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INTRODUCTION
Dans un travail intitulé: «Contribution à l'étude des Bactéries Anaérobies», R. VESCHAMBRE (1) a eu l’occasion de prouver la valeur d’un nouveau milieu à base de Protéolysat.
I en a montré toute la richesse, particulièrement en ce qui concerne les constituants azotés.
Nous avons cru intéressant de continuer l’étude de ce substrat en recherchant les principaux facteurs de croissance qui entrent dans sa composition.
Nous avons divisé notre exposé en deux grandes parties. Dans la première partie, nous avons consacré un chapitre au rappel de quelques notions se rapportant aux facteurs de croissance.
Pour chaque Vitamine envisagée, nous avons donné un résumé indiquant l’origine, la formule, l’action de chacune; puis, brièvement, nous avons montré l'importance des facteurs de croissance dans les milieux de culture vis-à-vis des bactéries.
L'objet de notre second chapitre est un aperçu sur le Protéolysat; et, nous avons vu successivement: les raisons de son emploi comme milieu de culture, sa préparation, sa concentration, sa constitution sommaire.
La deuxième partie de cet exposé est consacrée exclusivement aux Travaux personnels.
Elle comprend plusieurs chapitres, chacun se rapportant à un facteur de croissance déterminé.
Nos recherches et dosages ont porté principalement sur huit facteurs essentiels, à savoir:
Acide pantothénique, Acide folique, Biotine, Thiamine, Riboflavine, Amide nicotinique, Acide para-amino-benzoïque et Pyridoxine.
Dans chacun de ces chapitres, nous avons tout d’abord
mentionné les méthodes de dosage utilisées pour la vitamine en question; puis, après avoir indiqué celle que nous avions choisie, nous l’avons décrite en détails, nous avons noté les résultats obtenus d’après les mesures et les avons comparés à ceux obtenus par le tracé d’une courbe.
Avant d'aborder l’exposé de notre travail, qu’il nous soit permis de remercier tous ceux qui ont contribué à sa réalisation.
Que Monsieur le Professeur SARTORY, qui nous à accueillie avec tant de bienveillance dans son laboratoire, trouve ici l'expression de notre profonde reconnaissance.
Qu'il veuille bien, en outre, accepter nos remerciements pour l’honneur qu’il nous fait en acceptant de présider ce jury.
Nos remerciements les plus sincères s'adressent également à Monsieur le Professeur CORDIER, qui a bien voulu accepter de faire partie du jury de cette thèse.
Que Monsieur J. MEYER, Maitre de Conférences, qui nous a guidée dans nos recherches, soit ici remercié pour ses COnseils éclairés et pour les moyens qu’il a mis largement à notre disposition.
A Monsieur J. Marcras, Chef de Travaux, nous exprimons toute notre reconnaissance pour sa constante collaboration qui nous a permis de réaliser ce travail.
I. — RAPPEL DES NOTIONS SUR LES FACTEURS DE CROISSANCE
La notion de l'unicité fondamentale de la nutrition cellulaire, cachée sous une apparente diversité, est née de la confrontation du rôle des «Vitamines» pour les êtres supérieurs d’une part, des «Facteurs de croissance» pour les microorganismes d'autre part.
Ce fut WILDIERS (2) qui, en 1901, émit, pour la première fois, la conception spécifique d’un «facteur de croissances pour un organisme déterminé. Puis Lworr (3), en 1936, en donna la définition suivante:
«Un facteur de croissance, pour un organisme déterminé eslune substance dont il est incapable d'effectuer la synthèse, el, en l'absence de laquelle, toute multiplication lui est impossible».
Toutefois, il est nécessaire de distinguer le «facteur de croissance» d’autres facteurs, que MM. À. et R. SARTORY et J. MEYER (4) classent de la facon suivante:
1° Les «stimulants» ou «activateurs de croissance» qui favorisent le développement de la bactérie, mais ne lui sont pas strictement indispensables.
2° Les «facteurs conditionnels», exigés dans certaines conditions particulières. Citons, par exemple, le cas de l’Hématine nécessaire à Hémophilus influenzae en aérobiose, mais non en anaérobiose.
3° Les «Facteurs d'amorcements ou <de départ» qui, indispensables lors d’un premier isolement, sont synthétisés dans la suite grâce à l'intervention denzymes adaptatives.
nr ere : :
4 Enfin, à signaler, en dernier lieu, les composés oligodynamiques et les aliments hydro-carbonés énergétiques.
Selon l'expression de LWorr, «les facteurs de croissance sont pour les microorganismes ce que sont les vitamines pour les Métazoaires».
Les auteurs américains ont démontré que les vitamines pouvaient être aussi des facteurs de croissance pour certains microorganismes; d’où, à l’heure actuelle, la quasi-impossibilité de faire une séparation catégorique entre les unes et les autres.
D’après M. WELSCH (5), s’est ainsi révélée ou précisée l'existence d’entités vitaminiques nouvelles comme lAcide pantothénique ou Vitamine B3, la Pyridoxine ou Vitamine B 6, la Biotine ou Vitamine H, l'Inositol, l’'Acide p-aminobenzoïque ou Vitamine H.
Nous allons les passer en revue brièvement.
NOTIONS SOMMAIRES SUR LES QUELQUES VITAMINES NOUS INTERESSANT
1° Acide pantothénique.
Déjà en 1901, WiLpiErs montra la présence d’une substance active dans la levure fraîche, puis dans le suc de certaines plantes: il l’appela «Bios». Enfin, 30 ans plus tard, WiLLIAMS parvint à préparer à partir du foie frais de Mouton des extraits riches en cette substance acide, de poids moléculaire relativement faible, à laquelle il donna le nom d’'Acide pantothénique, à cause de sa grande diffusion dans le monde animal et végétal.
Elle est, en effet, universellement répandue; les sources les plus riches sont: le foie, le rein, le jaune d'œuf (72 mmg./kg.), l'extrait de levure (240 mmg./kg.), le son de riz, les légumes...
L’Acide pantothénique est une substance huileuse, visqueuse, jaune pâle, soluble dans l’eau. Elle résiste à la chaleur, mais est détruite par les acides, les alcalis concentrés. On ne peut l'obtenir cristallisée que sous forme de sel de sodium en particulier. Toutefois, on l’emploie, le plus souvent, sous forme de sel de Calcium. Seul l’isomère dextrogyre est biologiquement actif.
C’est après un travail considérable, compliqué par des difficultés d'isolement du produit (1940) que la constitution en fut précisée et la synthèse réalisée.
Sa formule chimique est la suivante:
CH
| HOCH,—C-—CHOH—CO-—NH-CH,-CH,-COOH | CH, acide pantothénique, C.H,,0;,N D (+) a, y-dioxy-f, B-diméthylbutyryl-f-alanide
C’est donc l’amide de la B Alanine et de l’Acide a, y dihydroxy-B-diméthylbutyrique.
Le rôle de cette Vitamine chez l’homme est mal précisé. Toutefois, les besoins quotidiens sont de l’ordre de quelques milligrammes. L’Acide pantothénique a été identifié à la vitamine antidermatosique du Poulet, indispensable à la croissance du Rat.
Il prend place parmi les Vitamines du groupe B.
2° Acide folique.
L’Acide folique, d’après MrrcHELL, SNELL et WILLIAMS (6), serait un élément du complexe B. Obtenu, à l’origine, à partir d'extraits de levure, puis du foie, et, enfin, d’autres substrats, il porte aussi le nom de Vitamine Bc. C’est un acide qui se présente sous forme d’une poudre cristalline Jaune, soluble dans l’eau, mais insoluble dans la plupart des solvants organiques usuels.
Sa synthèse a été récemment faite (STOCKSTAD). Sa formule chimique est la suivante:
acide folique C; 9 H;,0; N;
N=C-OH ie ES H,N —C CEN=C CHEN SZ Ne ns
hf | NE ae PA
N-C-N—CH
| Acide N-[4- [(2 amino-4-hydroxy-6-ptéridyl) CH, méthyl]-amino }benzoyl]-glutamique. COOH
Selon certains auteurs, l’Acide folique s’identifierait avec le facteur anti-anémique du foie (pour le poulet); il jouerait un rôle important dans l’hématopoiïèse, d’où son emploi actuel dans le traitement de l’anémie de BIERMER.
NE rese 3° Biotine.
La Biotine fut isolée du jaune d'œuf par Kôcz en 1956, puis du foie par ViGNEAUD en 1940. Elle a été identifiée à la Vitamine H: vitamine anti-séborrhéique du Rat.
Elément du complexe B, c’est une substance cristallisée:
aiguilles incolores, solubles dans l’eau. Les solutions résistent assez bien à la chaleur, mais s’oxydent à l’air.
C’est un constituant protoplasmique universel. On la trouve à l’état naturel dans le foie, le rein, le jaune d'œuf, le petit lait, la levure de bière, le son de riz...
Elle serait partiellement à l’état libre, partiellement à l’état combiné.
Sa formule, élucidée par VIGNEAUD et ses collaborateurs, et confirmée par synthèse, est la suivante:
NH—CH- CH, + IN O=C S
NH CH—CH (CH,), : COOH
(+)-biotine (Du Vigneaud) du foie C: 0 H, 6 O; N: S
Bien qu’on ignore à l’heure actuelle le mécanisme de son action, {a Biotine joue un rôle certain dans la maladie du blanc d’œuf. Le Rat privé de Biotine présente une dermatose séborrhéique caractéristique. La dermatose de l’Homme serait également une Avitaminose H.
En ce qui nous concerne, il faut retenir son importance capitale en tant que facteur de croissance pour de nombreux microorganismes.
4° Thiamine.
La Vitamine B 1, Vitamine antinévritique, encore appelée Aneurine ou Thiamine, est un constituant important du complexe vitaminique B.
Elle est élaborée à l’état naturel par les cellules végétales.
La levure de bière en est la source principale. Cette vitamine est présente dans le son de riz, l'enveloppe et le germe des céréales. Elle paraît être un constituant protoplasmique de premier ordre dans le règne animal.
Tor
Isolée par JANSEN en 1926, sa synthèse fut réalisée en 1937 par WiLriaMs et ses collaborateurs (7).
Sa structure n’a été déterminée avec certitude qu’à une époque récente; elle répond à la formule suivante:
se. a NACHNE EC EN c CH, ESA
| I ] H,C—C CNE UEHC C—CH,CH,OH RM OEM
Vitamine B;, aneurine, C,,H,,ON,SCI : HCI
Son rôle physiologique primordial est de prévenir et de guérir les manifestations nerveuses du béribéri humain et de la polynévrite aviaire.
5° Riboflavine,
La Vitamine B2, Lactoflavine ou Riboflavine, qui est Maintenant parfaitement connue, et dont la synthèse a été réalisée entre autres par KUHN et KARRER, vers 1935,'a été longtemps confondue avec la précédente. C’est grâce à l'expérimentation physiologique sur l’animal, que l’on a pu dissocier leur action respective, puis les vitamines elles-mêmes.
La Riboflavine se trouve à l’état naturel en quantité notable dans les œufs, le lait, le foie. Chez les êtres vivan(s, elle à été identifiée au «Ferment jaune respiratoire de Warburg».
Elle se présente sous forme d’aiguilles jaune orangé, de saveur amère, solubles dans l’eau. La solution est très colorée en jaune et fluorescente dans les pH voisins de la neutralité. Elle est très sensible à l’action de la lumière qui la transforme en un composé physiologiquement inactif. Par contre, elle est thermostable et résiste à loxydation.
Sa formule est la suivante:
OH OH OH H,C À i : CH,OH D Et ANT RATS
DA 7 cl Lactoflavine H I CirHoO6N:
Propriétés physico-chimiques.
TO
Action physiologique: Facteur indispensable à la croissance du Rat, sa carence provoque, chez l'Homme, un ensemble de troubles caractérisant une Avitaminose bien individualisée et qui semble assez répandue.
6° Amide nicotinique.
L’Amide nicotinique ou Vitamine P.P. se rattache au groupe des Vitamines B. Elle fut longue et difficile à identifier.
A l’état naturel, on peut l’isoler de la levure de bière, des polissures de riz, des extraits de foie. Elle se présente sous forme de cristaux incolores, solubles dans l’eau et résistant à l’action de la chaleur.
C’est ELVEHIEM (7) et ses collaborateurs qui ont identifié la Vitamine P.P. à l'Amide de l'acide nicotinique de formule:
ac” Nc_co--NH,
|| CH KA Nicotylamide CH.ON,
HC
C’est la vitamine antipellagreuse de l'Homme. Sa carence provoque, chez le chien, les symptômes de la «black-tongue», Avitaminose spontanée rappelant la pellagre humaine.
7° Acide para-aminobenzoïque.
L'Acide para-aminobenzoique, facteur de croissance des bactéries, s’est révélé, à la suite des travaux de Woops, Mac Inxrosu et WurrBy, comme étant un Antisulfamide puissant.
C’est un facteur essentiel pour la cellule vivante, jouant le rôle d’une vitamine chez de nombreux animaux supérieurs.
L’Acide para-aminobenzoïque se présente sous forme d’une substance cristalline blanche.
Nous donnons sa formule chimique:
CÆeUOn HC (Eloi HC CH
C—NHo
Acide amino benzoique
SE RL UT
8° Pyridoxine.
La Vitamine B 6 est encore appelée: Vitamine antidermalosique ou antipeliagreuse du Rat, Adermine ou Pyridoxine.
Ce fut BiRCH et GYorGvi, qui, en 1936, la distinguerent de la vitamine antipellagreuse de l'Homme.
Ses principales sources naturelles sont: la levure, le foie, le froment, les polissures de froment, les germes de blé el la chair de poisson.
C’est un corps bien cristallisé, sous forme d’éléments incolores, solubles dans l’eau.
La Pyridotine résiste à la chaleur mais elle est très sensible à l’action de la lumière.
| Sa formule, récemment élucidée par KUHN et WExpr (d’après M. PoLonxowskY), et confirmée par synthèse, est la suivante:
CH,OH CE | 2 adermine, do ii chlorhydrate de pyridoxine ER °C | c,H,0.N-Hc1 | H
Chez l'Homme, elle Jouerait un rôle important dans le métabolisme des graisses.
En résumé, ces huit Vitamines, dont nous venons de rappeler brièvement quelques propriétés, font partie, pour la plupart, du complexe vitaminique B. Elles sont toutes hydrosolubles.
Bien que leurs formules chimiques soient extrêmement variées, leur carence provoque toujours, et pour chacune en particulier, une Avitaminose bien caractérisée, chez l'Homme et chez les animaux.
Quelle est donc leur importance en ce qui concerne les Micro-organismes? C’est ce que nous allons voir en quelques mots dans le prochain paragraphe.
II — IMPORTANCE DES VITAMINES DANS LES MILIEUX DE CULTURE VIS-A-VIS DES BACTERIES.
Les bactéries, qu’elles soient Aérobies ou Anaérobies, comme toute cellule vivante, ont besoin pour faire la synthèse de leurs constituants protoplasmiques, en premier lieu, d’éléments énergétiques, en second lieu, d'éléments catalyseurs.
Ces matériaux: glucides, lipides, protides, sels minéraux, éléments catalyseurs, etc, elles les puisent dans le milieu ambiant et les attaquent grâce à leurs enzymes.
Les réactions d’oxydation pour les unes, de fermentation pour les autres, constituent la source d’énergie qui leur est indispensable.
Toute bactérie exige entre autres principes nutritifs une source de Carbone lui fournissant l’énergie nécessaire à la synthèse des constituants azotés de son protoplasme. Pour cette synthèse, une source d’azote lui est indispensable, laquelle peut varier à l'infini, allant du simple sel ammontacal aux protéines les plus complexes, en passant par leurs produits de dégradation: polypeptides, peptones, acides aminés.
