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INTRODUCTION
1/action du Radium sur les tissus cellulaires est une question de grande actualité; elle présente un intérêt considérable non seulement au point de vue scientifique, mais encore et surtout par son application thérapeutique dans le traitement du cancer, des dermatoses, des nevrodermites, des tumeurs bénignes comme les verrues, les angiomes, certaines noevi ou taches de vin, des lupus, des fibromes de l’utérus et nombreuses autres affections. Malgré la rapidité prodigieuse enregistrée dans le développement de cette science et les heureux résultats obtenus en Radiothérapie, le mode d’action sur les différents éléments cellulaires et les divers processus suivant lesquels se produit cette action sont encore très obscurs. Comment se manifeste-t-elle? Est-elle d’ordre chimique comme celle de la lumière visible ou des rayons ultra-violets? Nous ne le savons pas.
C’est dans cet ordre d’idées que nous avons entrepris ces recherches encouragés dans cette voie par les travaux d’un GRŒDEL, d’un SCHNEIDER, d’un NADSON, d’une part, qui eux aussi ont essayé dans des travaux récents qui continuent, d’expliquer le mécanisme de l’action des rayons ionisants, en examinant les modifications physiologiques et biologiques apportées par celle-ci sur des êtres unicellulaires où de constitution relativement très simple, vivant sur des milieux de composition connue facilement modifiables et analysables. Nous avons pensé dans ces conditions observer et contrôler avec beaucoup plus d’exactitude et de précision les phénomènes intimes et les réactions diverses provoquées par l'influence du Radium et des Rayons X que si nous nous étions adressés à des êtres plus organisés chez lesquels nous n’avions plus à faire à des cellules isolées mais à des tissus de grande complexité et par conséquent à des phénomènes obéissant à la loi du Nombre.
Nous avons été inspirés d’autre part par les Travaux de notre cher Maître le Professeur A. SArTORY et ceux effectués antérieurement dans ses laboratoires sous ses auspices, se rapportant à l’influence d’autres agents physiques sur le développement, la reproduction et la biologie des champignons inférieurs. Ainsi avons nous pensé apporter aussi une contribution aux études mycologiques et nous espérons par ce Travail et par nos expériences en cours aider à combler une lacune de cette science qui nous offre encore
une riche source d’étude peu exploitée et propre à susciter des recherches fécondes.
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Nos expériences ont été ‘exécutées dans le Taboratoire de Bactériologie et de Cryptogamie de la Faculté de Pharmacie de Strasbourg. Nous prions notre cher Maître M. le Professeur A. SarroRY de trouver ici l'expression de toute notre reconnaissance et nous sommes heureux de lui adresser l’hommage de notre profond attachement pour l'intérêt constant qu’il voulut bien nous témoigner à la fois pendant le cours de ces recherches spéciales que durant nos études générales poursuivies après la dure période de guerre pour l’obtention de notre diplôme de Pharmacien. | Notre reconnaissance va aussi à M. le Professeur JADIN, Doyen de la Faculté de Pharmacie qui a bien voulu accepter de faire partie de notre Jury et qui, nous ne l’oublierons pas, nous poussa à effectuer nos études d’après le noveau système français comprenant quatre années d’études en Faculté. Grâce à ce conseil nous avons pu acquérir tout le bagage nécessaire pour affronter les études scientifiques et constater tous les avantages offerts par ce système, qui malgré les observations de certains Pharmaciens praticiens, nous a permis non seulement d’obtenir une culture scientifique mais encore d’exercer chaque fois que le cas s’est présenté la pratique professionnelle à la satisfaction de la clientèle et du Patron.
Nous remercions très sincèrement Monsieur le Professeur GuNSETT Directeur du «Centre de Lutte anti-cancéreuse » des Hospices Civils de Strasbourg pour lPamabilité qu’il a eu de mettre si gracieusement à notre disposition les appareils et le Radium de ses cliniques et aussi pour la bienveillante sollicitude qu’il n’a cessé de nous témoigner encore tout dernièrement quand nous l’avons prié de bien vouloir être de notre jury.
Nous tenons à exprimer notre gratitude à tous nos anciens Maîtres de la Faculté de Pharmacie de Strasbourg qui nous ont enseigné les Sciences et qui ont développé en nous le goût des recherches de Laboratoire si intéressantes.
Nous avons trouvé l’aide la plus précieuse et la plus amicale auprès de notre cher ami R. SARTORY et de notre cher cousin le Docteur D. SICHEL: qu’ils reçoivent ici l’expression de notre reconnaissante affection et un grand merci.
Que M. le Docteur REïss, Chef des travaux du Centre anticancéreux de Strasbourg, Mademoiselle COHN et tous les Collaborateurs de Monsieur le Docteur GUNSETT ainsi que M. GRAFF Bibliothècaire à la Bibliothèque Universitaire de Strasbourg soient remerciés vivement ici pour l’aimable contribution apportée à ce travail.
En terminant, nous estimons qu’il est de notre devoir d’exprimer aussi toute notre profonde et sincère reconnaissance à nos parents vénérés, à notre chère sœur et à notre courageuse amie et consolatrice dans les durs moments d’une grave maladie, qui par leur affection et leur dévouement n’ont cessé de nous encourager et de nous soutenir.
HISTORIQUE
Le Radium et son action sur les champignons et les organismes inférieurs
Nous étant proposé de mettre en évidence et d’étudier l’action du Radium sur les Cryptogames inférieurs et parasitaires, nous croyons utile ici de donner, au début de ce travail un aperçu rapide sur l’histoire du Radium et une chronologie marquant les principales étapes dans l’étude de l’action du Radium sur les infiniments petits.
C’est NEwTON qui au XVII® siècle émit l’hypothèse que les corps lumineux lancent des petites particules douées de très grande vitesse; ce concept fut détrôné, par la suite avec l’avènement de la Théorie des ondulations beaucoup plus commode pour l’explication des phénomènes connus et plus féconde pour la prévision des phénomènes nouveaux; en effet c’est à elle que l’on doit l’interprétation des faits nouveaux dans les domaines des ondes hertziennes et des rayons calorifiques, de la lumière visible et des rayons X, enfin des rayons «gamma » émis par le Radium. Très tôt on a pu se rendre compte que tous ces rayons se propageaient dans le vide ou dans l’air par des oscillations successives de durée identique ou par des phénomènes périodiques; le nombre de périodes se produisant par seconde est appelée la fréquence; le chemin parcouru pendant la durée d’une période est désigné sous le terme de longueur d’onde; étant donné que les longueurs d’onde sont extrêmement petites on les a exprimé en unités angstroem: une unité angstroem vaut 10-* centimètres soit un dix-millième de millimètre. I,ongueur d’onde et fréquence caractérisent chacune des notions précitées.
Grâce à cette théorie et aux merveilleux résultats scientifiques qui en ont découlé, on a pu établir que des rayonnements si différents en apparence sont cependant tout à fait analogues dans leur nature; cette notion a permis le développement rapide de cette branche de la science.
En 1895 RŒNTGEN, étudiant la décharge électrique dans une ampoule contenant un gaz sous faible pression, a découvert les rayons X; un écran de platino-cyanure de Baryum placé dans le voisinage de l’appareil s’illumina; depuis la propagation rectiligne à la manière des rayons lumineux de ces rayons a été démontrée; ils correspondent à des vibrations électromagnétiques dont les fréquences sont plus grandes que celles de l’ultra-violet. On connaît la propriété des Rayons X de traverser les corps opaques; toute-
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fois ils ne possèdent pas cette propriété avec la même intensité pour tous les corps à travers lesquels on les fait passer; c’est ainsi que les éléments à poids atomiques élevés comme le Plomb, le Platine, sont les plus absorbants; les rayons X présentent encore bien d’autres propriétés; nous mentionnerons ici leur action photographique et leur action sur les substances fluorescentes, ils jouent en outre un grand rôle dans l’ionisation des gaz; l’air peut être rendu conducteur si on le fait traverser par un faisceau de rayons de RŒNTIGEN : un électroscope s’y décharge.
En 1806 Henri POINCARÉ proposa de rechercher, inspiré par la découverte de RŒNTGEN, si la fluorescence ne s’accompagnait pas obligatoirement d’une émission de rayons X. Ainsi BECQUERET, en voulant vérifier cette hypothèse fut mis sur le chemin de la découverte de la radioactivité; le 6 mars 1896 ce savant annonça à la Société de Physique que les sels d'uranium impressionnaient les plaques photographiques même dans l’obscurité et enveloppées dans du papier noir. Kn poursuivant ses recherches, BECQOUEREL montra que cette action sur les plaques photographiques était due à l’émission de rayons ayant les propriétés des rayons X, par exemple de traverser les écrans métalliques minces, d’être déviables par les champs magnétiques des aimants et d’ioniser les gaz. Ces rayons reçurent le nom de rayons uraniques où de rayons de BECQUEREL,; de nombreux travaux suivirent cette découverte : on rechercha si d’autres substances ne possédaient pas des propriétés analogues à celle de l’uranium. Tous les éléments connus furent essayés. Presque en même temps SCHMipT en Allemagne, Madame CURIE en France annoncèrent l’activité d’un autre métal, le thorium; Madame CURIE désigna alors pour la première fois toutes les substances émettant spontanément des rayons résultant d’une propriété atomique sous le terme de substances radioactives.
Aidés de BÉMONT et de DEBIERNE, Monsieur et Madame CURIE isolèrent en juillet 1898 de la pechblende, le polonium, substance radioactive aussi et en décembre de la même année le long et pénible travail entrepris par ces savants passionnés fut couronné d’un succès bien mérité : la découverte du merveilleux radium. Quelques mois plus tard (octobre 1899) Monsieur DEBIERNE caractérisait une quatrième matière fortement radioactive : l’actinium. À l'étranger aussi un grand nombre de chercheurs se passionna pour l’étude des substances radioactives et parmi tant de savants émérites nous citerons ici Sir Ernest RUTHERFORD et ses élèves de l’université de Montréal qui constatèrent l’émanation du thorium, Sir Joseph THoMsoN et Soppy de Cambridge, STRUTT de Londres, GIESEL et HAHN en Allemagne qui mirent en évidence l’émanation de l’actinium. En France les travaux se poursuivaient sans relâche et quand la fatalité impitoyable enleva CurIE en 1906 à la science, Madame CURIE aidée de nombreux collaborateurs dont BOUCHARD, BALTHAZARD, DAUXE, DEBIERNE, DANvS?, LABORDE, KOLOwRAT continua sans répit l’œuvre magnifique.
