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INTRODUCTION 

Au cours  d ' u n  t r ava i l  a y a n t  pour  b u t  d '61ucider le r61e de la s t r ep tomyc ine  (Sin) 
chez les m u t a n t s  Sm - -  ex igean ts  de B a c i l l u s  cereus, nous en 6tions venus  ~ soup~onner  
une ac t ion  de l ' a n t i b i o t i q u e  dans  la b iosynth~se  des cy tochromes .  (voir SCHAEFFER ET 
SLONIMSKI 1 et  l ' a r t i c le  IV de ce t te  s6rie2). Pour  la  m e t t r e  en 6vidence,  nous compar ions  
les t eneurs  en ees p igmen t s  des cu l tu res  " n o r m a l e s "  et  "carenc6es"* de no t re  m u t a n t .  
L a  compara i son  6ta i t  c ependan t  r endue  difficile du  fa i t  d ' une  cer ta ine  var ia t ion ,  d ' une  
exp6r ience ~ l ' au t re ,  dans  la  t eneur  en cy tochromes  des cul tures  normales  (t6moins). I1 
dev in t  b i en t6 t  mani fes te  que des diff6rences dans  l ' oxyg6na t ion  de nos cul tures  r enda i en t  
compte  de ce t te  va r i a t ion  et  que nous pouvions  la  r6duire  cons id6rab lement  en main-  
t e n a n t  cons tan te  et m a x i m a  l ' oxyg6na t ion  en cours de croissance.  L ' in t6rSt  se fit alors 
sent i r  de rechercher  j u s q u ' k  quel  po in t  une croissance s t r i c t emen t  ana6robie  af fec tera i t  
l ' 6qu ipemen t  en cy tochromes  de B .  cereus. Le probl~me ainsi  pos6, l ' emplo i  de m u t a n t s  
par t i cu l ie r s  ne s ' imposa i t  p lus :  nous avons  donc uti l is6 une souche sauvage  de B .  cereus. 

Une pa r t i e  des r6su l ta t s  a fa i t  l ' ob j e t  d ' u n e  no te  pr61iminaire 3. 
Diff6rents au teu r s  ont ,  a v a n t  nous, recherch6,  chez les bact6r ies  a6robies facu l ta t ives ,  

un effet possible  de la  croissance ana6robie  sur  le sys t~me cy tochromique .  Tous  ont  
r appor t6  des r6sul ta t s  n6gatifs,  c ' es t -k-d i re  des spect res  d ' a b s o r p t i o n  a p p a r e m m e n t  
ident iques ,  que la cu l tu re  a i t  6t6 ou non a6robie.  Quoique cer ta ins  de ces au teu r s  a ient  
eu une jus te  prescience du ph6nom~ne qu ' i l s  rechercha ien t ,  ils ne se sont  g6n6ra lement  
pas  adress6s, pour  le m e t t r e  en 6vidence,  au mat6r ie l  favorable .  

La  no t ion  de l ' adap t ib i l i t~  ~ l 'oxyg~ne  du  sys t~me des cy tochromes  a r~cemment  
fit6 c la i rement  6tabl ie  p a r  EPHRUSSI ET SLONIMSKy4, 5 qui, ainsi  que CHIN 6 ont  t rava i l l6  
sur  la levure .  

* Par cultures "normales" nous entendons celles en croissance dans un milieu contenant de la 
Sm. en concentration optima; par cultures "carenc6es", celles dont la croissance venait de s'arr~ter 
faute de Sin. (¢/. 2). 
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Nous nous proposons de donner ici une 6tude comparat ive des spectres d 'absorption 
des cytochromes de certaines esp~ces bact6riennes a6robies facultatives, selon que la 
croissance des bact6ries a eu lieu en pr6sence ou en absence d'oxyg~ne. Les esp~ees 
6tudi6es ont 6t6 B .  cereus et E .  coli. Les r6sultats different avec l'esp~ce envisag6e: le 
syst~me cytochromique de B .  cereus (cytochromes, a, b, c) est sensible k l 'absence 
d'oxyg~ne pendant  la croissance, celui de E.  coli (cytochromes a2, a~, b~)~ y est insensible. 
Les alt6rations que la croissance ana6robie de B .  cereus fait subir au spectre d 'absorption 
de cet organisme - -  le spectre des cultures a6robies 6tant pris pour r6f6rence - -  sont 
d~crites. Un fait inexpliqu6 est 6galement signal6: les cultures ana6robies de B .  cereus, 

en d6pit de la d6ficience de leur systbme cytochromique, ont une intensit6 respiratoire 
(sur glucose) 6gale ou sup6rieure k celle des cultures a6robies. 

MAT]~RIEL ET MI~THODES EXP]~RIMENTALES 

A. Souches. Nous avons utilis6 la souche 'Caron'  de Bacil lus cereus et la souche B/r  d'Escherichia coll. 
B. Mi l ieux .  Un milieu salin s glucos6 ~ 5 pour  iooo 6tait utilis6 pour  les cultures d 'E.  coli. Ce 

milieu ne convenant  pas ~ la culture de B. cereus (KNIGHT 9) nous avons  cultiv6 cet organisme en 
a jou tan t  au milieu salin de la prot6ose-peptone Difco (i pour  xooo). Darts ces milieux, le p H  final 
des cultures a6robies est  voisin de 7, celui des cul tures ana6robies par  contre varie de 6.0 £ 6. 5. 
Pour  6viter d ' a t t r ibuer  A l 'absence d'oxyg~ne des ph6nom~nes dus peut-~tre A l 'aciditd du milieu, 
le syst~me t a m p o n  du milieu salin a f r~quemment  6t6 doubl6 (phosphate  M / 5  ). La croissance bac- 
t6rienne est alors plus lente, mais  le milieu permet  d 'obtenir  des cultures riches dont  le p H  reste 
cons tan t  jusqu 'en  fin de croissance, m~me anadrobie. Ces pr6caut ions 6talent d ' a u t an t  plus n6ces- 
saires qU'ELVEHJEM 10 a not6 chez la levure la d iminut ion  de la respirat ion cyano-sensible sous l'effet 
de l 'acidification du milieu. Dans  nos essais, les rdsul ta ts  ont  ~t~ les m6mes que ffit ou non doubl6e 
la concentra t ion  en phosphates .  

