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FIG. 1 Colpidium campylum : FIG.

contraste interférentiel (x 1400)

Colpidium campylum : imprégnatiox
par le protargol (x 2000). Le corti
cotype est de 21-22 cinéties.
Document obtenu en collaboration av

le Dr GROSLIERE (Clermont Ferrand)

FIG. 3

Colpidium campylum : vue en microscopie &lectronique
la Ml est constituée d'une seule rangée de cinetosomes
NAartimanrt ~Ahtrernin ann croallabkaratrian avaer 1o Dy POARCHRET (T111a)
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Si le Cilié holotriche Colpidiwn a été décrit par STOKES dés 1885
(208), il a fallu attendre 50 ans aprés cette dé&couverte pour obtenir les
premiéres cultures stériles de cet organisme. Cette difficulté de culture
a détourné de nombreux chercheurs vers Tetrahymena, beaucoup moins exigeant,
et ce Cilié est trd@s rapidement devenu un mod&le comme 1'est Escherichia

col?l chez les bactéries.

La systématique méme du genre Colpidiwm, &bauchée par STOKES et
modifiée par BRESSLAU (25) est restée confuse jusqu'aux travaux de CORLISS
(47, 48) qui a séparé nettement les genres Tetrahymena, Colpidium et
Glaucoma tout en les regroupant dans la famille des Tetrahymaenidae. C'est
le travail de Mc COY en 1974 (49) qui permettra de constater qu'il existe
trois espdces de Colpidium dont 1'une, C. campylum comprend probablement

des espéces ou sous—espéces cryptiques.

Les travaux concernant la biologie de C. campylum sont demeurés
trés longtemps en nombre trés limité. CHATTON et CHATTON (36, 37, 38) ont
réalisé les premilres observations sur les rapports entre Colpidium et les
bactéries. Dix ans plus tard, vers 1935, des travaux importants ont &té
réalisés sur la nutrition bactérienne, la culture axénique et le métabolisme
de Colpidium campylum, mais un certain nombre de publications de cette
8poque sont entachées de suspicion du fait de confusions probables avec
Tetrahymena. Aprds 1950, ce dernier Cilié& draine toutes les recherches et

les études sur Colpidium deviennent trés restreintes.
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Au début de notre travail, nous avons découvert que Colpidium
campylum (figures 1, 2, 3) &tait le Cilié le plus abondant dans un &tang
d'oxydation expérimental. Vu la documentation tré&s réduite qui existait

alors sur ce sujet, il nous a semblé intéressant de faire une &tude appro-
fondie sur sa nutrition. Nos buts &taient alors multiples : nous voulions
obtenir ce Cilié en 'culture axénique afin de comparer ses besoins nutritifs
d ceux de Tetrahymena dont il est tr@s proche taxonomiquement ; ces travaux
pouvaient nous permettre, en outre, d'aborder 1'étude de la biochimie de
cet organisme. Nous voulions &tudier sa nutrition holozoique 3 la fois sur
le plan qualitatif et quantitatif, ceci afin de pouvoir estimer son rdle

dans le milieu dont nous l'avions isolé.

Nous voulions enfin examiner sa sensibilité& aux polluants de 1l'en-
vironnement afin d'approfondir ce domaine de connaissance alors peu exploré
chez les Protozoaires. Pour cela, il nous fallait mettre au point des métho

des de mesure de toxicité&, puis les éprouver sur un large &ventail de subs~

tances.

Ces trois objectifs ont donc fait l'objet des travaux que nous

nous proposons de rapporter ici.
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PREMIERE PARTIE

ANALYSE BIBLIOGRAPHIQUE



CHAPITRE I

LA NUTRITION CHEZ COLPIDIUM ET CHEZ
LES PROTOZOAIRES CILIES
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On peut distinguer, chez les Protozoaires, trois types de

nutrition :

- La nutrition holophytique ou autotrophique, caractéristique des
Phytomastigia et, chez les Ciliés, de quelques représentants comme Paramectur.
bursaria. Il y a photosynth@se grice i des chloroplastes (Phytomastigia) ou
des algues symbiotiques (Zoochlorelles chez Paramecium bursaria, Zooxanthelle
chez Paraeuplotes tortugensis). Chez certaines espdces, un complément ali-

mentaire est indispensable.

- La nutrition saprozoique, caractéristique des formes parasites
ou dépourvues d'organe buccal, n'est pas leur apanage strict. Tetrahymena
est probablement en partie saprozoique dans la nature. Il 1'est presque

totalement en culture axénique.

- La nutrition holozoique est le mode d'alimentation typique des
Protozoaires munis d'organites d'ingestion. C'est la capture des aliments

présents dans le milieu sous une forme particulaire.

Beaucoup de Protozoaires utilisent simultanément divers types de

nutrition ; ils sont nommés pour cette raison mixophytiques. .

Nous examinerons successivement les données bibliographiques
relatives 3 la nutrition axénique de Colptidium campylum, puis celles portant
sur la nutrition holozolque chez les Cili&s, qui est d'une portée tré&s géné-

rale.
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A - NUTRITION AXENIQUE DE COLPIDIUM CAMPYLUM

Parmi tous les Protozoaires Ciliés, Colpidium a été tr@s tdt
1'objet de tentatives de mise en culture axénique. Mais si des milieux trés
efficaces ont &té mis au point pour la culture de Tetrahymena et de
Paramecium, de nombreuses difficultés ont &té rencontrées pour la culture
de Colpidium, et tous les aspects de ses exigences nutritives n'ont pas

encore &té& &lucidés.

I - CULTURE SUR MILIEUX COMPLEXES

ELLIOT (67) constate que 1'ax@&nisation de Colpidium striatum
doit se faire progressivement pour accoutumer le gilié 3 1'absence de bacté-
ries. Colpidium peut se cultiver sur différents bouillons peptonés, le
bouillon au dextrose de Difco &tant excellent, il liquéfie la gélatine
et coagule le lait tournesolé ; la tryptone Difco peut €tre couramment
utilisée. Le pH optimal de culture est situé entre 5,5 et 6,4. Testant la
valeur nutritive de différentes peptones Difco (70), ELLIOT établit la
hiérarchie suivante : tryptone > protépse peptone > yeast extract >
néopeptone > extrait de foie > bacto veal > bacto peptone > bacto-
hémoglobine > bacto gélatine. Il existe un rapport entre acides aminés

totaux et valeur nutritive. L'addition d'autolysat de levure est nécessaire

pour obtenir une bonne croissance et l'optimum de concentration se situe
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entre 1 et 3 Z. Il existe des enzymes extra-cellulaires qui attaquent la

caséine (67) et la gélatine (140).

HALL et ELLIOT (94) ont étudié la croissance de Colpidium sur
des protéines incomplétes (zéine, gliadine, gélatine). La croissance y est
trés faible. L'addition d'extrait de levure est stimulante. La lysine,
1'asparagine et la proline ne suffisent pas 3 supplémenter ces protédines,
mais activent la croissance quand elles sont ajoutées 3 un mélange de

protéine et d'extrait de levure.

En 1937, la revue technique sur les cultures d'invertébrés de
GALSTOFF et coll. (78) mentionne une seule technique de culture axé&nique

de Colpidium (un autolysat de levure 3 9 % dans de 1'eau de riviére).

En 1938, HALL et LOEFER (95) obtiennent aprés 15 jours de culture
sur milieu 3 la tryptone, une population maximale de 15.000 cellules par
ml. Ils mettent en &vidence la libération dans le milieu de culture de
substances stimulant la croissance des Ciliés. Ce dernier résultat sera

confirmé ensuite par de nombreux travaux (96, 120, 134, 135, 206, 207).

Poursuivant 1'8tude des sources d'azote utiles 3 la croissance
de Colpidium campylum, HALL (91, 93) met en relation l'action de 1'extrait
de levure avec sa richesse en vitamines du groupe B. ELLIOT (71) confirme

ce résultat, PETERSON (157), travaillant sur une souche de Colpzdium
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différente de celle utilisée par HALL et KIDDER, montre 1'absolue nécessité
de 1'extrait de levure pour supplémenter les peptones. KIDDER (121) signale
le premier que Glaucoma et Colpidium sont tributaires de la présence de
nutriments 3 1'état particulaire alors que Tetrahymena est capable d'utilise:
les nutriments en solution. Pour PETERSON (157), quand les besoins en
protides sont couverts, il existe un rapport inverse entre l'état de dégra-
dation des protéines et la valeur nutritive de la peptone. Pour KIDDER,
DEWEY‘et FULLER (124), Colpidium et Glaucoma sont incapables de se multi-
plier dans le milieu minimum utilisé@ pour cultiver Tetrahymena. Des corps
azotés de fort poids moléculaire sont indispensables, particuliérement des

protéines 4 1'état finement dispersé.

Le milieu de culture pour Colpidium campylum décrit en 1958 (4)
comprend de la caséine précipitée et de l'autolysat de levure comme sources
d'azote. Mc COY (49) et KEENAN et coll (119) utilisent comme source princi-=

pale de nutriments des peptones et du lait en poudre.

IT - LES MILIEUX SYNTHETIQUES ET LES FACTEURS DE CROISSANCE

Si plusieurs milieux synthétiques ont déja été décrits pour
Colpidium par KLINE (127), LILLY et STILWELL (134, 135, 206, 207) il faut
reconnaltre que les temps de génération obtenus avec ces milieux (24 3 48 h)

sont restés trés &8loignés des vitesses de croissance observées sur les
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milieux peptonés (10 & 20 heures). Des inocula trés importants sont nécessaire
et les populations maximales obtenues restent inférieures, le plus souvent

3 10.000 cellules/ml.

1) BESOINS EN AMINOACIDES

KLINE (127) a étudié en détail les besoins en aminoacides de
C. striatum. Les seuls acides aminés non indispensables sont 1l'histidine, la
leucine, la lysine et la thré&onine. STILWELL (206, 207), LILLY et STILWELL
(134, 135) incorporent dans leur milieu l'histidine, la leucine, la lysine
et la thréonine, mais n'ajoutent ni la cystéine, ni 1'hydroxyproline. Leur

milieu est directement dérivé de celui utilisé pour la culture de Paramecium

(226).

2) BESOINS EN PRECURSEURS D'ACIDES NUCLEIQUES

Si KLINE (127) est parvenu a cultiver (. striatum en 1'absence de
tout pré8curseur d'acides nucléiques, ce cas reste totalement isolé&. LILLY
et STILWELL ajoutent dans le milieu des purines et des pyrimidines. KIDDER

(123) a affirmé 1l'exigence de tous les Tétrahyménidés pour les purines.
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TABLEAU 1. Influence des glucides sur la croissance de Colpidium.

Colpidium striatum Colpidium campylum

Fermentation Role Fermentation Role

Inuline / / - /
Amidon + s - S
Dextrine + ] + s
Maltose + ] + s
Lactose - n - S
Cellobiose / / - /
Melezitose - n + S
Sucrose - / - (+) /
Dextrose + S + S
Levulose + ] + S
Mamnose + s + S
Galactose - n - n
Mannite - / - /
Rhamnose - n - ]
Arabinose - i - n
Xylose - i - n
Salicine - n - S

(Ei?;) Signification des signes : +, fermenté ; -, non fermenté ; s, stimulateur ;

n, sans effet ; i, inhibiteur ; / non testé.
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3) BESOINS EN GLUCIDES

Les glucides ne sont pas indispensables & la croissance de Colpzi-
dium mais beaucoup d'auteurs ont montré leur action stimulante. Colpidium

apparait apte 3 utiliser des hydrates de carbone tré&s divers, méme trés

complexes.

COLAS DELCOURT et LWOFF (41), ELLIOT (69) et KIDDER (121) ont
réalisé 3 la fois la synthése bibliographique et 1'étude de 1l'action des
sucres sur la croissance de (Colpidium. Les résultats sont regroupés dans

le tableau 1. ( page 20)

On se rend compte que beaucoup de glucides stimulent la croissance
de Colpidium, méme s'ils ne sont pas fermentés ; amidon, dextrines et
hexoses (galactose excepté) sont tr@s bien utilisé@s. C. campylum est stimulé
par un certain nombre de sucres qui sont inactifs ou méme inhibiteurs pour

C. striatum.

4) BESOINS EN LIPIDES

LILLY et STILWELL (134, 135, 206, 207) ont incorporé dans leur
milieu synthétique les acides ol@ique et linoléique sans justifier leur

présence en temps que facteurs indispensables.
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TABLEAU 2. Influence de diverses vitamines sur

la croissance de Colpidium.

Vitamines Influence et référence
Thiamine Indispensable (71)
Riboflavine Indispensable (71, 92)
Pyridoxine Effet trés faible (71)

Acide pantothénique
Vitamine A

Acide nicotinique
Acide ascorbique

Viostérol (vit. D3)

Trés important (68, 134)
Non justifiée (127)
Non justifiée (127)
Non justifiée (127)

Non justifiée (127)




SEAMAN (186) a observé que C. campylum, cultivé sur un milieu tota-
lement dépourvu en lipides, est capable de les synthétiser. HOLZ et coll.
(112) ont montré que les lipides et les phospholipides sont nécessaires ou
activateurs pour la croissance de certaines espéces de Ciliés. Ces résultats
ont été confirmé récemment par RASMUSSEN et nous-méme (168). Selon DEWEY et
KIDDER (63) les acides gras auraient une influence trés importante sur

l'utilisation de 1'acide folique par Tetrahymena.

5) BESOINS EN VITAMINES

Les résultats sont regroupés dans le tableau 2. La thiamine, la
riboflavine et 1'acide pantothénique sont réellement indispensables. Les
autres vitamines ont &té& utilisées par analogie avec des milieux synthé&tiques

utilisés pour Tetrahymena et Paramecium.

6) SELS MINERAUX

Aucune &tude systématique n'a &té réalisée sur Colpidiwm. HALL

(88) a montré que le mangandse n'avait aucune influence.
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7) ACTION DE SUBSTANCES DIVERSES ( Tableau 3, P, 25)

Un certain nombre de substances trés diverses ont &té testé@es sur

Colpidium. Le tableau 3 donne les principaux résultats obtenus.

De trés nombreux acides organiques sont inhibiteurs vis—a-vis

de Colpidium.

IIT - CONCLUSION

Les &tudes sur la culture axénique de Colpidium campylum, méme
en milieu complexe,n’ontpas abouti 3 la définition d'un milieu ne contenant
pas de particules et permettant l'obtention de densités cellulaires trés
8levées comme 6na pu le réaliser avec Tetrahymena. Les besoins nutritifs de
Colpidium ne sont pas connus encore avec suffisamment de précision pour
qu'un milieu synthétique minimum satisfaisant ait pu €tre mis au point.

Les rendements et la vitesse de croissance obtenus sur les milieux connus
ne permettent pas de les considérer comme des milieux synth@tiques satis-

faisants.

Notre travail nous a permis d'améliorer notoirement les milieux
de culture complexes utilisables pour (. campylum et de dégager quelques

aspects de la croissance de ce Protozoaire sur des milieux semi-synthétiques



TABLEAU 3. Action de substances diverses sur la

la croissance de Colpidium.

Produit Action Référence
Acide pimélique s (90)
Cholestérol n 212
Ethanol n (70)
Glycérol n (70)
Acide pyruvique i (70)
Acide glycolique i (70)
Acide tartrique i (70)
Acétate i (70)
Propionate i (70)
Butyrate i (70)
Isobutyrate i (70)
Valérate i (70)
Caproate i (70)
Citrate i (70)

s, stimulateur ; n, sans effet ; i, inhibiteur

- 25

BUS
LILLE
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B - NUTRITION HOLOZOIQUE CHEZ LES PROTOZOAIRES CILIES

I - CARACTERISTIQUES DE LA NUTRITION HOLOZOIQUE

1) ROLE DES PARTICULES EN SUSPENSION DANS LE MILIEU

Chez un certain nombre de Protozoaires, le rdle capital joué lors
de la nutrition par les &léments précipités présents dans le milieu a pu
8tre mis en é&vidence. KIDDER (121) travaillant sur Glaucoma scintillans et
Colpidium colpoda remarque que les cultures échouent dans un milieu dépour=
vu de particules. La présence de fragments de levures est indispensable a
la croissance. Ultérieurement, KIDDER, DEWEY et FULLER (124) ont repris
ces expériences et ont montré que Glaucoma scintillans pouvait &tre adapté
3 la culture axénique en milieu aparticulaire. Une culture témoin se dévelor
pe en 96 heures alors que 10 jours sont nécessaires pour obtenir une culture
abondante dans un milieu dépourvu d4'éléments figurés ; dans les cultures
ultérieures, la croissance est normale. Pour Colpidium, la présence de
grosses molécules est indispensable pour amener la multiplication : la
cas@ine finement précipitée donne d'excellents résultats alors que 1'hydro-
lysat est inactif. RASMUSSEN et KLUDT (169) ont apporté des données complé-
mentaires sur le rdle des particules dans l'alimentation de Tetrahymena
pyriformis. Ce Cilié, cultivé normalement sur un milieu 3 la protéose peptor

stérilisé par autoclavage, ne peut pas étre maintenu en cultures indéfinies
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sur un milieu stérilisé& par filtration sur membrane de porosité 0,22 pm.

Le temps de division (5 h sur un milieu témoin) passe & 40 heures sur milieu
filtré. L'addition de substances insolubles 3 1'&tat particulaire (talc,
quartz, argile, COBCa) ou de sels produisant des particules par hydrolyse
saline tels Fe(NHA)Z(SO4)2, FeCly, FeSO,, accélére de fagon significative
la vitesse de division. Les produits hydrosolubles (aminoacides, purines,
glucose) n'ont pas d'influence marquante. Le méme phénoméne a &té observé
chez Acanthamoeba castellanti (110). RICKETTS (175, 176, 177, 178, 179) a
étudié en détail 1'activité phagotrophique de Tetrahymena pyriformis :

dans un milieu non nutritif, seules les particules ayant une valeur alimen-
taire induisent la formation des vacuoles digestives. Dans un milieu conte—
nant des subtances nutritives dissoutes, les particules inertes induisent
1'endocytose. Ces résultats, observés également par d'autres auteurs (62,
111, 187), seraient la conséquence de 1'adsorption de molécules nutritives
sur la surface des éléments figurés réalisant un enrobage qui modifie la
nature chimique de leur surface. DEMBOWSKI (62) a montré que de la porce-
laine, du verre, du BaSO4, du CaCOB, habituellement refusés par Paramecium
caudatum, sont absorbés aprés enrobage par du jaune d'oeuf ou de 1'amidon.
Si, dans un milieu non nutritif, la nécessité de particules possé&dant une
valeur alimentaire apparait &vidente, il n'en est pas de méme dans les
cultures axéniques et RASMUSSEN (166, 167, 171, 172, 173) a montré que
1'endocytose n'était pas la voie de pénétration principale de tous les
nutriments, comme cela a &té considéré& pendant fort longtemps. Ce probléme
sera discut& en détail dans le chapitre consacré 3 la nutrition des Ciliés

en culture axénique.
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2) IMPORTANCE DES BACTERIES DANS LA NUTRITION HOLOZOIQUE

Dans les milieux naturels, la nutrition holozoique joue certaine-
ment un rBle fondamental chez les Protozoaires munis d'un organite d'inges-—
tion. Le substrat alimentaire est constitué par des microorganismes, des
algues et des diatomées, des détritus divers et méme, parfois, par d'autres
Protozoaires. Les bactéries constituent l'aliment figuré principal des
Protozoaires dont la capacité d'ingestion est limitée aux particules de
petite taille. Dans certains cas, il n'est pas possible de cultiver ces
organismes en absence de bactéries. Cela a &té observé chez Entodinium
(21, 22) et chez certains foraminiféres (140). Dans de nombreux cas (225)
1'addition de bactéries, vivantes ou tuées, dans un milieu de culture,
constitue un activateur puissant pour la multiplication. Les microorganismes
constituent pour les Protozoaires un apport de facteurs de croissance

importants, sinon indispensables.

IT - ETUDE QUALITATIVE DE LA NUTRITION BACTERIENNE (Tableaux 4,5,6 p. 29 3 3

1) RESULTATS GENERAUX

De tréds nombreux travaux ont été effectués afin de déterminer
les espéces microbiennes favorables 3 la croissance des Ciliés. Nous avons

représenté dans les tableaux 4, 5, 6, les résultats les plus importants
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TABLEAU 4. Croissance de Protozoaires aux dépens d'Enterobacteriaceae.

Premidre partie : Colpoda et Tetrahymenidae

Colpoda Colpidium Colpidium Glaucoma Glaucoma
sp. colpoda campylum | scintillans| ficaria
+ 27, 29, + 36, 38
Escherichia coli + 43 36, 106 + + 115
36 38

Shigella dysenteriae + 29 + 115
Shigella sp. + 38, 106 + 38
Salmomella typhi * 2, 2 + 36, 38 + 115
Salmonella paratyphi + 27, 29 + 38 + 115

A 38
Salmonella paratypht

B + 38 + 38 + 115
Salmonella enteritidis + 115
Klebsiella sp. + 115
Enterobacter aerogenes| + 43, 216 * ?gé 30, + 215 + 215 + 115
Enterobacter cloacae + 126 + 27
. + 43, 126, | + 27, 106,
Serratia marcescens 216 215 + 215 + 38, 215

126 38
Proteus sp- + 216 P00 a5 +38, 215 | + 115
&
+ bactérie e

- bactérie
T bactérie

toxique

favorable a la croissance
n'autorisant pas la croissance
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TABLEAU 4. Croissance de Protozoaires aux dépens d'Enterobacteriaceae.

Deuxieéme partie : Paramecium

B , P . Paramecium
araZQCtum aramif?um multimicro-
cauaatum aurelia nueleatum

R + 137
Escherichia coli >4, 115, 137 - 159 - 132, 133
T 54 T 60
Klebsiella sp. + 54
Citrobacter sp. - 215
Enterobacter aerogenes + 215, 228 + 228 + 132, 133
. Enterobacter cloacae -4 + 228 + 132, 133
T 54
Servatia marcescens + 215 * ;(5)8 228 + 132, 133
Salmonella enteritidis -~ 161 T 161
Proteus sp. - 215 - 159 + 132, 133
T 54

BUS
\ UILLE




TABLEAU 5. Croissance de Ciliés sur des bactéries Gram -

Premiére partie

autres que les Enterobacteritaceace.

: Colpoda et Tetrahymenidae

31

Colpoda Colpidium Colpidium Glaucoma Glaucoma
sp. colpoda campylum | scintillans fiearia
Pseudomonas aeruginosa 2T * 153 * s
g T 125 T 38
+ 125, 216 | + 27, 106 + 216 + 36, 37, + 115
P
seudomonas fluorescend T 125 - 215, 216 T 38
Pseudomonas sp. + 54
Flavobacterium sp. - 125 + 27
Chromobacterium sp. T 27 + 115
Aeromoras hydrophila - 216 + 216 + 216 + 216
Vibrio cholerae - 27 + 38
Vibrio sp. + 125 + 153
Azotobacter sp. + 56
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TABLEAU 5. Croissance de (Ciliés sur des bactéries Gram -

autres que les Enterobacteriaceae.

Deuxiéme partie : Paramecium
Paramecium Parameciun ;i§2?:32;21
caudatum aurelia
nucleatum
. + 161 + 161
Pseudomonas aeruginosa
T 54, 161 T 161
+ 54, 137, + 153 + 133
Pseudomonas fluorescens 153, 215
- 137 - 133
Pseudomonas putrefaciens - 54
_ + 80, 132,
Pseudomonas sp. 54 133
Alcaligenes faecalis + 54 + 132, 133
Flavobacterium sp. + 60 + 228
Chromobacterium sp. T 54
Vibrio sp. + 54
Spirillum - 132, 133
- 54

N\ 4zotobacter
BES
LILLE




TABLEAU 6. Croissance des Ciliés sur des bactéries Gram positif
Colpoda et Tetrahymenidae

Premiére partie :

-33 -

Colpoda Colpidium | Colpidium Glaucoma Glaucoma
sp. colpoda campy Lum scintillans fiearia

Micrococcus aureus

T 38

. + 215 + 27 + 216 + 216

Mrerococcus sp- - 43, 215| - 27, 216 - 38

T 38
Sarcina lutea *+ 216 * 153 * 38

- 27 - 115
Sarcina flava + 27
Sarcina aurantica + 115
Staphylococcus aureus + 126 + 27 + 153 + 115
Staphylococcﬁs sp. t ;; v 38 + 115
Corynebacterium sp. - 153
Bactillus subtilis * 215 t %;6 + 153, 216 ; §;6 + 115
Bacillus subtilis + 106
var. niger T 126
Bacillus megatherium + 27
Bacillus mycoides - 27 T 38
Bacillus cereus - 215 - 216 - 216 + 216
Bacillus mesentericus - 27 - 38
Mycobacterium phlei : F:j?S
Mycobacterium sp. - 115
+ 43 (/é&?\

Arthrobacter sp. 45 i,
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TABLEAU 6. Croissance de Ciliés aux dépens de bactéries Gram positif

Deuxiéme partie : Paramecium
Paramecium Paramecium ‘Eurame?ium
. multimicro=
caudatum aurelia )
nucleatum
+ 215
Mz .

Lerococcus sp - 215 - 132, 133
Staphylococcus sp. - 132, 133
Streptococcus faecalis + 54
Corynebacterium sp. + 161 + 161

- 132, 133
Bactillus subtilis * 2?% 12;& *+ 228 + 132
’ - 132, 133
Bactllus subtilis + 54 + 60
var., niger T 132, 133
Bacillus megatherium + 228
Bacillus mycoides - 132, 133
+ 54, 215 + 60 + 132, 133
Bactllus cereus - 54 - 60
Bacillus mesentericus - 132, 133
Mycobacterium phlei - 132, 133
BUSH
Ui
Mycobacterium sp. - 132, 133
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trouvés dans la littérature. Nous avons divisé les bactéries en trois ca-
tégories, fondées sur la systématique et sur la structure pariétale, 2

chacune desquelles répond un tableau :

Tableau 4 : Enterobactertaceae (bactéries Gram =)
Tableau 5 : Autres bactéries Gram négatif

Tableau 6 : Bactéries Gram positif

Trois types de réponses ont &té distinguées : croissance, absence de multipli-
cation mais survie, mort rapide, en accord avec les observations de CHATTON
et CHATTON (38). Nous avons retenu parmi les Ciliés Hyménostomes les Tétra-
hymenidés auxquels appartient Colpidium campylum, 3 espéces de Paramecium
(P. caudatum et P. aqurelia et P. multimironucleatum). Nous avons donné par

comparaison les résultats obtenus chez Colpoda sp.

Si la nutrition de Colpidium colpoda a &té étudie avec quelques
détails (27, 29, 31, 36, 38, 106, 216, 217), celle de Colpidium campylum
n'a donné lieu qu'3d des &tudes relativement restreintes (153, 216, 217) et
souvent trés anciennes. Les travaux ont &té en général plus complets sur
les Paramécies.

Les Enterobacteriaceae constituent, en général, une bonne nourritur
pour les Cilié&s. Quelques cas de toxicité ont &té mis en &vidence en particu-
lier avec Escherichia colil (38, 54, 60, 181) et Serratia marcescens (38,

60). Chez les autres bactéries Gram négatif , les résultats sont trés
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variables suivant les souches. Chromobacterium est toxique pour toutes les
souches testées (27, 54, 84) ; seul JOHNSON (115) a pu cultiver Glaucoma
ficaria sur cette bactérie. Pseudomonas aeruginosa a &té trouvé toxique 3
plusieurs reprises (38, 54, 125, 161) pour de trds nombreux Protozoaires
alors que Pseudomonas fluorescens donne des résultats tr@s variables
souvent impropre 3 la croissance (54, 137, 216, 217) ou toxique (38, 125)
il constitue dans la plupart des cas un excellent substrat (27, 54, 106,
115, 125, 132, 133, 137, 153, 216, 216). Les bactéries Gram positif
(tableau 3) ont en général une moins bonne valeur nutritive que lés bactéries
Gram négatif , en particulier pour Colpidium colpoda (27, 216, 217).
Bactllus subtilis v. niger serait toxique vis—-3-vis de Colpoda sp; (125)
et Paramecium multimicronucleatum (132, 133), mais ces ré&sultats n'ont pas

8té confirmés par WICHTERMAN (228) et KIDDER (125).

L'analyse des résultats précédents nous a permis de constater
1l'existence de plusieurs phénoménes 1iés & la nutrition des Protozoaires
et signalés par DE PUYTORAC (61), 3 savoir l'ingestion et la digestion
des bactéries, le rejet et la sélection, la toxicité des microorganismes

vis—8-vis des Protozoaires. Nous examinerons rapidement ces phénoménes.

2) INGESTION ET DIGESTION DES BACTERIES

La vitesse de croissance d'un protozoaire varie avec l'espéce

de microorganisme appor tée comme nutriment (29, 216). Certaines espéces
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peuvent s'adapter 3 un substrat au départ peu favorable i leur croissance.
Cela a pu 8tre réalisé avec des amibes (35), mais n'a pas &té possible avec

Tetrahymena (102).

Les processus de digestion débutent trés rapidement & 1'intérieur
des vacuoles digestives. COLEMAN (42) signale que 88 7 des bactéries absor-
bées par Entodinium caudatum ne sont plus viables trente minutes apré@s leur
ingestion. De nombreusegenzymes digestives ont &té& isolées chez les Protozo-
aires (128) mais leur activité@ sur les bactéries a &t&, dans 1'ensemble,
peu &tudiée. UPADHYAY (221, 222), BERGER et MANNHEIM (15), ont exploré
l'action des extraits enzymatiques bruts ou purifiés d'amibes sur les bac-
téries. Ils ont obtenu un spectre d'activité voisin de celui du lysosyme.
Ce résultat est différent de celui observé@ sur des amibes vivantes qui
utilisent beaucoup plus facilement les bactéries Gram négatif (221).
ROSENTHAL, REED et WEISMAN (150) ont &tudié l'action lytique des extraits
d'Acanthamoeba castellanii sur des parois purifiées de bactéries, en parti-
culier de Micrococcus lysodeikticus. Ils notent 1'apparition, dans le
digestat, de N-acetyl-glucosamine, d'acide N—acétyl muramique, d'acides
aminés ljibres comme la lysine, le glycocolle, l'alanine et l'acide gluta-
mique. Ceci implique 1'intervention de plusieurs enzymes dans 1'assimilation.
L'extrait est totalement inactif sur des parois purifiées d'Escherichia
coli, RICKETTS (175) et ESTEVE (72) ont bien mis en évidence les rapports
existant entre la phosphatase acide et la digestion intracellulaire chez
Tetrahymena et Paramecium : 1'augmentation de 1l'activité enzymatique dépend

de la nature du contenu des vacuoles digestives. Cette enzyme se fixe 3
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la surface des bactéries en début de digestion. L'utilisation des microorga-
nismes par les Protozoaires fait donc intervenir un systéme multi-enzymatique
attaquant le mucocomplexe pariétal. Chez les bactéries Gram négatif , un
autre phénoméne s'ajoute probablement pour permettre 1l'attaque de la paroi,

en général réfractaire aux enzymes de type lysozyme.

