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AVANT-PROPOS
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LES ELEMENTS MINERAUX
La première condition devant être réalisée au cours de l'élaboration d’un milieu synthétique aussi bien chimiquement défini que possible, est de rechercher les éléments minéraux exigés par le germe envisagé. — Pour arriver à ce but, comme le fait remarquer DESCOURAUX, deux méthodes principales s'offrent à nous: «L’une rigoureuse, la méthode analvtique emplovée par RAULIN et consistant à introduire dans les milieux tous les éléments dont l’analyse montre l'existence dans les cendres, — l’autre, plus simple, mais moins rigoureuse et le plus souvent employée: La méthode synthétique. Cette dernière consiste à chercher tous les éléments minéraux nécessaires au germe.»
Lorsque l’on poursuit ce but, il faut introduire systématiquement les éléments dans les milieux de culture l’un après l’autre, ce qui demande un travail scrupuleux. D'autre part, il est nécessaire d’éliminer d'emblée un certain nombre d'éléments connus comme étant inhibiteurs de la croissance du germe envisagé. DESCOURAUX écrit: «On considère en physiologie végétale, que les éléments minéraux nécessaires, quoique variables d’un organisme à l’autre, peuvent en définitive se ramener aux suivants:
P; K; Cl; S; Mg; Si; utilisés généralement sous forme de phosphate monopotassique, de sulfate de magnésie et de chlorure de potassium. Le sodium paraît le plus souvent inutile, et le calcium ne semble indispensable qu’à certains organismes. En outre, il faut citer encore les éléments catalytiques: Zn, Fe, Br, Mn, etc.»
Ayant trouvé ainsi les différents éléments nécessaires, il faut encore chercher la meilleure composition quantitative.
Il s'entend qu’il faut employer des éléments aussi purs que possibles.
Ces quelques remarques nous démontrent que le choix des constituants minéraux du milieu de base est un facteur primordial.
L’'ALIMENT AZOTE
. . Un deuxième facteur encore plus important est celui de l'addition de substances azotées nécessaires à la constitution définitive du milieu synthétique.
La plupart des chercheurs ont utilisé comme base de l'aliment azoté la peptone. Or, nous savons qu’il existe non pas une peptone constante, mais des peptones; ainsi les résultats varieront suivant la nature de ces peptones.
SABOURAUD (1), après de longues recherches sur les Teignes insiste sur la nécessité d'employer exactement les mêmes matériaux que lui, et il spécifiait bien, que: «Si l’on voulait obtenir des résultats comparables entre eux, il fallait opérer sur un milieu ou sur des milieux identiques, faits avec la même peptone ou le même sucre».
En effet, la fabrication de la peptone et par conséquent son action sur les bactéries est différente suivant l’emploi d’une peptone d’origine diverse. Même les différents lots de fabrication d’un même établissement varient au point de vue de leurs propriétés chimiques et nutritives. Dans ces conditions des recherches effectuées dans différents pays peuvent aboutir à des résultats contradictoires concernant un même germe.
L'action des peptones ne varie pas seulement par la teneur en acides aminés en relation avec leur mode de fabrication et leur origine, mais elle est encore en rapport avec leur taux en substances accessoires ou facteurs de croissance qu’elles contiennent toujours en qualité et quantité variables suivant leur provenance et qui devront donc être considérés comme des impuretés inhérentes à la peptone envisagée.
Voilà bien le gros inconvénient des peptones employées pour la confection des milieux; on risque toujours, dans le pays même de leur fabrication, de ne pouvoir se les procurer constamment identiques à elles-mêmes.
Nous allons donner dans un chapitre suivant (Chapitre premier: Les milieux de culture concernant les Teignes), les essais effectués par divers chercheurs en vue d'élaborer un milieu pour la culture des Teignes.
L'ensemble de ces considérations démontre qu'il est souhaitable de trouver une formule qui demeure toujours identique à elle-même. — C’est pour cette raison que l’emploi des peptones dans les recherches doit être évité. — Nous nous sommes fixé comme but de notre travail en ce qui concerne l’aliment azoté la recherche des éléments azotés chimiquement définis en employant divers acides aminés purs et des corps puriques soit seuls, soit associés, pour étudier d’une part le besoin azoté et de l’autre pour préparer un milieu chimiquement défini aussi favorable que possible, et répondant aux exigences des Dermatophytes.
3° L'ALIMENT HYDROCARBONE.
Comme aliment hydrocarboné on fait appel le plus souvent aux sucres tels que glucose, maltose et saccharose. Cette facon d'opérer est susceptible d’entacher d'erreurs l’interprétation finale.
SABOURAUD (1) insiste sur l’emploi de produits rigoureusement identiques et écrit: «Il serait inexact de croire que toutes les maltoses ou les glucoses pures anhydres de différentes marques sont identiques entre elles».
Et sa conclusion: «Si l’on veut obtenir les mêmes Dermatophytes, sous le même aspect que leur donnent.les planches de ce volume, on se servira de la maltose brute ou de la glucose massée de CHANUT, comme il a été dit, et de la peptone de CHASSAING».
E. Bonn (2) écrit: «Il importe de noter que pour la fabrication de ce milieu, dit milieu d’épreuve, SABOURAUD a utilisé une maltose impure qui ne se trouve plus dans le commerce».
SABOURAUD en se servant des sucres purs a subi des échecs. Ce fait s'explique par la non-adjonction, aux sucres employés, des éléments convenables et indispensables pour établir un milieu de culture de choix. L’épuration des sucres les prive des substances minérales qui doivent être considérées comme impuretés inhérentes au sucre envisagé.
On voit donc qu’il faut employer des sucres purs pour établir un milieu synthétique stable; car les sucres bruts contiennent des éléments minéraux en qualité et quantité variables selon leur méthode de purification.
D'autre part, les sucres peuvent contenir une quantité appréciable de Biostérol, facteur énergétique accessoire de la Biotine. DEVLOO (3) l’a démontré. Ce facteur peut exercer une influence stimulatrice sous la croissance d’un germe donné. Dans certains cas, il ne fait preuve d’aucune action favorable. Selon l’un ou l’autre cas, les résultats se montreront complètement divergents.
Si l’on veut donc constituer un milieu synthétique ne devant subir aucune variation, il est nécessaire d'employer
des sucres purs pour les raisons que nous venons de citer tout à l’heure.
Signalons encore que les sucres sont souvent la cause du pléomorphisme. J. ALTWEGG (4) donne la définition suivante: «Le pléomorphisme est done un produit artificiel de laboratoire dû à l’action de milieux trop riches en glucides de structure trop simple. C’est en somme une maladie de laboratoire. Cette maladie n’existe pas dans la nature, car il n’y a généralement pas de pléomorphisme sur les milieux naturels.
Il ne se montre que sur les milieux artificiels mal équilibrés.»
Nous nous contenterons de cette remarque en ce qui concerne le pléomorphisme.
FACTEURS DE CROISSANCE
Nous allons traiter cette question dans un chapitre spécial (voir chapilre deuxième: Les facteurs de croissance)
SLANREACTION DES" MILIEUX.
C’est à première vue une question très importante. Le degré d’acidité, respectivement d’alcalinité, peut sensiblement favoriser ou diminuer la croissance d’un germe et quand il dépasse une certaine limite même arrêter totalement un développement. Il faut donc préparer un certain nombre de milieux en variant successivement le pH pour atteindre la valeur optimum pour un germe envisagé. Chaque bactérie a un pH optimum, soit à réaction neutre, soit à réaction acide ou alcaline.
Il arrive cependant que le pH du milieu change au cours de la stérilisation. Dans ce cas, il faut ajouter l’acide ou l’alcali en excédent ou effectuer des variations parmi les composants pour obtenir le pH optimum.
Nous avons ainsi résumé brièvement les cinq points importants concernant l’élaboration d’un milieu synthétique.
LES MILIEUX DE CULTURE CONCERNANT LES TEIGNES
Nous avons démontré dans l'introduction de notre travail, pourquoi SABOURAUD, à qui revient le mérite d’avoir mis au point cette importante question de pratique dermatologique, insiste dans ses remarquables travaux concernant les Teignes sur la nécessité d'employer scrupuleusement les mêmes matériaux qu’il utilise.
SABOURAUD (1) lui-même fut amené, après de longues recherches, à donner les formules des milieux suivants, considérés par lui comme les meilleurs:
Glucose brute CANUT Peptone granulée CHASSAING... :..::...
Eau distillée ..... SRE SR PR SN VAE D 10 A DATA DA Tel, er CNE COTE NNUTE
ws
Maltose brute CHANET 2227 me 2:
Peptone granulée CHASSAING ..... Ses Pausdéttlée tee RSR er PRE 10 NGAE-A DAT EE TRE RER ARE
ee ce
MEME MORE
Ces deux milieux sont appelés Milieux d’épreuve. De plus, nous avons à notre disposition un milieu dit de conservation plus peptoné et ne renfermant pas d’hydrates de carbone, pour éviter les manifestations de pléomorphisme. Ce milieu répond à la formule suivante:
Peptone granulée CHASSAING ......... 3,0 Fate diSHNée EN ER EE 100,0 A DATA TAPER NE EEE 1,8
En outre, SABOURAUD déclare avoir obtenu d’excellents résultats sur le moût de bière gélosé, dont voici la préparation:
AT
1 litre de moût de bière et 20,0 gr. de gélose sont mis à l’autoclave. Le tout est chauffé à 100° pendant une heure et demie. — D’autre part, 10,0 gr. de peptone sont triturés avec un peu d’eau. Cette pâte est ensuite ajoutée au moût de bière liquifié et le tout est stérilisé.
Mais SABOURAUD note: «Il est impossible de donner une PL À ; a formule d’après laquelle on puisse fabriquer un moût de bière toujours semblable à lui-même».
Citons encore un milieu au miel employé aussi par SABOURAUD :
HAUTS ECM RE PANNES dE da re 100,0 BEDIONE Gran PAIE Re Le 2,0 LL A D ER Re LEE 8,0 OI SE QE ER NAT SP RER 2,0
Le miel contient avant tout du sucre interverti, c’est-à-dire du glucose et du lévulose.
Un milieu très souvent employé en Cryptogamie est celui de CZAPEK:
Ads TE CR ee Le 1000,0 Phosphate monopotassique .......... 1,0 Chlorure de potassium ......... NE 0,50 SULPAÉEÉGE CIMANIESLEM AE EE. orne 0,50 DCE Ue ZINC PA E ulne à 0,01 RILUNEURO IRON UD CS NE RE 0,01 Hydratestdercarboné 42"... 40,0 Sultate d'Ammoeniaquen tt 4: Ecrit. 20,0
Il est souvent impossible de se procurer la peptone granulée CHASSAING et la glucose ou maltose brute de CHANUT. Par conséquent, on est forcé d'employer une autre peptone que celle citée tout à l’heure et d'autre glucose et maltose que celles de CHANUT.
En Allemagne, par exemple, l'emploi de moût de bière et de peptone allemande est très usité.
PLAUT (5) a employé le milieu de BARBARITO contenant les éléments suivants:
Glucose (à réaction faiblement alcaline) D. Jo
BODIORENMRE APM PT nn eu rec Qi, 1e CÉSAR EL 15% FO CSSS RME RUE ad 100,0
FiScHER a expérimenté un moût de bière préparé à partir du malt sans addition de peptone, renfermant sous forme concentrée 16 à 20% d’extractifs se composant de: Dextrine 25% ; divers sucres 74%; azote 0,6 à 1,0%. — En ce qui con-
OT A
cerne les sucres, il contenait: Maltose 80%; glucose, lévulose et saccharose 20%.
Pour obtenir un milieu de culture sucré à 4%, il faut donc ajouter à la gélose la quantité de moût de bière correspondant à la teneur en sucre.
Ce milieu de culture fournissait des résultats très satisfaisants en tant qu’il correspondait à ceux obtenus par les milieux de SABOURAUD. Maïs sa composition n’était pas non plus constante.
En stérilisant ce milieu, il faut soigneusement éviter tout surchauffe, puisqu’à 115° le moût de bière produit du caramel qui empêche le développement du germe envisagé.
GRuETz (6), en Allemagne, a essayé de remplacer la maltose brute de CHANUT par le Nervina-Malz de l'établissement C. C. CHRISTIANSEN-FLENSBURG, et la peptone granulée de CHASSAING, par la peptone de KxorL (Kxozz & Cie, Ludwigshafen).
Voici les formules:
MILIEU D'EPREUVE GRÜTZ:
Péptone KNOELEISS PR EMRERENE 0,5 NéLVIRANMAIZ. Ce SN Re rR ! 8,0 Agar-Agar 1,8 Eau distillée 0
MILIEU DE CONSERVATION GRÜTZ
PéDIOnE KNOLL PONT E 3,0 ARAENAGAT NT NT RAR SANTE 1,8 Eat distiliées. 228 SRE 100,0
MILIEU D'ISOLEMENT GRÜTZ:
PeDIDnetRNOELP PP RER 0,5 NéTYMaANM Al Sr TR RP RE 6,0 GIVÉeRNe ER Re RS EE 0,5 Chlorurerdé soditinner 771000 0,5 AGAE-ADATAR LR CURE AN 1,8 Eau distillée ie io TOR D DRE PRES 100,0
Ces milieux ont donné de très bons résultats caractéristiques et comparables à ceux obtenus par les milieux de SABOURAUD.