C. Mode de culture. Les ensemencements  6talent  ell g6n6ral faits au I/IOOO ~ par t i r  d 'une cul ture 
de la veille et les r~coltes faites apr~s 14 A 18 heures de s6jour ~ 37 ° C. Les cultures sur  milieu solide 
ont  6t6 proscri tes;  elles l ivrent  en effet un  m61ange de bactdries d'~ge physiologique tr~s variable 
et  diff6rents au teurs  (ELvEHJEM 10, CHAIX ET P~ONCOL111) ont  not6 des changements  qual i ta t i fs  et 
quant i ta t i f s  dans l '6quipement  en cytochromes des microorganismes au cours du vieillissement. 

Les cultures adrobies se faisaient dans des fioles d 'E r l enmeyer  de 2 li tres renfermant  2oo ml 
de milieu liquide. Ces fioles 6taient agit6es hor izonta lement  (ampli tude de 5 cm, 90 oscillations 
completes  par  minute) .  

Les cultures anadrobies avaient  lieu dans des fioles d 'Er lenmeyer  de 5o0 ml  contenant  4oo ml 
de milieu. Sit6t apr~s l 'autoclavage, qui ddbarrasse le milieu des gaz dissous, les fioles 6talent re- 
froidies sous eau courante  et recevaient le glucose et l ' inoculum;  puis  on faisait barbote r  pendanL 
3 ° minutes  un  m61ange d 'azote et de CO 2 (5%), d6barrass6 des derni~res traces d 'oxyg~ne par  passage 
dans ull four ~ cuivre. Le tube  de sortie des gaz plongeait  darts l 'eau pendan t  toute  l ' incubation.  

D. R~coltes. Lors du pr61~vement des cultures, leur densit6 opt ique et leur p H  6talent mesur6s 
et leur puret6 contr61de sur  lame. On centrifugeait  les cultures ~ o ° C; les l iquides surnageant  ~taient 
filtr6s le jour  m~me sur  bougie et conserv6s A la glaci~re jusqu ' au  lendemain,  off se faisait  l 'extract ion 
des porphyr ines  (voir article I I  de cette sdriel~). Les culots bact6riens, dont  on notai t  la couleur, 
6taient lav6s une lois ~ l 'eau physiologique, la seconde centr i fugat ion se faisant  dans des tubes  
coniques graduds en i / i o  ml. La  lecture directe du volume du culot pe rmet ta i t  la pr6para t ion de la 
suspension ~. 5o% dans l 'eau physiologique, suspension utilisde pour  les examens  et dosages spectro- 
scopiques et dont  finalemellt l 'azote 6tait dos6 par  la m6thode de Kjeldahl.  

E. Examen  spectroscopique des suspensions bactdriennes. Cet examen se faisait, d ' abord  ~. la 
temp6ra ture  du laboratoire puis ~ celle de l 'azote l iquide (-196 ° C), avec un  microspectroscope 
r6version de HARTRIDG:E. L'6paisseur des pr6paratiolls variai t  de 2 £ 8 ram. 

F. Dosage du protoh~me et du cytochrome c. Pour  ces dosages nous  avons  utilis6 le microspectro- 
scope de Zeiss. 

a. Protoh~me. Le protoh~me tota l  in t rabact6r ien 6tait  dos6 sous forme de protoh6mochromog&ne 
pyridinique (PHCP), selon la m6thode de ELLIOTT ET KEILIN 13. La suspension bact6rienne, selon 
la technique d'EPHRUSSI ~T SLOIqlMSKI 6, 6tait dilu6e par  un  facteur 5/3. La solution de r6f6rence 
de PHCP,  pr6par6e avan t  chaque dosage g par t i r  d 'h6mine selon les directives de ELLIOTT ET KEILIN, 
6tait 6talonn6e au spectrophotom~tre  de Beckman ~. 556 m/~; 

b. Cytochrome c. Ce dosage ne concerne que les exp6riences po r t a n t  sur  B.  cereus. Les r6f6renees 
bibl iographiques sont  les m~mes que pour  le dosage de protoh~me. La solut ion 6talon est  une solution 
fra~che de cytochrome ¢ commercial  darts un  t am pon  phospha te  M/2o ,  p H  7.o, additionn6e d 'hydro-  
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s u l f i t e  e t  d o s 6 e  a u  B e c k m a n ,  c o n t r e  le  t a m p o n  seu l ,  5  ̀ 55 ° m # .  L e s  e x t i n c t i o n s  d e s  s o l u t i o n s - d t a l o n s  
Io  

qui c o n v i e n n e n t  l e  m i e u x  a u x  d o s a g e s  s o n t  vois ines  de l o g  ~ = O. lOO-O.12o ( @ a i s s e u r  I c m ;  ces  

valeurs  s ' e n t e n d e n t  5  ̀ 55 ° m #  p o u r  le  c y t o c h r o m e  c, 5~ 5 5 6  m/~ p o u r  le  P H C P ) .  D a r t s  les dosages  
les suspens ions  bact6riennes  s o n t  t o u j o u r s ,  c o m m e  l a  s o l u t i o n - 6 t a l o n ,  5, l a  temperature  de la piece.  