3) REFUS D'INGESTION OU REJET, SELECTION DES BACTERIES

Certains microorganismes ne constituent pas un substrat favorable
d la croissance d'un Protozoaire. Celui=-ci peut ne pas les ingérer ; il
s'agit 13 d'un mécanisme de défense qui intervient également dans le cas
d'une trop forte concentration en bactéries dans le milieu ; il se manifeste
le plus souvent soit par lfarrét de l'endocytose, soit par la formation de
vacuoles digestives ne contenant pas de bactéries (54, 106, 125, 200). Le
refus d'ingestion de certaines espéces microbiennes par les Protozoaires
entraine souvent une sélection de la nourriture quand les animaux sont mis
en présence de mélanges de bactéries. KIDDER et STUART (106) signalent que
Colpoda steini sélectionne sa nourriture et que les bactéries non absorbées
s'accumulent dans le milieu et deviennent prépondérantes. SINGH (194 3 203)
a 8tudié de fagon approfondie la nutrition des amibes du sol : ces protozoai:
sélectionnent leur nourriture aussi bien dans les cultures sur milieu solide
qu'aprés inoculation dans un sol stérile. WICHTERMAN (228) a passé en revue

les nombreux travaux effectuds sur le comportement des Paramécies lors de
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leur nutrition ; certaines espéces comme Paramecium trichium sont plus
sélectives que Paramecium catdatum vis~3-vis d'un mélange de carmin et de
bactéries. Une partie seulement des bactéries pénétrant dans 1l'entonnoir
buccal passe réellement dans le cytopharynx puis dans les vacuoles diges-
tives ; le reste est rejeté par la bouche. L'origine du phénoméne tiendrait
dans la sensibilité& des cils du cytopharynx et de l'entonnoir buccal. Pour
GUTIERREZ et HUNGATE (87), GUTIERREZ (85), GUTIERREZ et DAVIS (86), les
Ciliés du rumen Dasytricha ruminantium, Isotricha prostoma, Entodinium et
Diplodinium n'absorbent que quelques espéces parmi toutes celles comstituant
la flore de la panse des ruminants. COLER et GUNNER (43) i partir d'études
sur la nutrition de Colpoda, expliquent par la sélection, la disparition
rapide, dans les milieux naturels, de certaines bactéries (Coliformes) et

la persistance d'autres types (Arthrobacter). Les conditions physiologiques
des Protozoaires semblent jouer un rdle sur la sélection. RICKETTS (175)

1'a constaté chez Tetrahymena pyriformis qui, 3 1'état de jeline, sélectionne
strictement sa nourriture alors que les cellules normalement nourries ingérent
indifféremment les particules présentes dans le milieu en fonction de leurs
concentrations respectives. COLEMAN (42) conclut qu'Entodinium caudatum

ne sélectionne pas réellement les bactéries, mais qu'il les absorbe propor-
tionnellement 3 leur nombre et 3 leur taille. MUELLER, ROHLICH et TORO (147)
n'ont observé qu'une faible différence dans 1'activité phagotrophique entre
des Tetrahymena a 1'état de jeline et des cellules alimentées normalement.

Si le phénoméne de la sélection apparait probable lofs de la nutrition chez

les Protozoaires, son mécanisme et ses manifestations sont encore trés diffi-
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les 3 interpréter. La sélection ne semble pas toujours stricte et, dans les
observations de RICKETTS (175) et de COLEMAN (42) elle ne correspond qu'a la
conséquence des différences relatives de densité numérique ou de volume
entre les &léments figurés du milieu et non 3 un choix entre ces éléments.
FENCHEL (73, 74, 75) travaillant sur des modéles en perles de polystyréne,

a dégagé plusieurs aspects importants de la nutrition holozoique chez les
Ciliés : sur 17 espéces de Ciliés, il a pu montrer que les particules sont
entrainées dans 1'entonnoir buccal et retenues par une des membranelles (la-
parorale chez les Oligohymenophora). Les particules dont la taille est
supérieure 3 1'espacement des cils sont retenues. Il existe, pour tous les
Ciliés, une relation proportionnelle entre la taille minimale des particules
retenues efficacement et 1l'écartement des cils constituant la membranelle

supposée intervenir.

4) TOXICITE

L'effet 1létal de certains germes sur les Protozoaires a &té signa-—
1é trés tdt sans que sa cause ait &té précisée (101). Il est possible de
classer en trois groupes les bacté&ries toxiques : les bactéries pigmentées,
celles qui sécrétent des exotoxines et celles qui possédent un constituant

pariétal ou intracytoplasmique incolore et toxique vis-d-vis des Protozoaire:
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a) Bactéries pigmentées :

Parmi les nombreuses espéces de microorganismes pigmentés, quelques

unes seulement ont manifesté une action létale sur les Protozoaires.

- Pseudomonas aeruginosa : Les facteurs toxiques les plus fréquemment incri-
minés sont les produits exocellulaires solubles de ce microorganisme. En
effet, BURBANK (27), CHANG (35), MUELLER (145) ont constaté que les bactéries
lavées n'avaient qu'une nocivité réduite ou nulle alors que l'extrait de
culture est extrémement toxique 3 des doses trés faibles. L'effet lé&tal

des pigments phénaziniques de cette bactérie a &té démontré i partir des
extraits bruts (35, 84, 125, 197). MUELLER (145) a constaté un effet sur la
division cellulaire chez Paramecium aurelia. Le mode d'action des pigments
phénaziniques a été& &tudié par ARMSTRONG et STEWART-HULL (10, 11, 205). Deux
8tapes se succéderaient : la pyocyanine perméabilise d'abord la membrane
cellulaire et provoque des troubles d'osmorégulation, puis le pigment est

métabolisé a4 1'intérieur de la cellule et le produit transformé agirait sur

les mitochondries.

CHATTON et CHATTON (38) ont apporté les premiers renseignements
sur 1l'existence d'une substance toxique incolore chez Pseudomonas aeruginosa ;
l'eau de condensation des cultures sur milieu solide est plus active que
la suspension elle~méme. La substance respoﬁsable résiste 3 la température

de 100°C pendant 30 mn, elle est adsorbée sur une bougie L]. Son action est
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identique & celle d'une solution faible de digitonine ou de saponine. La
synthése de cette substance est liée 3 la chromogénése chez la bactérie. La
présence de composés incolores secrétés par Pseudomonas aeruginosa et
toxiques pour les Protozoaires a été confirmée par SINGH (197) et par
GROSCOP et BRENT (84). PAVLOVSKIS (155) a montré que la substance toxique vi:
a-vis des mitochondries de souris est un découplant des oxydations phospho-
rylantes. Elle provoque une modification de perméabilité@ de la membrane
mitochondriale et lg gonflement de 1l'organite. Il s'agit d'une substance
incolore, thermolabile, d'un poids molé&culaire supérieur i 30.000, donc

trés différente de la pyocyanine. Ces observations peuvent expliquer les

résultats obtenus par CHATTON et CHATTON (38).

L'origine de la toxicité des extraits de culture de Pseudomonas
aeruginosa n'apparait donc pas simple. Il est probable que certains des
effets toxiques attribués antérieurement aux pigments phéngZiniques ont pour
origine les substances toxiques incolores, de haut poids moléculaire, déce=
lées uniquement par leur toxicité par CHATTON et CHATTON dés 1927 (38) et

étudifes par PAVLOVSKIS.

Les pigments xanthéniques (pyoverdine et fluorescéine) ne se sont
pas montrés constamment toxiques pour les Protozoaires. Ces résultats ont
8té confirmés par les &tudes exécutées sur Pseudomonas fluorescens dont les

effets sont trés variables.
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~ Chromobacterium : Ce microorganisme s'est montré constamment toxique vis-—

d-vis de tous les types de Protozoaires. Le mode d'action du pigment n'est

pas

une

ces

res.

encore connu : si KIDDER et STUART (125) constatent chez Colpoda steini
concentration intra-cytoplasmique du pigment, SINGH (197) n'a pu obtenir

résultats avec les amibes bien que les cellules soient tuées en 1 3 2 heu-

Dans le genre Chromobacterium, il existe deux espéces &galement

pigmentées : Chromobacterium violaceum secréte de l'acide cyanhydrique, trés

toxique pour les cellules ; Chromobacterium liyidum ne secréte pas d'acide

cyanhydrique et n'est toxique que par sa production de violacéine.

Ces deux espéces de Chromobacterium n'ayant été distinguées que

tardivement il est tout & fait possible que SINGH (197) ait utilisé& une

souche de C. violaceum et GROSCOP et BRENT (84) une souche de C. lividum,

ce qui expliquerait les divergences observées dans les ré&sultats.

- Sevrratia marcescens : KIDDER et STUART (125) ont observé la mort de

-~

Colpoda steini 3 la suite de la concentration de la prodigiosine (pigment

rouge secrété par les variétés chromogénes de Serratia marcescens) a

1'intérieur du cytoplasme. BALAMUTH et BRENT (13) ont constaté& une vacuoli=-

sation tré&s nette du cytoplasme d'Entamoeba hystolytica par action d'une

concentration de prodigiosine de 0,5 mg/l. La mort survient i partir de

2,5 mg/1l. Selon GROSCOP et BRENT (84), l'action toxique du pigment est
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limitée par sa trop faible solubilité&. Il doit exister une autre substance,
incolore et soluble, qui est responsable de la pluﬁart des ph&noménes observé
Toutefois, de nombreux Ciliés ont &té cultivés sur des variétés pigmentées
de Serratia marcescens ; on constate alors une croissance plus limitée que
sur d'autres Entérobactéries mais aucun effet toxique aigu. Le mécanisme de
la 1étalité de certaines souches de Serratia marcescens n'est donc pas encore

déterminé de facon certaine.

b) Bactéries secrétant des exotoxines :

- o - — e — — —— — — —

- Corynebacterium diphteriae : Selon PHILPOTT (160) la toxine diphtérique
aurait un effet sur le métabolisme des Paramécies mais aucune conséquence sur

la multiplication et la survie des Ciliés.

Au contraire, TUNNICLIFF (219) a montré que le filtrat de culture
tuait les Paramécies en cing heures. Les souches non pathogénes pour le
cobaye sont inoffensives pour les Protozoaires. SICKELS et SHAW (193) par
ultrafiltration et lavage, ont obtenu un résidu inactif alors que 1l'ultra-

filtrat est aussi toxique que le produit brut isolé des cultures.

—~ Autres bactéries : TAKENOUCHI (213) a tenté d'explorer la toxicité vis—i-
vis de la Paramécie des filtrats de cultures de différentes bactéries patho—
génes ; il n'a pas mis en &vidence d'effets toxiques pour Corynebacterium

diphteriae, Plectridium tetani, les Staphylococcus et Streptococcus hémo-



- 45 -

lytiques. TUNNICLIFF (220) a utilisé les (ciliés pour le dépistage et la
mesure de toxines. Dans le cas de la scarlatine, seize souches de streptoco-

ques sur dix huit &taient toxiques pour les Protozoaires.

¢) Toxicité d'origine inconnue :

Escherichia coli, Salmonella enteritidis et Proteus sp. sont les
plus souvent incriminés dans ces phénoménes. CHATTON (36) a découvert une
souche particulidre d'E. coli provoquant 1l'apparition d'individus dystomes,
de chaines d'individus ou de monstres plurinucl&és chez Colpidium. Les
autres Cilids testés n'ont pas été sensibles 3 l'action de cette souche.
COLER et GUNNER (43) ont démontré que, chez Arthrobacter globiformis, la
substance inhibant la croissance de Colpoda &était localisée dans le cyto-
plasme bactérien. Dans quelques cas, une accoutumance & 1'égard de la bac~—
térie toxique peut 8tre obtenue : chez Tetrahymena pyriformis, 1l'acquisition
de la résistance vis-a-vis d'E. coli 0, B, s'accompagne de 1'apparition

de réactions immunologiques nouvelles (181).

IIT - ETUDE QUANTITATIVE DE LA NUTRITION BACTERIENNE

Si 1'étude qualitative de la nutrition chez les Protozoaires a
été entreprise trds précocement, les &tudes quantitatives ne se sont déve-
loppées que beaucoup plus tardivement et les données les plus importantes

connues actuellement datent des douze derniéres années. Chez les Ciliés,
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la capacité de filtration du milieu environnant est limitée par plusieurs
facteurs en particulier la taille de 1l'appareil buccal et le volume filtré
par unité de temps. La quantité de bactéries ingérées dépend aussi de la
concentration des microorganismes dans le milieu. Nous examinerons successi-
vement la nutrition individuelle, puis les besoins nutritifs et la croissan=—

ce des populations.

1) VITESSE DE FILTRATION DU MILIEU

SEAMAN (187) a calculé que Tetrahymena pyriformis cultivé sur
bouillon 3 la protégse peptone filtrait, en une heure, un volume de milieu
égal 3 son propre volume. RICKETITS (175) a trouvé des valeurs beaucoup plus
faibles (8 % du volume propre par heure) ; ces résultats sont proches de
ceux obtenus par HOLTER (111) avec les amibes. Selon les résultats de FENCHEI
(73) obtenus avec Glaucoma scintillans, si 1l'on se base sur le volume de ce
Cilié donné dans la littérature, le rythme de filtration maximum est de 5,4
fois son volume par heure. Ces derniers résultats ont &té& obtenus
avec des particules de polystyréne. La variabilité des données chiffrées
montre la difficulté de mesure de la filtration chez les Ciliés. Les résul-
tats de FENCHEL apparaissent en bon accord avec la théorie générale de
filtration exposée par 1l'auteur. Il faut toutefois souligner que 1'abondance

de la proie doit jouer un rdle dans la vitesse de filtration. RICKETTS (176)
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a mis en évidence un cycle dans la formation des vacuoles digestives chez
Tetrahymena pyriformis en présence d'un mélange de peptone et de latex de
I U de diamétre ; la réduction de la vitesse de formation serait liée i
1'épuisement de la réserve en lysosomes non combinés et i 1'énergie dispo-

nible.

2) VITESSE D'INGESTION DES BACTERIES

COLEMAN (42) a calculé la vitesse d'ingestion chez Entodinium
caudatum nourri avec Escherichia coli. Le Cilié ingé&re 200 bactéries par
minute et posséde une capacité maximale d'absorption de 104 organismes par
cellule. CURDS (51), CURDS et COCKBURN (52, 53) ont &tudié expérimentalement
la quantité de bactéries absorbées par Tetrahymena pyriformis cultivé sur
Klebsiella aerogenes. La quantité maximale de germes ingérés par chaque
Cilié est de 28 pour 100 du poids sec de chaque individu par heure en pré-
sence de 50.10_6 g de bactéries disponibles par individu. La vitesse d'in-—
gestion des bactéries varie avec la densité bact@rienme suivant une loi de
type Michaelien. CURDS et COCKBURN (53) ont montré que la vitesse d'ingestion,
pour une concentration en substrat constante, &tait proportionnelle 3 la
fois a la taille et au taux de croissance de Tetrahymena. FENCHEL (73) a
observé les mémes résultats avec Colpidium campylum en présence de particules
de polystyréne et LAYBOURN a obtenu des résultats similaires en présence de

bactéries (129, 130, 131).



3) RENDEMENT DE LA CROILSSANCE

COLEMAN (51) a observé que 50 %. du carbone bactérien est incorporé
dans le cytoplasme d'Entodinium caudatum. PROPER et GARVER (165) ont calculé
pour Colpoda stein? un rendement de 0,78, particuliérement &levé. Avec
Tetrahymena pyriformis les valeurs sont de 0,5 (52, 53). Chez Vorticella
microstoma le rendement serait de 0,47 avec Alcaligenes faecalis (209). La
valeur 0,5 apparait la plus vraisemblable pour le rendement de la croissance
des Ciliés sur un substrat bactérien. Cette valeur est trés élevée et

rapproche, du point de vue métabolique, les Protozoaires des bactéries.

4) LE TAUX DE CROISSANCE

Dés 1923, CUTLER et CRUMP (57,58) ont observé que le taux de
croissance des Ciliés variait avec la quantité de nourriture disponible dans
le milieu et tendait vers une limite supérieure pour les trés fortes concen=-
trations en substrat. HARDING (100), COLEMAN (42), PROPER et GARNER (165)
sont arrivés 3 la méme conclusion. CURDS et COCKBURN (51, 52, 53) ont postu-
1é que le taux de croissance de Tetrahymena pyriformis cultivé sur Klebsiellc
aerogenes suivait une loi de type Michaelien. Beaucoup d'auteurs ont obtenu
les mémes résultats (12, 33, 53, 98, 165, 211, 223), alors que d'autres ont
constaté qu'il existait probablement une concentration minimale au dessous de¢

laquelle aucune croissance n'est possible (18, 131). JOST et coll.. (116, 117}
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ont introduit un modéle pouvant rendre compte de 1'existence d'un seuil et
P p

ce modéle a &té appliqué récemment 3 Colpoda steini (66).

Lors de notre &tude de la nutrition de Colpidium campylum, nous
avons pu préciser ses préférences nutritionnelles et retrouver, a partir
d'un trés large échantillon de microorganismes, les phénoménes classiquement
observés lors de l'alimentation des Ciliés. Nous nous sommes efforcés de
préciser certains aspects de la sélection et de la toxicité. Nous discuterons
€galement de la valeur nutritive des différents microorganismes pour le

Colpidium.

Sur le plan quantitatif, l'utilisation de particules de polystyréne
nous a permis d'expliquer certains résultats obtenus lors de la nutrition
qualitative, mais aussi d'avancer une théorie sur le probléme de la concen-

tration minimale nécessaire 3 la croissance.



CHAPITRE II

UTILISATION DES PROTOZOAIRES
EN ECOTOXICOLOGIE

_50



- 5] -

De nombreux travaux ont porté sur l'utilisation des Protozoaires
comme animaux tests pour des essais biologiques. De trés nombreuses espéces
et des critéres trés variés ont &té proposés : morphologie, ultrastructure,

E&thologie et métabolisme, ce dernier crité@re incluant la croissance et la
reproduction. A la lecture des travaux, il apparait que la technologie adopté
pour chaque méthode est trés dépendante de 1'espéce choisie et le champ
d'application dépend 3 son tour de la technologie. De 1'ensemble de la litté-
rature qui a déja &té analysée en détail dans notre thése de 3éme cycle (65)
nous extrairons ici les méthodes présentant les potemtialité&s d'application
les plus intéressantes pour un travail de routine. Le principe de chaque

méthode sera discuté briévement.

I - CRITERES MORPHOLOGINUES

MORRISSON et TOMKINS (144) ont montré que 1'évolution du volume
cellulaire de Tetrahymena pyriformis au cours de sa croissance est perturbée
en présence de toxiques. La mesure du volume moyen cellulaire est précise
et rapide (1 mn) si 1'on utilise un systéme &lectronique d'analyse. Cette

méthode présente plusieurs désavantages :

- Les Ciliés sont tré&s sensibles d l'action de 1'Electrolyte et
la pression osmotique des liquides de dilution doit &tre soigneusement ajus-—

tée pour éviter des erreurs importantes lors des mesures.
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- I1 faut opérer sur des populations denses et dans des liquides
trés propres. Cette condition exclut les essais sur les rejets car ceux-

ci sont généralement trés chargés de particules en suspension.

IT - CRITERES ETHOLOGIQUES

1) MOBILITE

BERGQUIST et BOVEE (16, 17) ont congu une méthode originale pour
mesurer la mobilité des Ciliés par microphotographie. Une multiexposition
est réalisée 3 1'aide de deux disques stroboscopiques i fentes dont la
vitesse de rotation peut &tre ajustée. La distance entre deux images succes-
sives du Cilié sur un négatif multiexposé peut &tre mesure trds facilement.
La variation de la mobilité des organismes est liée 3 la concentration en
toxique. Comme pour la méthode précédente, la présence de grosses particules
dans le milieu est une contre-indication d'emploi car les cellules peuvent
étre perturb&es dans leur mouvement. Elle nécessite également un appareillage
spécialisé et le traitement de pellicules photographiques. Ce dernier

inconvénient peut &tre supprimé en utilisant des films type Polaroid.

2) ACTIVITES NUTRITIONNELLES

La méthode développée par BRINGMANN et KUHN (26) est basée sur

1'ingestion de bactéries par le Cilié Colpoda maupasi ; cette ingestion est
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suivie en mesurant la densité optique des cultures, les toxiques diminuant
1'activité phagotrophique. Le matériel utilisé& (spectrophotométre ou néphélo
métre) est trés courant et la mesure trés rapide. Cet essai est donc trés
pratique pour la routine et il a &té& adopté en Allemagne Fé&dérale. Il est
limité aux solutions limpides et non colorées. La standardisation de la

nourriture bactérienne doit étre &galement bien réalisée.

[IT - CRITERES PHYSIOLOGIQUES

1) TEST DE TOXICITE AIGUE (DETERMINATION DE LA DOSE LETALE 50 %)

C'est une méthode clgssique appliquée 3 de nombreux organismes.
Comme ce test peut &tre exé&cuté avec n'importe quelle espéce de Cilié et
n'importe quel type de toxique, c'est une des techniques les plus utilisées
(6, 7, 8, 9, 28, 30, 32, 182). La difficulté majeure des tests de mortalité
est la discrimination entre cellules vivantes et cellules mortes 3 la fin
du test. L'examen au microscope est long et difficile. Le comptage électro-

nique, non discriminant, ne peut &tre utilisé.

2) TEST DE VIABILITE : APTITUDE A FORMER DES CLONES

HEAF et LEE (105) ont développé une méthode intéressante pour mesu

rer la viabilité de Tetrahymena pyriformis aprés conservation en azote liqui
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de. Les Ciliés sont isolés dans des cupules de plaques de microtitration dans
un milieu convenable. Aprés incubation, le nombre de clones est déterminé

sous microscope. Ce test est, en un certain sens, analogue au test MPN couram-
ment en usage en microbiologie. La méthode de HEAF et LEE utilise des cul-
tures axéniques et cela limite ses applications. Nous 1l'avons modifi&e pour

rechercher une méthode plus simple qui sera exposée plus loin.

3) MODIFICATION DE LA CROISSANCE

La croissance des populations de Ciliés peut €tre mesurée directe-

ment ou indirectement.

a) Mesure indirecte de la croissance :

La néphélométrie (44) est bien connue et a été utilisée par de
nombreux chercheurs. Son usage est limité aux solutions limpides et exclut

les tests sur les eaux usées.

Le dosage des protéines selon LOWRY (229) est une méthode précise
et reproductible mais longue et sensible aux sources extérieures de matiére

organique.



Le dosage de 1'ATP cellulaire, employé d&j& pour les bactéries
(114) est intéressant,; mais les résultats peuvent tre biaisés par la pré-

sence d'autres organismes vivants.

b) Méthode directe de mesure :

Les deux techniques possibles sont le comptage manuel et le comp-—
tage électronique. La numération manuelle, apr@s fixation, est effectude
en cellule de SEGDEWICK RAFTER, de FUCHS ROSENTHAL ou de NAGEOTTE. Bien
étudiée par SCHERBAUM (184) elle est longue et fastidieuse. La méthode de
CURDS et VANDYKE (54), que nous avons utilisée pour certaines &tudes de
nutrition, ne nécessite qu'une loupe puissante, mais elle est trés lente et
se limite 3 des concentrations de cellules inférieures 3 200/ml ; au deld,
il faut faire des dilutions. Néammoins, en dépit de sa longue durée, le
dénombrement direct est le plus facile & appliquer dans toutes les circons-
tances. Le comptage 8lectronique est trés rapide et permet le traitement
de grandes séries en un temps réduit. Mais la numération est aveugle et il
faut travailler sur des milieux exempts de particules pouvant introduire des

interférences.

Dans la pratique, la croissance des populations peut €tre exprimée

de différentes maniéres :

- par comparaison directe des courbes de croissance (6). Il faut



alors intégrer les courbes obtenues en présence de toxique et comparer les

résultats 3 1'intégration du témoin.

-~ par comparaison des taux de croissance (83, 210, 229). Ce para-
métre est tré8s significatif quand il est mesuré correctement. Le probléme
est de déterminer entre quels points de la courbe le calculer. En effet,
un stress initial dd au toxique peut allonger la phase de latence. Il faut

donc multiplier les points de prélévement.

—-Par comparaison du nombre de générations (65, 156). Sa détermina-
tion ne requiert que 2 mesures (1 seule si la densité initiale de Protozoaires
est fixée une fois pour toute). Le nombre de générations (NG) peut &tre

obtenu 3 partir des populations initiale Ny et finale N. par la relation :

NG = 1og(2)

Le pourcentage d'inhibition est calculé par le rapport entre NG témoin et

NG en présence de toxique.

Le nombre de générations mesure un effet global du toxique & un
temps donné sans consid@ration de 1'aspect de la courbe de croissance des

cul tures.
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IV - DISCUSSION ET CONCLUSIONS (Tableau 7, p. 57)

Nous avons réuni dans le tableau 7 les caractéres principaux des

méthodes en fonction des critéres suivants :

- Pour la méthode : nombre de mesures et temps requis.

- Pour les applications : la possibilité d'interférence par des

particules en suspension ou des produits colorés.

La réponse dépend, selon les méthodes, de la technique de mesure,

de la sensibilité recherchée et du matériel disponible.

A partir de cette revue rapide, on peut conclure que, parmi les
méthodes proposées, plusieurs peuvent &tre recommandées pour un essai Proto-
zoaire standard. Nous en avons examiné deux en détail en recherchant leur
possibilité d'application pour des tests de toxicité. La premiére est un test
basé sur la croissance. Elle nous a permis d'explorer l'action de nombreux
toxiques. La seconde est un test de viabilité dérivé de la méthode de HEAF

et LEE (105).
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DEUXIEME PARTIE

NUTRITION DE COLPIDIUM CAMPYLUM



CHAPITRE I

CROISSANCE AXENIQUE DE COLPIDIUM CAMPYLUM
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FIG. 4 - Croissance de C. campylum sur différents comstituants du milieu PPYS
par comparaison avec le milieu axenique ( AXM )

s

@ B: protéose Peptone 0,75 %
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©: PPYS

e: PPYS + 17 Albuming Bovine
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Notre travail a consist@ 3 &tudier des milieux axéniques permettant
d'obtenir des cultures trés denses avec un temps de génération le plus court
possible. Il nous fallait également &tudier les possibilités de culture sur
un milieu synthétique. Pour ce travail, nous sommes partis des deux milieux
standards utilisés pour la culture de Tetrahymena : le milieu 3 la protéose
peptone (PPYS) et le milieu minimum (MD). Le milieu 3 la caséine précipitée (AX
(4) a été pris comme référence. La composition de tous ces milieux est donnée
dans l'Annexe I. A partir des cultures axéniques, nous avons étudié l1'influ-
ence de la température sur la croissance de Colpidium campylum et, par

1'action de chocs thermiques, nous avons essayé de synchroniser ces cultures.

A - PARTIE EXPERIMENTALE

I - INFLUENCE DES ELEMENTS NUTRITIFS

1) MILIEUX STANDARDS

La figure 4 montre les résultats obtenus avec des cellules
ayant préalablement jeliné 24 heures. Les cellules se multiplient trés peu
sur la prot@ose peptone seule (1 division). L'addition d'extrait de levure
fournit un milieu de culture déji supérieur 3 celui utilisant la caséine

précipitée. L'apport essentiel de 1l'extrait de levure dans le milieu ré&side
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TABLEAU 8. Croissance de Colpidium campylum Sur

milieu PPYS enrichi en diveirses protéines.

Protéine ajoutée

Nombre de

cellules initiall
/ ml

Nombre de
cellules apres

41 h de culture

PPYS témoin

Gélatine 1 %

)

Gélatine 1 %
hydrolysée

Albumine bovine 1 %

3000

3000

3000

3000

35000

50000

34000

71000

TABLEAU 9. Croissance de Colpidium campylum en

milieu défini enrichi en protéines.

.- . Temps de Densité
Protéine et concentration génération Cg}lulalye
finale/ml
Albumine bovine 0
Sigma A 4503 1% 16 h 40.000
Albumine A 4503
ultrafiltrée sur 1 % 27 h 18.000
membrane PM 10.000
Albumine bovine 0 ‘
Serva 1% 16 h 30.000
3 1]
Albumine d'oeuf . , 14 h 30.000

Sigma A 5378
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dans ses précurseurs d'acides nucléiques, indispensables 3 la croissance
des Tétrahyménidés. L'apport vitaminique d&j3 souligné par d'autres auteurs

(71, 157) n'est certainement pas négligeable.
Quelles que soient les conditions physiologiques au moment de la

mise en culture, Colpidium est incapable de se développer sur le milieu

synthétique.

2) ACTION DES PROTIDES SUR LA CROISSANCE DE (. CAMPYLUM

Sur le milieu PPYS nous avons testé l'action de 1'albumine sérique
bovine (Sigma A 4507), de la gélatine (Sigma G 2500) et de la géldtine hy-
drolysée. Le tableau 8 montre que l'albumine bovine constitue un meilleur
apport que la gélatine. La gé&latine hydrolysée posséde une valeur nutritive
nettement plus faible. L'albumine d'oceuf (Sigma A 5378) posséde une action

stimulante identique 3 celle de 1l'albumine sérique bovine.

L'addition d'albumine bovine sérique 3 1 7 permet une multiplica-
tion active de Colpidium sur le milieu synthétique. Le tableau 9 regroupe
les résultats d'expériences réalisées avec différents types d'albumine. Les
trois types d'albumine brute favorisent d'une fagon identique la croissance.
L'ultrafiltration contre une‘membrane laissant passer les molécules jusqu'a
un poids moléculaire de 10.000 entraine un certain nombre de composés utiles
34 la croissance car le temps de génération est nettement allongé et la popu-

lation finale obtenue est plus faible.
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Nombre de Nombre de
i1i cellules_initial cellules
Milieu (163) aprés 70 h
(10°)
DM -aa + 1 % AB 3 80
DM+aa +1%AB 3 134,5
IM+ aa/4d = 1 % AB 3 121
DM + aa/10 + 1 % AB 3 105
DM+ aa/20 + 1 % AB 3 . 85,5
A CELLULE§/ML
]
10
O
" O
]
B O
O
® O
E
®
B ]
= ) O
O O
4 ® ®)
10~ O
. o
O
O
® «
OE
B
O
3 y vaus
10 2 a0 60 MEURES
FIG. 5 Croissance de C. campylum en milieu DM + 1 7 Albumine bovine (

TABLEAU 10. Croissance de Colpidiwn en milieu défini

contenant 1

% d'albunine en fonction

de la quantité d'acides aminés ajoutée.
Nombre de cellules obtenues en 70 h de culture.

avec l'albumine comme seule source d'amino acides ( Q )

B ) ou
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Si 1'on enléve les aminoacides du milieu, le ColpidZum, qui ne

dispose plus que de la protéine commesource d'animoacide, est capable de

1l'utiliser efficacement (figure 5). Le temps de génération est toutefois

plus long qu'avec les acides aminés. La croissance apparalt proportionnelle

34 la quantité d'acides aminés ajoutée dans le milieu (tableau 10). Le tableau l
P, 67montre les résultats obtenus avec différents ajouts d'aminoacides ou de

protéines dans le milieu synthétique.

Le Colpidium est capable d'utiliser les aminoacides en présence
d'albumine ou de peptones mais ne se multiplie pas dans le milieu synthétique
en absence de protéine. On peut se demander si c'est l'apport d'acides
aminés indispensables (tyrosine, cystéine), l' exigence de ColpZdium pour des
peptides ou des protéines ou la présence d'impuretés stimulantes dans la
protéine utilisée qui sont & l'origine des bons résultats observés en présence

d'albumine.

3) ACTION DES COMPOSES LIPIDIQUES

Nous avons pu obtenir l'albumine bovine et 1l'albumine d'oeuf déba-
rassées ‘des acides gras qui les contaminent. Employ@es 3 la méme concentration
que les albumines non traitées, ces produits stimulent nettement moins la
croissance de Colpidium(£ig.6 P.68) En milieu PPYS, la différence est nette=-
ment moins sensible. Ceci montre que 1'impureté lipidique présente dans

1'albumine joue un rdle tré&s important dans la nutrition de Colpidium.
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/308

LILLE

TABLEAU 11. Croissance de Colpidium dans le milieu

synthétique enrichi en différents aminoacides

ou en protéines.

+ + = croissance forte

Produit ajouté Cé‘gizf'vagge
Tyrosine 0
Cystéine 0
Acide cystéique 0
Cystine 0
Tyrosine + Cystine + Cystéine 0
Acides aminés 0

quadruple concentration
Tyrosilglycine 0
Tyrosylglycine + Acide cystéique 0
Extrait de levure 0,75 % +
Protéose peptone 0,75 % + +
Albumine d'oeuf 1 % + + +
Albumine d'oeuf coagulée a3 la
chaleur 1 % + 4+ +
Albumine de poulet 1 % + + 4+
Albumine d'oeuf purifiée 1 % + + +
0 = pas de multiplication
+ = croissance faible ( 1 3 2 division )
+ + = croilssance moyenne
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FIG. 6 Croissance de C. campylum en milieu défini (MD) additionné

d'albumine bovine ou d'albumine d'oeuf avec ou sans acides
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Nous avons recherché quels produits &ventuellement présents dans
la fraction lipidique de 1'impuret& pouvaient €tre les agents stimulants :

nos expériences ont porté essentiellement sur les acides gras et leurs ester

sur les phospholipides et les stérols.