«Le besoin en substances organiques azotées préformées porte souvent sur des composés autres que les amino-acides et dont de simples traces sont nécessaires pour assurer la culture.» (R. VESCHAMBRE) (1).
Et ces composés se révèlent être: les facteurs de CroOissance.
Comme nous l’avons déjà dit tout au début de notre historique, selon l’expression de LWorrF: «Les facteurs de CTOiSsance sont pour les microorganismes ce que sont les vitamines pour les Métazoaires».
Les facteurs de croissance, en réalité, sont étroitement apparentés aux vitamines: dans de nombreux cas, ils entrent comme agents codiastasiques dans la composition des diastases essentielles du métabolisme bactérien.
Appuyant cette affirmation, FILDES (9) a montré que le
ICE
seul facteur de croissance pour Proteus vulgaris était La Vitamine P.P., indispensable, elle aussi, aux animaux supérieurs.
En 1933, WARBURG et CHRISTIAN ont démontré que ia Ribofiavine, groupement prosthétique du Ferment Jaune de la levure, n’était autre que la Vitamine B 2.
Citons également le besoin en Amide nicotinique de Staphylococcus aureus, Corynebactérium diphteriae et d’autres microorganismes (10). (WELSCH.)
Il fut ainsi prouvé que les microorganismes, à l’exemple des Etres supérieurs, ne pouvaient ni se développer, ni se multiplier sans la présence, dans leur milieu nutritif, de quantités infimes de ces «facteurs de croissance», indispensables, quelle que soit la valeur nutritive du milieu ambiant. Nous utiliserons nous-mêmes cette propriété pour le dosage de ia presque totalité des vitamines proposées.
En ce qui concerne Les facteurs de croissance exigés par les Anaérobies, citons, parmi tant d’autres: /a Biotine, qui, d’après BREWER et RŒSSELER (11), serait la seule vitamine indispensable à Clostridium botulinum. D’après SHuLL et PETERSON (12), elle le serait aussi pour Clostridium sporogenes. Par contre, Plectridium tetani serait très exigeant; MUELLER et MILLER (13) montrent que plusieurs Vitamines lui seraient absolument nécessaires.
HousEe-WeRiGxr cite l’Acide para-aminobenzoïique pour Clostridium acetobutylicum. Le fait, en ce qui concerne le Proteus X 19, que la seule addition de Vitamine P.P. à un milieu minéral, soit la condition nécessaire et suffisante pour le développement de ce microorganisme, permet de conclure: «Dans un milieu où un seul facteur de croissance lui fait défaut, le microorganisme «exigeant» est incapable de se multiplier, l'addition au milieu du facteur requis suffit cependant à assurer la reprise de la multiplication».
On peut donc considérer comme acquis que les facteurs de croissance sont des constituants cellulaires fondamentaux, des métabolites essentiels dont le rôle et l'importance sont généraux. (WELSCH.)
RAISONS MOTIVANT SON EMPLOI COMME MILIEU DE CULTURE EN MICROBIOLOGIE
Le Service des Anaérobies de l'Institut Pasteur, après une étude comparative des nombreux milieux proposés jusqu’alors pour la culture réputée difficile des Bactéries andérobies, a fixé son choix sur le bouillon V F, modifié par Prévor (14). Ce milieu s’ést révélé très favorable à l’isolement, à la culture des Anaérobies, ainsi qu’à la production de leurs toxines.
C’est une digestion pepsique d’un mélange, de tissus musculaire et hépatique de Bœuf, susceptible d’enrichissements variés.
Toutefois, «de préparation difficile, exigeant un appareillage complexe, encombrant et coûteux... la préparation n’en est rentable qu’à partir de la quantité industrielle, et le petit laboratoire de diagnostic ou de recherches ne peut assurer une telle mise en marche». (VESCHAMBRE.)
D'autre part, l’industrie américaine fabrique, pour l’usage courant, de nombreux milieux déshydratés, désséchés et pulvérisés, d'emploi très pratique et susceptibles de rivaliser avec le Bouillon V F. Malheureusement, l’importation diff;cile de tels milieux, qui en plus, en rendrait le prix de revient trop élevé, n’est pas possible à l'heure actuelle en France. C’est pourquoi J. MEYER, R SARTORY, J. MarGras et R. VESGHAMBRE (140) ont cherché une formule «plus simple et économique», capable d’être réalisée sur le plan industriel, dans les Laboratoires français.
Prévor a poussé ses investigations surtout dans le but de trouver un produit répondant aux exigences du métabolisme des Anaérobies. Si les bactéries ont toutes besoin d’enzymes pour rendre assimilables les éléments nutritifs dont elles disposent, ces enzymes innombrables varient d’une espèce à l'autre et même selon la constitution du milieu de culture.
RE RD ER
C’est pourquoi, en raison même des différences existant dans le système enzymatique dont dispose chaque bactérie, il est impossible de réaliser un milieu de culture idéal convenant à toutes.
Mais si le glucose, dans la majorité des cas, suffit comme source de Carbone, il n’en est pas de même pour la source d'azote, qui, comme nous l’avons déjà dit, en quelques mots, peut varier à l'infini: ceci, en relation avec le mode de vie des Bactéries envisagées; car, si les Saprophytes, tels que le Colibacille, se contentent d’un simple sel ammoniacal pour synthétiser l’ensemble de leurs constituants azotés protoplasmiques, les espèces pathogènes sont très souvent beaucoup plus exigeantes. En effet, leur adaptation à la vie parasitaire a entrainé une réduction de leur pouvoir de synthèse, c’est pourquoi elles doivent trouver dans le milieu ambiant toutes les matières organiques et en particulier les éléments azotés nécessaires à leur métabolisme.
Cette source d’Azote, selon l’importance de l'équipement enzymatique de la bactérie, pourra passer des protéines complexes aux peptides et acides aminés.
R. VESCHAMBRE fait remarquer que, même dans le cas de bactéries dites protéolytiques, c’est-à-dire capables de proliférer aux dépens des grosses molécules protidiques, l’apport de peptones, mélange complexe issu d’une dégradation enzymatique préalable des Protéines, favorise toujours la prolifé-
ration des germes.
C’est pourquoi, tout bon milieu de culture doit apporter une gamme aussi étendue que possible en ce qui concerne les éléments indispensables à la vie des Bactéries, les éléments azotés en particulier.
Etant donné les exigences nutritives des bactéries pour leur culture en milieux artificiels qui doivent être riches en éléments azotés, facteurs de croissance etc, les Bactériologistes s'adressent généralement aux tissus d'organes animaux qui, après un traitement approprié, comportant essentiellement une digestion enzymatique des protéines, formeront un protéolysat: source d’azote facilement assimilable par les bactéries et de formule voisine de celle des milieux américains à base de peptones.
Les Laboratoires Difco, en effet, fabriquent des produits contrôlés pour l’usage microbiologique par des ütrages appropriés, très riches en peptones d'origines diverses, de composition connue et constante, tel que le Milieu «Protéose-Peptone Difco» qui est une synthèse de Polypeptones enrichies.
Tous ces caractères, J. MEYER, J. MALGRAS et R. VEs- CHAMBRE (14bis) les ont rencontrés dans un produit destiné à
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l'usage thérapeutique : le «Protéolysat de Ronchèse», dont la préparation et la composition telles qu’elles lui furent communiquées par les Laboratoires Ronchèse sont les suivantes:
Préparation. Constitution sommaire du Protéolysat Ronchèse.
«La majeure partie du Protéolysat résulte de Phydrolyse sulfurique de la caséine, de la viande et du sérum, pendant six heures à 100 degrés, de manière à pousser lhydrolyse aussi loin que possible.
L’acide est neutralisé ensuite par le carbonate de chaux pour éliminer le plus possible les parties minérales par plusieurs filtrations au cours des concentrations, en sorte que Île produit ne dépasse pas en général 10% de cendres totales. Ces hydrolysats sont cependant additionnés d’une partie d'hydrolysat enzymatique de ces mêmes produits et de fibrine, afin d’assurer au mélange un taux de Tryptophane dau moins 1%. L'hydrolysat complet doit renfermer de 36 à 40% de l’azote sous forme d’azote aminé, et moins de 10% d’azote ammoniacal».
Ces dosages d’azote, ainsi que ceux du tryptophane et des cendres, sont effectués pour chacune des préparations.
R. VESCHAMBRE a fait une étude comparée des constituants azotés du Protéolysat et du Bouillon V F, où il montre la teneur remarquable du premier en dérivés dégradés, (d’où l’utilisation plus facile par le microorganisme) et par là sa supériorité sur le Bouillon V F, bien que la teneur totale en composants azotés soit sensiblement la même pour les deux:
Bouillon V F: 5,7% en N total.
Protéolysat à 5%: 5,725% en N total.
Composition du Protéolysat pur en Acides aminés ou Polypeptides.
(Communiquée par les Laboratoires Ronchèse.)
1 GES EE TN TAN PNA RS AA EE er ee ee 2,4
EAST EN at 2,10 Acide aspartique .... 4,0
Peter 12,10 Cystine-cystéine ...: 1,10 ISoleueime tr: ere. 4,10 Acide glutamique .... 14.2
D OT AE AE 5,29 Giycocolle Een rer 1,4
Méthionine: :.....…1..1 2,15 Hydroxyproline ..... 0,15 Phénylalanine ....... 4,90 Proline rain 7,2
Phrconimentis TUE: 3,80 SÉRIE Neue 4,8
‘Revpiophane! 7... 1,00 LNTOSRES ENTRE TEN 2,0
SNS n ee CONS MASSE 7,00
Soit en tout: 83,4%.
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En ce qui concerne la nature des amino-acides existant dans le Protéolysat et le Bouillon VF, d’après l’analyse chromatographique de R. VESCHAMBRE, il ressort que la gamme des amino-acides présents dans les deux milieux est sensiblement identique.
Mode d’emploi du Protéolysat , en tant que milieu de culture courant au laboratoire.
R. VESCHAMBRE fit des dilutions de Protéolysat à 1%, 2% et 5% sous forme de bouillon glucosé.
Ses essais de culture, effectués au Laboratoire de Microbiologie de la Faculté de Strasbourg sur les dilutions énumérées ci-dessus, ont montré que le pourcentage le plus économique, tout en étant suffisant, était de 2%. Il l’adopta alors pour la suite de ses recherches.
La préparation du milieu de base est la suivante:
PTOLCOLVS TE RCE MER ER 20/9:
EAU TS Hé Re EN PA 1.000 cc.
Il suffit de faire dissoudre le Protéolysat, qui a l’aspect d’une poudre jaune-brun, d’odeur caractéristique. On obtient rapidement, par simple agitation, une solution acide dont il faut ajuster le pH à 7,2 environ à l’aide de soude diluée.
On peut employer comme indicateur de pH un papier réactif spécial; mais, par l’addition de Soude, le liquide se trouble peu à peu, et, pratiquement, le pH voulu est atteint quand la précipitation est arrivée à son maximum, provoquant un trouble très net. Cette précipitation, due aux phosphates et carbonates alcalino-terreux, s’accentue encore à chaud. Il faut done porter le ballon contenant le milieu à la vapeur fluente dans l’autoclave et filtrer à chaud.
On obtient un liquide jaune elair très limpide.
Ce bouillon peut être enrichi, gélosé, etc. Dans nos expériences, nous l’avons utilisé non gélosé, mais glucosé à 2%.
Il suffit ensuite de le répartir dans les tubes et de stériliser à l’autoclave 15 à 20 minutes à 115°.
Le milieu est ainsi prêt à emploi.
RAISONS DU CHOIX D’UNE METHODE DE TITRAGE MICROBIOLOGIQUE
Hormis le fait de travailler dans un laboratoire de Microbiologie, il nous fallait une méthode de dosage simple, rapide et relativement bon marché. C’est pourquoi, nous avoas donné la préférence à la méthode microbiologique.
Nombreuses sont les techniques de titrage des Vitamines qui ont été préconisées jusqu’à présent; il faut citer tout particulièrement les techniques de dosage chimique et phystiologique.
Cette dernière est très utilisée en ce qui concerne les animaux supérieurs; elle est, en effet, directe et exprime expérimentalement la valeur des échantillons étudiés, pour «l’animal-réactif spécifique» employé.
Toutefois, c’est une méthode relativement longue et coûteuse:
Quant à {a méthode chimique, elle ne peut être employée pour toutes les Vitamines. Si elle donne de bons résultats pour la Vitamine C entre autres, elle se révèle difficile ou
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même totalement impossible en ce qui concerne plusieurs éléments du complèxe B. D’autre part, cette méthode manque de spécificité: les résultats sont souvent faussés par des réactions identiques que peuvent donner des substances de constitution ‘voisine, dépourvues, elles, de toute activité biologique.
En outre, ce mode de titrage nécessite, en général, l’extraction et la purification de la Vitamine des substances dans lesquelles on la recherche.
Au sujet de la méthode microbiologique, M. WEzscx (5) en donne la définition suivante: «Méthode extrêmement sensible et qui permet le titrage au moyen d’échantillons très réduits. Sa spécificité, sans être absolue, va fréquemment de pair avec celle de la méthode physiologique qui utilise l'animal supérieur».
Une telle appréciation ne pouvait que nous encourager à avoir recours à cette technique.
Discussions sur la Méthode microbiologique de titrage.
Si les Vitamines sont des facteurs de croissance pour certains Microorganismes, il doit être possible de les identifier, voire même de les doser quantitativement au moyen de bactéries-test, convenablement choisies. (WELSCH.)
Nous avons déjà vu dans la première partie de notre exposé qu’un microorganisme exigeant ne pouvait se multiplier dans un milieu où manquait un seul facteur de croissance. C’est cette propriété qui sert de base à toutes les méthodes de titrage microbiologique pour toutes les substances agissant comme facteur de croissance.
Le principe de ces méthodes de dosage, A. et R. SARToRY et J. MEYER (16) le définissent ainsi:
«Au voisinage des doses limites actives, lorsque celles-ci restent sous-optimales, le développement reste sous-maximum et est proportionnel à la concentration du métabolite essentiel en question.» Et ils ajoutent: «Chaque fois qu’une vitamine, un acide aminé, etc., constitue un facteur de croissance essentiel pour un microorganisme, il est possible de le doser quantitativement au moyen de la <«bactérie-tests convenablement choisie».
Nous voyons que les microorganismes deviennent des instruments d'identification et de titrage des vitamines.
À noter que, d’après cette affirmation même, il devient non seulement possible d'utiliser un microorganisme-test
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pour rechercher le facteur de croissance spécifique dans un substrat où il est supposé exister, mais, réciproquement, il devient possible de déterminer une bactérie à l’aide d’un facteur de croissance que l’on sait être indispensable à son développement et qu'elle est incapable de synthétiser.
TECHNIQUE DE DOSAGE MICROBIOLOGIQUE
En général, pour réaliser pratiquement un titrage microbiologique, il faut réunir diverses conditions, dont trois sont essentielles, à savoir premièrement:
— Choisir une souche microbienne incapable de synthétiser le facteur de croissance que l’on veut titrer. Il faut que cette souche, en plus de sa spécificité, soit stable (d’où la nécessité de l’entretenir dans des conditions telles qu’en proliférant, elle n’acquiert par mutation le pouvoir de synthétiser le facteur de croissance en question).