Le milieu de Porracci (7) se fabrique de la manière suivante: 500,0 gr. de viande de bœuf et 1000 cc. d’eau distillée sont chauffés à l’ébullition pendant une heure. Puis on filtre et on y ajoute:
RCDIOneRUE WTIETE 0. 0 ae pret. 10,0 Chorureede sodiden. 28, 4. Ua 5,0 NO A OA PRIRENT CS 15,0
Le tout est ensuite chauffé à l’ébullition pendant deux heures, puis filtré et neutralisé. On fait bouillir à nouveau pendant une demi-heure et on y ajoute enfin 70,0 gr. de glucose. Le milieu est ensuite tyndallisé à 80° pendant trois jours consécutifs.
Citons encore le milieu de GoLpscHMipT (8), un substrat anglais :
UTP TSES CRE 4,0 EN NES Ve ROME PR RE 2,0 Peptone bactériologique de FarrcHiILzD 1,0 MEMO ON RO RE LC De ul Le. 0,5 Chorurerde SodidmMr ton 0,5 FAUSSES Sp Ur AR rent, à 100,0
Tous ces milieux de culture que nous venons de citer sont cependant fort mal chimiquement définis et de composition assez inconstante. Les résultats peuvent varier suivant le changement de constitution d’un milieu.
C’est J.-M.-C.-M. DEsScOuURAUXx (9) en 1926 qui s’est fixé comme but de son travail la recherche d’un milieu chimiquement défini pour les Dermatophytes. Après de longues recherches, DESCOURAUX propose en définitive les milieux suivants: :
Phosphate monopotassique .... 1,0 Chlorure deércalcinm 0: 7.5 0,10 pulfate de magnésie 12... 0,50 SIHCAle Te DOIASSÉA EL Ne 0,30 Pause Rene Er ae 1000,0 CITÉS CE DER Me be rune 40,0 Pâte d'acides aminés % ::... 1... 15,0 Solution de KOH N/10 ........ 0 A NS ENS Ce ee Guen 18,0 Phosphate monopotassique .... 1,0 Chlorurerde calcium 2:71... 0,10 Sulfate de-magnésie....…....1. 0,50 SIMS MDOlASSe AT orne 0,30 PARCS III SN. PRE ET RE. 1000,0 CITES ENDURO, 40,0 FOSSES ER ne LR, 5,0 Solttiontde KOHN710:.::..... 9.) DATA SA TRE A roue 18,0
On voit que la deuxième formule est chimiquement définie, tandis que la pâte d’acides aminés de la formule précédente n’est pas tout à fait de composition constante. — Mais
RE en
retenons bien que c’est le mérite de DESCOURAUX d’avoir établi pour la première fois un milieu synthétique chimiquement défini concernant les T'eignes.
Le but essentiel de notre travail est de continuer les recherches commencées par DESCOURAUX, d'examiner en détail les besoins azotés des Dermatophytes, étant donné la possibilité d'étudier l’influence des acides aminés nécessaires et des corps puriques actuellement à notre disposition. — A cet effet nous avons eu recours au Trichophyton tonsurans MALMSTEN (Trichophyton crateriforme) que nous avons employé comme organisme-test. Après avoir contrôlé au préalable plusieurs autres Dermatophytes, nous avons pu, en effet, constater que ce Trichophyton se prêtait le mieux, vu ses exigences vis-à-vis des facteurs nutritifs d’un substrat.
En outre, nous allons étudier l’action des facteurs de croissance sur le développement des Dermatophytes, question moderne et relativement récente qui a été laissée complètement de côté par DESCOURAUX dans la préparation de ses milieux, puisqu'elle n’était pas encore d’une actualité brüûlante à ce moment-là.
Enfin, pour compléter nos recherches personnelles, nous examinerons très brièvement le besoin hydrocarboné et l’influence du pH sur le développement des Dermatophytes, deux problèmes déjà envisagés par DESCOURAUX.
En étudiant ces quelques points cités, nous espérons mettre au point un milieu de choix pour Trichophyton craleriforme en particulier et pour les Dermatophytes en général.
FACTEURS DE CROISSANCE
A. LWOFF (10) donne une définition des facteurs de croissance qui nous paraît devoir être citée ici: «Un facteur de croissance pour un organisme donné est une substance dont cet organisme est incapable de réaliser la synthèse et en l’absence de laquelle toute multiplication de cet organisme est impossible.»
L’idée de facteurs de croissance amène tout naturellement à l’esprit l’idée de vitamines. Pour l’homme — si nous exceptons les vitamines qui lui ne sont pas nécessaires, ou dont le besoin est au moins discuté — les vitamines constituent de véritables facteurs de croissance, puisque l’organisme humain est incapable de synthétiser ces substances indispensables à la vie.
Mais cela ne concerne pas tous les animaux ni toutes les bactéries. La plupart des animaux, par exemple, sont capables de synthétiser l’Acide ascorbique (Vitamine C) dans leur organisme; l’homme cependant et quelques animaux à sang chaud sont tributaires de l’apport exogène (singe, cobayes et, pour une part, le chevreuil). Par conséquent, la Vitamine C n’est pas — d’après la définition de LWOFF — un facteur de croissance pour la plupart des animaux.
Et, pour citer encore un exemple concernant les bactéries, nous donnons les résultats que A. PLICHET (11) commutnique sur la Biotine concernant la croissance de certaines bactéries:
«La Biotine est un catalyseur respiratoire et comme tel il est essentiel à la nutrition des microorganismes intestinaux. A cet égard, il existe deux catégories de Bactéries: celles qui ne peuvent pas vivre dans un milieu privé de Biotine et pour lesquelles la Biotine est simplement un stimulant. Ce dernier phénomène serait dû à une lente synthèse de la Biotine.» s
«Parmi les bactéries qui ne sont capables de faire la synthèse de Biotine que lentement, et qui reçoivent une légère stimulation dans leur croïssance par l’adjonction de Biotine, il faut citer certaines races de Proteus et de Staphy-
no
locoques dorés. D’autres bactéries, pour pouvoir vivre, demandent une fourniture exogène de Biotine dont elles sont incapables de faire la synthèse. Ce sont certaines races de Rhizobium, de Clostridium, de Lactobacillus, de Streptocoques, de Brucella. Enfin certains microbes opèrent facilement la synthèse de la Biotine et ne montrent aucun changement dans leur croissance, quand on ajoute de la Biotine à leur milieu nutritif; ce sont certaines races de Bacillus subtilis, du Mycobactérium tuberculosis, de l'Eberthella typhosa, du Coli, du Bacillus anthracis et de Pseudomonas.»
La Biotine n’est donc plus un facteur de croissance pour ces dernières bactéries.
D’autre part, on peut aussi considérer comme facteurs de croissances les hormones, ainsi que les ferments, toutefois dans un sens un peu différent de la définition originale mentionnée ci-dessus. — Certains ferments se composent d’un coferment constituant la principe activant propre (le groupement prosthétique, souvent une vitamine) et de l’apoferment qui est une protéine et à laquelle le groupement prosthétique est attaché.
Par exemple: La Lactoflavine, ester de l’acide phosphorique, unie sous forme d’un complexe à l’acide adénosinophosporique (dinucléotide), constitue le groupement prosthétique de divers ferments (acides aminés; acide fumarique; aldéhyde-déhvdrase; diaphorase; diaminoxydase; histaminase; ferment jaune de la respiration de WARBURG). — Ou l'Aneurine, en tant qu’éther-sel de l’acide pyrophosphorique (pryrovocodéhydrase), joue un rôle régulateur dans les processus fermentaires du métabolisme des glucides (décarboxylation; acétylation; synthèse de glycogène, etc.).
Il n’v a donc pas une limite précise entre les vitamines, les hormones et les ferments considérés comme facteurs de croissance. On peut les appeler Catalyseurs biotiques.
LANGERON (12) écrit: «La notion de facteur de croissance pour un microorganisme est l’équivalent de celle de vitamine «sensu stricto> pour un animal.»
Un nouveau Vaso-dilatateur RONICOL nous montre combien la thérapie vitaminique est en évolution; en effet, l’action pharmacodynamique de ce produit est due à l’acide nicotinique qui, à part ses fonctions vitaminiques, possède une action vaso-dilatatrice. Ce produit est constitué par le B-pyridylcarbinol (alcool de l’Acide nicotinique) obtenu par voie synthétique.
Les vitamines ne peuvent donc pas être considérées comme simples facteurs de croissance, mais comme des médicaments proprement dits.
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Le problème des vitamines est d’une importance exceptionnelle dans la physiologie animale et végétale. Qu'il s’agisse du point de vue scientifique pure ou de l'application industrielle des recherches de laboratoires, le progrès réalisé est immense. Le savant prépare et découvre des corps nouveaux. Il expérimente leur action. L’ingénieur applique ces découvertes et réalise la préparation industrielle des médicaments dans les usines modernes.
Qu'il me soit permis, en tant que fils de l’Helvétie, de rappeler en quelques mots, à ce propos, le rôle joué par la Suisse.
L’école de BuNGE entrevoit en 1881 déjà, bien que d’une façon incomplete, les substances vitaminiques. La phrase de LUuNIN (13) est péremptoire: «Le lait doit contenir, outre la caséine, la matière grasse, la lactose et les sels, des substances tout aussi indispensables à l’alimentation.»
En 1891, SociN mettait les choses au point: «Notre première tâche sera de chercher dans le lait et le jaune d’œuf, cette ou ces substances.» Il restait cependant une longue élape à franchir. C’est à KARRER, professeur à l’Université de Zurich, que revient le triple mérite d’avoir prouvé que la B-carotène, alias carotène, et Provitamine À ne sont qu’une seule et même substance, d’avoir contribué activement à isoler et à préparer à l’état pur la Vitamine A en partant de l'huile de foie de poissons, et enfin d’avoir fixé définitivement la constitution chimique de cette Vitamine A. — Ce remarquable cycle se fermait une quinzaine d’années plus tard (1947), par la fabrication synthétique de l’Axérophtol, due à ISLER, dans les laboratoires ROCHE de Bâle.
C’est REICHSTEIN, mon cher Maître pendant mes études de pharmacie à l’Université de Bâle qui, vers 1935, mena à bien la première synthèse de la Vitamine C (acide l-ascorbique). Simultanément KARRER, dont il vient d’être fait mention, découvrait la formule de la Vitamine B:. KARRER également, réussit le premier la synthèse de cette vitamine et, trois ans plus tard, celle de la Vitamine E (dl-a-tocophérol). La fabrication purement synthétique de ces vitamines a été, depuis, réalisée à l’échelle industrielle. L’exemple en fut d’ailleurs donné par ROCHE qui prépara le premier ces produits.
Voici brièvement résumé la contribution de la Suisse à l'étude des vitamines.
On classe les vitamines en deux groupes:
1° Les vitamines solubles dans les matières grasses ou liposolubles.
2 Les vitamines solubles dans l’eau ou hydrosolubles.
SIPTS
Nous ne considérons que les vitamines utilisées pour l'élaboration de notre milieu synthétique.
Vitamine B, — Aneurine — Thiamine.
Désignations antérieures: Vitamine antinévritique ou antibéribéri. C’est en 1896 que le médecin hollandais EWKMAN publie ses travaux sur les polynévrites de la poule. Mais il a fallu attendre jusqu’à 1911 pour que FUNK puisse arriver à isoler la substance cristallisable active du péricarpe des grains de riz qu’il crut être le produit pur contre la béribéri et qu’il appela antibéribéri ou Vitamine (vita amine). Le terme de Vitamine était ainsi créé. La synthèse fut réalisée en 1936 par WILLIAMS, TODD, BERGEL, ROCHE.
PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUES.
P.F. — 250°, maximum d’absorption 267 et 255 mm dans l'eau-a%p4==°70;
Substance cristalline blanche, tout au plus légèrement jaunâtre, à odeur de levure, facilement soluble dans l’eau (:1), plus difficilement dans l'alcool (1:100), insoluble dans l’éther, le benzène et les huiles grasses, détruite par la chaleur.
Les solutions se décomposent rapidement lors d’une réaction neutre ou alcaline, notamment lorsqu’elles sont exposées à l’air; leur coloration devient plus foncée. — L’Aneurie est adsorbable par la terre à foulon; du fait d’une oxydation alcaline, elle passe au thiochrome bleu — fluorescent; elle est stable en présence d’oxydants acides; elle est sensible aux alcalins en général et aux oxydants alcalins.
Signalons encore que celle-ci se trouve à l’état naturel dans le péricarpe et les germes de graminées (riz, céréales), dans les levures, les légumes, les pommes de terre, dans les organs d’origine animale, spécialement dans le foie et daus les reins.
FONCTIONS PHYSIOLOGIQUES
Elle joue un rôle régulateur dans les processus fermentaires du métabolisme des glucides. Elle est essentiellement importante au point de vue des fonctions nerveuses et musculaires. Elle assure leur fonctionnement normal. Le Pyrophosphate d’aneurine joue un rôle essentiel dans le métabolisme des plantes; elle accélère la croissance de la levure et autres champignons, comme celle d’ailleurs des plantons.
Vitamine B: Lactoflavine —— Riboflavine.
C’est la vitamine nutritive. Elle fut découverte en 1933 par KUHN.
La synthèse fut réalisée par KARRER et KUHN en 1935.
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PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUES.
. Pt. de décomposition 285°; maximum d’absorption — 445,365,220 mm dans l’eau. Potentiel redox (potentiel équimoléculaire) :
Be 019 volt 60 pH—7,0):
Substance cristalline feutrée, jaune orange, à odeur à peine perceptible, de saveur très amère, très peu soluble dans l’eau (1 : env. 8000), encore moins dans l’alcool, thermostable et assez résistante à l’oxygène atmosphérique. La solution aqueuse, teintée en jaune, est fluorescente du jaune au vert; se décompose à la lumière, surtout aux réactions alcalines, par passage au Lumichrome ou à la Lumiflavine selon le pH. Stable en solutions acides. Les corps réducteurs, comme l'hydrogène, transforme la Lactoflavine en leucodérivé incolore. Sensible aux corps à réaction alcaline.
