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Par délibération du 5 août 1879, la Faculté a arrêté que les opinions émises dans les Thèses aui lui sont présentées doivent ètre considérées comme propres à leurs auteurs, et qu'elle entend ne leur donner ni approbation ni improbation.
AVANT-PROPOS
Notre joie serait grande de voir enfin terminée cette vie d'éludiant, si nous ne quittions par là même, tous ceux qui furent nos maîtres, et à qui nous adressons aujourd'hui nos sentiments de gratilude. La liste serait bien longue, s'il nous fallait citer et remercier en particulier tous ceux qui nous ont appris, imais nous avons à cœur de témoigner notre reconnaissance aux maîtres de ces dernières années. Aux professeurs Louise et Besson, de la Faculté des Sciences de Caen, aux Professeurs Denigès et Dubourg, de l'Üniversité de Bordeaux, qui nous ont enseigné les diverses branches de la chimie, à laquelle nous nous sommes tant intéressé, nous exprimons nos plus vifs remerciements. Dans les hôpilaux, nos maîtres el chefs de service nous ont toujours fait l'accueil le plus bienveillant. Que Messieurs les Professeurs Pitres et Villar, dont nous avons suivi plus spécialement les leçons cliniques, soient assurés de notre respectueuse admiration. Monsieur le Professeur Ferré nous a admis dans son laboratoire, et pendant un an, nous a guidé dans l'élaboration de ce travail ; il a dirigé nos recherches vers les points principaux qui y sont traités, {out en nous laissant une certaine initiative dont nous lui sommes profondément reconnaissant. Son enseignement nous a été d'un grand secours et, plus d’une fois, nous avons pu en apprécier la valeur. En le remerciant de l'honneur qu'il nous
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fait en présidant notre thèse, nous ne formulerons qu'un regrel : c’est que, malgré tous nos efforts, le travail de l'élève ne réponde peut-être pas à l'espoir du maître.
Que M. le Professeur Porte, de JEcole de Santé Navale, qui a mis si aimablement son laboratoire à notre disposition, MM. les Docteurs Buard et Bonnard qui nous ont aussi souvent aidé de leurs conseils, reçoivent ici l'expression de notre gratitude.
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INTRODUCTION
L'importance des propriétés bio-chimiques des bactéries pour la détermination de l'espèce est capitale, mais n’a rien d'absolu. Que les propriétés soient biologiques ou morphologiques, nous y trouvons constamment de grandes variations et ce n'est que sur un ensemble de caractères et de réactions que nous pouvons fixer avec quelque précision un diagnostic d'espèce microbienne. Ainsi, pour le bacille coli, qui a été étudié dans ce travail, quelle que soit la nature de la propriété ‘envisagée, nous la trouvons toujours variable. Suivant le milieu ou la température de la culture, les formes sont différentes. La virulence n’a rien de fixe. Les propriétés bio-chimiques elles-mêmes, dont. quelquesunes au moins sont communes à l’espèce, varient également. C’est ainsi que la réaction de l’indol n’est pas toujours positive avec tous les échantillons naturels. Les travaux de Achard et Renault sur des types de bacille coli retirés de l'appareil urinaire, les observations de Gilbert et Lion, de Vincent, Germano et Mauréa, ont abouti à cette conclusion. Les propriétés zymotiques qui semblent à l'heure actuelle les principaux éléments de différenciation entre les groupes Eberth et coli, sont aussi sujettes à de grandes variations. Rodet et Roux ont vu un coli ne pas faire fermenter le lactose. Germano et Mauréa font la même remarque sur un coli extrait des selles. Mais, ces exemples sont assez
TT
rares. L'on admet généralement qu’il est certaines propriétés communes au coli-bacille et que l’on recherche toujours pour le diagnostic. Ce sont principalement: la réaction du neutral-roth, la production d’indol, la fermentation des sucres et la coagulation du lait. Ces quatre réactions étant positives, ainsi que les réactions morphologiques -et les autres propriétés de culture, on peut conclure que l’on se trouve en présence du coli. C’est à l’étude de ces réactions que nous avons essayé d'apporter notre contribution. Nous avons consacré un chapitre de ce travail à la recherche du mécanisme de la première de ces réactions, en essayant, par des cultures de bacille dans différents milieux, au neutral-roth, de voir quelle était l'influence de tel ou tel composé dans les diverses phases de la réaction. Nous avons pu ainsi voir si nos résultats s’accordaient avec ceux des auteurs qui ont étudié cette question.
Dans un autre chapitre, nous nous sommes .efforcé de préciser quelques points au sujet de la production et de la réaction de l’indol, en particulier sur les milieux à ia gélopeplone. La chimie de la fermentation des sucres et de la coagulation du lait par le coli-bacille est connue depuis longtemps et nous n'avons pas eu à étudier celte question en tant que réaction du microbe lui-même. Mais, dans un ordre d'idées plus général, ces diverses réactions marquent l'attaque et le processus de dégradation d’un aliment hydrocarboné ou azoté, par un microbe, et doivent, semble-t-il, se produire sous l'influence de ferments solubles, de diaslases secrélées par le microbe. Peut-on isoler ces ferments ? Est-il possible, dans les milieux de culture ou dans les corps microbiens, d'isoler des diastases et de créer, en dehors: même de la vie microbienne, les réactions principales du germe ? C’est dans ce but que nous avons fait des recherches, que nous exposons dans le dernier chapitre de €e ravail.
CHAPITRE PREMIER
Préparation des cultures.
Les cultures dont nous nous sommes servi pour nos expériences proviennent des selles de nourrissons âgés de trois semaines environ. Nous avons pu, dans ces conditions, isoler facilement des cultures pures, vu que la flore microbienne de l'intestin chez les enfants de cet âge, el bien portants, est encore peu développée. Après séparation sur gélose d’abord, sur bouillon phéniqué Péré ensuite, nous avons obtenu une culture présentant bien les caractères morphologiques du coli, ne liquéfiant pas, bien entendu, la gélatine. Nous en avons cherché les réactions suivantes, qui ont ltoutes élé positives : virage et fluorescence du neutral-roth, production d’indol dans de l’eau peptonée pancréatique, production de bulles gazeuses dans un bouillon lactosé carbonaté (signe de fermentation du lactose), coagulation du lait. Deux échantillons, A et B, ont été ainsi isolés el repiqués dans la suite sur gélose tous les huit ou dix jours environ, afin de leur conserver autant que possible leurs conditions primitives de vitalité pendant toute la durée de nos expériences. Celles-ci ont constamment été faites avec les deux échantillons, afin d’avoir un contrôle qui nous aurait manqué en opérant avec-un seul. Peut-être, étant don-
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nées les races nombreuses de coli-bacille, pourrait-on objecter que les résultats obtenus avec deux exemples seuls ne peuvent être généralisés. Cette objection nous parait, en effet, très juste, lorsqu'il s’agit de rechercher des propriétés nouvelles chez ce microbe ; il faudrait, sans doute, avant de généraliser, s'assurer que ces propriétés existent chez un grand nombre de types de coli. Mais nos recherches n'ont porté que sur des propriétés déjà connues, et il nous suffisait d’avoir des échantillons possédant bien ces réactions pour les expériences que nous avons faites.
CHAPITRE, II
Réaction du neutral-roth.
Généralités.
Notre but n’est pas de faire une étude complète de cette réaction, mais d'en donner les notions permettant de comprendre le point de vue. auquel nous nous sommes placé.
L'emploi de milieux au neutral-roth ou rouge neutre (1), pour la recherche du coli-bacille est dû à Rothberger. « Le coli réduit cette matière colorante ; il fait virer la coloration rouge rubis des milieux qui en renferment en donnant rapidement une fluorescence verte ou même une coloration jaune canari avec des reflets fluorescents. » (Macé).
Mais Rothberger lui-même remarqua, qu'outre le colibacille, certains anaérobies, le b. du tétanos, le b. de l’œdème malin, donnaient la réaction fluorescente. D’après Rochaïix, certains microbes du purin d’écurie et de l’urine la donneraient aussi. Cette question a été très étudiée ces derniers temps, au sujet de la recherche du coli-bacille dans les eaux de boisson, et les auteurs, en particulier Lacomme, aboutissent aux conclusions suivantes :
(1), Le neutral-roth serait au point de vue chimique du chlorhydrate de diméthyldiamido-phénacétine. (Sicre).
1° Seul le coli-bacille peut faire virer le neutral-roth en moins de vingt-quatre heures ; 2° Une autre propriété, la production de bulles gazeuses à la surface des tubes en expérience, est caractéristique de ce même bacille.