Nos premiers essais ont porté sur 1'huile de germe de mails conte-
nant 98 % d'acide oléique et environ 5 mg/litre de vitamines du groupe D.
Nous avons testé cette huile en combinaison avec 1'albumine suivant un plan
factoriel. La croissance observée au bout de 48 3 72 heures est représentée
sur la figure 7. L'action stimulante de 1'acide oléique se manifeste de plus
en plus nettement au fur et 3 mesure de la multiplication. Cette stimulation
est affaiblie en présence d'albumine et n'est plus sensible quand on emploie
1,5 % de protéine. L'action de 1'albumine, 3 toute concentration, prédomine
sur celle des lipides. Le temps de génération de C. campylum sur milieu

PPYS est diminué de 16 7 en présence de 125 ug/ml d'huile de mais.

L'acide oléique pur a été testé sur la croissance de Colpidium.
En milieu PPYS (fig.8 P.71)le temps de génération est réduit de 20 7 en pré-
sence de 10 ug/ml d'acide oléique. L'action stimulante n'est plus sensible
en présence d'albumine. En milieu synthétique (figure 9) aucune action n'a
&té décelBe. Le Tween 80 exerce une action nette sur la crois-

sance, particuli@rement sur la population finale observée.

Plusieurs types de phospholipides ont &té testés au cours de notre

étude. Certains sont des substances pures comme l'oleyl sarcgsine, la L-a-
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FIG. 7 Croissance de C. campylum en milieu PPYS enrichi en huile de mais
et en albumine bovine
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a) population & la 48&me heure

b) population & la 72&me heure
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FIG. 9

Croissance de C. campylum en milieu

défini (MD) en présence d'acide oléique

O: M
A: MD + 10 ug/ml d'acide oléique
. ®: MD + 1 7 d'albumine bovine
*: "
+ 10 ug/ml d'acide oléique
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FIG. 8

Croissance de C. campylum en milieu
PPYS en présence d'acide oléique

kK : PPYS

e : " 4+ 3 ug/ml d'acide oléique
O . " + 10 ]Jg/ml " "
@: PPYS + 1 % d'albumine bovine
l‘& e " 1"

+ 10 ug/ml d'acide oléique

3
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céphaline et ses esters ; d'autres, comme l'asolectine, sont des mélanges
complexes. L'asolectine a &té& utilisée pour la culture de divers Ciliés
(112, 226), sa composition est indiquée dang j1e tab.12(P.73) . Enfin nous
avons testé des extraits aqueux et acétoniques de jaune d'oeuf (Bacto Egg
Yolk Difco). L'extrait aqueux a &té& préparé par ébullition d’'une dé&coction
d 20 Z de jaune d'oeuf pendant 10 minutes. L'extrait a &té& ensuite filtré
sur papier filtre puis stérilisé sur membrane. L'extrait acétonique a &té
préparé par contact de 48 heures avec 1'acé&tone (2 g de jaune dans 10 ml

sous agitation) suivi de filtration.

En milieu dé&fini (MD) aucun des phospholipides testés n'a stimulé
la croissance de Colpidium, que ce soit en présence ou en absence d'albumine
bovine. En utilisant de l'albumine sans acide gras, nous avons observé une
influence tré&s nette de l'o-céphaline (fig.10 P.74et de l'extrait aqueux

de jaune d'oeuf.

Dans le milieu PPYS 1'oleyl sarcosine est toxique pour le Colpidium
L'asolectine exerce un effet stimulant. Si de 1'albumine est ajoutée simulta=
nément, le taux de croissance n'est pas modifié mais la population finale

est plus élevée.

Nous avons testé& l'o-tocophérol et le calciférol, présents dans
1'huile de mais, et le stigmast&rol qui est un facteur de croissance pour

Paramecium (226). Seul le stigmastérol exerce une action sensible en milieu

N
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TABLEAU 12. Analyse qualitative et semi quantitative de
1'Asolectine. (Analyse de J.J. HOLZ Jr. -
commumnication personnelle de L. RASMUSSEN).

Les substances marquées par x ont &té identifiées
mais non quantifiées car en trop faible quantité.

% des lipides
Composants totaux
- Lipides neutres 2
. Composants majeurs
Triacylglycérol x
Stérols x
. Composants mineurs
Hydrocarbures x
Acides gras non estérifiés x
Mono et diacylglycérols b3
- Lipides polaires
. Glycolipides 10
Galactolipides x
Sulfolipides x
. Phospholipides 88
Phosphatidylcholine 33
Phosphatidylethanolamine 33
Phospholipides acides 15
Phosphatidyl inositol x
Phosphatidyl glycérol
Acide phosphatidique x
. Phytosphingolipides 2
- Lipides polaires non identifiés 5
Acides gras des lipides totaux b des acides
gras totaux
Acide myristique 1
Acide palmitique 20
Acide stéarique
Acide oléique 9
Acide linoléique 57
Acide Y linolénique 7
Autres 2
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TABLEAU

sur la croissance de C. campylum.

13. Influence de différents composés lipidiques

Produit

Milieu synthétique (MD)

MD+ 1% MD + 19

Albumine jAlbumine sang
acides gras

Milieu peptoné (PPYS)

PPYS +
PPYS Albunine T

Huile de mais

Acide oléique

Tween 80

Oleyl sarcosine

L o céphaline

+ (faible) *

Lécithine

Extrait aqueux de
jaune d'oeuf

+ (faible) +

Extrait acétonique
de jaune d'oeuf

o céphaline
divalmitique

Asolectine

+ (faible)

+ + (faible

o tocopherol

Calciférol

Stigmasterol

- : aucune action ; + :

action stimulante ; t :

toxique



PPYS. Il permet d'obtenir, associé & l'asalectine ou 3 l'albumine, des densi-
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tés finales plus &levées. Le stigmastérol ne semble pas indispensable 3 la

croissance chez Colpidium.

Le tableau 13 permet d'examiner 1l'ensemble des ré@sultats obtenus

avec les composés lipidiques. On se rend compte qu'un nombre restreint de

substances se sont montrées actives. Les trois produits intervenant effica-

cement sont:l'acide oléique, l'o-céphaline et le stigmastérol.

4) ACTION DE FACTEURS DE CROISSANCE SUR LA MULTIPLICATION DE

COLPIDIUM CAMPYLUM

Nous avons testd, sans succds, sur les cultures de Colpidium, les

substances suivantes

Minéraux

.

Protéines riches en fer

NaCL
MgCLz + CaCl2

FeCl3

CuSp4

FeCl

3 + CuSOA

Hémine

Hématine
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Vitamines ¢ Acide pantothénique
Acide folinique

Acide folique

Autres substances :  Thymidine

Triéthanolamine
Acide pimélique

Acide diaminopimélique

5) DEFINITION DE QUELQUES MILIEUX DE CULTURE DE COLPIDIUM CAMPYLUM

a) Le milieu synthétique (MS)

Notre milieu actuel nous permet d'obtenir des résultats &quivalent
3 ceux de LILLY et STILWELL. Le milieu de base (MD) est enrichi en NaCl
(0,9 mg/ml), en thymidine (0,9 mg/ml), en tyrosine (0,2 mg/ml), en asolec-
tine (0,1 mg/ml) et en acide folique (1 pg/ml). Les temps de génération res-
tent trés longs (40 heures) et les populations maximales restent faibles
(15.000 cellules/ml) soit 5 générations en 200 3 250 heures. Toutefois, ces
résultats sont obtenus avec des inocula normaux (500 cellules/ml) alors que
LILLY et STILWELL inoculent 3 plus de 2000 cellules/ml pour plafonner a

environ 8000 cellules/ml.
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Croissance de C. campylum sur différents
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FIG. 12

Croissance de (. campylum sur différent:
milieux peptonés

@®: PPYS
: PPYS + 0,1 mg/ml d'Asolectine

" "

O
A: PPYS + 1 7 d'albumine bovine
X: PPYS

+

+

0,! mg/ml d'Asolectine
®: PPYS + 1 7 d'albumine bovine +
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de Stigmasterol

-
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b) Milieux semi-synthétiques et milieux peptonés (fig. 11 et 2 P.7.

T T e R

A partir du milieu synthétique (MS) nous avons &laboré plusieurs
milieux permettant une excellente croissance de C. campylum. La figure !l
montre les croissances obtenues avec plusieurs milieux semi-synthé&tiques,
respectivement MD + 1 7 d'albumine bovine, M5 + | Z d'albumine bovine, et
MS + 1 7 d'albumine bovine enrichie avec de la cystéine (0,1 mg/ml), de la
cystine (0,1 mg/ml) et de la tyrosine (0,2 mg/ml) (MDR). Ce dernier milieu
nous permet d'obtenir des temps de géndration trés courts et des populations
finales pratiquement identiques 3 celles obtenues sur le milieu PPYS enrichi
en albumine. Ce dernier milieu montre &galement que la tyrosine, la cystéine
et la cystine jouent un grand rdle, soit seules, soit en association, et que

le Colpidium est probablement exigeant vis—~3-vis de 1'un de ces amino acides

La figure 12 montre les performances obtenues avec divers milieux
peptonés. Ils permettent d'obtenir de fortes populations de Colpzidium, des
temps de génération courts et ont l'avantage d'une grande simplicité de pré-
paration. Ils sont dépourvus de particules protéiniques en suspension et

la récolte et le lavage des cellules en sont grandement facilités.
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II - EFFETS DE LA TEMPERATURE SUR LA CROISSANCE DE COLPIDIUM CAMPYLUM

1) DETERMINATION DE LA TEMPERATURE OPTIMALE DE CROISSANCE ET DE LA

TEMPERATURE MAXIMALE TOLEREE

Ces travaux ont été& réalisés sur des cultures axéniques de C.

campylum en milieu PPYS enrichi de 1 Z d'albumine.

a) Température optimale de croissance : ( fig. 13 P. 81 )

La figure 13 montre le temps de génération obtenu en fonction de
la température entre 24°C et 31°C. Le temps de génération passe par un mini-
mum 3 28°C puis augmente trés rapidement quand la température s'é&léve. Les
techniques de culture ne permettent que tré@s difficilement de déterminer la

température limite tolérée par Colpidiwm campylum.

b) Température maximale tolérée :

Une technique de polarisation de fluorescence nous a &té proposée
par HILL et ZEUTHEN lors d'un stage au Biological Institute of the Carlsberg

Foundation 3 Copenhague.
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L'appareil utilisé est un fluorimétre Aminco Bowman trés modifié
par HILL et ZEUTHEN (communication personnelle, R. HILL, en préparation).
Les cellules cultiv@es 3 28°C sont lavées trois fois avec précaution dans
du tampon Tris pH 7,0 10mM rigoureusement maintenu a 28°C. Elles sont placées
dans une cuve en quartz. La cuve est ensuite chauffée progressivement
(2°C/mn) et on excite les cellules 3 une longueur d'onde de 285 nm. La
fluorescence des cellules est mesurée 3 340 nm. Le résultat est indiqué sur
la fig.14b P.83.Par comparaison, nous donnons (figure 14 a) 1'enregistrement
obtenu avec Tetrahymena. La température limite tolérée, qui est tr&s proche
de la température de synchronisation, correspondant 3 la valeur moyenne entre
le minimum et le maximum de fluorescence observés. Avec le Colpidium nous

avons déterminé la demi-mesure de 1'épaulement qui correspond 3 une tempéra-

ture situde entre 33,5° et 34°C.

D'aprés Robin HILL (communication personnelle), l'origine du phé-
noméne de fluorescence et la détermination de la température limite n'ont
pas encore regu d'explication. Cet auteur a retrouvé grdce a cette technique

la température de synchronisation de plusieurs souches de Tetrahymena.

2) ACTION DE CHOCS THERMIQUES SUR LA MULTIPLICATION DE (. CAMPYLUM

Nous avons appliqué des chocs thermiques selon la technique appli-
quée parZEUTHEN (233, 234) pour synchroniser Tetrahymena et nous avons obser-

vé les effets obtenus sur la multiplication de Colpidium. Nous avons travaillé
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T. pyriformis G.L. en fonction de la température.
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3 32,5°C (avant les analyses en fluorimétrie) puis 3 33,5°C en utilisant
différentes combinaisons de chocs et d'interchocs. Les ré@sultats sont
regroupés dans la fig.!5P.85.Les meilleurs résultats ont &té obtenus avec

la combinaison de 2 choecs @ 33,5°C de 1 heure,séparés par 1 heure 3 28°C.

On observe alors 60 7 de cellules divisées 3 la phase de plateau. Si 1'on
augmente le nombre de chocs afin d'obtenir une synchronisation semblable i
celle obtenue chez Tetrahymena par ZEUTHEN (232), la culture est totalement
bloquée. L'augmentation de 1'espace interchoc diminue la qualité de la réponse.
Nous avons &également essayé la méthode de un choc par génération (234) ou

un double choc, en fonction des ré@sultats obtenus précédemment, mais ces

essais n'ont donné aucun résultat.

Nos observations montrent que notre souche de Colpidium campylum
posséde des températures optimales et limites trés proches de celles de
Tetrahymena pyriformis G.L. Les premiers résultats obtenus en soumettant les
cultures a des chocs thermiques montrent clairement que notre culture peut
8tre synchronisée. Cette synchronisation présenterait un intér@t considérable
pour la connaissance du cycle cellulaire de Colpidium et particulidrement
pour 1'étude précise de la morphogénése et des cycles nucléaires. D'autre
part, la durée du cycle (8 h) plus longue que celle de Tetrahymena pyriformis

(3 h) permettrait d'en visualiser plus facilement certaines phases.

La durée de 1l'interchoc (1 h) semble &tre une limite supérieure.
I1 faut encore préciser les durées respectives et le nombre de chocs permet-

tant d'obtenir les résultats les meilleurs possibles. Si la méthode multichoc
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semble accessible dans un avenir proche, la méthode un choc par gémération
(234) ne pourra 8tre tentée qu'en fonction d'une meilleure connaissance du

cycle de Colpidium, acquise par la méthode de synchronisation multichoc.

B - DISCUSSION

L'étude de la nutrition axé@nique de Colpidium campylum nous a
permis, 3 partir des milieux que nous avons dé&finis, de découvrir 1'importance

de différents éléments nutritifs sur la croissance de notre Cilié.

I - CROISSANCE EN MILIEU COMPLEXE

Dans le milieu complexe, nous avons amélioré de maniére importante
la croissance de Colpidiwm. Par rapport au milieu de référence & la caséine
précipitée, nous obtenons un temps de génération deux fois plus court et
une densité cellulaire finale au moins 5 fois plus grande. Le temps de géné-
ration obtenu (8 h) reste toutefois supérieur & celui observé sur des cultures
monoxéniques (6 h). De méme, la population finale (2,5.105 cellules/ml)
reste inférieure 3 celles obtenues avec Tetrahymena dans les mémes milieux
(106 cellules/ml). Ceci montre que les conditions optimales de croissance
n'ont pas encore été déterminées totalement. Les cultures en milieu complexe
nous ont apporté des renseignements sur l'influence des lipides sur la

croissance de C. campylum.
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1) INFLUENCE DES LIPIDES

Nos résultats montrent que, si les lipides ne sont pas indispensa-
bles 3 la croissance de Colpidium, ils jouent néanmoins un rdle trés impor=
tant. Nous avons d'ailleurs montré que cela &tait également vrali pour Tetra-

hymena ( 168 ).

Parmi tous les acides gras, l'acide oléique est le plus actif. Il
est responsable de 1'action stimulante de 1'huile de mais et du tween 80.
Ajoutéd seul il est actif dans le milieu peptoné (PPYS) mais ne suffit pas a
induire la croissance dans le milieu dé&fini. L'addition d'albumine en forte
concentration dans les milieux supprime son effet stimulant. La fraction
d'acide gras qui contamine normalement l'albumine que nous avons utilisée

est responsable en partie de son action stimulante sur le Colpidium.

Parmi tous les phospholipides test@s au cours de notre étude la
L~o~céphaline est la forme la plus active. L'asolectine, qui en contient
33 7 produit une augmentation significative de la croissance dans les mi-
lieux peptonés. Les formes estérifides de la L- —céphaline sont peu actives.
La L-a-céphaline et l'asolectine stimulent la croissance de Glaucoma chattoni
(112), Tetrahymena pyriformis et Tetrahymena paravorax (168) alors que T.

thermophila semble moins exigeant.

2/ INFLUENCE DES STEROLS

Le stigmastérol est le seul produit actif, surtout quand il est asso-

cié @ des phospholipides. Ce n'est pas un facteur de croissance pour C.
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campylum. Chez Paramecium, il faut respecter un &quilibre entre la concentra-
tion de stigmastérol et celle des acides gras (226). Nous nous sommes placés,
lors de nos travaux, dans les mémes gammes de rapports,mais il se peut que
nous soyions restés trés &loignés du rapport optimal pour Colpidium. Ceci

nécessitera des travaux complémentaires.

3) AUTRES FACTEURS DE CROISSANCE

Nos travaux n'ont pas confirmé l'effet stimulant de 1'acide pimé-
lique (90) ni celui de 1'acide pantothénique (68) sur C. campylum. Des essai
ont montré que 1l'absence de multiplication sur le milieu PPYS n'est

pas due 3 une carence en fer, en cuivre et en acide folinique comme

cela est le cas chez Tetrahymena thermophila (164, 167, 171, 172).

IT - CROISSANCE EN MILIEU SEMI-SYNTHETIQUE

Le milieu semi-synthétique que nous avons mis au point présente
des avantages incontestables par rapport d tous les milieux synthétiques
déja décrits pour la culture de Colpidium. Les temps de génération et la
densité cellulaire obtenus sont tout-i-fait comparables 3 ceux enregistrés
avec les milieux complexes. Les milieux synthétiques les plus perfectionnés

décrits auparavant ne permettaient pas d'obtenir des cultures abondantes
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(8000 cellules/ml) et les temps de génération &taient trés longs (48 h).

La présence d'albumine et d'asolectine ote tout caractére synthétique au
milieu du fait de la complexité de ces produits. Néanmmoins, nous avons pu
dégager quelques &léments importants de la nutrition axénique de Colpzidium,

et en particulier ses exigences probables en protides.

Si C. campylum ne se développe pas sur le milieu défini standard
(MD), on ne peut conclure qu'il est incapable d'utiliser les acides aminés
présents dans le milieu. En effet, en absence d'acides aminés, la croissance
sur la seule albumine bovine est plus faible que dans le milieu complet enri

chi en albumine. Ceci peut correspondre @ plusieurs phénoménes :

-~ L'albumine ne pouvant entrer dans la cellule que par 1'intermé-
diaire des vacuoles digestives, la libération d'acides aminés utilisables

est limitée par la capacité d'endocytose et la croissance est ralentie.

- L'albumine peut &tre scindée en peptides par l'action d'enzymes
extracellulaires, puis la digestion se poursuit soit dans les vacuoles diges
tives, soit au niveau de la membrane cellulaire ol les oligopeptides sont
hydrolysés comme chez divers Tetrahymena (232) acide aminé par acide aminé.
est possible que des dipeptides puissgpasser directement 3 l'intérieur de
la cellule, comme 1'a montré RASMUSSEN chez T. thermophila (174). Des expé-
riences préliminaires nous ont montré& que l'on pouvait déceler des activités
peptidasiques dans le surnageant de centrifugation des cultures ; ces acti-

vités correspondent au découpage des protéines en peptides. Dans les homo-
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du milieu défini, 1 % d'albumine bovine, 1 % d'albumine bovine

sans acide gras ou 0,75 % de protéose peptone.

M Albumine bovine {Albumine bovine Protéose
Fraction V 1 % |}sans acide gras | Peptone 0,75 %

Alanine 15 46 35 36
Arginine 30 34 26 28
Asparagine 20 - - -
Acide aspartique - 88 77 46
Acide glutamique 40 138 110 77
Glutamine 10 - - -
Cystéine - 35 31 trace
Glycine 40 14 10 55
Histidine 20 24 17 9
Isoleucine 20 10 6,4 9
Leucine 20 66 51 30
Lysine 20 77 59 22
Methionine 15 13 9 13,5
Phenylalanine 15 44 35 20
Proline 20 31 25 37
Serine 15 31 23 24
Thréonine 20 29 23 18,0
Tryptophane 15 n.d. n.d. 5,1 x
Tyrosine - 65 47 24
Valine 20 22 18 12,5

X d'aprés le DIFCO MANUAL.

ULt
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génats cellulaires bruts, nous avons au contraire mis en évidence une activit
aminopeptidasique & 1'aide de Leucine N nitranilide. Ces indications montrent
que le schéma décrit ci-dessus est plausible car supporté par des activités
enzymatiques correspondant d son fonctionnement ; il nous faudra, pour
compléter notre hypothése, montrer que les activités aminopeptidasiques sont
situées au niveau de la membrane cellulaire. Le fonctionnement de ce schéma
nutritionnel correspond également 3 une croissance plus lente car les acides

aminés ne sont pas directement disponibles pour la cellule.

La troisiéme hypothé&se suppose une possibilité pour le Colpidium
d'utiliser les acides aminés libres. Cette conclusion est confortée par le
fait que Colpidium se développe mieux en présence d'acides aminés et d'albu-
mine qu'avec la protéine seule. Dans un tel schéma, les rdles de l'albumine
sont multiples. Elle peut apporter des acides aminés absents et corriger um
déséquilibre du milieu. Nous avons pu obtenir 1'analyse quantitative de
1'albumine bovine, de 1'albumine sans acide gras et de la protéose—peptoﬁe.
Ramenée en mg d'acide aminé& pour 100 ml, la composition d'unm milieu ne con-
tenant que ces produits comme seule source de protides peut &tre comparée 3
celle du milieu défini standard (tableau 14). La tyrosine, par exemple est L¢
4éme acide aminé le plus abondant dans 1'albumine aprés l'acide glutamique,
l'acide aspartique et la leucine. L'exigence possible de Colpidium pour la
tyrosine ne constitue pas une eXception car on la connait chez Paramecium
aurelia et, dans certaines conditions de culture, chez Tetrahymena thermophtl

(226, 231). La cyst&ine, qui constitue 3,5 Z de 1'albumine est absente du
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milieu synthétique, mais aussi de la protéose peptone. Si le Colpidium est
exigeant en tyrosine et en cysté@ine, il est possible qu'il ne possé&de pas de
systéme de transport pour l'un ou les deux amino-acides, car leur addition
dans le milieu d&fini n'induit pas la multiplication, tout comme l'ajout

de tyrosyl glycine.

Toutefois, nous ne pensons pas que la tyrosine et la cystéine serait
utiligées exclusivement sous forme intégrée dans des peptides ou des protéines
ces deux amino—acides exercent en effet une action stimulatrice trés puissante
quand ils sont ajoutés dans un milieu défini additionné d'albumine et d'aso=-

lectine.

OQutre son rdle correcteur dans la nutrition protéique, aspect
que nous avons déj3d examiné en détail, ou la présence d'impuretés lipidiques
stimulantes, l'albumine bovine apparalt avant tout comme un transporteur et
un ligand. Le transport caivre probablement certains amino-acides, des lipides
et, peut @tre,certains agents vitaminiques. L'action détoxifiante et comple~
xante de 1'albumine vis—3-vis des métaux (fer) a &té clairement montrée
chez Tetrahymena thermophila (RASMUSSEN, HILL, communications personnelles).
Elle peut faciliter la pénétration des métaux dans la cellule via les vacuoles
digestives si le transport membranaire n'est pas possible. Enfin, nous pen-
sons que l'un des rdles essentiels de 1'albumine dans les cultures de
C. campylum est de stimuler la formation des vacuoles digestives. On connait
en effet le rdle important des particules dans le dé&clenchement de 1'endocy-
tose. Dans le milieu peptoné, il existe un précipité trés fin essentiellement

du 3 la décomposition de FeCly durant la stérilisation.
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Le milieu dé&fini est sté&rilisé par filtration et ne contient donc
qu'un nombre trés réduit de particules. ColpidZum, placé dans un tel milieu
ne présente aucune activité phagotrophique. Si l'on ajoute de 1l'albumine
stérilisée par filtration, les Colpidium forment alors de nombreuses vacuoles:
digestives. Si ces vacuoles sont incapables d'assurer 3 elles seules 1'apport
alimentaire nécessaire 4 la multiplication cellulaire, elles sont certai-
nement la voie essentielle de pénétration de certains aliments indispensables
comme cela a été montré chez 7T. thermophila (164, 171, 172). Nous interpré-
terons de la méme fagon une partie du rGle des lipides, en particulier de
1'acide oléique, du tween 80 et de l'asolectine qui ne constituent pas dans
les milieux des solutions vraies mais des microparticules ou des micelles
(112). Indépendamment de leur valeur nutritive, ces produits vont activer
leur propre endocytose par Colpidium ; leur rdle serait donc double. LILLY
et STILWELL ont montré que (. campylum pouvait se multiplier dans un milieu
totalement synth&tique si 1l'on y ajoutait un produit microparticulaire
possédant des propriétés adsorbantes (Celkate). Un tel milieu présente
1'inconvénient de renfermer trop de particules en suspension, produit dont
il faut ensuite se débarasser avant toute &tude physiologique ou biochimique.
C'est pourquoi nous préférons utiliser les deux milieux que nous avons mis ai
point, qui présentent l'avantage compl@mentaire de fournir des cultures trés

abondantes.

ITI - CONCLUSIONS

Les exigences nutritives de (. campylum différent profondément de

celles de Tetrahymena. Par ses besoins probables en tyrosine et en lipides,
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C. campylum se rapprocherait plutdt de P. aurelia. La culture de C. campylum
en milieu synthétique nécessite le passage préalable aux connaissances

suivantes :

- étude des systémes de transport des amino-acides et des peptides
existant chez ce ci1lié et conditionnant une nutrition par voie
membranaire ;

- détermination des facteurs de croissance dont la pénétration par
voie orale est obligatoire ;

- étude approfondie des besoins en lipides,

L'obtention de mutants analogues & ceux obtenus avec T. thermophila
serait trés utile pour la réalisation de telles &tudes. Elle éviterait en
effet 1'emploi de drogues bloquant 1'endocytose, mais dont les effets au
niveau des transports membranaires sont tré&s mal connus (eytochalgsine B).
Toutefois, la culture d'une telle souche apparalt problématique dans les
conditions d'expression de la mutation, compte-~tenu de nos connaissances

actuelles.

Nos travaux nous ont permis d'élaborer des milieux de culture effi-
caces et de mettre en &vidence une partie des exigences nutritives de C.
campylum. Les orientations nécessaires pour résoudre les problémes subsis-

tant pour sa culture en milieu synthétique ont pu étre également définies.
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CHAPITRE 1II

NUTRITION HOLOZOIQUE DE COLPIDIUM CAMPYLUM
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Nous avons examiné la nutrition holozoique de C. campylum sous

deux angles différents.

~ Un aspect quantitatif : il s'agissait d'étudier 1'influence de l:
concentration bacté&rienne sur la croissance de Colpidium campylum. Ce travail
a été complété par des études réalisées sur des modéles particulaires en

polystyréne.

~ Un aspect qualitatif : nous voulions connaitre la valeur nutritis
de différentes bactéries pour Colpidium campylum, afin d'analyser les diffé-
rents types d'int@ractions existant entre les bactéries et notre Protozoaire.
Ces travaux devaient nous permettre d'appréhender le comportement et le rdle

possible de Colpidium dans les milieux naturels.

A - ETUDE QUANTITATIVE DE LA NUTRITION HOLOZOIQUE

I - [NFLUENCE DE LA CONCENTRATION BACTERIENNE SUR LA CROISSANCE DE C. CAMPYLI

Cette étude s'est limitée strictement 3 la phase de latence et au

début de la phase exponentielle de croissance.
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1) PRINCIPE EXPERIMENTAL

Nous avons utilisé des cultures de Colpidium 3gées de 5 jours soit
dans un état de jeline complet. Les bactéries utilisées (E. colZ) ont &été
préparées classiquement et lavées trois fois dans le milieu minéral. Les
Ciliés et les bactéries ont &té ensuite ajoutés dans les flacons d'expérience
de fagon 3 obtenir respectivement 1,5—2\.103 Protozoaires/ml et de 105 3 10°
bactéries/ml, un témoin sans microorganisme &tant réalisé parallélement.

Des prélévements ont été effectués toutes les deux heures pendant les douze
premiéres heures afin de dénombrer les (Ciliés, de mesurer leur volume moyen
et leur distribution, et de calculer le biovolume total de la population.

Ces mesures ont &été réalisées & l'aide du Coulter Counter et de 1'analyseur

P 64 - XY comme décrit dans les méthodes générales,( annexe III p. 253 )

2) RESULTATS

a) Evolution des populations : ( fig. 16 P. 98 )

Pour les concentrations en bactéries les plus basses (figure 16 a)
aucune multiplication n'a &té observée. A partir de 107 bactéries/ml (figure
16 b) on observe un début de multiplication. Au deld, la croissance des (Ciliés

< . - 8 L.
est trés nette, avec un minimum de la latence observé pour 10 bactéries/ml.

Dans le témoin, la densité initiale de (Ciliés &tait plus élevée

mais cela n'a pas entrainé de discordance apparente dans les résultats.
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b) Evolution du volume individuel des cili&s (fig.17 a 19 P.100-101)

— e ———— —e m— — — — — — —— - — —— vm— t— - — — — —

Sur la figure 17 sont représentés les enregistrements de la dis-
tribution de population de Colpidium campylum entre O et 6 heures en présence
de 109 bactéries initiales par ml. Cette figure montre trés nettement la
variation de dispersion de la population mais aussi 1'&volution de la taille

des cellules.

La figure 18 montre 1'&volution du volume moyen cellulaire en fonc-
tion de la concentration initiale en substrat. Colpidium subit de fortes
variations de volume pendant la phase de latence, en particulier avec des

. . . . . A7 .
concentrations en microorganismes supérieures 3 10" cellules/ml. L'amplitude
et la durée du grossissement des Cilis augmentent avec la quantit@ de [ f{iS

Littg
bactéries apportées. Le volume moyen maximum est atteint 3 la fin de la

phase de latence ; il diminue ensuite au fur et i mesure de l'accélération

de la multiplication.

o

Sur la figure 19 a té représentées les variations de
distribution des populations de ColpZdiZum en fonction du temps et de la quan-
titéd initiale de substrat. A partir d'une population initiale homogéne, aucun
changement n'est observé jusque 106 E. coli/ml . En présence de
107 bactéries/ml , une diminution tr@s nette de la classe de
volume la plus petite est observée pendant les 4 premiéres heures. Avec 108

E. coli/ml, la classe modale est déplacée et la dispersion augmente. Aprés

12 heures de culture, la distribution est redevenue trés proche de celle ob-
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servée initialement. Avec la plus forte concentration en substrat utilisée,
la dispersion est maximale i la 8éme heure. Les individus de petite taille
ne proviennent pas d'un processus de division car il n'y a pas encore augmen-
tation de la population totale. Au moment ol la culture est dans sa phase
exponentielle de croissance la dispersion diminue. A aucun moment, il n'a
été possible de percevoir les premiéres cellules filles et les plus grosses

cellules sous forme d'une distribution bimodale.

¢) Variation du biovolume total (figure 20) :

Les biovolumes totaux ne subissent pratiquement aucune variation
jusque 107 E. coli/ml. Le volume augmente pour se stabiliser rapidement en
présence de 108 bactéries/ml. Avec la plus forte concentration en substrat,
le biovolume total croit d'abord réguliérement, se stabilise entre la 6&me
et la 8éme heure puis la croissance reprend avec une vitesse plus é&levée

que pendant les 6 premiéres heures de culture.