_— La deuxième condition à réaliser est celle de la mise au point d'un milieu de base favorable. Logiquement, nous devrions chercher à obtenir un milieu de base contenant en concentration optimale, tous les éléments susceptibles d’influencer la croissance du germe choisi, en dehors de toutes traces du facteur à titrer, cela va sans dire. Ceci, pour s’assurer que toute stimulation ultérieure sera bien spécifiquement provoquée par l’addition du facteur à titrer.
Un tel milieu de culture serait très délicat à réaliser, exigeant alors l’apport de matériaux tels que les extraits de viande, de levure, les peptones et hydrolysats de caséine: toutes substances riches en facteurs de croissance, où il faudrait, au préalable, détruire celui que l’on se propose de titrer. Ainsi la meilleure solution, dans les cas où elle est possible, reste encore celle d'utiliser un milieu simple, svuthétique de préférence, et, en tout cas, chimiquement défini: d’où l’emploi indispensable de produits chimiques de très grande pureté. É
__ Enfin, en troisième lieu: autre condition essentielle à réaliser: la mise au point d’une méthode de mesure permettant l'évaluation quantitative de la réponse du microorganisme-test à des doses variables du facteur étudié.
Cette réponse du microorganisme peut être évaluée non seulement par celle du développement microbien, «mais aussi par l'évaluation d’une quelconque activité physiologique, telle que l’acidification, la réduction, l'intensité respiratoire» etc. (Sarrory et MEYER) (16).
Lors de nos essais, nous avons toujours mis en parallèle:
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taux de Vitamirre et développement de la Bactérie. A l'exception du titrage de la Pyridoxine, pour lequel nous avons évalué la réponse par pesée du mycélium de Neurospora sttophila (seul cas également où nous ayons employé un Chanipignon comme microorganisme-test), pour tous les autres titrages, nous avons mesuré le développement microbien par opacimétrie.
Réalisation pratique.
Le développement des germes étant proportionnel à ja concentration du métabolite essentiel à doser; il faut tout d’abord, par addition de quantités connues du facteur de croissance étudié au milieu synthétique approprié, réaliser une gamme de milieux à concentration croissante en ce facteur donné, pour établir une courbe étalon standard traduisant graphiquement l'intensité du développement.
En d'autres termes, il faut ensemencer le microorganisme-réactif dans le milieu de base auquel on a ajouté des quantités variables et connues du facteur à doser. On procède en dernier lieu à la mesure du développement microbien en rapport avec les taux vitaminiques, après une incubation dont les conditions (durée, température.) sont exactement déterminées.
Pour tous nos dosages, à l’exception de celui de la Pyridoxine pour lequel nous avons eu recours à des mesures pondérales, nous avons évalué l’intensité du développement microbien à l’aide d’un photocolorimètre:le Lumétron Colorimeter N° #02E, muni de filtres appropriés aux différentes vitamines.
On trace alors une courbe en portant en abcisses les quantités de Vitamines introduites, et, en ordonnées, les diverses valeurs correspondantes obtenues par mesure du trouble du milieu de culture.
Cette eourbe-étalon nous permettra, par simple lecture, de déterminer alors dans les mêmes conditions expérimentales, la teneur en facteur de croissance d’une préparation inconnue (ex.: Protéolysat) spécifique du microorganisme. Il est nécessaire, toutefois, de refaire, lors de chaque essai, une nouvelle courbe d'étalonnage, les conditions d'opération pouvant varier d’un essai à l’autre.
D'autre part, pour obtenir de bons résultats, il est nécessaire également de faire des dilutions convenables du produit à doser, afin d'obtenir pour celui-ci des valeurs se rapprochant de celles de la gamme-étalon, ce qui évite les causes d'erreurs dues aux interpolations.
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Par le fait même d’avoir choisi pour nos titrages la méthode microbiologique, nous avons été obligés de nous en tenir aux éléments du complexe B.
En effet, parmi les Vitamines dites «lipo-solubles», seule la Vitamine K, en tant que facteur de croissance pour Mycobacterium para-tuberculosis, aurait pu se prêter à un tel dosage, bien que, dans la pratique, on utilise couramment les essais physiologiques (sur le Poulet).
Les Vilamines À el E ne se sont pas révélées jusqu'alors facteurs de croissance pour aucun des microorganismes étudiés à ce point de vue. On utilise pour leur dosage, ainsi que pour celui de la Vitamine D, des essais physiologiques sur le Rat, le Poulet et également des titrages colorimétriques (colorations diverses avec le trichlorure d’Antimoine; formation de quinones colorées etc.….).
Parmi les Vitamines hydrosolubles, nous avons laissé de côté La Vitamine C;: bien que stimulant pour de nombreuses bactéries, l’Acide ascorbique se dose très bien à l'heure actuelle chimiquement. D’autre part, vu sa thermolabilité, cette Vitamine ne doit guère résister à l’autoclavage des milieux nutritifs propres aux bactéries. Sa présence préformée dans les substrats stérilisés ne doit donc pas être nécessaire pour l’amorcement des cultures bactériennes. L'emploi de techniques microbiologiques pour cette Vitamine ne semble pas indiqué.
Il n’en est pas de même pour les éléments du complexe vitaminique B. Si certains se prêtent à un dosage chimique, ex.: l'Aneurine (formation de diazoiques colorés), la Vitamine PP, la Lactoflavine (intensité de sa propre coloration), par contre, la Pyridoxine, l'Acide pantothénique, ia Biotine, l'Acide folique sont tributaires des tests physiologiques (tests euratifs du Poulet; mieux, tests microbiologiques de croissance de certains bacilles lactiques).
Nous avons déjà donné au début de ce chapitre quelques-unes des raisons qui nous ont fait préférer la technique microbiologique: à noter que, comme dans les méthodes chimiques, la plus grande difficulté réside dans la préparation des échantillons pour le dosage, car, il faut éviter avec soin les altérations de la substance étudiée, altérations de tout genre: action de la lumière, de la température, de la réaction ionique, stérilisation rigoureuse des milieux, de la verrerie, etc...
Ces difficultés diverses expliquent le nombre de méthodes microbiologiques proposées pour le titrage de chaque Vitamine du complexe B. Si cette multiplicité des techniques
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indique lPimperfection même des procédés en usage, actuellement, elle constitue, d'autre part, un avantage sérieux, car, lemploi judicieux de méthodes diverses utilisant des microorganismes-réactifs différents, permet d'obtenir des résultats nombreux qui se contrôlent mutuellement (WELsCH).
Dans les chapitres suivants, nous décrirons, après un bref rappel des méthodes microbiologiques le plus couramment employées, la technique que nous avons choisie pour le dosage de chaque facteur de croissance envisagé et nous donnerons les résultats obtenus.
Au cours de cette étude, nous envisagerons successivement: 1° l’Acide pantothénique, 2° l'Acide folique, 3° la Biotine, 4° la Thiamine, 5° la Riboflavine, 6° l'Amide nicotinique, 7° l'Acide para-aminobenzoïque, 8° la Pyridoxine.
IDENTIFICATION DES HUIT VITAMINES PROPOSEES
Pour la simplification de l’exposé, nous indiquerons brièvement comment nous avons identifié ces huit facteurs de croissance dans le Protéolysat. Nous n’envisagerons done, dans la suite, que le dosage et ne reviendrons ‘pas sur la caractérisation des Vitamines dont nous nous étions proposé la recherche et le dosage dans le Protéolysat à 2%, but de notre travail.
La technique employée fut sensiblement la même pour toutes. La souche et le milieu de base sont ceux que nous avons utilisés pour les dosages et que nous indiquerons à cette occasion, chacun variant en rapport avec la Vitamine à étudier. É
Toutefois, il est préférable de distinguer deux cas.
Premier cas. — Le cas où la Vitamine à identifier peut être décelé par un microorganisme-test qui lui est spécifique et où le milieu de base utilisé est strictement minéral: c’est le cas de la Vitamine PP.
Pour tous nos essais quelqu’ils soient, nous avons utilisé du matériel (pipettes, ballons, tubes à essais), préalablement
stérilisé au four Pasteur à 180° pendant une heure. TP
Tube 1 | Tube 2 Tube 3 5 cc. milieu de base 5 ce. milieu de base 5 cc. milieu de base minéral à minéral | minéral 1 cc. eau distillée 1 cc. dilution 1 cc. solution (témoin) Protéolysat étalon Vitamine | | | 0,1 cc. émulsion 0,1 ce. émulsion 0,1 ec. émulsion
bactérienne bactérienne bactérienne
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Observations.
Si le Protéolysat contient le facteur de croissance recherché, identique à celui de la solution étalon mise en parallèle, nous constatons un trouble important dans les tubes 2 et 5, variable, cela va sans dire, selon le taux de dilution du Protéolysat ou la concentration de la solution étalon vitaminique.
Le tube TI ne montre aucune poussée microbienne: il sert de témoin: il est aussi limpide que le milieu de base initial.
2° cas. — C’est celui où le milieu de base renferme plusieurs Vitamines, autres que celle recherchée.
Ce procédé de caractérisation, nous l’avons employé pour la majorité des Vitamines envisagées; en voici la technique: ———_—_—_—————— ——_—_—_—_—
Tube 1 | Tube 2 Tube 3 | Tube 4
5 cc. mil. base 5 cc. mil. base | 5 cc. mil. base | 5 cc. mil. base
1 cc. eau dist. | 1 cc. dilution | 1 cc. de solution | I cc. de solution
Protéolysat | des 7 Vitamines | des 7 Vitamines à l'exception de! “+ la huitième la huitième
| Il 0,1 cc. émulsion 0,1 cc. émulsion 0,1 cc. émulsion 0,1 cc. émulsion
bactérienne | bactérienne | bactérienne bactérienne
Observations.
Si Le Protéolysat renferme la Vitamine recherchée, nous constatons un trouble important dans les tubes 2 et 4.
La croissance dans le tube 3 est évidemment plus faible: la solution ajoutée étant moins riche, puisque dépourvue de la Vitamine que nous voulons identifier.
Le tube I est le tube témoin: la croissance y est extrêmement légère en comparaison de celle des autres tubes, car la Bactérie ne dispose ici que des Vitamines qui se trouvent en très petites proportions dans le milieu de base. On peut dire qu’il y a survie, mais non croissance véritable, c’est pourquoi, le’ tube I peut être considéré comme témoin. |
DOSAGE DE L’ACIDE PANTOTHENIQUE DANS LE PROTEOLYSAT A
Nous avons employé l’Acide pantothénique sous forme de Pantothénate de calcium.
A l'heure actuelle, pour le titrage de cette Vitamine, on peut utiliser comme bactéries-tests: Sfreptococcus lactis, Streptobacterium plantarum, Proteus morganii, préférés par certains auteurs. Mais les organismes les plus employés sont, sans contestation: Lactobacillus casei et Lactobacillus arabinosus.
M. Wezscu préconise différentes méthodes dont celle de PENNIGTON, SNELL et WILLIAMS, ou encore celle de STRONG, FEENEY et FARLE, qui employent comme microorganisme-test: Lactobacillus casei et qui reposent sur le même principe, mais nécessitent des milieux de base différents; mentionnons encore la méthode de PELCZAR et PORTER qui utilise Proteus morganüi. Toutes ces méthodes donnent des résultats appréciables par turbidimétrie, mais elles sont délicates à réaliser en raison de la complexité des milieux de base qu’elles nécessitent; il en est de même pour la méthode de Lanpy et DickEN que nous décrirons à propos de la Biotine.
Pour le titrage de l’Acide pantothénique dans Île Protéolysat à 2%, nous avons choisi la Méthode de SNELL et WRIGHT (17).
Cette méthode, si l’on veut, peut se décomposer en plusieurs temps qui s’enchainent:
1° Préparation du milieu de base; 2° Préparation de la solution étalon de Vitamine;
3° Préparation des séries d'essais;
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c’est-à-dire: gamme contenant des concentrations croissantes de Vitamine à l’aide de doses différentes de la solutionétalon et, ensuite, série de dilutions croissantes de Protéolysat à 2%; 4° Stérilisation des séries de tubes prêts à l’ensemencement;
5° Préparation de la suspension microbienne;
6° Ensemencement des tubes à l’aide de cette suspen- Sion ;
7° Incubation et lecture des résultats.
Nous suivrons cet ordre dans l'exposé concernant chaque Vilamine étudiée ultérieurement.
La méthode de SNELL et WRIGHT utilise comme organisme-test: Lactobacillus arabinosus 17-5, dont la croissance, proportionnelle, dans certaines concentrations, à l’addition de Pantothénate au milieu de base, peut être mesurée par turbidimétrie ou acidimétrie.
1° Préparation du milieu de base.
Le milieu de base de cette méthode, indiqué par SNELL et WRIGHT, est constitué comme suit:
Hydrolysat de Caséine, Tryptophane, Cystine, Adénine, Guanine, Uracile, Thiamine, Pyridoxine, Riboflavine, Biotine, Glucose, chacun de ces éléments en quantité déterminée.
Il renferme, en outre, des sels minéraux tels que: Chlorures, Phosphates, Sulfates de K, Fe, Meg et Mn.
Notre Maître M. J. MEYER ayant mis obligeamment à notre disposition des milieux américains, préparés par les Laboraloires Difco, ce travail en fut grandement facilité.
Un de ces milieux, intitulé «Bacto-Pantothénate - Assay- Médium» spécialement préparé en vue du dosage de lAcide pantothénique, répond sensiblement à la formule indiquée par les auteurs de la méthode: c’est celui décrit par SNELL et WRIGHT, légèrement modifié.
Il a l'aspect d’une poudre jaune, de teinte non homogène, très hygroscopique, d’où la nécessité de conserver ce produit en flacons hermétiquement bouchés et à Pabri de l'humidité; c’est, en effet, un milieu complètement déshydraté et totalement dépourvu d’Acide pantothénique et de Pantothénale, bien que renfermant tous les autres facteurs nécessaires à la croissance du Lactobacillus arabinosus 17-5.
DUR CUT
Il est évidemment nécessaire de réhydrater ce milieu de base pour lemploi.
Dans un ballon, on met donc le milieu-poudre au contact de l’eau distillée dans la proportion de 75 g. de produit pour 1.000 cc. d’eau; on agite et on porte à l’ébullition: la poudre se dissout et on obtient un milieu jaune clair, formant un léger trouble. Il faut se garder de filtrer et on le répartit en agitant avant de mettre en tubes.
2° Préparation de la solution-étalon de Pantothénate de Calcium.
Les Laboratoires Difco, indiquant la dose de 0,10 y de Pantothénate pour 10 cc. de milieu comme étant la plus favorable, nous avons réalisé une solution renfermant 0,1 y par cc., et, pour ce faire, nous avons pesé, par exemple, 0,1 gr. de Pantothénate et fait 3 dilutions successives à 100 cc.
3° Etablissement des gammes d’essais.
Dans des tubes à essais stériles, on répartit le milieu de base, à raison de 5 cc. par tube. Puis, on ajoute des quantités croissantes de solution-étalon ou de dilutions variables de Protéolysat. On complète toujours à 10 cc. de volume final, à l’aide d’eau distillée.
Gamme étalon.
00 CEE EE SRE OI PET PRE peste 1 2 SATA, BAR G 7 cc CC cc CC; cc cc (a LE Ce ë .
Milieu de base ........ 5 5 DAUES 5 NME Solution étalon ....... 0 0,2 0,4 | 0,6 0,8 ee Eau distillée .......... 5 4,8 | 46.| 44 | 4,2 4 3,8
Ce qui donne une gamme s'étendant de la façon suivante: 0 y — 0,02 — 0,04 — 0,06 — 0,08 — 0,1 — 0,12 y de Panto-
thénate, le premier tube servant naturellement de Témoin.