Etudiant ensuite le mécanisme de la réaction, Rochaix et Dufourt font du virage du neutral-roth, appréciable par transparence, une propriété constante des microbes de Ja fermentation ammoniacale, ce qui est conforme aux résullats obtenus avec les microbes qu'ils ont étudiés, ceux du purin et de l’urine qui font fermenter l’urée et produisent par conséquent de l’ammoniaque. Mais, disent-ils, la fluorescence verte, visible par réflexion, n'est pas susceptible d'explication. z
Guerbel a repris la question, et, dans une expérience du plus haut intérêt, car elle reproduit in vitro la réaction phase par phase, il attire l'attention sur un fait que n’ont pas signalé les auteurs avant lui: le retour à la couleur primitive des tubes de culture de coli ayant au préalable Wiré avec fluorescence et production de gaz. C’est cette nouvelle propriété que nous avons spécialement étudiée dans son mécanisme. Mais auparavant, nous jugeons utile de reproduire in extenso l'expérience de Guerbet, car elle a été le point de départ de nos recherches.
Expérience de Guerbet. (1) Technique
« Mettre dans un tube à essai:
PAU Rene er Ac A RE, 2 10 ces.
Solution de rouge neutre à 0,25 %.. X gouttes. Linaille de iziac Ah MERE RER ENS quelques décigrammes . Acide acétique ou lactique : X gouttes.
(1) Guerbet. Comptes-Rendus de la Société de biologie 1911, page 515. (Travaux du laboratoire de bactériologie de l'Ecole de médecine de Rouen).
On tiédit le mélange: un dégagement d'hydrogène apparail. En continuant à chauffer, on voit que la coloration de rouge rubis devient rouge pelure d’oignon. Au cours de ces réactions, apparaît visible par réflexion une fluorescence qui s'accentue à mesure que la réduction du rouge neutre s’avance, el qui atteint son maximum quand la liqueur est devenue teinte pelure d’oignon. À ce moment, on décante la liqueur pour la séparer du zinc et on ajoute goutte à goutte de l’ammoniaque pure ou de la polasse normale. Sous l’influence de l’alcali, la leinte rouge brique fait peu à peu place à une teinte orangée, puis à une teinte Jaune canari, quand l’alcali est en excès. La fluorescence augmente jusqu'à ce que l’excès d’alcali dissolve le précipité gélatineux d'oxyde de zinc. La réaction du rouge neutre est alors complète: par transparence jaune canari, par réflexion fluorescence verdâtre. On peut aussi revenir en arrière dans la réaction, c’està-dire passer du jaune canari fluorescent à la teinte primitive du rouge neutre, comme cela se produit dans les tubes de bouillon de Savage abandonnés depuis longtemps à l'éluve. En ajoutant une dizaine de gouttes d'acide acétique et une goutte d'eau oxygénée, ou simplement quelques gouttes d'acide nitrique, on neutralise l'alcalinité et alors la fluorescence disparait après la coloration Jaune canari qui redevient groseille.
Et l’auteur termine par les conclusions suivantes:
« 1° La fluorescence est due au phénomène de réduction et au trouble de la culture ;
» 20 La teinte jaune canari est due à l’'ammoniaque produit dans les cultures ; |
» 3° Dans la réaction inverse (vieilles cultures au rouge neutre), la teinte jaune canari disparaît à mesure que le milieu devient plus acide (formation d'acide lactique aux dépens du glucose dans les bouillons de Savage). Il s’y joint l’oxydation de l’oxygène de l'air, car l'acidité à elle seule serait incapable de faire revenir la teinte rubis du rouge neutre. »
Cette expérience est très simple à faire. Nous l'avons reproduite facilement, en observant les diverses phases décrites par l’auteur. En somme, le mécanisme du virage est bien celui donné par Rochaix et Dufourt: l’alcalinité du milieu, sous l'influence de l’'ammoniaque que produit le microbe en réduisant la matière albuminoïde. La fluorescence aurait la même origine, mais dépendrait directement du trouble causé dans le milieu par les gaz qui se dégagent dans cette fermentation. Enfin, l'acidité créée par l'attaque du glucose ramènerait à la coloration rouge groseille primilive, les milieux en expérience. Ce dernier point étant bien établi, nous pouvons maintenant exposer nos recherches.
Voyons d’abord quelle est la composition des milieux au neutral-roth, généralement employés. Comme milieux liquides, le bouillon de Savage, qui est classique, comprend :
1° Bouillon de viande, 500cc3, auquel on ajoute:
PeplonenDefreSnes. 278 10 gr.
SCT RE RE Te ER 10 gr Glicose Ra ee Se re 2 gr. 50
2° 5cc3 de la solution suivante :
BOUSCENEUITE ASP ES 5 grammes.
Eau: ASIE RES Re 100 cc3.
Le tout est stérilisé en même temps.
Lacomme, pour l'analyse des eaux, prépare ses milieux de la façon suivante :
1° Solution de neutral-roth saturée à chaud, filtrer, sté-
riliser et se servir de la solution à froid (solution 1) ;
20 Bouillon avec:
HAS BARRE AUCUNE 1.000 gr Peptone: de Wbitteirrts 100 gr.
HACOS er USA RL QUS LAURS 100 gr.
SÉLE sta on eu e 50 gr.
ESS VA NE
Mais, il ne mélange pas d'avance le neutral-roth et le bouillon, car il a remarqué (sans d’ailleurs pouvoir en donner la. cause ), qu’à la stérilisation, la couleur rouge du bouillon passait légèrement. Le bouillon est réparti dans des tubes contenant 15ce3 et, au moment de l’emploi, il ajoute X gouttes de la solution 1.
Au laboraloire de médecine expérimentale de Bordeaux, on se sert habituellement du milieu suivant: on prépare:
1° Une solution de neutral-roth à 1 pour cent ; 29 Une solution de glucose à 25 pour cent.
Ou mel alors dans des lubes contenant 16 cc3 de bouillon : 1ccs de la solution de glucose ; V gouttes de la solution de neutral-roth.
Enfin comme milieu solide, on utilise le plus souvent la gélose glucosée additionnée de {cc3 de solution aqueuse du rouge neutre, puis stérilisée.
Il est facile de voir que le glucose fail constamment partie de ces divers milieux au neutral-roth. Or, la remarque de Guerbet sur le rôle de l’acidité que cet élément produit, mérite d'attirer l’attention, Le retour à la couleur primitive que l’auteur a observé quelquefois dans de vieilles culturés en bouillon de Savage, nous l'avons vu fréquemment dans des bouillons ensemencés depuis peu ‘de temps. Déjà, M. le Professeur Ferré, M. Buard, avaient souvent remarqué que des tubes du neéeutral-roth ensemencés de coli-bacilles avaient repris au bout de deux ou trois jours leur coloration rouge groseille, après virage et fluorescence. Nous-même, avec nos cultures, avons été témoin de faits analogues. Nous citerons particulièrement le suivant : nous ensemençons dans deux tubes de bouillon au neulral-roth nos deux types de coli-bacilles, A et B. L'expérience est faite le matin: deux heures après, virage et fluorescence nets, production d’une collerette de bulles gazeuses à la surface du liquide. Six heures après l’ensemencement, la réaction avait changé au
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point que les tubes de culture avaient repris sensiblement la même coloration rouge que le tube témoin, placé à l’étuve: dans les mêmes conditions. Nous tenons à signaler ce fait intéressant car, si au lieu de suivre heure par heure la marche de la réaction, nous étions simplement revenu voir l’état de nos tubes quelques heures après les avoir ensemencés, nous aurions pu croire que le neutral-roth n'avait pas viré, et douter de la nature du coli que nous avions isolé. Nous avons refait l'expérience de nombreuses fois et quelquefois en 1 ou 2 jours, toujours au bout de 3, le même phénomène se reproduisit.
Or, si d’après les recherches de Guerbet, le glucose est l’origine de cette sorte de « caméléonage » (1) du neutral-roth, il était facile de s’en assurer en préparant des milieux qui en étaient dépourvus.
Expériences personnelles.
A cet effet, nous préparons des tubes comme ïl suit: Bouillon ordinaire : 10 cc3.
Solution de neutral-roth au 100e: V gouttes.
Nous stérilisons.
Pour être certain de l’absence du glaucose, nous faisons au préalable dans notre bouillon la recherche de cet élément par la liqueur de Fehling. Elle est négative. Nous trailons ensuite 100 ce3 de ce bouillon, par 1 cc3 d’Hel pur pendant un quart d'heure au bain marie à 100 degrés, afin de provoquer la saccharification des hydrates de carbone, el spécialement du glycogène qui pourrait s'y trouver. Nouvel essai au Fehling: négatif. Nous avons donc bien un milieu exempt de glucose. Six tubes de cette nature sont ensemencés de coli, trois avec chaque échantillon { Tubes 1).