IT - ACTIVITE PHAGOTROPHIQUE DE COLPIDIUM CAMPYLUM ET DE TETRAHYMENA EN

PRESENCE DE PARTICULES NON NUTRITIVES

Nous avons étudié, avec Colpidium campylum mais aussi avec trois
souches de Tetrahymena 1'influence, sur le rythme d'endocytose, de la taille

et de 1'abondance de particules de polystyréne utilisées pures ou en mélange.
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1) PRINCIPE EXPERIMENTAL

Nous avons utilisé des particules de polystyréne calibrées (DCW
Chemical). Des cultures axéniques de Colpidium campylum, de Tetrahymena
pyriformis G.L. et de Tetrahymena thermophila souches DN3 et NP! contenant
entre 25 et 50.000 cellules par ml ont é&té traites par des suspensions de
latex (2 % v/v) de fagon @ obtenir 4,4.108 particules/ml de culture. Au
bout de 10 minutes de contact, on fixe les cellules par la glutaraldéhyde
42 7%, on dénombre le nombre total de vacuoles digestives formées dans

50 cellules, et on calcule la moyenne.

2) ACTION PHAGOTROPHIQUE SUR DES SUSPENSIONS MONODIMENSIONNELLES

Le tableau 15 montre le nombre moyen de vacuoles formées par cellu-

le en 10 minutes en fonction de la dimension des particules.

L'activité phagotrophique de Colpidium campylum est trés influencé:«
par la taille des particules présentes dans le milieu. La vitesse de forma-
tion des vacuoles digestives décroit en effet trés rapidement avec la taille
et les particules de 0,2 U ne sont que peu ou pas ingérées. Chez Tetrahymera
pyriformis G.L., l'optimum de la phagotrophie se situe &galement i 1,1 u
et diminue avec la taille des particules. Chez Tetrahymena thermophila,
1l'endocytose est aussi active sur les particules de 1,1 u et 0,356 u ;

elle reste encore substantielle avec les plus petites particules. On peut



TABLEAU 15. Influence du diametre des particules sur le °

nombre de vacuoles digestives formées en 10 minutes.

-105 .

Tetrahymena Tetrahymena thermophila Colpidium
pyriformis DN3 NP1 campylum
X 3,64 3,46 3,33 4,1
1,1 u S 0,73 1,6 0,59 1,53
n 6 4 4 6
X 2,3 3,67 3,14 2,64
0,356 u S 1,2 0,58 1,01 0,67
n 4 4 4 4
X 0,83 2,63 1,85 0,42
0,2 wu S 0,59 1,01 0,39 0,29
n 5 4 4 6
X : moyemne ; S : écart type ; n : nombre d'expériences

RETT
5 LILLE /
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8galement remarquer la grande dispersion des résultats autour de la moyenne.

En effet, des différences de comportement notables ont &té observées avec

des cellules de méme 3dge et des densités de culture tré@s similaires.

3) ACTIVITE PHAGOTROPHIQUE SUR DES MELANGES MULTIDIMENSIONNELS

Dans un premier temps, nous avons réalisé trois mélanges de parti-
cules (nombre total d'éléments figurés 4,4.108/m1). La composition des trois
mélanges et le diam@tre moyen sont indiqués dans le tableau 16. Les résultats
(figure 21 ) montrent que l'activité phagotrophique de C. campylum diminue
légérement avec le volume moyen de la suspension testée, l'effet restant
trés inférieur 3 celui observé avec des suspensions monodimensionnelles. Les
différences sont encore plus faibles avec Tetrahymena pyriformis et deviennexn
inexistantes avec T. thermophila. Tout en confirmant les résultats obtenus
avec des mélanges monodimensionnels, cette expérience indique qu'une propor-
tion faible de grosses particules stimule fortement 1'endocytose. Nous avons
cherchd 3 préciser ces résultats chez (. campylum et T. pyriformis avec des
mélanges de particules de 1,1 u et 0,356 1 (nombre total de particules
4,4.108/m1). Les deux Ciliés montrent une activité phagotrophique maximale

6 particules de

(figure 22 ) dés que le mélange contient 20 7 soit 88.10
1,1 y/ml. La quantité de particules influence donc manifestement l'activité

phagotrophique des Ciliés. Nous avons donc réalisé une étude quantitative

du phénoméne.



TABLEAU 16. Composition de différents mélanges

de latex étudiés. - 107 -
Mélange 1,1 u 0,356 p 0,2 u
A 50 25 25
B 25 50 25
C 25 25 50

FIG. 21 YNombre de vacuoles digestives formées

VD en 10 mn par C. campylum ( Ce ) T. pyri-

Ce T Tt formis G.L. (Tp) et T. thermophila (Tt)

P sur les mélanges de particules dé&finis

DN NP} dans le tableau 16

rm ]
- =i =i
ik —h —i: It
A BC A BC A BC A B 23.

FIG. 22 Nombre de vacuoles diges-— A
tives formées en 10 mn par C.campy-—
lum (@ ) et T. pyriformis ( %K ) =
sur un mélange bidimentionnel

(latex de 0,356 et 1,1 u ).

En abscisse la rangée supérieure =
indique le 7 de particules de

/ [;;:(‘
1,1 4, la rangée inférieure le 2 5+ \L“~E}
de particules de 0,356 e

ST,
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100 200 300 PARTICULES 10%L
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T ¥ Y i Puath
100 200 300 PARTICULES 1074,
F. 23. Nombre de vacuoles digestives formées en 10 mn en fonction de la
concentration en latex :
BUS Y a) par C. campylum
Litit b) par T. pyriformis

: latex de 1,1 um
K latex de 0,356
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4) INFLUENCE DU NOMBRE DE PARTICULES SUR L'ACTIVITE PHAGOTROPHIQUE

Nous avons &tudié le nombre de vacuoles digestives formées en
10 minutes par C. campylum (figure 23 a) et T. pyriformis G.L. (figure 23 b)
en présence de concentrations variables de latex de 0,356 et 1,1 u. L'aspect
des courbes de réponse semble , 3 premiére vue, de type Michaelien, et
analogue & celui décrit par FENCHEL (73) pour exprimer la quantité de latex
ingéré en fonction de sa concentration dans le milieu. Mais la transformation
inverse selon LINEWEAVER et BURKE montre que les phénoménes sont en réalité
plus complexes. L'analyse de 1'activité phagotrophique de Colpidium sur les
particules de 1,! u (fig.24a~p.110)révéle qu'en dessous d'une concentration

en perles de latex de 13°106/m1, la vitesse de formation des vacuoles chute

® billes de

trés rapidement au dessous de 0,5/10 minutes. Entre 13 et 100.10
latex/ml, la vitesse maximale de formation des vacuoles s'établit autour de
2 pour 10 minutes ; pour des concentrations plus &levées, la vitesse maxima-
le augmente brusquement pour atteindre 4/10 mn. En présence de latex de
0,356 p, 11 faut au moins ]O8 particules/ml pour induire une phagotrophie

dont la vitesse maximale est de 1,6 vacuole/10 mn. Au dessous de cette con~

centration, la vitesse chute tr&s rapidement.

Avec Tetrahymena pyriformis G.L. (figure 24 b) on observe les
mémes phénoménes qu'avec Colpidium en présence de latex de 1,1 u. Seuls
les seuils changent. Le seuil inférieur s'@tablit a 7.106 particules/ml et la

vitesse de formation double au dessus de 55.106 particules/ml.
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FIG. 24. Transformation selon Lineweaver et Burke des courbes des fig. 23 a et b
1/V : Inverse du nombre de vacuoles digestives formées en 10 mn
1/B : Inverse du nombre de particules de polystyréne présentes dans le
milieu
a) Colpidium campylum
b) Tetrahymena pyriformis

@: Particules de 1,! um
V. o Dawitinmsioe Aa N 184 1m
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Avec des particules de 0,356 u, aisément absorbées par Tetrahymena,
6 .
la zone de rupture s'établit autour de 13.10 particules/ml ol on passe de

0,65 3 3,3 vacuoles/10 minutes.

B - ETUDE QUALITATIVE DE LA NUTRITION BACTERIENNE DE

COLPIDIUM CAMPYLUM

I - PROTOCOLE EXPERIMENTAL

A partir de cultures de Colpidium campylum de 72 i 96 heures et de
bactéries lavées, on inocule des flacons contenant du milieu minéral stérile
de maniére i obtenir 5.108 bactéries/ml et ]@3 Ciliés/ml pour un volume final
de 100 ml, chaque expérience &tant réalisée en triple exemplaire. Les fla-
cons sont incubés i l'obscurité i 20°C et des prélévements biquotidiens sont
effectués aux fins de numération. Seule la population moyenne calculée &
partir des trois répliques est prise en considération. La croissance totale
de Colpidium campylum a &té mesurée par rapport d un t&moin od la bactérie est
Enterobacter cloacae. On calcule le rapport entre la population atteinte 3 la
phase stationnaire (Dpax ) et la population initiale (DO). L'expression de la
croissance en présence d'une bactérie déterminée (Rb = Dmax /Do) est comparée
3 celle obtenue dans le témoin (Rt) par le calcul (Rb/Rt) x 100. Ce rapport
exprime la valeur nutritive de la bactérie envisagée, celle du témoin étant

fixée arbitrairement 3 100,
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Valeur nutritive de différentes Enterobacteries par rapport 3 Enterobacter cloa

Les caractéristiques des souches sont indiquées en annexe II. Les colonnes poin
tillées indiquent les bactéries pigmentées.
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IT - RESULTATS GENERAUX

Dans la figure 25, nous avons représenté les courbes de croissance
types de Colpidium campylum aux dépens de quelques espéces bactériennes. Le
maximum de croissance, aboutissant 3 un palier, est atteint en 3 3 4 jours.
La vitesse de multiplication apparalt peu variable quand les bactéries ont
des valeurs nutritives similaires ; en revanche, quand le substrat n'est pas
favorable, la croissance est plus lente (Streptococcus faecalis) et peut méme

s'arr@ter trés précocement (Bacillus cereus).

Les figures 26, 27 .et 28 représentent respectivement les valeurs
nutritives obtenues avec les Enterobacteriaceae, les autres bact@ries Gram
négatif et les bactéries Gram positif . Elles appellent un certain nombre

de commentaires.

- Enterobacteriaceae (figure 26)

Les Escherichia coli constituent en général une excellente nourri-
ture pour Colpidium campylum. Une seule souche sur 6 testées nous a donné un
résultat moyen. Ces données sont en accord avec celles obtenues avec d'autres
Ciliés et avec les amibes. Des cas de toxicité ayant &té@ signalés vis—&-vis
de Colpidium et Glaucoma (36,'38), il ne faut pas s'étonner que l'une de nos

souches ait donné un résultat médiocre.

Les valeurs nutritives de Citrobacter, Klebsiella et Enterobacter
sont trds proches de celles du témoin, Klebsiella pneumoniae étant la moins

favorable. Enterobacter aerogenes est l'espéce la plus couramment utilisée
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FIG. 27.

Valeur nutritive de bactéries Gram— autres que les Enterobactéries par

rapport 3 Enterobacter cloacae.

Les colonnes pointillées indiquent les bactéries pigmentées.
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pour la culture des Protozoaires. Elle se distingue essentiellement de X.
pneumoniae par l'absence de capsule et par sa mobilité. L'Eﬁterobacter pig-
menté que nous avons testé@ constitue un excellent substrat. Nous avons const:
té par ailleurs que l'on pourrait cultiver aisément Hartmanella vermiformis

sur cette meme souche.

Une nette différence a &té observée entre les Serratia non pigmenté

et celles produisant de la prodigiosine.
La valeur nutritive des Proteus, Salmonella et Shigella est compric
en général entre 50 et 100 7 de celle du témoin. Salmonella paratyph? B a

montré une valeur nutritive tout & fait exceptionnelle.

- Bactéries Gram négatif autres que les Enterobacteriaceae

(figure 27)

Dans cette classe, nous retrouverons principalement des bactéries
de l'environnement, fréquemment isolées des milieux naturels. Seul
Pseudomonas aeruginosa possdde une histoire médicale réellement importante.
Si l'on>exc1ut les Pseudomonas sécrétant des dérivés phénaziniques (P.
aeruginosa et P, aureofaciens ), 3 souches sur 13 testées ont une valeur nu-—
tritive inférieure 3 celle d'Enterobacter cloacae. Chromobacterium lLividum
est extrémement toxique. Les deux souches de Pseudomonas fluorescens ont donn

des résultats trés différents.

- Bactéries Gram positif (figure 28 - p. 116)

Ces bactéries se sont révélées des substrats trés moyens ou médiocr
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FIG. 28. Valeur nutritive de bactéries Cram positif par rapport &

Enterobacter cloacae.

Les colonnes en pointillé indiquent les bactéries pigmentées.
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pour la culture de Colpidium campylum. Une seule souche de Staphylococcus

aureus posséde une valeur nutritive relativement &levée.

IIT - PHENOMENES DE TOXICITE OBSERVES

1) TOXICITE DE PSEUDOMONAS AERUGINOSA

a) Corps cellulaires lapés (figure 27 - p. 114)

Toutes les souches testées ont une valeur nutritive trés limitée,
trés inférieure & celle des autres esp@ces de Pseudomonas. La variété mélano-
géne d'emblée (secrétion d'un pigment noir ou de tyrosinase qui réagit avec
le milieu) s'est montrée plus toxique que les souches classiques. Chez la
variété mélanogéne tardive, & l'apparition de la pigmentation correspond une
chute de la valeur nutritive. Pseudomonas aureofaciens, dont le pigment est

voisin de celui de P. aeruginosa est aussi peu favorable a la croissance.

b) Toxicité des différents extraits

La préparation des différents extraits est détaillée en Annexe II
Les extraits et la pyocyanine pure ont &té ajoutés en solution aqueuse d des

cultures de Colpidium campylum standard (103 ciliés/ml et 5.108 bactéries/

ml au temps 0 dans un volume de 10 ml). Les concentrations de pigment ont
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FIG. 29. Croissance de (. campylum en présence d'extrait pyocyanique brut.

Anomalies morphologiques chez (. campylum traité par 1l'extrait
pyocyanique brut (1900)
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&té exprimées volume 3a volume.

L'activité de 1'extrait brut (:P.B.)s'est manifestde par deux types de

phénoménes :

- un effet toxique se caractérisant par la mort des cellules ou

par 1'inhibition de la croissance

- un effet sur la division cellulaire.

Pour une concentration en P.B. comprise entre 1/2 et 1/4 (v/v), les
ciliés présentent une plasmolyse rapide et une mobilité anormale, puis les
mouvements se ralentissent progressivement tandis que les cellules gonflent ;
finalement, on obtient des formes sphériques immobiles qui se lysent rapide-

-~

ment. La durée totale du phénoméne est de 5 & 15 mn.

Pour des concentrations plus faibles (10'-1 v/v), la croissance ne
se manifeste qu'apr@s une phase de latence (figure 29) au cours de laquelle
la population reste stable. La densité& obtenue en 3 jours est trés faible.
Pour des concentrations de 10-“3 et 10“4 (v/v) d'extrait brut, un léger retard
est encore observé au bout de 48 heures. Avec 10_5 et 10-6 (v/v) d'extrait,

la multiplication est identique 3 celle observée dans le témoin.

Dans les cultures effectudes en présence d'une concentration en

. -3 -6 . . e e
extrait de 10 ~ 3 10 (v/v), nous avons observé un certain nombre d'indivi-
dus anormaux, en général des monstres doubles (figure 30). Le taux d'anomalie:

est maximum 3 la 488me heure (tableau 17), c'est-3-dire 3 la fin de la phase



TABLEAU 17. Pourcentage d'anomalies morphologiques
- 120 - constatées en présence de différentes concentrations
en pyocyanine brute.

Concentration Temps
d'extrait
brut v/v 24 h 48 h 72 h
107! 0 0 0
1072 0 0 0
1073 0 7,84 5,28
107 0,55 8,96 7,20
107 0 8,62 2,60
T 0,59 9,49 3,61
10‘7 0 3,24 3,05
Témoin 0 1,24 A 0,80
FIG. 31.

Croissance de C. campylum en présence de
pyocyanine pure.

PYOCYANINE FPFURE

@®: témoiln

1070 (V)
1076 vy

e: 10-1 (v/y)
A: 1072 (V/y)
®: 1073 )
O: 1074 (v/4)
A
@)

jours
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de multiplication la plus active de Colpidium campylum. L'effet ne s'atténue
que pour des quantités tré&s faibles d'extrait. Des anomalies spontanées

apparaissent &galement dans le témoin mais en nombre moins important.

La figure 31 montre que la culture de Colpidium a, en présence de
pyocyanine pure, un comportement identique & celui observé en présence
d'extrait brut. Si l'effet toxique apparalt plus net qu'avec l'extrait brut
d la concentration 10—] (v/v), il diminue vite avec la dilutiom du produit
et son effet n'est plus sensible 3 10.3 (v/v). Comme dans le cas de 1'ex-
trait brut, des monstres sont observés en plus grand nombre en présence de
pyocyanine que dans le témoin, le maximum correspondant 3 la phase de mul-

tiplication (48 heures).

2) TOXICITE DE CHROMOBACTERIUM LIVIDUM

C'est le seul microorganisme dont les corps cellulaires lavés se
soient révélés toxiques pour Colpidium campylum. 11 fallait étudier si
l'origine de la toxicitd &tait liée 3 la violac@ine, pigment insoluble de
C. 17vZdum ou 3 une autre substance, certains souches de Chromobacterium
secrétant de 1'acide cyanhydrique. A partir d'un extrait brut de pigment,
par gel filtrationm, noﬁs avons obtenu deux fractions dont 1'une (figure 32)
présente le mé@me profil spectrophotométrique caractéristique de la viola-
céine défini par GAUTHIER (79). L'autre fraction (fraction I) ne présente

pas le pic d'absorption 3 385 nm de la violacéine.

La violacéine entraine la mort de la culture en moins de 24 h

(figures 33 et 34) i une concentration de 10 ug/ml. Avec une dose de | ug/ml,
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il y a un retard de la croissance. Pour les doses plus faibles, il n'y a
plus d'effet visible, La fraction I ne présente aucune toxicité pour la plus
forte concentration administrée (10 ug/ml). Elle n'est donc pas responsable

de la toxicité de Chromobacterium 1iyidum.

I1 existe donc deux substances colorées isolables 3 partir des
cultures de C. IlZvZdum. Elles diffé@rent 3 la fois par leur comportement sur
tamis moléculaire, ce qui permet de les séparer, et par leur profil spectro-

photométrique.

L'une, toxique, est la violacéine ; l'autre, non toxique, peut

étre soit un intermédiaire de la synthé&se, soit une forme de dégradation du

pigment.

IV - CROISSANCE DE COLPIDIUM CAMPYLUM SUR DES MELANGES DE BACTERIES

1) MELANGE DE DEUX BACTERIES GRAM NEGATIF DE VALEUR NUTRITIVE

DIFFERENTE ( fig. 35 - p. 124 )

Nous avouns utilisé&, pour cette expérience, la bactérie témoin
Enterobacter cloacqe et une souche de Serratia marcescens pigmentée dont la
valeur nutritive est d'environ 50 7 de celle de la bactérie témoin (figure
35). Si l'on cultive Colpidium campylum sur un mélange, en nombre &gal, de

ces deux germes, le nombre total de cellules bactériennes initial restant i
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Croissance de C. campylum en présence d'E. cloacae (1) de Serratia
marcescens (2) et sur un mélange, en nombre &gal, des deux bacté-
ries (3)

(a) courbes de croissance
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FIG. 36

Croissance de C. campylum en présence d'E. cloacae (1) de Bacillus
subtilis (2) B. cereus (3), B. licheniformis (&)

Effet de l'addition d'Enterobacter cloacae (fléches) sur la crois-
o 2
sance en présence de Baetllus.
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5.10 /ml, on comstate que le mélange présente une valeur nutritive intermé-
diaire entre celle des deux bactéries prises isolément. Le résultat observé
correspond 3 une absorption simultanée des Serratia et des Enterobacter,

sans sélection caractérisée de 1l'un ou l'autre germe.

2) MELANGE DE BACTERIES GRAM - ET DE BACTERIES GRAM + DE FAIBLE

VALEUR NUTRITIVE

La figure 36 montre le comportement de Colpidium vis—-a-vis de trois
espéces de Bacillus de faible valeur nutritive et le résultat de 1l'additionm,
en cours de culture d'Enterobacter cloacae. Au moment de cet apport, aucune
diminution sensible du nombre de Bacillus n'apparait optiquement alors que,
dans le cas de la bactérie témoin, une lyse subtotale est observée en 48
heures. Lorsque, dans ces cultures, on ajoute des Enterobacter, la croissance
de Colpidiwm devient immédiatement trés rapide, puis se stabilise en 96
heures comme dans une culture normale. Des colorations de Gram mettent alors
en &vidence la quasi-disparition des bacilles Gram - et la persistance en
trds grand nombre de Bacillus, la densité optique de la culture restant im-
portante. La croissance de Colpidium s'est donc opérée pratiquement aux dépens

des Enterobacter.
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C - DISCUSSION GENERALE

Les travaux que nous avons réalisés sur la nutrition helozoique
nous ont apporté des résultats importants dont certains sont d'une portée
générale pour d'autres Ciliés, tels les résultats quantitatifs, alors que
d'autres apparaissent comme un approfondissement des connaissances spécifi-

ques sur Colpidium campylum (nutrition qualitative).

I - NUTRITION QUANTITATIVE DE COLPIDIUM CAMPYLUM

Colpidium campylum montre une réaction tré&s limitée pour les plus

> et 10° bactéries/ml). La ré-

faibles quantit@s de bactéries ajoutées (10
ponse croit ensuite rapidement au-dessus de 107 E. colZi/ml. Nous n'avons pu
mettre en évidence, lors de nos expériences, la concentration minimale de
substrat qui provoque une réaction d'endocytose chez Colpidium. L'observatic
de 1l'activité des membranelles n'est pas possible sans 1'aide d'artifices
expérimentaux introduisant un stress (cglloides, cellule 3 microcompression)
Nous concluons 3 une rdactivité faible de Colpidium campylum au-dessous de
106 E. coli/ml. Elle devient tr&s importante au-dessus de 107 bactéries/ml.
En présence de trés fortes concentrations de substrat, la quantité de bacté-
ries ingérées et le rythme de 1'endocytose dépassent la capacité de digestic
intracellulaire : d&s la 48me heure de culture, le rejet du contenu des pha-
gosomes peut eétre décelé au Compteur Coulter et identifié au microscope sous

forme d'amas de 10 U composé&s de pelotes fécales. Dans ces pelotes, on

observe des bactéries parfaitement reconnaissables et apparemment inaltérée:
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ce qui indique une assimilation faible due 3 un transit trop rapide. Ce phé-
noméne peut étre également la conséquence de l'ouverture des vacuoles diges-—
tives au cytoprocte dans un ordre différent de leur formation, phé&noméne

déja observé par ailleurs (167).

Notre étude nous a permis de constater qu'il existe une concentrati
seuil de substrat nécessaire pour obtenir une multiplication de Colpzidium.
Ce phénoméne est visible 3 la fois sur les courbes de croissance en nombre et
en biovolume et dans les histogrammes de distribution. Cette condition cri-
tique correspond 3 celle introduite»théoriquement par LUCQUIN et coll. (139)
et appliquée par PLICHON et coll. (163) au cas d'E, colZ. Un certain nombre
d'auteurs ont constaté, comme nous, l'existence d'une concentration seuil
alors que d'autres ne 1l'ont pas observée, en particulier ceux travaillant sur
des cultures continues. TAYLOR a montré que la discordance observée entre les
résultats pourrait provenir pour une part de la technique expérimentale
utilisée. C. campylum exige une concentration seuil quand il est cultivé sur
des bactéries en suspension alors qu'aucun seuil n'est observé dans des

cultures réalisées avec des bactéries sédimentées.

En présence d'un excés de substrat, nous avons constat que les
bactéries étaient incomplétement digérées. Il s'ensuit une baisse du rende-
ment de la croissance. Il faut en conclure que les modéles mathématiques
utilisant une valeur constante pour le rendement doivent etre tempérés, tout
comme ceux attribuant au taux de croissance des ciliés cultivés sur des
bactéries, une loi de variation de type Michaelien. Un seuil de réponse doit

étre introduit.
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Les variations de distribution que nous avons relevées ont d&ja
été observées chez Tetrahymena pyriformis. Il est possible que, pendant la
phase de latence, cette dispersion refléte des différences de réactivité au

substrat entre les individus.

Les résultats obtenus ici ont pu @tre précisés en &tudiant 1'acti-
vité phagotrophique de C. campylum en culture axénique avec des particules

de polystyréne.

Nos résultats mettent clairement en évidence 2 phénoménes :

(1) La vitesse de formation des vacuoles digestives dépend 3 la
fois de la concentration et de la taille des particules présentes dans le

milieu. Ceci a déja &té observé par RICKETTS (175).

(2) La loi définissant la vitesse de formation des vacuoles en
fonction de la quantité de particules est complexe. Il existe en particulier

des seuils correspondant 3 des accélérations de l'activité@ phagotrophique.

La concentration seuil inférieure est & rapprocher de la conditiorn
critique définie antérieurement en présence de bacté@ries pour sa valeur iden
tique et elle en précise la signification : quand la quantité de bactéries
diminue, le dé&veloppement des cultures de Ciliés ne tend pas vers 0 parce qv
1'on se rapproche de la concentration d'entretien (quantité de bactéries
nécessaire au maintien d'une biomasse constante) mais parce que 1l'endocytose
n'est plus suffisamment stimulée. TAYLOR (214) a donné une raison plausible

de ce phénoméne : le (¢ilié, dépensant trop d'énergie pour pourvoir 3 son



-129 .

alimentation rare dans son environnement immédiat, arréte son activité phago-
trophique pour se consacrer i rechercher des zomes plus riches en nourriture.
Ceci serait particuliérement vrai pour les Protozoaires capables de se nourri
aux dépens de bactéries sédimentées, comme le Colpidium. Nous avons pu véri-

fier cette aptitude chez notre souche en utilisant la microcinématographie.

Une deuxidme concentration seuil se situe chez Colpidium en gros
8 . , .

au~dessus de 10 particules de 1,! u/ml. On observe alors une augmentation
brutale de la vitesse de formation des vacuoles digestives. Si 1'on rapproche
ces résultats des observations effectuées avec des bactéries, on se rend
compte que cette concentration correspond 3 une trés nette augmentation du
volume moyen cellulaire et du biovolume total et, pour des concentrations
supérieures, & un transit accéléré des vacuoles digestives conduisant 3 une

assimilation incompléte du substrat et une chute du rendement de croissance.

Nos observations réalisées sur des modéles particulaires inertes
nous permettent donc de retrouver certains résultats observés en présence de

bactéries.

Il est intéressant de comparer nos résultats 4 ceux de FENCHEL (73,
74, 75) et dceux de RICKETTS (175, 177, 178, 179). FENCHEL observe que la taille
des particules correspondant & la rétention optimale est de 0,36 j pour C.
colpoda et C. campylum. Il n'y aurait donc pas coincidence entre vitesse de
formation des vacuoles digestives telle que nous 1'avons mesurée, et réten-
tion des particules. FENCHEL déclare également que chez Glaucoma, les vacuoles
digestives formées en présence de latex de 1,1 U sont plus nombreuses, mais
plus petites que celles formées en présence de latex de plus petite taille.

Nous n'avons pas confirmé ces résultats lors de nos travaux. Avec des
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particules de 0,2 U, les vacuoles digestives sont extrémement petites et peu
visibles chez Colptdium. La taille des vacuoles digestives augmente avec la
taille des particules ajout@es, phénoméne déji observé par RICKETTS avec
Tetrahymena (175). FENCHEL constate également que l'ajout de particules de

2 | dans une suspension de latex de 0,356 u provoque une diminution du volum
global de latex ing8ré chez C. colpoda. Outre que les concentrations utili=
sées sont énormes (de 2 3 7.109 particules de 0,356 u/ml), on peut s'interro
ger sur la maniére dont ont &té calculées les quantité@s totales ingérées,

les particules de 0,356 u n'étant pas dénombrables en microscopie optique.

Utilisant un mélange de particules de 0,35pu et de 1,1 i, nous
avons, au contraire, observé une stimulation de la phagotrophie et, en fonct
du nombre et de la taille des vacuoles observées, une augmentation de la

quantité totale de latex ingéré.

La mesure réelle de la quantité de latex contenue dans un Protozc:
aire est trés difficile 3 réaliser. Le dénombrement des particules 3 1'inté-
rieur des vacuoles, au microscope, n'est possible que pour des Eéléments
figurés dont le diamétre est supérieur 3 1 U si leur réfringence facilite
leur détection. Avec des particules de | 1, notre expérience nous a montré,
avec Colpidium campylum, qu'il est tré@s aléatoire de dénombrer les perles de
latex dans les vacuoles car leur nombre y est trop élevé. Pour tous les type

de particules, il est possible de mesurer le diamétre de 1'amas de latex

“contenu dans la vacuole et d'en déduire le nombre de sphéres d'un diamétre

donné, contenues dans cet amas si 1'arrangement est régulier. Dans ces con=
ditions, on peut obtenir des résultats approchés pour des suspensions mono-
dimensionnelles. Avec des mélanges, il devient impossible d'obtenir des

mesures significatives car l'arrangement géométrique des particules est



modifié.

Le fait que nous ayons obtenu des résultats trés similaires en
travaillant sur des cultures monoxéniques et sur des cultures axéniques de
Colpidium montre que 1'influence de la taille et du nombre de particules sui
1l'endocytose est un phénoméne général qui se manifeste d'une maniére iden-
tique dans toutes les conditions de culture et indépendamment de la valeur
nutritive des particules. On peut aussi en conclure que l'existence d'un
seuil de concentration en bactiries nécessaire pour obtenir une croissance d
Colpidium n'est pas en relation avec une condition critique ou ration ali-

mentaire d'entretien.

Deux phénoménes interviennent donc dans la nutrition holozoique

chez Colpidium campylum

(1) L'endocytose doit @tre stimuléBe suffisamment ; en fait, nous
pensons que la concentration en particules autour de la cellule peut déclen-
cher une activité continue des membranelles buccales a partir d'un certain
seuil, La réponse n'est pas une loi simple et il existe des seuils de con-

centration pour lesquels le rythme de 1'endocytose est modifié.

(2) Lorsque l'activité des membranelles buccales est continue, la
rétention des particules dépend de leur plus grande dimension et, comme
FENCHEL 1'a bien décrit, l'espacement des cils de 1a_2ar9§qlg~“conditionne
1'éventail de taille des‘particules qué le Cilié pourra effectivement

endocyter.
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IT - NUTRITION QUALITATIVE DE C. CAMPYLUM

Les résultats généraux font apparaltre une trés grande similitude
de comportement alimentaire entre Colpidium campylum, Colpidium colpoda
(27, 29, 215, 216, 217) et Glaucoma scintillans (38, 215, 216, 217). Pour
TAYLOR (216) C. colpoda meurt en présence de Pseudomonas fluorescens et de
Micrococcus sp. et il utilise Bacillus subtilis. Ce dernmier résultat peut
s'expliquer par la plus grande taille de (. colpoda par rapport i C. campylu
Les principaux facteurs qui conditionnent la valeur nutritive des bactéries
sont la composition de leur paroi, leur origine écologique, leur taille et

la présence de certains pigments toxiques.