La Vitamine B: se trouve dans le foie, le rein, les muscles cardiaques et squelettiques, l’œil, sous forme d’éther-sel phosphorique habituellement liée à des protéines, en outre dans les légumes, luzerne, fruits, levures, germes de graminées.
FONCTIONS PHYSIOLOGIQUES
La Lactoflavine constitue le groupement chimique préliminaire de divers ferments. Avec d’autres systèmes fermentaires, elle prend une part importante dans la dégradation des glucides et des peptides. Elle semble aussi jouer un rôle dans la résorption et le métabolisme du fer, et elle prend une importance particulière dans le processus de la vision, et accélère la diurèse et l’excrétion saline.
Nicotylamide — Facteur PP — Vitamine antipellagreuse.
La Nicotylamide fut synthétisée avant d’être reconnue comme vitamine. (Depuis 1879). Sa préparation à l’état pur a été réalisée par Funk en 1912 à partir de la levure et du riz, en 1915 par WaARBURG et KUEN à partir du coferment du sang et du muscle de cheval, et en 1937 par ELVEHJEM du
foie.
PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUES.
PF.—126—128° (non corr.).
Substance cristalline incolore à odeur particulière à peine perceptible, de saveur amère et saline, facilement soluble dans l’eau (1:2), soluble dans l’alcool, peu soluble dans l’éther, insoluble dans les huiles grasses; résiste à la chaleur et aux oxydants, mais sensible aux alcalins et aux sels d'Argent, les solutions de Nicotylamide sont neutres. -— Provenance naturelle: Levure, céréales, fruits, légumes. — Entrailles (foie, rein), muscle et autres organes animaux, lait.
FONCTIONS PHYSIOLOGIQUES
La Nicotylamide est l’un des composants de plusieurs coferments, la cozymase où codéhydrase T, la codéhydrase LLS elle fait aussi partie intégrante des groupes prosthétiques de plusieurs autres déhydrases participant à la synthèse et à la dégradation des glucides, alcools, acides gras, dans les organismes végétaux et animaux. Prophylaxie de la pellagre chez l’homme.
Vitamine B, — Adermine.
(Chlorhydrate de Pyridoxine.)
L’Adermine fut découverte en 1938 simultanément dans cinq différents laboratoires. La synthèse fut réalisée par Kunx en 1939.
PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUES.
Adermine: P.F. — 206 à 208° (non corr. en se décomposant); max. d'absorption à 327,297 et 246 mm dans HAE lit (TEE)
Substance cristalline, incolore et inodore, de saveur salée, facilement soluble dans l’eau (1:5), à réaction acide, peu soluble dans l’alcool (1:90), insoluble dans d’autres solvants organiques. Adermine-base (Pyridoxine): P.F. 159 à 160”, soluble dans l’eau, l’alcool, l’acétone, difficilement soluble dans l’éther cet le chloroforme, adsorbable par la terre à foulon.
Elle se trouve dans les levures, céréales, légumes verts; entrailles, muscles, jaune d’œuf, lait.
FONCTIONS PHYSIOLOGIQUES
La Vitamine B; agit sous forme de Pyridoxal et de Pyridoxamine, en tant que coferment au cours de la décarboxylation des acides aminés en leurs amines correspondantes (codécarboxylase d'acides aminés), au cours de la transmission d'acides aminés et au cours de l’amination d’acides cétoniques en leurs acides aminés correspondants. Régulation du métabolisme tissulaire, notamment dans le foie, le système nerveux et la peau; facteur antidermatique du rat. Facteur de croissance pour les bactéries, les levures.
Acide pantothénique — Facteur filtrant.
Acide pantothénique, Panthénol (l'alcool correspondant) et Pantothénate de calcium exercent, sur les animaux à sang chaud, les mêmes actions vitaminiques; les deux dernières substances se transforment en Acide panthothénique en passant dans l’organisme. Nous n'avons utilisé que le Pantothénate de calcium pour l'élaboration de nos milieux dû à sa stabilité.
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PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUES.
Le Pantothénate de calcium (d-pantothénate de Ca) est une poudre micro-cristalline blanche, légère, peu compacte, facilement hygroscopique (aiguilles fines), presque inodore. Stable à la chaleur et à l’oxygène. Très soluble dans l’eau, donne une réaction faiblement alcaline dans l’eau.
L’acide pantothénique est très répandu dans le règne animal et végétal où on ne le trouve cependant qu’en petites quantités à la fois. Elle se trouve surtout dans les organismes suivants: Levure, algues, moisissures, plantes vertes, céréales, fruits. — Organes animaux tels que foie, rein, muscle, lait, jaune d’œuf de poule, huîtres, vers.
FONCTIONS PHYSIOLOGIQUES
L’Acide pantothénique est un constituant du coferment participant aux processus d’acétylation (coenzyme A). Il est indispensable à l’accomplissement des fonctions normales des tissus et assure l’équilibre du métabolisme, notamment au niveau du tissu épithélial. Il stimule la croissance et Ia pigmentation des cheveux (rat, chien, renard); c’est aussi une substance de croissance pour les microorganismes. Il fut découvert au cours des recherches sur la croissance des levures.
Biotine — Vitamine H.
Désignations antérieures: Bios II b, coenzyme R, facteur de la peau. Le terme Vitamine H résulte des recherches de Boas, GyYôrGY en 1927-1931 qui démontraient que les levures et le foie contiennent un principe actif indispensable pour maintenir la fonction normale de la peau, des cheveux, des poils et du système nerveux du rat. Par la suite, la Vitamine H, le coferment R et la Biotine se montraïent identiques. Remarquons que la Biotine est une des rares vitamines contenant du soufre.
PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUES:
Biotine: P.F. — 232-233°. Aiguilles longues, incolores (cristallisation dans l’eau), solubles dans l’eau en donnant une réaction acide, thermostables, sensibles à l’oxygène et aux ultra-violets, précipitant par l'acide phosphowolframique, solubles dans l’éthanol, insolubles dans le choloforme, l’éther et l’éther de pétrole.
Provenance naturelle: Levure, son de riz, mélasse. — Organes d’origine animale, tels que foie, rein, cerveau. — Petit lait, jaune d’œuf; compost, purin. — La Vitamine H se trouve dans la nature en partie sous forme libre, en partie liée à une albumine sous forme inactive (plantes vertes, légumes, fruits, levure, albumine animale avidine).
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FONCTIONS PHYSIOLOGIQUES
La Biotine agit très probablement comme coferment qui assure le transport de CO, et de H.. Elle favorise la croissance des tissus embryonnaires et paraît stimuler la synthèse des lipoïdes dans le foie. Elle est une substance de croissance de l’organisme végétal, spécialement pour les bactéries et pour la levure; elle favorise aussi la croissance du rat et de la plupart des autres animaux.
Acide folique.
Désignations précédentes: Vitamine B;, Vitamine M, facteur éluat (foie), facteur Lactobacillus caseti.
WiraMs et REICHSTEIN ont découvert simultanément cette vitamine et sa constitution. CiB4 de Bâle l’a isolée des épinards.
PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUES:
Pas de point de fusion, coloration foncée à 250°, carbonisation à 360°. Max. d'absorption en U.V. — 365,283,256 mm (dans N/10 NaOH). Substance cristalline brillante, jaune orange, à caractere acide, très peu soluble dans l’eau froide et les alcools, un peu plus soluble dans l’eau chaude (env. 1:1000), très soluble dans les acides formique et chloroacétique, soluble dans l’acide acétique glacial, la pyridine; se décompose à la cuisson avec des acides minéraux. Il peut former aussi bien des esters que des sels relativement stables; ceux qui sont formés avec les alcalis sont très solubles, ceux avec les alcalino-terreux solubles et ceux avec les métaux lourds difficilement solubles ou insolubles.
Il semble que l’Acide folique soit répandu dans la nature sous forme d’acide ptéroyl-hexaglutaminyl-glutamique; il se forme à partir de cette substance au moyen du ferment Vitamine B;-conjugase du foie; on le trouve dans le foie, les reins, les muscles de bovidés, de veaux, dans le lait, le fromage. Les feuilles foncées des légumes, le chou-fleur, les conserves en renferment aussi; on le trouve sous forme libre dans les épinards.
FONCTIONS PHYSIOLOGIQUES
L’Acide folique est nécessaire à la maturation des érythrocytes; il stimule l’érythropoïèse et agit aussi comme substance de croissance sur certaines bactéries.
Nous avons ainsi envisagé pour les principales vitamines hydrosolubles employées au cours de nos recherches, état naturel, propriétés physico-chimiques, propriétés pharmacodynamiques.
Nous nous proposons maintenant d'envisager la question des acides aminés et des bases puriques.
CHAPITRE TROISIÈME
LES ACIDES AMINES ET CORPS PURIQUES.
Les acides aminés sont des acides organiques, dont l'hydrogène est remplacé par le groupe —NH, ou un autre groupement contenant de l’azote. Ils sont en rapport voisin avec les protéines. Ces dernières sont dédoublées par hydrolyse au moyen des acides forts et des bases puissantes. Leur synthèse s’opère très facilement: On les obtient par exemple par condensation des aldéhvdes avec de l’acide cyanhydrique. Sous l'influence de l’ammoniaque il en résulte des nitriles, dont les acides aminés sont mis en liberté par saponification.
Mentionnons encore qu’on peut les obtenir par l’influence bactérienne, si le milieu de culture est légèrement acide. En opérant par contre à un pH — 7,7, il se forme des oxacides avec les mêmes bactéries.
Les besoins des acides aminés pour une bactérie donnée sont plus ou moins spécifiques. Nous allons fournir quelques exemples. L’Asparagine est la source azotée de choix pour le Bacillus anthracis, le Bacillus prodigiosus et le Bacille diphtérique. Le Bacillus coli se développe facilement sur un milieu contenant de l’Histidine, de la Leucine ou de la Tyrosine. L’intéressant travail de M. FRoEHr1ICH (14) sur le Staphylocoque doré démontre que les sels ammoniacaux minéraux donnent des résultats satisfaisants pour une ou deux générations. C’est l’Alanine comme unique source d'azote qui suffit pour permettre aux Staphylocoques un développement minimum, mais durable. Pour réaliser cependant un milieu favorable, M. FROEHLICH a dû avoir recours à trois acides aminés indispensables à la constitution protoplasmatique intégrale du Staphylocoque envisagé: Le Tryptophane, l’Asparagine et la Leucine. Il s’en suit qu’il y a des bactéries n’exigeant que des sels ammoniacaux minéraux ou qu’un seul acide aminé; par contre certaines germes demandent un apport beaucoup plus complexe d’éléments azotés.
Quant à l’attaque des substances azotées par les bactéries dans les milieux de culture, nous nous contenterons de citer A. Borvix (15): «Le mode d’attaque d’un acide aminé donné et la vitesse avec laquelle se produit cette attaque diffèrent
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beaucoup selon l’espèce bactérienne considérée et selon les conditions d'expérience mises en œuvre: aérobiose ou anaérobiose, présence ou absence d’autres acides aminés, présence ou absence de matières glucidiques utilisables par les germes, etc. D’autre part, une espèce bactérienne déterminée agissant dans des conditions qui demeurent inchangées, ne décompose jamais avec la même facilité tous les acides aminés et elle ne leur fait pas nécessairement subir à tous le même type de transformation.»
PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUES:
Les acides aminés se présentent sous forme de cristaux. Leur solubilité dans l’eau est très différente. La plupart est insoluble dans l’alcool, mais il y a des exceptions (proline). Quelques-uns sont de saveur douce (Glycocolle, d-alanine, d-asparagine, Phényl-alanine). Les solutions aqueuses des acides aminés contenant un seul groupe —NH, et un seul groupe —-COOH ont une réaction à peu près neutre. Ce fait s'explique par une neutralisation intra-moléculaire des groupes —NH, et —COOH. Les acides aminés sont solubles dans les alcalis et les acides minéraux en formant des sels à réaction alcaline, respectivement à réaction acide. Ils sont donc de nature amphotère et peuvent être utilisés comme tampons.
Voici un tableau (16) des acides aminés naturels, leur point de fusion ou de décomposition et leur solubilité dans Peau.
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Acides aminés
| Point de fusion ou de décomposition
Solubilité dans l’eau
Glycocolle
1 (+) -alanine
1 (—) -sérine
1 (+) acide butyrique aminé
1 (— -cystine
1 (-—) -méthionine
1 (+) -valine
1 (+) -norleucine
1 (— -leucine
1 (--) -isoleucine
1 (—) phényl-alanine
1 (—) -tyrosine
1 (—) dioxyphénylalanine
1 (—) -tryptophane
1 (—) histidine
1 (+) -arginine
1 (+) ornithine
1 (+) lysine
1 (— -acide aspartique
1 (—) -asparagine
1 (+) -acide glutamique
1 (+) -glutamine
acide oxyglutamique
1 (—) -thréonine
1 (—) -proline
1 (—) oxyproline
280° 315° 285° Nr 280° 978° | 349-344" | 280° 289°
217° | 238° décomp.
sirop
décomp
facilement soluble do.
do.
do.
insoluble à froid assez fac. soluble
| 1:200 (l’eau froid.) | très peu à froid,
facil. à chaud
| facilement soluble
do.
do.
do.
facilement soluble do.
do.
do.