À côté nous mettons le même nombre de tubes contenant,
(1) Ce terme de «caméléonage », qui rend bien compte de la nature du phénomène, est une expression empruntée à M, le Professeur Ferré
outre le milieu précédent, du glucose suivant la formule ordinaire cilée plus haut. L’ensemencement est fait de même, après stérilisation (Tubes 2). |
Enfin six tubes renfermant simplement sans bouillon, 10cc3 de solution de glucose à 25 pour cent, et 5 gouttes de solution de neutral-roth au 100€ soht aussi stérilisés et ensemencés. (Tubes. 3). |
Le tout est mis à l’étuve à 37 degrés, avec un tube témoin pour chacun des divers milieux 1, 2, 8.
Trois heures après nous avons les résultats suivants: tous les tubes 1 ont viré au jaune el présentent par réflexion une fluorescence très nette ; de nombreuses bulles gazeuses à la surface. Les tubes 2 présentent {ous la même réaction que les précédents ; on ne peul y faire aucune différence appréciable.
Les tubes 3 n'ont pas changé ; le microbe n’y a pas cullivé, car les milieux sont restés aussi limpides que le témoin.
Six heures après, dans les tubes 1 et 2, virage et fluorescence s’accentuent ainsi que les bulles gazeuses qui sont plus nombreuses. Les tubes 3 restent clairs et gardent leur coloralion initiale. Au bout de 24 heures, la fluorescence commence à disparaître dans les tubes 1 et 2. Les bulles gazeuses diminuent aussi. Mais, tandis que le virage au jaune canari est de plus en plus net dans les tubes 1, les {ubes 2: tendant à redevenir rouges. Après 3 jours, les tubes 1 sont complètement ‘jaune canari, les tubes 2 ont repris la coloration rouge rubis primitive. Les tubes 3 sont restés intacts ainsi que les trois témoins.
Nous laissons le tout à l’étuve pendant 8 jours sans constaler de nouveau changement.
Interprétons maintenant ces résultats: Nos tubes 1 ont bien présenté la réaction classique, telle qu’elle est habiluellement observée ; cependant il n'y a pas de glucose dans le milieu. Donc, celui-ci ne nous paraît pas nécessaire. Le virage, la fluorescence, les bulles gazeuses se sont produites aussi nettement que dans les tubes 2. Le microbe s’est
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nourri des matières protéiques du bouillon ; nous avons pu constater la présence de composés ammoniacaux à l'odeur dégagée par louverture des tubes el aussi à la présence des fumées blanches à l'approche d'une baguette de verre trempée dans l'Hel. Les bulles gazeuses proviennent bien de la décomposition de ces matières azotées. C'est une vérilable réduction, une dégradation analogue aux phénomènes de putréfaction, donnant naissance à divers gaz, surtout H, AzEB, Co2, H2S, CH“ Guerbetl, dans son expérience, obtient la fluorescence avec l'hydrogène, seul qui la crée, nous dit l'auteur, en troublant le milieu par son dégagement. C'est une théorie difficile à vérifier certainement, mais très plausible ; nous avons vu en effet, que, tant que les bulles augmentent, et par suite que le milieu est troublé, la fluorescence augmente, alors qu'au bout de trois jours nos tubes 1 el 2 ont perdu peu à peu leurs bulles de gaz en même temps que leur fluorescence.
Dans nos tubes 2,le microbe a,en plus des aliments azotés, du glucose qu’il fait fermenter. A l'inverse des phénomènes de réduction des albuminoïdes qui conduisent à la formation de produits alcalins divers, la fermentation des sucres fait de l'acidité. N'est-ce pas cette acidité que nous cherchons lorsque nous ensemençons dans des bouillons glucosés ou lactosés au tournesol, des microbes dont nous connaissons l’action fermentative sur les sucres? Cette acidité, Guerbet le premier l’a signalée, nos expériences le prouvent aussi, nuit au virage du neutral-roth, qu'elle ramène à sa coloration primitive.
La quantité de glucose dans les tubes en expérience doitelle être considérée ? Cela est évident, la valeur de l'acidité élant proportionnelle au poids de sucre décomposé. Or, nous pouvons dire que des quantités très faibles de glucose, suffisent au retour à la couleur primitive.
Nous avons refait des expériences avec des tubes 2 contenant pour 10cc. de bouillon, non plus 1cc. de la solution à 25 pour cent de glucose, mais 5 gouttes. Les résultats ont
été identiques et, dans ces conditions, la quantité de glucose était notablement inférieure à celle de tous les milieux classiques au neutral-roth.
Il nous semble donc que, pour avoir une réaction durable et facile à observer avec le coli-bacille, il soit nécessaire de faire des milieux au neutral-roth, exempts de glucose. Si l'on veul conserver des milieux glucosés, il serait alors intéressant de voir comment se comportent vis-à-vis des sucres les autres microbes faisant virer le neutral-roth. Car, S'ils n'ont pas d'action fermentative, le retour à la coloration primilive, dernière phase de la réaction, pourrait êlre considéré comme un caractère spécifique du coli-bacille.
Le fail qu un microkbe se développe aussi bien sur un milieu purement azolé, que sur un milieu auquel on ajoute un hydrate de carbone, peut surprendre au premier abord. L'on sait, d’après les travaux de Kendall, Farmer, Bagg, que lorsque les bactéries se trouvent en présence à la fois d'hydrates de carbone et de matières proléiques et qu'elles peuvent utiliser ces deux aliments, elles s'attaquent de préférence aux hydrates de carbone, tout en détruisant cependant la quantité de proléiques nécessaire à leur nulrition azolée. Ces auteurs, dans leurs études sur des types de microbes du groupe intestinal (coli, protéus), ont montré le rôle d’'épargne des hydrates de carbone vis-à-vis’ des protéiques. Ils ont fait, dans des milieux de composition connue, d'une part des dosages d’ammoniaque libre pour voir le degré de destruction des matières azotées, et d'autre part des dosages d’acidité marquant celle des hydrates de carbone. Ils concluent qu'en présence du glucose il y a une moins grande production d'ammoniaque et acidificalion du milieu. Comme il est nécessaire pour avoir une fluorescence et un virage nets dans la réaction du neutral-roth, d'éviter l'acidité, ces résultats confirment ce que nous avons dit du rôle du glucose dans les milieux employés.
Allant plus loin dans leurs recherches, les mêmes auteurs ont émis l'hypothèse que, en l’absence des hydrates de
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carbone, certaines bactéries pouvaient produire même des acides en utilisant probablement lé radical hydrocarboné des matières protéiques. Ce n’est certes qu'une hypothèse, mais elle nous permettra de comprendre quelques observations expérimentales que nous avons faites.
Nous avons eu l’idée de remplacer le neutral-roth dans nos tubes 1 et 2, par quelques gouttes de teinture de tournesol. Les tubes 2 ont rongé, comme nous nous y atlendions, puisqu'il y avait formation d’acidité aux dépens du glucose. Les tubes 1 sont restés bleus pendant 12 heures, mais se sont mis eux aussi à virer au rouge ensuite, beaucoup plus légèrement loutefois que les tubes 2. Cette réaction acide nous étonnait dans un milieu qui nous paraissait devoir rester alcalin, puisque les mêmes tubes au neutral-roth restaient virés sous l'influence de cette alcalinité. Remplaçant le tournesol par la phénolphtaléine dans ces mêmes tubes 1, à aucun moment nous n'avons vu apparaître une coloration rosée, signe d’alcalinité. Cependant, les microbes ont bien pullulé dans ces milieux, car nous nous élions assuré que des bouillons renfermant 3 gouttes de solution de phtaléine du phénol, ou de teinture de tournesol, permettaient bien à nos microbes de se développer.
Ces faits, en apparence contradictoires, nous pouvons les expliquer d'après l'hypothèse des : auteurs précédents :
Le coli attaque bien la matière azotée en faisant des produits ammoniacaux ; le neutral-roth en est l'indicateur. Mais à côté, le radical hydrocarboné de la molécule albuminoiïde est attaqué et produit de l'acidité comme le prouve le virage du tournesol. La réaction dans son ensemble apparaît donc comme très complexe, car acide et base en présence seraient dans un état tel quils agiraient chacun pour son propre compte, sur des réactifs différents, sans former de combinaison saline laissant une réaction définitive neutre, alcaline au acide suivant lélément en excès, Le tournesol el la phtaléine du phénol seraient, dans ces. conditions. sensibles à l'acidité, le neutral-roth le serait à l’alcalinité.
CHAPITRETIN
La réaction de l’indol.
Généralités.
Comme pour la réaction précédente, nous ne donnerons que quelques indications générales nécessaires pour comprendre les recherches spéciales que nous avons faites.