La composition de la paroi bacté@rienne joue un rdle de premier pla
dans le comportement alimentaire de (. campylum qui se multiplie beaucoup
mieux sur les bactéries CGram néeatif | Ce résultat global cache une certain
diversit& observée au sein des bacilles Gram négatif . Les bactéries les plu
favorables 3 la croissance sont précisement celles qui sont trés abondantes
dans le site dont nous avons isoléd notre souche de (ilié : Cytophaga,
FZavobacterium et en général tous les germes pigmentés en jaune, les
Pseudomonas dont il faut exclure le groupe aeruginosa et les Aeromonas. Le
groupe des Entérobactéries, dont un grand nombre est d'origine fécale, vient
ensuite et donne des valeurs nutritives comprises entre 70 et 100 7 du témoi
choisi, Enterobacter cloacae. S'en séparent nettement Yersinia enterocolitic
et les Serratia pigmentées. Avec les bactéries Gram positif , la valeur

nutritive atteint exceptionnellement la moitié de celle des Gram négatif |
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La plus grande valeur nutritive des bactéries Gram - corrobore trés
bien les observations réalisées sur les cultures axéniques. Ces bactéries,
contiennent, en effet, dans leur paroi des composants comme des acides aminés
soufrés et cycliques, de la lysine, de l'a-cé@phaline et des acides gras dont
nous avons vu la tré@s grande influence sur la croissance de Colpidium
campylum en culture axénique. Tous ces constituants sont pratiquement absents
de la paroi des bactéries Gram +. Les travaux sur les cultures axéniques
apportent des explications 3 la nutrition bactérienne qualitative. Récipro-
quement, nous pensons qﬁe la connaissance de la composition en acides aminés,
acides gras et vitamines des bactéries Gram - doivent nous aider 3 réaliser
un milieu synthétique pour Colpidium. C'est la démarche qui a &té suivie par
VAN WAGTENDONK (226) pour mettre au point le milieu de culture synthé&tique de
Paramecium aurelia. Si la taille des bactéries est trop importante pour
permettre 1l'endocytose (B. cereus), la valeur nutritive du microorganisme est
trés faible ou nulle. Le méme ré&sultat est obtenu si les bactéries sont grou-
pées en amas difficiles 3 dissocier comme chez les Staphylocoques et certains
Bactillus. Dans nos conditions d'expérimentation, on pourrait penser que la
taille des microorganismes intervient &galement d'une autre fagon. Le nombre
de germes ajouté@ au départ de 1l'expérimentation &tant toujours identique,
la biomasse de nourriture disponible est proportionnelle & la taille des bac-
téries test@es et, pour un méme rendement de croissance, C. campylum se
multipliera moins sur les germes les plus petits. La fig.37. P. 134 confirme qu
fait, c'est la composition de la paroi qui est le facteur le plus influent.
Chez les bactdries Gram +, la valeur nutritive aurait méme tendance a diminue:
quand la taille augmente ; on atteint en effet des dimensions limites pour

la compatibilité avec 1l'endocytose.
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Enfin, les pigments bactériens peuvent se diviser en trois catégo-

ries suivant 1'influence qu'ils exercent sur C. campylum :

- Des pigments inoffensifs comme les caroténoides des bactéries
pigmentées en jaune, pour lesquels aucune manifestation toxique n'est obser-

vée.

- Des pigments inhibiteurs, mais dont la toxicité aigué n'a pu &tre
montrée lors de nos expérimentations. Il s'agit essentiellement de la prodi-
giosine de Serratia marcescens. Des extraits ac&toniques du pigment ne tuent

pas Colpidium campylum.

- Des pigments nettement toxiques pour. les Ciliés. Dans cette caté-
gorie, les pigments phénaziniques sont les plus toxiques. Nous avons apporté
la preuve formelle de la toxicité de la pyocyanine en travaillant avec le
produit pur. Nos observations sur les cellules bactériennes layées nous in-
citent 3 penser que la 1 hydroxyphénazine et 1'acide | phénazine carboxylique,
d'une structure trés voisine de la pyocyanine , . possé&dent une

toxicité importante. (fig. 38 p. 136 )

Nous avons également mis en &vidence une toxicité lide aux variétés
mélanogénes de Pseudomonas aeruginosa mais 1'origine exacte de cette toxicité

reste 3 découvrir.

La toxicité de la violacéine de Chromobacterium lividum a également
8té démontrée sur le produit purifié. A cette occasion, nous avons montré

qu'il existait des fractions colorées dans le pigment brut, qu'un seul des



- 136 -
g A
a)
] 3
: ; 4 PHENAZINE
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PYOCYANINE
c)

PYOXANTHOSE

FIG. 38
Dérivés phénaziniques isol&s i partir de Pseudomonas aeruginosa

a/ noyau phénazinique
b/ pyocyanine

¢/ pyoxanthose ou 1 hydroxy phénazine



produits était toxique pour (olpidium, et que la toxicité& de Chromobacterium

se manifeste en dehors de production d'acide cyanhydrique.

Nos études sur la nutrition de C. campylum sur des mélanges de
bactéries montrent que, dans le cas ol les bactéries ont une taille trés sem=-
blable (Serratza et Enterobacter), la sélection ne s'opére pas alors que
lorsque la taille des microorganismes en présence est trés différente
(Bacillus et Enterobacter) la sélection est trés efficace. Ceci conforte la
théorie de FENCHEL qui apporte une théorie passive de la sélection. Il existe
une taille de particule correspondant & une rétention optimale, en relation
avec l'8cartement des cils de la parorale, Les théories faisant appel 3 la
reconnaissance des particules par chimiotactisme semblent irrecevables dans

les conditions oli nous avons travaillé (hautes concentrations en cellules

bactériennes).

Sur le plan écologique, il y a une coincidence trd&s bonne entre la
composition de la flore microbienne du site d'ol nous avons isolé notre soucht
(227) et la bonne valeur nutritive des constituants essentiels de cette flore.
Ces données indiquent que Colpidium campylum va étre un excellent agent
d'auto*éﬁuration microbienne par son action sur les germes d'origine fécale
et les germes auto~&purateurs qui se trouvent en excés 3 la fin du processus
de minéralisation de la matidre organique. Enfin, les données quantitatives
que nous avons obtenues indiquent une concentration seuil plus &levée que les
donnédes bactériologiques observées dans le site par WALKER et LECLERC (227).
Mais, si 1l'on consid&re que les numérations de bactéries viables sur gélose

représentent 20 3 50 7 du nombre réel de bactéries présentes, on se rend compt
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que le nombre de bactéries totales est compatible avec les données expérimen
tales que nous avons déterminées. Dans les milieux pollués comme celui dont

nous avons 1solé notre souche, le nombre de bactéries totales, selon DELATTR
(communication personnelle) serait voisin ou supérieur i 5.10 cellules/ml,
donc trés voisin des données expérimentales que nous avons obtenues avec E.
colt.

Dans le milieu naturel dont nous 1l'avons isolé’CoZpidium campylum se trou-

vait donc dans des conditions optimales pour le maintien de sa population,

la quantité de nourriture restant trop faible pour permettre sa prolifératior

intense.
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TROISIEME PARTIE

UTILISATION DE COLPIDIUM CAMPYLUM
POUR LA MESURE DE TOXICITE
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A - PENETRATION, ACCUMULATION ET TOXICITE DES PRODUITS POUR LES

PROTOZOAIRES

L'dtude de la nutrition de Colpidium campylum nous a obligé & abor-
der les probldmes de transport des éléments nutritifs. De méme, les possibili-
tés de passage des polluants 3 l'intérieur de la cellule et leur rétention
ou leur rejet vont conditionner en partie leur toxicité et leur accumulation.

Nous nous proposons de discuter ici les principaux aspects de ce probléme.

Les différentes voies de passage des toxiques sont regroupées dans
la figure 39. Il importe, pour déterminer le r3le de chacune de ces voies,
d'examiner les produits selon leur solubilité& qui constitue le facteur déter-—

minant pour les voies de pénétration i l'intérieur de la cellule.

I - LES PRODUITS SOLUBLES

Pour les produits solubles, trois possibilités de passage peuvent

se présenter :

= la diffusion au travers de la membrane
- le transport "facilité&" ou "actif"

-~ 1'endocytose



1) LA DIFFUSION

Les propriétés des membranes vivantes s'opposent, le plus souvent,
aux phénoménes de diffusion et ces membranes constituent une barriére pour
de nombreuses substances. Certains toxiques, tels les détergents, pourront
modifier les membranes et provoquer des perturbations trés graves de l'équi-
libre osmotique de la cellule, pouvant entrainer sa mort. Mis i part cette
action directe au niveau de la membrane, la liposolubilité de certaines subs-
tances peut faciliter leur passage et leur accumulation. A ce titre, le coef
ficient de partage octanol/eau d'un produit est un indicateur trés significa
de ses potentialité@s de passage. La diffusion simple n'est certainement pas
un phénoméne quantitativement tr&s important dans les phénoménes de toxicité

et d'accumulation.

2) LE TRANSPORT

Beaucoup d'ions métralliques vont pénétrer dans la cellule par
transport acc&léré ou transport actif en entrant en compétition avec les
ions normalement présents dans le milieu exté@rieur ou 4 l'intérieur de la

cellule. Certains toxiques présentant des structures analogues a celle

d'acides aminés ou de nucl@osides pourront pénétrer dans la cellule de la

~
meme fagon,



3) L'ENDOCYTOSE

L'endocytose peut se réaliser par la voie des vacuoles digestives,
ou par microendocytose. Lors de la formation des phagosomes, une partie du
liquide extérieur est retenue avec une certaine quantité@ de toxique en
solution. Il est possible é&galement, comme l'a suggéré RASMUSSEN (166) que
la perméabilité de la membrane vacuolaire soit différente de celle de la
membrane cellulaire elle~méme, de sorte que des phénoménes de transport accé-

léré peuvent avoir lieu au niveau de la membrane du phagosome en formatiom.

Le produit peut &galement s'adsorber en grande quantité a4 la surface
des éléments figurés présents dans le milieu de culture, par exemple les
bactéries ; c'est le ca; en particulier pour les pesticides (191). L'endocytos
sera alors une voie trds importante d'entrée des toxiques dans la cellule,
Toutefois, la désorption du produit n'est pas toujours possible et le produit
transite alors dans la vacuole sans intoxiquer le Protozoaire. L'importance

de la microendocytose est inconnue chez Colpidium. Chez Tetrahymena elle est

faible comparée a celle des vacuoles digestives.

IT - LES PRODUITS INSOLUBLES

Pour les produits insolubles, les seules voies possibles sont
l'endocytose et la microendocytose. Les facteurs qui vont conditionner la

pénétration de ces produits vont @tre la taille et le nombre de particules,
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ces deux facteurs influant fortement sur l'activité phagotrophique chez les
Ciliés. Dans les conditions naturelles, les concentrations en polluants inso-
lubles sont rarement suffisantes pour que 1l'endocytose se manifeste d'une
maniére trés significative. Le probléme de la mobilisation du produit 3
partir des particules ingérées semble encore plus ardu 3 résoudre que celui
des toxiques solubles adsorbés et nous verrons plus loin qu'il y a souvent

transit passif sans modification.

IIT - LE PROBLEME DE LA QUANTIFICATION DE L'ACCUMULATION

1) QUANTIFIGCATION DU-PASSAGE -TRANSMEMBRANAIRE

La seule possibilité existant actuellement consiste 3 utiliser des
mutants défectifs pour 1'endocytose et de mesurer la cinétique de pénétratior
des toxiques marqués. On peut également observer si la toxicité disparait
en absence de vacuoles digestives auquel cas, l'endocytose est la voie de

passage.

2) QUANTIFICATION DE L'ENDOCYTOSE

a) Produits solubles

Pour les produits solubles, l'utilisation de la méthode utilisée

pour la mesure du passage membranaire, en comparant une souche sauvage et

o -
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son mutant défectif pour les vacuoles digestives, permet d'obtenir un
résultat. I1 faut s'assurer d'abord que la mutation n'a pas entrainé certai-
nes modifications de perméabilité. Si l'on suppose qu'il n'y a pas de péné-
tration sélective du toxique au niveau de la membrane du phagosome, ni
adsorption sur des particules en suspension dans le milieu, la mesure du
nombre et du volume des vacuoles digestives formées en un temps donné est
une estimation grossiére de 1'endocytose'quand on ne dispose pas de mutants

appropriés.

b) Produits insolubles :

Dans le cas des produits insolubles, il faut s'efforcer de mesurer
la quantité de substance contenue dans les vacuoles. Nous avons discuté,
lors de notre &tude de la phagotrophie de ColpidZum sur des particules de
latex, des problémes posés par une telle quantification. Ici, ils se com-
pliquent du fait que les suspensions ne sont pas monodimensionnelles et que
des bactéries peuvent eétre présentes en méme temps que le toxique dans le
milieu. De ce fait, une certaine sélection peut s'opérer.

Si le produit est solubilisé ou métabolisé & 1'intérieur de la va-
cuole, la concentration en toxique va évoluer et les résultats obtenus
dépendront de 1'3ge de la vacuole au moment de la mesure. NILSSON (150, 151)

a bien mis en évidence la migration du plomb depuis les vacuoles digestives

jusque certains sites intracellulaires chez Tetrahymena.
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La toxicité du produit peut se manifester également au niveau méme
de 1'induction de la phagotrophie qui peut étre accélérée ou inhibée. C'est

le cas de la cytochalasine B (109, 152).

Lors d'une étude de toxicité d'un produit vis—a-vis des Ciliés,
il faut pouvoir s'assurer de la pénétration réelle de la substance dans le
milieu intracellulaire avant de pouvoir affirmer son innocuité vis-a-vis

de 1l'organisme.

Si 1'on réalise des &tudes d'accumulation, l'E@tude quantitative
reste trés possible avec des produits solubles, mais les rb&les respectifs
de la membrane et de 1l'endocytose dans le passage peuvent &tre difficiles

4 séparer si 1l’'on ne dispose pas de mutants adaptés.

Pour les produits insolubles, la quantification devient trés dif-
ficile ; elle est perturbée s'il y a un tranmsit passif, une métabolisation,
etc... Certaines techniques, permettent de vérifier 1'absence de métaboli-
sation et apportent une aide 3 1'interprétation. Nous en verrons un exemple

plus loin.
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B - MESURE DE TOXICITE PAR INHIBITION DE LA CROISSANCE

La méthode de test que nous avons développée a &té exposée en dé-
tail lors de notre Thése de 3&me cycle (65). Nous rappellerons donc les prin~

cipes de la méthode en soulignant ses aspects les plus caract@ristiques.

I - METHODE

1) PRINCIPE GENERAL

Le test est basé sur l'inhibition, par toute substance toxique, de
la croissance totale d'une culture de Colpidium campylum. Il sera bridvement
décrit. Les Cili&s sont utilis&s en culture monoxénique. A cette fin, 50 ml
de milieu minéral sans azote ni carbone organique sont additionnés de 5 ml
d'une suspension d'Escherichia coli de densité optique 1,2 (prise 3 650 nm).
Les bactéries ont été préalablement cultivées une nuit sur gélose nutritive,
récoltées dans le milieu minéral et centrifugées. Le culot bactérien est alors
repris dans le milieu minéral et la suspension ajustée 3 1l'aide d'um spectro=-

photométre.

Pour les tests, on emploie des cultures de Cciliés de 96 h ; 1'inocu-~
lum est de 5 ml pour 55 ml de milieu préparé. L'incubation a lieu 3 20°%¢c 2

1'obscurité. La croissance totale est exprimée en nombre de générations obte-

RN
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nuesen 43 h (NG(43)) calculé 3 1'aide de la formule :

—

D43y
D0y

Ya3y = g

ol D(O) et D(43) représentent respectivement le nombre de Protozoaires présen
dans la culture aux temps de 0O et 43 h, ce temps correspondant au minimum de

dispersion des résultats dans le témoin (65).

Les numérations de population sont effectuées avec un Coulter Count
(Coultronics France) &quipé d'un analyseur MCV hématocrite et d'un Channelyse
P64 XY permettant d'étudier d la fois le volume moyen et la dispersion de la
population de ciliés. Les comptages ont &té effectués dans les conditions

suivantes :

Coulter Counter : sonde 200 p = impédance 5 k. - courant d'ouvertur
1 - atténuateur 0.5 ~ seuil 10 ou 20

MCV hématocrite : 1 unité MCV = 100 p3

Channelyser : cumulation "Stop at full scale" - valeur du mode 128

Electrolyte : NaCl 7g - formol neutre 75 ml - eau distillée g.s.p-

1000 ml1 = 5 ml de culture sont additionnés a4 10 ml de fixateur.

Les tests sont réalisés en comparant la croissance obtenue dans un
témoin sans toxique avec celle observée en présence de concentrations crois-~
santes du produit 3 tester (5 répliques pour chaque dose). On détermine, &
partir du nombre de générations moyen obtenu (NG(43)), la Dose Minimale Ac-=

tive (DMA) par rapport au témoin. C'est la plus petite quantité de toxique
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modifiant de facon statistiquement significative la croissance totale de

Colpidium campylum. Le seuil de signification employé est de 1 % (136, 204).

2) TECHNOLOGIE ET INTERPRETATION DU TEST

La méthodologie proposée n'est applicable que si plusieurs condi-
tions sont parfaitement remplies : 1. la reproductibilité de la croissance
doit etre satisfaisante ; 2. la méthode statistique applicable & 1l'analyse
des résulﬁats dépendra de 1'existence ou de l'absence d'une relation entre
le nombre de générations (variable utilisée pour le calcul) et les mesures
effectivement réalisées (numération de population aux temps O et 43 h) ;

3. 1'influence &ventuelle de la dispersion des densités initiales moyennes
des séries, au départ de chaque expérience, doit pouvoir &étre corrigée ; 4.
il faut déterminer de quelle maniére les instruments de mesure peuvent modi-

fier les résultats en fonction de leur réglage.

= Reproductibilité de la croissance : 1'évaluation d'une population
pop

se multipliant par division binaire suit la fonction :
NG
d'ol NG

43) - 198@)D(43y T 198(2) D(p)

D'aprés cette relation, D(43) et D(O) peuvent retentir sur la valeur de

NE(43)- D(43) représente la population 3 la phase stationnaire. Comme les
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cultures sont réalisées avec des quantités identiques (en masse) d'Escherichzia
colt, D(AS) devrait étre constant (s'il est tré&s grand par rapport & D(O))

ou croitre linéairement quand D(O) augmente (si D(O) n'est pas négligeable
devant D(AS))‘ Cette hypothé&se ne s'applique en fait en toute rigueur qu'a

la masse des Ciliés, si le rendement de la croissance est constant, ce qui

a déj3 &té observé expérimentalement pour Tetrahymena (52, 53) et Vorticella
(209). Nous avons examiné la relation D(43) = f(D(O)) pour les flacons témoins
au cours de la mise en application du test durant les années 1973 et 1974
(figure 40). On observe une grande dispersion des points obtenus au cours de
chaque cycle annuel. Dans ces conditions, il est inutile de rechercher une
relation en D(43) et D(O)' Pour apprécier la reproductibilité de la croissance
de ColpiZdium, nous avons calculé, durant une année, chaque nombre de génératio
moyen (ﬁ5<43)) obtenu dans les séries témoinS. A chaque valeur de ﬁ5(43) est
associ& un &cart type 0. L'expression O/EE(43) x 100 exprime le coefficient

de dispersion de la série témoin en pourcentage de NG Nous avons ensuite

(43)°
représenté les histogrammes cumulatifs de la fréquence des coefficients de
dispersion en les regroupant en classes de 1 Z, ceci pour les deux périodes
consécutives d'étude (figure 4]). Pour la période 1973-74 (51 séries témoins)
90 7 des séries présentent une dispersion inférieure i 6 7 ; deux séries ont
une dispersion supérieure 3 10 7Z. En 1974-75 (57 séries) les résultats se
sont sensiblement améliorés, deux séries possédant une dispersion supérieure
4 6 7. Les cultures réalisées le méme jour présentent donc une excellente
'reproductibilité, la dispersion maximale se situant aux alentours de 6 7. La
sensibilité de la méthode de test n'est donc pas diminuée car la comparaison

des cultures intoxiquées se fait toujours avec le té&moin interne de chaque

expérience.



‘La cause des fluctuations constatées au cours de l'année est pro-
bablement liée 3 la suspension bactdrienne servant de nourriture au Colpidiun
La méthode de culture en masse sur milieu solide gélosé ne permet pas d'obte-
nir une homogénéité des suspensions au cours du temps ; les lots de fabrica-
tion, la méthode de préparation du milieu, le délai entre la fabrication et
l'utilisation du produit, constituent autant de facteurs variables influant
sur la qualité nutritive des bactéries. La standardisation des suspensions
de bactéries pourrait i l'avenir se faire & partir d'un stock provenant

d'une seule fermentation et conservé & 1'E8tat congelé ou lyophylisé.

- Influence de la densité initiale (D(O)) sur la valeur de NG(43)
obtenue : dans 1'équation NG(43) = 1og(2) D(43) - log(z) D(O)’ il est impor-
tant de vérifier si le terme 1og(2) D(gy est négligeable ou non devant le
terme 1og(2) D(43) ; dans la négative, le nombre de générations observé
diminuerait quand D gy augmenterait. Si une série de flacons posséde une
densité initiale moyenne B?B; significativement différente de celle observée
dans le témoin, la formulation des résultats devra éliminer cette cause
d'erreur par une analyse de covariance entre les séries. Nous avons recherch:d

s'il 8tait possible d'établir une relation NG(43) =~ g log(z) Doy *+ 108(23

D43y.

Dans le cas d'un rendement exactement constant d'une expérience 3
1'autre, a doit &tre théoriquement &gal i 1. Nous avons vu précédemment que

le rendement n'était pas identique sur une longue période ; la dispersion
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devrait donc retentir sur la valeur de a. La fig. 42 p. 154 montre les résulta
obtenus pendant les deux périodes successives. Les tableaux 15 et 16 per-
mettent d'examiner les caractéristiques des équations obtenues : la corréla-
tion est trés bonne pour l'année 1973-74 (r = 0.90), un peu moins nette pour
la période 1974-75 (r = 0.82). Pour faciliter les calculs, il est intéressant
de rechercher si la courbe de régression logarithmique peut &tre assimilée

3 une régression linéaire au moins dans une zone de densité initiale de

ciliés compatible avec 1'expérimentation. Nous avons calculé les régressions
linéaires NG(43) = a'D(O) + Cte pour les deux périodes d'&tude et nous avons
8tudié leur possible assimilation 3 la régression logarithmique. L'ensemble
des ré@sultats est rassembl& en particulier dans la fig.43 p. 156 et le tableau
18. Au cours de l'année 1973, le nuage de points est manifestement &carté

de la régression linéaire, surtout aux basses concentrations initiales en
Colpidium ; en 1974, la distribution est plus régulidre. Le tableau 18 montre
de plus, que la correspondance entre les deux équations de régression utili-
sables est trés limitée pour 1l'année 1973 et cohérente pour l'année 1974. Il
est donc possible de pratiquer une analyse de covariance simple pour corriger
les déviations dues & une différence significative de densité initiale entre

les séries (136, 204).

L'examen de la figure 44 fait apparaltre une distribution différente
des D(O) obtenus au cours des deux années ; en 1973, on observe une dissymé-
trie dans la distribution alors qu'en 1974, elle s'apparente 3 une distribu-
tion normale. Les réglages des instruments de numération (Coulter Counter)

apparaissent comme les causes essentielles de ces phénoménes.
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TABLEAU 18a. Etudes des corrélations logarithmiques (1) et linéaires (2)
entre NG et Do' Correspondances entre les valeurs de NG obtenues
3 partir de (1) et (2), compte temu de 1'intervalle de confiance
de la moyemne de ces relations. PERIODE 1973.

Equation logarithmique (1) Equation linéaire (2)

Equation générale - 0.917 log(z) D,+12.4374 NG = 0.002084 D, + 5.28107
Coefficient de corrélation = _
(1) 0.90 Tio.01) 0.113 0.88 T o.01) 0.113
Variation de NG 1ié 3 Dg 81 % 77.7 %
Signification de la pente t=36.4¢ 197-1(0.01) - 3.29 t=32.12 ti97-1 (0.0l) = 3.29
Intervalle de confiance = 0.0493 ’ = 0.
de 1a pente /(0005) /(0.05) 0.000127
/(o.ol) = 0.0649 /(o.ol) = 0.000167
Valeurs de NG | Valeurs de NG Correspondance entre valeurs
Valeurs de D, calculées par | calculées par compte tenu de 1'intervalle
m (2 de confiance
p = 0.05 p = 0.01
300 4.89 4.65 - -
400 4.51 4.45 + +
500 4.21 4.24 + +
600 3.97 4.03 - +
700 3.77 3.82 - +
800 3.59 3.61 + +
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TABLEAU 18b. Etudes des corrélations logarithmiques (1) et linéaires (2)
entre NG et D,. Correspondances entre les valeurs de NG obtenues
i partir de (1) et (2), compte tenu de 1'intervalle de confiance
de la moyenne de ces relations. PERIODE 1974.

Equation logarithmique (1) Equation linéaire (2)
Equation générale NG = - 0.7685 log(z) Do NG = - 0.002181 Dy
' + 10.8621 + 5.0965
Coefficient de corrélation 0.821 T = 0.113 0.812 r = 0.113
T 0.0l) (o.01l)
Variation de NG 1ié 3 D, 67.5 % 65.9 %
Sig’lification de la pente t=24.03t297_1(0.01) =3.29 t=23.19t297_1(0.01) = 3.29
Intervalle de confiance i, /g 5 = 000 fe /p 05 * 00001
I, /o.01 = 0.082 I /o.01 = 0.00024
Valeurs de NG | Valeurs de NG Correspondance entre valeurs
Valeurs de Dy | calculées par | calculées par compte tenu de 1'intervalle
Mm (2) de confiance
p = 0.05 p = 0.01
300 4.55 4.44 + +
400 4.22 4.22 + +
500 3.97 4.00 + +
600 3.77 3.79 + +
700 3.60 3.57 ) + +
800 3.45 3.35 + +
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~ Influence du réglage des seuils de comptage sur les données numéri-

ques : au cours de l'année 1973, l'absence de Channelyser ne nous a pas
permis d'étudier les distributions en taille des Ciliés dans les cultures.
Nous avons donc ajusté les seuils suivant la méthode classique, les contrBles
étant effectués par comptage en hématimétre. La détermination du seuil est
perturbée par la présence, dans les cultures de C. campylum,de pelotes
fécales plus ou moins‘agglomérées produisant un bruit de fond. Ce phénoméne
est faible au temps 0 car 1'inoculum est prélevé aprd@s décantation de la cul-
ture en masse, ce qui permet de sé@parer le dépdot fécal. Dans les cultures

de 43 h, au contraire, la décantation n'est pas possible et 1'erreur peut se
produire si le seuil de détection du Coulter est trop bas. Pour éliminer

ces causes d'erreur, nous avons adopté un seuil de détection uniforme pour

tous les dénombrements.

En 1974, 1'étude des cultures & 1'aide du Channelyser nous a permis
de séparer trés nettement les pelotes fécales des Colpidium pour les cultures
de tout 3ge ; de plus, elle a ré&vélé une grande différence dans les tailles
et les dispersions entre l'inoculum initial et la culture de 43 h (figure 44).
Ces différences s'expliquent aisément car 1'inoculum est comstitué par une
culture de 96 h ; les Ciliés y sont plus petits et leur taille est moins
dispersée que dans les cultures en début de phase stationnaire. Ces résultats
avaient &té enregistrés dans un travail antérieur sur le nutrition de

Colpidium.

Le choix d'un seuil de comptage uniforme doit tenir compte &galement

de la petite taille des Ciliés dans 1'inoculum. L'erreur relative commise
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TABLEAU 19. Divergences des densités initiales moyennes relevées entre

les séries de flacons pour les années 1973 (inoculation a la pipette

-~

standard) et 1974 (inoculation d la pipette automatique

avec cbne 3 usage unique).

as de différencs

Différences significatives

- Nombre e »
Année ! et significative
d'expériences | " % o cgries | Seuil de 5 3 | Seuil de 1 3
1973 52 32 20 15
1974 63 46 17 8
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sur la numération au temps O sera toujours plus grande que celle effectuée
sur les cultures de 43 h : D(O) mesuré sera plus petit que D(O) réel et 1le
nombre de générations calculé sera plus grand que dans la réalité. Cette
erreur tend 3 accentuer la courbure de la relation : NG = a'D(O) + Cte pour
les petites valeurs de D(O)' La figure 43 illustre parfaitement cette
influence. La distribution des points obtenus en 1973 montre une courbure

plus accentuée qu'en 1974 oii le seuil de détection du Coulter a &été corrigé.

3) CONSEQUENCES AU NIVEAU DE L'ANALYSE DES RESULTATS

La relation existant entre NG et D(O) n'est utile que s'il existe
des différences importantes entre les densit@&s initiales moyennes des sériea
permettant soit un ajustement, soit une ré&duction de l'erreur obtenue sur
NG. Nous avons examiné, pour les années 1973 et 1974, le nombre d'expériences

oli l'analyse de variance a révélé une différence significative entre les
densités initiales moyennes des séries. Pour l'année 1973, des pipettes
stériles classiques ont été utilisées. Pour 1l'année 1974, les inoculations

ont &té exécutées avec des pipettes 3 volume réglable, équipées de cOnes sté-
riles 3 usage unique. Les résultats du tableau 19 montrent une nette améliora-
tion consécutive & 1'emploi de la pipette avec cOnes 3 usage unique. Mais

le progrés est insuffisant pour éviter toute fluctuation significative entre

les moyennes des séries. Une correction est donc nécessaire.
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IT ~ APPLICATION AUX POLLUANTS MINERAUX ET ORGANIQUES HYDROSOLUBLES

Le tableau 20 montre les Doses Minimales Actives obtenues pour des
substances variées 4 l'aide de Colpidium campylum et, pour toutes celles
pour lesquelles cela a &t& possible, la CI50 pour Dapimia magna (1) (détermin
d'aprés la norme NF T 90301), la DL50 pour Brachydanio rerio (2) (NF 90303)
et la CMI pour deux espéces bactériennes. Les résultats des tests AFNOR nous
ont &té gracieusement communiquds par 1'IRCHA ; les CMI sur bact&ries nous
ont 8té communiquées par DELMAERE et JACKUBCZAK (iné&dit). Pour chaque
substance, nous avons calculé le rapport entre la DMA Colpidium et les doses
inhibitrices pour chaque type d'organisme. Le log10 de ce rapport, que nous
proposerons d'appeler magnitude de sensibilit& (M) par rapport aux autres
tests biologiques pour une substance donnée, permet de comparer efficacement

la susceptibilité de Colpidium campylum & celle d'autres organismes

si M =0, la sensibilité est équivalente
si M > 0, le Colpidium est moins sensible

si M < 0, le Colpidium est plus sensible

Une différence d'une magnitude correspond & une sensibilité 10 foi

plus grande ou plus petite.

Si 1'on considére que la sensibilité 3 un toxique dans une classe
d'organismes (Ciliés, Crustacés) peut varier d'une magnitude, on peut envi-
sager qu'il existe 3 zones de réponse quand on compare Colpidium aux

autres organismes
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TABLEAU 20. Dose Minimale Active (D.M.A.) obtenue pour quelques toxiques avec

C. campylym. Comparaison avec la CI 50 Daphnia magna, la DL 50 Brachydanio rerio

et les CML pour Escherichia coli ATCC 10536 et Bactllus subtilis.
Les doses sont exprimées en mg/1

( P.P.M. )

D.M.A. CI S0 DL 50 I CMI
Colpidium Daphnia | Brachydanio E. colZ B. subtilis
Al AL(NO;) 5 0,5 0,28 30 10
As ASOSNa 10 11,5
cd cd(No,), 0,16 0,08 11,04 5 0,1
N KCN 0,4 0,6 0,12
SCNK 20
Fe(CN)6K3 > 100 29,5
Cr Cr04K2 10
Cr207K2 10 0,2 39
Co CO(NOS)2 0,1 22 10 10
Cu CuSO4 0,25 0,04 0,27 5 20
F FNa 25 235 723
Hg HgClZ 0,04 0,025 0,22 2 0,05
I 1K 1
Li LiNO > 100 ;’ﬁui)
3 \\Li/;»f
Mn MnClz 10 17,8 > 100 > 100
Mno K 1,6 0,64
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TABLEAU 20 (suite)

fus *)
uuk

D.M.A. CI 50 DL 50 CMI MI
Colpidium Daphnia Brachydanio E. colz B. subvili
Mo MOOSNa 100
NH4 (NH4)ZSO4 100
Ni Ni(N03)2 0,1 7,9 51,6 15 10
Pb Pb(CH3E00)2 0,4 0,54 200 30
Se SeOZ 0,04 0,1 70 > 200
Sn 1 50 60 90
in ZnSO4 25 9,3 17,5 10 10
Acétone 3.120 8.750
Acétonitrile 3.100
Benzéne < 100 84
Carbitol 9.600
Dimethylformamide 1.760 9.480 12.350
Ethanol 3.200 16.000 11.500
Phénol 100 36 30,8
Tetrapropylbenzene- 5 35
sulfonate
Sodium lauryl sulfate 10-30
Gluconate de sodium 8.000
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M > 0,5 Colpidium est moins sensible
- 0,5 <M< 0,5 1la sensibilité est é&quivalente

M < -0,5 Colpidium est plus sensible

Nous considérons donc comme significative une différence de sensi-
bilité entre organismes supérieure 3 3,2, en supposant que le Colpidium

est représentatif parmi les Ciliés.