Pour simplifier les manipulations, nous avons, au début de nos essais, préparé des dilutions du milieu Protéolysat à 2%, dilutions que nous avons stérilisées et qui ont servi ensuite lors de chaque dosage. Ceci nous permettait d'ajouter toujours 1 ec. de la dilution voulue, au lieu de fractions de Protéolysat pur de plus en plus petites et, par conséquent, réduisait considérablement les erreurs relatives de pipettage.
Po oi Ee.
Gamme des dilutions de Protéolysat.
Tubes N° | 1: | 2. | 3. | 4. EE | | & L ne ne | Milieu de base ..... DICC-O ME ECC MINOR CC: SNCC-AMMONCC- | | | Titre de’ dilution ic. rico mie eric 1-cc.
Protopuridil 1/20/4175 tdile210 | dil.
à 2% | | 1/100 | | î | Hau distillée "1... AACC A ETAGE: | A ec. ACC: 4 çc.
Les tubes sont soigneusement bouchés au coton cardé et disposés à l’autoclave, pendant 5 minutes à 120° (ne pas stériliser au delà, une température supérieure pouvant altérer le milieu).
4° Préparation de la suspension microbienne.
Pour conserver les souches dont nous avons besoin, nous les repiquions tous les dix jours sur le milieu Difco, désigné sous le terme: «Bacto-Micro-Assay-Culture-Agar>, milieu également déshydraté, et qui, après réhydratation, donne un milieu solide nutritif, d'aspect voisin de celui de la gélose, que l’on ensemence en tubes inclinés. C’est à partir de ces souches
que nous pratiquions les ensemencements appropriés à nos expériences.
En ce qui concerne le dosage du Pantothénate, 2 h. avant la date prévue pour l’ensemencement des tubes à essais du titrage, nous avons repiqué la souche de Lactobacillus arabinosus (à partir de la souche d'entretien) sur un autre milieu Difco désigné, lui, sous le terme de «<Bacto-Micro- Inoculum>, bouillon également utilisable pour toutes les bactéries que nous avons employées.
De même aspect que les autres, il se réhydrate selon le mode habituel. Milieu mutritif, dépourvu de facteurs de croissance, il permet la croissance du microorganisme grâce à l’apport de traces de Vitamines provenant du milieu <Bacto-Micro-Assay-Culture-Agar», prélevé lors du repiquage. Le «Bacto-Micro-Inoculum> apportera au milieu du dosage moins de facteurs susceptibles de fausser les résultats.
CS
Donc, après culture de la souche, 24 h. à 37°, dans IU'Ce: de ce bouillon, les cultures sont centrifugées aseptiquement. On décante le liquide surnageant et on remet les bactéries, qui forment un culot, en suspension dans 10 cc. de soluté physiologique, isotonique stérile. Il faut encore diluer cette suspension à 1% dans le soluté isotonique. Centrifugation et dilutions successives ont pour but d’éliminer les facteurs nutritifs subsistant dans l’émulsion.
Ensemencement.
Les tubes étant refroidis, on les ensemence au moyen d’une goutte de la suspension bactérienne obtenue, qui doit être alors légèrement trouble, en opérant près de la flamme d’un bec Bunsen, pour éviter de souiller la culture avec les germes ambiants.
On place les tubes à l’étuve et, après 18 à 24 h. d’incubation à 37°, on peut alors procéder à la lecture.
Toutes nos mesures ont été faites à l’aide du Lumétron Colorimètre 402E, de marque américaine, qui, Sommairement, est une cellule photo-électrique, capable d'apprécier des troubles très légers.
L'appareil, très complexe, est muni entre autres accessoires: 1° de filtres, que l’on emplôie selon la couleur du milieu étudié, chargés de supprimer les erreurs possibles introduites par la couleur dans l'appréciation du trouble; 2° d'écrans ou de diaphragmes de diamètre variable, que l'opérateur utilise pour régler l'intensité du faisceau lumineux, les écrans employés devenant de diamètre de plus en plus petit à mesure que croit la turbidité du milieu.
Nous avons employé, pour la majorité de nos dosages: le filtre bleu 402 M, sauf dans le cas de la Thiamine où les filtres utilisés étaient: «Primary et Secondary B;», et dans celui de la Vitamine PP, où nous nous sonimes servis d’un
filtre de 470 mu.
Les écrans employés étaient voisins du n° 4.
Les chiffres traduisant nos mesures, représentent les degrés de la graduation d’un tambour semi-circulaire divisé en 100 parties égales, le zéro correspondant à des troubles
nuls.
DRE 9 A Er
Lectures turbidimétriques.
Il est indispensable de déduire la mesure du trouble du tube-témoin de celle des autres tubes de culture, pour avoir des résultats exacts.
1'e série de résultats: 2e série:
Témom 152 Témoin — 7
Solution vitaminique test:
DO HAS LES JS 6 OR 27 ES D PSN DOTE AIS CO YEN SA Se 29-1010 0,08, V2 2 7 AVES Let 929 DANS STD ET SU HUE T7 98 DL 8156592268 Protéolysat à doser:
IKec Prot pur:
OSSI DENT Ne O0 ere T 1 cc. Prot. dilué au 1/2:
AR NO DD NT A0 CENTRES 1,cc Prot. dilué au 1/5:
A TER PAT RS EE à RENE 7 :
1 cc. Prot. dilué au 1/10:
AO UD 2 SN 937 — 23 1 cc. Prot. dilué au 1/100:
RP CL 0 TES Fi=10
Discussion des résultats, — Conclusion.
D’après ces résultats, et, dans les deux séries d'essais, nous remarquons que:
1 ce. de Protéolysat (2%) renferme approximativement 0,085 y de Pantothénate, proportion confirmée par la mesure
du trouble du tube contenant 1 ce. de Protéolysat dilué au 1/2, dont la valeur correspond à 0,042 y.
Pour 0,08 y (moyenne des valeurs obtenues pour 0,06 Y et 0,1 y), nous obtenons la valeur:
Valeurs numériques obtenues au lumétron.
Pantothénate de calcium
etatses ie ere er el ete
Dre ot orties eee 1070 07e .e oo dee".e "0er toire
010% - j1 Fantothénate, con- 1 | ‘! centrationseny 1/2 pur
mesures de la courbe étalon n° 1
mesures de la courbe étalon n° 2
protéolysat d'après mesures courbe n° 1
protéolysat selon courbe n° 2
Re
Pour 0,09 y, le calcul donne:
JAN EDS
et pour 0,085 y:
Or, pour 1 cc. de Protéolysat à 2%, nous avons obtenu 25,1. Ces résultats sont sensiblement les mêmes que ceux que nous avons réalisés en construisant la courbe.
D'où nous pouvons conclure:
1 cc. de milieu Protéolysat à 2% renferme 0,085 y de Pantothénate de Calcium.
DOSAGE DE L’ACIDE FOLIQUE DANS LE PROTEOLYSAT A
Pour titrer l’Acide folique, nous aurions pu adopter la technique de LaxDpy et Dicken avec Lactobacillus casei comme bactérie-test. Nous avons préféré la méthode préconisée par MITCHELL et SNELL (18), dont le principe, tel que l’indique M. WELscu, est le suivant:
«Le développement de Streptococcus lactis R, dans des conditions rigoureusement définies, est proportionnel à la concentration du milieu en Acide folique».
MrrcHELL et SNELL préconisent le milieu suivant:
Hydrolysat de caséine ........ 10 gr.
(exempt de vitamines)
Acétate de Sodium .::.7::..:. 12 gr.
CULOS EPP RCE AE NE ee 20 gr.
HÉVDIODhANE M ETNE EMERX LATE 100 mmg.
Sulfate d’'Adénine .......:...... 20 mmg.
Chlorhydrate de Cystine ...... 200 mmg.
Chlorhydrate de Guanine ...... 20 mmg.
PT EEE ne PR A dicue » arr 20 mmg.
DER AI SREe ERrSRERREs 20 mmg.
Chlorure de Thiamine ........ 200 u g.
Chlorhydrate de Pyridoxine ... 200 n g.
Pantothénate calcique ........ 200 u g.
PaDIOLNANO ME RC MAITRE 400 u g.
Acide-nicotinique :..:2::2.57; 200 u g.
PICTURES E Essia 0,4 u g. Solution salle As. 0 5 cc:
Solbtonsaline D rec DICC.
Fadidistilée dispo: 1.000 ce.
(pH ajusté à 6,6 — 6,8)
LR eee
Solution saline À:
Phosphate monopotassique (KH2 PO4) — 25 g.,_Phosphate bipotassique (K2HPO4) — 25 g., Eau distillée — 250 cc.).
Solution saline B:
Sulfate de Manganèse (Mn SO“, 4 H0) — 0,5 g., Sulfate de Magnésium (Mg SO“, 7 H20) — 10 g., Chloruré de Sodium (Nas CD 006: :
Sulfate:de Fer (FeSOS AP 0) 05/2 #Handistliée== 250 cc.).
Le milieu Difco, que nous avons utilisé, est préparé, selon ces indications, d’après la formule décrite par CapPes, HoBBs et Fox, et modifié par l'emploi de Citrate de Soude au lieu d'Acétate de soude.
Sa réhydratation s’opère à raison de 75 g. pour 1.000 ec. d’eau distillée; le tout est porté à l’ébullition quelques minutes.
Solution étalon d’Acide folique.
L'expérience ayant montré qu’en employant ce milieu, les concentrations les plus favorables étaient comprises entre 0,001 y et 0,01 y d’Acide folique par tube de culture à 10 cc. nous avons fait une solution étalon telle que:
5 cc. renferment 0,01 , et 0,5 cc. renferment 0,001 y d’Acide folique.
Etablissement des gammes.
On procède comme pour le Pantothénate de Calcium:
Gamme étalon.
Tubes N° LP AR SE SAARRE, 6. ç'e
Milieubde base "0, D 5 (PACE TOR | ets 5 5 Solution étalon ....... 0 OST D 3 4 5 Found HS tite UNS EAP 5 4,5 4 3 2 1 0
Le premier tube est le témoin: la mesure de son trouble, après l’incubation, dû à une légère croissance de la souche, sera déduite finalement de la valeur du trouble des autres tubes: on aura ainsi la mesure de la croissance répondant spécifiquement à la quantité d’'Acide folique :
Les tubes de 2 à 8 représentent des doses d’Acide folique de 0,001 — 0,002 — 0,004 —— 0,006 —- 0,008 — 0,01 y.
ENT 90e
Gainme des échantillons de Protéolysat.
Tubes N° | se Ga) | 3. 4.
Dilutions de Pro- 1ec CC: lc: REC téolysat à 2% s de dil. 1/2 aud/5 au 1/10 au 1/20 Eau distillée .... 4 ec. | 4 ec. 4 cc. | 4 ce. | | Milieu de base 2.1 HACC: EMCC | 5reC: DECC:
On bouche soigneusement les tubes au coton cardé et.on stérilise à l’autoclave pendant 15 minutes à 120”.
Préparation de l’inoculat.
On prépare l’émulsion d’ensemencement à partir d’une culture de 24 h. à 37°, incubation faite après repiquage de la souche de Streptococcus lactis R dans un tube contenant 10 cc. de bouillon «Bacto-Micro-Inoculum».
Les tubes étant refroidis, on les ensemence alors avec une goutte de la suspension microbienne, légèrement trouble, que l’on prélève stérilement à l’aide d’une pipette de Pasteur.
Cette suspension est obtenue après avoir centrifugé la culture sur Bouillon et remis le culot de centrifugation en suspension dans 10 cc. de soluté physiologique, isotonique stérile.
Puis, les tubes sont placés à l’étuve à 37° pendant 18 à 24 h. maximum. Au bout de ce temps d’incubation: on Îles dispose une demi-heure environ à la glacière dans le but d'arrêter la croissance.
On peut alors procéder aux mesures:
Nous employons pour cette Vitamine: le filtre bleu 420 M et les écrans 4 ou 5, selon l'intensité du trouble.
Nous exprimons dans le tableau suivant les résultats ainsi enregistrés.
Ce tableau montrera que les valeurs obtenues au Lumétron varient parallèlement aux concentrations d’Acide olique de la gamme étalon, et, vont bien en décroissant avec des dilutions de plus en plus grandes de Protéolysat.
Nous avons jugé inutile d'indiquer les valeurs données par le tube renfermant 1 cc. de Protélysat pur à 2%, car la croissance était très forte et nettement hors des limites de turbidité de la gamme-étalon.
Valeurs numériques données par le lumétron
Acide folique
00027 00047! ‘00057 F0008y ‘0017 s : *. Concentrations eny 720 V0 Vs de riboflavine ARE OT ER TE — mesures de la courbe étalon
., — protéolysat
STE
Mesures.
Témoin — 15,5
Solutions vitaminiques-tests :
DOME ROIS De RE IPN ne EE 0,004 y — 61 = 15,5 — 45,5 0,005 y — 60,5 —— 15,5 — 45 0,008 y — 73,5 — 15,5 — 58 DO 76 = 155 615
Protéolysat à doser:
Prot. dilué 1/20:
— 49 = 155 — 26,5 Prot. dilué 1/10:
617 195-402 Prot. dilué 175:
Ho 0155 = 57,7 Prot. dilué 1/2:
Discussion des résultats. — Conclusion.
Une erreur à relever: celle du tube renfermant théoriquement 0,005 y d’Acide folique.
D'après les chiffres correspondants, nous constatons que 1 cc. de Protéolysat dilué au 1/20 renfermerait 0,002 y d'Acide folique, proportion confirmée par les valeurs respectives de la croissance dans les tubes de 0,008 y de la gamme étalon et de 1 cc. de Protéolysat dilué au 1/5.
Ces résultats correspondent à ceux obtenus par la courbe. Nous pouvons donc conclure que:
si 1 cc. de Protéolysat dilué au 1/20 contient 0,002 y d’Acide folique,
1 cc. de Protéolysat dilué au 1/2 en contient 0,02 y et 1 cc. de Protéolysat pur à 2% renferme 0,04 y d’'Acide folique.
DOSAGE DE LA BIOTINE DANS LE PROTEOLYSAT A
Pour le titrage de cette Vitamine, plusieurs méthodes nous étaient proposées. De toutes, celle de LAMPEN, KLINE et PETERSON (19) nous a semblé la plus favorable: elle utilise, en effet, la croissance, en anaérobiose, de Clostridium butylicum et nécessite un milieu presque exclusivement minéral et particulièrement simple à préparer, car Clostridium butylicum n'exige que la Biotine comme facteur de croissance. Malheureusement, nous n’avons pu nous procurer la souche nécessaire.
À noter la méthode de SHuLz, HUTcHINGS et PETER- SON (20), basée sur la production d’acide par Lactobacillus
caset, dans des conditions bien précisées.
Citons également la méthode de SNELL, EakiN et Wir- LIAMS (21), utilisant une souche de levure: Saccharomyces cerevisiae.
Les milieux de base de ces deux dernières méthodes sont assez complexes et les mesures plus compliquées.
Il nous restait la Méthode de LANDY et DICKEN (22) que nous avons déjà mentionnée à propos des précédentes Vitamines: elle repose sur le principe suivant:
«Le développement du Lactobacillus casei, cultivé dans un milieu de culture de composition rigoureusement définie, qui permet sa croissance optimum, est fonction, dans certaines limites, de la concentration en l’un des six facteurs de croissance énumérés ci-après, celle des cinq autres demeurant fixe: Acide nicotinique, Riboflavine, Biotine, Acide pantothénique, Acide folique et Pyridoxines.
Milieu de base nécessaire.