L'indol est un produit résultant de l’action, sur la matière portéique, de certains microbes, en particulier du coli-bacille. C’est Kilasato qui a montré l’importance et, la significalion que pouvait avoir la présence de l’indol dans les milieu de culture. Mais, le microbe ne fait pas d’indol avec toutes les matières azolées. Un court aperçu sur l’origine de cet élément nous permettra de bien comprendre, dans cette question, le point de vue auquel nous nous sommes placé.
Parmi les protéiques, ne sont capables de libérer de l’indol sous une influence imicrobienne déterminée que celles qui peuvent compter le tryptophane au nombre des acides animés résultant de leur hydrolyse.
Le tryptophane, acide indolaminopropionique, de constitulion suivante,
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en perdant son groupement amidogène, donne l'acide indolpropionique ; celui-ci, par simplifications successives, perdant HO et CO’, arrive, aux termes d'acides indolacétique, indolcarbonique et enfin d’indol,
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C'est donc dans un ‘milieu où le microbe pourra trouver le tryptophane sous sa forme la plus simple que la pro-, duction d’indol sera maxima. Parmi les corps naturels, nous avons, en premier lieu, le tryptophane lui-même que Dis-_ taso a expérimenté pour le coli et avec lequel il a eu de grandes quantités d'indol. Mais ce composé est peu employé, car on se le procure difficilement. On lui préfère les peptones, produits de dégradation de Ia matière albuminoïde sous l'influence des sucs digestifs, pepsine et trypsine. Ce terme de peptone renferme à lui seul un nombre infini de substances, présentant bien quelques réactions chimiques d'ensemble, mais différant dans leur composition en principes immédiats ; suivant que la digestion a élé poussée plus ou moins loin, leur composition varie, ce qui fait l’inconstance des résultats obtenus dans les milieux dont elles font partie. Dans cette confusion, on peut cependant faire une division en peptones pepsiques et {rypsiques ; ces dernières sont produites sous l'influence du suc pancréa- Üique qui pousse beaucoup plus loin que le suc gastrique la dislocation de la matière albuminoïde, et va seul jusqu’au lerme « acides animés », dont fait partie le tryptophane. Nous comprenons ainsi pourquoi on emploie généralement ces peplones pancréaliques dans la recherche de l'indol. Est-ce à dire qu'il soil nécessaire ou indispensable que le tryplophane soit sous sa forme libre, pour que le microbe en fasse de l’indol par une simple hydrolyse? Non. Il en donne fréquemment avec «les peptones pepsiques. Il semble
même que le microbe puisse jouer un rôle beaucoup plus grand dans la dégradation de la matière protéique, car Rettger a montré que le coli pouvait faire du tryptophane dans du bouillon de viande ordinaire ou des. solutions d’albumine d'œuf.
Mais, l’indol ne peut se produire qu'à deux conditions:
10 II faut que le milieu soit alcalin. En milieu sucré, rapidement acide par conséquent, il ny a pas production d'indol. Péré fait à ce ‘sujet une comparaison intéressante à citer: une culture de b. tétanique en milieu sucré perd beaucoup de sa toxicité { Vincent et Vaillard). Or, si on envisage l’indol comme une substance toxique, on voit le rapport qu'il peut y avoir ‘entre les deux faits. Rappelons aussi ce que nous disions dans le chapitre précédent sur le rôle de Facidité dans la réaction du neutral-roth, et l’influence alimentaire des hydrates de carbone, quand ceuxci sont ajoutés dans un milieu azoté.
26 [1 faut que le milieu renferme l'azote sous la forme organique. En milieu minéral, en effet (liquides de Rémy et Sugg, liquide de Raulin, milieu de Küss), on n'a jamais observé de production d'indol ; pour notre part, nous l’avons cherchée sans résultat ; ce qui prouve que le microbe fait de l’indol, en dégradant des molécules complexes où ce corps existe déjà dans sa composition entière, mais qu'il ne peut en faire la synthèse au même titre que les végélaux font la synthèse de matières organiques sous l'influence de l'azote minéral, de l'acide carbonique et de l’eau.
Avant d'entrer dans l'exposé de nos recherches, voyons de quelle réaction nous pouvons nous servir pour déceler l'indol. Nous ne décrirons pas les nombreuses réactions de l’indo!, qui sont décrites tout au long dans les traités de chimie analytique. Disons simplement que celle du nitroso-indol de Salkowski et Nencki, celle d'Erlich à la paraanimobenzaldéhyde, celle de Dénigès à la vanilline, sont les plus couramment employées. C’est cette dernière que nous décri-
rons seule avec détail, car elle nous a conduit à des recherches spéciales :
Réaction de Denigès.
M. Denigès a montré que la plupart des aldéhydes aromatiques et furfuroliques donnaient, par condensalion avec l’indol. des produits colorés en présence d'acide chlorhydrique.
Parmi ces aldéhydes, il faut citer surtout:
Le pipéronal ; la benzaldéhyde ; la vanilline.
Appliquant ce procédé en microbiologie, voici la technique donnée par l’auteur pour rechercher l'indol dans un bouillon de culture :
Ajouter à 10cc3 du liquide, 3 à 5cc3 d'alcool concentré, et 1cc3 d’une solution de 'vanilline à 2 pour cent, et agiter. Verser ensuite dans le mélange 3à 4cc3 d'acide chlorhydrique pur et agiter encore pour mélanger. S'il ,y a de l'indol, il se développe une coloration rouge éosine ou rose très stable, présentant une large hande d'absorption dans le vert. |
MM Ferré et Buard ont utilisé ce procédé avec le colibacille, et en ont toujours obtenu les meilleurs résultats. Au lieu de verser l'Hel en masse, ils le laissent tomber goutte à goutte, ce qui permet de voir la coloration se développer de bas en haut. Ces auteurs ont encore remarqué que la coloration s'accentuait beaucoup 24 ou 48 heures après l'expérience, et nous avons pu le constater nous-même.
M. Porcher remplace, dans cette réaction, l'alcool par.
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l’éther, pour en augmenter la sensibilité. Il se base sur le: fait que la coloration obtenue avec la vanilline est insoluble dans l’éther ordinaire et l’éther de pétrole, tandis qu’elle se dissout dans l’eau et l’alcool éthylique.
La modification qu'il apporte consiste à extraire l’indol par agitation, du milieu avec de l’éther ; il ajoute ensuite à l'extrait éthéré, la vanilline et l’Hel ; seul, l'Hel se colore avec beaucoup plus d'intensité qu'avec l'alcool, où la coloration est répandue dans tout le milieu. Peut-être ce procédé est-il préférable quand il faut doser l’indol par la méthode colorimétrique que donne M. Porcher, mais pour la recherche qualitative, l'emploi de lalcool est très suffisant. Dans nos essais, nous avons souvent comparé les deux méthodes et nous avons été très satisfait de celle de M. Denigès. Jamais, quand celle-ci était négative, nous n'avons pu déceler de coloration par la méthode à l’éther.
Expériences personnelles en milieu
à la gélo-peptone.
Nos microbes À et B ont été ensemencés dans des tubes à essai contenant 10 cc3 d’eau peptonée pancréatique à 3 pour cent. La dose la plus favorable varie de 3 à 5 pour cent. Certains auteurs ajoutent Ogr. 50 à 1 gr. pour cent de phosphates alcalins (Gauthier), qui augmenteraient la production d’indol.
En 48 heures, nous avons eu une réaction très nette par la méthode de Denigès, mais nous ferons remarquer qu'au bout de 5 à 6 heures seulement, la réaction élait déjà sensible.
D’après ce que nous avons dit de la composition variable des peptones commerciales, il est nécessaire, dans la recherche de l’indol, de faire au préalable l'essai de la pep-
RON
{tone employée. Tous les auteurs signalent en effet, la présence fréquente d’indol dans les peptones, et il faut s'en assurer afin d'éviter les causes d'erreur. Or, signalons à ce sujet un fait intéressant: MM. Ferré et Buard, en faisant l'essai de leurs peptones, ont quelquefois remarqué une coloration par la méthode à la vanilline. Mais au lieu d'être rouge éosine ou rose, comme elle l’est toujours avec l'indol, la coloration était plutôt violette. Nous allons voir, dans la suite, ce qu'il faut en penser ; ajoutons que celte observation est commune aux peptones pepsiques el pancréatiques.
Nous nous sommes donc assuré que nos microbes produisaient bien de l’indol en eau peptonée pancréatique. En eau peptonée pepsique (peptone Chapoteaux), nous n'en avons jamais trouvé trace. En bouillon de viande ordinaire, réaction positive, n'ais au bout de 5 à 6 jours seulement. Nous avons eu l’idée de le rechercher dans des tubes de gélose et c’est dans ces expériences que nous avons trouvé des résultats inattendus qui nous permettront de donner une explication sur la coloralion violette que nous signalons ci-dessus dans l'essai des peptones.