G. E x p r e s s i o n  des rdsullats  des dosages 
a. Cytochrome c. L a  v a l e u r  d e  E m M  p o u r  le  c y t o c h r o m e  c r 6 d u i t  5` s o n  m a x i m u m  d'absorption 

(55 ° m/~) e s t  28.1  (LEMBERG ET LEGGE 14, p .  349) C ' e s t  d i r e  q u ' u n e  s o l u t i o n  d e  c y t o c h r o m e  c de 

E 1 c m  = i c o r r e s p o n d  5  ̀ u n e  concentrat ion  de 3 . 5 6 .  lO .2  m i c r o m o l e  p a r  m l .  Si  n o u s  a p p e l o n s  D e 
55°m/~ I c m  . . . . . . . . . .  

l a  v a l e u r  d e  E p o u r  l a  s o l u t l o n - e t a l o n ,  Le 1 e p a l s s e u r  ell  m ~ l h m e t r e s  de cette  s o l u t i o n  q u l  donne 
55Omf* 

u n e  bande ac de m6me intens i t6  que ce l le  donn6e par une suspension bact6rienne c o n t e n a n t  n m g / m l  
d ' a z o t e  e t  r u e  s o u s  u n e  6 p a i s s e u r  L e (en m i l l i m ~ t r e s ) ,  a l o r s  l a  q u a n t i t 6  e n  micromoles  de cy tochrome 
c pr6sente  par gramme d'azote  bact6rien est  donn6e par l 'express ion:  

L e I 
( i )  C y t .  c (en # M / g  N) = 35 .6  × De × -L--b × n - 

b.  Proloh~me total. D e  l a  valeur  de l ' e x t i n c t i o n  m i l l i m o l 6 c u l a i r e  d u  P H C P  5  ̀ s o n  m a x i m u m  

d'absorpt ion rm556m/~ ~ 31 ;  LEMBERG ET LEGGE 14, p .  I77 ) ,  n o u s  t i r o n s  q u ' u n e  s o l u t i o n  d e  P H C P  
t ~ m M  

de E I c m  = I a u n e  concentrat ion  de 3 .23"  IO -~ m i c r o m o l ~ c u l e s  p a r  m l .  C e t t e  c o n c e n t r a t i o n  mo16cu-  
556m~ 

laire es t  auss i  ce l l e  du protoh~me qu i ,  m o l 6 c u l e  p o u r  m o l 6 c u l e ,  a d o n n 6  n a i s s a n c e  a u  P H C P .  E n  

conservant  l a  m ~ m e  n o t a t i o n  que ci-dessus,  (5` cec i  pros que De est  m a i n t e n a n t  l a  v a l e u r  d e  E 1 c m  
556m/Z 

pour l a  s o l u t i o n - 6 t a l o n  d e  P H C P )  e t  e n  t e n a n t  c o m p t e  d e  l a  d i l u t i o n  (5/3) apport6e par l ' a d d i t i o n  
de soude et  de pyr id ine  h l a  suspens ion bact6rienne,  nous avons:  

Le I 5 
(2) P r o t o h ~ m e  (en , u M / g  N) = 32 .3  × De × ~ × - X - 

n 3 

RI~SULTATS 

A. Etude spectroscoI)ique de B. cereus 

I. Aspect des spectres d' absorption 

Le simple examen t~ l'ceil nu des culots bact6riens permet de constater que ceux-ci 
sont de couleur cr~me dans le cas des cultures a6robies, blancs comme la craie dans celui 
des cultures ana6robies. La diff6rence se pr6cise lorsque l'on regarde les spectres d6crits 
au Tableau I. On voit  sur ce tableau que la croissance anadrobie s'accompagne d'une 
disparition spectroscopiquement complete des cytochromes a et c et d'un affaiblissement 
notable de la teneur en cytochrome b; la disparition du composant  ~c (6vidente sur les pr6- 
parations chauff6es) est, pensons-nous, responsable du d@lacement  vers le rouge de la 
bande complexe (~b + ~c) par culture ana6robie (de 555 h 558.5 m/~ tt -1960 C). Con- 
trairement k ce qu'ont observ6 E P H R U S S I  ET SLONIMSKIS, 6 chez la levure, l'apparition 
d'une bande nouvelle  b 1 n'est pas nettement  sugg6r~e dans ces exp6riences; nous n'ob- 
servons pas non plus de bande a 1 (580 m/x) dans nos cultures ana6robies. Ces diff6rences 
sont toutefois mineures et peut-~tre plus apparentes que r6elles; en effet, le fait que chez 
B. cereus a6robie les deux bandes 0cb et ~c ne sont pas nettement  distinctes suffit tt emp~- 
cher de d6celer comme singuli~re une bande interm6diaire telle que c~bl; que nous n'ayons 
pas d6cel6 la bande a 1 en ana6robiose peut seulement traduire le fait que nos suspensions 
sont, d'une fa~;on g6n6rale, moins riches en cytochromes que les suspensions de levure. 
Ces diff6rences secondaires ne doivent pas masquer l'accord profond des r6sultats obtenus 
avec ceux observ6s chez la levure, ~ savoir la disparition spectroscopiqne complete des 
cytochromes a et c. 
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TABLEAU I 
A S P E C T S  D E S  S P E C T R E S  D ' A B S O R P T I O N  D E S  C Y T O C H R O M E S  D E  B .  ceregs  

S E L O N  L E  M O D E  D E  C U L T U R E  

Les suspensions bact6riennes 5. 5o% (vol/vol) dans l 'eau physiologique sont rues  sous une @paisseur 
de 4 mm dans un spectroscope de HARTRIDGE, apr6s addit ion d'hydrosulfite. 

Cultures adrobies Cultures anadrobies 

t I 8 °C  toujours absente, m6me sous 
8 mm d'@paisseur. 

bande a a 
- - I 9 6 ° C  toujours absente, m6me sous 

[. 8 mm d'6paisseur. 

18 ° C ~ la l imite  de la visibilit6, ou tr~s 
faible, centr6e vers 559 m#. 

bande 
complexe 
(ab + ae) - - 1 9 6  ° C intensit6 faible ~ rnoyenne, cen- 

tr6e ~ 558-559 m/2, bords ~. 551 
et 565 m/~. 

bande ( 18 ° C absente 
complexe fl l - -196o C absente 

I8 °C  toujours absente m@me sous 
8 mm. Parfois un reste de bande 
ab, ~ 560 m#. 