C’est le milieu le plus complexe que nous avons eur préparer. En voici la formule, telle que lindiquent Lanpy et DickEN; pour le titrage de l’une des six Vitamines précitées,
Re
on omet d’ajouter la Vitamine en question: (Dans notre cas: la Biotine.)
Hydrolysat de caséine (poids sec) 10,0
ArétalentdesSodIune Ann. 1,2 g.
CACO SERRE RS ES AL nu 2,0 g.
AS DA DA A Eee ee le Tu Ne bars 50,0 mmg.
BV PNODMAET EN es ee rt 20,0 mimg.
CN SIDE MER SRE EE PEAR Te PAL ET 20,0 mmg.
Chlorydrate dé‘ Guanine -. .-.... 1,0 mmg.
Miiiate/didénime Teen 1,0 mme.
RU DE NRA en eee 1,0 mme.
DE ter NOT RUE ra Re PT ete rer 1,0 mmg.
Chlorure, de Thiamine =... 20,0 u g.
TO Le EN dE Me Te nr. 1,0 u g.
Concentrat d’Acide folique .... 2,0 ug.
PADOLANTEE UNS ee PRIE 40,0 u g.
Pantothénate Calciques.7,. "17 40,0 u g.
ACIDE RICO HUE EME Ton 40,0 u g. TO RTE Lee SEPT ONE AS. 80,0 u g.
Solutionssaliner Ari FAIRE HOCC:
DOUHONES ALTER US eee
pH ajusté à 6,8 OYCC:
Solution À:
Phosphate bipotassique (K; HPO,) — 5 g.
Phosphate monopotassique (KH; PO)
5 g. Eau distilléee=—"25"Cc;
Solution PB:
Sulfate de Magnésium (SO, Mg. 7 H,0)
Chlorure de Sodium (CI Na) — 0,50 g.
Sulfate de Fer (Fe SO,, H0) — 0,5 g.
Sulfate de Manganèse (Mn SO, 2 H0) — 0,537:9. Eau distillée — 125 cc.
Il est inutile de préciser que tous ces composants doivent être très purs, et, le milieu fraichement préparé.
Solution standard de Biotine.
Les auteurs de la méthode, Lanpy et DICkEN, indiquent que la concentration la plus favorable pour obtenir des troubles facilement mesurables, en ce qui concerne le dosage de la Biotine, serait de 5 y par litre, soit 0,005 y par ec.
Après un essai préalable, la croissance du Lactobacillus casei s’avérant trop faible dans les tubes de la gamme étalon, en comparaison de ceux qui contenaient les dilutions de Pro-
NT CARE
téolysat (indice d’un taux important de Biotine dans ce dernier milieu), nous avons alors réalisé une solution étalon de Biotine à 10 y par litre, soit 0,01 y par cc.
Préparation de l’émulsion bactérienne.
Nous avions conservé la souche de Lactobacillus casei sur le milieu américain intitulé <Bacto-Micro-Assay-Culture- Agar», milieu préparé par les Laboratoires Difco, et dont nous avons donné quelques caractéristiques lors du titrage du Pantothénate de Calcium.
C’est à partir de cette souche que nous avons ensemencé un tube de 10 cc. de bouillon <Bacto-Micro-Inoculum», que nous avons fait cultiver à 37°, pendant les 24 heures précédant l’ensemencement des séries d’essais. Nous avons alors centrifugé aseptiquement cette culture; puis, après décantation du liquide surnageant, nous avons remis le dépôt bactérien en suspension dans du soluté physiologique isotonique stérile, et, dilué cette suspension jusqu’à obtention d’un trouble convenable. L’émulsion bactérienne est alors prête pour l’ensemencement des gammes.
Mode opératoire.
Nous avons fait de nombreux essais, opérant de la même façon que pour les autres titrages, c’est-à-dire, qu'après avoir réparti dans chaque tube 5 cc. de milieu de base, nous ajoutions les doses variables de solution étalon de Biotine ou les dilutions différentes de Protéolysat, amenant en dernier lieu le volume final à 10 cc. à l’aide d’eau distillée.
Nous avons été obligée de faire des essais avec des échantillons de Protéolysat très dilués, obtenant toujours un trouble trop important et difficile à évaluer exactement.
Bref, dans un essai définitif, après bien des tâtonnements, nous avons pu établir que: la valeur du trouble dû à la croissance, en rapport avec la quantité de Biotine présente, était la même dans le tube contenant 1 ce. de Protéolysat dilué au 1/500, que dans celui où nous avions introduit 5 cc. de solution-étalon de Biotine à 10 Y par litre (soit à 0,01 y par cc.).
Donc 1 cc. Protéolysat à 1/500 renferme 0,05 y de Bio- Une; 1 ce. de Protéolysat à 1/5 renferme 5 Y:;
et 1 cc. de Protéolysat pur à 2% renferme 25 y de Bioline.
DOSAGE DE LA THIAMINE DANS LE PROTEOLYSAT A
Passons en revue, rapidement, quelques-unes des méthodes préconisées pour le titrage microbiologique de la Thiamine.
En premier lieu: la méthode de SCHOPFER et JUNG, basée sur la croissance de Phycomyces blakesleeanus, proportionnelle à la quantité de Thiamine présente dans un milieu défini et dans certaines limites.
Les mesures se font par pesée du mycélium ou, d’après la méthode modifiée par BurLer et J. MEYER (22) en mesurant la longueur des hyphes.
Mentionnons encore les méthodes de WizLiams, MC MA- HAN et EaAkIN: celle de SCHULTZ, ATKIN et FREY (23). Toutes deux sont basées sur la croissance de Saccharomyces cereviside, mais elles ont l'inconvénient de nécessiter la préparation de milieux compliqués.
Ayant à notre disposition un excellent milieu Difco, deshydraté, nous avons adopté la technique récente de SARETT
et CHELDELIN (24). Cette dernière utilise comme microorganisme-réactif : Lactobacillus fermenti 36.
Milieu de base.
Sa composition, telle qu’elle est indiquée par les auteurs de la méthode est la suivante:
Peptone traitée par la Soudére10.0 5:
Acétate de soude ........::--.. 16,0 g.
Hydrolysat acide de Caséine avi-
a DB ES M PRO ER 2,0 g.
CCS CR RCE 20,0 g.
Chlorhydrate de Cystine ...... 0,1 g.
Chlorure de Sodium .......:-.: 5,0 g.
Adénine, Uracile et Guanine (de Chaque)n "tn, 0,01 g.
CNT AE ae
d-Pantothénate de Calcium ... 0,1 g.
RIDOL AVIN EME EEE ARE 0,1 g. AmRIUe MICONMIQUENT ELA NE 0,1 g.
Acide p-amino-benzoïque ..... OR:
PNTIdO SITE NE NS TA AE 0,1 g.
BIOMASSE Es ne 0,0004 mg.
ACT ATONAre RAR ETAPE te 0,0004 mg.
Solution minérale AE DEL SOLUTION CINE Ale BE PER E ACC:
Éaudistilléee sms" e 500 cc.
Les solutions minérales A et B ont été déjà mentionnées à propos du dosage de l’Acide folique, où nous avons donné Ieur composition exacte.
Nous voyons combien l'emploi du milieu Difco, tout prêt, facilita notre travail, tout en diminuant les sources d’erreurs quasi inévitables lors d’une telle préparation; effectivement, réservé au dosage microbiologique de la Thiamine, il renferme tous les facteurs nécessaires à la croissance du Lactobacillus fermenti 36, à l'exception de la Thiamine.
La réhydratation de ce milieu, désigné sous le terme: «Bacto-Thiamin-Assay-Medium>, se fait à raison, de 85 9. pour 1000 ce. d’eau distillée; on met en suspension et on porte à ébullition pendant 2 à 3 minutes: on obtient un liquide jaune pâle; les milieux employés pour l’Acide folique et le Pantothénate sont de teinte nettement plus foncée et rougetre.
Préparation de la solution étalon de Thiamine.
Les Laboratoires Difco indiquent qu'avec l'emploi d’un tel milieu, les doses les plus favorables pour obtenir des résultats corrects varient de 0,01 y à 0,05 y de Chlorhydrate de Thiamine par tube de 10 cc. de milieu: c’est pourquoi, nous avons fait une solution-étalon renfermant 0,01 y par ec.
Etablissement des séries d’essais.
Gamme étalon.
os
sine Re te 3. nes 6: 7.
| cc. ce M éc: Corp ce n|Mec: ec.
Milieu de base........ 5 DA OMR 5 5 5 5 SOIEONNÉtAIONERE EEE 0 0,5 1 2 3 4 5 HATANSEIÉ CREER 5 4,5 4 SN 2 1 0
ET AITAT =
Soit une gamme comprenant, par tube à essai, le premier tube servant de témoin, les doses de Thiamine suitvantes: 0,005 - 0,01 - 0,02 - 0,03 - 0,04 - 0,05 +.
Gamme échantillon à titrer.
Tube N° 4 2. 3. 4. 5.
| | Le , 2 a a se NE LU | Milieu de base .. | 5 ec. DEC: DRCC: 5Yec. OLCC: | | | Dilution Protéo- | | (CC: | IÉCc mm NINCe AINSI ET IMIeCCÉDUAIMEeC 2 au 1/5 |au 1/10 au 1/100 | | | Eau distillée RACE 4 cc. ACC: 4 cc. 4AuCc.
Boucher tous les tubes et stériliser; la Thiamine étant très sensible à la chaleur, il faut disposer les tubes pendant 15 minutes à la vapeur fluente à 100°: une température supérieure risquant de provoquer une destruction possible de la Thiamine.
Préparation de l’inoculat.
L’émulsion bactérienne est préparée à partir de la souche de Lactobacillus fermenti conservée sur «Bacto-Micro-Assay- Culture-Agar», que l’on repique dans 10 ec. de Bouillon «Bacto-Micro-Inoculum»> et que l’on place à létuve à 37° pendant 16 à 18 heures avant l'heure approximative prévue pour l’ensemencement.
Après ce temps d’incubation, les bactéries de cette culture sur bouillon sont alors aseptiquement centrifugées; le liquide surnageant est décanté et on remet en suspension les cellules microbiennes qui forment le culot de centrifugation dans 10 cc. de soluté isotonique stérile. Cette suspension est encore diluée au 1/20 dans le soluté physiologique stérile: on a ainsi l’émulsion définitive qui doit être légèrement trouble. Une goutte de cette suspension microbienne, introduite de façon stérile, à l’aide d’une pipette de Pasteur, dans chaque tube, suffira pour que l’on obtienne, après incubation à 37° pendant 16 à 18 heures, un trouble de culture suffisant pour les mesures.
Il ne faut pas laisser plus longtemps les cultures à l’étuve, car, à partir de la 20° heure, Lactobacillus fermenti peut utiliser le Thiazol et la Pyrimidine, constituants de la molécule de Thiamine, ce qui fausserait considérablement les résultats: c’est pourquoi, -dès la période d’incubation achevée, il faut, sans tarder, retirer les cultures de l’étuve et les passer 30 minutes à la glacière pour arrêter la croissance, puis, procéder aux nresures dès que possible.
Thiamine
Valeurs numériques obtenues au lumétron.
0, 55 0, 01y cbey! 0, 03 0Éuy 005) Concentrations en y de thiamine
f V 4 7 pur
RATÉ CRE — mesures courbe étalon . — protéolysat
AQU =
Mesures.
Nous avons utilisé, dans le cas de la T'hiamine les filtres <Lumetron» Primary et Secondary B, et l’écran n° 4.
| Nous exprimons dans le tableau suivant les résultats ainsi obtenus:
ESéH0in "9, Solution vitaminique-test:
DH De) 23 DO US 070 DORA es 0037 == 694 = 9 — 604 DO 739 0 640 DOS Abe 0 67 8
Protéolysat à doser:
lcc-1Prot "pur:
He Pro 472:
04,9 SS À TeCCMETO AL SE =18,25-197—=,9,9 rec. Prot..t/10:
— 2060252 HiccrProt 100:
— croissance presque nulle.
Discussion des résultats. —— Conciusion.
Le tableau des mesures obtenues au Lumétron, nous indique que les valeurs numériques suivent bien l’ordre des concentrations en T'hiamine.
Une simple lecture nous montre que:
1 cc. de Protéolysat pur à 2% renferme approximativement 0,05 y de Thiamine, résultai appuyé par les chiffres qui traduisent la teneur en Thiamine de 1 cc. de Protéolysat au 1/2.
En effet, sa teneur est comprise entre 0,02 et 0,03 y. Le calcul nous donne:
56,5 + 60,4 116,9 —_ — 58,4 2 2 0,02 + 0,03 soit: —0,0252"
1 cc. de Protéolysat dilué au 1/2 contient: 0,025 y de Thiamine: résultats confirmés par la lecture de la courbe.
D’où nous sommes autorisés à conclure:
1 cc. de Protéolysat pur à 2% renferme 0,05 y de Thiamine.
DOSAGE DE LA RIBOFLAVINE DANS LE PROTEOLYSAT A
Pour le dosage de la Riboflavine, nous pouvions choisir entre deux techniques:
D'une part, celle de LaNDyY et DICKEN, que nous avons déja employée pour la Biotine, avec Lactobacillus casei comme bactérie-test, mais dans laquelle la préparation du milieu de base était délicate.
D'autre part, la méthode de SNELL et STRONG (25) que nous avons préférée. Elle utilise également Lactobacillus casei comme microorganisme-test.
Elle repose sur le principe suivant:
L’addition de Riboflavine, à certaines concentrations, produit une croissance, en réponse, proportionnelle, du Lactobacillus casei, croissance qui peut être mesurée par acidimétrie ou turbidimétrie.»
Quant au milieu de base demandé, il est relativement plus simple; voici sa composition, selon la formule de SNELL et STRONG:
Peptone photolvsée en présence
DSC ER OT RENE A NES 10 g.
Hydrochlorure de Cystine ..... 200 mg.
Extrait doulevurenes Le ee se 2 g.
GUCOSÉN RE A ME PE AE RER LL 20 g.
SOLUTION SALE UT AM NURENTE 5 CC
BOMILIONELSA IN EU CIN AU RE 5 cc.
PAUSE OS D MNT REMISE 1.000 ce.
À justen letpH a€6.6 26.8:
Solution saline A:
Phosphate monopotassique (KH, PO*) — 25 9.
Phosphate dipotassique (K, H PO‘) — %5 g. Eau distillée — 250 ce.
Soluton saline B:
Sulfate de Magnésium (Mg SO“, 7 H20) — 10 g.
Chlorure de Sodium (CI Na) — 25 g.
Sulfate de Fer (Fe SO“, 7 H20) — 0,5 g.
Sulfate de Manganèse (Mn SO“, 4 H0) = 0,5 g.
Eau distillée — 250 cc.
La modification de BARTON-WRiGur et BooTx (26) comporte l’addition de Niacine, Acide pantothénique, Asparagine et Xylose.
Dans cette formule, SILBER et UNNA (27) remplacent l'extrait de levure par: Thiamine 10 g., Pyridoxine 10 g., Niacine 10 g., Acide pantothénique 1 g.
Nous avons employé le milieu Difco, spécialement réservé à cet usage. Sa composition qui répond à la formule indiquée par les auteurs de la méthode est modifiée de façon à renfermer la totalité des facteurs nécessaires à la croissance optimale du Lactobacillus cassei (sauf la Riboflavine, cela va sans dire).
Il suffit, pour l’emploi, de la réhydrater à raison de 48 g. de «Bacto-Riboflavine-Assay-Medium>, pour un litre d’eau distillée.
On porte à ébullition pendant 2 à 3 minutes.