La production d'indol par le coli dans les milieux à la gélo-peptone est citée par Péré. L'auteur ne parle pas de quelle peptone, mais comme certains coli donnent de lindoi avec les peptones pepsiques et pancréatiques à la fois,” rien de plus naturel que d'en obtenir sur les milieux à la gélose où elles sont ajoutées. En général, ces milieux sont faits avec de la peptone pepsique. Le milieu suivant : est facile à faire et donne de bons résultats :
Pour !{ litre:
Mettre 500 gr. de viande de bœuf à macérer dans de l’eau stérilisée pendant 18 heures : le lendemain, on passe à travers un linge, on fait bouillir, on filtre à travers un papier Laurent.
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On ajoute 10 gr. de peptone, 5 gr. de sel marin, puis 15 gr. d'agar-agar ; on passe à travers un lamis, on fait refroidir à 55 degrés, et on ajoute un blanc d'œuf dilué dans 50 ces d’eau distillée, on mel à l’autoclave à 115 - degrés, pendant trois quaris d'heure ; ensuite on filtre dans un enlonmoir à filtration chaude, dans les récipients, tubes ou Ballons qui serviront aux ensemencements, et que lon stérilise pendant un quart. d'heure à 115 degrés.
C'est ce milieu qui nous a servi à conserver nos microbes pendant toute ia durée de nos expériences. Comme élément producteur d'indol, nous en avions un: le bouillon, provenant de la macéralion de viande.de bœuf ; nous avons dit, en effel, quen bouillon ordinaire, nos coli-bacilles nous avaient toujours donné de l’indol ; nous ne parlons pas de la solution de peptone Chapoteaux qui ne nous en a jamais donné ; quant à l’agar, nos essais de culture sur cetle substance, employée à l’état de pureté, ont été négatifs ; le microbe ne s’y est pas développé, et nous n'avons jamais décelé la plus petite trace d’indol.
Nous avons commencé à faire la réaction à la vanilline sur des cultures de 15 jours ; nous obtenons une coloration très nette, mais tirant sur le violet, ce que nous n'avons jamais observé dans les tubes de solution de peptone pancréatique ou de bouillon. Pour essayer de préciser ce résultat imprévu, nous faisons l’expérience suivante :
15 tubes sont ensemencés le même jour avec nos microbes AetB. Nous mettons à l’étuve à 37 degrés, et chaque jour nous faisons la réaction à la vanilline, sur un tube différent, ce qui nous permet de suivre la marche de la réaction 24, 48, 72 heures, elc..., après l'ensemencement.
24 heures après, réaction négative. 48 heures après, commencement de coloration violette. 72 heures après, la coloration violette est plus nette.
Les jours suivants, la coloration s’accentue, mais tend à passer au rose, si bien qu’au bout de quinze jours nous re-
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trouvons une coloration rose, tirant simplement sur le violet. Les tubes témoins sont reslés intacts.
Quelle explication pouvons-nous donner de ces résultats ?
Interprétation et Conclusion.
Il est évident d'abord qu'il s’est formé de lindol; la présence de la macération de viande dans le milieu lexplique. la coloration rose obtenue par la réaction de Denigès en est la preuve. L’indol, en bouillon, avons-nous dit, n'apparaît qu'au bout de quelques jours, de même sur nos lubes de gélo-peplone, ce n’est qu'au bout de 4 jours que nous voyons naître la coloration rose, qui s'accentue jusqu'au quinzième jour.
D'où provient la coloration violette? Nous ne l'avons jamais obtenue avec la peptone Chapoteaux, ou l'agar pur, dont nous nous sommes servi, et pourtant elle a été constante dans nos tubes en expérience. Nous avons alors songé à un élément surajoulé au milieu, l’albumine, dont on se sert pour le coller. Il est vrai qu'elle est en grande partie coagulée el retenue par la filtration en même temps que les impuretés qu'elle entraîne; mais il est impossible d’affirmer que tout soit resté sur le filtre et qu’il n'en passe pas une certaine quantité.
Nous faisons alors une nouvelle série d'expériences ayant pour but de faire la réaction à la vanilline dans des tubes de gélo-peptone identiques aux précédents, où nous ajoutons des quantités déterminées de solution d'albumine d'œuf ; nous diluons un blanc d'œuf dans 250 cce3 d’eau et dans six tubes nous meltons à l’aide d'une pipelte stérilisée 1, 2, 3cc3, elc..., de cette solution. Nous stérilisons à l’autoclave, l’albumine se coagule et s’incorpore à la masse liquide.
Après refroidissement, nous ensemençons avec nos coli.
Nous mettons à l’étuve avec 3 tubes témoins qui renferment eux aussi, 2, 4, 6ec3 de la solution d'albumine.
Faisant, 48 heures après, la réaction de Findol, nous trouvons qu'il se développe une coloration violette intense, proportionnelle à Ia quantité d’albumine ajoutée dans les tubes ensemencés, Les témoins ne donnent rien.
I} était intéressant de voir s’il y avait un rapport entre la production «d’indol par le microbe et l’existence de cette coloration. À cet’effet, nous faisons la réaction de Denigès dans de nombreuses cultures du laboraloire, faites en milieu gélo-peptone ordinaire : citons au hasard les b. dysenlérique, subtilis, typhique, des levures, le vibrion cholérique ; seul, ce dernier a donné la coloration rose-violet et c’est précisément le seul d’entre les bacilles que nous énumérons, qui soit producteur d’indol comme le coli-bacille.
Une solution fraîche d’albumine d'œuf ne donne non plus aucune coloration. Laissons maintenant cette même solution à l’air libre ; elle est bientôt envahie par les microbes de la putréfaction. Au bout de 48 heures, la réaction à la vanilline y donne la coloration violette. Nous savons que les germes vulgaires de la putréfaction produisent de l’indol parmi les nombreux déchets de la matière albuminoïde attaquée ; il apparaît donc que l’on doive attribuer la coloration violette dans l’action du coli-bacille sur le milieu à la gélo-peptone que nous avons employé, à la présence d’albumine d'œuf attaquée et réduite par ce microbe, comme l’est la méthode pancréatique elle-même ; mais tandis que celle-ci aboutit à l’indol caractérisé par la coloration rose avec la vanilline, l’albumine plus complexe fournirait d’autres produits divers de la putréfaction, des acides animés (leucine, tyrosine), des plomaïines (cadavérine, putrescine), comme l’a montré Rettger, du tryptophane méme, mais qui ne serait pas sous une forme telle qu'il puisse se dédoubler facilement en indol, CO? et A?Ni.
Peut-être enfin, cette coloration viendrait-elle de la présence, dans les produits de désintégration, du noyau imi-
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dazol qui existe à la fois dans l'hystidine et le tryptophane, l'hystidine formant l'une des trois bases hexoniques fournies par l’hydrolyse des matières albuminoïdes, et devant se trouver dans les déchets laissés par le microbe. C’est une simple hypothèse de M. Denigès, sur cette question délicate à résoudre et qui demanderait de nouvelles recherches.
Si maintenant nous rapprochons ces faits de ce que nous avons dit de l'essai des peplones du commerce qui donnent parfois la coloration violette avec la vanilline, nous pouvons en donner une explication.
Les matières albuminoïdes qui servent de base à la préparalion de ces peptones sont éminemment putrescibles. Il se peut très bien que, pendant le traitement qu'on leur fait subir, les microbes vulgaires de la putréfaction, agissant comme notre coli en présence d’albumine, produisent des composés analogues à ceux que nous avons déjà signalés. Ces produits, incorporés à la peptone, auront pour effet de donner avec la vanilline, la coloration violette, sans que nous puissions dire quel est le noyau chimique exact qui en est l’origine.
Aussi aujourd'hui, tend-on de plus en plus, pour la recherche d’indol, à substituer aux peptones commerciales, des digestions pepsiques ou pancréatiques, ou des solutions d'acides amidés connus (Porcher et Panissel). On peut se servir des peplones du commerce à la condition formelle d'opérer comme le fait toujours M. Ferré: mettre à l’étuve des tubes témoins, où l’on fait la recherche de l’indol en même temps que dans les tubes de culture.
CHAPTIRES TV
Recherches sur la nature diastasique
des réactions.
Diastases en général — Diastases microbiennes.
La notion de diastase, depuis 1826, date des premiers travaux de Mistcherlich sur les propriétés fermentatives du liquide de macération de la levure de bière, a pris une place considérable en biologie. L'on admet aujourd'hui que ce que nous pouvons appeler manifestation vitale d’une cellule se fait par l'intermédiaire d'une diastase qui peut en être extraite et fonctionner en dehors d'elle (Duclaux). Les études ont surtout porté sur les cellules des animaux supérieurs et des végélaux inférieurs (champignons, algues, levures), et on a pu reproduire, sans l'intervention de la cellule, tous les phénomènes de nutrition.