Ainsi se développait la science de la radioactivité avec une prodigieuse rapidité; aujourd’hui ses applications sont multiples en géologie, en physique du globe, en météorologie, en biologie, en
médecine; elle a renversé bien des vieilles conceptions et créé de nouvelles théories et leur interprétation. C’est incontestablement en biologie et en médecine que cette science des rayons a été la plus utile et la plus profitable à l'humanité. De nombreux travaux ont été poursuivis tant sur l’organisme sain que sur le malade, et au commencement du XXE siècle déjà on étudiait l’action du radium et des rayons X sur des êtres unicellulaires ou de simple constitution du règne animal et végétal et spécialement sur les organismes parasites. C’est à notre connaissance PACINOTII et PORCELLI qui les premiers ont entrepris en 1899 des recherches sérieuses sur l’action du radium sur les bactéries, telles que staphylocoques, streptocoques, proteus vulgaris, vibrion cholérique, bacille tuberculeux, bacille de la diphtérie. En 19017 ASCHKINASS, STRIBEL et GASPARI commencent alors leurs travaux avant pour but de rechercher l'influence des rayons ionisants soit de BECOUÉREL, soit du radium sur les bactéries et ils affirment que ce rayons exercent une action défavorable sur la croissance des microbes; ils constatent surtout l’atténuation des cultures du bacille prodigiosus. De nombreux travaux dans ce domaine suivent alors ces premières tentatives et il serait fastidieux de citer ici les noms de tous les chercheurs qui, en appliquant les rayons des substances radioactives sur des microorganismes végétaux où animaux, ont essayé d'expliquer les phénomènes physiologiques et biologiques entrant en jeu. Nous mentionnerons ici les noms de P. BECQUEREL, MONTEFUSCO, RICHET, PRESCOTT, ORMEA, W. HOFFMANN, Kôk- NICKE, IODLBAUER, TAPPEINER, IREDELL et MINETT, Monsieur et Madame FABRE, GREEN, GUILLEMINOT.
C’est à DAUPHIN que revient le mérite d’avoir publié le premier mémoire paru en 1904 sur l'influence des rayons du radium sur le développement et la croissance des champignons inférieurs; l’auteur s’est adressé dans ses recherches à des mucorinées.
Quant à la recherche de l’influence des rayons de substances radioactives sur les ascomycètes en général et sur les Périsporiacées en particulier, nous trouvons les premières communications en 1906. Ces travaux sont dus à DAUTwrrz et s'adressent à l'étude de l’action biologique de la gangue des substances radioactives à Joachimstal en Bohème. Dans ses conclusions l’auteur déclare : Chez les Aspergillées cultivés sur milieu de Raulin on remarque que le développement d’une partie des spores repiquées est retardé de deux à trois jours. À partir du deuxième au cinquième jour, la croissance du mycélium est fortement diminuée. Après cinq à six jours on constate chez l’Aspergillus niger, qui dans une culture témoin offre un mycélium d’un blanc brillant au bord et au sommet de la culture, l'apparition d’une teinte jaunâtre; celle-ci, avec le temps devient de plus en plus intense: très souvent la sporulation fait défaut et si elle fait son apparition, celle-ci est de 5 à 7 jours en retard, comparée avec des cultures témoins. Elle est alors très frèle; les spores ne sont pas colorées avec la même intensité; les hyphes fructifères sont nettement rabougries et par ce fait la hauteur du mycélium semble
être très diminuée. Microscopiquement on constate le racourcissement et l’amincissement des hyphes fructifères; l’ampoule conidiophore est moins bien développée, les spores même sont plus petites et moins pigmentées. Dans le courant de la deuxième à la troisième semaine, la différence morphologique entre les deux cultures témoin et irradiée apparaît de plus en plus, parce que le développement des cultures exposées aux rayons est bientôt supprimé; ces phénomènes ne sont conditionnés que par des troubles des fonctions biologiques et nullement par la mort, car la sporulation apparaît de nouveau après 3 ou 4 jours, aussitôt que l’on soustrait la culture à l'influence du Radium. Les différentes espèces d’Aspergillus n'étaient pas au même degré influencées par la gangue radioactive; l'échelle suivante peut être considérée : l’Aspergillus niger et l’Aspergillus fumigatus sont les plus sensibles; viennent ensuite l’Aspergillus ochraceus et l’A. clavatus; le plus résistant est l’A. varians.
En feuilletant ce travail, on pourra se rendre compte de la précision et de la prévoyance avec laquelle DAUTWITZ avait envisagé et défini la question. Et après ces premiers succès, on s'étonne en parcourant toute la littérature concernant la radioactivité et son influence sur les microorganismes de 1906 jusqu’après la guerre, des résultats si peu encourageants et presque toujours dérisoires. En effet, presque toutes les recherches ont échouées malgré l’incontestable autorité de ceux qui les ont tentées et la plupart des expériences sur les microorganismes sont à l’encontre de l’hypothèse, de sorte que la majorité des grands traités de Bactériologie et de Cryptogamie nous enseignent aujourd’hui que l’influence des rayons Rœntgen et du radium est nulle ou guère contrôlable chez les êtres unicellulaires où de constitution simple. Aïnsi jusqu’à présent l'effet bactéricide de ces rayons n’a reçu aucune application en clinique.
C’est seulement après la guerre que les auteurs comme CLUZEN, RoCHAIX et KOFMANN, BRUYNOGHE et MUND, NADSON et Pxi- LIPPOV, SABRAZES et RIVIÈRE, KLÔVEKORN, KLEESATTEL, NEID- HARDT, MIESCHER, PETRI, JUNGLING, ZELLER et, last not least, GRŒDEL et SCHNEIDER ont démontré d’une façon décisive l’influence des radiations Rœntgen et radium sur la morphologie et la biologie des microorganismes. Comment expliquer que les résultats positifs ont pu échapper si longtemps aux savants expérimentateurs. Pourquoi ces insuccès continuels? Il serait téméraire de vouloir ici indiquer toutes les causes antagonistes intervenant dans des recherches d’une complexité si grande. Mais sûrement les progrès de la Chimie physique et de la Chimie biologique, au cours de ces detnières années ont eu une grande part dans les résultats enfin prodigieux aussi dans cette branche de la science de la radioactivité.
HISTORIQUE (suite)
L’Aspergillus fumigatus depuis son isolement jusqu’à ce jour
L’Aspergillus fumigatus a été décrit pour la première fois par FRESENIUS.
Depuis lors l’étude de l’Aspergillus fumigatus FRESENIUS a presque sans interruption intéressé les savants et cela sur les terrains les plus divers. Ainsi nous trouvons d’abord des mémoires traitant de cet organisme au point de vue botanique (aspect microscopique, morphologie) et biologique (aspect sur les différents milieux de culture et mode de reproduction). Citons dans l’ordre chronologique :
J. RAY qui examina la variabilité des caractères et l’importance relative de ces caractères sous l’influence du milieu. Cette étude avait pour nous une importance primordiale, car pour pouvoir constater les variations produites par un agent physique, il nous fallait d’abord connaître l’influence exercée sur l’organisme par le substratum sur lequel était cultivée l’espèce à examiner. I/auteur aboutit aux conclusions suivantes: «La modification des conditions d'existence a manifesté une grande variabilité des champignons examinés. Mais les transformations ne sont pas immédiates, il se forme toujours des plantes intermédiaires entre la forme origine et la forme définitive. Celle-ci se maintient alors identique dans toutes les cultures suivantes et les caractères de genre se maintiennent le plus souvent. Dans les cultures fixées les caractères des filaments dressés, de la ramification terminale, des chapelets de spore et du volume des spore ne varient jamais.»
Nous verrons au cours de nos travaux que ce sont justement ces caractères qui ont été modifiés par l’action du Radium. L'étude morphologique a été complétée par WEHMER qui donne la diagnose suivante : «Cette espèce forme un gazon verdâtre souvent bleuâtre ou gris, peu épais; le mycelium est tantôt large (3 1) contourné à parois épaisses et richement ramifiées tantôt fin (2 y) à parois délicates à direction rectiligne et faiblement ramifié. Hyphes fertiles courtes à parois délicates, mesurant environ 5 w de diamètre se renflant à son extrémité supérieure en forme de massue. Ce renflement qui est sphérique ou ovoide allongé mesure de 8 y à 20 y de diamètre dans sa plus grande largeur. Sterigmates elliptiques indivis généralement longs (environ 6 y); on en observe qui
mesurent 13 u et plus et qui sont subulés. Ces sterigmates très serrés ne recouvrent que la moitié supérieure du renilement terminal: la fructification développée présente une forme non arrondie mais plutôt allongée cylindrique ou celle d'un cône renversé. Conidies arrondies, rarement ovales lisses le plus souvent incolores mesurant 2,5 à 3 w de diamètre; les fructifications offrent au début une coloration claire qui jaunit ensuite pour passer au bleu, au vert et finalement à l’époque de la maturité au brunâtre où au gris foncé; les conidies sont facilement déhiscentes tandis que les sterigmates restent fixés au renflement terminal; les sclérotes n’ont pas été observés.»
Des travaux ayant pour but l'étude de la reproduction de l’Aspergillus ont d’abord été effectués par DANGEARD : «la reproduction sexuée des Ascomycètes ». D'après tous les auteurs la forme sexuée n’a jamais été observée et déterminée avec certitude. Pourtant nous tenons à mentionner ici les communiqués de BEHRENS SIÉBENMANN et GRINJUS. Le premier signale la formation de périthèces sur des feuilles de tabac fermentées sous la forme de corps jaunes arrondis de 73 à 80 w dont l'écorce parenchymateuse abrite des asques de 12 w à 13 w sur 6 x, renfermant chacun 8 spores. Il nous semble en comparant ces résultats avec les nôtres que l’auteur s’est effectivement trouvé en présence d'appareils reproducteurs sexués de l’Aspergillus fumigatus FRESENIUS. Nous allons le voir plus loin, l'apparition du phénomène séxué peut être favorisé par un milieu en fermentation et les mesures indiquées pat BEHRENS sont en plein accord avec nos constatations. Par contre SIÉBENMANN note seulement la présence de selérotes de 15 à 20 y, indication trop peu développée pour une mise au point; d’ailleurs nos sclérotes ont toujours été d’une dimension plus considérable. Quant à GRINJUS qui donne une description complète de la forme périthécienne observée par lui, nous croyons qu'il a été victime d’une erreur scientifique et qu'il s'est trouvé en présence d'appareils séxués d’un autre Aspergillus, en parenté voisine avec l’Aspergillus fumigatus, erreur qui peut facilement être commise car il existe des espèces très proches comme l’a montré BAINIER et A. SARTORY qui ont obtenu chez l’Aspergillus fumigatoides des périthèces sur tous les milieux.
Les caractères pathologiques de l’Aspergillus fumigatus FRESENIUS ont été d’autre part l’objet de nombreux travaux; c’est probablement LICHTHEIM qui pour la première fois traite la mycose aspergilienne en des recherches intensives dont il publie en 1882 les résultats dans un article des « Clinische Wochenschriften» de Berlin. En 1887 RIBBERT entreprend alors des essais sur le sort des spores inoculées dans le corps d'animaux; il montre que l’Aspergillus évolue à l’intérieur des organes profonds et provoque des lésions redoutables. Aussi cherche-t-il à trouver les organes de. destruction des conidies inoculées; presque à la même date DrEu- LAFOY, CHANTEMESSE et WiDpaL, produisent l’aspergillose expérimentale chez le pigeon et donnent une description détaillée de la pseudotuberculose mycosique; LIGNIÈRES et PErIT ont reconnu lPAspergillus comme l'agent d’une péritonite épizootique des
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dindons; ZURN l’a observé tapissant une ulcération de la trachée d’une vache. Des pneumomycoses dues à ce parasite ont été déctites chez le cheval par PECH, THARY et LUCET et chez la vache par FRANK, BOURNAY, PEARSON et RAVENEL.