Si 1'on compare la susceptibilité@ de Colpidium campylum 3 celle
d'autres organismes(fig.45P.166)on se rend compte que, dans le cas de Daphmnia
magna, la sensibilité@ de Colpidium est moindre dans 2 cas, équivalente dans
11 cas, et plus grande dans 6 cas. Parmi les polluants trés significatifs
dans 1l'environnement, seul le chrome hexavalent et, 3 un bien moindre degré,
le cuivre, sont les seuls 3 ne pas €tre détectds d'une manidre satisfaisante
par Colpidium. Notre test constitue donc un bon essai pour les métaux lourds

en général, pour les solvants organiques et pour certains détergents.

Par comparaison avec Brachydanio rerio, sur 12 substances, Colpidium
est moins sensible pour 2 produits (Phénol et CN_), la magnitude étant tout
juste supérieure au seuil de signification ; la sensibilité est &quivalente
pour 2 produits et plus grande pour les 8 autres, en particulier pour presque

tous les métaux lourds.

La différence est encore plus grande avec les bactéries, M &tant

compris entre - 1,5 et - 2,5, c'est—-3~dire que le Colpidium est en moyenne
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de 30 3 300 fois plus sensible que les bactéries aux toxiques, l'extréme
étant observé pour l'acide sélénieux ol Colpidium est de 2000 & 5000 fois

plus sensible (M compris entre =3 et —-4).

III - APPLICATION A L'ETUDE DES POLYCHLOROBIPHENYLES

Les Polychlorobiphenyles sont des isolants utilisés dans la fabrica-
tion des condensateurs, mais aussi des plastifiants. Dans l'environnement,

ils se comportent d'une maniére analogue aux insecticides organochlorés.

La structure du noyau biphényle et la numération conventionnelle des

carbones sont figurées ci-dessous.

3 2 AN

Les isoméres sont identifiés par citation des atomes de carbone oi

sont fixés les atomes de chlore (2-2'-3' trichlorobiphényle).

Le pyraléne 3010 (mélange commercial de polychlorobiphényles) pos-

séde la composition générale théorique suivante :

Dichlorobiphényles 12 %
Trichlorobiphényles 57 %
Tetrachlorobiphényles 30 7
Pentachlorobiphényles 1 Z
TOTAL 100 7

L'analyse du mélange commercial, la synthése des isoméres et les do-

sages ont &té réalisés par le service de Mme le Professeur ERB (UER de phar-

macie - LILLE).
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FIG. 46. Analyse chromatographique du Pyral&ne 3010 ( Document du Service
du Professeur ERB ).

TARLEAU 21. Composition centesimale du FPyralénc 3010.

Dénomination du pic % du total 4 théoriquc
A 2-2 1,18
) Total
At 2-4 Dichloro 0,6 %
Dichlores 12 %
At 2-5 Biphenyles 1,6 %
12 %
B 2-3 7,1 %
B! 3-5 1,6 %
c 2-2'-5 13,8 3%
Total
D 2-2'-37 Trichloro 0 %
Trichlorés 57 %
D' 3-2'-5¢ Biphenyles 4,8%
) 4 %
E  4-2'-5! 15,4 %
F 2-5-2'-5' 4,8 %
Total
G 2-3-2'-§° Tetrachloro 8,7 %
Tetrachlorés 30 %
H'  2-3-2'-37 Biphenyles -
33,3 %
2-5-37-41 19,8 3%
J o 2-3-3'-4!
Pentachlorés 0 9 [
TOTAL 89 3 100 %
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L'analyse chromatographique révéle en fait la présence de trés nom-
breux isoméres dans chacune des catégories énoncées ci-dessus (figure 46,
tableau 21). On peut noter une discordance entre les valeurs théoriques
et mesurées pour les trichlorobiphényles. Le bilan ré&véle environ 10 7 de

produits non identifiés.

1) METHODES D'ADDITION DES PCB

Aprés test de 5 solvants (&thanol, carbitol, diméthylformanide, acé-

tone, ac8tonitrile), nous avons retenu l'@thanol comme solvant de travail.

Mesure de la bioconcentration @

Nous avons mesuré le pourcentage de PCB retenu par la culture. Le
facteur d'accumulation a &t& calculé en ramenant ce pourcentage au biovolume
P

de la population de Ciliés.

Un échantillon moyen de 25 ml pris sur une série de 5 flacons a
été soumis 3 une analyse dimensionnelle avec l'analyséur Coulter P 64 et
1'intégrateur MCV hématocrite. Le volume moyen a &té calculé sur trois mesu-
res. Le produit du volume moyen par le nombre d'individus contenus dans 1 ml
constitue le biovolume total (V) par ml. Un second &chantillon (50 ml) a &té

-~

centrifugé a4 1000 g pendant 10 minutes. Le culot de Ciliés est lavé 2 fois
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dans 1'eau distillée. Le toxique est alors dosé& dans le culot et dans 1l'ensen
ble surnageant + eaux de lavages. Si Q est la quantité de PCB ajoutée en
début d'expérience et Q1 la quantité retrouvée dans les Ciliés, le facteur

) Qy
de concentration sera F= -—

QxV

2) RESULTATS

Ajustement de la concentration en solvant :

S e e s e — e e — - — — — ——— o — —

Nous avons vérifié si la concentration en alcool influait sur 1la
bioaccumulation des PCB par Colpidium en choisissant comme modéle le 2, 4, 5,
2', 5' pentachlorobiphényle (tableau 22). La bioaccumulation augmente au-
dessous de 4 ppm en fonction de la quantité de PCB ajouté, mais 1'alcool

ne modifie pas le facteur de concentration pour une méme quantité de produit.

Nous avons également vérifié s'il existait une intéraction entre
toxique et solvant et quelle dose d'éthanol il fallait utiliser pour minimi-
ser cette intéraction. Pour cela, nous avons réalisé une expérience facto—
rielle destinée 3 mettre en évidence une synergie ou un antagonisme entre
le toxique et son solvant. Le plan factoriel utilisé est indiqué ci-dessous,

les + indiquant les combinaisons testées.



TABLEAU 22. Influence de la concentration en alcool
sur la bioaccumulation de 2-4-5-2'-5' pentachlorobiphenyle

% de PCB retenu dans les cellules 3 la 43&me heure.

par C. campylum.

)f/lsf;’?nll 0,5 ml 1 ml 1,5 ml
PCB
2,5 ppm 33,3 33,3 34,8
4 ppm 31,25 31,6 33,28
6,3 ppm 47 47,8 48
10 ppm 55,6 55,4 57,3
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r? = 0,996
Coefficients Valeur Ecart type Seuil de signification
4,02 0,2
X1 -1,95 0,14 0,01
X2 -0,65 0,14 0,01
X12 -1,69 0,25 0,01
X2z . -0,54 0,25 0,05
X1X2 -0,36 0,1 0,01
X12X2 +0, 11 o 0,17 . N.S.
X1X22 -0,3 0,17 N.S.
X12X22 -0,002 0,3 N.S.

Fig. 47 : Influence de la concentration en alcool sur la

toxicité du 2-4-5-2"-5' pentachlorobiphenyle.
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PCB mg/litre

0 2,5 4 6,3 10

0 X
Alcool 0,5 b4 X X % X
ml/56 ml 1 X X X X X
1,5 X x x X X

L'équation de la surface de régression NG = f (&thanol, PCB) a &té calculée
et exprimée sous forme d'isopleths (ligne indiquant les isoeffets des combi-
naisons entre les 2 produits) dans la figure 47. L'examen des coefficients

de 1'équation indique que, dans la gamme des doses utilisées, 1'alcool posséde
un effet toxique tré&s significatif (les termes linéaires et quadratiques sont
hautement significatifs), avec un coefficient supérieur & celui du PCB. Il

y a synergie entre l'alcool et le PCB. Le graphique indique clairement qu'en
dessous de 4 ppm de pentachlorobiphényle, le seul effet enregistré est celui
du solvant. L'effet du PCB ne se fait nettement sentir qu'en présence de
concentrations en &thanol au plus égales & Iml/56ml. Au dessus de cette
concentration, l'effet toxique de 1'alcool 1l'emporte nettement sur celui

du PCB. L'effet de synergie cesse d'étre significatif quand on emploie des
doses d'alcool inférieures 3 0,5 ml/56 ml. Les résultats indiquent que
1'inoculation des PCB dans un volume d'alcool de 0,25 ml/56 ml permet d'évi-

ter les biais découlant des intéractions entre le toxique et son solvant.
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Toxicité du Pyraléne 3010 et de 22 isoméres de polychlorobiphenyles pour
Le signe 3K indique vque les cellules sont tuées
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Toxicité des isoméres purifiés de PCB :

La figure 48 montre les croissances observées en présence de pyra-
18ne 3010 et de 22 isoméres purifiés de polychlorobiphényles testées i des
concentrations comprises entre 0,01 et 10 mg/l. La croissance est exprimée
en 7 du témoin et le signe YK indique que les cellules ont &té tuées i la

concentration testée.

Deux facteurs agissent nettement sur la toxicité :

= la charge en chlore des molécules ;

- la position des atomes de chlore sur le noyau diphényle.

Chez tous les constituants ayant 1, 2 ou 3 atomes de chlore (a une
exception prés), les Ciliés sont tués & la dose de 10 mg/l. Le méme résultat
est observé avec 8 isoméres sur 14 pour une concentration de 1 mg/l. Le
4=4' dichlorobiphényle est totalement atoxique, méme 3 des doses extrémement
élevées (100 mg/l). Quand le nombre d'atomes de chlore substituants atteint
4, la toxicité& diminue fortement (2,5, 2',5 tetrachlorobiphényle) ou devient
pratiquement nulle. On peut mettre en &vidence une relation entre la position
ées atomes de chlore sur le noyau et la toxicit&. La position 4-4' donne des
produits inoffensifs ; les substitutions en position 2-3, 2-5 et 3=5 donnent
des isoméres plus actifs que les substitutions en 2-2' et 2-4 (chez les

dérivés dichlorés). Sur une molécule dichlorée en 2-5, la substitution d'un
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TABLEAU 23. Accumulation de PCB par C. campylum.
Les cases non remplies correspondent aux essais ol
la trop grande toxicité du PCB ne permet pas de mesure interprétable.

% de PCB retenu 3 la 43&me heure
Isomeres 0,Tppm 1 ppm 10 ppm

2 monochlorobiphényle 44,8 44,8 -
. 34,4 49,2 57,4

Dichlorobiphenyle
2_,2 1 _=5 ?

Trichlorobiphényle 33 - -
2-4-5

Trichlorobiphényle 29,4 - -
3_,2 ! _5 t

Trichlorobiphényle 54 40,6 -
2-5-2" -5

Tétrachlorobiphényle 36,8 40,7 49,2
2-3-21-31-4"-5"

Hexachlorobiphényle 33,6 49 54
24 <6=21=3" 4?57

Heptachlorobiphényle 43 >4 56

Pyraléne 3010 42 36 _
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chlore supplémentaire en 3' diminue la toxicité du produit alors que les subs-
titutions en 4, en 2', en 4' ne la modifient pas fondamentalement. Sur une
molécule dichlorée en 2-4, l'ajout d'un chlore en 5 ou en 6 augmente la noci-
vité. Chez les dérivés té&trachlorés, la substitution en 3 ou en 5 joue un

role trés significatif.

Accumulation des PCB par Colpidium campylum :

— e man e —— o e mn mmn e Gwan e D e e cmm e v — —

Le tableau 23 indique les pourcentages de polychlorobiphényles
retrouvés en fin de culture dans les cellules. La rétention varie, selon
les isoméres, entre 30 et 50 7 de la quantité initiale de produit et elle
augmente en fonction de la concentration. Les produits peu toxiques sont
concentrés plus fortement. Compte tenu du biovolume occupé par C. campylum
dans la culture, le facteur d'accumulation varie entre 2500 et 3500 pour un

temps de contact de 43 heures, ce qui est considérable.

3) RELATION ENTRE SOLUBILITE, STRUCTURE ET TOXICITE DES PCB

La toxicité des isoméres de polychlorobiphényles peut @tre régie
par plusieurs facteurs, parmi lesquels nous retiendrons principalement la

solubilité et la sté@réochimie des molécules testées.

Les travaux de WEIL, DURE et QUENTIN (228) montrent que 1a/solubim

1ité des isoméres de PCB diminue quand le nombre d'atomes de chlore augmente.
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La solubilitéd des isoméres monochlorés varie de 1 3 4 mg/l ; celle des
dichlorés tourne autour de 0,5 mg/l (excepté pour le 4-4' dichlorobiphényle
qui est dix foix moins soluble) ; celle des trichlor@s oscille autour de
0,2-0,3 mg/litre. Nos résultats montrent que les isoméres trichlorés sont
plus toxiques que les monochlorés tout en &tant de 5 3 10 fois moins soluble
mais leur toxicité reste toutefois compatible avec la quantité maximale de
produit dissous susceptible d'é@tre au contact des cellules. Le 4-4' dichlo-
robiphényle, qui n'est pas toxique, est extrémement peu soluble. En revanche
les faibles toxicité@s relevées pour les isoméres contenant 5 ou 6 atomes de
chlore se sont manifestées pour des doses de 10 mg/l. Or la solubilité
maximale de ces produits est de l'ordre de 0,5 & 5 ug/l. Dans ces conditions
le Cilié ingdére massivement le PCB & 1'état précipité et c'est & l'intérieur
de la vacuole que la mobilisation du produit et sa toxicité se manifestent.
Le fait que la solubilité des produits et leur toxicité ne soient pas liées
systématiquement nous incline 3 penser que la stéréochimie des molécules

joue un rdle prédominant.

La position des atomes de chlore sur la molécule peut intervenir

de deux maniéres différentes :

- Selon la position des substituants chlorés, on peut obtenir un
déplacement des plans des noyaux benzéniques l'un par rapport 3 1'autre et
la molécule change de conformation stérique. Ses possibilités d'acceés 3

sa cible au niveau moléculaire peuvent &tre modifiées.
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- La toxicité peut dépendre en partie de la possibilité d'hydro-
xylation et de métabolisation. Les travaux de BERLIN, GAGE et HOLM (20)
laissent entendre que l'activité des PCB dépendrait de 1l'hydroxylation de la
molécule qui s'effectuerait en position para de la charniére du biphényle.
Ceci expliquerait la totale innocuité du 4-4' dichlorobiphényle. On admet
8galement que la présence de carbones vicinaux libres constitue un facteur
conditionnant 1'hydroxylation. Lors de nos expériences, aucun produit de
dégradation ou d'hydroxylation n'est apparu sur les chromatogrammes de
sorte que la toxicité des produits pour Colpidium parait liée 3 la structure

des molécules elles-~mémes-

La possibilité d'adsorption sur les parois des flacoms et la for-
me des PCB dans le milieu peuvent &galement jouer un rdle non négligeable.
Les travaux de SCHOOR (185) montrent que les PCB en général se présentent
sous forme d'agrégats de molécules en équilibre déns le solvant et que
1'émulsion de PCE est instable. Le produit est trés rapidement adsorbé sur
le verre, 1'acétate de cellulose, les polyacétates, les polyalloméres et
méme l'acier inoxydable. Ce sont les dérivés les moins chlorés qui se fixent
le plus intensément et le plus rapidement. Le ringage répété des récipients
ne permet pas toujours une &lution totale du produit f£ix& qui est plus
riche que le mélange initial en isoméres les moins chlor@&s. SCHOOR signale
également les possibilités d'évaporation des PCB. L'adsorption modifie
la quantité totale de PCB présent dans le milieu de culture et par 13 méme
peut modifier les résultalts des tests, surtout dans le cas des dérivés les
moins chlorés. Dans le cas des mélanges, les composés les plus toxiques

(bi et trichlorés) disparaissent du milieu et modifient la toxicité.
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Les principaux autres résultats concernant la toxicité des PCB
chez les Ciliés ont &té obtenus avec des mélanges commerciaux. L'Aroclor
1242 n'est pas toxique pour Tetrahymena a la dose de 20 mg/l (143), COOLEY
(44, 45, 46) trouve des seuils de toxicité de l'ordre du mg/l pour les Aro-
clor 1248 et 1260 et de 1'ordre du ug/l pour 1'Aroclor 1254. Ce dernier
résultat a été fortement critiqué par PERSOONE et coll. (156) qui, avec
Euplotes vannus n'ont pas détecté de toxicité en présence de 10 mg/l
d'Aroclor 1254. Les résultats que nous avons obtenus‘avec Colprdium campy-
lum sont du méme ordre que ceux obtenus par COOLEY avec les Aroclor 1248
et 1260 : la DMA du pyraléne 3010 est comprise entre 0,1 et 1 mg/l. En
revanche, nos mesures d'accumulation ont donné des ré&sultats trés supérieur
i ceux obtenus par ce meéme auteur. Pour expliquer ces différences, tant
dans la toxicité que dans 1'accumulation, plusieurs facteurs peuvent &tre

invoqués.

- Tetrahymena pyriformis et Colpidium campylum sont deux Ciliés
trés voisins alors qu'Euplotes est beaucoup plus &loigné sur le plan

taxonomique et posséde une sensibilité différente.

= L'activité d'un mélange complexe peut différer totalement de
celle des produits administrés isolément. Ainsi nous avons constaté
qu'un mélange contenant 66 % de 2-4-5-2'-3" et de 34 7 de 2~4~5-3'=4'
pentachlorobiphényle diminue trés sensiblement la croissance de C. campylum
i la dose de 10 mg/1 alors qu'administrés séparément 3 la méme dose, ils

sont totalement atoxiques.
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Si nous reprenons la composition générale du pyraléne 3010
pour | mg/l de produit et si nous calculons la concentration respective
des principaux constituants, nous voyons que 54 7% du mélange est composé
de produits tuant les ciliés 3 la dose de 1 ppm, 13 7 des produits ont une
toxicité nette & 1 ppm et 33 7 ne sont que peu ou pas toxiques. Le pyraléne
3010, lui, inhibe presque totalement la croissance de ColpZidiwm, sans toute-
fois tuer les cellules, 3 la dose de ! mg/litre. A cBté des synergies doivent
donc se manifester des antagonismes qui diminuent la toxicité globale du
produit. Ce résultat peut étre également di 3 l'adsorption de certains:
isoméres sur les récipients en cours d'expérience qui modifie les propor-
tions de produits en présence et les int8ractions possibles. L'adsorption
diminue également la possibilité& de biocaccumulation en immobilisant une

partie importante du produit ajouté initialement (jusque 30 Z).

- La solubilité& des PCB dans les milieux et leur &tat de stabilité
peut faciliter l'ingestion de polychlorobiphényles 3 1'état précipité ou
micellaire. Chez les Ciliés ou 1'endocytose est trés active, cette voie
de pénétration est tré&s importante. Pour les plus fortes concentrations en
PCB testées, on peut nettement observer, 3 1'intérieur des cellules de
Colpidium campylum, le produit d& 1'é&tat précipité concentré dans les vacuoles
digestives. Dans ces conditions, les taux d'accumulation observés lors de
nos expériences ne représentent que la quantité "instantanée" présente dans

la cellule au moment du prélévement. On peut alors envisager deux solutions :
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. Le produit transite passivement et se trouve rejeté avec les
résidus de digestion. Inclus dans les pelotes fécales, le PCB décante

rapidement et n'est plus accessible aux autres (iliés.

. Le produit passe dans le cytoplasme et se trouve métabolisé

ou stocké& dans des endroits privilégiés.

En fait, dans le cadre de notre expérimentation, nous n'avons
jamais observé de produits de métabolisation dans les cultures. En revanche
les flocculats constitués par les pelotes fécales contiennent du PCB en
grande quantité . Nous n'avons pas r8ussi 3 purifier ces pelotes fécales
d'une manidre suffisamment satisfaisante pour estimer quantitativement
le PCB ainsi immobilisé& mais nous pensons qu'en fait, une partie du produit
transite passivement dans la cellule et n'est pas métabolisé par le
Colpidium. Nous apporterons plus loin des résultats venant & 1'appui de

cette hypothése.

Un dernier facteur pouvant favoriser 1l'accumulation des PCB chez
Colpidium campylum est la possibilité d'adsorption du produit i la surface
des bactéries utilisées pour alimenter notre Protozoaire durant les expé-
riences. COOLEY (44, 45, 46) et MORGAN (143) ont testé& les PCB sur Tetra-
hymena dans un milieu peptoné, contenant peu de particules, donc peu propic

A ce type de pénétration d l'intérieur de la cellule.
yp P
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IV - APPLICATION A L'ETUDE DES PESTICIDES

1) TOXICITE AIGUE

Méthode

Tous les pesticides n'étant pas solubles dans 1'é&thanol, comme les
PCB, nous avons utilisé systématiquement 1'acétone 3 raison de 50 ul d'acéton
dans 50 ml de milieu. Les concentrations habituellement rencontrées dans
1'environnement étant trés faibles, et la solubilité& des pesticides en géné-
ral peu élevée, nous avons testé des concentrations allant jusque 10 mg/litre
au maximum. La plupart des espéces aquatiques étant tuées 3 des concentrations

bien inférieures, cette limite peut 8tre considérée comme trés élevée.

Résultats

Les résultats sont réunis dans le tableau 24 qui regroupe la DMA
des pesticides pour (. campylum, la CI50 obteunue sur Daphnia (77, 183) et

la magnitude de sensibilité de ColpZdium par rapport aux crustacés.

Généralement, les pesticides n'ont qu'une faible toxicité pour

! Colpidiwm campylum. Quatre produits seulement sont toxiques a des doses
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TABLEAU 24. Toxicité comparée de différents pesticides vis-a-vis de

Colpidium campylum et de Daphnia (77) et magnitude de sensibilité de Colpidium.

Pesticide DMA qupidiwn DL50 Daphnia
mg/1 mg/1 M

Aldrine > 10 0,03 2,5

Azynphos éthyle > 10 0,0032 3,5

Azynphos méthyle 1 0,00018 3,7

Biphényle 5,6

Bromophos éthyle 10

Bromophos méthyle 5,6 0,0064 2,9

Carbaryl > 10 0,74 1,1

Dieldrine > 10 2,5 0,6

Diméthoate > 10

2,4 D > 10

2,4DDD > 10 0,46 1,3

44" DD D 10 0,0082 3,1

4-4' DD E > 10

2-4* DD T > 10 0,0044 3,3

4<4* DD T > 10

a endosulfan 10 0,24 1,6

8 endosulfan > 10

~ Endrine > 10 0,9 1

L Fenchlorphos 3,16 0,0018 3,2
) Fenitrothion 10

Fénuron > 10
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Pesticide IMA Colpidium DL50 Daphnia
mg/1 mg/1 M

HCB > 10
HCH 10
Heptachlor 10 0,052 2,28
Heptachlorépoxide 3,16 0,12 1,42
Hexachlorophéne 0,3
Lindane 10 1,25 0,9
MCPA > 10
MCPB 10
Malathion > 10 0,0009 >4
Méthoxychlore > 10 0,0037 > 3,4
Paraoxon > 10
Ethylparathion 10 0,0008 4,1
Méthylparathion 6,3 0,0048 3,1
2 monochlorobiphényle 6,3
4 monochlorobiphényle 6,3
Pentachlorophénol 0,6
2 phénylphénol 6,3
Quintozéne > 10
2-4-5 T > 10
Thirame 0,3 1,3 - 0,6
Trichlorphon > 10 0,00012 > 4,9

TABLEAU 24 (suite)

N[N
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inférieures au mg/l : le pentachlorophénol, l'hexachlorophéne, le thiram et
1l'azinphosméthyle. 18 autres produits sont toxiques entre 1 et 10 mg/l.

21 produits ne sont pas toxiques 2 la dose maximale administrée (10 mg/l).

. Colpidium réagit donc 4 la moitié de l'échantillonnage de pesticides testés.
Comparativement, Dapinia est beaucoup plus sensible, la seule exception
étant le thiram. La discordance entre les deux organismes est plus

grande pour les organophosphorés que pour les organochlorés.

Le tableau 25 montre la toxicité des différents pesticides en fonc
tion de leur nature chimique et de leur utilisation. Les organochlorés sont'
moins toxiques que les organophosphorés. Les substances les plus actives
présentent la structure générale des chlorophénols et des chlorobiphényles.
Nous avons déji relaté la toxicité des polychlorobiphényles dans un chapitre

précédent.

Si l'on examine le type d'utilisation, ce sont les produits utilis
comme fongicides qui sont les plus toxiques,
Colpidium est tré@s résistant aux pesticides en comparaison avec les Cladocér
En conséquence, il va constituer un mauvais indicateur pour la recherche
des pesticides dans 1l'environnement que ce soit dans 1l'eau naturelle ou &
partir de concentrats, La grande différence existant entre la physiologie
des Ciliés et celle des cibles habituelles des pesticides (Arthropodes,
champignons,végétaux) peut expliquer ces résultats. Sur le plan métabolique,
il faut souligner que les produits les plus toxiques pour C&Zpidium

(pentachlorophénol, hexachlorophane, thiram) sont des découpleurs &nergiques



des oxydations phosphorylantes dans la cellule (59). On peut s'interroger
également sur le site d'action possible des organophosphorés dans le
Colpidium. Ces produits sont des inhibiteurs de 1l'ac&tylcholinestérase chez
les organismes supérieurs. La présence d'une activité de type acétylcholines
térasique n'a été mise en évidence que trés récemment chez Paramecium (3).
D'autres esters de la choline et leurs esté&rases spécifiques sont présents
chez les Ciliés mais nous ne connaissons pas l'activité des produits organo-

phosphorés sur ces activités enzymatiques.

2) ENDOCYTOSE DE PESTICIDES A L'ETAT PARTICULAIRE

Beaucoup de pesticides ont une solubilité trés faible dans 1'eau.
Ils vont donc se pr@senter aux Protozoaires sous forme de particules non
nutritives de taille variable. Les facteurs qui vont agir sur 1'endocytose
des pesticides par les Ciliés vont &@tre principalement la quantité de
pesticides présente dans le milieu, la taille des particules, leur forme

géométrique et la nature chimique du produit.

Malgré tous nos efforts, il ne nous a pas été possible de mettre
au point une méthode valable pour séparer les Protozoaires, les pelotes

fécales et les particules de pesticides restant a4 1'é&tat libre dans le

milieu. Nous avons donc eu recours 3 deux méthodes indirectes d'étude :
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- une méthode microscopique consistant 3 numérer les vacuoles
digestives formées en un temps donné ;
- une méthode opacimétrique &tudiant l'éclaircissement d'une

suspension de pesticides par les Ciliés.

Matériel et méthodes :

Souches : C. campylum a été& utilisé en culture axénique (milieu
PPYS + 1 % d'albumine) ; Tetrahymena pyriformis G.L. a &té cultivé sur
milieu PPYS 3 28°C ; Tetrahymena thermophila (DN III et NP 1) a &té& cultivé
sur milieu PPYS enrichi (Cu 30 uM, Fe 900 uM, Acide folinique 2 uM), selon
RASMUSSEN (167), la température d'incubation a été de 28 ou 37°C. A cette
température le mutant macronucléaire NP 1 ne forme plus de vacuoles diges-
tives. Un test 3 l'encre de Chine a permis de vérifier préalablement 3 toute

expérience 1l'absence de réversion de la mutatiom.

Dispersion du pesticide dans le milieu : 20 pl de solution acéto-

nique de pesticide & la concentration convenable sont ajoutés dans un tube

contenant 1 ml de milieu, plongé préalablement dans un cuve de nettoyage

par ultra-sons. Aprés ] minute de traitement, on peut utiliser la suspension
obtenue. Le produit est alors dispersé sous forme de trés fines particules.

Si la solution acétonique est simplement ajoutée dans le milieu, de trés

grosses particules se forment et les Ciliés ne peuvent les ingérer.
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Résultats :

a) Influence de la nature du pesticide ajouté :

Nous avons &tudié 1'activité phagotrophique du Colpidium vis-d-vis

de 4 pesticides et d'une suspension bactérienne.

Le Cilié présente une activité trés différente selon les produits
(figure 49). La préférence va, par ordre croissant, de 1'aldrine et du PCB 4~
d 1'endosulfan et & la dieldrine. Comparativement, le Protozoaire forme
pendant le méme temps de 2, 5 3 8 fois plus de vacuoles digestives en présen-

ce de bactéries.

b) Etude opacimétrique de 1'ingestion : (fig. 50 p. 192)

Cette étude a été réalisée en mesurant 1'é&volution de la densité
optique d'une suspension de 4-4' dichlorcbiphényle (100 mg/l) au contact
d'une population dense de Ciliés (150 3 200.000 cellules/ml) qui, en absor-

bant massivement le produit, &claircissent le milieu.

La figure 50a montre que la densité optique de la suspension
diminue rapidement pendant les deux premiéres heures de contact. Les cellules
apparaissent bourrées de pesticide . Au delid de la deuxilme heure, les
premiéres vacuoles digestives s'ouvrent au dehors. Le pesticide est rejeté
sous forme de pelotes fécales compactes et ne peut plus étre absorbé a
nouveau. La densité optique augmente alors progressivement pour se -rapprocher

des conditions initiales.
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I1 fallait vérifier si la diminution de densité optique était
réellement due 3 1'endocytose de Colpidium et non 3 une précipitation des
produits comme cela peut parfois se produire en présence de bactéries, le
Cilié sBcrétant des produits extra-cellulaires floculants. (50). Pour cela
nous avons utilisé Tetrahymena thermophila. La figure 50 b rend compte des
résultats obtenus. A 28°C, 1'éclaircissement du milieu est le méme avec les
deux souches. A 37°C, 1'endocytose est un peu moins active chez la souche
DN3, mais totalement bloquée chez.le mutant NP, et on n'observe aucune dimi-
nution de densité optique dans le milieu. La voie orale est donc bien la
voie unique de passage du pesticide & 1'&tat précipité&. Pour savoir si le
pesticide transite passivement dans la cellule, il nous fallait pouvoir
l'identifier in vitro et vérifier son intégrité chimique. Pour cela, nous

-

avons utilisé@ la microsonde moléculaire 3 effet Raman.

3) IDENTIFICATION INTRACELLULAIRE DE PESTICIDES

a) Méthode :

La microsonde MOLE : La diffusion de la lumiére par des molécules

ou des cristaux s'accompagne de changements de fréquence, dus essentiellement
aux vibrations et aux rotations moléculaires. Ce phénoméne est 1'effet
Raman. La diffusion Raman ne constitue qu'une tr&s faible proportion de

la lumiére incidente. Seul l'emploi de lasers permet d'obtenir des spectres
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en un temps réduit. La microsonde MOLE est'constituée par un spectrométre
Raman 3 laser, couplé a wun microscope, l'ensemble permettant d'examiner
des structures de trés petite taille. La focalisation du rayon laser permet
de tracer le spectre Raman de particules dont la taille avoisine l'u. Le
spectre Raman d'une substance est en rapport avec sa configuration molécu-
laire et éonstitue une sorte d'"empreinte digitale" trés précise qui per-
met de suivre 1l'évolution d'un produit. Un changement de structure modifie
en effet la proportion relative des pics d'émission ou leur longueur d'onde

(64).

Préparation des cellules. Nous avons utilisé le 4-4' dichlorobi-
phényle et l'endosulfan a des concentratiouns allant de 2,5 & 25 mg/l. Les
cultures de Colpidium de 24 heures sont centrifugées et resuspendues dans
du Tris 10 mM (pH 7,2). La densité cellulaire est comprise entre 50 et
100.000 cellules/ml. A des temps variables, des aliquotes sont prélevées et
fixées avec un volume égal de glutaraldéhyde 3 2 7 et on laisse décanter

les cellules.
Pour 1'examen en spectrométrie, deux techniques ont été utilisées
- 1 goutte de suspension cellulaire est examinée entre lame et
lamelle ;

= 1 goutte de suspension est déposée sur une lame et séchée.

Sous un grossissement de 800 3 000, le laser est focalisé au

niveau des vacuoles digestives contenant apparemment du matériel insoluble.
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A partir du spectre &talon tracé & partir de pesticides en suspension dans

le milieu, on vérifie la présence des raies majeures d'émission puis on
-1 . . .
trace un spectre entre 100 et 3500 em ~, les raies de diffusion les plus

. . -1
intéressantes se situant entre 100 et 2000 cm .