Comme l’on a comparé la cellule microbienne à celle des animaux supérieurs, On a donné aux résultats de ces travaux, une portée générale, et « les diastases apparaissent comme les agents essentiels de fonctionnement de tous les lissus ; cette notion a détrôné la cellule; ce que la cellule conserve, et qu’on n’a pu lui enlever jusqu'ici, c’est la direc-
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tion de cet ensemble de forces qu’elle aménage de façon à être un organe à la fois très plastique et très résistant. » (1).
Les diastases des microbes onf été moins étudiées cependant, on en connaît déjà beaucoup ; citons l’amylase trouvée en grande quantité par Fermi dans les bouillons de culture des b. ramosus, subtilis, mégaterium ; l’uréase découverte par Miquel, chez divers microbes faisant fermenter l’urée et spécialement étudiée par Dubourg, chez le. micrococcus uréæ ; la présure et la caséase observées par Duclaux, en faisant arriver dans du lait les filtrats sur bougie, de cultures en bouillon de tyrothrix tenuis : la gelatinase, diastase liquéfiant la gélatine trouvée par le même procécédé chez le staphylocoque, le v. cholérique, le b. du charbon, le b. pyocyanique. Chez le coli-bacille, on ne signale guère que l’amylase que Fermi aurait isolée.
Cependant, si nous attribuons les réactions biologiques des cellules microbiennes aux diastases, il nous semble que le coli doive en secréter un grand nombre. Nous savons, en effel, ce que l’on entend par « spécificité » des diastases : à chaque composé chimique susceptible d’être transformé, s’applique une diastase différente: nous savons, par exemple, que les 4 disaccharides du glycose droit, maltose, tréhalose, gentianose et touranose, ont chacun leur diastase propre qui les dédouble et n’atteint pas les trois autres. Cette spécificité n’est peut être pas absolue, car il paraît exister des diastases à champ d'action plus étendu, comme l’émulsine et la lyrosinase, et les diastases protéolytiques ; mais celles-ci ne sont peut-être qu'un mélange de plusieurs diasfases.
Quoiqu'il soit le coli-bacille qui attaque les matières albuminoides, qui fait fermenter lurée, qui attaque l’amidon, fait fermenter divers sucres, réduit les nitrates, doit secréter autant de diastases que l’exige le nombre de ces diver-
(1) Duclaux, Microbiologie, t. 2, p. 738.
ses réactions ; et encore nous ne parlons pas des diastases de recomposition, de synthèse, qui commencent à être connues. Rien ne s'oppose à cette conception si l'on sait que dans la cellule de l’aspergillus niger, sur liquide de Raulin, Bourquelot a trouvé à la fois de la maltase, de la tréhalase, de l’amylase, de l’inulase, de la trypsine, etc.
Sans vouloir rechercher toutes les diastases que pourrait secréter le coli-bacille, nous nous sommes adressé aux réactions les plus simples: fermentation du glucose et du lactose, désintégration de la matière protéique, principalement des peptones ; ce sont les seules réactions pour lesquelles nous avons recherché des diastases.
Méthode à employer.
Quelle méthode devions-nous employer dans cette étude ? Gunidnousissutfiservavants dela décrire, der citer ce passage de Duclaux
« Quand il s’agit de savoir si une macération organique » contient une diastase, par exemple de la sucrase, on y » ajoute un peu de solution de saccharose, on porte à 35 » ou 40 degrés et on attend. Il faut attendre longtemps, » quand il y a peu de diastase, et encore plus longtemps » quand il n’y en a pas du tout. Or, pendant ce temps, » interviennent à peu près inévitablement les ferments du » sucre dont les germes sont partout, et qui produisent des » diastases identiques à celles que l’on recherche dans la » macération. Cette confusion a été fréquente à l’époque où » on ignorait les microbes et beaucoup d'expériences sont » à recommencer, de ce fait... [Il faut, pour éviter loutes les » incertitudes provenant de ce chef, opérer soit avec des » liquides stériles, soit avec des liquides antiseptisés. Il n’est » pas facile de stériliser le liquide diastasique, qui ne peut
» être chauffé, même à 100 degrés, sans perdre ses pro- » priétés ; mais on peut prendre le liquide de macération » d’une culture pure ; on peut aussi filtrer la solution au tra- » vers d’une bougie de porcelaine. [1 ne faut pas oublier que » cette filtration peut dépouiller la solution d'une partie de » sa diastase, et même de sa totalité s’il y en a peu. Il faut » aussi se rappeler que toutes les diastases ne sont pas tou- » jours également filtrables. En principe, il n'y a pas de » diastase filtrable ou non filtrable d'une façon absolue, à » travers la porcelaine. Il y a des diastases qui dans cér- » tains cas sont filtrables et qui ne le sont pas, ou le sont » moins dans d’autres. Cela dépend de la puissance variable » d'adhésion de la diastase pour la matière des parois. Hya » des cas particuliers, il nya pas de règle générale. » (1).
Nous voyons pas là quelle méthode rigoureuse il est nécessaire d'employer pour se mettre à l’abri des causes d’erreur. Prendre, comme l’a fait Büchner, un liquide de levure traitée de certaine façon, le filtrer sur papier et opérer avec ce filtrat comme liquide diastasifère, tel était son premier procédé ; il fut naturellement critiqué, et l’auteur dut faire de nouvelles expériences pour enlever les doutes qui s'étaient élevés sur ses résultats: l'identité de la zymase n’en fut d’ailleurs que mieux établie. Pour avoir la sucrase ou l’amylase de l’aspergillus niger développé sur liquide Raulin, on lave le mycélium en le faisant flotter quelques heures dans de l’eau distillée ; c’est dans le liquide recueilli que l’on recherche les diastases.
En opérant sur des microbes, il faut, comme nous l'avait signalé M. le Professeur Ferré dès le début de nos recherches, s’entourer de précautions plus nombreuses et éviter la présence d’un seul germe dans les liquides qui doivent contenir les diastases ; pour le coli-bacille, c'est d'autant plus important que ce microbe est très répandu dans la nature, et pourrail soujller rapidement les milieux étudiés.
(1) Duclaux. Microbiologie, t, 2, p. 117-118.
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Nous avons été victime nous-même d’une erreur de technique par suite du désir que nous avions d’instituer nos recherches d’après les indications primitives de Büchner. Nous le signalerons dans la suite, car elle nous semble d'un enseignement utile.
Depuis, nous n’avons jamais manqué d'observer le principe que nous avons énoncé ci-dessus, et les liquides qui nous ont servi dans la recherche des diastases ont tous été filtrés sur bougie avant leur emploi immédiat. Est-ce à celte cause que nous devons de n'avoir guère à enregistrer que des résultats négatifs ? Nous ne le pensons pas, car nous verrons de quel moyen nous avons pu modifier la facullé de rétention des diastases par les bougies de porcelaine.
Si nous considérons maintenant les lois générales de sécrélion des diastases, il est un autre principe dont on doit tenir compte : il est: admis et prouvé qu'il y a un rapport étroit entre la diastase secrétée par un microbe, et l'aliment qui lui est fourni, quand cet aliment n'est pas directement assimilable et a besoin de subir une transformation préalable : une levure modifie son pouvoir diastasique suivant le sucre qui lui est fourni ; l’aspergillus glaucus secrète de la sucrase, s’il est en milieu sucré où l’azote existe sous forme minérale ; s’il se développe dans du lait, il secrète en outre de la présure et de la caséase. Il n’est pas utile de multiplier ces exemples, c’est une loi généralement admise ; elle est discutée quand il s’agit de diastases secrétées par les cellules des animaux supérieurs: celles du canal digestif, estomac ou pancréas, possèdent bien toujours des propriétés fonctionnelles identiques en apparence, indépendantes du mode de nutrition de l'organisme, mais il faut tenir compte du milieu intérieur dans lequel elles se trouvent, et qui ne subit que faiblement le contre-coup des changements dans l'alimentation.
C'est donc avec cette idée directrice que nous avons entrepris nos recherches.
Expériences personnelles.
En premier lieu, nous nous sommes demandé si le coli bacille secrétait une diastase des matières protéiques, agissant spécialement sur les peptones. Notre microbe se développant très bien dans de l’eau peptonée pancréatique à 3 pour cent, nous ensemençons 2 ballons de 300 cc3 avec chacun de nos échantillons.