Stimulé par les expériences sur les Bactéries et leur action, par des produits élaborés vénéneux sur l’organisme parasité, expériences effectuées par des savants comme CHARRIN, CHANTE- MÈSSE, WiDaAI, ROUX, VERSIN, etc., KOTLIAR a pour la première fois entrepris des recherches sérieuses sur les toxines de l’Aspergillus fumigatus FRESENIUS en 1894; un an après RENON reprend l'étude des toxines et en 1897 il publie son magistral ouvrage sur lPaspergillose intitulé : «Étude sur l’Aspergillose chez l’homme et chez les animaux »; dans ce mémoire, l’auteur donne des résultats de ses propres recherches et de nombreuses publications où observations d’autres savants; il rassemble ainsi tout ce qui a été publié jusqu'à ce jour sur l’important chapitre des mycoses. SAXER en 1900 complète encore les études sur cette question; entre temps LUCET a repris en 1896 la question de la toxicité des liquides de cultures d’Aspergillus fumigatus FRESENIUS. L'historique de ces recherches est publié par L. GAUTIER dans son mémoire sur les recherches biologiques sur quelques champignons parasites de l’homme et des animaux; nous nous contentons de citer seulement ici les principaux auteurs qui avec plus où moins de succès ont cherché à élucider cette question. OBicr en 1898, CENT et BESTA en 1902, MACÉ en 1903 et enfin I,.GAUTIER en 1907. Cet auteur écrit dans ses conclusions : «1, Aspergillus fumigatus agent d’une redoutable mycose a fait l’objet de nombreuses et remarquables recherches sans qu’aucune d’elle ait pu révéler l’existence certaine d’un principe toxique. Pourtant, il semble impossible d'expliquer les crises violentes et le dénouement rapide et brutal de la mycose aspergillaire sans admettre l’intervention d’une secrétion toxique. Or cette secrétion existe.» Mais l’auteur trouve que la formation de ce poison dans les cultures exige la présence simultanée dans le milieu d’un aliment azoté (type peptone) et d’un hydrate de carbone (glucose). Il faut en outre que la réaction soit neutre ou alcaline. Nous avons entrepris dans le but d’éclaircir la question toxine mycosique une série de nouvelles expériences, qui malheureusement ne sont pas encore avancées à tel point que nous puissions dès maintenant formuler nos conclusions; nous osons pourtant certifier à notre cher Maître que le poison constaté par lui seulement dans les milieux de composition indiquée plus haut, n’est sûrement pas une secrétion directe du champignon mais plutôt dû à une décomposition de matière azotée et hydratée se trouvant dans le milieu ambiant, donc des toxines produites par une assimilation intense et il ne peut s’agir que de poisons chimiques dans ce cas. Neéanmoins il doit exister encore et surtout une toxine «proprement dite » car nos nouvelles recherches sur l’évolution de l’aspergillose et nos essais de vaccination au moyen de cultures irradiées qui ont toujours eu un résultat positif, le prouvent nettement; nos travaux continuent dans cette voie et nous espérons par l'isolement de la toxine aboutir à un résultat heureux. L. GAUTIER a de même pour
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la première fois entrepris des recherches sur l’activité diastasique de l’Aspergillus fumigatus, question qui a été reprise par nous pour comparer les modifications apportées par lirradiation dans la production de diastases.
La littérature mycologique se rapportant à l'influence des agents physiques (lumière, électricité, chaleur) sur le développement de l’Aspergillus fumigatus est de même assez riche et nous reportons aux nombreux ouvrages spéciaux comme VAN THIEGHEM, GEDŒLST, GUEGUEN, BODIN, BLANCHARD, SARTORY, où l’on peut trouver toutes les indications sur ces questions. Nous nous bornerons à mentionner ici les travaux de RENON sur la recherche de l’optimum de température pour la croissance de l’Aspergillus et ceux de RAY sur l'influence de l’agitation sur des cultures d’Aspergillus ; de ses conclusions nous résumons :
19 Le thalle prend une forme sphérique, le système de soutien est très développé (stroma serré, nombreuses cloisons).
29 J/appareil reproducteur apparaît tardivement; il est mal formé, peu abondant; les spores peu nombreuses ont les dimensions du type origine.
30 Une forme de conservation résistante apparaît de bonne heure.
Ces travaux ont été complétés par À. SARTORY quant à la recherche de l’influence de l’agitation sur l’Aspergillus fumigatus ; en agitant une culture d’Aspergillus sur milieu de Raulin avec 60 secousses à la minute l’auteur obtient à l'examen microscopique les résultats suivants: La membrane est très épaisse, il se forme des fillaments à articles courts, arrondis et bruns: ce sont des formes de souffrance. Quant à la régénération, l’auteur dit : «Il suffit de prélever une parcelle de culture agitée et de la semer sur carotte ou pomme de terre pour qu’au bout de 8 jours, l’Aspergillus fumigatus ait définitivement repris ses caractères normaux, v compris ses appareils reproducteurs. »
Nous considérons comme un devoir de citer ici les travaux effectués par notre ami et prédécesseur P. BAILLY aussi sous les auspices et l’inspiration de notre cher maître pour la détermination de l’action de quelques terres rares sur l’Aspergillus fumigatus.
l’auteur conclut :
19 À des doses faibles ces sels possèdent une action favotisante, ils donnent aux cultures poussant dans les milieux les contenant une végétation plus abondante, dont le développement est en raison inverse de la concentration.
29 Ja mucédinée réagit fortement contre l’action antiseptique des sulfates de thorium et de lantane en donnant des formes spéciales de résistance et de souffrance. Les appareils conidiens sont atrophiés et presque dépourvus de spores, mais le champignon reprend vite son aspect normal, dès qu’il se trouve sur un milieu favorable à son développement.
| De ces travaux montrant l’action des agents physiques sur l’Aspergillus fumigatus nous avons tiré de précieux enseignements. D'une part nous avons pu profiter, le cas échéant, des résultats obtenus par ces chercheurs, d’autre part en comparant les résultats
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de ces travaux avec ceux que nous avons obtenus, il nous a été possible de mieux saisir la différence entre l’action de ces agents physiques et celle produite par l’action du radium. On verra plus loin que les modifications morphologiques et histologiques ainsi que les changements de propriétés biologiques apportées par celui-ci sont beaucoup plus profondes et étendues.
Ainsi se présentait la question et tels étaient les travaux
qui étaient connus de nous, lorsque nous entreprîimes cette étude.
TECHNIQUE ET MÉTHODES
Origine de la souche d’Aspergillus fumigatus FRESENIUS Vérification des caractères microscopiques et culturaux — Examen du pouvoir pathogène
Dans nos premières expériences ayant pour but de déterminer l’action du Radium sur les champignons inférieurs, notre cher maître nous donna l’idée de faire appel tout d’abord à l’Aspergillus fumigatus FRESENIUS dont les caractères et les propriétés sont connus et fixés, organisme pathogène, présentant fort peu de pléomorphisme.
Nous avons employé une souche de notre laboratoire cultivée sur pomme de terre dont nous avons vérifié la pureté par l’examen microscopique direct avec ou sans coloration et par ensemencement sur les divers milieux de culture; l’examen direct nous a donné les caractères suivants. «Mycelium à feutrage serré formé par des filaments très iongs, enchevêtrés, ramifiés, rarement cloisonnés, tantôt épais (de 2,5 y à 3,25 w) tantôt grèles (1 y à 1,5 x) Hyphes fructifères longues et à parois délicates; elles mesurent 3 à à 5 y de largeur; chacune des hyphes fertiles est terminée par une ampoule conidiophore affectant la forme d’un goupillon mesurant dans sa plus grande largeur de 7,5 w à 16 w; du sommet à la première cloison de l’hyphe 30 à 90 y. Les sterigmates sont insérés sur la moitié supérieure du renflement terminal; ils sont elliptiques, bronzés, leur longueur atteint 4,5 à à 6,5 y; leur largeur se trouve comprise entre 2 x et 3 y. Les conidies sont rondes (1 # à 3,5 4) bronzées, elles restent rarement attachées au sterigmate. Le protoplasme remplit exactement tous les articles et les membranes des filaments mycéliens sont peu épaisses.
Afin d’observer l’aspect et les caractères culturaux de l’espèce en essai sur les différents milieux, nous avons fait usage des procédés employés par RENON. Des cultures ont été effectuées sur bouillon neutre, solution de peptone, gélose et gélatine, puis sur liquide de Raulin acide, pomme de terre, pomme de terre glycérinée solide, milieu de Sabouraud. Sur tous ces milieux il nous
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a été donné de vérifier les observations de RENON. Nous n’insisterons pas ici sur la forme et l’aspect de chaque culture; mentionnons seulement que les cultures les plus luxuriantes se développent sur milieu de Raulin glycériné, pomme de terre glycérinée et milieu de Sabouraud. Klles forment d’abord un tapis blanc, brillant qui verdit peu à peu pour devenir gris fuligineux et brun noirâtre au bout de 5 à 6 jours. Cette teinte est due à la grande abondance des appareils conidiens; plus le milieu est favorable, plus longtemps dure l’évolution du blanc brillant au brun noirâtre. Le stroma est en général assez compact et d’une couleur jaune foncé; la coloration des spores varie avec les milieux employés : d’un blanc brillant sur milieu acide, elle devient verdâtre souvent seulement après 15 à 18 jours sur milieu liquide acide, tandis que sur milieu solide acide ce changement s’effectue déjà entre le quatrième et le septième jour. Sur les milieux alcalins la coloration brun noirâtre apparaît très vite; sur milieu neutre la culture prend la coloration gris fuligineux, aspect fumée si caractéristique pour l’Aspergrllus fumigatus.
Ayant ainsi déterminé avec certitude l'identité de notre souche d’Aspergillus provenant de la mycothèque du Laboratoire de Cryptogamie de la Faculté, nous nous sommes proposés de rendre cet échantillon de nouveau pathogène, car la virulence et la toxicité étaient fortement diminuées par les repiquages et les cultures successives sur les milieux usuels de conservation. A cet effet nous avons ensemencé cette espèce au fur et à mesure sur des milieux de plus en plus favorables en partant du milieu de pomme de terre et en continuant par les milieux de pomme de terre glycérinée, Raulin neutre et solide, Raulin acide liquide, Raulin glycériné acide et enfin milieu de Sabouraud. Sur chaque substrat le champignon se développait pendant six jours à 370. Nous avons ainsi obtenu un échantillon très vigoureux d’un aspect blanc brillant très luxuriant. Cette race jeune a été rendue alors virulente par passages successifs d’animal à animal. Pour cela nous avons eu recours à la contamination par inoculation souscutanée ou intrapéritonéale et par respiration et ingestion de nourriture couverte de spores d’Aspergillus. Nos inoculations ont toujours été faites au moyen d’émulsions de spores dans du sérum physiologique. T,a numération des spores a été effectuée par nous au moyen du compte-globules de Malassez. Ainsi nous avons toujours opéré avec des concentrations constantes, limitées entre 4.000.000 et 5.000.000 de spores par centimètre cube. Les pigeons ont été inoculés dans la veine axillaire avec 1 centimetre cube d’émulsion; les cobayes soit sous la peau dans Ja région poststomacale avec 5 cc. soit dans le péritoine avec 2 ce. ou dans le cœur avec 0,2 cc. d’émulsion.