La fig. 51 p.196 montre respectivement les spectres de
référence du 4~4' dichlorobiphényle et du B-endosulfan et la fig. 52 p.
197 montre  les spectres des produits insolubles contenus dans les vacuole
digestives apré&s contact avec les deux pesticides. Le tableau 26 donne les
longueurs d'onde observées pour les deux produits 3 la fois dans 1'é&talon

et dans les cellules. Les résultats montrent :

~ que le matériel insoluble contenu dans les vacuoles est identi~

-

que au produit standard donc c'est bien le pesticide qui a &té ingéré ;

- 1l'aspect du spectre reste inchangé quelque soit 1'dge de la
vacuole digestive. Le produit n'est donc pas modifié et transite passivement

dans la cellule.

Les deux méthodes de préparation permettent d'obtenir de bons ré-
sultats, bien que chacune posséde ses avantages spécifiques. Par la méthode
classique (humide), la recherche des cellules et la localisation des vacuoles
sont trés faciles, mais des courants de convection peuvent se produire dans
la préparation ; ils sont diis essentiellement 3 l'effet thermique local
provoqué par le rayon laser. De ce fait, la cellule peut se déplacer et la

vacuole peut sortir du champ de focalisation des rayons. Avec la méthode a
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les vacuoles digestives de (. campylum.

Résultats obtenus en collaboration avec DEVYNCK, LEROY et
MOSCHETTO, INSERM C.T.B.M. LILLE -



TABLEAU 26. Caractéristiques spectrales Raman du 4-4' dichlorobiphényle
et du B endosulfan en suspension et 3 1'intérieur des vacuoles

digestives des Ciliés.

Longueurs d'onde (en cmq) et intensité des pics d'émission.

Endosulfan dansEJ?.LdeosS 1irlafcalﬂales 4-4' ICB 41;45' Vzcciodiaellss
112 F 112 227 M 227
135 F 135 271 TF 272
145 M 145 307 F 307
160 M 160 372 F 372
167 M 167 420 F 420
182 M 182 540 F 540
332 F 332 628 M 628
375 F 375 770 FO 770
407 RO 407 1017 F 1017
437 F 437 1098 M 1098
480 F 480 1185 F 1185
692 F 692 1285 FO 1285
917 F 912 1600 TFO 1600

Codes d'intensité

FO, forte ; TFO, trés forte.

: TF, trés faible ; F, faible ; M, moyen ;
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sec, la morphologie des cellules est trés altérée et il devient trés diffi-
cile de repérer les structures intéressantes. L'avantage réside dans la bonne
stabilité des cellules sous le pinceau laser. Nous avons pu identifier avec
la MOLE des particules de pesticide de 1 3 2 um. La concentration en produit
doit étre suffisamment élevée (solution Mplaire). Cette condition est tou-
jours remplie quand on s'adresse 3 du matériel 3 l'état cristallisé ou

précipitaé.

Si beaucoup de pesticides ne sont pas toxiques pour Colpidium
campylum, ils peuvent @tre concentr@s intensément dans les vacuoles diges-
tives si la taille et la forme des particules insolubles autorisent 1'endo-
cytose. L'utilisation de la microsonde MOLE nous a permis de vérifier la/EUS

A LILLE
réalité de 1l'ingestion du pesticide. En outre, nous avons appris que, au
moins pour le 4=4' dichlorobiphényle et le R-endosulfan, aucune transforma-
tion ne se produit dans la cellule. Nous avons déji obtenu des résultats
similaires lors de 1'étude des PCB. Si nos résultats ne peuvent étre &tendus
i tous les pesticides, ils.peuvent certainement s'appliquer 3 bon nombre
d'entre eux, en particulier les organochlorés de faible solubilité&. Ces
produits transitent dans la cellule et sont rejeté@s sous forme de pelotes
fécales. Il est possible qu'une proportion tré&s faible du produit, solubi-
lisée dans le milieu extérieur, traverse les membranes. L'absence de toxicité
est due soit 3 une résistance réelle du ColpiZdium, soit & une solubilité
trop faible du produit qui ne permet pas d'atteindre une concentration suf-

fisante pour qu'un effet toxique se manifeste, soit 3 1'imperméabilité de la

barriére membranaire au toxique. Pourtant, la plupart des pesticides présen-—
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tent un coefficient de partage octanol/eau trés important et sont susceptibl

de se fixer rapidement au niveau des lipides membranaires.

Dans la nature, les conditions expérimentales que nous avons uti-
lisées ne sont jamais rencontrées, les concentrations de pesticides restant
limitées 3 quelques ug/litre. Dans ces conditions, la plupart des pesticides
n'auront aucune action directe sur les Protozoaires ciliés présents. La
bioaccumulation directe & 1'&tat particulaire sera tout i fait exceptionnell

et de courte dure, liée i la durée du cycle des vacuoles digestives.

Toutefois, des accumulations ou effets toxiques indirects ne
peuvent &tre exclus. On sait, en effet, que les pesticides s'adsorbent
avec une trés grande facilité sur les surfaces ou sur les particules en
suspension (191). Les bactéries peuvent servir de site d'adsorptiom pour
un pesticide et ainsi fixer ce produit. Capturés et digérés par les Ciliés
qui s'en nourrissent, les microorganismes peuvent constituer une voie

d'accumulation ou, peut étre méme, d'intoxication,

Cette voie de recherche, qui n'a pas encore été explorée, devrait
permettre de mieux comprendre les phénoménes de transmission des polluants
entre Ciliés et bactéries, premiers maillons des chaines alimentaires

détritivores,



- 201 -

V - APPLICATION A L'ETUDE DE MYCOTOXINES

Les mycotoxines représentent un danger redoutable pour la santé
de 1'homme. Or, il n'existe pas de méthode biologique simple de dé&tection
de ces substances dans les produits contaminés ou 3 partir du champignon
suspect ; nous avons donc effectué une exploration de différentes toxines

connues et des acides gras contaminant toujours les extraits mycéliens.

Les métabolites de P. roqueforti et la botryodiplodine nous ont
été fournis par le Docteur MOREAU (142). Les autres toxines ont &té obtenues
aupr&s de Makor Chemicals. Les acides gras de haute pureté (> 99 7) ont &té
obtenus chez Sigma Chemicals. Les produits sont administrés sous forme de
solution ac@tonique selon la technique classique du test de croissance. La

concentration maximale testée a &té 10 ug/ml.

1) TOXICITE DE MYCOTOXINES PURES ET DE DERIVES VIS-A-VIS DE

C. CAMPYLUM ( Tableau 27 - p. 202 )

Les résultats obtenus (tableau 27) montrent que des toxines extré-
mement actives sur les mammiféres ne sont pas toxiques, aux plus fortes
doses administrées, pour C. campylum. C'est le cas de 1'Aflatoxine B, de
1'Ochratoxine B et de la Stérigmatocystine. La botryodiplodine est toxique

4 4 yg/ml. La patuline et le diacétoxyscirpénol sont détectés 3 la dose de
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TABLEAU 27. Dose Minimale Active de diverses
mycotoxines pour Colpidium campylum. (mg/1)

AfTatoxine B, > 10
Ochratoxine B > 10
Stérigmatocystine > 10
Botryodiplodine 4

Diacétoxyscirpénol 0,5
Patuline 0,5
P.R. Toxine 0,25

/%“E)
| b
\.\ Uih )

#
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0,5 ug/ml. Enfin, la PR toxine est le produit le plus actif ; sa DMA est

de 0,25 pg/ml.

Un schéma de la biosynthése de la PR toxine a &té& proposé par
MOREAU (142) et il est représenté sur la fig.53 - p. 204 Malgré une structure
trés proche de celle de la PR toxine, tous les métabolites sont au moins

i
40 fois moins toxiques( aucun n'a été toxique d la dose de 10 pg/ml)

4 produits dont la structure est apparentée 3 la structure d'une
partie du squelette sesquiterpénique de la PR toxine (figure 54) ont &té
test8s avec Colpidium. Aucun de ces produits ne s'est montré toxique pour

le Cilié.

Les résultats que nous avons obtenus indiquent clairement que le
site toxique de la molécule est situé sur les carbones 7, 8, 11, 12, 13. On
peut attribuer une haute toxicité & la fonction aldéhyde du carbone 12 et,
peut étre, une influence plus réduite de la fonction epoxide entre C7 et
Ciy- L'étude des produits de synthése indique pourtant que l'existence de
ces deux fonctions chez la substance 71D n'est pas suffisante pour voir appa-
raitre une toxicit&. Si la partie de la molécule extérieure 3 la région
C 7-8-11-12-13, n'intervient pas dans le mécanisme de toxicité&, ce qui n'est
pas prouvé, il faudrait invoquer un rB8le possible de la fonction cétone

située en C 8. Tout ceci nécessite encore des travaux complémentaires pour

démontrer le schéma proposé.
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FIG. 53 = Schéma de biosynthése de la P.R. toxine, selon MOREAU S. (142)
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FIG. 54 = Formule chimique de 4 produits de synth&se ( MOREAU-142) dont une
partie de la molécule est proche de celle de la PR toxine ou de ses
dérivés.
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TABLEAU 28. Toxicité des acides gras vis-a-vis de C.c.

5 D.M.A. LC 50
Acide Structure .
(ug/ml) Artemia (ug/ml)

Ac. arachidonique 20 : 4 40 1,5 -2
Ac. linoléique 18 : 2 10 3,3
Ac. linolénique 18 ¢ 3 5 < DMA < 10 2,4
Ac. Y linolénique 18 : 3 5 < DMA < 10
Ac. laurique 12 : 0 5 < DMA < 10 5

®
ULLE
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2) TOXICITE DES ACIDES GRAS POUR C. CAMPYLUM

Les résultats des tests (tableau 28) indiquent que 1'acide arachido
nique est le moins toxique. La zone de DMA pour les autres acides gras testés
oscille entre 5 et 10 ug/ml. En regard, les résultats d'essais sur Artemia
(55) montrént que ce crustacé est beaucoup plus sensible que les Ciliés

3 la présence d'acides gras dans les extraits 3 tester.
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C - DEFINITION D'UN TEST DE VIABILITE MINIATURISE UTILISANT

C. CAMPYLUM

Parmi les nombreuses mé&thodes utilisables pour mesurer la toxicité
3 1'aide de Protozoaires, la méthode de mesure de viabilité de HEAF et LEE
(105) nous a semblé@ trés intéressante & utiliser,

Elle présente en effet de multiples avantages

- Elle ne nécessite pas de matériel spécialisé, onéreux pour son

exBcution et sa lecture

- Elle permet d'exprimer les résultats d'une maniére analogue i

celle des tests classiques (Dose Inhibitrice ou Léthale 50 Z)

-

Nous avons cherché 3 1'adapter pour la mesure courante de la toxic

sur C. campylum.

I - MATERIEL ET METHODES

C.campylum a été cultivé dans le milieu mipéral 3 28°C en présence

d'E. col? lyophilisé (E. col? EC 11303 de Sigma Chemicals).

Pour distribuer les cultures et les toxiques, nous avons utilisé
des pipettes multipointes (Titertek — Flow laboratories) ou un inoculateur

automatique (Dynadrop - Dynatech).
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Différents types de microplaques ont &té testées. Certaines ne
donnent pas de bons résultats. Les plus satisfaisantes pour notre travail
sont des plaques 3 96 trous en U (Nunc-Copenhagen). Certaines plaques appa-
raissent toxiques. Cela peut &tre dii soit & la composition du plastique,
solt aux phénoménes de tension superficielle intervenant dans les cupules

selon le traitement de la surface.

Pour 1l'expérimentation, la culture de Ciliés est d'abord numérée en
cellules de Nageotte aprds fixation par du lugol double (1/2 v/v). Elle est
ensuite ajustée par dilutions 3 une concentration comprise entre 500 et
4.000 cellules/ml. La suspension finale est alors ajustée de la mani&re sui-

vante :

- E. coli (50 mg dans 10 ml
d'eau distillée) ..iiiivenisinctnrtanaonns 1 ml
- Suspension intermédiaire de
COLpLALUM QeSeP+ secsssonsasescnnsassess 2.500 cellules

~— Milieu mindral q.S.P: tevevesoonccnccnss 100 ml

On peut opérer &galement une dilution directe de la culture de

Colpidium pour obtenir 25 cellules/ml dans la solution finale.

A 1'aide d'un distributeur automatique ou dune pipette multipointe,
on distribue 20 ul de cette suspension dans chacune des cupules d'une micro=-

plaque. On ajoute alors 200 ul de milieu minéral (témoin) ou de solution

toxique.
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Les plaques sont incubées i 28°C pendant 6 jours. La lecture est
effectuée sur fond noir (figure 55). Les cupules ol l'on observe un dépdt
blanchdtre & contour net sont négatives, les cupules optiquement vides sont

positives.

IT - ETUDE THEORIQUE ET INTERPRETATION DU TEST

1) PRINCIPE DU TEST

Un Protozoaire, isolé dans une cupule de plaque 3 microtitration,
en absence de substances toxiques, va former un clone. §'il est cultivé mono-
xéniquement, il va consommer les bactéries ajoutées dans le milieu. Aprés
incubation, les bactéries présentes dans une cupule ne contenant pas de Cilié
forment un dépGt blanchdtre trés net. Si un Cilié s'est développé en clone,

les bactéries ont disparu et aucun dépdt n'est visible.

2) CALCUL DU NOMBRE REEL DE CILIES AYANT FORME UN CLONE

Soit C la concentration en Ciliés. dans un volume total V trés supé-
rieur aux aliquotes prélevées v. Le nombre total d'organismes est N = CV.

La probabilité pour qu'un Cilié se trouve dans une aliquote v est P, = %}

et la probabilité pour que toutes soient extérieures 3 1'aliquote est
v

N . .
p = (1 - pl) » D peut s'écrire p = (1 = WTJCV = (1 - %%})CVO Si CV est

grand( > 50 ),cette quantité est proche de e—CV et p = e“CV d'od :
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h (nombre de cupules négatives) C
-CV
£ = = e et C=-1log¢€£
n (nombre total de cupules)

¢ &tant la concentration de Cilié par cupule.

Pour calculer 1'inhibition de la croissance, il est inutile de
calculer le nombre de clones réel. Nous avons calculé les tables de c =
- log (%%D en fonction du nombre de cupules positives selon que 1l'on utili-

sait 1 ou 2 plaques par concentration (voir Annexe IV).

3) CALCUL DE LA DOSE DE VIABILITE 50 7 (DV 50)

On compare la valeur de c obtenue dans le témoin avec les valeurs ¢
obtenues en présence de toxique. Sur un papier Gausso—logarithmique, on re-
porte ensuite les 7 de viabilit@ en fonction de la dose de produit (figure

56). On peut ensuite calculer la DV 50 en tragant la droite de régression.

ITI - INFLUENCE DE LA METHODE DE DISTRIBUTION ET DU MATERIEL UTILISES

Des essais préliminaires réalisés sur 45 plaques distribuées avec
Dynadrop ont montré une trd@s large variation de la distribution. L'utilisat
de graphiques d'anamorphose montre que la distribution des ré@sultats ne sui
pas une loi normale. Les valeurs obtenues pour la moyenne et surtout pour

1'écart type différent selon la méthode de calcul :

]

= calcul arithmétique X 0,42 S

1}
o
-
N
IS

>l
[}

= calcul graphique 0,38

wn
]
o
-
©
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FIG. 56 - Calcul de la DV 50 d'un produit 3 partir des rapports 100 c
C témoin



- 214 -

Les valeurs s'éloignant franchement d'une loi normale représentent
15 % de 1'échantillon. Mais ce sont ces valeurs qui influent le plus sur la

moyenne arithmétique.

Ces résultats préliminaires montrent qu'environ 80 Z seulement des

Ciliés théoriquement inoculé&s donnent effectivement des clones.

Cette perte peut &tre attribuée 3 plusieurs causes :

- la viabilité de ColpZdium inoculé suivant cette technique n'est

pas de 100 7%

- La technique de distribution n'est pas inoffensive et un certain

nombre de Ciliés sont tués pendant l'opération

- La méthode de dilution n'est pas indifférente et peut entrainer

des erreurs importantes.

Pour vérifier 1'influence de ces trois facteurs, nous avons prati-
qué deux types d'expériences portant sur les appareils de distribution et

sur la dilution de la culture mapre de Protozoaires.

- A partir d'une préculture, nous avons effectué des dilutions de
maniére 3 obtenir des concentrations intermédiaires de 500, 1.000, 2.000 et
3.000 cellules par ml. Puis ces suspensions sont dilues pour obtenir la
suspension finale contenant 25 cellules/ml qui est partagée en 2 aliquotes
dont l'une est distribuBe avec le Dynadrop et l'autre avec les pipettes

Titertek multipointes.
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Les résultats obtenus (fig.57 p.216, tab.29 ) montrent qu'une
perte substantielle se produit lors de la distribution au Dynadrop. La ré-
cupération varie de 63 3 73 7 pour les concentrations allant de 500 & 2.000
cellules/ml. Avec 3.000 cellules/ml, & peine la moitié du nombre théorique
de clones est atteinte. Avec les pipettes Titertek, le pourcentage moyen
de récupération varie de 82 d 96 7 mais les tests confirment que les moyennes
observées ne différent pas significativement de 0,5. Avec 3.000 cellules/ml,

on observe une chute du taux de récupération.

La distribution avec le Dynadrop entraine une perte importante de
cellules durant la distribution. Les cellules sont soumises, dans cet appa-—
reil, 3 des variations brutales de pressiom et circulent i grande vitesse
dans des tubes capillaires. Ces conditions doivent entrainer la mort d'ume
partie des cellules. Les pipettes multipointes permettent un contrSle de
l'aspiration et du refoulement ce qui permet de mieux respecter l'intégrité
des cellules. Sans €tre aussi rapide que le Dynadrop, les pipettes Titertek
sont moins brutales, mais surtout plus reproductibles et moins sujettes aux

problémes techniques (colmatage de tubes, réétalonnage etc...).

-~ Nous avons ensuite réalisé& des suspensions finales contenant
25, 50, 100 et 150 cellules/ml respectivement par dilution directe ou &
partir de suspensions intermédiaires contenant 500, 1.000, 2.000 et 3.000
cellules/ml, diludes au 1/20&me pour réaliser la suspension finale. Dans
quelques cas, la suspension finale a &té séparée en 2 aliquotes dont 1'une

était distribuée au Dynadrop et l'autre avec une pipette Titertek.
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FIG. 57 - Concentration ( Ciliés/cupule) obtenue en fonction du type de

distributeur et de la concentration intermédiaire en Ciliés utilisée.
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TABLEAU 29. Concentration (cellules/cupule) réelle observée en fonction

du type de distributeur et de la concentration

intermédiaire en cellules utilisée .

Concentration réelle Concentration de la dilution intermédiaire
observée avec : (cellules/ml)
500 1.000 2.000 3.000
X 0,316 0,33 0,366 0,235
Dynadrop S 0,104 0,081 0,025 0,045
n 6 6 3 6
) X 0,454 0,441 0,482 0,385
Pipette
Titertek N 0,069 0,102 0,08 0,133
n 6 6 4 6
X = moyenne ; s = écart type ; n = nombre d'observations.

SN

[ 95
n"uif/}
A
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Lors du report sur graphique, un exemple étant donné dans la fiigure
58, nous nous sommes rendus compte que la dispersion des ré8sultats augmentai
avec la moyenne. Nous avons donc proc&dé d une transformation log-log qui
permet d'obtenir une variance homogéne pour l'ensemble des données. Les

résultats obtenus sont regroupés dans le tableau 30 et la figure 58 :

- Le Dynadrop donne des résultats beaucoup plus irréguliers que les

pipettes Titertek ;

~ La méthode de dilution directe entraine une perte importante de

clones 3

- Quand on utilise la méthode indirecte, il y a affaiblissement du
rendement quand la concentration en cellules s'éléve. Ceci est particuliére-
ment net quand on utilise des suspensions contenant 100 et 150 cellules/ml.
Les pipettes Titertek associées & une dilution indirecte, donnent des ré-
sultats tr&s satisfaisants pour des concentrations finales de 25 & 50 cellu

ml.

La technique de dilution joue donc un rdle trd@s important, qui peu
paraitre surprenant au premier abord, mais deux remarques peuvent &tre fait

3 ce sujet :

- L'erreur d'é@chantillonnage est plus faible quand on travaille su
des volumes de culture importants (cas de la méthode indirecte). L'&chantil

prélevé est en effet plus représentatif de la population initiale.
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Influence de la méthode de dilution, de la concentration finale

théorique et de 1l'appareil de distribution sur la concentration
réelle observée (Ciliégfcupule)

*X: dilution indirecte

: dilution directe
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TABLEAU 30. Logarithme de la concentration réelle obtenue selon la
technique de distribution et la méthode de dilutions utilisées.

Techn; de Logy de la concentration théorique
disé;i£;¥§;n ot (Concen1ration théorique en cellules/cupule
de dilution entre parenthéses)
-0,301 (0,5) 0 (1) + 0,301 (2) | + 0,477 (3)
- Dynadrop :
X - 0,397 0,322 0,104 0,246
Dilution
directe S 0,122 0,045 0,107
n 4 4 2 4
X - 0,316 - 0,351 0,226 0,3
Dilution
indirecte 0,168 0,027 0,162 0,092
n 6 5 4 6
- Pipettes Titertek :
X - 0,501 - 0,259 0,075 0,251
Dilution
directe S 0,169 0,223 0,142 0,05
n 16 18 14 4
- X - 0,306 - 0,015 0,244 0,310
aus Dilution
OULE indirecte S 0,084 0,121 0,082 0,103
n 12 18 10 6

X = moyenne ; S = écart type ; n = nombre d'observations.
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~ Les deux méthodes doivent donner des résultats équivalents si la
préculture est tout & fait homogéne. Or, cela est loin d'@tre le cas et on
observe souvent des Colpidium groupés en amas de 4 3 10 individus. Méme si
1'on homogénéise le mieux possible la culture avant le prélévement, la prise
d'un petit volume de culture peut amener une grande variation dans la méthode
directe si un ou plusieurs amas sont pris avec 1l'é&chantillon. Si l'on pré-
ldve un plus grand volume, l'hétérogénéité possible de la culture n'a qu'une
influence trés atténuée. Comme la suspension intermédiaire est mélangée 3 son
tour, les derniers amas se disloquent et la distribution finale est beaucoup

moins fluctuante.

A partir des expériences préliminaires, nous avons pu définir les

conditions optimales d'exp@rimentation :

- Pipettes Titertek multipointes de 200 ulet 20 ul
- Plaques de microtitration Nunc 96 trous en U
- Concentration finale théorique comprise entre 0,5 et 1 cilié par

cupule pour conserver la linéarité de réponse

- Temps d'incubation : 6 jours.

IV - APPLICATION A LA MESURE DE TOXICITE

1) ESSAI AVEC LE BICHROMATE DE POTASSIUM

Des essais d'@talonnage réalisés avec le bichromate de potassium ont

donné les résultats suivants :
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TABLEAU 31. D\/50 et D.M.A. de quelques substances pour C. campylum.

Substance Sel DV50 D.M.A.
Hg HgCl, 0,011 0,040
Co CO(NOZ))2 0,35 0,1
Cu CuSO4, ,SHZO 0,012 0,25
cd Cd(N0,), 0,24 0,16
Pb Pb(CI4.3C00)2 0,53 0,4
Al Al(N03)3 0,42
SDS 13 10 - 30
Dioctylsulfosuccinate 30
Pentachlorophénol 0,1 0,6
Hexachlorophéne 3,5 =10 0,3
Bromophosméthyl 1. 5,6
Parathion méthyl 1 - 3,5 6,3
Heptachlorépoxide 1 - 3,5 3,16
Fenchlorphos 1 -3,5 3,16
P‘CB4 3,5 =10 1 -10
PCB2 10 1
2 phenyl phénol 10 6,3

(",?\j Dincseb 1 -3,5
NUEY carbaryl 1 10

HCH 1 10




S
Co
[}

- DV50 = 28,33 mg/1
s = 11,97
n = 12

- ICO,OS = 7,59

- IcO,O] = 10,7

Les résultats obtenus pour d'autres toxiques sont groupés dans le

tableau 31 et comparés a la D.M.A. obtenue par la méthode de croissance.

Dans l'ensemble, les zones de sensibilit& sont identiques pour les

deux méthodes, ce qui veut dire que la DV est trés proche de la Dose

50
Minimale Active, des discordances importantes é&tant observées avec le Cuivre

le Pentachlorophénol et 1'HCH od la DVSO est inférieure 3 la D.M.A.

La méthode microplaque refléte donc bien, en général, la sensibilit
du Colpidium telle que nous l'avions définie avec la méthode de mesure de

croissance.



224

DISCUSSION GENERALE
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Les travaux que nous avons réalis@s avec les produits toxiques ameé
nent 3 s'interroger sur deux types de problémes concernant l'utilisation de

Colptdium campylum en &cotoxicologie :

- les contraintes techniques comparées 3 celles d'autres tests ;
- les applications et la représentativité des Protozoaires comparé

3 celle des autres organismes.

I - LES METHODES DE TESTS

I1 est intéressant de comparer les aspects techniques des méthodes
de tests sur Protozoaires avec ceux de mé&thodes normalisées comme la Daphni

ou le poisson zébre.

Les deux tests normalisé@s exigent une piéce climatisée (poissons)
ou au moins une tré&s grande enceinte 3 température constante. L'encombremer
di aux bacs d'élevage de daphnies ou aux containers de stockage des poissor
est trés important. Dans le cas des tests Protozoaires, l'encombrement est
minimum et une simple &tuve bactériologique, plus un petit plan de travail

suffisent pour les tests.

Sur le plan méthodologie, si les tests poissons et daphnies sont

;

-~

d'une technique trés simple 3 mettre en oeuvre, les tests Protozoaires peur
vent étre effectués par n'importe quel laboratoire de bactériologie. Le te:
de viabilité est le plus simple & réaliser, mais le test "croissance' est
plus rapide i mettre en oeuvre. Si l'exigence d'un compteur de particules
est restée longtemps un handicap pour le test de mesure de croissance, on
trouve actuellement dans le commerce des appareils coltant le prix d'un
spectrophotométre de qualité moyenne, qui peuvent étre polyvalents et serv

tout 3 la fois pour compter des Protozoaires, des Algues et méme de jeunes
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Crustacés. L'interprétation de la mesure de la DL (poisson), de la CI

50 50
(daphnie) semble, au premier abord, plus simple 3 mesurer que la Dose Mini-
male Active ou la DV50 qui nécessitent quelques calculs. Mais le calcul préci

de 1la DL50 demande le passage par les probits et l'usage d'un petit ordinateuy
est le bienvenu. Nos calculs sont aisément effectués d& 1l'aide d'un petit cal-

culateur et permettent de contrdler au maximum les fluctuations du matériel.

Sur le plan standardisation, les cultures de Protozoaires sont plus
strictement contrB8lées que les élevages de crustacés ou de poissons. La re-
productibilité de la croissance est excellente. Les travaux effectués sur la
culture axénique et la mise au point du test "viabilit&" avec Colpidiwm nous
ont permis d'améliorer encore le test "croissance'". En travaillant actuelleme:
3 28°C avec des bactéries séchées du commerce dans 10 ml ou méme 5 ml, nous

obtenons actuellement les ré@sultats en 24 heures avec une reproductibilité de

croissance de 3 7.

Le test "croissance' peut rivaliser, dans ces conditions, avec les
tests normalisés, en ce qui concerne la durée. Sur ce point précis, le test
de viabilité se trouve handicapé& par sa durée de cingq jours, difficile 3
réduire, méme en utilisant un Protozoaire i croissance plus rapide que celle

de Colpidium comme Tetrahymena.

Travaillant sur les Protozoaires avec des volumes de culture réduits,
nos besoins en produit i tester sont moins importants que pour le test daphnie
et surtout le test poisson zébre. Ceci est trés intéressant quand il s'agit

de connaitre la toxicit& de produits trés onéreux ou de fabrication difficile.
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Les contraintes techniques demand@es par les tests Protozoaires sont
donc comparables 3 celles des autres tests normalisés ; nos méthodes sont er
particulier bien standardisé@es et moins gourmandes en espace et en produit 3
tester. Les exigences de calcul pour l'interprétation sont identiques et le
temps de réponse est comparable dans le cas du test "croissance'. Il nous

faut maintenant examiner les applications possibles de ces tests.

IT - APPLICATION

i) APPLICATION AUX MESURES DE TOXICITE SIMPLE

Nous avons examiné en détail dans un travail précédent (65) les po:
bilités d'applications aux eaux usées et aux eaux de surface. lLes &cueils
principaux au test scnt : 1) les particules présentes dams l'eau i tester ;
2) las bactdries et la matidre organique pouvant provogquer uune surcroigsanc

des Ciliés.

La premidre difficulté est lav8e presque totalement par une d&caant

tion classique de 2 heures, analogue 2 celle pratiquée pour les tests norma

-
=
0
\

s. La seconde est beaucoup plus difficile & tourner. Actuellement, seul
une filtration préalable du rejet permet de pratiquer le test. Cette filtra
tion élimine, bien sur, une partie de la toxicité qui peut &tre présente da
les particules en suspension ou adsorbées 3 leur surface. Il faut toutefois
garder 3 1l'esprit que pour le Colpidium, toute particule supérieure 3 2 um

n'est pas ingérée et son importance sur le plan toxicité s'em trouve grande



- 228 -

diminuée. Le test réalisé sur un filtrat donmera une approximation de la
toxicité "soluble" contenue dans 1'effluent. Quoique moins représentatifs que
les tests normalisés Daphnie ou Poisson zébre, les tests Colpidiwm sont quanc
méme susceptibles d'apporter des indications sur la toxicité des effluents.
Pour tous les organismes microscopiques susceptibles d'@tre utilisés (bacté-
ries, levures, microalgues, protozoaires) pour des tests, la présence de par-
ticules en suspension constitue un handicap pour des mesures rapides. En
effet, le comptage manuel, qui l&ve toutes les hypothéques contre les tests
protozoaires, nous semble difficilement compatible avec des mesures de

toxicité en série sur des effluents.

Nos travaux montrent que la sensibilité de Colpidiwn campylum est
tout 4 fait comparable & celle des tests normalisés en ce qui concerne les
polluants minéraux, les détergents et les solvants. Notre méthode est méme
plus sensible pour un certain nombre de substances. Pour les pesticides,
Colpidium est un indicateur nettement moins efficace, mais notre Cilié est
trés éloigné, sur le plan organisation et physiologie, des espéces cibles
des pesticides (champignons, plantes et insectes). Ceci explique sa sensibi-
1ité moins grande. I1 existe, & l'heure actuelle, peu de tests Protozoaires
réellement opérationnels pour les mesures de toxicité. C'est pourquoi nous
pensons que le test Colprdium basé sur la croissance pourrait &tre proposé
a titre de test Protozoaire dans le cadre des fiches &cotoxicologiques deman-
dées par la C.E.E. dans les dossiers d'agréement des substances nouvelles.
Plus sensibles que les bactéries, représentatifs des chaines trophodynamigues
détritivores, les Protozoaires constituent un maillon important des systémes
naturels et leur réaction aux polluants peut constituer un indice utile en

écotoxicologie.
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2) APPLICATION A LA RECHERCHE EN ECOTOXICOLOGIE

Les domaines de recherche ouverts 3 1l'application des tests

Colpidium en écotoxicologie sont trds importants et variés.

La méthode simple permet, grice 3 l'analyse factorielle, 1'étude
des interactions entre toxiques et la modélisation de pollutions mixtes
complexes. On peut &galement &tudier les interactions toxique-~solvant et

optimiser les conditions expérimentales. La mesure de l'accumulation des

toxiques estpossible et 1'@tude de toxiques insolubles peut Etre réalisée

aisément grice 3 la petite taille et 3 la transparence de notre organisme
par des méthodes tr&s performantes comme la spectrométrie Raman exécuti

4 1'échelle microscopique.