Solution standard de Riboflavine.
Les Laboratoires Difco ont indiqué que l’ordre des essais les plus efficaces, utilisant le <«Bacto-Riboflavine-Assay- Medium», était compris entre 0,025 y et 0,15 y de Riboflavine; pour cette raison, nous avons préparé une solution étalon renfermant 0,1 y par cc. pour pouvoir réaliser facilement une gamme-étalon correspondant aux doses de: 0,025, 0,05, 0.075, 0,10, 0,20 et 0,30 y de Riboflavine par tube à essais de 10 cc.
Nous indiquons dans le tableau suivant les doses correspondantes en cc. de la solution étalon.
Gamme étalon.
| ; EM TIR 2 5 4. 5 6 7 Tubes N | ec. (e1e ec CC: ec (816) ce LE Te LA = Fe É Milieu de base ........ 5 | 5 5 | 5 5 5 5 Solution étalon ........ 0 | 0,25 | 0,50°| 0:75 1 2 3 Hans distilléeliiue.tu. 5 | 4,75 | 450-| 4,25.| 14 3 2 | Il
TE
Gamme des dilutions de Protéolysat.
Tube N° 1 | ZMIEE 4 5 | 6 Lalla = ERREUR UT NT en Re | | Milieusde base «M 5lecn/NbicC. | 5cc.| 5 cc. ORCC-AALEONCe | | Dilution du Pro- 1ECCAENIECCE | HICC: LECCARELECC 1 cc. LÉOLYSA TERRE EE Prot. pur au1/2au1/5 au 1/20 au 1/50 au 1/100 HaAUAdISCTIIÉERT 4 cc. | HICC HEC PRE DECC: | ÆNCC: ACC.
On bouche soigneusement les tubes et on passe le tout à l’autoclave à 120°, pendant 15 minutes.
Préparation de la suspension microbienne.
On ensemence un tube de 10 cc. de bouillon «Bacto- Micro-Inoculum> avec une dose de Lactobacillus casei prélevée à la culture d’entretien sur «Bacto-Micro-Assay-Cullure-Agar».
On dispose ce tube à l’étuve à 37°, pendant 24 h.; après ce temps d’incubation, on centrifuge aseptiquement; on décante le liquide surnageant et les bactéries formant le culot sont remises en suspension dans 10 cc. de soluté physiologique stérile. Il est nécessaire de diluer encore cette suspension au 1/20, toujours avec de l’eau physiologique; elle doit être alors légèrement trouble. Les tubes étant refroidis, on les ensemence alors au moyen d’une goutte de l’émulsion bactérienne; puis on place les cultures pendant 18 à 24 h. à 37°, pour réaliser le développement propice. On peut à ce moment procéder aux mesures, après avoir arrêté la croissance des cultures par un passage à la glacière d’une demiheure environ.
Mesures.
Nous avons utilisé, pour cette Vitamine, le filtre bleu 420 M et l'écran n° 4.
Voici réunis dans le tableau suivant les résultats obtenus:
Témoin — 25.
Solution vitamine-test :
DDR RE 0,075 + 56 eo Te DURE PAC SERRE 02 y — 67,4 — 95 — 424 HO RRS O CEA 7
Protéolysat à doser:
lice Prot pur:
= 109,27 025 — 530,2 1ACCAPTOLECL 72;
laCcProtl)2:
= 427 + 25 — 17 face Prot#1720;
— 129,505 =—"4,5 1ccmProtel/50!
— 26 (croissance presque nulle) 1=Ccc-Prot21/100:
— croissance nulle.
Riboflavine
L6,2 ER ne CD L'OROPR E O OCM Cie DEEE cicie
NOR E PÉORPEEEEEEEEEECEEEEEC :
e à Le] ë ; :
3 30 ea lore 7 6 ° ü à ü NT HOT re s C7 d 5 :
ES Ë à :
ES î ; à PR : :
NS 17 1 à & | | | | £ : ; à 10 : : ; ss 1 :
= ni eo : ; $ Fe : :
. " £ er ———————+ Ve STE 5 & Concentrations | à I D: 2. 5 en y de riboflavine 1/. A pur
— mesures de la courbe étalon
_ — mesures des échantillons de protéolysat
RAM
Discussion des résultats. —— Conclusion,
Le tableau précédent nous montre que pour les essais concernant 1 cc. de dilution de Protéolysat à 1/50 et à 1/100 la croissance n’est guère plus importante que dans le tube témoin: poussée presque nulle qui traduit un taux infime de Riboflavine à de telles dilutions.
Mais, d'autre part, nous pouvons constater que 1 cc. de Protéolysat pur à 2% renferme environ 0,075 y de Riboflavine.
Ce résultat est en effet confirmé par les chiffres obtenus pour le trouble donné par 1 cc. de Protéolysat dilué au 1/2: par simple lecture, nous voyons que 1 ec. de Protéolysat 1/2 renferme une quantité de Riboflavine comprise entre 0,025 et 0,05 y; la valeur 25,7 est effectivement intermédiaire entre celles obtenues pour 0,025 et 0,05 y.
DAS 5125 RE — 25,75, valeur peu différente de la 2 2
valeur trouvée: 25,7.
25,7 correspond donc à une teneur en Riboflavine de:
0,025 + 0,05 — 0,0375 y, teneur de 1 cc. de Protéolysat
au27
Ces concentrations sont très proches de celles indiquées par la courbe.
Ce qui nous permet de conclure:
1 ec. de Protéolysat pur à 2% renferme 0,075 y de Riboflavine.
DOSAGE DE LA VITAMINE PP DANS LE PROTEOLYSAT A
La Nicotinamide est un facteur essentiel à la croissance de certaines bactéries, parmi lesquelles nous citerons: Staphylococcus aureus, Proteus vulgaris, Proteus morgani, Corynebacterium diphteriae, Lactobacillus arabinosus, etc.
Pour le titrage de cette Vitamine, nous aurions pu choisir par exemple, la méthode de SNELL et WRIGHT (28), basée sur la production d’Acide par Lactobacillus arabinosus, proportionnelle dans certaines conditions, à la concentration du milieu en Niacine;: mais la méthode de LWOFF et QUE- RIDO (29) nous a semblé préférable.
Cette technique est basée sur l'observation fondamentale de Fins (30) qui, en 1938, a montré que l'Amide nicotinique était le seul facteur de croissance indispensable, mais suffisant, pour Proteus vulgaris, jusque là cultivé sur des milieux complexes à base de Peptone.
C’est à la suite de cette observation que LWorr et Quérino étudièrent les réactions qualitatives et quantitatives de Proteus vulgaris à l'Acide nicotinique et établirent une méthode de dosage de la Vitamine PP, basée sur le développement de cette bactérie.
Cette méthode fut reprise en 1943 par M. MOREL O1: puis, à la Faculté de Pharmacie de Strasbourg par J.-C. Po- TN (32) en 1951, qui l’employa pour montrer la richesse de la Réductose en Vitamine PP.
Milieu de base.
C’est le milieu de FiLpEs, modifié par LWOFrF et QUÉRIDO: C’est un mélange, dans les proportions que nous indiquerons ultérieurement, de trois solutions préparées séparément.
SMS GS
Solution A.
Phosphate monopotassique (Merck) 4,5 g.
Sulfate :-d'Ammoniaque !. :..,....... O7 71, ChioruresdePotassiume 1" 7 0,50 g.
Suliate”deMagnéstum "5707 0,05 g.
On ajuste le PH à 7,5 au moyen de Lessive de soude et on stérilise pendant 20 minutes à 115°.
Solution B.
GIUCOSE RS RU ST NE RP TRE 30 g.
PAUL AIS THÉ CEE ERNEST El 109 cc.
Solution qu’il faut tyndalliser trois jours de suite, pendant une heure à 80°: la teneur en Glucose étant très élevée, une température supérieure risquerait de caraméliser la solution sucrée.
Solution C.
Solution de Citrate ferrique à 1 pour 1000, dans l’eau distillée.
Nous tyndallisons également cette dernière solution pour éviter la décomposition du sel ferrique.
Préparation du milieu final.
Nous réalisons le milieu définitif en ajoutant à 950 cc. de la solution A, 10 cc. de Solution B et 5 cc. de Solution C.
Il importe de soumettre un tube de ce mélange définitif à l’étuve à 37° pour vérifier qu'il ne cultive pas et que, par conséquent, la stérilité de l’opération a été sauvegardée.
Un tel milieu permet d'obtenir un bon développement du Proteus, sans formation de voile ni de grumeaux. De composition parfaitement définie, très simple à préparer et limpide, il ne présente aucune coloration susceptible de gêner les mesures.
Préparation de la Solution de Vitamine PP.
Nous verrons dans le paragraphe suivant que, dans le but d'obtenir 10 cc. de milieu ensemencé dans chaque tube à essais, nous avons ajouté 0,20 cc. de solution de Vitamine PP et 0,10 cc. d’émulsion bactérienne à 9,70 cc. de milieu de base.
En conséquence, pour simplifier les calculs, nous avons préparé une solution-étalon à 0,010 g. pour 1.000 de Vitamine PP, soit à une concentration de 10 y par cc. solution que l’on tyndallise 3 jours de suite à 80°, pendant une heure.
SRE
Mode opératoire.
Nous avons réalisé toutes nos cultures dans des tubes } QC 1 N € 2» 71 LL à ‘ x : :
à essais de 25 cc. environ, faisant en sorte d’obtenir toujours 10 cc. lors de la mise en incubation.
À noter qu'il eût été préférable, comme le préconisent M. Welsch et M. Morel, d'employer des flacons d’Erlenmeyer: nous aurions pu ainsi, peut-être, obtenir des résultats plus réguliers, en raison d’une meilleure aération des cultures.
Nous avons opéré comme suit:
Il fallait, en premier lieu, obtenir une souche de Proteus X 19 carencée en Vitamine PP; nous avons préparé une émulsion de germes: après avoir réensemencé la souche sur une gélose inclinée pour la conserver, on râcle la culture primitive et on l’émulsionne dans du soluté physivlogique stérile, jusqu’à obtention d’un trouble convenable. À partir de cette émulsion, on essaie d’adapter la bactérie au milieu synthétique, de concentration 2 X 107% en Amide nicotinique:
Dans toute une série de tubes, nous avons introduit:
— 9,70 cc. de milieu synthétique, -— 0,20 cc. de la solution-étalon à 0,01 g. %,
(ce qui correspond bien à une concentration en Vitamine PP de 2 X 105% pour les 10 cc. de milieu),
__ et 0,10 ce. d’émulsion bactérienne dans un premier tube.
Puis, les jours suivants, nous avons opéré des repiquages, prélevant chaque fois 0,1 ce. du tube ensemencé la veille pour ensemencer le suivant. Les cultures sont placées à létuve AO
En effet, dans le dosage de la Vitamine PP, toutes nos cultures ont poussé à une température d’incubation de 28°, car, selon M. More, le Proteus nécessiterait beaucoup plus de Nicotinamide à 37°, ce qu’elle qualifie «d'augmentation héréditaire du besoin d’un organisme pour une Vitamine».
Au bout de quelques jours, la croissance, faible au premier repiquage, est redevenue normale: la souche est donc suffisamment habituée à ce milieu de concentration 2 X 10 en Amide nicotinique. Nous la repiquons alors sur un milieu dont la concentration en Vitamine PP permet la survie, mais non le développement du Proteus; pour ce faire, à partir de la souche adaptée au milieu synthétique 2 X 10—$, nous avons procédé à des repiquages en série sur le milieu synthétique, mais alors de concentration Del Pen Vitamine lPl:
DRASS NES
Dans les tubes à essais, nous introduisons:
— toujours 9,70 cc. de milieu de base, — 0,02 cc. de solution-étalon de Vitamine PP à 0,01 g. %,
(au lieu de 0,20 cc. — concentration voulue 10 fois plus faible), — 0,18 cc. d’eau distillée, pour avoir un volume final de 10 cc.,
— 0,10 cc. de la culture de la veille.
Après 3 à 5 repiquages successifs, l'excès de facteur de croissance apporté par l’ensemencement était éliminé et dans les tubes nous n'avions plus qu’un développement nul ou négligeable: nous étions alors en présence d’une souche carencée en Vitamine PP; c’est à l’aide d’une telle souche, venant d’épuiser l’Acide nicotinique du milieu, durant 24 h. à 28°, que nous avons ensemencé nos séries de tubes de milieu.
Nous avons fait de nombreux essais, faisant varier les concentrations de la Vitamine PP en resserrant peu à peu les dilutions de Protéolysat de façon à obtenir des troubles de culture d’intensités voisines.
Dans un dernier essai, nous avons établi les gammes suivantes:
Tube N° al a | Ex Milieu de base ........ | 9,7 | 9,7 | 9,7 Solution étalon à 0,01%, | 0,02 0,2 0,2 HAURISCLUlÉ EME RE EN E 0,18 | 0 | 0,1 SOUCILE EN PRE P Re MN AAUEe | 0,1 | 0,1 | non ensemencé
Gamme de Protéolysat.
Tube N° 4 5 | 6. T 8 ec Ce ec. ce cc Milieu de base ........ | 9,7 9,7 GET 9,7 9,7 Dilution du Protéolysat OITCONANE APTE SERRE 210 1/50 1/80 1/100 1/200 AUS ULIÉ MERE | 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 Emulsion bactérienne ..! 0,1 0,1 DEEE ON 0,1
Au bout de 24 h. d’incubation à 28°, nous avons fait les observations suivantes:
Dans le tube N° 1: survie, pas de croissance (2 X 10). Dans le tube N° 2: croissance normale (2 X 105). Dans le tube N° 3: tube témoin; limpide.
Dans les tubes N° 4 et 5: trouble très intense.
Dans le tube N° 6: trouble moyen.
Dans les tubes N° 7 et 8: croissance très légère.
Nous avons alors comparé la turbidité des tubes au Lumétron en employant le filtre 470 mu et l’écran N° 4.
Vitamine PP
btenues au lumétron [ei]
numériques o
Valeurs
1/0 150 Vgoi 1/00 2itutions protéolysat 1/60 9 x10-° (solution vitamine PP)
—Icoutbe — mesures du protéolysat . — mesures solution vitamine PP
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Nous avons ainsi obtenu les mesures suivantes:
Tube 2: 7,60 (pour 0,20 cc. de solution de Nicotinamide à 0,01%:)
Fube 4: 0,7 (0,1 ec. d’une dilution de Protéolysat à 1/200)
Tube 5: 8,55 (0,1 cc. d’une dilution de Protéolysat à 1/100)
Fube 6: 7,48 (0,1 cc. d’une dilution de Protéolysat à 1/80)
Tube 7: 5,1 (0,1 cc. d’une dilution de Protéolysat à 1/50)
Tube 8: 5,1 (0,1 cc. d’une dilution de Protéolysat à 1/10)
Interprétation des résultats.
Dans 0,1 ec. de Protéolysat à 1/200, il y a très peu de Vitamine PP. Les résultats, en apparence contradictoires, recueillis pour les tubes 7 et 8, s'expliquent par le fait que lappareil n’apprécie plus les troubles trop intenses.
De la mesure des tubes 2, 5 et 6, il ressort que la quantité de Vitamine PP contenue dans 0,2 cc. d’une solution à 0,01 g. % est approximativement la même que celle contenue dans 0,1 cc. de Protéolysat à 2%, d’une dilution comprise entre 1/80 et 1/100.
Calcul.
1 cc. de solution-étalon à 0,01% de Vitamine PP — 0,00001 gr. ou 10 y/cc.
0,2 cc. de la même solution renferment donc 2 y de Nicotinamide.