Première expérience :
Un cobaye est inoculé sous la peau avec une émulsion de spores d’Aspergillus fumigatus de concentration donnée provenant de la culture vigoureuse du milieu de Sabouraud. Le troisième
jour après l’inoculation il s’est formé au niveau de la piqûre un petit abcès purulent dur au toucher. I/animal ne présenta à part cela aucun des symptômes caractéristiques de l’infection aspergilienne. Nous avons done jugé propice d’inciser cet abcès avec toutes les précautions habituelles d’asepsie; nous avons prélevé à l’aide de l’ensemenceur une trace de pus que nous avons ensemencé sur Raulin glycériné acide. Après deux jours de séjour à létuve à + 37° nous obtenons déjà des cultures luxuriantes et l'examen des caractères morphologiques et culturaux nous certifia la pureté et l'identité de l’Aspergillus fumigatus FRESENIUS.
Deuxième expérience :
Nous avons ensuite pratiqué avec des émulsions de cette souche une inoculation intraveineuse à un pigeon. I/animal a manifesté pendant les premières heures quelques battements d’ailes, un peu de tristesse, pendant deux jours il manque d’appétit et boit beaucoup, mais aucun autre symptôme d'infection ne se présente. Le cinquième jour après l’inoculation nous avons alors fait ingérer au pigeon des graines contaminées au préalable par des spores de notre souche vigoureuse. Pendant 8 jours l’animal suit ce régime; il devient alors paresseux, se blottit dans un coin de la cage et présente des tremblements nerveux. La marche de la maladie s’accentue alors journellement et dix jours plus tard le pigeon meurt. À l’autopsie les poumons présentent des cavernes purulentes et des nodules caractéristiques de la pseudotuberculose aspergilienne. Les autres organes sont indemnes. Des fragments de poumons malades ensemencés sur Raulin glycériné acide font naître l’Aspergillus fumigatus pur au bout de trois jours.
Troisième expérience :
Partant alors des souches virulentes ainsi obtenues, nous avons inoculé un cobaye sous la peau suivant la technique indi-
Courbe de poids du cobaye de la 3€ expérience, du 1e au 10€ jour
quée. I/animal est nourri au moyen d’herbes fraîches, de foin, de carottes et de lait. La pesée est effectuée journellement; nous donnons ci-dessus la courbe de poids. (Fig. 1).
Le dixième jour après l’inoculation, lanimal ne montrant pas de symptômes caractéristiques de l'infection aspergilienne, nous avons encore eu recours à la contamination par voie respiratoire. Le cobaye est nourri pendant quatre Jours successifs au moyen de pommes de terre coupées en morceaux cylindriques de 6 cm. de longueur sur 1 cm. de diamètre couvertes de spores virulentes pour le pigeon. Ces pommes de terre sont délayées dans du lait. I’animal présente à partir du quatrième jour de ce régime les symptômes suivants : il est paresseux, fatigué, très nerveux, il présente des mouvements impulsifs et peu d’appétit; le poids commence à baisser. À partir de ce moment, l’ingestion de spores est interrompue et le cobaye est mis à un régime très nourrissant. Ci-dessous la courbe de poids à partir du douzième jour de l’inoculation, donc le premier jour de l’ingestion de spores : (Fig. 2).
poids en grammes
Fig. 2
Courbe de poids du cobaye de la 3° expérience du 12e au 25€ jour.
Quinze jours après le commencement de ce régime le cobaye a diminué de 180 grammes. Nous avons jugé propice de le sacrifier. L’autopsie révèle la présence de lésions ulcérées au début de l’intestin grèle avec purulence, d’autres au niveau du caecum et dans le foie. Ces lésions ont environ 5 millimètres de diamètre, elles sont jaune verdâtre. Nous constatons en outre quelques adhérences de la plèvre, le foie est congestionné, le cœur est hypertrophié, le péricarde et l’estomac très gonflés. Celui-ci renferme des débris alimentaires non digérés, provenant d’un repas absorbé 7 à 8 heures auparavant, une des ulcérations de l’intestin correspond à une zone auréolée purulente de la peau, concentrique précisément au point de l’inoculation sous-cutanée. Nous avons procédé à 12 culture de pus provenant d’ulcérations intestinales, hépatiques et de contenu stomacal sur milieu de Sabouraud. Après 15 jours
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de séjour à l’étuve à + 370 nous avions des cultures luxuriantes et pures d’Aspergillus fumigatus sur les milieux ensemencés avec le pus intestinal et hépatique. Lee troisième nous donna de minces filaments avec une riche flore bactérienne et cryptogamique, dont l’oïdium lactis forme la plus grande partie.
Quatrième expérience :
Au moyen de ces cultures pures nous avons inoculé un pigeon dans la veine axillaire avec une émulsion de concentration indiquée. Le pigeon offre tous les caractères de l'infection aspergilienne avec issue fatale le quinzième jour. À l’autopsie nous avons mis en évidence les lésions typiques d’une pseudotuberculose généralisée. Les ensemencements pratiqués avec le pus provenant de ces lésions sur les divers milieux ont toujours produit des cultures qui microscopiquement et macroscopiquement répondaient aux conditions définies par RENON pour l’Aspergillus fumigatus FRESENIUS.
Cinquième et sixième expériences :
Des inoculations intrapéritonéales et intracardiaques au cobaye ont été enfin faites afin d’examiner l’anatomie pathologique de l’aspergillose provenant de l'introduction de l’agent pathogène dans la grande et la petite circulation. Ces expériences nous ont prouvé d’un côté l’exactitude des faits constatés par RENON, c’est-à-dire que le cobaye est un animal très peu réceptif pour l’aspergillose. Les symptômes de l’infection ont toujours apparu du deuxième au cinquième jour après l’inoculation. I/animal entre alors en voie de convalescence et au bout du quinzième au vingtième jour tout symptôme d’infection a disparu et les cobayes reviennent à leur poids initial. Nous allons néanmoins reparler de ces expériences dans un chapitre ultérieur pour montrer la différence entre la souche pathogène non irradiée et la souche irradiée et nous aurons alors l’occasion de revenir sur la dissemblance entre nos résultats et ceux de RENON.
Sephième expérience :
Un lapin de 2 kg. 580 grammes était inoculé par voie intrapéritonéale avec 5 cc. d’émulsion de concentration connue et issue de la souche pathogène pour le pigeon. Le lapin offrait pendant la période du deuxième au cinquième jour des symptômes caractéristiques de la mycose aspergilienne. Le cinquième jour il avait maïigri de 250 grammes; le huitième jour il avait perdu 530 grammes et l’issue fatale survient au bout du douzième jour. L'autopsie montre une pseudotuberculose généralisée dans tous les viscères, mais surtout dans les reins. Un fragment de rein fut ensemencé sur le milieu de Sabouraud; trois jours après nous constations la présence de l’Aspergillus fumigatus FRESENIUS.
Après les résultats que nous venons d’exposer qui viennent terminer notre expérimentation au point de vue du pouvoir pathogène de l’organisme étudié, nous pouvons conclure que notre espèce est devenue d’une extrême virulence. Avec elle nous allons poursuivre maintenant nos recherches sur l’action du radium.
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CHAPITRE IL
TECHNIQUE ET MÉTHODES (suite)
Considérations sur les milieux à employer.
Premiers essais pour déterminer des doses actives dans l’'irradiation.
Nous nous sommes proposés d’éxaminer l’action du Radium sur l’Aspergillus fumigatus FRESENIUS à un double point de vue :
1) Modifications morphologiques et histologiques apportées par l’irradiation, constatées périodiquement microscopiquement au moyen de préparations fixées ou non fixées, avec ou sans colorations.
2) Modifications biologiques produites par le radium sur l’organisme à travers le milieu.
Afin de résoudre ces deux problèmes que nous nous étions posés nous avons dû tout d’abord faire usage de milieux dont les propriétés physiques et chimiques pouvaient être facilement mises en évidence.
Pour cela il nous fallait employer un substratum composé de produits purs et facilement dosables, en même temps favorables à la culture de l’Aspergillus ; pour cette raison, et vu les récents travaux de KoLTrA et FŒRSTER et d’autres savants montrant la modification de la concentration en ions H des matières irradiées, nous avons pensé nécessaire de déterminer pour l’organisme à étudier la zone optima de croissance en ce qui concerne la réaction des milieux de culture. Nous exposerons ici la technique des recherches entreprises par nous en collaboration avec R. SARTORY, se basant sur les connaissances nouvelles de notation et de mesure de l’acidité dus aux travaux remarquables de SŒRENSEN, MICHÆLIS, CLARK et LUBS.
Les méthodes :
A) Le milieu. On a opéré en milieu liquide ; on s’est adressé au bouillon de viande autolysé, afin de ne pas s’exposer, par l'emploi de substances fermentescibles à modifier la concentration en ions H de notre milieu par production d’acides ; nous avons ajouté à notre bouillon autolysé bouilli et filtré 0,5°/, de Chlorure de Sodium et 0,5°/, de peptone. On l’a stérilisé 20 minutes à une température de 1100.
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Après avoir divisé le milieu en 10 portions égales, réparties en 10 ballons semblables, on a ajouté à chacun des 10 récipients des quantités différentes d’acide chlorhydrique ou de Soude de façon à obtenir des pH différents. Ceci est exprimé dans le tableau qui suit. Dans chaque ballon nous avions 60 cc. de bouillon plus une quantité variable d’acide chlorhydrique ou de soude normale, plus de l’eau pour amener le volume total à 64 cc.
No des matras CE SHCIEN Cm: NaOH N Cm° : H20
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Tous les matras ont été stérilisés 20 minutes à 110°, on les a mis au repos pendant 3 jours de façon à permettre l’équilibre de la concentration en ions H. Nous avons alors mesuré les pH dans les différents matras en employant les indicateurs de CLARK et LuBs (1) et la méthode du demi-virage.
Nous avons obtenu la gamme suivante allant de pH—2,8 à pH=9. pH: 2,8-3,6-3,8-4-5-6,5-7-7,7-8,6-0.
Pour éviter des erreurs causées par le trouble des solutions et mieux apprécier les teintes nous avons fait usage d’un comparateur de notre invention dont nous donnons ici le schéma (Fig. 3).
Mode opératoire :
Les milieux ainsi préparés et les pH déterminés (2) nous avons réparti le contenu de chaque matras dans des tubes de culture, chaque tube renfermait 10 ce. de bouillon, on a stérilisé ces tubes à l’autoclave (110° pendant 20 minutes).