- -  19 6o C 

bande a e 
(apr~s 
chauffage) 

~. la l imite de la visibili t6 ou 
absente, sous 8 mm, intensit6 
faible, centr6e ~ 6o2 m#. 
intensi t6 faible A moyenne 
centr@e ~. 6oo-6oi m/,. 

intensit@ faible A moyenne, 
centr6e ~. 557.5 m#, bords 
549 et 566 rap, plus intense 
c6t6 bleu. 
intensit6 tr@s forte, centr@e 
554-556 m/z, bords A 547 et 
564 m,u. 

absente 
faible, centrde £ 528 m#. 

intensi t6 moyenne, centr@e 
550 m#, bord bleu net  (548 
m#);  un faible reste de ab 
subsiste sur le bord rouge et 
s '~tend jusqu'~ 562 m/,. 
intensi t6 forte, centr@e A 548 
m/,;  le reste de ab s '6tend 
jusqu% 559 m#. 

toujours absente, m@me sous 
8 mm. Le reste de la bande ab 
est ~ 558 m/~ ses bords ~ 55o et 
566 m/~. 

I I .  Dosages de cytochrome c et de protoh~me 

Les  r 6 s u l t a t s  d e  ces  d o s a g e s ,  q u i  f i g u r e n t  a u  t a b l e a u  II, m o n t r e n t  q u e  les bact&ies 
obtenues par culture ana~robie contiennent en moyenne o.2 mg de protoh~me par gramme 
d'azote bact&ien, soit environ 5 / o i s  moins que les bact&ies cultiv~es en a~robiose*. Q u a n t  

a u  c y t o c h r o m e  c de  B.  cereus a n a 6 r o b i e ,  n o u s  n ' a v o n s  p u  le d o s e r  f a u t e  d ' a v o i r  v u  sa  

b a n d e  ~ d ' a b s o r p t i o n ;  m a i s  n o u s  p o u v o n s  e s s a y e r  d e  f ixer  ~ s a  c o n c e n t r a t i o n  d a n s  les  

b a c t 6 r i e s  u n e  l i m i t e  sup@rieure,  i m p o s 6 e  p a r  l a  l i m i t e  d e  s e n s i b i l i t 6  d e  n o t r e  m 6 t h o d e  

d ' o b s e r v a t i o n .  U n e  s o l u t i o n  de  c y t o c h r o m e  c d ' e x t i n c t i o n  E 1 c m  - -  o .o41,  o b s e r v 6 e  
550 m/z  

18 ° C a u  s p e c t r o s c o p e  d e  ZEISS, cesse  de  p r o d u i r e  u n e  b a n d e  a p p r 6 c i a b l e  tt l ' oe i l  l o r s q u e  

son  @ a i s s e u r  e s t  i n f 6 r i e u r e  ~ 6 m m .  I n t r o d u i s a n t  ces  v a l e u r s  de  De e t  L~ d a n s  l a  f o r m u l e  

2 r a p p o r t 6 e  p l u s  h a u t ,  n o u s  o b t e n o n s  p o u r  les  e x p 6 r i e n c e s  a 1 k a 6 d u  T a b l e a u  II, des  

t e n e u r s  m a x i m a  e n  c y t o c h r o m e  c a l l a n t  de  o . I I  tt o . 1 5 / z M  (soi t  1.8 ~ 2.5 mg)  p a r  g 

d ' a z o t e  b a c t 6 r i e n .  N o u s  p o u v o n s  d o n e  a f f i r m e r  q u e  la  t e n e u r  e n  c y t o c h r o m e  c c h e z  B .  

cereus a n a 6 r o b i e  e s t  inf@rieure  a u  c i n q u i ~ m e  d e  sa  v a l e u r  a6 rob i e .  Mais ,  m ~ m e  l o r s q u e  

les s u s p e n s i o n s  " a n a @ r o b i e s "  s o n t  observ@es tt l a  t e m p 6 r a t u r e  de  l ' a z o t e  l i q u i d e ,  l a  b a n d e  

* La levure "ana~robie"  cont ient  le t iers du protoh~me de la levure "a6robie" (EPHRUSSI ET 
SLONIMSKI loe. cir.). 
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T A B L E A U  II  
T E N E U R S  E N  C Y T O C H R O M E  C E T  E N  P R O T O H ~ M E  D E  B. cereus "CARON", 

S E L O N  Q U ' I L  E S T  C U L T I V ~  E N  A ~ R O B I O S E  O U  I~N A N A I ~ R O B I O S E  

265 

Mode No  
de culture de l' expdrience 

Cyt. c par  g d'Aa. 
bact~rien exprimd 

ProtohOme par g d 'Az.  
bact~rien exprim~ 

en t zM en me* en i t M  en me** 

A~robie 

Ana6robie  

A 1 
A~ 
Aa 

-} az Ier  passage  

aa 2~me passage  

as l 3~me pas sage  
a 8 J 

0.72 11.9 1.5I 0.93 
0.55 9.I  1.74 1.o7 

1.57 0.97 

0.38 0.23 
pas  de c y t o c h r o m e  1 . 8 0  * * * I .  I I * * * 

d6celable 0.24 o.15 
s p e c t r o s c o p i q u e m e n t  o. 24 o. 15 

0.47 0.29 
o . I 9  0 . 1 2  

* E n  a d m e t t a n t  u n  poids  mol6cula i re  de 16,5oo ( T H E O R E L L l S ) .  

** Po ids  mol~culaire  618. 
*** N o u s  nous  e x p l i q u o n s  m a l  ces va l eu r s  t y p i q u e m e n t  "a6rob ies"  des t e n e u r s  en p ro toh~me  

d a n s  une  exp6r ience  off pa r  a i l l eurs  les c y t o c h r o m e s  a e t  c n ' d t a i en t  pas  d6celables e t  off des por-  
p h y r i n e s  on t  6td excr6t6es  (c/. SCHAEFFERI~). I1 semble  difficile d ' i n v o q u e r  une  ana6robiose  i m p a r f a i t e ;  
peu t -S t re  la  r6colte des  bact6r ies  es t -e l le  i n t e r v e n u e  ce t te  lois A un  m o m e n t  diff6rent  du t roub le  
m~tabo l ique  qui  su i t  le pas sage  de l 'a6robiose g l ' ana~robiose  ? Ce r6su l t a t  n ' a  6t6 ob t enu  q u ' u n e  lois. 

du cytochrome c reste invisible. Si l 'on admet  avec KEILIN ET HARTREE 15 que l'in- 
tensit6 des bandes d 'absorpt ion du cytochrome r6duit est multipli6e par un facteur 6 
lorsque l 'examen est fait ~ la temp6rature de l 'azote liquide, c'est d~ moins d'un trentiOme 
de sa teneur " abrobie" qu'il /aut estimer la teneur "anabrobie" en cytochrome c de B. cereus. 
Encore n'est-il pas exclu que ce cytochrome fasse totalement  d6faut*. 