Le trouble de croissance du Proteus répondant à 2 y de Vitamine PP se traduit au Lumétron par une déviation de 7,60: à quel taux de Vitamine PP correspond donc une déviation de 8,55, nombre qui exprime comparativement la valeur en Nicotinamide de 0,1 cc. de Protéolysat dilué au 1/100?
28100 — — 2,25 y de Vitamine PP.
7,60 Donc, 0,1 cc. de Protéolysat à 1/100 renferment 2,25 y de Vitamine PP;
1 cc. de Protéolysat à 1/100 en contient 22,5 y et 1 cc. de Protéolysat pur à 2% renferme 2.250 y de Vitamine PP.
Nous voyons que la courbe tracée pour la Vitamine PP n’a pas la même allure régulière que celles obtenues pour les autres facteurs de croissance; présentant d’abord un palier pour les premières dilutions (troubles si intenses que l'appareil ne peut les différencier), elle prend alors, à partir de la dilution au 1/50 une allure ascendante rapide jusqu'aux dilutions voisines de 1/100, puis, les troubles devenant vite moins intenses, elle devient descendante.
DOSAGE DE L’ACIDE PARA-AMINOBENZOIQUE
L'Acide para-aminobenzoique joue non seulement le rôle d’une Vitamine chez les animaux supérieurs, mais sa spécificité, en tant que facteur de croissance pour divers microorganismes, a été bien établie: on sait qu’il est indispensable à Clostridium acetobulylicum, Streptobacterium plantarum, Acetobacter suboxydans, ainsi qu’à divers mutants de Neurospora crassa, obtenus par traitement aux rayons NO ultra-violets.
De ce fait, plusieurs méthodes basées sur la croissance de l’un ou de l’autre de ces microorganismes-tests ont été mises au point; citons: celle de LanpY et DickEN (33), employant comme souche Acetobacter suboxydans; la méthode de Lewis (34), qui utilise Lactobacillus arabinosus; celle de THompPson, ISBELL et MirrcHELLz (35), basée sur la mesure du diamètre d’une colonie de Neurospora crassa.
Nous avons employé la méthode de NATTI, TABONE et MOUSSET (36), bien différente des précédentes, appelée encore: méthode des Antisulfamides. En voici le principe, tel que l’énonce M. WELSCH:
«On mesure le pouvoir neutralisant d’une quantité fixe de la substance antisulfamide à titrer vis-à-vis de quantités croissantes de Para-amino-phényl-sulfamide, Proteus vulgaris X 19 en milieu synthétique servant d’organisme-test>.
L'action antisulfamide de certains produits organiques, peptones, extraits de levure et de bactéries, est connue grâce aux travaux de SraMP et GREEN.
Les auteurs anglais Woops et Fizpes (37) observèrent en 1940 que l’Acide para-aminobenzoique exerçait une action inhibitrice sur le pouvoir bactériostatique des Sulfamides.
Déjà en 1937, MAC Ixrosu et Wuirgy (38) affirmaient:
«Les médicaments sulfamidés ne sont pas simplement des germicides. Ils agissent vraisemblablement par neutralisation de quelque fonction métabolique de quelque activité enzymatique».
À la suite de leurs recherches sur le mode d’action du 1162 F et sur l’antagonisme exercé vis-à-vis de cette substance par divers extraits microbiens, FILDES (39) et ses collaborateurs énonçaient: «le sulfamide prend, dans les microorganismes, la place d’un métabolite essentiel, c’est-à-dire d’une substance indispensable à la multiplication».
Cette substance, ils l'ont identifiée à l’'Acide para-aminobenzoïque; ils montrèrent que cet acide, à concentration 5 à 20.000 fois inférieure à celle du Sulfamide, supprimait son activité inhibitrice sur le développement du Streptocoque et du Colibacille.
On a prouvé également son effet inhibiteur à faibles. quantités sur la toxicité des Sulfonamides vis-à-vis des Staphylocoques, Pneumocoques, Gonocoques et Bactéries lactiques.
Le 1162 F étudié en raison de son analogie de constitution avec la Nicotinamide
C—SO0NH?
HC cH HC CH C-NH
Acide para-amino - - phényl -sulfamide
est, en milieu synthétique, dépourvu d’action inhibitrice sur les bactéries Escherichia coli et Proteus vulgaris.
Selon FILDES, «l’action bactériostatique des Sulfonamides est due à leur similarité de structure avec le métabolite en question».
MM. Nrrn et FAGUET (40) déclarent: «il est connu que Paddition d’'Acide p-aäminobenzoïque, en concentration convenable, à une culture bloquée par la présence d'un Sulfamide, est suivie de la reprise immédiate d’une croissance notmale où à peine ralentie».
Lworr.(41) prouve aussi que cette action favorable est encore possible sur des cultures restées latentes pendant plusieurs semaines.
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Milieu de base.
Il est peu différent de celui que nous avons employé pour le titrage de la Vitamine PP. Il s’en distingue essentiellement par le fait qu’il contient de l’Amide nicotinique, facteur indispensable, comme nous l’avons déjà dit, à la croissance du Proteus.
On prépare séparément les 3 solutions suivantes:
Solution À.
Sulfate d’Ammoniaque .......... 0,75 £.
Phosphate monopotassique ...... 13,60 g.
Chlorure de Potassium -......... 0,50 g.
Sulfate de Magnésium, 7 H:0 ... 0,05 g.
Acide MHICOHIMIQUEML LE SARL 0,01 g.
Fahidistuléé OS PAST ir re 1.000 cc.
ajuster le PH à 7,5 Solution B.
Crete ique saine. tou LORS:
Chlorureide Calciume ne st LOS RauvdistilléeN OS Parure L.000/cc.
Solution C.
RC IUCOS CANIN AE Re an re 300 g.
PanrdistiléerO SPA LEE eur, 1.000 cc.
On stérilise La première Solution (A) pendant 15 minutes à 115°; par contre, on tyndallise la deuxième et la troisième pendant une heure à 80°, trois jours consécutifs.
Le milieu complet est fait d’un mélange de:
Une partie de la Solution B et quatre parties de la Solution C sont ajoutées à la Solution À dans la proportion de 4 ec du mélange B + C pour 9,6 ce. de A.
Préparation des solutions étalon d’Acide P.A.B. et de Sulfamide.
Nous avons relevé dans les Annales de l'Institut Pasteur (41 bis) que: «I molécule d’Acide para-aminobenzoïque débloque 2.000 molécules de Sulfamide dans le cas du Streptocoque, 1.000 dans celui du Colibacille et 500 pour le Proteus.
A noter que, dans ces conditions, pour le Proteus et le Colibacille, le rapport Sulfamide/Acide para-aminobenzoïque reste constant; en d’autres termes, si on additionne les milieux d’une quantité 10 fois supérieure de Sulfamide,
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on obtiendra des résultats analogues avec 10 fois plus d’Acide para-aminobenzoïque, différence avec le Méningocoque dont l’action antisulfamide ne se manifeste que si les concentrations de Sulfamide sont faibles, et, des concentrations de 1/1.000 à 1/2.000 restent insensibles à des quantités très élevées d'Acide p-aminobenzoïque.
Nous avons réalisé une première solution d’Acide p-aminobenzoïique à 0,0006 g. % et une solution de Sulfamide 900 fois plus forte, soit à 0,3 8. Le, étant donné qu’une molécule d’Acide p-aminobenzoïque neutralise 500 molécules de Para-amino-phényl-sulfamide.
La solution d'Acide para-aminobenzoïque s'étant révélée trop faible, nous l’avons portée alors au taux de 0,003 g. Lo.
Les résultats étant toujours décevants, nous avons établi des solutions d’après les poids moléculaires:
PM Acide P-AB — 137.
PM Acide P-A-Phényl-Sulfamide — 172.
137 gr. d’Acide para-aminobenzoïque devant neutraliser 172 X 500 g. de Sulfamide, 1 mmg. de P-AB correspond donc à 0,6 g. de Sulfamide.
Par simplification, nous avons, en réalité, réalisé une solution d’Acide p-aminobenzoïque 600 fois moins concentrée (au lieu de 500) que celle de Sulfamide, soit:
1/600 pour une Soon de Sulfamide à 1%,
ce qui correspond à une solution à 0,0016 grammes d'Acide para-aminobenzoïque pour 100 ce. d'Eau distillée.
Et nous avons préparé 3 solutions différentes de Sulfamide :
1° une solution mère à 1%, soit à 10.000 YaDari ce
2° une solution à 1/1000, soit à 1.000 y par cc. obtenue par simple dilution au 1/10 de la précédente.
J° une troisième solution à 1/10.000, renfermant donc 100 y de Sulfamide par cc. obtenue facilement par dilution au 1/10 de la solution 2.
Ces différentes solutions ont été réalisées pour nous permettre d'établir plus facilement des gammes d'essais très étendues et surtout d'opérer toujours dans les mêmes conditions de dilution, comme nous le verrons dans le prochain paragraphe.
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Technique.
Nous avons, en premier lieu, déterminé à quel taux de Sulfamide la souche cultivée sur le milieu de base ne poussait plus.
Cette souche: Proteus X 19, était repiquée toutes les 24 h. sur le milieu de base qui lui permettait une croissance normale en raison de l’Amide nicotinique qu’il renfermait.
Pour tous nos essais, l’incubation se faisait à 37°.
Poursdéterminer la dose de Sulfamide limitant la croissance de la souche, nous avons procédé de cette façon:
Dans des séries de tubes à essais contenant 10 ec. de milieu de base complet, nous introduisons une quantité de solution de Sulfamide de concentration variable et toujours de 1 cc. au maximum; puis, nous ensemençons à l’aide de 0,1 cc. de la souche repiquée la veille. Ce qui porte Île volume final de chaque tube à 11,1 cc.
C’est en effet à cette occasion qu’intervenaient nos trois solutions différentes de Sulfamide, ainsi:
Pour introduire dans un tube 10.000 y de Sulfamide, il suffisait d'ajouter 1 cc. de la première solution à 1%.
Un essai avec 1.000 y était pratiqué au moyen de 1 cc. de solution de Sulfamide, mais cette fois-ci de la deuxième.
Pour obtenir la concentration de 5.000 y, par exemple, nous mettions dans le tube à essai 0,5 cc. de la solution I de Sulfamide (à 10.000 y/ec.) et 0,5 cc. d’eau distillée.
Bref, la quantité de Sulfamide ajoutée se ramenait toujours à un volume de 1 cc.
Nous sommes ainsi parvenus, après bien des tâtonnements, à déterminer pour quelle dose de Sulfamide la croissance de la souche était inhibée:
La souche qui pousse encore en présence de 1.770 y de Sulfamide, ne se développe plus avec 1.800 y, soit en présence de 0,895 cc. d’une solution à 2.000 y par cc.
Titrage proprement dit.
Nous utilisons deux séries de tubes, contenant 10 cc. de milieu de base et des concentrations de Para-amino-phénylsulfamide croissantes, sous un volume toujours ajusté à 1 ce.; dans l’une de ces séries, nous introduisons une quantité fixe d'Acide para-aminobenzoique, et, dans l’autre, une quantité fixe de Protéolysat de dilution convenable: le problème se
moi
ramenant à trouver la dose de Sulfamide capable de neutraliser telle quantité fixe et connue de solution-étalon d'Acide para-aminobenzoïque et une quantité égale en ce. de Protéolysat, de dilution telle que la croissance obtenue soit la même dans les deux cas.
Nous avons fait un essai préalable qui s'établit comme suit:
Tube N° | ; C s 2 : o Le L | à SE = Milieutde, Dase ETC NM RE TAIUERE | 10 10 PHTO 10 10 Solution de Sulfamide à 1% ...... DOE LAN NET RE Solution-de? P'AÏP AS Me AE UNE 2 0 0 0 0 Protéolysat 2% dilué au 1/10 ...... | 0 0 O1 0,2 0,5 PAU CIS RE A UE | 0 2 1LOMAVERSTI I SaTS
Le tube 2 sert de Témoin.
Cet essai approximatif nous a montré qu’en présence de 10.000 y de Sulfamide, la croissance était positive dans les tubes 1 et 5, ce qui nous autorisait à conclure que 10.000 y ne parvenaient pas à neutraliser l’Acide p-aminobenzoïque contenu dans 2 cc. de solution-étalon à 0,0016%, ni celle contenue dans une quantité supérieure à 0,5 ec. de Protéolysat à 2%, dilué au 1/10. :
Nous avons cherché à opérer avec des quantités croissantes de Suifamide, supérieures à 1.785 y, concentration qui ne permet plus la croissance de la souche sur le milieu de base, afin d’être sûr que le trouble obtenu ultérieurement était dû uniquement à la quantité de Vitamine ajoutée, et non faussé (disons augmenté), par celui propre à la croissance de la souche qui, nous l’avons vu, est appréciable quand le milieu n’est pas neutralisé par un minimum de 1.785 y de solution sulfamidée.
D'autre part, les concentrations de Sulfamide croissantes que nous allions faire intervenir allant être forcément comprises entre 1.785 y et 10.000 y au grand maximum, il était évident qu'il fallait employer comme doses constantes dAcide p-aminobenzoïque et de Protéolysat au 1/10 des quantités bien inférieures à 2 cc. de solution-étalon pour Pune et 0,5 ce de Protéolysat 1/10, pour l’autre, puisque nous avons vu précédemment que 10.000 y ne parvenaient pas à les compenser.
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Essai final.
Après d'innombrables essais, nous avons constaté qu’en employant la dose de 0,1 cc. de solution-étalon de P.A.B. nous avions encore une croissance du Proteus avec 5.000 y de Sulfamide; nous avons alors fixé notre quantité d’Acide para-aminobenzoïque à 0,1 cc. de solution-étalon diluée au 1/10.
Tableau résumant l'essai définitif.
IRROMECC: 0,1 cc. | | Témoin | QE | Solution] Solution | Dee 23, Iprot. 2%. PAR. (Prof. 2% pure VE Come 1/5 au 1/10 | qnilieu au 1/20 | | | seul)" | | | 1800 AE ue centels + + | 0 de OP. 1 +++ | +4 | 0 - 2500 +++ 0 © ma a 02e AUD 0 3000 SEL 0 ne 0 0 0 STD EN EME se ni 0 ce 0 0 0 Discussion des résultats. —— Conclusion.
Des résultats précédents, nous pouvons déduire que les quantités d’Acide para-aminobenzoïque contenues dans 0,1 cc. de solution-étalon au 1/10 d’une part et dans 0,1 cc. de Protéolysat à 2%, dilué au 1/10, d’autre part, neutralisées toutes deux par la même quantité de Sulfamide: soit 2200 y environ, sont équivalentes.
Nous sommes donc autorisée à conclure que:
0,1 cc. d’une solution d’Acide para-aminobenzoïque à 0,0016% — 0,1 ce. de Protéolysat à 2%, dilué au 1/10.
D'où, 1 cc. de solution-étalon d’Acide p-aminobenzoïque — 1 cc. de Protéolysat pur.
La solution-étalon d’Acide para-aminobenzoïque étant à 0,0016%, 1 ce. de Protéolysat à 2% — 0,000016 g. d’Acide P. A. B. et 1 cc. de Protéolysat à 2% renferme donc 16 y d'Acide para-aminobenzoïque.
DOSAGE DE LA PYRIDOXINE DANS LE PROTEOLYSAT A
La Pyridoxine s’est révélée être un facteur de croissance indispensable à diverses bactéries: Lactobactériacées (L. casei), Streptocoques, Staphylocoques. M. WELSCH note que «par traitements aux rayons X, on a obtenu des mutants de Neurospora sitophila et Neurospora crassa, incapables de synthétiser la Vitamine B6, au moins dans certaines conditions».