Nous donnons brièvement les caractéristiques des acides aminés employés au cours de nos recherches personnelles.
1° ASPARAGINE.
C’est la monoamide de l’Acide aspartique. Elle a été découverte en 1805 par RoOBIQuET. L’Asparagine se rencontre dans de nombreux végétaux tels que l’asperge, la betterave, le pois, ete. et surtout dans les plantes étiolées ou placées à
l'obscurité.
Elle se présente sous forme de gros cristaux transparents solubles dans l’eau (3,1:100) et est facilement hvdrolysée en Acide aspartique et ammoniaque par l’acide chlorhydrique
bouillant.
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2° TYROSINE.
C’est l’acide p-oxy-B-phényl-a-amino-propionique.
Elle fut découverte en 1846 par LiEBiG au cours de la fusion alcaline de la caséine. Elle existe à l’état libre dans les graines, dans les pommes de terre, les fruits mûrs, certaines urines, etc. Elle est un produit de dédoublement des matières aibuminoïdes. On la trouve dans le pancréas, la rate, le foie, etc. et dans les sédiments urinaires.
C’est une substance blanche inodore sans saveur, cristallisée en aiguilles fines, très souvent groupées en étoiles, gerbes ou rosaces. Peu soluble dans l’eau froide (1:2491), plus à chaud.
Le trouble du métabolisme de la Tyrosine provoque l’affection connue sous le nom d’alcaptonurie.
3° PHENYL-ALANINE.
C’est l’acide phényl-a-amino-propionique.
Nous l’avons employé à cause de sa structure voisine de la Tyrosine. Nous allons donner plus loin nos résultats concernant l’action de la Tyrosine, respectivement de la Phénylalanine sur la croissance de notre Dermatophyte.
4° TRYPTOPHANE.
C’est l’acide indol-4-amino-propionique.
Le Tryptophane est le plus important des acides aminés contenant le noyau Indol. Il fut isolé des produits d’hydrolyse de nombreuses albumines végétales et animales par HoPxins et Core en 1901. Sa répartition dans les protides est très variable. La gélatine et la Zéine n’en contiennent pas, tandis que d’autres albumines en sont particulièrement riches: Lactalbumine 5,3% ; fibrine du sang 4,3%.
Le Tryptophane a été synthétisé par condensation de l’aldéhyde indolique avec l’acide hippurique en présence d’anhydride azotique et d’acétate de sodium. L’azolactone obtenue est hydrolysée par NaOH, puis réduite par l’amalgame de sodium et finalement débenzoïdée.
Le Tryptophane cristallise en écailles brillantes. Il est peu soluble dans l’eau froide, beaucoup plus soluble dans l’eau chaude. La présence dans sa molécule du noyau indolique lui confère une originalité propre. Il joue un rôle considérable en physiologie. Il est indispensable à l’alimentation et constitue comme tel une véritable vitamine. Sa dégradation dans les colonies aboutit à l’indol et au scatol ainsi qu’au pigment indigotique urinaire.
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5° LEUCINE.
C’est l’acide a-amino-isobutyl-acétique.
Elle a été découverte en 1818 par Proust.
C’est un acide très répandu surtout dans les protides: Globulines 15%; Zéine 18%; Sérum albumine 205%. Très soluble dans l’eau froide (1:45). Chauffée dans un tube à essai, elle se sublime et se cristallise, tandis qu'une partie se décompose en donnant de l’amylamine d’odeur caractéristique.
Les bactéries détachent facilement le groupement isopropyle pour former de l’acétone. Cette même réaction a également lieu dans le foie des diabétiques.
6° ACIDE GLUTAMIQUE.
C’est l’acide a-amino-glutarique.
Il fut isolé en 1866 par RITTHAUSEN. Il n’a jamais été trouvé à l’état libre dans la nature, mais existe sous forme de son amide, la Glutamine.
L’Acide glutamique est préparé par hydrolyse chlorhydrique du Gluten qui en contient jusqu’à 18%. Ce sont des cristaux blancs très peu solubles dans l’eau (1:100). Sa synthèse a été réalisée par WLOFF à partir de l’acide glyoxylpropionique.
1 GNSTINE.
Elle a été découverte par WOLLASTON en 1810 dans certains calculs vésicaux. Elle provient de l’oxydation de la Cystéine et se trouve abondamment dans les phanères: la corne, les cheveux et les poils.
La Cystine est insoluble dans l’eau et l’alcool. Elle se dissout dans les alcalis et dans les acides minéraux, mais non dans l’acide acétique qui la précipite intégralement de ses solutions alcalines.
Certains auteurs ont envisagé l’emploi de quelques amino-acides sulfoniques et de leurs sulfamides comme bactériostatique. Mc. ILvAIN (17-18) a publié en 1941 les résultats de ses travaux concernant l’Acide cystéique et il conclut que celui-ci n’a aucune influence sur la croissance de Staphylococcus aureus, du Bacterium coli, d’un Proteus.
Contrairement à Mc. ILVAIN, M. GuiLLOT (19), quoique opérant dans des conditions différentes, conclut à l’importance de la Cystine dans la croissance du Staphylocoque.
Enfin M. FROEHLICH (14) démontre que la Cystine a plutôt une action retardatrice sur la croissance du Sfaphylocoque
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doré, et elle conclut que l’Acide cystéique inhibe la croissance de cette bactérie sur milieu synthétique.
Nous allons démontrer plus loin nos propres résultats concernant l’action de la Cystine sur la croissance de notre Dermatophyte.
8° GLYCOCOTLE,
C’est l’acide amino-acétique.
Il a été découvert en 1920 par BRACONNOT en traitant la gélatine par SO.H.. Il existe à l’état libre dans les muscles des mammifères supérieurs, dans la fibrine, l’élastine, la gélatine, les kératines.
Il se présente sous forme de gros cristaux incolores, très solubles dans l’eau, insolubles dans l’alcool et l’éther, de saveur franchement sucrée.
Il faut mentionner encore trois corps puriques que nous avons eu l’occasion d'employer au cours de nos recherches personnelles: Adénine; Xanthine; Guanine.
Corps puriques.
1° ADENINE.
C’est la monoamide de la Purine.
L’Adénine est une des bases puriques les plus répandues. Elle prend part sous forme liée à la constitution des acides nucléiniques et peut en être détachée facilement par hydrolyse. Elle se rencontre sous forme libre dans de nombreux végétaux tels que le Thé, la Betterave, le Houblon, etc, dans les champignons, abondamment dans la levure, dans les bactéries, dans les organes animaux tels que muscles, placenta, le foie, et enfin dans l’urine.
Sa synthèse s’opère à partir de la Purine trichlorée; elle était préparée sur une échelle plus grande à partir des extraits du thé et de la mélasse.
PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUES.
L’Adénine se cristallise avec et sans eau. P.F. — 360° en se décomposant. On peut l’obtenir par sublimation à 220? sans décomposition. Peu soluble dans l’eau, facilement dans les acides minéraux et les bases en formant des sels.
2° XANTHINE.
(2,6-dioxypurine.)
Ce dérivé important se trouve en petites quantités dans le règne végétal; il est associé à la Caféine dans le thé. En
=D) ue
outre, ce corps se rencontre dans l’urine des animaux, puis dans le sang, le foie, etc.
Sa synthèse s’effectue à partir de l’Acide urique; W. TRAUBE la synthétise à partir de 4,5-diaminouracile par condensation de l’Acide formique.
La Xanthine est très peu soluble dans l’eau, facilement soluble dans les alcalis en formant des sels. —— Ses dérivés sont du reste des produits naturels très importants tels que la Théophylline, la Théobromine, la Caféine.
GUANINE
(2-amino-6-oxypurine.)
C’est la monoamide de l’oxypurine.
Elle accompagne l’Adénine dans de nombreux végétaux et organes animaux. Des quantités considérables se trouvent dans les écailles et la peau des poissons, des reptiles, dont la splendeur particulière est souvent causée par la Guanine cristallisée. Elle est aussi un élément des acides nucléiniques desquels ont l’obtient par voie hydrolytique.
Sa synthèse se fait à partir de l’acide urique au moven de l’Oxychlorure de phosphore, de KOH, NH: et HI. —— La méthode de W. TRAUBE à partir de Guanidine avec l’ester cyanhydrique de l’Acide acétique est aussi recommandable. Soumise aux ferments (guanases), contenus dans les extraits d'organes animaux et de germes, elle donne de la Xanthine. La Guanine est très peu soluble dans l’eau et l’alcool, facilement soluble dans les acides et les alcalis en formant des sels.
Mentionnons encore pour finir l’Uracile qui contient ainsi que les trois substances suscitées le noyau pyrimidique.
URACILE.
(2,4-dioxypyrimidine.)
Elle a été découverte par KOSSEL, sa réaction est neutre. P.F. — 338°. La synthèse de Baupiscx s'opère très facilement par condensation de l’urée avec l’Acide malique en présence de SO.H.. Elle est d’une grande importance biologique.
DEUXIEMEMPARTIE:
L'INFLUENCE DES FACTEURS DE CROISSANCE
L'importance des facteurs de croissance dans la culture des bactéries est admise d’une façon certaine par tous les auteurs, mais un fait semble prédominant, c’est l’existence de facteurs spécifiques pour un germe envisagé.
Nous avons donc commencé à examiner l'influence des vitamines sur le développement de notre Trichophyton crateriforme. — Un certain nombre d’essais furent nécessaires pour nous permettre de découvrir les facteurs de croissance pouvant convenir le plus aisément à notre Dermatophyte.
Nous avons expérimenté avec les vitamines suivantes:
Solubilité dans l’eau Vitamine B==Añeurme = Thiaimimentm, 1:1 Vitamine B, Lactoflavine — Riboflavine .. | 1:8000 Nicotylamide — Facteur PP — Vit. antipellag. | 1:2 Vitamine Br =TAdérnineN RP 125 Pantothénate de calcium —— Facteur filtrant . | très soluble Biotine —NitamincrAN assez soluble
Acide folique ner er 1:1000
Nous avons pris comme base pour cette première série de nos recherches les concentrations vitaminiques employées
RO
actuellement pour l’étude des bactéries ou pour les dosages microbiologiques des vitamines.
Vitamine B, — 0,002 ;/cc milieu de culture Vitamine B, — 0,05 > S Nicotylamide — 0,08 » »
Vitamine B; — 0,08 > > Pantothénate de Ca — 0,04 > >»
Biotine — 0,0005 » »
Acide folique — 0,0025 >» >
En observant strictement la solubilité différente des vitamines, nous avons préparé les concentrations citées ci-dessus par dilution de telle façon qu’il a fallu ajouter 0,2 cc. de la solution vitaminique aux 10 cc. milieu de culture.
Etant donné que les vitamines ne supportent pas toutes la chaleur (surtout Vitamine B:) et qu’elles sont détruites à l’autoclave à 115°, nous avons iyndallisé les solutions vitaminiques à 75—80° pendant une heure au cours de trois jours consécutifs et nous les avons ajoutées aseptiquement au milieu stérilisé.
Pour nos premiers essais, nous avons employé les milieux de SABOURAUD.
LE MILIEU. D’'EPREUVE GLUCOSE
ÉTICOS END EU Er ER Re ut 4,0 BÉDIONEC AQU ER Pa rue 1,0 PauedisShléemniz a CPR AT. 100,0 NÉE LRO R RS PE PNR CRE DE 2,0
Nous avons employé la peptone CHAssAING et le glucose brut CHANUT.
Mode opératoire.
Préparer la solution peptonée et glucosée. Ajouter la gélose, faire dissoudre à l’autoclave à 115—120° pendant 10 minutes.
None
Retirée de l’autoclave, la solution est mise en tubes que l’on stérilise pendant 20 minutes à 120°. Après la stérilisation, on retire les tubes de l’autoclave et les laisse refroidir jusqu’à 60-70°, puis on ajoute aseptiquement les solutions vitaminiques.
Chaque tube contient 10 cc. de Milieu de culture.
Nous avons employé 10 cc. de milieu pour toutes les expériences suivantes. À l’égard du mode opératoire, nous y reviendrons plus tard en préparant nos milieux synthétiques.
Nous donnons ci-dessus les milieux employés au cours de nos travaux et leurs désignations.
MILIEU A/c:
Milieu de conservation .......... LOUE:
NitA D eRB RE, REC REAR 0,02
MILIEU A/e:
Miliéu/d'épreuve tem NN LEMNERE 10.0 cc.
NA CATLITIC DNS ES CR ENTRANTS
MITIEURPB/Ee:
Milieu de conservation... LOURAGE
Vi tan 10 ee Be A sv MILIEU Be:
Milieu #d'épreuve serez 100 MRC
Nitanmines Be ARTE 05 m6 MIMEUNRC/c:
Milieu de conservation.......... 10,0 cc:
Nico lamIde Eee Me ere OISE
MILIEU :C/e:
Milieu = d'ÉDreUN CRE EAU a 10046
Nicotylamider reset re OSME MILIEU D/c:
Milieu de conservation.......... 10/0RCC:
Vitamine Bree rer DS
MILIEU*D/e:
Milieu d’épreuve Vitamine Bee Re OST
MIBIEU E/c:
Milieu de conservation.......... 10,0 cc.
Pantothénate de calcium. ....... O4 MILIEU E/e:
Ne éDrEUv eme CL nn 10,0 cc.