B. Intensitb respiratoire de B. cereus en /onction du mode de culture 

Les r6sultats spectroscopiques expos6s ci-dessus ont 6t6 contr616s par des mesures 
rnanom6triques de la respiration. La technique de ces exp6riences appelle quelques 
observations : 

i .  I1 es t  n6cessa i re  de l ave r  les bact6r ies  de s t i n i e s  a u x  mesures ,  s inon  la resp i ra t ion  des sus-  
pens ions  ob t enues  apr~s cu l tu re  anadrobie  e s t  axt i f ic ie l lement  61ev6e**. 

2. Les  s u r n a g e a n t s  de la p remie re  cen t r i fuga t ion  des  cu l tu res  d ta ien t  conserves  pour  y doser  
les po rphy r ine s  (c[. 12). L ' a b s e n c e  de p o r p h y r i n e s  dans  les m i l i eux  de cu l tu re  a6robie, leur  pr6sence 
dans  les mi l i eux  de cu l tu re  ana6robie ,  fou ru i s sa i en t  u n  pr6c ieux contr61e des  condi t ions  d ' o x y g 6 n a t i o n  
a y a n t  e f l ec t i vemen t  p r6va lu  p e n d a n t  la  croissance.  

3. Lo r sque  des  culo ts  bac t6r iens  6 ta ien t  repris  dans  u n  s imple  t a m p o n - p h o s p h a t e  (le s u b s t r a t  
glucose 6 t an t  a jou t6  ~ pa r t i r  du  diver t icule  de la fiole de WARBURG au  t e m p s  z6ro), les respi ra t ions  
endog~nes  des  fioles t 6 m o i n  s ans  g lucose  6 ta ien t  e x t r ~ m e m e n t  61ev~es. L ' exp l i ca t i on  en  es t  t rouv6e  
d a n s  la lyse  par t ie l l e  que  s u b i t  r a p i d e m e n t  une  suspens ion  dc B. cereus en  6 ta t  de jefine g luc id ique  
e t  qu i  fa i t  respi rer  les bac t6r ies  s u r v i v a n t e s  su r  u n  l y s a t  complexe .  On  ne  p e u t  donc  p r a t i q u e m e n t  
pa s  m e t t r e  une  " re sp i r a t ion  endog6ne"  en 6vidence  chez eet  o rganisme.  (MONOD le p remie r  a d6cri t  
la  lyse  pa r  jefine g luc id ique  chez  Bacil lus  subtilis, o rgan i sme  vois in  du  n6trel~). E n  cons6quence  ces 
eu lo t s  bac t~r iens  f u r en t  repr is  d a n s  u n  t a m p o n  glucos6 (5 pou r  iooo) e t  les va l eu r s  des  QO 2 donn~es  

* Le r a p p o r t  c o r r e s p o n d a n t  chez la l evure  es t  e s t im6  ~ x/5o~me ( E P H R U S S I  I~T SLONIMSKI 
loc. cir.). 

** L ' ac ide  l ae t ique  a c c u m u l 6  a u  cours  de la c ro issance  ana6robie  es t  p rdsum~ responsab le  de la 
c o n s o m m a t i o n  acc rue  d 'oxygbne .  
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ci-dessous s'entendent non corrig6es pour la respiration endog~ne. Une heure environ s'6coulait entre 
la mise en contact des bact6ries avec le tampon glucos6 et le d6but des mesures manom6triques. 

4- Ces mesures 6taient faites ~ 37 ° C sur 2.5 ml de suspension bact6rienne contenant de 80 
IOO/zg N/ml. 

Les QO 2 (N) (nombre  de ml d 'oxyg~ne  consomm6s au cours de la p remiere  heure  
37 ° pa r  mg d ' azo t e  bact6r ien)  furen t  de 38o pour  les cu l tures  a6robies et  de 456 pour  les 
cu l tures  ana6robies*.  On voi t  qu ' en  d6pi t  de la d6ficience spec t roscopique  du  sys t~me 
de KEILIN-\¥ARBURG pr6sentde pa r  les cu l tures  ana6robies  celles-ci ont  un QO2 (glucose) 
6gal ou mfime sup6rieur  ~ celui des cu l tu res  afrobies .  Ce ph6nom~ne i n a t t e n d u  n ' e s t  pas  
dfi ~ une synth~se de cy toch rome  au cours de l 'exp6rience.  Chez la levure,  au contra i re ,  
la d i spar i t ion  des cy tochromes  a et  c, indui te  p a r  croissance ana6robie,  s ' a ccompagne  
d ' une  d iminu t ion  tr~s no tab le  de l ' in tens i t6  resp i ra to i re  (EPHRUSSI ET SLONIMSKI6). I1 
est  d 'a i l leurs  g6n6ra lement  admis  que l ' in tens i t6  resp i ra to i re  est  fonct ion de la  t eneur  
des cellules en cy tochromes .  

Nous  nous sommes  demand6  si la croissance ana6robie  de no t re  germe ne s ' accom-  
pagna i t  pas  d ' u n e  h y p e r p r o d u c t i o n  d ' un  sys t~me a u t o - o x y d a b l e  de na tu r e  diff6rente, 
qni  v i end ra i t  compenser ,  et  au-del~,  la  pe r t e  d ' a c t i v i t 6  resp i ra to i re  due k la  carence du 
sys t~me cy tochromique .  Les r f s u l t a t s  de PEXT 16 p o u v a i e n t  nous encourager  darts ce t te  
voie, puisque cet  au teu r  observe  chez la  levure  que la  t eneur  en f lavines augmen te  plus  
de deux  fois p a r  cu l tu re  ana f rob ie  et  pros de qua t r e  fois pa r  cu l tu re  en p r f sence  d 'HCN,  
inh ib i t eu r  de la  cy t0chrome-oxydase .  L ' 6 tude  c o m p a r f e  de la cyano-sensibi l i t6  de la  
resp i ra t ion  sur  nos cul tures  a6robies d ' une  par t ,  ana6robies  d ' a u t r e  p a r t  s ' imposa i t  pour  
m e t t r e  l ' hypo th~se  ~ l '6preuve.  Les r6su l ta t s  de ce t te  6tude f igurent  au T a b l e a u  I I I .  