Le milieu se trouble rapidement, l’indol est déjà abondant au boul de 2 jours; nous laissons à l’étuve pendant un mois afin d’avoir une sécrétion de diastase aussi abondante que possible ; nous filtrons sur bougie sous pression d'air, après décantation qui permet une première épuration. Le milieu est alcalin ; or, les travaux de Holderer sur l'influence de la réaction dans la filtration sur bougie des solutions diastasiques lui ont permis de conclure que cette filtration est favorisée par l’alcalinisalion, tandis qu’en milieu acide, la diastase est presque entièrement retenue. Nous nous trouvions donc dans un milieu favorable pour effectuer notre expérience.
-Nous recueillons 80 cc3 de liquide pour chacun de nos ballons de 300 cc. Nous en faisons l'essai en mettant quelques centicubes dans deux tuhes stérilisés ; il n’y a pas de trouble après 4 jours d’étuve ; nous sommes donc bien en milieu stérile, ne devant tontenir comme substances aclives que des diastases.
Nous préparons une série de tubes de 10° d’eau peptonée pancréatique analogue à celle des ballons et nous ajoutons dans 10 de ces tubes, 1, 2, 3, 4, 5 goultes , etc. de filtrat , en nous servant alternativement des filtrats A et B. Nous mettons à l’éluve et 4 jours après nous faisons la recherche de l’'indol par la méthode à la vanilline.
Nous obtenons bien une réaction positive, mais nos fil-
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trats contenaient déjà de l’indol ; aussi, comme témoin et comme point de comparaison, à chacun de nos essais nous ajoutons dans un tube semblable d’eau peptonée, la même dose de filtrat, et nous y faisons la réaction aussitôt ; dans lous les cas, nous avons constaté que la coloration était la même que celle du témoin, preuve que le séjour à l’étuve n'avait pas provoqué de réaction du filtrat sur la peptone, et cependant, la température de 37 degrés est la tempéraralure oplima moyenne des diastases.
Pensant peut-être que la quantité n'était pas suffisante, nous ajoutons non plus 1,2,3 gouttes de filtrat, dans les lubes, mais 1,2,3cc3 et nous abandonnons 15 jours à l’étuve. En employant toujours le même mode de recherche, et les mêmes témoins que précédemment, nous n'avons pu déceler de production d’indol sous l'influence d’une diastase.
Nous faisons agir ensuite notre filtrat sur des tubes de bouillon au neutral-roth ; nous nous assurons que l’alcalinité n’est pas suffisante ‘pour le faire virer immédiatement ; nous ajoutons comme auparavant des doses croissantes de filtrat ; jamais nous n’avons pu observer ni virage, ni fluorescence, ni production de gaz, quel que soit le temps d’étuve -qui a été jusqu'à 1 mois.
La filtration des bouillons ne permet donc pas d'isoler une diastase proléolytique, trypsine ou autre qui puisse reproduire les deux réactions connues du coli-bacille sur la malière azotée: virage et fluorescence du neutral-roth, productior d’indol.
Dans l'exposé de cette Première expérience, nous nous sommes étendu à dessein un peu longuement, afin de montrer la marche générale suivie dans le courant de ce travail ; les autres seront décrites plus brièvement, elles ont été faites dans les mêmes conditions, suivant les mêmes principes
Avant d'abandonner l'espoir de trouver une diastase des protéiques chez le coli, nous tentons un autre procédé, employé par Hähn, qui extrait de la levure, par broyage
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des cellules, un suc qui renferme une trypsine et qui en aurait découvert de même ‘chez les microbes de la fièvre typhoide et de la tuberculose. Il est certain que cette technique permet d'extraire ce que la cellule secrète el ne répand peut-être pas dans le milieu où elle vit; en un mol, on peut se rendre compte, s’il y a des endodiastases par opposition aux exodiastases qui diffusent dans les liquides de culture. |
Pour cela, il était nécessaire d'avoir une quantité de microbes suffisante pour être trailée par le broyage;: 2 moyens se présentaient, employés déjà par d'autres auteurs: le premier (Meisenheimer) était de faire des cultures liquides et par centrifugation d'isoler la masse microbienne. Nous l’avons essayé, nous n'avons pu avoir qu'un tout petit dépôt, impossible à manipuler. Le second, c'était d'agir en milieu solide et de recueillir les microbes par râclage. Nous préparons 5 bouteilles de Leune, avec de la gélo-peptone, milieu contenant de l'azote, où nous avions trouvé de l’endol, et pouvant permettre la production d'une diastase correspondante. Nos microbes se sont très bien développés en surface, mais en râclant ces milieux nous _mavons encore qu'une quantité infime de matière. Alors, nous ne poursuivons pas davantage ces recherches, et nous essayons d'obtenir, dans de nouvelles expériences sur des cullures de coli, des diastases d'hydrocarbones, ces dernières élant mieux connues et en général plus faciles à déceler. |
En milieu liquide, nous agissons comme précédemment ; solution de peptone à 3 pour cent, dans 4 ballons de 500 cc3, où nous ajoutons 20 grammes de lactose dans deux, 20 grammes de glucose dans les deux autres, le dose moyenne de 40 grammes de Sucres par litre, est, en effet, la plus favorable pour obtenir les diastases de ces sucres chez les microorganismes capables d'en secrétér. Comme l’on sait depuis longtemps que les quantités de diastases sont limitées par les produits que secrètent les microbes dans les milieux,
nous ajoutons un peu de carbonate de chaux qui, en l’es- -pèce, neutralisera l'acidité en excès.
Au bout de quelques heures, la fermentation est déjà très active, comme le témoignent les nombreuses bulles gazeuses qui remplissent les ballons ; nous laissons ainsi 10 jours, et nous filtrons. Faisons, au sujet de cette filtration, une remarque intéressante ; malgré l'addition de carbonate, la réaction étail légèrement acide, et nous avons dit plus haut que M. Holderer avait prouvé qu’une diastase en solution neutre ou acide, était totalement ou presque retenue par la bougie de porcelaine. Mais, le même auteur, opérant avec une solulion de sucrase d’aspergillus niger, a montré qu'en additionnant de 10 pour tent d’albumine d'œuf, cette solution, la
sucrase traversait Ia bougie. « Il s’agit d’un phénomène d'affinité des micelles, des tcolloïdes diastasiques pour la porcelaine, c’est-à-dire d'une teinture. L’albumine se fixe sur la porcelaine et empêche ainsi la fixation de la diastase. » (Holderer). |
Pour mieux voir le rôle de cette addition d’albumine,
au cas où nous ‘frouverions des diastases, nous ne l’ajoutons que dans 2 de nos ballons, l’un de glucose, l’autre de lactose. Nous avons donc en définitive 4 filtrats, essayés à l’étuve, purs de tout microbe.
_ Les filtrats au lactose sont mis dans des tubes de lait, ceux au glucose dans des solutions de ce sucre à 40 pour cent. La coagulation du lait aurait été la preuve de la fermentation acide du lactose ; quant à celle du glucose, nous pouvions la suivre, en dosant chaque jour l'acidité des ballons additionnés de filtrat ou en faisant la recherche et même le dosage de l'alcool produit.
Tous les résultats ont été négatifs : pas plus avec un filtrat qu'avec l’autre, il n'y a eu coagulation d’un tube de lait en l'espace de 15 jours, et les doses de filtrat ont pourtant été jusqu'à 5cc. pour 10 cc3 de lait. Pour ce qui est de laci-
dité des ballons de glucose, dosée avec une solution décinormale de soude, elle n’a jamais différé de celle de la so-
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lution témoin mise à l’étuve dans les mêmes conditions, et qui. elle, n'avait jamais reçu de filtrat ; nous croyons inutile de donner des chiffres qui ne feraient que confirmer ce résultat négatif.
La recherche de l'alcool par distillation au Salleron et réactions chimiques habituelles n’a pas été plus positive.
Il ne nous restait plus alors qu'à tenter l'essai de cultures sur milieu solide hydrocarboné, essai qui avait échoué pour la matière albuminoiïide. En nous servant de pomme de terre, nous savions que nous aurions d'abondantes cultures, pouvant être broyées et traitées ensuite convenablementi ; le coli bacille pousse en effet très bien sur pomme de terre et celle-ci est le milieu hydrocarboné par excellence, néanmoins, ce n'était plus un milieu chimiquement défini comme les précédents, car l'hydrocarbone est peutêtre utilisé à l’état de sucre par le microbe, mais existe dans le tubercule à l’état d’amidon. En plus, il v a des quantités notables d'azote ; aussi était-il plus difficile de dire, a priori, quelles diastases, à part l'amylase, pourraient être obtenues sur ce milieu.