En outre nous avons préparé un milieu de Raulin acide suivant le mode opératoire habituel. Il a été réparti en tubes stérilisés et ensemencé avec l’organisme en essai. Ces cultures nous ont servi, au cours de nos recherches de témoins et de termes de comparaison.
Enfin nous avons constitué trois séries de tubes à concentration en ions H différentes depuis pH—2,8 jusqu’à pH—0, chacune des séries de tubes a été ensemencée avec l’Aspergillus.
(1) Les indicateurs employés ont été les suivants : Bleu de Thymol, Bleu de Bromophénol, Rouge de Méthyle, Pourpre de Bromocrésol. Bleu de Bromothymol: Rouge de Phénol, Rouge de Crésol, O-Crésol-Phtaléine.
(2) Après la stérilisation définitive des tubes de bouillon nous avons constaté, comme l’a aussi trouvé Dernby, que le pH avait la même valeur.
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Une série de tubes a été destinée à mesurer les variations du pH du milieu sous l’influence du champignon en culture. I/autre servant exclusivement pour l’examen journalier des modifications morphologiques pouvant survenir au cours de l’expérimentation. La troisième réservée à la détermination de la concentration optima en ions H.
Nous nous sommes d’abord demandé quelle était la variation du pH du milieu exercée par la culture du champignon. Pour cela nous avons laissé cultiver l’organisme sur la première gamme des milieux pendant 20 jours. Après ce temps nous avons effectué la mesure de la concentration en ions H de ces milieux. Nos résultats ont été les suivants : sur les milieux très acides (pH—2,8) la croissance ne s’est pas manifestée, il n’y a pas de changement dans la valeur des pH.
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11 est peint en noir. La face arrière est fermée par un verre dépoli.
où où où 08 où 06 ch oû où
ANAL ILE ELLE NIET EI ARC ELLE NIAZ
Comparateur vu d’en haut.
Dans 1 on place deux tubes:
a) Tube renfermant la solution en essai avec indicateur. — b) Tube renfermant de l'eau distillée. Dans 2 on place trois tubes :
a) Tube alcalin. — D) Tube acide. — c) Tube renfermant la solution en essai sauf indicateur.
Les milieux dont les pH au moment de l’ensemencement sont compris entre 3,8 et 8,6 et qui sont plus ou moins favorables à la végétation du champignon subissent au cours de la culture des variations vers l’alcalinité. Cette modification est d’autant plus prononcée que le pH de départ est plus petit. Si par conséquent on laisse à l’organisme tout le temps nécessaire pour qu’il produise la modification définitive de la concentration en ions H des milieux sur lesquels il vit, le champignon végétera durant la plus longue période sur le milieu le plus acide au départ et cependant lui permettant encore le développement. kw Durant cette phase la concentration H du milieu variera de la zone acide à la zone alcaline en passant forcément par la concentration H la plus favorable à la vitesse maxima de croissance
Il y aura donc à ce moment sur ce milieu la récolte la plus abondante.
Tous les milieux acides à pH différents sont par la culture des champignons amenés finalement à une concentration en ions H voisine de celle exprimée par pH=—0, sur les milieux très alcalins (pH plus grand que 9) le développement ne s’est plus produit. Nous pouvons donc conclure que la vitalité de lAspergillus peut se manifester dans les milieux jusqu’à une concentration en ions H exprimée par pH=—9 et que puisque le poids de la récolte est en rapport direct avec la durée de la culture, nous aurons dans ce cas le maximum de récolte sur le milieu le plus acide au départ, mais n’inhibant pas le développement (pH=—3,6). 4 nd
En considération de ces résultats nous avons ete amenés à employer la deuxième série de nos cultures. Sur celles-ci nous avons pratiqué journellement des examens microscopiques avec ou sans coloration, et nous basant sur ces constatations, nous avons déterminé le jour où la croissance du mycélium et des appareils reproducteurs paraissait la plus favorable pour effectuer
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Fig 4.
Courbe indiquant la croissance de l’Asp. fum. sur des milieux de pH différents.
la pesée des récoltes du champignon tué, lavé et séché. On a aussi déterminé sur la troisième série de tubes les milieux de concentration optima en ions H pour la vitesse de croissance des organismes en expérience. Les résultats obtenus sont exprimés dans la courbe ci-jointe (Fig. 4), dont les abcisses indiquent les pH et les ordonnées, les poids en milligrammes.
De ce schéma nous pouvons conclure que la vitesse optima de croissance de l’Aspergillus fumigatus est assurée dans un milieu de pH—4,6; la récolte optima sera obtenue en partant d’un milieu de pH voisin de 3,6.
Considérant les travaux de J. RAv sur l'influence exercée par un milieu sur le développement des champignons inférieurs, nous avons pensé que les solutions sucrées : Glucose et saccharose, répondaient fort bien à nos exigences. Dans cette ordre d’idée, nous avons constaté qu’une solution aqueuse de Glucose à 5%, stérilisée à 120° a un pH de 4,6 et une solution aqueuse de Saccharose pure cristallisée de Poulenc à 10% tyndalisée pendant 8 jours possède un pH=—4,5. Nous avons, remarquant ces caractères favorables, effectué des cultures sur ces milieux pour suivre le
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développement. Après 4 jours de séjour à l’étuve à +370 on constate la formation des appareils reproducteurs; tous les caractères de culture nous ont d’ailleurs confirmé les résultats obtenus précédemment par Ray : Le thalle demeure filamenteux articulaire. Les caractères de genre se maintiennent le plus souvent. Les appareils reproducteurs gardent dans le premier milieu de passage les caractères de la culture mère. Après plusieurs passages successifs sur nouveaux milieux sucrés, les appareils reproducteurs présentent des formes qui oscillent; mais la forme et le volume des spores restent constants. Ray exprime ces résultats dans le tableau suivant : désignons par a) les caractères variants souvent, par b) ceux qui ne varient pas souvent et par c) ceux qui ne varient jamais par l’influence des milieux; on obtient :
Thalle Appareil reproducteur
a) Dimensions a) Dimensions b) Différenciation du pied.
Tête renflée, avec stérigmates.
c) Filaments c) Filaments dressés (hyphes), * Articles Ramifications terminales Chapelet de spores, Volume des spores.
Ayant ainsi constaté le développement et les caractères de l’Aspergillus fumigatus sur nos milieux, il fallait choisir un récipient de culture commode, se prêtant le mieux à nos recherches : le tube de BoRREL large et haut se laissant très facilement stériliser offrait tous les avantages. Nous avons fait de petits supports au moyen de baguettes de verre de 3 millimètres de diamètre (Fig. 5). Les tubes de radium se placent sur ceux-ci de sorte qu’ils se trouvent à 2 où 3 millimètres au-dessus du niveau de la culture sans aucune séparation.
La stérilisation des milieux de glucose est ue effectuée à l’autoclave à 1100 pendant 20 minutes, |,4472# celle des milieux de saccharose est assurée par tyndalisation à 60° pendant une heure par jour durant 10 jours successifs. Les dosages de sucre réducteurs pouvant provenir de la tyndalisation, sont effectués au polarimètre et par la méthode Fig. 5 de Bertrand. Les résultats nous donnent 12 à jé 4e Borrel 14 milligrammes de sucre réduit pour 100 grammes. avec support L'inversion produite par la tyndalisation est donc pour le Radium très minime et par conséquent négligeable.
Généralités sur le Radium. — En Curiethérapie on peut utiliser soit le Radium, soit son émanation, tous deux en équilibre radioactif avec leurs produits de désintégration.
Le radium est enfermé à l’état de sels (chlorure, bromure; sulfate) dans des tubes généralement en platine, de 10 mm. environ
de longueur, de 1 à 3 mm. de diamètre extérieur, dont les parois ont 0,5 mm. environ d'épaisseur de façon à ne laisser passer que le rayonnement « Gamma ». La teneur en radium de ces tubes est évaluée en Radium-élément (c’est-à-dire que l’on tient compte seulement du poids de radium que renferme les sels). Cette teneur est mesurée par comparaison avec un tube contenant un poids connu de radium. La comparaison est basée sur la mesure des courants d’ionisation, produits par le tube à mesurer et le tube étalon dans une même chambre d’ionisation.
Au lieu du Radium, on peut aussi utiliser l’émanation qui se laisse enfermer dans des tubes capillaires de verres de quelques dixièmes de millimètre de diamètre. L/inconvénient de l’émanation
résulte de la nécessité de l’extraire; cette opération est délicate et ne peut être menée à bien que par un personnel expérimenté. Aussi leur intensité baisse régulièrement de moitié en 3,85 jours, suivant la période de l’émanation. Nous n’insisterons pas sur ces techniques car, vu les inconvénients, nous avons toujours préféré employer des tubes de radium renfermant 5 et 10 milligrammes de radium-élément enfermés comme nous venons de le dire dans des filtres de Platine de 1 mm. d'épaisseur, de sorte que chaque tube fournit soit 37,5, soit 75 microcuties par heure. Rappelons ici que 1 gramme de radium-élément en équilibre fournit dans une heure 7,51 millicuries d’émanation et la même quantité se détruit pendant le même temps. 1 milligramme de radium-élément fournit 7,51 microcuries par heure.
Nous avons alors en premier examiné si le radium seul n’avait pas d’action réductrice sur notre milieu de Saccharose. On a donc exposé un tube de BORREL renfermant le milieu de Saccharose à une irradiation de 7,5 millicuries à l’étuve (4329). Le dosage effectué après 4 jours de séjour à l’étuve, par la méthode de BER- TRAND nous donna 16 milligrammes de sucre réducteur pour 100; quantité presque égale à celle trouvée après la tyndalisation. L’influence du radium sur l’interversion du sucre dans le milieu sans organisme peut donc être considérée comme nulle.
Pour la stérilisation des tubes de radium nous avons pendant toutes les diverses opérations de ce travail employé le passage à la flamme d’un bec Bunsen pour éviter les inconvénients pouvant résulter de l’emploi d’un antiseptique chimique quelconque. Le radium est introduit dans le tube de BORREL avec toutes les précautions possibles de l’asepsie. Pour chaque essai nous avons employé un tube témoin qui est toujours exposé, sauf l’irradiation aux mêmes conditions et manipulations que le milieu irradié. Les essais se font chaque fois à l’étuve à + 329 et les témoins sont séparés des tubes irradiés par une épaisse plaque de Plomb (6 mm.) qui partage l’étuve de haut en bas en deux compartiments étanches.
Les doses de radium. — Pour être fixé sur les doses de radium exerçant une influence sur les champignons inférieurs, nous n’avons pu trouver malgré la grande littérature parcourue par nous à ce sujet des indications exactes sur les mesures; aussi les auteurs
sont ils souvent en contradiction sur les termes de doses faibles où doses fortes.
ES RE
MIESCHER dans ses travaux sur les cryptogames inférieurs appelle par exemple dose faible : 1 milligramme de radium-élément pendant 6 minutes à 24 heures à des distances de 8 cm. et de 4 cm. au-dessus du niveau de la culture, doses fortes : 24,9 milligrammes de radium-élément pendant les mêmes temps à 3 centimètres et 10 cm. de distances au-dessus du niveau de la culture, filtré par des filtres en argent de 0,1 mm. d'épaisseur.