TABLEAU I I I  
CYANO-SENSlBILITI~ DE LA RESPIRATION D E  B. cereus SUR GLUCOSE 

SELON LE MODE AI~-ROBIE OU ANA]~ROBIE DE CROISSANCE 

QO, QO, (cA-)- Inhibition % 

Cultures a6robies 29 5.6 8I 

Cultures ana6robies 52 Io.2 8o. 5 

Les QO 2 (ml 03/60 min/mg poids sec) s'entendent non corrig6s pour la respiration endog~ne 
(voir texte). Concentration en HCN: M/3oo. 

L a  cyano-sensibi l i t6  ~tant ,  comme on le voi t ,  i n d @ e n d a n t e  du mode  de cul ture ,  
l ' hypo th~se  d ' une  resp i ra t ion  v ica r i an te  pa r  les f l avopro t f ines  t o m b e  d 'e l le-m~me.  

Nous  rev iendrons  dans  la  discussion sur l ' i n t e rp r6 t a t i on  de ces faits.  

C. Etude spectroscopique d'Escherichia coli 

I. Aspect du spectre d'absorption 

Le spect re  r6dui t  d'E. coli, cult iv6 en a6robiose,  ne nons a permis  de d6celer que 
deux bandes  (c/. 4): 

I .  la  b a n d e  eb 1, forte,  cen t r f e  ~t 561 m/~, a y a n t  ses bords  k 569 et  554 m/~ (18°). (Ces 
chiffres se modif ient  comme sui t  k la t emp6ra tu r e  de l ' azo te  l iqu ide :  cent re  ~ 559 m/z, 

* L'addition d'h6mine aux suspensions bact6riennes ne modifie pasces  chiffres. 

Bibliographie p. 27o. 



VOL. 9 (1952) M]~TABOLISME BACTERIEN DES CYTOCHROMES ET PORPHYRINES I 267 

bords h 566 et 551 m~). Le refroidissement ne comporte pas de d6doublement net de la 
bande). 

2. La bande fl, faible, vers 530 m~ (18°); nous n 'avons jamais d6cel6, dans les cul- 
tures a6robies de la souche B/r, les bandes ~a 1 et ~a~. 

Avec la m~me souche cultiv6e en ana~robiose, nous avons toujours observ6 une 
bande cob 1 non affect6e dans son intensit6, mais 16g~rement d6plac6e dans son ensemble 
vers les courtes longueurs d 'onde:  558 m/, ~ 18 °, 556 ~ -I96° C; nous avons souvent 
observ6 la bande ~a2 difficilement d6cel6e ~ 18 ° (629-630 m~) mais nette quoique faible 

-1960 (627-628 m/~); parfois, et seulement h la temp&ature de l 'azote liquide, nous 
avons aper~u la tr~s faible bande ~a 1 (vers 594 my). Ces bandes ~az et surtout ~a 16tant 
souvent h la limite de la visibilit6, nous n'osons pas affirmer que le fait que nous ne les 
ayons d6cel6es que dans des cultures ana6robies soit significatif; le serait-il en v6rit6, 
que nous ne saurions en proposer d'explication. Par contre le d6placement de la bande 
~b 1 nous semble au-delh des erreurs de mesure; il se retrouve dans toutes nos exp6riences; 
sa signification nous 6chappe. 

En r6sum6, l'absence d'oxyg~ne en cours de croissance n'entrMne pas, chez E. coli, 
de bouleversement du spectre des cytochromes," conclusion d'ailleurs 6nonc6e par d'autres 
auteurs (voir discussion). 

2. Dosages de protoh~me 

Les culots de centrifugation des cultures de E. coli sont uniform6ment de couleur 
ros6e, que l'oxyg~ne ait ou non 6t6 pr6sent au cours de la croissance. Les dosages de 
protoh~me sont en accord avec cette observation. Nous reproduisons ~ titre d'exemple 
le r6sultat d'une exp6rience type:  

a. Culture a&obie. La  suspens ion  bac t6 r i enne  (i i,  6 rag, N/ml) ,  t r a i t 6e  g la  soude et  A la  p y r i d i n e  
(d'ofi une d i l u t i o n  de 5/3) e t  examinde  sous une  ~paisseur  de 1.9 Inm, fourn i t  une  bande  (556-557 m/~) 

d ' i n t ens i t 6  dqu iva len te  g cel le  d 'une  so lu t ion  6ta lon de densi t6  op t ique  E I cm = o.090, t ravers6e  
55 ° m/z 

sous une 6paisseur  de i 6  ram. E n  a p p l i q u a n t  l a  Io rmule  2 ci -dessus nous avons :  

16 I 5 
32 .3 '0 .09  ° 3 .5 /~M de p ro toh~me/g  N bac t6 r i en  

1.9 11.6 3 

b. Culture ana&obie. La r 6 s u l t a t  du dosage, effectu6 le m 6 m e  jour  £ l ' a ide  de la  m6me so lu t ion-  
dtalon,  condu i t  de m~me X l ' exp re s s ion :  

13 I 5 
32.3-0.090 . . . . . . . . .  3.8 /~M de p ro toh~me/g  N bactdr ien.  

2.0 8. 3 3 

La  diff6rence en t re  les deux  chiffres obtenus ,  inf6r ieure  g lO%,  n ' e s t  pas  s igni f ica t ive ,  compte  
t enu  de la  pr6cis ion de la  m6thode.  E l l e  s 'es t  c e p e n d a n t  re t rouv6e  au cours  de deux  au t r e s  expdr iences  
semblab les .  