Pantothénate de calcium........ 0,4 - y MILIEU F/c:
Milieu de conservation.......... 10/0. cc:
SOL NO IS M EE RES 0,005 y MILIEU Fe:
NITOURAÉDEEU Ve SE owner 10: 0ycc.
LOL RD A Lo et in 0,005 y MILIEU G/c:
Milieu de conservation.......... 10/0 cc:
NCITORMONIQUE 22 et rate 0,025 y MILIEU G/e:
NHMÉTATÉDERUVES en om IVOMSEC
ACIdeAOlIQUeR NT rue. 0,025 y
Au cours de notre travail et pour les différents milieux employés, nous utiliserons toujours trois tubes par substrat.
A titre comparatif, nous avons effectué les mêmes recherches sur milieu de SABOURAUD dépourvu de tout facteur de croissance pour avoir un test de comparaison.
Ensemencements.
Tous nos ensemencements ont été faits de la manière suivante: On dispose plusieurs parcelles de culture provenant d’une souche entretenue sur milieu de SABOURAUD dans un tube contenant enivron 5 cc. de solution physiologique stérilisée. On émulsionne soigneusement ces parcelles de culture avec un ensemenceur. On laisse ensuite en contact pendant un jour en agitant le tube de temps en temps, puis on laisse déposer les gros flocons. — L’ensemencement s’effectue au moyen d’une dose de cette émulsion surnageante stable en la déposant à la surface du milieu.
Les tubes sont mis à l’étuve à 24°.
Nous essayons d'exprimer les résultats dans le tableau suivant en marquant les taux de rendement par un nombre croissant de signe +.
—————_—p—_—_—ZZ—ZE—_———EELE Lo
Ense-
Témoin
imencé | 4/C| À/e| B/c| B/e) C/c| C/e | D/c| D/e| E/c | E/e | F/c| F/el G/e | G/e | : sa
9jours| DEN METRE SNS) QU en At ar e Re PI PRE" Q TETE
D LS D orne Perret RE ee
ZOO RSR CICR EN RSS ee ee PR en ne PP) ne | BRe
ments entre les milieux envisagés dans une série d’ rience.)
(Les signes ++ n’expriment que le rapport des rende-
expé-
Interprétation:
Il résulte du tableau ci-dessus que trois vitamines semblent jouer un rôle plus ou moins important dans la croissance de Trichophyton cratériforme, ce sont en premier lieu l’Acide folique, puis le Pantothénate de calcium et la Nicotylamide, cette dernière semble n’avoir qu’une faible influence à la concentration employée.
Les différences entre les milieux sont du reste moindres qu'on ne peut exprimer par les signes. Mais il semble être certain que l’Acide folique est la plus active des trois vitamines. Mentionnons encore que tous les milieux d’épreuve sont un peu supérieurs à ceux de conservation. Ce fait ne semble pas dépendre des vitamines, mais de l’action de l’aliment hydrocarboné dans ces milieux. On a répété cette série d'expériences et les résultats sont sensiblement identiques à ceux de la série précédente.
Une nouvelle série de recherches a été effectuée en changeant les concentrations des trois vitamines: Acide folique, Pantothénate de calcium et Nicotylamide.
On a ajouté les concentrations suivantes aux 10 cc. milieu de conservation, respectivement au milieu d’épreuve:
| Nicotyl- Acide |_ amide | Pant. Ca. folique Concentration 1—0,05 ce ...| 0,27. | 017 |0,0062, > 2— 0,10 cc 2 0,47 0,27 00125 > 30,20 cc ...|.. 0,87 0,47 0,025 > 4—0,40 cc .... 1,6% 0,87 0,05 » DO D ECO y 1,67 | 0,107 » = Lobce. "04 3,27 | 0,207 Interprétation:
Ces milieux donnent des résultats ni meilleurs ni plus mauvais que ceux obtenus sur les tubes de la première série. Il semble que les concentrations employées soient trop faibles. En tout cas, on ne peut constater aucune différence entre les diverses concentrations.
Nous avons donc préparé une nouvelle série de milieux en employant des solutions vitaminiques beaucoup plus fortes.
ne
1 cc. de la solution contient:
INCOnCA Conc-2 IConc5
| | NLAUMBONR PNR ENEAR 2. 400+ Ay 0,04 MITA OMR PA ETIEne RenE | 1007 1y 0,01 Nico ane Perte Le 4007 4y | 0,04, Pantothénate de calcium .... 4007 4y 6,04, BIO TNA LEE APE pet) 400% | 4y | U.04y ACIdérfoliqueé Se DO 1y | 0,017
Pour cette série, nous nous sommes décidé à emplover d’une part les sept vitamines associées dans une seule solution en trois concentrations différentes, et, d’autre part, d'ajouter à nos milieux les solutions vitaminiques aux trois concentrations aussi, mais en n’employant que les trois vitamines qui semblent favoriser la croissance, c’est-à-dire l'Acide folique, le Pantothénate de calcium et la Nicotylamide.
On introduit 0,3 cc. dans chaque tube.
Nous avons employé de nouveau le milieu de SABOURAUD comme substrat-test. Mais il faut faire quelques remarques concernant la peptone et le glucose.
Travaillant en Suisse, nous employons dorénavant la Peptonum siccum SIEGFRIED. Elle se prête favorablement à l'usage bactériologique, puisqu’elle contient une quantité considérable de Tryptophane.
Son taux d’azote total est de 14%.
En ce qui concerne le glucose, nous utilisons le Glucosum depuraltum SIEGFRIED qui contient 10% d’eau et des traces de chlorures.
Voici les milieux préparés:
MILIEU A/0: Milieu de SABOURAUD simple.
Acide folique
1°2Y: Nicotylamide; Pant. de Ca.
0,3Y: Acide folique.
0,012: Nicotylamide; Pant. de Ca.
0,003: Acide folique.
Nous donnons ci-dessous les résultats obtenus.
Premier ensemencement.
—_ | | A/2| A/3| A/A | A/5| A/6 | semencé | ol ne | A/21 He Ù 1 75 { | | 7 jours | I Re LE RE SE + + PAR EEN pren) PSS nl tree ++ 18 jours. +elseis tt tt tt + 4
Deuxième ensemencement.
Po 0 lea /nia ons A/a las) A/6 semence
5 jours .| _+| +++
DI
: ++ SAIOUTS 2 EE HE ET 12 jours .| ++\++++|+++) ++I++++) +4] ++ 20 jours .| ++1+++4+) +44) ++ +444) 44) +4 | Interprétation:
En comparant les deux expériences, nous constatons L e. \ \ L] - C2 d’abord que les résultats ne diffèrent guère. L'association des
ose
trois vitamines semble jouer un rôle aussi favorisant que celle des sept vitamines. Cela confirme nos conclusions précédentes.
En outre, les résultats démontrent que les meilleures concentrations sont celles de A/1 et A/4:
(A/1: B: — Nicotvlamide — Pant. de Ca —
PIOUREE RE are ae aa 120y B: Acideniolique 7 22 aa J0y; A/4: Nicotylamide -— Pant. de Ca .... aa 1207 ACide-folique 2e Peer ee 307)
Notons encore que les cultures de la deuxième expérience ont amorcé un peu plus vite que celle de la première.
Avant de commencer une nouvelle série d’essais sur les milieux vitaminiques, nous avons préparé deux autres milieux à base azotée différente et nettement définie. Nous y avons ensuite ajouté les vitamines en étude. Ces essais nous permettront ainsi de comparer les résultats avec ceux obtenus sur milieu vitaminique de SaBourAUD. Nous allons exposer cette étude dans le chapitre suivant.
CHAPITRE CINQUIÈME
MILIEUX SYNTHETIQUES.
Comme base de départ de nos milieux synthétiques, nous nous sommes adressé d’abord au milieu de LanpY et DickEx (20) de composition suivante:
Acélalendersodiunmi ist 7r.. 6,0% gr.
CHCDS CR RER nd nr el 10,0 ANS DORA DIN On Mn LVST vases 0,25 PANDIG DAME en Enrun e 0,10 DOUCE nn TT 0,10 CAS TTNSE LR RE ES 0,10 SOLDLIO NN ANS ET RER LUE art 50 cc.
SUOMI EL Le ONE ONE CC:
CAIN EE Me en 0,005 gr.
NOIR ne. à 0,005 NADINE ee en ant en ne eue 0,005 TAC Te En me ab eu 0,005 PAUL IS IIGEN PE AA up 500,0 cc Solution A: Solution B:
REPOS CE CEA: 5,0 gr MgSO:.7H20 ..... 10,0 gr I CHPO NE 5,0 NAGINE=S ues 0,5 Eau distillée ....... 25 0'cc FeSONM Le ke, 0,5 MNnSOS2ELO 0,337 Eau distillée ...... 125,0 cc
Nous avons fait subir quelques modifications à cette formule :
a) DESCOURAUX, au cours de ses recherches sur les Dermatophytes, a démontré la nocivité du sodium pour les cultures des Teignes.
Nous, basant sur les données de cet auteur, nous avons remplacé l’Acétate de sodium par lAcétate de potassium.
b) Nous avons introduit la double quantité de glucose (20,0)
dans notre milieu. Cette dose correspond à celle employée dans le milieu d’épreuve de SABOURAUD.
Nous espérions ainsi pouvoir améliorer la croissance. En définitive, nous avons employé le milieu suivant:
AGétäterdetpotasser Penn F0 GDS GI COS CRE rh une re SOA re 20,0 ASDAE AIME ni Re COUR 0,25 HEVDIOpDhane sr ere 0,10 CyStUme remet 0,10 SOlUHON A TE M RE ET D'OPACC SOLULION EP ST RE OR At ES OCE:
GUANITE SET RAREMENT 0,005 gr.
A TRI MT TU LE 0,005 XANTHINE ANR RP PSN Ee 0,005 LACS ARR AM ARE ER ER 0,005 Faucsullée SERRE REC 500,0 cc.
Nous avons fabriqué simultanément le même milieu, mais solide, en ajoutant 10,0 gr. de gélose à cette formule = Milieu C.
D'autre part, nous avons employé un autre milieu de culture dans cette série: le milieu à la tyrosine de DEscou- RAUX, dont voici la formule:
Phosphate monopotassique 1,0 Chloruresde Calcium er er 00e 0,10 Sulfate de magnésie ........... 0,50 Silcates de polasse nr 2 7 0,30 Eau dis {lé RER REEere 1000,0 GIUCOSe DUT RP RER 40,0 ÉNTOSITES VA RNA PERRRE 5,0 Solution de KOH N/10 ........ 3) A DAT ATALI DES CN TERRE à 1,8
L'emploi de ce milieu nous permet de vérifier les résultats obtenus par DESCOURAUX et de comparer les cultures obtenues sur le milieu de LANDY et DICKEN.
Avant de définir ces substrats, il faut faire quelques remarques en ce qui concerne la Tyrosine dans le Milieu D.
DESCOURAUX ayant établi cette formule, note que le pourcentage de Tyrosine a été pris à dessein inférieur à celui de peptone utilisé habituellement et qu’on se trouve d’ailleurs presque à la limite de sa solubilité. En nous reportant au tableau du chapitre troisième de la partie théorique (1-tyrosine 1 : 2491 à 17°) on peut constater que la limite de solucu . déjà dépassée. La Tyrosine est en effet plus soluble à chaud.
— Al —
Nous avons effectué l’essai suivant: En chauffant le milieu à ébullition, toute la Tyrosine se dissout, tandis qu’en laissant refroidir, le liquide se trouble de plus en plus et la Tyrosine se recristallise.
Nous chauffons le même milieu une seconde fois et nous ajoutons la gélose au liquide clair. Le tout est alors porté à l’autoclave pendant dix minutes à 115-—120°, ce qui permet de faire fondre la gélose. On retire ensuite de l’autoclave, ramène au pH expérimental et met en tubes que l’on stérilise. Les milieux solidifiés ne se troublent plus ou se montrent tout au plus opalescents.
À la suite de ces résultats, nous nous sommes demandé, pourquoi la présence de gélose est capable d’inhiber le trouble du milieu, c’est-à-dire la recristallisation de Ia Tyrosine. Nous croyons pouvoir expliquer ce fait par la fonction protectrice de la gélose. Elle est donc un Colloïdoprotecteur.
‘Il serait intéressant de faire des recherches pour établir, s’il existe une différence dans la croissance entre les cultures ensemencées sur des milieux de composition moléculaire et celles ensemencées sur des milieux de composition colloïdale.
Nous nous contentons cependant de ces remarques.
La réaction du milieu.
C’est une question très importante. Il y a des bactéries qui ne poussent que dans une zone ionique assez étroite. Il faut donc chercher le pH optimum pour chaque germe envisagé.
SABOURAUD a eu recours, pour apprécier la réaction des milieux, aux indications données par le tournesol. Ces indications sont en somme assez rudimentaires, étant donné que l’on se borne à chercher à peu près la neutralité, et que le tournesol ne fournit que des approximations.
DESCOURAUX a serré davantage cette question. Il a mesuré la réaction de ses milieux au moyen. de la notation en pH, et il a recherché comment il convenait de les ajuster pour trouver les meilleures conditions au point de vue du pH pour les cultures des Dermatophytes. À la suite de ses résultats il conclut que, pour les cultures des Dermatophytes, le pH optimum des milieux est compris entre 6,5 et 6,9, c’està-dire légèrement acide. Nous nous basons sur les données de cet auteur.
L'ajustement des milieux.
L’ajustement se fait au moyen du papier LYPHAN * qui nous permet d’ajuster le pH avec une précision de 0,3. La
* Lyphan: Medicina S. A. Vaduz: Liechstenstein (Suisse).