20 tubes de pomme ‘de terre sont ensemencés et laissés 15 jours à l’étuve. Les cultures sont très épaisses et le ràclage permet de recueillir 30 grammes environ de masse microbienne ; nous traitons cette ‘masse par la méthode suivante qui a permis à Büchner et Meisenheimer d’extraire des ferments solubles chez des microorganismes du genre. «lactis aerogenes »: traitement par l’acétone, puis à l'éther : dessiccation dans le vide, broyage avec du sable et un peu d’eau. (Disons dès maintenant que, pour la commodité de nos expériences, nous n'avons pas fait notre dessicalion dans le vide, mais à l’étuve à 50 degrés, température qui n’est pas suffisante pour diminuer l'activité d'une diastase, mais qui permet d’atténuer celle des microbes). Ces auteurs n'ont pas filtré leur macération et l'ont directement ajoutée à une solulion de saccharose additionnée de craie; ils ont vu se former de l'acide lactique; de
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même, avec « l’acéti », ils ont eu de l’alcool. Comme preuve
) qu'il s'agissait bien de ferments solubles, ils ont fait des essais de culture avec les produits broyés, qui n’ont donné aucun résultat.
Nous agissons donc de même et (de notre propre initiative, d’ailleurs), nous négligeons la filtration employée dans nos expériences précédentes. Nous allons en voir la conséquence.
Notre macération de microbes est ajoutée à des tubes de lait, à des solutions de glucose et de lactose. Au bout de trois jours, coagulation du lait d’une part, acidité très nette. des solutions sucrées. Nous pensons être arrivé à un résultat, il ne nous reste plus qu'à en faire la preuve en faisant des essais de culture avec les produits de broyage. Ensemencés sur gélose, nous avons en 24 heures des colonies qui n'ont aucune des réactions morphologiques et biologiques du coli-bacille ; nous constatons au microscope, exclusivement du b. subtitis ; or, ensemençant ce subtilis dans des solutions de sucres (glucose et lactose), nous voyons les mêmes transformations que celles que nous avons pu attribuer un instant à des diastases ; le lait, qui n’avait pas coagulé en 48 heures avec ce microbe. C’est au bout de 4 jours. Nous ne pouvions donc affirmer aucun résultat précis, et il nous fallait avoir recours à la filtration pour nous débarrasser de ce subtilis.
L'expérience est reprise; de nouveaux tubes de pomme de terre sont ensemencés, les ‘cultures sont traitées comme précédemment, le liquide recueilli après broyage est filtré sous pression après addition d’albumine. Les essais sur le lait et les sucres sont restés complètement négatifs. Nous avons cherché aussi en vain l'existence d’une amylase qui aurait saccharifié des solutions d’empois d’'amidon que nous avions préparées.
Nous avons jugé bon de relater cette épreuve qui nous prouve une fois de plus la rigueur de la méthode à employer dans ces études.
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Avant d’en finir avec l’exposé de nos recherches, disons en-. core que nous avons essayé, en ajoutant des traces de, sulfate de manganèse dans nos filtrats, d'activer une réaction qui pouvait être cachée. Ce rôle du manganèse vis-à-vis.des dias- {ases esb bien connu depuis les travaux de M. Bertrand, mais il est spécial aux oxydases ; aussi, selon notre prévision, nous n'avons trouvé aucun changement.
Quelle conclusion tirerons-nous de ce dernier chapitre de nos expériences, qui certes ne nous ont pas donné les résullats que nous attendions? Considérant les faits, nous sommes obligé de convenir que nous avons été déçu de ne pas trouver une seule diastase dans un filtrat de culture de coli; ce procédé a cependant permis à d’autres auteurs d'isoler des diastases chez des microorganismes, dont les réactions biologiques sont loin d’être aussi énergiques que celles du coli-bacille. Ce fait est d'autant plus intéressant, que nous savons que certaines toxines qui sont analogues aux diastases sur beaucoup de points, passent dans les filtraits sur bougie, et pour le coli cette remarque s'appli- ‘que parfaitement. Le rôle pathogène de cette exotoxine du coli est connu depuis longtemps, et nous-même avons eu l’occasion d'observer, dans un travail d’un ordre différent, des phénomènes morbides chez des lapins qui avaient reçu quelques centicubes de nos filtrats d'étude.
Pourquoi ne trouvons-nous pas de diastases au même titre que des toxines? Nous constatons simplement le fait, sans en donner d'explication. Mais, irons-nous jusqu'à dire que le coli ne produit pas ses réactions par le mécanisme diastasique habiluel * Nous n'avons pas la prétention de dire que nous avons épuisé tous les procédés à employer dans ces recherches. Nous avons suivi une méthode rigoureuse qui doit toujours être observée, quel que soit la procédé dont on se serve. Nous avons vu à quelle erreur nous avons été amené, en négligeant ce principe dans une de nos expériences. Le b. sublilis, qui existe partout, et dont les Spores résistent si bien à la chaleur, est toujours prêt à souil-
ler les milieux où lasepsie n’est pas absolue ; ses propriétés sont peu connues ; il y a dix ans même, on ne lui connaissait aucun réaction biologique, on n’en aurait pas tenu compte. Aujourd'hui, on commence à voir qu'il attaque la matière albuminoide et doit secréler une diastase peptolylique ; Vandevelde signale que dans certains cas il peut faire fermenter le lactose ; il peut donc, par suite, coaguler le lait ; il n'y a rien là qui doive nous surprendre, on s'imaginerait difficilement qu'un microbe vivant sur un milieu nutritif n'arrive pas à le transformer.
La recherche des diastases n’est évidemment pas un travail facile ; à chaque pas, les causes d'erreur apparaissent ; on. peut au moins éviter celles qui résultent d’un manque de méthode.
Nous aurions beaucoup à faire encore si nous voulions poursuivre ce travail commencé sur le coli-bacille. Certes, la préparation d’une masse microbienne énorme, pouvant être broyée et pressée à 50 atmosphères, suivant Ia méthode de Büchner et Rapp, pour la levure de bière, n’est pas chose facile. Pourtant nous sommes convaincu que c'est dans ce seul moyen que l’on peut avoir des résultats probants et définitifs sur la nature et l’existence des diastases secrétées par le coli. Qu'il nous ait suffi de signaler que le problème n’est pas simple comme on pourrait le supposer tout d’abord. « Quand une diastase apparaît et que » l’on est à l’abri de toute cause d'erreur, c’est qu’elle exis- » te réellement ; mais lorsqu'elle n'apparaît pas, on ne peut » pas conclure tout de suite qu’elle est absente, il faut y » regarder de plus près. » (Duclaux).
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Conclusions générales.
I — Dans un chapitre de ce travail, nous avons attiré l'attention sur la fréquence du retour à la coloration primitive des milieux au neutral-roth, ayant viré et étant devenus fluorescents sous l'influence du coli-bacille. Nous avons montré dans ce phénomène le rôle de l'acidité créée par le glucose dans la composiion des milieux et nous avons conclu à la suppression pure et simple de cette substance, si l’on voulait avoir une réaction durable.
Il. — Au sujet de la production d’indol par le coli-bacille sur milieu à la peplone, nous avons signalé l'importance de l'essai préliminaire de la peptone avant son emploi et la nécessité de mettre toujours à l’étuve, à côté des tubes ensemencés, des tubes témoins où l’on fera la même réaction. Appliquant la réaction de Denigès à la vanilline, nous avons vu que la coloration rose caractéristique de l’indol était quelquefois remplacée dans les peptones témoins par une coloration violette. Nous avons retrouvé cette coloration vio- Jette dans des tubes à la gélo-peptone ensemencés de colibacilles, et nous avons montré le rapport qu’il y avait entre la présence des produits de désintégration de l’albumine, sous l'influence de ce microbe, et la coloration obtenue ; cette réaction est donc de même nature que celle de lindol et si nous la trouvons avec des peptones commercia-
Et Ge (Xe les, c’est que ces peptones ont, pendant leur préparation, subi une certaine décomposition par l'attaque des microbes vulgaires de la putréfaction ; ceux-ci, comme le coli, dégradent la matière protéique jusqu'à des termes voisins du tryptophane ou d'acides animés renfermant un noyau qui donnerait une coloration violette avec la vanilline.
III. — Dans notre dernier chapitre, nous avons recherché la nature des diastases secrétées par le coli-bacille. Les filtrats sur bougie de porcelaine de cultures en milieu azoté ou hydrocarboné, ne nous ont pas permis d'isoler de diastases. Le broyage avec du sable et de l’eau, de cultures sur pomme de terre, ne nous l’a pas permis davantage. Il apparaît donc que, pour avoir des résultats positifs, il faudrait faire le broyage des cellules, suivi de compression, comme Büchner l’a fait pour extraire la zymase de la levure de bière. Nous avons attiré l’attention sur la rigueur de la méthode à suivre dans ces travaux. Nous avons vu combien nombreuses étaient les causes d'erreur et nous avons démontré que l’asepsie était la première règle à observer, faute de quoi des résultats qui paraissent positifs peuvent toujours être critiqués.
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