On voit donc que l 'examen qualitatif du spectre et les teneurs en protoh~me indi- 
quent que le mode a~robie ou ana~robie, de culture, n' a/]ecte que tr& peu lYquipement cyto- 
chromique de E. coli. 

DISCUSSION 

Les premieres ~tudes des cytochromes bactSfiens ont port~ sur la description des 
spectres d'absorption chez les diff~rentes esp~ces et ont tent5 d'~tablir la signification 
des bandes observ6es. Elles ont permis de constater le parall61isme existant entre la 
richesse des esp~ces en cytochromes et leur activit~ respiratoire. On a plus tard recherch6 
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si la teneur en ferments respiratoires de bact6ries adrobies facultatives ddpendait du 
mode a6robie ou ana6robie de leur culture. On peut se demander pourquoi une telle 
influence n 'avai t  pas 6t6 reconnue* jusqu'k ce jour. 

Pour ce qui est des t ravaux de FREI et co11.19 et de MANN (cit6 par GALE ~°) la 
r6ponse est simple: ces auteurs ont travaill6 sur E.  coli dont le syst6me cytochromique, 
nous l 'avons ici confirm6, est tr~s peu sensible au mode de culture. De nombreuses esp~ces 
par contre ont 6t6 6tudi6es k ce point de vue par F U J I T A  ET KODAMA 21 qui pourtant ne 
d6c~lent aucune action de l 'oxyg6nation au cours de la croissance. Baci l lus  subtilis, 
B .  anthracis  (germes qui, comme B.  cereus ont les 3 cytochromes a, b, et c) figurent parmi 
les esp~ces 6tudi6es. II faudrait donc admettre, si les r6sultats de ces auteurs sont exacts, 
que le cas de B.  cereus est tr~s particulier. Nous penchons plut6t k croire que des con- 
ditions peu rigoureuses de culture sont ~ incriminer dans le travail des auteurs j aponais. 
L'agitation des cultures en couche mince est une pratique assez rdcente chez les bact6rio- 
logistes, qui ont fr6quemment consid6r6 comme a6robie toute culture au cours de laquelle 
ils n 'avaient pas sciemment 61imin6 l'oxyg~ne, et notre exp6rience de B.  cereus est 
qu'une culture liquide de quelques centim6tres d'6paisseur, au contact de l'air, mais non 
agit6e, est quant k son spectre, proche de l 'aspect ana~robie. Quoiqu'il en soit, nous 
avons 6tudi6 deux germes, B.  cereus et E .  coli et nous fondant sur l 'aspect de leur spectre, 
nous les avons trouv6s diff6rents dans leur r6ponse k l'oxyg~ne. Nous verrons dans un 
prochain article TM que l'6tude de crit~res autres que la teneur en cytochromes conduit 

la m~me conclusion. I1 existe donc deux types de bact6ries a6robies facultatives : l'un, 
type B.  cereus, qui par passage d 'un mode de croissance k l 'autre change profond6ment 
son m6tabolisme et subit des remaniements 6vidents: l 'autre, type E.  coli, pour lequel 
nous n'avons pas d'indice de tels bouleversements. (c]. ~ ce propos les conclusions 
d'AuBEL ET SZULMAJSTER 28 et le travail de FOWLER~4). 

I1 nous faut maintenant discuter la question suivante: la transformation observ6e 
dans le syst~me catalytique respiratoire de B.  cereus avec le mode de croissance est-elle 
une modification ph6notypique d'une population bact6rienne g6notypiquement stable, 
ou au contraire une substitution par mutation, ~t la population initiale, d 'une population 
g6n6tiquement diff6rente. La mani~re la plus simple de trancher la question consiste 
r6p6ter l'exp6rience dans des conditions excluant la croissance. Des cultures ana6robies 
de B.  cereus ont 6t6 remises en suspension dans un tampon glucos6 et soumises £ une 
a6ration puissante et prolong6e. Des parties aliquotes de la suspension, pr61ev6es k des 
temps variables ont 6t6 examin6es au spectroscope. MSme apr~s 24 heures d'oxyg6nation 
le r6sultat fut n6gatif: en absence de croissance, contrairement k ce qu 'ont  observ6 
EPHRUSSI ET SLONIMSKI chez la levure, B.  cereus "ana6robie" ne synth6tise pas nota- 
blement les cytochromes dont il est d6pourvu**. Nous ne pensons cependant pas qu'il 
faille interpr6ter ce r6sultat comme infirmant l'hypoth~se de la transformation ph6no- 
typique, mais seulement comme iUustrant une fois de plus le fait bien connu que les 
bact6ries, organismes pauvres en r6serves, sont quasi incapables d 'adaptation enzymati- 
queen  l'absence d'une source exog~ne d'azote. Le levure au contraire s 'adapte ais6ment 
dans ces conditions. Encore que la preuve exp6rimentale nous fasse d6faut, nous pensons 
donc que, chez B.  c~reus comme chez la levure, le passage de l'a~robiose ~ l'ana6robiose 

* Seule, a p p a r a m m e n t  STEPHENSON admet  cette influence dans  son trai t6 ~2 mais  sans appuyer  
son opinion sur  des r~f6rences bibl iographiques.  Nous n ' avons  pas connaissance de t r a va ux  publi6s 
qui aient pu  justifier cette opinion, ~ moins  que l ' au teur  n 'a i t  eu ~ l 'espr i t  le cas de la levure. 