AO ee
bande est imprégnée d’un indicateur et de couleurs comparatives. On plonge la bande brièvement dans la solution, de sorte que toutes les couleurs soient bien couvertes, et on compare ensuite l’indicateur, de face et à contre-jour et détermine le pH en consultant l’échelle imprimée. Les valeurs intermédiaires sont estimées.
Nous employons comme solutions d’ajustement: KOH N/10 et KOH N suivant le degré d’acidité. |
Tous nos milieux synthétiques sont dorénavant ajustés au pH 6,6—6,8.
Mode opératoire,
1° Préparer la solution minérale à laquelle on ajoute le glucose, les acides aminés convenants et les corps puriques.
2° Chauffer vite à l’ébullition et ajouter au milieu clair la gélose. Le tout est porté à l’autoclave pendant 10 minues à 115—120°.
3° Retirée de l’autoclave, la solution est ramenée au pH 6,6—6,8.
4° On filtre rapidement sur coton hydrophile mouillé; on met en tubes que l’on stérilise pendant 20 minutes à 120°.
S'il faut ajouter des vitamines, on laisse refroidir les tubes stérilisés jusqu’à 6070", et on ajoute aseptiquement les facteurs de croissance comme nous l’avons déjà fait dans le chapitre antérieur.
Nous garderons cette technique pour toutes nos préparations de milieux.
ad. 4°: DESCOURAUX n’a stérilisé les milieux que pendant 5 à 10 minutes, sans dépasser 110°. Mais nous avons souvent constaté que ces milieux n'étaient pas stériles pour l’ensemble d’un lot de tubes préparés. Nous les avons donc stérilisé comme indiqué cidessus.
Résultats.
Les cultures ont commencé à se manifester dans les Milieux B et C au bout de quinze jours. Après un mois, les cultures avaient un peu progressé, mais les résultats sont en somme médiocres. Les colonies sont très chétives. Au bout de deux mois on ne peut constater aucun progrès.
Le Milieu D donne des résultats semblables à ceux obtenus par DESCOURAUX. Ces cultures commencent à pousser au bout de 13 jours et se développent au cours d’un mois. Agées d'un mois, elles montrent l’aspect décrit par DESCOURAUX.
SUITE
Nous revenons dans ce chapitre à l’étude de l'influence des vitamines en utilisant les milieux précédents.
Nous employons intentionnellement les Milieux B et C, malgré les résultats médiocres obtenus antérieurement. Nous avons pensé que ces milieux seraient peut-être susceptibles de fournir des différences plus appréciables que ceux de SABOURAUD et qu’en cultivant notre organisme sur ces substrats, nous pourrions plus facilement constater les différences de rendement en fonction des diverses quantités de vitamines ajoutées. Un raisonnement analogue nous a guidé à l'emploi du Milieu D.
Voici les milieux préparés:
B/0, C/0, D/0: milieux simples sans vitamines. BL C/1:D/1: 120: B,; Nicotylamide; B;; Pant. de Ca; Biotine.
30}: B,; Acide folique.
B72°C72,D72; 1,2;: B,; Nicotylamide; B:; Pant. de Ca; Biotine.
0,37: B:; Acide folique.
BP 673 D5: 0,012y: B,; Nicotylamide; B;; Pant. de Ca; Biotine.
0,003y: B;; Acide folique.
B/4, C/4, D/4: 120: Nicotylamide; Pant. de Ca. 30: Acide folique.
B%:C/5:D75: 1,27: Nicotylamide; Pant. de Ca.
0,3;: Acide folique.
B/6, C/6, D/6: 0,012y: Nicotylamide; Pant. de Ca. 0,003y: Acide folique.
PT nE,
Nous exprimons les résultats dans le tableau suivant.
Ensemencé | B/o | B/1 | B/2| B/3 | B/4 B/5) B/6 (it D). 1) OO + +) + 25 JOURS Re: + +) Fe + HOMOUES 2. | Je 2e) + ee. 2 | se se
ISÉJOULS REZ 0 Mes ps Le Le ne > zu | | 4 > | + 2) ue de AN 2O0IOUrS SRE se) sr PRE é | RERO Lee: +2 30 jour + | de . nil DUTOUTS 2e ce ++ ++) Per Een + ++ | a | | | | | D/o | D/1| D/2 | D/3| D/4| D/5 | D/6 RE re CE ID ER 0 Ha A u HT IOUTS ere OR sr + + == + — | | | | : | L L | ++ _ SBODTS TRE di jo Rep ein Ar EES ne | | 5 jour ne + ++ ++ 2OHOUTS EE Me pur Pere dre DE RER mt de | CRE EN NE RE ER 1 | ++ | ++ SUÉJOUTS D Re Re AS 2.
| | Interprétation:
Contre notre attente, les Milieux B et C sont donc inaptes pour déterminer une différence entre l’action des diverses concentrations vitaminiques.
Dans le Milieu B, la différence n’est pas perceptible.
Les résultats du Milieu D sont toutefois plus nets.
En comparant les résultats du tableau 3 à ceux du tableau 2, on peut néanmoins constater que les fortes concentrations (A/1, A/4; C/1, C/4; D/1, D/4) semblent favoriser la croissance.
TENUE
Conclusion générale:
Il nous semble que les facteurs de croissance ne jouent pas un rôle aussi important que pour les bactéries. Malgré que l’amorcement du développement de notre Dermatophyte n’en est pas influencé, trois facteurs peuvent être considérés comme favorisant sa culture, ce sont: L’Acide folique, le Pantothénate de calcium et la Nicotylamide, et cela en concentrations relativement fortes.
Le rendement n’est pas plus grand, mais les cultures semblent plus luxuriantes et plus denses.
CHAPITRE SEPTIÈME
MILIEUX SYNTHETIQUES. (SUITE.)
Après l’échec obtenu avec les Milieux B et C de notre première série, nous avons pensé qu’il serait possible d’obtenir de meilleurs résultats en utilisant les éléments figurant dans le Milieu D qui ont nettement favorisé la croissance de nos cultures. Pour cette série, nous avons donc surajouté des éléments qui faisaient partie des Milieux B et C. Ce sont la Tyrosine comme aliment azoté et le Chlorure de calcium. Tous les autres substrats figurent déjà dans la formule.
Nous avons changé en même temps le taux du glucose et de la Tyrosine pour déterminer jusqu’à quel point le développement dépend de ces deux éléments. Pour la même raison, nous avons préparé un milieu complètement dépourvu de glucose, respectivement de Tyrosine.
Nous donnons ci-dessous la composition de ces milieux.
Acétate: dé potassé COS:
GIUCOSER M ET RE PEER 20,0 ASDATANINO EL AE Ten ur 0,25 depiophane, APS eee 0,10 LEDCIRÉ SR SE PTE 0,10 :
CVS NET Re En TRS 0,10
EN TOS TRE RL RE RE SEE 1,50 DORFION SAME ER RER HOSECE SOON RER. ALAN Ne CURE D, 02 20cE:
ÉHANIN OPA RE LUNA UNE 0,005 gr.
NADINE MAT LRU PRET TRR 0,005 AAÉDIRE DOTE CT UE 0,005 UTC CRE RER A RE 0,005 Chloraresdesealéiumes 2e 0,075 FanédisHlCeRteRre ire 900,0 cc.
GÉIOSE Re ES ci 10,0 gr.
DE
Le taux en chlorure de calcium correspond à celui du Milieu D. La proportion de Tyrosine a été diminuée par rapport à celle du Milieu D, puisque sa solubilité est réduite en présence d’autres acides aminés.
AUeraleMde Dotasse MAL. Los 6,0 gr.
CATICOS CRE MANS NT Lit nu —
A DNA NC OA TS 0,25 DV DIODRANE MR RUE. 7, 0,10 CTP 0 INR I ER 0,10 ÉAEUNENS. CHARS ARNO RSR 0,10 HNFOSMeMeMenQrIAL ANSE TIC, 1,50
DS ONRORRA MERE 2 eus ROMECC:
SOLUCE AC MR TA RL MEME DUMECC
CADRE MRRER AMIS eS cent 0,005 gr NAT OR nee ren 0,005 ACICHIRÉMS MIRE nu Re diurne 0,005 CACHE ANRT er de Le 0,005 Chloruretde-Calerum ess 0,075 PARUS ee one à 5000 cc:
OS NE M Ce dar 10:0MEr
pH — 6,6—6,9.
ACCLale sde potasse Lan eu 6,0 gr.
CHCOS CRE RU de OT Th mue 20,0
RE EME INCONNU 0,25 EVODHAUO RER ER reste 0,10 LEO TTIS MN RE EE ER PR 0,10 CS ÉL MR P E EAT iRe " 0,10 LOS NOR ER eee _— SOON AE D eine cree Un 5,0 cc:
SORULION=SR 2er RUMETUE Ie HUM CE CHA DIR CREER RE ne 0,005 gr.
D DOUNIA ES FER RS
DV LEE ee PE SC PRES 0,005 (OTRS TE RE DESERT RES APE CET ES 0,005 Chlorure de calcium... 7..." 0,075 Paradise nor nue 500,0 cc.
lo RS A aline nine 10,0 gr.
pH — 6,6—6,9.
A titre comparatif, nous avons employé le même milieu,
mais renfermant de la peptone à la place d'acides aminés et de corps puriques.
Acétate de potasse ............ 6,0 gr.
LC OS CR M rie an 20,0
Pebionenm et Rue iss, 5,0
SOON ASE mens te HO0CE NOTÉE PE 10 RUN RO SN RER RER SOEACE Chlorure decalcium .......... 0,075 gr.
Pandoc eee et 500,0! ce:
ONCE SORT A RE RE 100 EST
Résultats:
Au bout d’un mois, les résultats des Milieux F et G sont tout à fait médiocres. Seul le Milieu H a fourni des cultures appréciables. Nous avons cherché la cause de cet échec. On a supposé que les milieux contenant du glucose se sont probablement altérés à la suite de la stérilisation. En dépassant une certaine limite de température, le glucose, produisant du caramel qui empêche le développement, altère le pH du milieu et rend ainsi impossible la croissance de notre Dermatophyte. Le jaunissement de nos milieux confirme notre hypothèse: Nos milieux ont été surchauffés.
Il est intéressant de citer à ce propos les constatations indiquées dans le Journal Suisse de Pharmacie (21):
Le Jaunissement des solutions de glucose.
Les solutions hypertoniques de glucose jaunissent par suite de la stérilisation. Le jaunissement est fonction du pH. Les solutions de glucose à 50% ont un pH variant entre 4 et 4,6; elles jaunissent après une stérilisation de 20 minutes à 120°. Si le pH est ramené à 3,0, on n’observe aucune coloration avec du glucose pur. Il faut donc ajouter à 100 cc. de solution de glucose à 50% 1 cc. d'acide chlorhydrique décinormal, si le pH ne joue pas de rôle dans l’expérience envisagée.
Nous avons effectué cette série de recherches une seconde fois en évitant soigneusement chaque surchauffe.
Voici les résultats obtenus:
| Ensemencé E F G H | he d' | | SHOULS EEE - AE, | l10urS ES | + é | de APE RAMOUrTSEE ARS | | +. nn DÉtours | née] Led Free, A0rjours 228% on mi spl
Interprétation:
Comme on pouvait le prévoir, la croissance la plus importante s’est manifestée dans le Milieu H, contenant de la peptone. Le Milieu E renfermant du glucose et de la Tvro-
AO EE
sine, est supérieur aux Milieux F et G. Mais les cultures sur ces milieux ne ressemblent de loin pas aux belles cultures types de SABOURAUD.
Comme ces substrats ont donné des cultures relativement pauvres, nous avons pensé à combiner le milieu tyrosiné de DEscouraux (Milieu D) avec le Milieu B de LaNDY et DickEN, en employant comme base minérale exclusivement celle de DESCOURAUX et en introduisant la Tyrosine comme aliment azoté supplémentaire dans le milieu de Lanpy et DICKEN. — Nous supprimons donc les solutions A et B, contenant la base minérale du milieu de LANDY et DICKEN.
En même temps, nous essayons d’examiner l'influence de la Cystine, de la Tyrosine et du glucose en préparant des milieux avec et sans ces éléments.
Pour simplifier notre exposé, nous allons indiquer sous la dénomination milieu synthétique I le substrat de composition suivante:
Phosphate monopotassique .... 1,0 ÉéhloruretderCalciumie tt..." 0,10 Sulfate de magnésie ........... 0,50 Silcatesde-potasse 2: 275,14 0,30 SOA DR OT Pen inue 0,50 RD IODD AE RL AE ire lue 0,20 PSC ROR l mencionc 0,20 LIGNE Re 0,01 LEE Ge Li et du 0,01 AMÉDINeMEL EL LS NE TES 0,01 DRAC OR eu 0,01 PAUSE RER en 1000,0 HÉTOS CRE TE RL a CN Les 20,0 MILIEU I:
MileussSvnthéetque een 100,0 COCO RETIRE. AE ns 4,0 SDS NO ARS PAR UM 02 0,5 OS PT ER is SNannre tie 0,2 pH — 6,7—6,9.
Milieu-synthétique TL .::....:... met: 100,0 ARTE CR CE PE EE 4,0 AO SRG TR de er ae 0,5 ÉNERGIE -—
pH — 6,7—6,9.
Milieussynthétique: EME es 100,0 CS PR ER Re DE TE 4,0 LENS NE MORE PA MR TR UE — ST OP ee de vetevs ee 0,2
pH — 6,7—6,9.
