, en l'absence de la penicilline.
la biosynthese de penicillinase chez la meme souche de B. cereus inductible. Par

ailleurs, 1'extrait perd son activite lorsqu'il est traite par la RNA-ase. Ce dernier fait
tend ä prouver que les RNA, issus de I'induction, extraits par la solution saline,

lysables par la RNA-ase, constituent les mediateurs de la biosynthese de la penicillinase

induite et que, par consequent, 1'efFet de l'inducteur sur la bacterie serait de

promouvoir la formation de RNA nouveaux. C'est 1'effet Kramer ou l'inducteur est

constitue par les polynucleotides issus du RNA induit.
Pour revenir au probleme de la gratuite de I'induction, gratuite sur laquelle

insistent Monod et Cohn [58], il faut toutefois signaler que celle-ci est tres souvent
difficile ä mettre en evidence. La penicilline et le galactose, par exemple, ne sont pas
consideres comme des inducteurs gratuits; tandis que le phenyl-/?-D-thio-galactoside
entre dans cette categorie. Cette distinction toutefois trahit la reahte. Rappelons
ici que l'inducteur enzymatique joue un double role: susciter la formation d'une
proteine enzyme nouvelle et servir de substrat ä cet enzyme. Un certain nombre
de molecules n'assurent cependant que l'une de ces deux fonctions, la proteo-
synthese: ce sont les inducteurs gratuits sensu stricto. Neanmoins, ces inducteurs

gratuits sont, pour la plupart, encore capables de se combiner ä l'enzyme induit
en tant qu'inhibiteurs competitifs. C'est pourquoi Pollock [68] estime: «it cannot
therefore be rigorously maintained... that combination (of the inducer) with the

enzyme is not a necessary prerequisite for the manifestation of inducing activity».
Loin de nous l'idee, dans l'etat actuel de nos travaux, de vouloir etablir une

similitude trop audacicuse entrc les inducteurs de la biosynthese d'enzymes d'une

part, et l'inducteur de croissance serique d'autre part. Leur nature, tout d'abord,
est fort differente; nous avons dans le premier cas des substrats ou des substances

chimiquement apparentees ä ces substrats, dans le second cas l'inducteur est une ou
plusieurs proteines qui n'ont aucun rapport connu avec les systemes metaboliques
dont ils vont promouvoir la formation precoce dans la bacterie. Neanmoins, quelques
liens semblent exister entre ces deux types d'induction. Le premier et le plus evident
c'est que leur action resulte dans les deux cas en la formation acceleree de proteines
et des systemes metaboliques qui conduisent ä cette formation. L'inducteur
d'enzymes declenche la formation d'un ou de plusieurs systemes specifiques qui, sans

que la bacterie se multiplie forcement, donnent naissance ä des proteines nouvelles.
L'inducteur de croissance, au contraire, promeut la biosynthese en general de

systemes proteino-formateurs; une multiplication cellulaire en resulte.
Cet effet non specifique sur la biosynthese proteique ne signifie toutefois pas

obligatoirement qu'il y a identite entre les systemes, resultant de I'induction, et ceux
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qui apparaissent, en temps voulu, dans une culture temoin. Nous avons, en effet,
observe que le degre d'adaptation au milieu etait fort different selon qu'une culture
etait ou n'etait pas induite. Cette difference de comportement adaptatif doit corres-
pondre, ä un niveau quelconque du metabolisme cellulaire, ä des systemes bio-

synthetiques distincts. II n'est pas exclu, par consequent, que 1'inducteur serique
conditionne l'apparition dans la cellule de structures metaboliques originales, qui
peuvent etre genetiquement potentielles dans la bacterie non induite. Dans cette

perspective, une similitude entre les deux types d'inducteurs, enzymatique et serique,
serait evidente, puisque dans les deux cas il y aurait apparition de systemes proteino-
formateurs originaux.

IJne autre similitude est la « gratuite» que Ton peut rencontrer dans les deux

types d'induction. En effet, il semble tres probable que 1'inducteur d'enzyme agisse

gratuitement, provoquant une synthese proteique que la bacterie n'effectuait pas,
mais qu'elle gardait comme une reserve potentielle. La gratuite de Faction de 1'inducteur

serique est egalement tres probable d'apres nos experiences. L'existence simul-
tanee de cette gratuite et de la relation lineaire qui existe entre la dose d'inducteur
et Fefifet observe parle en faveur d'un processus de nature catalytique.

Plusieurs auteurs, dont Pollock [68], ont souligne que les mecanismes presidant
d'une part ä l'induction enzymatique, et d'autre part ä la formation d'anticorps,
devraient pouvoir etre apparentes. Nous ne voulons pas quitter ce sujet sans avoir

evoque cet aspect, surtout si nous songeons que 1'inducteur de croissance est une

proteine, dont 1'efTet consiste ädeclencher la biosynthese d'autres proteines dans des

cellules bacteriennes qui lui sont heterologues au sens immunologique du terme.

Quelles indications avons-nous concernant le mode d'action
DE L'lNDUCTEUR DE CROISSANCE SERIQUE?

L'hypothese la plus vraisemblable, pour repondre ä cette question, serait que
1'inducteur de croissance serique accelere ou promeut la formation dans la bacterie
de systemes proteinoformateurs, c'est-ä-dire qu'il agit sur la biosynthese du RNA
et des proteines bacteriens. Nous nous referons dans ce domaine aux revues de

Herrmann [76], Novelli [77], Harris [78], Chantrenne [79] et surtout ä celle de Gale [80],

parue en 1962.