Nous citerons les méthodes de WicLiaMs, EaxiN et Mc Manan (42); et celle de ATKIN, SCHULTZ, WILLIAMS et FREY (43), toutes deux basées sur la croissance d’une souche de Saccharomyces, en proportion de la teneur du milieu en Pyridoxine.
Il nous a paru intéressant d'essayer la méthode de STOKES, LARSEN, WOODWARD et FOSTER (44), dont le principe est le suivant: «Le poids de mycélium formé par une souche de Neurospora, dans des conditions rigoureusement définies, est proportionnel à la concentration du milieu en Pyridoxine.»
Le milieu de base que nous avons employé est désigné sous le terme: «Bacto-Pyridoxine-Assay-Medium». 11 est préparé par les Laboratoires Difco, d’après la formule de STOKES, LARSEN, WOODWARD et FOSTER, modifiée par BARTON-WRIGHT; il est entièrement dépourvu de Pyridoxine.
I faut le réhydrater à raison de 50 g. pour 1000 cc. d’eau distillée.
Solution étalon de Pyridoxine.
En utilisant ce milieu, l’ordre des essais les plus effectifs se trouve entre 0,2 et 0,8 y de Pyridoæine: nous avons donc préparé une solution-étalon contenant 20 y pour 100 cc. soit 1 y /5 cc. au lieu de 1 y /1 cc. ce qui permettait de quintupler la quantité de solution à ajouter pour l’établissement des séries d’essais, évitant une trop petite mesure à la pipette, et risquant une erreur relative plus petite.
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Etablissement des gammes.
Nous avons utilisé, pour la culture du Neurospora, des petites fioles de Fourneau, cylindro-coniques, qui mrettaient à la disposition du mycélium une plus grande surface libre de liquide en contact avec l’air.
Nous avons procédé comme dans le cas de tubes à essais: dans chaque fiole, nous disposons 5 cc. du milieu de base, nous y ajoutons alors la quantité voulue de solution-étalon ou de dilution de Protéolysat, et, nous complétons toujours à 10 cc. de volume final par fiole, à l’aide d’eau distillée.
Gamme-étalon.
ne REP An PES an ASS Meet ec. | cc. | ce. | ec. | ce | cc:
CC
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Ce qui correspond aux doses de Pyridoxine suivantes: 1* tube: témoin, puis: 0,2 - 0,4 - 0,6 - 0,8 - 1 y pour les tubes 2 à 6.
Gamme — échantillon de Protéolysat.
«En présence de Pyridoxine, même en quantité inférieure à l’optimum, la croissance de Neurospora sitophila n’est pas stimulée par diverses substances: Riboflavine, Acide pantothénique, Acide folique, Acide para-aminobenzoïque, Inositol, Uracile, Adénine, Guanine, Xanthine. Par contre, la Thiamine exerce une action stimulante notable dans ces conditions. Elle doit, par conséquent, être détruite dans les échantillons à analyser avant de procéder au titrage de la Pyridoxine.
Les auteurs utilisent dans ce but une modification de.la technique au Suifite de soude de SCHULTZ, ATKIN et FREY». (WELSCH).
Nous avons été obligée de prélever une quantité de milieu au Protéolysat à 2%; puis, après avoir détruit la Thiamine qu’il contenait selon le procédé indiqué ci-après, nous avons fait des dilutions au 1/2, 1/5, 1/10, etc. pour établir notre gamme d’essais.
Destruction de la Thiamine dans le Protéolysat.
Dans un flacon d’Erlenmeyer, nous mettons 10 cc. de milieu de Protéolysat; nous ajoutons 0,7 ce. de NaOH 10 N,
CUS TES
5 cc. et de la solution de Na, SO; à 10%, fraîchement préparée. Nous ajustons le pH à 8,0 au moyen de Soude normale et de Rouge de Crésol comme indicateur. (Plus simplement, on se sert d’un papier spécial indicateur de pH.) Puis, on porte le flacon et son contenu à 100° pendant 30 minutes. Il faut ensuite détruire l’excès de Sulfite de Soude avec la quantité juste nécessaire d’eau oxygénée à 2%, dans la solution refroidie.
Nous ajustons enfin cet échantillon, privé de Thiamine, à 20 ce. à l’aide d’eau distillée: si bien que nous ferons par la suite des dilutions à partir de Protéolysat en réalité déjà dilué de moitié.
Nous indiquons dans le tableau suivant les quantités de Protéolysat que nous avons employées dans nos essais définitifs; des essais préalables nous ayant montré qu'avec 1 cc. de Protéolysat dilué au 1/2, au 1/5, au 1/10 (ce qui, en fait, correspondait à des dilutions réelles du 1/4, 1/10, 1/20, puisque nous avions, lors de la destruction de la Thiamine, fait passer le volume de l'échantillon de 10 à 20 cc), qu'avec de telles dilutions, la croissance était faible: nous avons alors ajouté 1 cc. au 1/10, 1 cc. au 1/5, 1 cc. au 1725 2%cc. au 1/2 (soit 1 ce. de Protéolysat purée site an 1/2 "(soit L5CCAPTOR IDUL):
Gamme.
Fiole N° | 1e 2 on 4, S EN TEN St ce ce Ce ce cc Dies ce De Ps si Milieu de base .. 5 | 5 | 5 | 5 | 5 | | | Dilution de Pro- | ; | | téolysate 00 1 ce. au 1/101 cc. au 1/51 ce. au 1/2/2 cc. au 1/23 cc. au 1/2 | | | Eau distillée .... : 4 | 4 | 4 | 3 2
Ainsi, milieu de base, solution de Pyridoxine et Protéolysat étant répartis dans les fioles et le volume final amené à 10 cc. avec de l’eau distillée, nous avons bouché ces fioles au coton cardé et stérilisé le tout pendant 15 minutes à 0e
Après refroidissement, les flacons sont prêts à être ensemencés.
Préparation de l’émulsion de spores.
Si nous avons obtenus des résultats satisfaisants au
moyen de cette méthode, il nous a été fort difficile de nous procurer une souche de Neurospora sitophila 299 irradiée.
Après plusieurs essais infructueux, observant toujours une croissance trop importante du mycélium dans le flacon-
DAS SES
CU preuve que le champignon synthétisait toujours la Pyridoxine, nous sommes parvenue à faire irradier convenablement notre souche *).
k La technique d'irradiation est particulièrement délicate: l'intensité et la durée devant être assez fortes pour faire perdre au Neurospora la faculté de synthétiser la Pyridoxine, sans toutefois réduire sa vitalité.
Pour faciliter l’irradiation, le champignon fut cultivé dans des boîtes de Pétri de petites dimensions, dans lesquelles nous avions coulé du milieu nutritif Difco gélosé, spécial pour le Neurospora, et ceci, en couches minces pour favoriser la pénétration des rayons X. Dans les boîtes de Pétri, nous ne laissions que 3 ou 4 disques de milieu solidifié, chacun de 2 em. de diamètre environ et après avoir enlevé les plaques gélosées insérées entre eux, nous les ensemencions. Après 48 heures environ de séjour à l’étuve à 30”, nous obtenions des cultures jeunes, propres à l’irradiation.
Ces cultures furent irradiées dans les conditions suivantes: 20.000 r sans filtre et à 5 cm. de distance de lampoule.
A partir de ces disques de cultures irradiées, nous avons prélevé des spores, en divers points et les avons reportées sur le même milieu nutritif gélosé (Difco) réparti cette fois-ci en tubes inclinés, ce qui nous a permis, pour ainsi dire, d’avoir plusieurs souches dont nous avons, par la suite, vérifié l’homogénéité d'irradiation, en comparant les poids de mycélium récoltés dans les flacons-témoins ensemencés tour à tour à l’aide de spores prises successivement dans les différents tubes.
Nous avons remarqué que le mycélium qui, avant irradiation, devenait violet en vieillissant, prenait, après une irradiation convenable, une belle teinte jaune-orange, teinte persistant même à la suite de nombreux repiquages.
Pour ensemencer nos fioles, nous avons prélevé une ôse de spores à la surface de l’un des tubes inclinés d’une culture de 48 heures; puis, en diluant cette ôse dans du soluté physiologique stérile, nous avons obtenu une suspension de
spores propre à l’ensemencement des séries d’essais, à, raison d’une goutte d’émulsion pour chaque fiole.
*) A ce propos, nous devons remercier tout particulièrement le Docteur GROS (Directeur du Centre anticancéreux de l'Hôpital de Strasbourg), qui a eu lextrême amabilité de nous rendre ce service.
Nos remerciements vont également au Docteur KIEFFER, du Bureau médical des Laboratoires Roussel de Strasbourg, qui a mis à notre disposition, avec tant d’amabilité, les documents américains dont nous avions besoin.
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Il faut alors placer les flacons pendant 5 jours à létuve à 30°, après les avoir individuellement recouverts de papier détain durant les deux premiers jours, pour éviter une trop grande évaporation du milieu de culture.
Au bout de ce temps d’incubation, il faut procéder à la récolte du mycélium et à sa pesée après dessiccation, cette méthode étant gravimétrique.
Aussitôt les flacons retirés de l’étuve, nous les avons soumis à la vapeur à 100°, pendant 5 minutes, pour suspendre la croissance; puis, à l’aide d’une tige rigide d’ensemenceur, nous avons prélevé le mycélium qui formait un voile orange, visqueux, à la surface du milieu de culture; récolte facile, le mycélium ne se fragmentant que très peu, ceci en relation probable avec l’état d’enchevêtrement des hyphes.
Puis, nous avons séché ce mycélium entre deux feuilles de papier filtre, et, nous avons formé, avec ces petites masses de consistance élastique, des boulettes, lesquelles, placées sur une plaque de porcelaine vernie, sont mises à l’étuve à 100°, pendant 2 heures.
Après ce temps, le produit de culture de chaque fiole est devenu un petit fragment jaune-brun que nous disposons dans un exsiccateur et devons peser rapidement avant qu’il ait pu s’hydrater.
Poids de mycélium.
1" série d'essais.
Témoin — 0,0063
Solution vitaminique-test:
Protéolysat à doser:
1 ce. de Protéolysat au 1/10:
1 cc. Protéolysat au 1/5:
1 cc. Protéolysat au 1/2:
2° série d'essais.
Témoin — 0,01055.
Solution vitaminique-test:
Protéolysat à doser:
1 ce. Protéolysat au 1/2:
1 ce. Protéolysat pur:
1,5 cc. Protéolysat pur:
Poids du mycélium.
0,2y: O4y! 067 08y 1y Concentrations | | en pyridoxine en y
Protéolysat au 1% pur
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Discussion des résultats. — Conclusion.
Le tableau précédent nous montre que les poids de mycélium obtenus suivent bien l'augmentation des doses de Pyridoxine de la gamme-étalon d’une part, et les taux de concentration du Protéolysat d'autre part.
Une seule erreur est à relever: elle concerne la fiole contenant 0,4 y de Pyridoxine dans la premiere série d'essais et celle renfermant 0,8 y dans la deuxième série.
La simple lecture des résultats, nous indique que la Pyridoxine n'est pas très abondante dans les échantillons de Protéolysat. La croissance a été légèrement plus élevée dans
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les, fioles renfermant 1 cc. de Protéolysat dilué au 1/5 et 1/10 que dans la fiole-témoin.
Nous pouvons constater aussi que nous avons mis en expérience des doses relativement trop faibles de Protéolysat, ce qui nous a donné peu de valeurs dans les limites de la gamme-étalon. Mais nous opérions avec du Protéolysat déjà dilué au 1/2 au départ, et ne pouvions, de toute facon, ajouter que 5 cc. de dilution au maximum.
Toutefois, la gamme étant bonne, dans l’ensemble, une seule valeur de léchantillon à doser devait, en principe, suffire à nous permettre de déterminer la teneur en Pyridoxine du Protéolysat.
Nous voyons que 1 cc. de Protéolysat dilué au 1/2 contient une quantité approximative de 0,2 y de Pyridoxine. Le calcul, d’après les chiffres de la deuxième série d’essais indique :
O2 OATS
— 0,215 y pour 1 cc. de Prot. dilué au 1/2 0,0109
d’où, pour 1 cc. de Protéolysat à 2%, la quantité de 0,430 y
de Pyridoxine.
D’après les chiffres de la deuxième série également, nous pouvons calculer que 1 cc. de Protéolysat pur à 2% renferme:
CONCLUSIONS GENERALES
Dans une première partie, nous avons donné un résumé de quelques notions concernant les facteurs de croissance, les passant en revue rapidement, indiquant leur origine, formule, action, puis leur importance vis-à-vis des bactéries dans les milieux de culture.
Le but que nous nous étions proposé étant de connaître la richesse en facteurs de croissance d'un nouveau milieu à base de «Protéolysat> à 2%, nous avons alors brièvement résumé les propriétés de ce dernier, sa préparation, sa composition, son intérêt en tant que milieu de culture pour les Aérobies et Anaérobies; toutes choses déjà amplement étudiées par R. VESCHAMBRE.
Nous sommes alors passé à l’exposé de nos travaux personnels, cherchant à démontrer la richesse du milieu étudié en facteurs de croissance.
Nous nous sommes particulièrement attachée au dosage de huit Vitamines essentielles, à savoir: Acide pantothénique, Acide folique, Riboflavine, Thiamine, Pyridoxine, Vitamine PP, Biotine, Acide para-aminobenzoique.
Après quelques mots sur les méthodes de titrage microbiologique les plus couramment employées pour chaque Vitamine, nous avons indiqué celle de notre choix et en avons donné la technique détaillée. Nous nous sommes efforcée de décrire avec précision la réalisation pratique de la méthode choisie et les expériences réalisées.
Les résultats que nous avons obtenus quant à la teneur en facteurs de croissance du <«Protéolysat», rapportés à 1 cc. de milieu en Protéolysat à 2% se résument ainsi:
Pantothénate de Calcium: 0,085 y/cc.
Acide folique: 0,04 y/ce.
Acide para-aminobenzoïque: 16 y/ec. Amide nicotinique: 2.250 y/ec.
Pyridoxine: 0,415 Yy/cc.
Riboflavine: 0,075 y/ec.
Thiamine: 0,05 y/cc.
Biotine: 25 y/cc.
Ces résultats nous montrent la richesse toute particulière du milieu en Vitamine PP, Biotine, Acide para-aminobenzoïque. Le taux vitaminique est un peu inférieur en ce qui concerne la Pyridoxine. Quant à l’Acide folique, le Pantothénate de Calcium, ia Riboflavine et la Thiamine, elles s’y trouvent en proportion bien moins élevée toutes quatre.
Ce «Protéolysat» semble donc constituer la base d’un milieu de culture extrêmement riche: polypeptone, contenant tous les dérivés d’un hydrolysat de lait, enrichi des produits d’hydrolyse de sérum, de fibrine et de muscle; c'est donc un milieu très complet, du même ordre que £e milieu VF de l'Institut Pasteur, par sa teneur en Aminoacides. Nous avons pu prouver sa richesse en facteurs de croissance, facteurs essentiels pour la culture des microorganismes les plus variés.
Susceptible d’être présenté commercialemnt sous forme déshydratée, il est appelé à concurrencer, sur le plan de l’économie française, les milieux américains du même genre, en raison de son prix de revient relativement peu élevé de la constance de sa composition, de son emploi facile, qui en font un excellent milieu de culture propre à être utilisé avec succès et avantageusement en bactériologie, aussi bien pour les Aérobies que pour les Anaérobies.
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