L 'addi t ion  de protoh~me au t a m p o n  glucos6 lie modifie pas le r6sultat .  
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e t  v i c e - v e r s a  a s e u l e m e n t  p o u r  effet  de  p r o v o q u e r  l ' 6 t a b l i s s e m e n t  d ' u n  n o u v e l  6qu i l ib re  

m 6 t a b o l i q u e .  
N o u s  a v o n s  p o u r  t e r m i n e r  ~ r e v e n i r  su r  le fa i t  q u e  l ' a c t i v i t 6  r e s p i r a t o i r e  de  B .  cereus ,  

n o t a b l e m e n t  a p p a u v r i  en  c y t o c h r o m e s  p a r  c u l t u r e  ana6rob ie  es t  n 6 a n m o i n s  (sur glucose,  

seul  s u b s t r a t  util is6) 6gale ou sup6r i eu re  k cel le  du  m S m e  o r g a n i s m e  p o r t e u r  d ' u n  sy s t~me  
r e s p i r a t o i r e  s p e c t r o s c o p i q u e m e n t  c o m p l e t .  Ce fa i t  v a  ~ l ' e n c o n t r e  de  la  r e l a t i o n  g6n6rale-  

m e n t  a d m i s e  e n t r e  la  t e n e u r  des  ce l lu les  en  c y t o c h r o m e s  et  l ' i n t e n s i t 6  de  l eu r  r e sp i r a t i on .  

L a  l e v u r e  ob6 i t  k c e t t e  r e l a t i o n  p u i s q u '  EPHRUSSI ET SLONIMSKI 6 t r o u v e n t ,  p o u r  le QO~ 

de leurs  cu l t u r e s  ana6rob ies ,  une  v a l e u r  80 fois in f~r ieure  ~ cel le  du  QO~ des cu l tu re s  

a6robies .  L a  sens ib i l i t6  de  la  r e s p i r a t i o n  au  c y a n u r e  n ' 6 t a n t  pas  modif i6e  p a r  le m o d e  de  
cu l tu re ,  force  est  d o n c  d ' i n v o q u e r  dans  les cel lules  a6robies  de  B .  cereus  la  poss ibi l i t6  

d ' u n  exc~s cons idd rab le  de  c y t o c h r o m e s ;  a insi  ce sy s t~me  p o u r r a i t - i l  ne  pas  l i m i t e r  la  
v i t e s se  des  o x y d a t i o n s ,  m S m e  l o r s q u ' i l  est  q u a n t i t a t i v e m e n t  d i m i n u 6  au  p o i n t  de  n ' 6 t r e  

p lus  p e r c e p t i b l e  s p e c t r o s c o p i q u e m e n t .  L a  seule  a u t r e  issue poss ib le  se ra i t  dans  l ' e x i s t e n -  

ce, chez  B .  cereus  " a n a 6 r o b i e " ,  d ' u n e  r e s p i r a t i o n  c y a n o - s e n s i b l e  a u t r e  q u e  cel le  des c y t o -  

ch romes .  Ces conc lus ions  peu  o r t h o d o x e s  s o n t  e x a c t e m e n t  cel les  a u x q u e l l e s  s o n t  a r r iv6s  
WARING ET WERKMAN 25 dans  l eu r  ~ tude  de  la  r e s p i r a t i o n  d ' A e r o b a c t e r  ae rogenes  pr iv~  

de  son s y s t ~ m e  c y t o c h r o m i q u e  p a r  c u l t u r e  dans  un  mi l i eu  oh  le fer  r e p r d s e n t a i t  le f a c t e u r  

l i m i t a n t .  

R]~SUM]~ 

i. Alors que les cultures a6robies de B. cereus montrent les bandes d'absorption des cytochromes 
a, b, et c, les cultures ana6robies de cet organisme sont spectroscopiquement d6pourvues des com- 
posants a e tc .  

2. Les teneurs en cytochrome c et en protohSme total de B. cereus cultiv6 en absence d'oxyg~ne 
repr6sentent au maximum I/3o~me et I/5~me, respectivement, des valeurs correspondantes trouv6es 
pour les cultures a~robies. 

3- La preuve exp6rimentale que ces transformations se font A g~notype constant n 'a  pu 6tre 
apport6e. 

4- En d6pit de l 'alt6ration de leur syst~me cytochromique les cultures ana6robies de B. cereus 
poss~dent une activit~ respiratoire sur glucose un peu sup~rieure & celle des cultures a6robies. 

5. L'aspect du spectre d'absorption et les r~sultats des dosages de protohSme ne d6c~lent pas 
de perturbations majeures du syst~me cytochromique de E. coli, lorsqu'il passe de la croissance 
a6robie ~ la croissance ana6robie ou vice-versa. 

SUMMARY 

I Although aerobic cultures of B. cereus show absorption bands of cytochromes a, b and c, the 
anaerobic cultures of this organism are spectroscopically devoid of the components a and c. 

2. The maximal quantities of cytochrome c and total  protoheme of B. cereus grown in the 
absence of oxygen are 1/3o and I/5, respectively, of that  in aerobic cultures. 

3. We have not been able to demonstrate that  these changes are non-genetic in nature. 
4- In spite of the fact that anaerobic cultures of B. cereus have an altered cytochrome-system, 

their respiratory act ivi ty  on glucose is greater than that of the aerobic cultures on this substrate. 
5- The absorption spectrum and the total protoheme estimations failed to show any definite 

change in the cytochrome system of E. coli when it  is transferred from aerobic to anaerobic cultural 
conditions and vice-versa. 

ZUSAMMENFASSUNG 

I. W~hrend die aeroben kulturen yon B. cereus Absorptionsbanden der Zytochrome a, b undc 
zeigen, sind anaerobe l~ulturen dieses Organismus spektroskopisch ohne die Komponenten a undc. 

2. Der Gehalt an Zytochrom c und an Gesamtprotoh~im yon B. cereus, in Abwesenheit yon 
Sauerstoff gewachsen, stellt h6chstens 1/3o beziehungsweise i/5 der fiir aerobe Kulturen gefundenen 
Werte dar. 
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3. Wir  konnten  den Beweis nicht  erbringen,  dass diese Aenderungen einem kons tan ten  Genotyp  
entsprechen.  

4- Trotz den St6rungen in ihrem Zytochromsys tem zeigen die anaeroben Kul tu ren  von B. cereus 
eine etwas gr6ssere Atmungsakt iv i t i i t  mi t  Glucose als die aeroben Kulturen.  

5. Das Absorp t ionsspec t rum und die Bes t immungen  des Gesamtprotoh~ims zeigen keine wich- 
t igen St6rungen des Zytochromstoffwechsets  ill E. coli beim Uebergang yore aeroben zum anaeroben 
W a c h s t u m  und  umgekehr t .  
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