Malmgren et Heden [81] ont montre, par microphotographie, ä 258 nm, que
le contenu de la cellule bacterienne en acides nucleiques varie entre le debut et la
fin de la periode de latence. II est plus eleve, en effet, en fin de latence, et, ä ce moment,
la RNA-ase est capable de lyser ces acides nucleiques, la DNA-ase ne Fest pas.
Caldwell et Hinshelwood [82] ont, en outre, montre qu'il existe une correlation entre
le contenu de la cellule en RNA et sa rapidite de multiplication; le DNA, lui, demeure
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constant. Ces observations ont ete confirmees, en particulier, par Kjeldgaard, Maaloe
et Schaechter [83, 84]; elles tendent ä nous faire comprendre le role de l'inducteur
de croissance comme celui d'une substance capable d'accelerer la formation de l'un
ou l'autre, ou de l'ensemble, des agents responsables de la synthese proteique. En eflfet,

si un taux critique de RNA est necessaire pour que la phase logarithmique de croissance

puisse demarrer, il faut penser que l'inducteur permet ä la bacterie d'atteindre
plus rapidement ce taux.

Reprenant et formulant ici une hypothese de travail que nous avons elaboree

au long de cet expose, nous pouvons alors suggerer l'interpretation suivante: les

experiences qui precedent ont montre que la bacterie, mise en presence de l'inducteur
serique, revele un metabolisme de croissance vif, mais inadapte; nous pensons que
cette deficience du germe induit traduit chez lui une synthese modifiee ou incomplete
du RNA. L'effet de l'inducteur serait, par consequent, de determiner la formation
brusque de certains acides ribonucleiques suffisants pour permettre une croissance

induite, mais insuffisants, en qualite ou en nombre, pour determiner une croissance

autonome, c'est-ä-dire en l'absence de l'inducteur.
Les premieres etudes concernant les sites bacteriens de la biosynthese proteique

tendaient ä localiser ceux-ci au niveau de la membrane bacterienne. En revanche, il
etait dejä connu que cette biosynthese s'effectuait surtout au niveau des microsomes
dans toutes les autres cellules examinees. Depuis, les methodes de fractionnement
s'etant ameliorees, il a ete possible de prouver que la cellule bacterienne ne se

distingue pas des autres cellules, et que les microsomes y sont bien le site par excellence
de cette biosynthese. Leur proximite de la membrane, due aux traitements, etait
responsable de ces premieres interpretations, conferant ä cet appareil un role
particulier qui ne lui est generalement plus reconnu.

Toutefois, Mc Quillen [85] a montre, en 1959, que l'addition ä une suspension
de ribosomcs de matcriaux provenant de la membrane augmente la captation d'acides
amines. Beljanski [86] a montre que des fragments de paroi et de membrane d'Alca-
ligenes faecalis incorporent tous les acides amines naturels et que cette incorporation
est stimulee par une fraction thermolabile du sue cellulaire. Spiegelmann [87] et

Nisman [88] retrouvent dans la membrane de E. coli les facteurs necessaires ä cette

incorporation. Wachsmann [89], en 1960, a prepare une fraction de la membrane
de B. megaterium, contenant 17% des proteines, 12% du RNA et 32% du DNA
de la cellule bacterienne, fraction dont le pouvoir d'incorporation d'acides amines
est plus eleve que celui de toutes les autres fractions bacteriennes. 11 semble done
bien que le röle des structures de surface de la bacterie dans la synthese proteique
ne puisse etre minimise, soit que ces structures, associees ou non ä des ribosomes,
puissent synthetiser des proteines du sue cellulaire, soit qu'elles fabriquent les poly-
petides et les proteines speeifiques de la membrane, soit encore qu'elles contiennent
des activateurs de Ia synthese proteique endocellulaire. N'oublions pas non plus
le röle qu'elles jouent forcement par le truchement des permeases.
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Si l'inducteur de croissance serique. comme nous l'avons rendu probable, ne

penetre pas dans la cellule bacterienne, il faut penser que son action a lieu au niveau
de la paroi ou de la membrane cellulaire.

Resume

L'auteur a etudie la croissance de L. caset (souche de Lausanne) en la presence et en I'absence
de serum humain dialyse ou de solutions de proteines seriques diverses. II a montre:
I. Qu'en I'absence de l'inducteur de croissance serique la Iatence de la croissance bacterienne se

divisait en deux phases nominees ici prophase de Iatence et Iatence vraie.

2 Que la presence de serum dialyse dans le milieu determine une croissance rapide qui demarre des

que la prophase de Iatence est terminee
3. Que le degre de croissance est proportionnel ä la concentration du serum contenu dans le milieu

quelle que soit la dimension de l'inoculum et quel que soit le moment, en cours de Iatence vraie,
ou l'inducteur est ajoute au milieu.

4. Que l'inducteur n'est vraisemblablement pas utilise par la bacterie pour sa croissance et qu'il
s'agirait done d'une induction « gratuite ».

5. Que la croissance induite de la bacterie se fait sans que celle-ci sou dejä adaptee au milieu. Par

consequent, il faut penser que le metabohsme adaptatif necessaire ä la croissance induite d'une
bacterie differe de celui d'une bacterie temoin

6 Que l'inducteur est une ou plusieurs proteines.
7 Que l'inducteur est contenu, pour une part importante, dans la fraction albumine et qu'il est

absent de la fraction v-globuhne du serum humain.

Les phenomenes decrits sont discutes, et il est conclu provisoirement: que l'inducteur de
croissance decnt differe sensiblement des strepogenines quant a son mode d'action et ä sa nature; qu'il
peut etre apparente aux inducteurs de la synthese d'enzymes adaptatifs par son mode d'action; que
son action porte vraisemblablement sur Tun ou l'autre des agents de la synthese proteique, et ceci
au niveau de la membrane ou de la paroi cellulaire.
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