NADSON par contre dans ses travaux sur l’action du radium sur les levures indique comme doses mortelles : 10 milligrammes de bromure de radium pendant 71 heures à une distance de 2 mm., où 5 milligrames de Bromure de radium pendant 115 heures à une distance de 10 mm. Cet auteur indique comme dose extrême des périodes d'irradiation de 53 à 6 jours; les rayons étaient filtrés à travers des plaquettes de mica.
Déjà ces deux exemples montrent que les doses employées dans des recherches de ce genre étaient sujettes à des variations assez importantes et nous prouvent la nécessité de définir les doses actives pour chaque individu soumis à l’irradiation.
Pour toutes ces raisons, dans notre cas, il fallait procéder à des essais préliminaires et à cet effet nous avons employé une méthode d’irradiation discontinue, répartie sur une période de 15 jours et à doses croissantes :
17 Temps : 150 microcuries 5° ‘Temps: 750 microcuries
2e Temps : 150 » 6e ‘Temps: 1,2 millicuries 32 Temps : 300 » 7e) Temps: I,8 »
e Temps : 450 » 8e Temps: 2,4 »
soit une irradiation totale de 7,2 millicuries.
Douze jours après chaque irradiation, nous avons pratiqué des examens entre lame et lamelle sans coloration ou avec coloration jugée propice pour chaque cas.
En outre nous avons chaque fois repiqué les cultures irradiées et les cultures témoin correspondantes sur gélose de Sabouraud pour examiner les modifications d’ordre morphologiques et biologiques et aussi afin de contrôler la pureté de nos cultures en essai.
D'un autre côté nous avons jugé bon de comparer les résultats obtenus par les irradiations discontinues avec ceux occasionnés par la même dose d'irradiation (7,2 MC) mais donnés en une période continue. À cet effet nous avons étudié l’action du Radium sur l’Aspergillus fumigatus en milieu glucosé et saccharosé par le moyen d’irradiations massives et continues pendant 24 heures à la dose de 7,2 millicuries. Ainsi nous avons pu suivre l’action du radium sur l’organisme en essai depuis l’application d’une dose très faible jusqu’à celle d’une dose assez forte. D’autre part nous avons pu comparer les résultats obtenus par les deux modes opératoires : modifications morphologiques et biologiques de l’organisme envisagé et de plus modifications physiques et chimiques de milieux par la culture de cet organisme.
Considérant les résultats ainsi trouvés, il devait nous être aisé de fixer les techniques et les doses de radium dans nos travaux ultérieurs.
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CHAPITRE TROISIÈME
Résultats des premiers essais sur milieux glucosés
ou saccharosés non dissociés par l’irradiation discontinue
et continue
Le Tableau ci-joint exprime les résultats obtenus :
Résultats de l'examen microscopique des cultures irradiées :
Irradiation de :
Microcuries
Microcuties
Microcuries
Millicuries
1,8 Millicuries
5) Millicuries
Témoin :
Mycélium normal avec thalle filamenteux articulaire ; CL enr reproducteurs absents.
Idem.
Mycélium normal; présence de rares appareils reproducteurs.
Mycélium normal; appareils reproducteurs plus nombreux et normaux.
Mycélium normal; appareils reproducteurs normaux.
Idem.
Irradié :
Idem.
Idem.
Mycélium idem; absence d’appareils reproducteurs.
Filaments mycéliens élargis et plus cloisonnés; absence :d’appareils reproducteurs.
Filaments mycéliens grossis, offrant un aspect de souffrance, entrecroisés par des filaments mycéliens très minces et grèles; absence d'appareils reproducteurs.
Filaments mycéliens comme avec 1,8 Millicuries. Présence de rares appareils reproducteurs normaux.
Résultats de l'examen microscopique des cultures irradiées :
RRSAECE Témoin : Irradié :
der 4,8 Mycélium et appareils] Deux sortes de filaments mycé-
Millicuries |reproducteurs normaux; rares filaments de souffrance.
Millicuries Idem.
liens : .
10 Mycélium à cellules élargies,
tortillées avec des amas protoplasmiques (coloration de Gueguen) et des globules de graisse. Aspect caractéristique du mycélium de souffrance.
29 Mycélium à filaments très grèles et longs se terminant par une petite sphère à une extrémité.
Présence de très rares appareils reproducteurs normaux avec stérigmates sans conidies.
19 Filaments de souffrance, toruleux, remplis de globules de graisse ; formes oïdiennes, nombreuses chlamydospores. Les formes oïdiennes sont sphériques ou ovoides et mesurent de 3 à 4,5 1 dans leur diamètre et sont bourrées de globules de graisses.
29 Filaments grèles, longs, se terminant par une ou deux spores à double membrane mesurant de 3 à 8 u de diamètre, crénelées; ces spores se séparent souvent du filament, nagent dans le milieu, sont échinulées et remplies de grains protoplasmiques et graisseux; quand elles ont atteint 6 à 8 u de diamètre, elles commencent à germer en émettant un petit filament qui lui-même se termine par une petite ampoule ovoïde.
Filaments et spores ont tendance à se réunir en amas astéroïdes.
3° D’autres filaments se terminent par une grande sphère qui grandit pour donner une cellule géante. Elles peuvent se séparer de leur filament, mais nous n’avons jamais pu observer une germination; elles renferment de nombreux globules graisseux et mesurent 20 à 30 1 de diamètre; nous avons appelé cette formation «pseudosporange » parce que nous n'avons jamais pu trouver de spores à l’intérieur.
La nouvelle formation d’appareils reproducteurs normaux a complètement cessé.
Résultats de l'examen macroscopique des cultures repiquées sur Sabouraud :
app Irradiation PARA : ; Témoin : Irradié :
de:
. 150 24 heures après en- Idem.
Microcuries | semencement les cultures poussent normalement.
300 3 jours après l’ense- Idem.
Microcuries | mencement pas de différences entre le témoin et la culture irradiée.
Le quatrième jour pas plus de différences.
600 Idem. Un peu de retard dans le déve- Microcuries loppement.
1,05 Après 24 heures la] Après 24 heures croissance très Millicuries |culture pousse normale- | faible; colonies très petites. Après ment. Après 48 heures les | 48 heures les colonies restent colonies se sont rejointes | petites et isolées. Après 4 jours le pour former un tapis|tapis uniforme commence à se blanchâtre. Après 4 jours | former.
la culture devient verdâtre.
1,8 Idem. Les cultures restent toujours en Millicuries retard en comparaison avec le témoin.
3 Idem. Le retard de croissance est encore Millicuries plus apparent.
HONTE, 2 Idem. Croissance très faible; les colo- Millicuries nies petites et isolées se rejoignent
seulement après 6 à 8 jours; une pigmentation de la culture n'est plus constatable après 15 jours.
Résultats de l'examen microscopique des cultures repiquées sur Sabouraud :
Irradiation ue Témoin Irradié der RL PR 150 Mycélium normal; ap- Idem.
Microcuries | parition des appareils reproducteurs normaux
après 4 jours.
300 Idem. Idem.
Microcuries
600 Idem. Mycélium normal; apparition des Microcuries appareils reproducteurs d'aspect et
de dimension normales retardés de 8 à 12 heures.
1,05 Idem. Après 24 heures et 48 heures les Millicuries filaments mycéliens offrent l’aspect de souffrance; après 3 et 4 jours ces caractères de la culture mère ont disparu. L'apparition des appareils reproducteurs est retardée de 12 à 18 heures; leur forme est normale.
Se Idem. Le retard dans le développement Millicuries est un peu plus prononcé, mais les différences avec la culture témoin ont complètement disparu après
4 à 5 jours.
1497 Idem. L'aspect microscopique ressem- Millicuries ble dans les premiers deux ou trois jours à celui de la culture mère irradiée, mais après 4 à 5 jours toute anomalie a disparu et la culture continue son évolution
normale.
Idem. Après 4 à 5 jours les formes nor-
7,2 males apparaissent toujours sur le Millicuries milieu. . E
De ce tableau nous pouvons donner le résumé suivant :
I. Modifications morphologiques et histologiques
à À) Irradiation discontinue. — Sur le milieu glucosé ou saccharose, avec une irradiation discontinue jusqu’à 3 millicuries, nous n’observons pas d'appareils reproducteurs, alors que sur le milieu témoin, au cours de l’expérience les appareils reproducteurs apparaissent; on peut donc conclure qu'aucune excitation dans le sens biopositif ne s’est produite par l’action du radium. Au contraire, au temps 4 (avec 1,05 millicuries) la culture irradiée est nettement en retard, dans la formation des appareils reproducteurs en comparaison avec la culture témoin. Au temps 6 (3 milli curies) l’examen microscopique nous montre seulement quelques appareils de
Fig. 6 1) Cellules élargies avec amas protoplasmiques et des globules de graisse.
2) Mycelium à filaments grêles se terminant par une petite sphère à une extrémité.
3) Appareil reproducteur asexué en forme de dégénérescence.
forme normale. Par une irradiation discontinue de 4,8 millicuries on peut suivre la modification des filaments mycéliens qui évoluent dans deux sens :
a) mycélium à cellules élargies tortillées avec des amas protoplasmiques et des globules de graisse (Fig. 6).
b) mycélium à filaments très grêles se terminant par une petite sphère à une extrémité.
Avec une irradiation discontinue de 7,2 millicuries nous notons la présence : |
a) de nombreux filaments de souffrance toruleux remplis de globules de graisse; présence de formes oïdiennes (Fig. 7).
b) des filaments grêles se terminant par une spore à double membrane echinulée (3 à 8 y). On remarque fréquemment une spore ovoïde à l’extrémité d’un filament qui devient capable de germer. D’autres filaments grêles se terminent par une grosse sphère
qui donne une cellule géante mesurant 20 à 30 x de diamètre,
PT
s Cr , sorte de pseudosporange, à l’intérieur de laquelle nous n'avons jamais pu observer de spores. Tous ces filaments munis de spores
Fig. 7 Fig. 8 Formes toruleuses Formes cellules géantes et spores échinulées en amas astéroïdes
Fig. 8a.
Appareils reproducteurs anormaux. Spores échinulées ; Pseudo-sporanges et cellules géantes.
terminales et de cellules géantes ont tendance à se réunir en amas astéroïdes. Nous ne trouvons plus aucun appareil normal de nouvelle formation (Fig. 8).
a CO ae
B) {rradiation continue. — Ajoutons ici que nous avons fait les mêmes observations en ce qui concerne les milieux soumis à
une irradiation massive de 7,2 millicuries, examinés 2 jours après l’irradiation.
II. Croissance et stabilité des modifications morphologiques de l'organisme 1rradié
Comme nous venons de le dire plus haut, nous avons, au cours du traitement, repiqué sur gélose de Sabouraud les diverses cultures des milieux irradiés et des milieux témoins afin de constater
Fig. 9
Témoin Témoin Irradié Irradié 3 M.C. 7,2 M.C.