Milieu synthétique Me CR ere 100,0 GEO TE, ER OR —- (ÉYCOSINC LS ON RE OR 0,5 CvStine rase I CITE —-
pH = 6,7—6,9.
Milieu synthétique er ner 100,0 Glucose MAR P RER Eee — Tyrosiné: 2 Tee — CYSURE TE ERP RER PERTE —-
Milieu/synthétiques Re Ce 100 GIUCOSELL ES RS D AE 4 ENTOSIN ES 2 on Le 2h LRU CERTES 0 CyStNE TS RS NE RE — pH — 6,7—6,9.
Nous exprimons les résultats obtenus dans le tableau 5.
Ensemence LA KO D MANN 8 re He ele : _ : — == HR — 15 JOUPS Pme en æ + ++ == + + LODAIOUTS EME er tt Het does + ee PHOTOUES EMEA EEE Se RTE 2e +| +++ 40 JOUÉSE me SRE RE PSE +| +++ ion.
On peut constater que les milieux contenant du glucose et de la Tyrosine sont supérieurs aux milieux dépourvus de ces éléments. Le rôle de la Cystine ne semble ni favorisant ni inhibiteur.
Notons encore que la Tyrosine n’accélère pas la vitesse de développement, mais qu’elle augmente la luxuriance des cultures.
En comparant ces résultats avec ceux obtenus sur les milieux précédents, nous pouvons cependant constater une amélioration du développement de nos cultures. — Quoique les résultats soient plus favorables, ils sont encore loin d’être satisfaisants.
Nous allons essayer d'améliorer les milieux de culture en examinant plus particulièrement le besoin azoté.
L’'ALIMENT AZOTE
En abordant cette question, DESCOURAUX a essayé comme aliment azoté une pâte d’acides aminés préparée par les ÉTABLISSEMENTS POULENC. — Ce produit, analogue au Nuoc- Mam annamite (22), mais beaucoup plus pur et constant, est une pâte obtenue par concentration dans le vide à une température inférieure à 70°, des liquides analogues provenant de l’autolyse des poissons.
«Convenablement déféquée, la solution provenant de cette pâte, fournit une quantité importante d’acides aminés, dont la détermination n’a pas encore été faite, ni les proporlions relatives fixées. Toutefois, il semble que la Tyrosine, la Leucine et l’Acide glutamique en forment la majeure partie. Le Tryptophane y est assez abondant, et, comme permettaient de prévoir les travaux antérieurs sur la constitution des laitances de poissons, l’Arginine y entre également pour une part relativement assez importante.»
DESCOURAUX a obtenu de bons résultats à l’aide de cette pâte, mais il déclare: «Malheureusement, son emploi nous rejette dans le défaut auquel nous voulons parer, de la substance définie par sa fabrication ou sa marque.»
«Or, on a vu que, dans ce produit, les acides aminés les plus abondants sont: Tyrosine, Leucine, Acide glutamique et Tryptophane.»>
Nous allons donc préparer des milieux contenant de la Leucine et de l’Acide glutamique, et cela à concentrations différentes.
Comme base minérale, nous employons celle de DEs- COURAUX, de composition suivante:
Phosphate monopotassique ...... 1,0 Chlorure de calcium". .7.. 0,1 Suliate der Mmagnesie 222. dre ne 0,5 Silicatérde pOtasse 1.2... 10. 0,3 PAS ie Re nn nc, 1000,0 CRIS te à a à 20,0
CCOS CR NAME SPAM 40,0
Dans notre exposé, nous désignerons dorénavant cette formule sous la dénomination milieu synthétique II.
Comme aliment sucré figure le glucose. DESCOURAUX a démontré, au cours de ses recherches, la supériorité du glucose sur les autres sucres. Il écrit à ce sujet: «Comme aliment sucré pour les milieux établis avec des éléments purs et chimiquement définis, en vue de la culture des Dermatophytes, nous proposons donc le glucose».
Voici les milieux préparés:
Milheursynthétique LIT ee 100,0
LOUCIR ER NES PAR CE PRET INR 0,8 MILIEU Q
MAilenisynthe tiques rer 100,0
AGIT ESTUTANTIQUEN EN ETRR EE RREUR 0,1 MILIEU Q/2:
Milieussynthétique He ere 100,0
Ncidés SslUTaMIQUES EPP EE 0,3 MIPIEU 073:
MiHeunSYMhÉDAUeMIR FPE PTE 100,0
ACIUCTONLIAMIQUES Se CERTES 0,5 MILIEU Q/4:
Miles Yan héDqUenLI CPR PEER 100,0
ACIdePCIUIAMIQUE EE AE ANNEE 1,8
pH de tous les milieux — 6,6—6,8.
Nous allons donner ci-dessous les résultats obtenus.
PEo —
Ense- | by ; P2/NP/32) P/4 ae / / / Q/1 | Q/2) Q/3 Q/4 | 12 j = e = “ + = .
15 j dr F3 Le + ete ++ ++ AE 20 ee Es on Es oat J 2AeE Ho t Spa HN 28 ] Ed. Je + - Te Re nee a Ne ele 39 | HH+lH4+E) +++) +++) HO +++) +444 ++++ + SEE SE Du) | il 15 Il Il | J EPA Il è 40 j +++) +4) RE) EEE 4444 4) + ets Interprétations:
Pour la première. fois, nous avons obtenu des résultats non seulement équivalents aux belles cultures types de SABOURAUD, mais même quelquefois supérieurs.
Les Milieux Q/3 et Q/4, contenant de l’Acide glutamique, sont nettement supérieurs à tous les milieux étudiés jusqu’à présent. Les cultures sur les milieux de SABOURAUD commencent à pousser un peu plus tôt, mais le développement ultérieur de notre Dermatophyte se fait aussi bien sur l’un que sur l’autre milieu.
Les cultures des Milieux P/1, P/2 et P/3 sont médiocres. Elles paraissent très maigres et présentent des aspects de souffrance. Les cultures sur les tubes P/4 sont assez appréciables, mais toujours inférieures à celles obtenues par les Milieux Q/3 et Q/4. Ces dernières sont plus brillantes et leur aspect devient plus caractéristique après un mois.
Il faut mentionner encore que lestiheuxeP/AP/2;%P/3 et Q/4 se colorent légèrement en jaune.
Encouragé par ces résultats satisfaisants, nous avons décidé d’étudier systématiquement d’autres acides aminés en préparant les milieux de composition suivante:
Niheussyathétiquetin "0. ....... 100,0 Hhén EAdlanine Pere er EL 0,1
Ts
Miheussynthétique Ile este 100,0
Phényl-alaninestfr one Peer 0,3 MILIEU R/3:
Mileu’synthétique Ile 07 100,0
Phénykalaninmen "re tr MER Enr 0,5 MILIEU R/4:
Milieu synthétique El ere. 100,0
Phényialanine tee Rene, 1,0 MILIEU S/ 1:
Milieu Synthétique Tee 100,0
GISCoCoIlLE CRE SR REP 0,3 MILIEU S/2:
Nilreu-syuthetque Ter 100,0
GISCOCOE RS ERP SR RE RP ES 0,6 MILIEU T
Nileu-synthénque Teese 100,0
ÉÉVOLODHAHEN EE SRE ER 0,3 MIEIPUrT 2: k
Milieu syhthétique ere ee 100,0
FTyDIOphATÉ RSS RER RE 0,6 MILIEU U/1:
Milieu synthétique rer 100,0
ASDAFAPINE. AA CRISE AL TRS 0,3 MILIEU=U/I:
Niheu-synthé tique eee rt 100,0
ASDATAPITE ER CR ee 0,6 MILIEU V/1:
Mileussyathétique TRE PRE 100,0
CN SUN E RS EE TER
pH. — 6,6—6,8.
Ces deux derniers milieux se préparent en dissolvant la cystine séparément avec un peu de carbonate de potasse. On l’ajoute ensuite au milieu.
Nous avons d'autre part repris les Milieux P/3, P/4 et Q/3 et Q/4 de la série précédente.
On note les résultats suivants:
RE nv
Ense- : : ; Deal ; DRN À
nd RAR 0201701 28; 1. . 80: AO S/1 ARE ORNE PET RS S/2 — + . + Fe Rail “ AL — + + + LL Le .n © 4 SERA) FOR “ x . , U/1 — Uolberas ++) +4 Hu U/2 M RENTE, ++ V/1 —Ù + +4) +4 ++ ++] a V/2 2e +] us SR ET. — NU pal HE +44 he * Due Ce RAT RE ae Q/3 | +| ++ dd Nu he ut
Don VAE + f Q/ | | +++ EE++ +ÈFT +HHHH ELHL+
Interprétations:
Lès résultats exprimés dans le tableau ci-dessus indiquent que les Milieux Q/3 et Q/4 sont nettement supérieurs à tous les autres milieux préparés.
Sur les Milieux R/1, R/2, R/3 et R/4, contenant de la Phényl-alanine, aucune croissance ne se manifeste. — Les rendements obtenus sur les Milieux S/1 et S/2 confirment les mauvais résultats indiqués déjà par DESCOURAUX.
Ce qui frappe ici, ce sont les résultats concernant le Tryptophane. Cet aliment étant indispensable comme première source d'azote à la plupart des bactéries, ne paraît avoir aucune importance dans la culture de notre Dermataphyte.
Les Milieux U/1 et U/2 contenant de l’Asparagine donnent des cultures appréciables, mais peu caractéristiques.
Aïnsi que nous l’avons mentionné dans un chapitre antérieur, certains auteurs ont pu constater un rendement important par l’addition de Cystine à leurs milieux de culture. Nous avons voulu vérifier ces constatations. Le tableau 7 démontre que nos essais sont restés sans résultat notable. La Cystine ne semble pas inhiber la croissance, maïs elle ne favorise pas non plus la culture de notre Teigne. 11 semble que la Cystine ait plutôt une action retardatrice sur la crois-
CRNEG
sance de notre Dermatophyte. Des constatations analogues ont pu être faites par PERDIGON, F. BOUQUET, Mile MAZAUDIER et Mille Goparp (23) sur le bacille tuberculeux; ces auteurs concluent:
«L'acide cystéique ou l’acide aminosulfonique-3-propi onique inhibe la croissance du bacille tuberculeux sur le milieu synthétique». ,
Les travaux de M. FROEHLICH (14) aboutissent à la même conclusion en ce qui concerne les Sfaphylocoques.
Ayant étudié l'influence sur la croissance de notre Dermatophyte de chaque acide aminé employé individuellement, nous avons voulu fixer d’une façon définitive les besoins en acides aminés de ce champignon pour réaliser un milieu optimum.
Nous avons donc effectué différentes associations d'acides aminés dans une nouvelle série de milieux de cul-
ture. — Nous en donnons ci-dessous la composition:
MILIEU 1/a:
Milieu sSynthétquentie ere 100,0 ÉTEND RE LT Rae 0,1 Acide elitamique Ce et re 0,1 ENCOSIN EE RD EPS RAT RUN 0,3
MILIEU 1/b:
Milieu sYnthehquede ee 100,0 ÉCUCMEET MSN REA RAT PETRE 0,3 ACidelutamique Re 0,3 ENTOSITEN SE. 0 RU NE 0,3
MILIEU 1/c:
Milieu Synihétiquenl entre eee 100,0 FEUCINCNE MERE LE RE pe ne 0,5 ACIUE MU TeMTMTERTEMS TRS AUUE 0,5 FNFOSMET ERP PERTE ET Ne Ur 0,3 MIAEUSE/d:
Milieu SYnthéGate re 100,0 Leucine. ES LT RNA RE 0,8 ACIde 2IUtaDiIQUe PP RC RER 0,8 LNTOSETE EE OT CREME EE 0,3
pH — 6,6 —6,8 Dans ces milieux figurent les acides aminés qui se sont montrés les plus favorables pour la croissance de notre Dermatophyte: Tyrosine, Leucine et Acide glutamique qui y
sont employés à des taux différents pour réaliser le milieu optimum.
D'autre part, nous avons préparé une autre série renfermant en plus des substances citées d’une part de la lécithine et de la cholestérole, et d'autre part à la fois la cholestérole et l’huile d’olive.
by
La lécithine a été utilisée par SABOURAUD pour certaines cultures de Dermatophytes avec des milieux au jaune d'œuf. Voici les milieux préparés:
MILIEU 2/a:
Nilieuesymihétiquer Ile SR 100,0 ETS ee PE NN SN PER EE PRE 0,1 CRE NITAMIQUE- ANS En en 0,1 ATOME PM utrai ro Se ne More 0,3 ÉCART ne 0,5 OO I CTI RER de Pen icoens 0,5 MILIEU 2/b:
MTS VA INÉAUCÆLLE.:7.2... 0... 100.0 ÉCRAN Re RE. |. 0,3 Gide SITPAMIQUeM ER RAIN EE 0,3 IRON MT RON PER PE RE 0,3 RÉ INe eo oN 0,5 CHOLES I CTINE RS MMA TRMONER LAS 0,5 MILIEUR2/7C:
NUHCUESVAIhÉHQUEN IE Sn 100,0 POUR RE NNNE R e LEeL e e ; ACID RCI AMAIQUEN 2 un. ue due 0,5 TESTS MES RE TT PERTE 0,3 ÉCRIT OR Ne RO RE ne nie Li (02) CHOSE ER ae eut 0,5 MILIEU 2/d:
PANNES Va thé LLEr EPA 100,0 ÉD tes SR ne RE RAP ET 0,8 NCde el AMIqUeR re aurt 0,8 NÉ OS ER EE ll re mu 0,3 ÉCHOS TR RE Tue de 0,5 CIO ES SE POS OEM NE PR REE 0,5
MILIEU 3/a:
17 ee ES MERE RE RER ER 100,0
BND CITE PORN RS UML RL nee 1,0
PAS R OIL MERE CE RS gtts.XX MILIEU 3/b:
NO RS LS A ANS NE RER RSS
RM AUIOLINENER SE Eee LL gtts.XX MILIEU 3/c:
NASA CREER RAS Cu à 100,0
Cholestérimens 72... A dr in Te 2 1,0
ÉUMOUOLNERESSEE ee. gtts.X X MICIEUSS/d:
NO AL CR RE ie. 100,0
PhOLES ÉLIRE NE nd nu et ee 1,0
PDT ONE RE or gtts.XX
pH — 6,6 — 6,8
EDS
En ce qui concerne les Milieux 2/a — 2/d, nous avons tyndallisé la lécithine et la cholestérine à part pendant une heure et trois jours consécutifs. On les ajoute aseptiquement aux milieux.