Un des domaines d'application les plus intéressants est l'@tude de
relations entre structure chimique et toxicité. Nous avons montré tout
1'intérét de nos techniques pour 1'étude des polychlorobiphényles. Nos be-
soins réduits en produits ont permis l'étude d'isoméres purifiés qui n'étai
disponibles qufen petite quantité et nous ont permis d'&tablir certaines re
lations entre la structure des molécules et la toxicité des produits. Nous
avons pu, de la mé@me facon, repérer le site actif probable de la PR toxine
et analyser la chalne de métabolisation de ce produit dans le champignon, 1
produits &tant alors disponibles en quantit@s de 1l'ordre du mg. La détecti
directe de certaines toxines dans les extraits mycéliens de champignon
suspect est plus aisée 3 réaliser qu'avec Artemia salina car le Colprdium

est moins sensible aux acides gras que le crustacé. La détection des souche
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toxinogénes de champignons doit pouvoir s'@tendre, en plus de la PR toxine,
au diacétoxyscirpénol, 3 la patuline et, 3 un moindre degré, & la botryodip~-
lodine. Le test Colpidium ne permet pas la détection des Aflatoxines et de
1'Ochratoxine, certainement 3 cause d'un métabolisme particulier. On sait,

en effet, que Tetrahymena est capable de métaboliser 1'Aflatoxine (218).
L'application du test ColpZdium apparait donc intéressante dans le domaine de
1'industrie alimentaire, surtout dans la détection de contamination des pro~
duits du mals (diacétoxyscirpénol) et des produits 3 base de pommes (patuline
I1 faut dans ce cas essayer de rendre les méthodes encore plus sensibles et
nous mous y employons actuellement gr3ce i des cultures axéniques de-
Colpidium. Le champ d'application des tests Colpidium se montre extrémement
étendu dans le domaine de 1'&cotoxicologie expérimentale. Nos travaux actuels
et futurs s'orientent vers deux directions principales : 1l'application
pratique 3 la détection des souches fongiques toxinogénes et 1'influence de
la complexation des métaux sur leur toxicité. Dans ces deux domaines, le
Colpidium par sa sensibilité plus grande que celle des crustacés et des

poissons, constitue un outil idéal de travail.
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Nos travaux nous ont permis d'approfondir les connaissances sur
Colpidium campylum, tant dans le domaine de sa nutrition que dans celui de
sa sensibilité aux toxiques ol les résultats sont d'une portée plus générale

et concernent la représentativité des Frotozoaires en &cotoxicologie.

L'étude de la culture axénique de Colpidium campylum nous a permis
de mettre au point un milieu d'usage trds simple permettant d'obtenir une
multiplication rapide et des densités cellulaires importantes. Le milieu :
étant dépourvu de protéines & l'état précipité, nous ﬁouvons obtenir aisé-
ment de grandes quantités de cellules non contaminées, donc particulidrement
aptes aux études biochimiques. Nos travaux sur des milieux semi-synthétiques
ont montré 1l'importance de certains éléments nutritifs comme des acides
aminés particuliers (cystéine, cystine, tyrosine) et des lipides (acides

oléiques,o céphaline et complexes phospholipidiques,Stigmastérol) sur la

croissance de Colpidiwm. Nous avons posé également un certain nombre de pro-

blémes relatifs 3 la pénétration et au transport des substances nutritives.

Colpidium campylum apparalt plus exigeant que Tetrahymena et se rapproche

de Paramecium pour ses besoins nutritionnels. Enfin, nos expériences pré
liminaires nous ont permis de vérifier la possibilité de synchronisation de

Colpidium. Ces travaux doivent étre poursuivis afin de mettre & la disposi=-

'Stre utilisé

tion des chercheurs, un second modédle Protozoaire susceptible d
dans de nombreux domaines et en particulier en toxicologie. Le temps de gé-

nération de notre souche (8 h) plus long que celui de Tetrahymena (2 h 30)

permet une meilleure analyse du cycle celliulaire et de ses perturbations.

L'étude de la nutrition holozoique de Colpidium campylum nous a

permis d'apporter de nombreux résultats importants pour la compréhension de
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l'alimentation des Ciliés dans la nature. Une concentration minimale en
particules apparalt nécessaire dans le milieu environnant la cellule pour
qu'une activité normale des membranelles soit induite. Les particules sont
retenues ensuite en fonction de leur taille et de leur concentration par le
filtre constitué par la membrane parorale . Le fait que des résultats con-
vergents aient été obtenus en culture axénique et en culture monoxénique
montre qué le phénoméne correspond & une réaction spécifique de Colpidiwm

et qu'il est indépendant des conditions de culture.

Cette observation, transposé@e sur le plan de la nutrition qualitative
incite 3 parler, non de préférence des Ciliés pour telle ou telle bactérie,
mals de valeur nutritive. Les expériences que nous avons réalisées sur des
mélanges de bactéries indiquent, en effet, que c'est la différence de taille

et la composition chimique de la paroi qui conditionnent les résultats
. observés. La différence de valeur nutritive observée entre les bactéries
Gram — et Gram + est 8clair@e par nos travaux sur les cultures axéniques.
En effet, les bactéries Gram - contiennent dans leur paroi, de nombreuses
substances qui activent nettement la croissance axénique de Colpidium
(acides aminés, lipides), ces constituants étant pratiquement absents chez

les bactéries Gram +.

Nous avons également apporté les preuves de la toxicité de certains

pigments bactériens (pyocyanine, violacéine) aprés purification préalable.

Sur le plan écologique, nos résultats concordent avec les données

d'analyses bactériologiques acquises sur le site d'isolement de notre souche.
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I1s montrent également que Colpidium campylum, Cilié des eaux polluées, va
jouer un rdle important dans les phénoménes d'auto—&puration microbienne en
éliminant les germes de contamination fécale et l'excédentde bactéries produ

lors de la minéralisation de la matidre organique.

Les données microbiologiques quantitatives recueillies sur le terrai
concordent &galement avec les seuils critiques que nous avons définis expéri
mentalement et permettent d'interpréter d'une manidre plus correcte les phé-

noménes de multiplication de Colpidium campylwm dans la nature.

L'application des Protozoaires pour la mesure de toxicité n'a fait
1'objet, jusqu'd présent, que de travaux limités & quelques produits. Seule
1'étude extensive réalis&e par BRINGMANN et KUHN (26) avec Entostiphon
suleatum peut se comparer avec la gamme de produits que nous avons testée

gridce & Colpidium campylum.

Nous avons pu mettre au point deux techniques simples offrant des

~

applications multiples, 3 la fois fondamentales et appliquées.

L'utilisation de 1'inhibition de la croissance de Colpidium campylum
pour effectuer des mesures de toxicité nous a permis d'apporter les résultat

suivants :

- C. campylum constitue un outil excellent pour la mesure de toxicit
de nombreux polluants minéraux et organiques pour lesquels sa sensibilité
est comparable ou meilleure que celle des tests normalisés. Pour les pesti-

cides, il s'est avéré &tre un indicateur moins efficace. Les petits volumes
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de culture et le peu d'espace requis, la simplicité et la reproductibilité
du test, l'entretien des cultures qui appartient aux techniques bactériolo=
giques classiques, sont d& l'avantage de notre technique. Le dénombrement
électronique des populations augmente la rapidité de la lecture et le nombre

d'essais possibles simultanément.

11 parait souhaitable d'appliquer cette méthode dans le cadre des
tests écotoxicologiques nécessaires 3 l'agrément de nouveaux produits chimique

au titre de test sur microorganisme.

Outre ce type d'application, nous avons montré son intérét dans les
recherches &cotoxicologiques de type fondamental. C'est ainsi que nous avons
pu analyser en détail la toxicité des PCB en rapport avec leur structure et

déterminer le site actif de la P.R. toxine.

La méthode miniaturisée que nous avons développée présente plusieurs

avantages par rapport aux méthodes déjd décrites :

- Elle ne nécessite pas de matériel lourd spécialisé pour sa mise en
oeuvre. Le maté@riel courant utilisé en sérologie ou en immunologie est par—

faitement adapté.

La lecture est rapide et facile.

- Grdce aux tables, les calculs sont réduits au minimum.

Elle définit la DV50 qui est d'interprétation générale tré&s classiqu

- Elle n'exige qu'un minimum de produit pur ou d'eau 3 tester.
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L'inconvénient majeur de notre technique ré&side actuellement dans sa
durée. Il faut, en effet, 5 & 6 jours en travaillant 3 28°C pour obtenir une
réponse cohérente. Nous avons espéré pouvoir améliorer ces délais en utilisa
Tetrahymena pyriformis G.L., qui se multiplie beaucoup plus vite que ColpidZ

mais la durée du test reste de 4 & 5 jours.

Malgré cet inconvénient, la simplicité de la méthode en microplaques
plaide en faveur de son application pour la mesure de toxicité de nombreux
produits. Elle constitue en effet, avec le test de BRINGMANN et KUHN (26) la

seule méthode opérationnelle simple pour les Protozoaires.

L'application des tests Colpidium continue d'ailleurs actuellement,
orientée principalement vers l'étude des interactions entre les complexants

naturels (acides humiques) et certains métaux lourds (cadmium, cuivre, plomb

Comment doit se développer, dans l'avenir, 1'utilisation des Ciliés

dans les recherches écotoxicologiques ?

Outre l'usage des deux méthodes décrites pour les tests systématique
sur des substances pures, les tests Colpidium peuvent résoudre un certain
nombre de problémes pratiques comme la détection de souches de champignons
toxinogénes ou des métabolites toxiques dans des produits alimentaires
(céréales). La limite de sensibilité &tant atteinte dans le cadre de nos
techniques actuelles, nous pensons utiliser dans l'avenir des cultures axé-
niques de Ciliés (Colpidium, Tetrahymena) et méme, des cultures synchrones

qui pourraient permettre une analyse plus fine des phé&noménes. Le domaine
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d'application des Protozoaires pour la mesure de toxicité@ se trouverait
ainsi étendu 3 l'analyse toxicologique et & la dé&termination des cibles

cellulaires des toxiques.
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ANNEXE [

MILIEUX DE CULTURE ET D'ETUDE POUR COLPIDIUM CAMPYLUM
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1 - ISOLEMENT DE LA SOUCHE DE COLPIDIUM CAMPYLUM

La souche de Cilié &tudiée a été isolée 3 partir d'un bassin de
lagunage de la région de LILLE. Elle a &té obtenue par enrichisse-
ment sur une suspension bactériemne ( Enterobacter clcacae ) & par-
tir de 1l'eau du bassin. Elle a &té& isolée ¢pclome, puis établie en
culture axénique par traitement aux antibiotiques aprés antibiogram-
me de la flore contaminante. La caractérisation de la souche a &té
réalisée apr@s coloration au nitrate d'argent (39) en utilisant le
Dahl (118) . Elle a &té confirmée par 1'impré@gnation au protargol
et par &tude en microscopie &lectronique de la bouche. Les figures
1, 2 et 3 montrent respectivement 1'aspect général de la cellule
photographiée en contraste interférentiel (fig. 1), l'aspect géné-
ral et la structure de la bouche aprés imprégnation au protargol(fig. 2]

et l'aspect revélé par la microscopie &lectronique (fig. 3).

2 - MILIEUX POUR L'ETUDE DE LA CULTURE AXENIQUE DE COLPIDIUM CAMPYLUM

A/ MILIEU DE BASE D'ENTRETIEN ( AXM ) ( 4 )

Dans ce milieu, 1'autolysat de levure a été& remplacé par de 1'ex-

trait de levure

Caséine alcalisoluble ( Merck ) 2,5 g
Extrait de levure ( Difco ) 0,5 g -
Ho0 distillée 950 ml

On dissout la caséine dans 100 ml d'eau bouillante en ajoutant gout-
te 3@ goutte KOH concentrée jusqu'd dissolution. On ajoute alors 1'ex-
trait de levure, ﬁﬁis le phosphate tripotaggque. On compléte d 950 ml
avec de 1'eau distillée et on ajuste 3 PH 7,0 avec de l'acide orthophos-
phorique. La caséine précipite alors finement. Aprés stérilisation &

l'autoclave ( 115° C, 20 mn ), on ajoute aseptiquement:
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glucose 5 g

Cette solution est stérilisée 3 part.

Le milieu est alors réparti en flacons ou en fioles d'Erlenmeyer

B/ MILIEU PROTEOSE PEPTONE EXTRAIT DE LEVURE (PPYS)

C'est le milieu type utilis@ pour la culture de Tetrahymena pyriformis

défini par Plesmer ( 162 )

~ Base Proteose Peptone
Proteose Peptone ( Difco ) 7,5 g
Extrait de levure( Difco ) 7,5 g

H,0 distillée q.s.p. 1000 ml

- Solution saline A

MgS04, 7 Hy0 10 g
Fe(NH4) 2(S04) o, 6H,0 2,5 g
MnCly; 4 Hy0 50 mg
ZnCl, 5 mg
Ho0 q.s.p 1000 ml

- Solution saline B

CaCly 2H,0 5¢g

CuCly, 2H50 500 mg
FeCl3y 6H,0 125 mg
Hy0 q.8.p 1000 ml

On dissout peptone et extrait de levure dans 1'eau distillée, on

ajoute 10 ml de chaque solution salime. On fait bouillir 5 mn puis
on filtre sur papier filtre plissé. On répartit en flacons et on sté-

rilise 20 mn 3 12!°C.
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C/ MILIEU DEFINI ( MD )

C'est le milieu minimum de base pour la culture de Tetrahymena
pyriformis G.L (170).
Tous les produits sont de qualité& Sigma Grade.
Solution stock ! Acides aminés

D.L. Alanine 3 g

L  Arginine HCl 3g

L Asparagine Ho0 2 g

L Acide Glutamique 4 g

L Glutamine l g

Glycine 4 g

L Histidine HC1l,H,0 2 g

L Isoleucine 2 g
L Leucine 2 g
L Lysine HC1 2 g
D.L Methionine 3¢g

D.L Phenylalanine 3g

L Proline 2 g
D.L. Sérine 3¢
L Thréonine 2 g

L Tryptophanne 1,5 g
D.L Valine 2 g

Ho0 distillée q.s.p 500 ml

Chauffer 3 50° C pour favoriser la dissolution. Stériliser par

filtration sous pression sur membrane de 0,22 ym,la partie non

filtrée est conservée au congélateur.

Solution stock 2 Bases puriques et pyrimidiques
Uridine 100 mg
Adénosine 100 mg

Cytidine 100 mg

Guanosine 100 mg
Ho0 distillée qg.s.p 50 ml R
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Dissoudre & chaud. Stériliser sous pression sur membrane de
0,22 ym. Congeler les solutions stocks.
Avant utilisation, chauffer au bain marie pour dissoudre la

partie précipitée.

~ Solution stock 3 A Vitamines
Acide nicotinique 45 mg

Pantothenate de calcium 37,5 mg

Thiamine HCl 25 mg

Riboflavine 5' PNa 22,5 mg
Pyridoxamine 2 HCl 2,5 mg
Pyridoxal HC1 2,5 mg
Biotine 0,05 mg

Acide D.L thioctique 0,5 mg

HoO distillée q.s.p 250 ml
Solubiliser 1'acide thioctique dans 2 ml d'éthanol. Ajouter la
biotine et laisser solubiliser. Etendre avec une partie de l'eau
distillée ; dissoudre les autres produits et compléter d 250 ml.
Stériliser sous pression sur membrane de 0,22 ym.

Conserver a 5° C.

= Solution stock 4  Tampon phosphate

KoH POy 100 g
K Hy PO 100 g

Hy0 distillée q.s.p 1000 ml

=~ Solution stock 5 Glucose
Glucose 25 g
Hy0 distillée q.s.p 100 ml
Stériliser sous pression sur membrane de 0,22 um. Conserver 3

5° C.
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- Solution stock 6 A
Acide citrique H50 15 g
Hy0 distillée q.s.p 250 ml
Dissoudre 1l'acide citrique en premier: Apré&s dissolution totale,
ajouter le chlorure de calcium. Stériliser sous pression sur mem-

brane de 0,22 um. Conserver a 5° C.

- Solution stock 6 B
Mg SO, 7 Hy0 12,5 g
Hy0 distillée gq.s.p 250 ml
Stériliser sous pression sur membrane de 0,22 ypym.

Conserver 3 5° C.

-~ Solution stock 7 0Oligo éléments

Fe (NH4)2(S04),, 6 H,0 284 mg
Zn S04 7 H20 90 mg
Mn SO, 4 HoO 32 mg
Cu S04 5 H,0 10 mg
Co (NO3), 6 H0 10 mg
Mo;0,, (NHL), 4H,0 2 mg
Hy0 distillée q.s.p 100 ml

Ajuster 3@ PH 2,0 3 1'aide d'HCl concentré.

Stériliser sous pression sur membrane de 0,22 um

Conserver a 5° C.

Préparation du milieu

Pour 200 ml de milieu, on mélange :

Solution Volume (ml)
1 10
2 20

3 A 2
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3B 0,2
4 0,5
5 2
6 A 2
6B 2
7 1

Hy0 distillée gq.s.p 200 ml

Ajuster le PH entre 6,8 et 7,2 avec KOH ou HCL.

Préfiltrer sous pression sur membranes de 0,45 ym et 0,22 Um
associées. Sté@riliser par filtration sous pression dans un fla-
con stérile avec une membrane de 0,22 um. Le milieu est conservé

4 5° C jusqu'ad utilisation.

MILIEU POUR L'ETUDE DE LA NUTRITION BACTERIENNE QUALITATIVE ET
POUR LES TESTS DE TOXICITE

A partir de cultures ax<éniques sur milieu AXM, Colpidium campylum

a été &tabli en culture monoxé&nique dans le milieu minéral suivant,

additionné d'Enterobacter cloacae

Ca (NO3), 200 mg
Mg SOy 7H20 20 mg
KoH PO4 20 mg
NaCl 20 mg

Hy0 distillée q.s.p 1000 ml

PH 6,5 - 6,7
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Ce milieu est stérilisé & l'autoclave 20 mn 3 120° C

Les suspensions bactériennes ( 1,2 D.0.3 650 mn ) sont
ajoutées juste avant 1l'emploi.

Les cultures monoxéniques de Colpidium campylum ont &té
incubées 3 20° C et 3 l'obscurité et repiquées toutes les
semaines. La stérilité des cultures ax éniques et la pureté
des cultures monoxéniques ont &été contrdlées chaque semaine

par isolement sur gélose nutritive ordinaire.

= -
DL -
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ANNEXE I

MILIEUX DE CULTURE POUR LES BACTERIES
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v

3/

MILIEU STANDARD

Extrait de viande de boeuf 5¢g
Peptone 10 g
NaCl 58
Agar en poudre 15 g
H,0 distillée 4q.s.p 1000 ml

Chauffer jusqu'd dissolution parfaite. PH 7-7,2 &
Stériliser 20 mm 3 120° C,

La plupart des germes sont cultivés 18 H 3 30° C.

Le temps de culture a &té prolongé 3 48 ou 72 H pour
certaines espéces i croissance lente ( Yersinia, Flavobac-

tertum ).

MILIEU POUR CHROMOBACTERIUM LIVIDUM

La pigmentogenése de Chromobacterium lividum a été favorisée

par addition, 3 la gélose nutritive, de ! 7 de gélatine, selon
GAUTHIER ( 79 ).

L'incubation est de 4 jours d 20° C.

MILIEU POUR LA PRODUCTION DE PIGMENT CHEZ PSEUDOMONAS
AERUGINOSA

Gélysate ( Merieux ) 20 g

Glycérol 10 g
S0, K2 10 g

MgClp 7H50 1,4 g

Tyrosine 1 g .
Ho0 distillée q.s.p 1000 ml R

PH 7,2
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Les bactéries sont cultiv@es pendant 48 H i 30° C dans

une fiole d'Erlemmeyer de | litre contenant 200 ml de mi-
lieu. La culture est ensuite abandonnée 24 H i la lumiédre

et 4 la température du laboratoire.

PREPARATION DE LA PYOCYANINE

Les cultures en milieu liquide sont centrifugées 3 3500 t.

pendant 20 mn et le surnageant constitue la pyocyanine brute

( P.B ). 100 ml de produit brut ont &té extraits par 2 fois

10 ml de chloroforme. Ce premier extrait est filtr&, puis trai-

té volume 3 volume par HCl1 N/50 ; la pyocyanine passe en milieu
acide et le colore en rouge. Aprés décantation et neutralisation
par NaOH concentrée,la solution ( bleue en milieu neutre ) est
traitée 3 nouveau par le chloroforme, filtrée puis &vaporée.

Le résidu sec, resolubilisé dans 10 ml d'eau distillée, correspond
d la pyocyanine semi purifiée (P.S.P.). Un passage sur gel de |
Sephadex G 25 fine permet de séparer un contaminant jaune qui
correspond 3 un peu de pyoxanthose résiduelle (149). La pyocyanine
pure (P.P) est ensuite ajust@e 3 une concentration &quivalente i
celle du pigment dans l'extrait brut.

Une analyse spectrophotométrique des fractions a été réalisée

sur les solutions aqueuses. Elle montre clairement la
différence entre la fraction bleue ( pyocyanine) et le contami-
nant jaune ( pyoxanthose ) et constitue une vérification de la

pureté du produit.



5/ LISTE DES SOUCHES BACTERIENNES UTILISEES

TAXONOMIE ET SOUCHE

CARACTERISTIQUE

FAMILLE DES ENTEROBACTERIACEAE (GRAM™)

Escherichia coli
Escherichia coli MR*
Escherichia coli MR~
Escherichia coli GEI 026B6
Escherichia coli GEI 0111 B,
Shigella dysenteriae
Shigella boydii

Shigella flexnert
Klebsiella pneumoniae
Citrobacter freundit
Enterobacter cloacae
Enterobacter sp

Serratia marcescens n° 1
Serratia marcescens n° 2
Proteus morganii

Proteus mirabilis
Salmonella typhimurium
Salmonella enteritidis
Salmonella typht
Salmonella paratyphi A
Salmonella paratyphi B

Yersinia enterocylitica

Multirésistant aux antibiotic
Multisensible auy antibiotiqu
pathogéne

pathogéne

suuche de référence
pigmenté en jaune
non pigmentée

pigmentée



Famille des Vibrionaceae ( Gram™ )

Aeromonas hydrophila

Aeromonas dourgest

Famille des Pseudomonadaceae ( Gram™ )
Pseudomonas sp.
Pseudomonas fluorescens
Pseudomonas putrefaciens
Pseudomonas aureofaciens

Pseudomonas aeruginosa

Famille des Cytophagaceae ( Gram™ )
Cytophaga sp -

Incertae sedis ( Gram™ )

Chromobacterium lividum

Flavobacterium sp.

Famille des Micrococcaceae ( Gram* )
Mierococcus sp.
M.erococeus sp -

Staphylococcus aureus

Staphylococcus albus

Famille des Streptococcaceae ( Gram* )
Streptococcus faecalils
Streptococcus faecium

Streptococcus durans

non

pigmenté

pigmenté
pigmenté
pigmenté
pigmenté

pigmenté

pigmenté

pigmenté

pigmenté

pigmenté
pigmenté

pigmenté
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Famille des Peptococcaceae ( Gram* )

Sarcina sp-

Famille des Bacillaceae ( Gram® )

Bactllus Polymix-a
Bacillus circulans
Bacillus sphaericus
Bacillus macerans
Bacillus licheniformis
Bacillus subtilis

Bactllus cereus
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ANNEXE III

LES TECHNIQUES DE DENOMBREMENT ET D'ANALYSE DE

POPULATION
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1/ PREPARATION ET NUMERATION DES CELLULES BACTERIENNES

Les cellules sont émulsionnées dans du milieu minéral stérile
et centrifugées 3 3.500 t/mn pendant 20 mn. Les cellules obte-
nues sont lavées 3 fois dans le méme milieu, puis conservées &

4° C au maximum 48 H.

Pour dénombrer les bactéries, les culots sont remis en suspension
dans 10 ml de milieu minéral sté&rile, homogénéisé&s mécaniquement

( 1 mn au Vortex ), puis soumis aux ultra~sons pendant | mn dans
une cuve de nettoyage ( Kerry Ultrasonics Ltd ). La suspension est
dénombrée en hématimétre Thoma apré&s fixation au formol 3 10 Z
neutre. Le nombre de bact8ries est ensuite ajusté&, selon les be-

soins, 3 une densité de | & 2.10° cellules/ml.

Z/ DENOMBREMENT DES PROTOZOAIRES

1. DENOMBREMENT DES FAIBLES POPULATIONS

On utilise la méthode de Curds et Vandyke ( 54 ). | ml de culture
bien homogénéisée est réparti sur un couvercle de boite de Pétri
de 90 mm sous forme de trés petites gouttes. On compte ensuite sou
la loupe binoculaire ( grossissement 40 x ) le nombre de Ciliés pr
sents dans chaque goutte et on fotalise pour avoir la population

dans | ml.
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2. DENOMBREMENT EN CELLULE

4 ml de culture sont fix&s par 0,4 ml de formol neutre. On
effectue deux dénombrements sur chaque &chantillon 3 1l'aide
d'une cellule de Nageotte,. au microscope ( grossissement 40 2

100 x ).

3. DENOMBREMENT ELECTRONIQUE

5 ml de culture de Colpidium sont fixé&s par 10 ml d'une solu-
tion contenant 7,5 7 de chlorure de sodium et 75 %Z de formol
neutre. Cette solution est filtrée sur membrane de 0,45 um. |
Les cellules sont dénombrées 3 l'aide d'un compteur Coulter
( modéle zbic) dans les conditions suivantes : Sonde 200 um,
impédance d'entrée = 10 kQ, courant d'ouverturelz 1, atténua-
teur : 1/2, trimmer de gain : O, seuil minimum : 15, volume
analysé : 0,5 ml. 3 dénombrements sont effectués sur le méme

échantillon puis la population réelle est calculée.

ANALYSE DIMENTIONNELLE DE LA POPULATION DE COLPIDIUM

Pour les dénombrements et 1'analyse dimensionnelle, nous avons

utilisé le compteur Coulter Z gquip€ d'un analyseur d'impul=-

bic
sionsd 64 canaux ( P 64 Coulter Electronics Inc ), d'un intégra-

teur ( M.C.V. hématocrite ) et d'un enregistreur ( X - Y ).
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Afin d'€tudier les variations du volume des cellules, nous
avons &talonné l'appareil 3 l'aide d'une suspension de pollen

de noisetier d'un diamétre de 23,3 im ( Coultronics France ).

L'analyse de populations de Protozoaires d'dge différent nous
a permis de déterminer le seuil inférieur de sensibilité de 1'ap-

pareil pour compter les plus petits individus.

Le volume maximal atteint par C. Campylum a &té &tudié par une
expérience préliminaire. Les réglages ont &té ajusté&s de fagon &

ce que toute la population de Ciliés soit dénombrée et analysée :

Coulter Counter : Sonde 200 pym ; Impédance d'entrée 10 k ;
Courant d'ouverture = | ; Atténuateur = 8 ; Trimmer de gain = 4

seuil = 3,

Analyseur P 64 et enregistreur XY.
L'analyseur P 64 classe les impulsions, proportionnelles au volum
de chaque Cilié passant par l'orifice, en 64 classes de volume &qt

valent. Il offre trois possibilit&s d'analyse :

= Une analyse volumétrique exécutée pendant un temps fixé arbitra:

rement, réglable de 0 3 999 secondes

- Une analyse des individus contenus dans 0,05-0,5 ou | ml de cul
ture fixée.
Ces deux premiéres méthodes donnent des résultats qualitatifs m

les données numériques ne sont pas directement accessibles.
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~ Une analyse poursuivie jusqu'd ce que la classe modale
de la population &tudiée contienne un nombre de cellules
fixé& 3 1'avance. Sur le graphique, y = 100 correspond 3
cette valeur. Il est facile de calculer le nombre d'indi-
vidus correspondant 3 chaque classe et d'é&tudier ainsi la
distribution de la population.
Les réglages utilisés pour le systéme P 64 XY ont été les.
suivants :
Analyseur P 64 : seuil de détection = 3 ; nombre 4'impul-
sions dans la classe modale = 256
Enregistreur XY : y = 100 = 256 impulsions

x = 100 = 80 000 um3

Réglage de l'inté&grateur MCV hématocrite.

Cet appareil intégre directement les valeurs des impulsions
regues pendant les analyses par le P 64 et fournit le volume
moyen cellulaire de la population sans donner aucune indication
sur la distribution elle-méme. Nous avons adopté pour son utili-

sation le réglage 1 Unité MCV = 100 um3.

L'utilisation du comptage &lectronique exige la filtration sur
membrane de 0,45 um du milieu minéral utilisé pour le lavage des

bactéries et pour les cultures de Colpidium.
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ANNEXE IV

CONCENTRATION MOYENNE PAR CUPULE SELON LE NOMBRE DE CUPULES POSITIVES

DANS UNE PLAQUE
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Nombre Nombre Nombre Nombre
de C de c de C de c
cupules cupules cupules cupules

+ + + +

1 0,00522 36 0,20763 71 0,46170 106 0,80314
2 0,01047 37 0,21407 72 0,47000 107 0,81484
3 0,01574 38 0,22054 73 0,47837 108 0,82667
4 0,02105 39 0,22705 74 0,48681 109 0,83865
5 0,02638 40 0,23361 75 0,49532 110 0,85077
6 0,03174 41 0,24021 76 0,50390 111 0,86304
7 0,03713 42 0,24686 77 0,51256 112 0,87546
8 0,04255 43 0,25354 78 0,52129 113 0,88804
9 0,04800 44 0,26028 79 0,53010 114 0,90078
10 0,05348 45 0,26706 80 0,53899 115 0,91368
11 0,05899 46 0,27388 81 0,54796 116 0,92676
12 0,06453.:1 47 0,28076 82 0,55701 117 0,94000
13 0,07010 48 0,28768 83 0,56614 118 0,95343
14 0,07571 49 0,29465 84 0,57536 119 0,98703
15 0,08134 50 0,30166 85 0,58466 120 0,98082
16 0,08701 51 0,30873 86 0,59405 121 0,99481
17 0,09270 52 0,31585 87 0,60353 122 1,00900
18 0,09844 53 0,32302 88 0,61310 123 1,02338
19 0,10420 54 0,33024 39 0,62276 124 1,03798
20 0,11000 55 0,33751 90 0,63252 125 1,05280
2] 0,11583 56 0,34484 91 0,64237 126 1,06784
22 0,12169 57 0,35222 92 0,65232 127 1,08310
23 0,12759 58 0,35965 93 0,66237 128 1,09861
24 0,13353 59 0,36714 94 0,67252 129 1,11436
25 0,13950 60 0,37469 95 0,68278 130 1,13036
26 0,14550 61 0,38229 96 0,69314 131 1,14662
27 0,15154 62 0,38996 97 0,70361 132 1,16315
28 0,15762 63 0,39768 98 0,71420 133 1,17995
29 0,16374 64 0,40546 99 0,72489 134 1,19405
30 0,16989 65 0,41330 100 0,73570 135 1,21444
31 0,17609 66 0,42121 101 0,74663 136 1,23214
32 0,18232 67 0,42918 102 0,75768 137 1,25016
33 0,18859 68 0,43721 103 0,76885 138 1,26856
34 0,19490 69 0,44531 104 0,78015 139 1,28720
35 0,20124 70 0,45347 105 0,79158 140 1,30625

&

W U
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Nombre Nombre
de C de C
cupules + cupules +

141 1,32566 176 2,48490
142 1,34547 177 2,54944
143 1,36567 178 2,61843
144 1,38629 179 2,69254
145 1,40734 180 2,77258
146 1,42885 181 2,85960
147 1,45083 182 2,95491
148 1,47330 183 3,06027
149 1,49629 184 3,17805
150 1,51982 185 3,31158
151 1,54392 186 3,46573
152 1,56861 187 3,64805
153 1,59393 188 3,87120
154 1,61990 189 4,15888
155 1,64657 190 4,56434
i56 1,67397 191 5,25749
157 1,70214

158 1,73113

159 1,76098

160 1,79175

161 1,82350

162 1,85629

163 1,89019

164 1,92529

165 1,96165

166 1,99939

167 2,03861

168 2,07944

169 2,12200

170 2,16645

171 2,21297

172 2,26176

173 2,31305

174 2,36712

175 2,42428

_ILLE
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