(après 5 jours de culture).
l’action du radium sur le pouvoir et la vitesse de croissance de l’Aspergillus, en outre pour nous faire une idée des caractères évolutifs acquis. Nous pouvons extraire de notre tableau le résumé suivant :
La culture provenant d’un repiquage de l’organisme soumis à l’action du radium croît avec un retard appréciable sur la culture témoin (Fig. 9). Les appareils reproducteurs apparaissent toujours avec un retard de quelques heures jusqu’à 3 ou 4 jours. Cependant nous insisterons ici sur le fait qu'après 4 ou 5 jours tout retard semble rattrapé.
Quant à la stabilité des modifications morphologiques, nous pouvons dire qu'après des irradiations de 4,8 et de 7,2 MC l’aspect microscopique des cultures réensemencées sur milieu de Sabouraud ressemble pendant 2 ou 3 jours à celui de la culture mère;
après 4 à 3 jours toutes les anomalies ont disparu et la culture prend une rue normale.
Nous avons donc par ces expériences pu constater qu’une irradiation très faible (150 microcuries pour 6 centimètres carrés de surface à une distance de 2 à 3 mm.) ne produit aucune modification dans le sens biopositif. En outre des doses jusqu’à 4,8 millicuries n’ont pas produit non plus des modifications profondes dans le sens bionégatif. Des doses de 4,8 et de 7,2 MC produisent une action retardatrice sur le développement et la croissance de l’Aspergillus fumigatus, mais ces doses n’occasionnent pas à travers un milieu glucosé ou saccharosé des modifications profondes et durables, vu qu'après 3 jours de vie en dehors de l’influence du radium, tous les caractères nouvellement acquis ont disparu. Pour augmenter l’action du radium, deux moyens restaient à notre disposition:
19 Augmentation des doses de radium.
2° Augmentation de l’action du radium par modification du milieu.
Étant donné que les doses de 7,2 millicuries sur des surfaces de 6 à 7 centimètres carrés, c’est-à-dire environ 1 millicurie par centimètre carré de surface, dose couramment employée en Curiethérapie, nous semblait tout à fait indiquée, nous avons tout d’abord préféré entreprendre des essais sur des milieux plus favorables à l’action du radium.
CHAPITRE IV Premiers essais sur milieux dissociés
En Radiothérapie, GLOCKER a émis l’hypothèse que l’action biologique des rayons sur des éléments cellulaires est en relation avec la quantité des rayons absorbés; cette quantité serait ellemême dépendante du poids atomique de la substance en expérimentation et d’autant plus grande que ce poids atomique est plus élevé. Se basant sur cette théorie, ELLINGER et GANS ont étudié s’il était possible d’augmenter l’action des rayons X et de localiser celle-ci sur les parties malades en introduisant dans les tissus des substances à poids atomiques élevés. Les auteurs ont donc introduit dans les tissus des sensibilisateurs qui agissaient surtout par leur rayonnement secondaire. Employer dès à présent ces méthodes, aurait compliqué nos recherches; en effet, l'influence directe des éléments à poids atomiques élevés comme l’uranium, le thorium, le plomb, sur les microorganismes est connue; par quel moyen alors différencier l’action du radium et l’action de ces agents chimiques? Il fallait donc encore renoncer à cette méthode et résoudre le problème d’une autre manière.
GRŒDEL prétend que l’action des rayons ionisants sur les cellules se manifeste à travers le milieu qui les environne; selon lui, elle dépendrait surtout de ce milieu. Les travaux de SCHNEIDER, effectués pour vérifier ces hypothèses nous ont alors donné l’idée d'étudier l’action du radium sur l’Aspergillus fumigatus en culture sur des milieux dissociés. Afin d’obtenir un maximum de dissociation moléculaire, nous avons employé pour nos premiers essais le chlorure de sodium, car ce sel possède à la fois un grand pouvoir électrolytique et est sans influence prononcée sur les champignons inférieurs, de plus sa présence n’occasionne pas de rayonnement secondaire.
Pour être fixé sur la concentration de la solution de chlorure de sodium à employer, il nous fallait considérer deux conditions essentielles : tout d’abord un maximum de dissociation du milieu, ensuite un optimum de croissance et de fructification de lorganisme. |
Calcul du degré de dissociation du milieu. — Te rapport de la conductibilité d’une solution donnée à la conductibilité maxima est égal à la partie dissociée en ions du produit dissous. Au moyen d’un certain nombre de mesures effectuées sur des solutions d’un corps à des concentrations différentes on peut donc trouver la conductibilité maxima en construisant la courbe correspondante.
Si nous désignons par À v la conductibilité d’une moléculegramme du produit dissous dans v litres d’eau et par À # la conductibilité de la même quantité à une dilution infinie, nous aurons :
À V 12 ÿ ; ; = — partie dissociée en ions du produit.
Mais À v et À + dépendent de la concentration de la solution, du solvant et de la température.
Nous employons une solution aqueuse à + 32° et nous obtenons pour les concentrations différentes :
10 N aNe À cn 0 97 147
La dissociation de Na C1 normal à + 320 est donc
Sel ds pe 66 À © 147
La solution normale de Chlorure de sodium renferme 58,5 grammes de chlorure de sodium par litre, c’est-à-dire 5,85 pour 100; la solution demi-normale contient 2,925% de Na Cl par litre; la dissociation de cette solution est à + 320 environ de 0,7 ou autrement dit: pour 100 molécules de Na CI, 70 molécules sont dissociées en ions Na et Cl. Elle nous donne donc une dissociation très favorable. De plus son pH est très voisin de celui de notre milieu non dissocié (pH — 4,8).
Pour vérifier nos hypothèses nous avons constitué une gamme de milieux à doses croissantes de 0,5 % jusqu’à 10 % de chlorure de sodium; nous y avons ensemencé l’organisme en essai et procédé journellement à des examens macroscopiques et microscopiques. Sur ces milieux nous avons constaté les faits suivants après 6 jours de culture :
Milieu : 0,5% jusqu’à 2% : Bon développement avec voile à la surface du milieu, dont part dans la profondeur du liquide un mycélium à filaments enchevêtrés d’aspect blanc, ouaté.
Milieux 3% : Très bon développement; voile très épais ne formant presque pas de mycélium dans la profondeur du milieu; appareils reproducteurs décelables le quatrième jour, d’aspect normal.
Milieu 4% et 5% : Développement plus faible.
…. Miheu 6% et 7% : Développement très faible, voile à peine visible; mycélium nuageux dans la profondeur du milieu.
Milieu 8% à 10% : Développement presque nul.
Ainsi c’est le milieu renfermant 3%, de chlorure de sodium qui nous a donné un maximum de croissance et de fructification. Pour toutes ces raisons nous avons alors résolu d'employer comme milieu dissocié des solutions de glucose et de saccharose renfermant 3% de chlorure de sodium. Le mode opératoire était identique à
celui employé dans le chapitre précédent et nous avons effectué nos recherches de nouveau par la voie de l’irradiation discontinue dont les périodes étaient réparties comme pour les milieux non dissociés et par le moyen d’irradiations massives et continues pendant 24 heures à la dose de 7,2 millicuries à 2 où 3 millimètres de distance entre les tubes de radium et les cultures. Les résultats
obtenus dans ces expériences sont encore exprimés dans le tableau suivant.
TABLEAU EXPRIMANT LES RÉSULTATS SUR MILIEUX DISSOCIÉS
Résultats de l'examen microscopique des cultures irradiées sur milieu dissocié :
© —_aÂLELELELELELELELELELELELELELELELELELULELULUL
Irradiation | de :
——_—_—_—_—_—_—2ZE a ————_—_— ———————————…—…—…—…—…—…——
300 et 600 Microcuries
1,05 Millicuries
Millicuries
Microcuries
Millicuries
4, Millic
uties
Témoin
Mycélium normal avec thalle filamenteux articulaire. Appareils reproducteurs absents.
Idem.
Mycélium d’un aspect toujours normal, mais la coloration de Gueguen révèle à l’intérieur de nombreuses granulations protoplasmiques. Absence d'appareils reproducteurs.
Mycélium grêle, normal, avecnombreuses granulations internes. Présence de rares appareils reproducteurs, composés dhvphes fructifères normales, d’ampoules conidiophores normales et de stérigmates courts et trapus mesurant 4 à 6 sur 2 à 2,8 u. Absence de conidies.
Mycélium grêle avec des articles très longs; nombreuses granulations irrégulières incluses dans le protoplasme. Présence d'appareils reproducteurs normaux avec hyphes, ampoules, stérigmates et conidies de forme et de dimension normales.
Mycélium et appareils reproducteurs identiques à ceux obtenus avec la culture témoin plus haut.
Irradié
Idem.
Idem.
On constate deux sortes de filaments : les uns grossis avec
nombreuses cloisons offrant l’aspect de filament de souffrance, les autres sont très minces et frêles.
Présence de rares appareils reproducteurs.
Mycélium identique à celui de 1,05 MC, avec granulations in ternes très régulières. Présence d'appareils reproducteurs normaux, inais on remarque des formes dont l’hyphe est devenue grêle et longue avec des ampoules conidiophores très petites et des stérigmates frêles. Les conidies
p. | manquent.
Mycélium identique à celui irtadié avec 1,8 MC. Nombreux appareils reproducteurs de forme particulière : l’hyphe fructifère est grêle, mince et ne présente plus de cloisons. L’ampoule conidiophore est en train de disparaître. Nous trouvons toute une gamme d’appareils présentant l’ampoule à dimensions normales jusqu'à disparition complète de celle-ci. Les stérigmates sont longs sur l’hyphe non goupillonnée; les conidies font défaut.
Mycélium identique à celui irradié avec 1,8 MC mais les filaments de souffrance sont beaucoup plus nombreux. Les appareils reproducteurs normaux sont devenus extrêmement rares; des formes anormales de grande variation for-
Irradiation de : |
‘Témoin
Irradié
Millicuries
Mycélium et appareils reproducteursoffrant toujours l’aspect normal.
mant une gamme allant de la forme sepaeienne en passant ar la forme citromyces à la orme penicilienne. L'hyphe fructifère est devenue frêle et courte:
l’ampoule conidiophore fait presque toujours défaut; les stérigmates sont insérés sur une sorte de plateau formé par l'extrémité de l’hyphe; ïils sont longs, au nombre de 5 à 8 sur le plateau fructifère. Les conidies sont apparues; elles sont rondes, incolores, transparentes et mesurent 4,5 Lu à 5,25 1 de diamètre.
Mycélium à filaments grêles et membrane épaisse, ou à filaments grcs et articles courts, renfermant des condensations protoplasmiques.
Souvent on voit des filaments grèles interrompus par une grosse cellule; par la coloration de Guegueu nous constatons à l’intérieur de la membrane épaisse de petits amas protoplasmiques et 2 ou 3 globules de graisse. On trouve aussi des filaments minces se terminant par une cellule allongée sans cloison à membrane assez mince et ne renfermant que des gouttelettes de graisse. A certains endroits de ces cellules nous constatons souvent de petits pro-, longements filamenteux, ressemblant à des vestiges de stérigmates.
Les appareils reproducteurs normaux font complètement défaut.