En préparant les Milieux 3/a — 3/d, on triture la cholestérine avec l’huile d'olive, puis on tyndallise de la façon indiquée ci-dessus et on ajoute le tout aseptiquement au milieu. Les Milieux 3/a — 3/d sont liquides et ne contiennent, par conséquent, pas de gélose.
Nous exprimons dans le tableau 8 les résultats de cette série.
Ensemencé |10]j.115]j.| 20j. | 25j. | 35j. | 45j. 1/a Se See 1/b en Nr 1/6 Eee ne 1/4 Ro ne Re ner
| | k Ÿ S 2/a +++) JÉTER LEE) ete ler 2/b ne nt en tn ee 2/c Den en 2/d | _ = = = = Le 3/a Be ein +++) +44) +++ 3/b . se ES JON NE) +: S'SSSR 8/d 1< PRE ER + & a
Interprétation:
Il est surprenant que l'association des trois acides aminés les plus actifs donne des résultats inférieurs à ceux obtenus sur les Milieux Q/3 et Q/4 contenant de l’Acide glutamique seul. Les Milieux 1/b, 1/c, 1/4 donnent ceperdant des résultats supérieurs à ceux obtenus sur le milieu tyrosiné seul (Milieu D/o) et celui renfermant de la Leucine seule Milieux P/3 et P/j#).
Les Milieux 2/a et 2/b fournissent des cultures remarquables, mais toujours inférieures à celles des Milieux Q/3 et Q/4. Le Milieu 3/a contenant de l’huile d’olive et de la cholestérine ne produit que des cultures médiocres.
Les Milieux 2/c, 2/d, 3/b, 3/c, 3/d semblent être restés stériles. |
Ces résultats nous engagent à modifier la teneur des éléments azotés. Nous maintenons l’emploi de mêmes éléments.
Les milieux préparés sont les suivants:
MILIEU 4/a:
Milteuesynthéetiquetvilr::,:......4. 100,0 RÉ UC A en nn nue «pee ue 0,2 AGE SIUTAMUQUE LG one 0,3 TR SNOR PR PPT Re 0,2 MILIEU 4/b:
Milensevnthétiquentie "tr... 100,0 PORC Re RAT Rd ee 0,4 AVE et EE CE CORP 0,6 SOS IRON de du à ee bee 0,2 MILIEU 5/a:
NT AR ARR en 100,0 HOSTILE en DL Len ele à 0,5 RÉ CL One ne ein. ma ae 0,5 MILIEU 5/b:
NE URL DR R E anrte à 100,0 CHOIESLELINe Re nt. 0,5 CCE M 0, Lin 0,5 MILIEU 6/a:
Nireuaesyntinétiques [TZ 1.5.7. 100,0 ÉUCNOR RR nn oee don MAN 0,2 Peer ILIAMIqUe 0: near e 0,3 TON TT ER SR RENE ee 0,04 CHOC SLÉRIMOT EL Ur PM NME ae ee 0,5 LITE SOIN OR A CET RES, APE gtts.XX
sans gélose
MILIEU 6/b:
Milieu synthétique Il me 100,0 LenCinE Te ER EE 0,4 Acide: Sl0tamique PRE 0,6 TyrOosMéÉLE ES ASC AMEN RER 0,04 Cholestérine ER RS SR PERRET Re 0,5 Huile «d'ohversseeeReveen gtts.XX
sans gélose MIFIEUS/772a;:
Milieu 6/a + gélose MILIEU 7/b:
Milieu 6/b + gélose
Nous exprimons les résultats dans le tableau ci-dessous.
Ensemencé LOT 12074690 NN 4/a AN AURAS SE AN En 4/b SIN 2 RU SR Etes 5/a + +4) +4) +44) + de ne ou 6/a DR DR ee 6/b + RER EN ee - ++) ter 7 /a NV 1 7 ++) +44 7/D ANS pen rae
Interprétation:
Le meilleur développement se manifeste dans les Milieux 7/a et 7/b. T’emploi de la lécithine — sa stérilisation ayant été faite avec de grandes précautions — ne semble pas donner un rendement supérieur, fait déjà démontré par DESCOURAUX.
À l'observation rigoureuse on ne peut constater qu’une différence minime entre les cultures des Milieux 7/a, 7/b et 5/4 307:
Ale
De l’ensemble de ces recherches, nous nous croyons en droit de tirer la conclusion suivante: L'emploi de la lécithine, de la cholestérine et de l’huile d'olive n’est pas justifié et la préparation de ces milieux exigerait un travail compliqué, superflu et inutile.
Pour finir les essais de ce chapitre, nous nous sommes encore adressé au Milieu Q ne contenant que l’Acide glutamique seul comme aliment azoté et se montrant le meilleur milieu synthétique. Nous avons ajouté en même temps les trois vitamines qui avaient favorisé la croissance de notre Dermatophyte; ce sont: l’Acide folique, le Pantothénate de calcium et la Nicotylamide.
Le milieu ainsi établi a la composition suivante:
Phosphate monopotassique
Chlorure de. caleiums 7. .:...
Sulfate de magnésie ...........
Silicate dé poftasse 7: .2:.5x GICOSCR PC RE = PNCIUCRE LL AMIE EP ae ACHIOMTOLOUE EL Cr rte Pantothénate de calcium ......
NICOLA IdéS RS vec ere PATES ULIÉCRRRPA PR Er OISE Lee M EEE
#7 vw
M cesScseecr
mi =) =) ES£SS:
Se Oo COS D'OtaNS mi mi © N N ©
ND e
Résultats.
Les résultats sont satisfaisants et comparables à ceux obtenus sur les milieux de SaBourAUD. Les cultures commencent à pousser au bout de sept à neuf jours et se développent d’une façon luxuriante au cours d’un mois.
Pour contrôler l’exactitude de cette thèse, nous avons jugé nécessaire d'effectuer des essais quantitatifs de comparaison. Nous avons donc préparé des cultures de Trichophyton crateriforme d’une part sur milieu de SABOURAUD glucosé liquide et d’autre part sur notre milieu synthétique d’optimum cultural.
Les cultures ont été placées à 24° dans des conditions culturales toujours identiques. L’ensemencement a été pratiqué au moyen d’une émulsion homogénisée avec un nombre de germes quantitativement pareil. Le dosage des cultures a été effectué gravimétriquement en arrêtant par un cc. de formol le développement le 5°, 7°, 8°, 14°, 25°, 35° jour. Nous avons alors filtré les cultures à travers des filtres pondéraux préalablement tarés. Le mycélium qu’on récolte sur le filtre a été séché à l’étuve à 65°, puis transmis dans l’exsiccateur à l’Anhydride phosphorique jusqu’à poids constant.
PRO ee
Nous donnons dans le tableau suivant les résultats comparatifs ainsi obtenus sur les deux milieux. Les chiffres indiqués sont le résultat moyen calculé de cinq expériences ainsi pratiquées.
EP O RR RERSIS . : : 3
_semencé | Me | VE Pre E 14 j. 25 j. 35 j.
[Milieu | |
Sabouraud | + +! 0,0024 | 0,0060 ! 0,0233 | 0,0295
| | Milieu | synthétique . “a 0,0015 | 0,0102 | 0,0365 | 0,0380
LE BESOIN HYDROCARBONE ET LA REACTION DU MILIEU
Le glucose est-il indispensable à la croissance des microbes ?
ROSENBERG (24) écrit: «C’est un fait bien connu que le glucose et les substances voisines, modifient le métabolisme des acides aminés en diminuant ou inhibant complètement l'apparition de l’ammoniaque. Dans les cultures bactériennes provenant du glucose cette diminution ou cette inhibition de la production de l’ammoniaque est expliquée par le développement plus grand des bactéries en présence de glucose, source de carbone et source énergétique supplémentaire. Puisque l’ammoniaque est la source d’azote la plus importante pour un grand nombre de bactéries, on peut en effet expliquer cette disparition par une assimilation plus grande.»
Nous avons voulu reprendre ces essais en ce qui concerne notre Dermatophyte. À cet effet, nous avons préparé les milieux de culture suivants avec et sans glucose:
Milieu synthétique II ....... ne CIN 100,0
OS ID OR EER Du 2 orestrente 0,5 MILIEU W7/2:
Nulreussymtneétiquetie pr ee 100,0
sans glucose
OS DORE den ion lire e cé 0,5 MILIEU X/1:
sitieuesynthetiques ile... 25. 100,0
A CId CO CI ADEITUE see: cn 0,65 MILIEU X/2:
Mihenussynthétiquesil:.; 720.87 100,0
sans glucose :
ACC ERA MIQUE. 220 lande ee 0,65
pH — 6,6 — 6,8
Résultats :
En comparant les résultats obtenus au moyen de ces milieux renfermant du glucose à ceux des substrats dépourvus de cet aliment hydrocarboné, nous avons pu constater une diminution nette de la croissance. Nous pouvons donc conclure que le glucose est nécessaire pour l’obtention d’une culture optimum, tout au moins en ce qui concerne notre Dermatophyte.
La réaction du milieu.
DEscouraux, à la suite de ses recherches, a démontré que, pour les cultures des Dermatophytes, le pH optimum des milieux est compris entre 6,5 et 6,9.
Nous, basant sur ces données, nous avons voulu brièvement vérifier ce fait, et pour cette raison nous avons préparé les milieux suivants:
Milheussymthétiquetli resserre 100,0 Acide: sIUtamMIQUueM rer TER OTe 0,65
Milieu Y/1: pH < 6,0 Milieu Y/2: pH—6,0 Milieu Y/3: pH—6,3 Milieu Y/4? bH—6:,6 MilieutY/5:04pH—= 6,9 Nate Gp 2 Milieu Y/7: 20H :172
Résultats:
. Les résultats obtenus démontrent qu’il n’y a pas une différence appréciable entre les milieux à pH — 6,0 et ceux à pH — 6,8, tandis que le développement sur les milieux
à un pH plus élevé que 6,8 deviennent de plus en plus défavorables.
De l’ensemble de ces résultats, nous nous croyons en droit de tirer la conclusion suivante: Le pH optimum pour notre Dermatophyte est compris entre 6,0 et 6,8, c’est-à-dire légèrement acide, mais les meilleurs rendements s’obtiennent dans une zone de pH relativement assez large.
CONCLUSIONS GENERALES
De ces différentes recherches, nous allons tenter de tirer nos conclusions.
Dans une première partie de notre travail nous avons essayé d'établir un milieu de culture contenant des vitamines pour étudier l'influence des facteurs de croissance sur notre Dermatophyte. — Au cours de nos recherches, nous avons établi que trois vitamines favorisent la croissance de notre Teigne; ce sont: l’Acide folique, le Pantothénate de calcium et la nicotylamide.
Nous avons pu constater cependant que ces trois vitamines n’accélèrent pas la vitesse de développement de notre champignon, mais que les cultures sont plus luxuriantes et plus denses.
En ce qui concerne les sources d'azote, nous avons pu constater qu’un seul acide aminé semble jouer un rôle prédominant dans la croissance de notre Dermatophyte: V'Acide glutamique.
Les milieux préparés avec cet acide se sont montrés supérieurs à toutes les autres sources d’azote employées. Ce produit a l’avantage d’être meilleur marché que les autres acides aminés et les corps puriques employés.
Pour terminer nos travaux personnels, nous avons étudié le besoin hydrocarboné de notre organisme. A la suite des résultats obtenus, on a pu conclure à la nécessité de la présence du glucose pour obtenir une culture optimum.
Pour ce qui est du pH optimum auquel doivent être ajustés nos substrats, nous avons pu démontrer que la concentration en ions H peut varier dans une zone assez large de pH — 6.0 à 6,8.
Nous proposons donc en définitive le milieu synthétique suivant qui nous a donné des résultats satisfaisants:
he
Phosphate monopotassique .......... 1,0 Chlorure de Calc EE 0,1 SUITALE Te MALHÉSIC De ES RE 5
SiliCate dé potasse re CR Per 0,3 Glucose LL AM 0LS NATERENrEe 40,0 ACIAe. SITHANMIQUEN AE TE EEE 6,5 ACIde TOUR ER RER 0,003 Pantothénate de calcium... ... 0,012 NiICOIVIAMIUE PER RP CR 0,012 Eau ’distiliée ER 1000,0 (élosé. hais re RER ET 20,0
D GA RGS
C’est ce que nous avons tenté de prouver au cours de cet exposé. Nous espérons ainsi avoir pu apporter une contribution utile à la Mycologie parasitaire; puisse ce travail faciliter les recherches des Cryptogamistes et en particulier de ceux qui s'intéressent à l’étude des Dermatophytes.
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