L'hyphe fructifère est frêle et courte; l’ampoule conidiophore a complètement disparu; nous trouvons toujours des formes à plateaux fructifères, mais plus souvent les formes typiques peniciliennes. Les stérigmates affectent deux formes, ou ils sont devenus très longs (10 à 20 y), ou très épais mesurant 5 à 8 de diamètre. Les conidies sont rares; elles ont changé d’aspect pour devenir légèrement elliptiques ou ovoides, où rondes et alors échinulées.
Résultats de l’examen macroscopique des cultures répiquées sur Sabouraud :
EI I Irradiation de : | |
Témoin Irradié
150 24 heures après l’en- Idem.
Microcuries | semencement les cultures poussent normalement.
300 et 600 24 heures après l'en- Idem.
Microcuries | semencement les cultures poussent normalement.
Trois jours après l’ensemencement pas de différences entre milieu témoin et irradié.
1,05 24 heures après l’en- 24 heures après ensemencement Millicuries |semencement les cultures | idem. poussent normalement. 48 heures après ensemencement 48 heures après les colo- | idem.
nies se sont rejointes et| 4 jours après, la culture reste forment un tapis blanc.|toujours blanche. Huit jours après 4 jours après la culture|la culture devient gris fuligineux. devient gris fuligineux.
1,8 Idem. Idem.
Millicuries 3 Millicuries Idem. Le développement est très bon, la vitesse de croissance semble au moins aussi bonne que chez les cultures témoins.
4,8 Idem. Après 24 heures idem. que Millicuries témoin.
Après 48 heures idem. que témoin.
Après 4 jours les cultures restent blanches.
Après 8 jours les cultures restent blanches.
Après 10 jours les cultures commencent à devenir verdâtres.
MARÇRESS Idem. Idem que 4,8 MC seulement
l'apparition du changement de teinte de la culture est encore retardée de 1 à 2 jours.
Résultats de l'examen microscopique des cultures repiquées sur Sabouraud :
EEE TT éè..w Irradiation LR er :
Témoin Irradié de :
150 Normal. Appareils re- Idem.
Microcuries | producteurs apparaissent après 60 heures.
300 et 600 Idem. Idem. Microcuries 0. Idem. Normal; pas de différences con- Millicuries trôlables avec la culture témoin quant aux appareils reproducteurs.
Le Idem. Mycélium normal. Les appareils Millicuries reproducteurs examinés après 60
heures de culture offrent l’aspect de la culture mère. Après 4 jours les caractères acquis par l’irradiation ont disparu; les appareils reproducteurs sont normaux.
Idem. Mycélium normal. Les appareils Millicuries reproducteurs examinés après 60 heures de culture offrent l’aspect de la culture mère. Après 4 jou1s les caractères acquis par l’irradiation ont disparu, mais on note l'absence presque complète de
conidies.
4,8 Idem. Mycélium à filaments un peu Millicuries épaissis et avec nombreuses cloi-
sons. Les appareils reproducteurs gardent l'aspect de la culture mère pendant 5 à 6 jours. Les conidies sont très rares encore le 10e jour, mais leur forme et leur volume sont
normaux.
7,2 Ten Filaments mycéliens fortement Milicuries 3 cloisonnés pendant les trois pre-
miers jouis. Le quat:ième jout l’évolution vers la normale commence. Les appareils reproducteurs gardent l'aspect de la culture mère pendant 6 à 8 jours. Les conidies qui apparaissent tardivement sont incolores, rondes, mais plus petites que normalement.
De ce tableau nous pouvons donner les résumés suivants :
I. Modifications morphologiques et histologiques
A) Irradiation discontinue. — Sur milieu dissocié glucosé ou saccharosé l’irradiation discontinue jusqu’à 3 millicuries sur 6 cm. carrés de surface à 2 ou 3 mm. de distance semble produire une exaltation dans la formation des appareils reproducteurs, dont les hyphes fructifères sont grêles, courtes, non cloisonnées. Quant à l’ampoule conidiophore, nous trouvons toute une gamme allant de la forme normale jusqu’au stade ultime où ce goupillon a complètement disparu (Fig. 10) Les stérigmates sont devenus plus longs sur l’hyphe non renflée; les conidies sont très rares.
Fig. 10
Montrant des appareils reproducteurs avec l’ampoule normale et des autres où ce goupillon a disparu.
Avec une irradiation de 4,8 millicuries à doses discontinues les appareils reproducteurs normaux sont presque absents. Nous observons tous les termes intermédiaires entre la forme pénicilienne et la forme aspergilienne en passant par la forme citromyces. Les stérigmates sont très longs (10 y à 20 y) ou courts et très larges, mesurant 5 à 8 y au plus grand diamètre. Les conidies apparaissent plus nombreuses et mesutent de 4,5 à à 5,25 » de diamètre.
Avec une irradiation de 7,2 millicuries discontinue les appareils reproducteurs normaux font complètement défaut; ils cèdent la place à des formes péniciliennes où les stérigmates ont revêtu un aspect géant prononcé (Fig. 11).
B) Irradiation massive. — En irradiant des cultures avec la dose massive et continue de 7,2 MC et après un repos de 8 jours
à l’étuve à :+ 370 nous trouvons à l’examen microscopique : Îles mêmes caractères définitifs que sur les milieux irradiés avec la même dose par voie discontinue, mais les modifications morphologiques étaient un peu moins prononcées.
II. Croissance et stabilité des modifications morphologiques de l'organisme irradié. — Pour nous donner une idée sur l’hérédité des caractères acquis au cours de ce traitement, nous avons encore repiqué les cultures irradiées et les cultures témoin sur Sabouraud gélosé. Les conclusions tirées des résultats exposés dans le tableau plus haut sont les suivantes :
Les cultures repiquées d’un milieu dissocié irradié ne semblent pas retardées dans leur évolution, au contraire on pourrait conclure
Fig. 11 Appareils reproducteurs.
Formes Penicillium et Citromyces
à une sorte d’exaltation dans leur vitalité. Les appareils reproducteurs apparaissent toujours en même temps dans les cultures issues de témoins ou d’irradiés; dans quelques cas même la culture témoin est en retard. Mais quant à la stabilité des caractères acquis il ressort des examens microscopiques nettement qu’elle est de beaucoup plus durable que dans les recherches antérieures en milieu non dissocié. Après une irradiation de 4,8 et de 7,2 MC, les cultures réensemencées sur gélose de Sabouraud conservent l’aspect et les propriétés de la culture mère, au moins 4 à 6 jours et même après 12 et 14 jours encore les appareils reproducteurs n’ont pas encore retrouvé les caractères fixes et propres au milieu de Sabouraud. Des cultures repiquées une seconde fois, donc après
RU re
2 passages sur milieu de Sabouraud présentent encore des appareils reproducteurs dont la forme oscille entre la forme aspergilienne et la forme pénicilienne. Nous voyons donc que l’action du radium est beaucoup plus profonde dans le milieu dissocié.
Si nous comparons maintenant les résultats obtenus par J. Rav et vérifiés par nous sur milieu sucré dissocié ou non dissocié (non irradié) avec ceux obtenus sur les mêmes milieux exposés au radium, nous pouvons résumer nos conclusions comme suit :
19 Culture sur milieu sucré non irradié. — I,es appareils reproducteurs font leur apparition du 4€ au 6€ jour. Pour arriver à la réduction complète et définitive des caractères aspergiliens aux caractères peniciliens, il a fallu 6 passages successifs sur des milieux sucrés neufs.
Les caractères ont varié dans l’ordre suivant :
a) Transformation de l’hyphe après deux repiquages ;
b) Régression de l’ampoule conidiophore après 5 repiquages.
c) Allongement des stérigmates après 6 passages.
d) Disparition complète de l’ampoule conidiophore et modification profonde des stérigmates après 8 passages.
Les dimensions et la pigmentation des spores sont restées constantes pendant toute la période de transition.
Fig, 12 Formes normales Formes anormales
Appareils reproducteurs modifiés sur milieu dissocié.
29 Culture sur milieux sucrés non dissociés irradiés. — 1/apparition des appareils reproducteurs est retardée: avec lPaugmentation des doses de radium, les appareils reproducteurs de nouvelle formation deviennent de plus en plus rares, mais ils affectent des formes et des dimensions normales. Avec une irradiation de 7,2 MC une nouvelle forme reproductrice est visible : des filaments longs
et grêles (l’hyphe transformée) portent à leur extrémité une où deux spores complètement modifiées; elles ont grandi, pris une membrane à double parois et sont devenues échinulées. En outre nous constatons la présence de sorte de pseudosporanges sans spores
décelables jusqu’à présent; le mycélium a pris un aspect de souffrance.
3° Culture sur milieux sucrés dissociés irradiés. — Pas d’appareils reproducteurs normaux après une irradiation de 7,2 MC, mais une sorte d’exaltation et d’accélération dans l’apparition des appareils anormaux. Réduction des appareils reproducteurs à la forme penicilienne dans le milieu de premier passage sans repiquage. Les modifications se sont produites dans l’ordre suivant: (Fig. 12.)
a) Transformation de la forme de l’hyphe avec une irradiation discontinue de 1,8 à 3 MC.
b) Disparition de l’ampoule conidiophore avec une irradiation de 4,8 MC:
c) Modification des stérigmates en longueur et en largeur avec une irradiation de 7,2 MC.
Les dimensions et la couleur des spores ont varié
La constance et la fixité des caractères acquis sont beaucoup plus grandes que chez les cultures issues de milieux non dissociés.
à 1 = : VA: ! PT { AVE RCA: te HET:
LS A1 [ LT 2 1 { { À , { { r 4 IN ETS TNT ‘ . ' $ TE S 0 fà nr? DETTE ÆT d .
| ù + ) À t ; Mers CHPAA TPS 4 A | (IT 09 LR 4 2.
\ HERTEE r
ne 1 #
sr ce trs sa) cb. Th aA ul #9
ton.
CNE 2€ DUT LEP (6413 AT +0 éion SE trs zrbfia Cr La parti Sfar (de: ral NOTE TA 2SNABTA :
& CURE his #72 ï
Dit
CHAPITRE V
Sur quelques modifications biologiques produites par l’action du Radium sur l’Aspergillus fumigatus à travers des milieux sucrés dissociés et non dissociés.
Poursuivant nos recherches entreprises pour mettre en évidence l’action du Radium sur l’Aspergillus fumigatus FRESENIUS, nous nous sommes demandés si l’action modificatrice portant sur la forme de l’organisme (mycélium et appareil reproducteur) n’était pas accompagnée par des changements de propriétés biologiques.
Nous avons envisagé surtout le pouvoir pathogène, le pouvoir réducteur sur les sucres et la concentration en ions H des milieux :
A) Pouvoir réducteur sur les sucres. — Il nous a semblé intéressant de voir comment se comportait notre organisme exposé au radium sur milieu sucré dissocié et non dissocié au point de vue de la décomposition du milieu et de l’assimilation du champignon. Nous avons employé le même milieu que précédemment c’est-àdire :
Milieu non dissocié | Milieu dissocié
Saccharose pure crist. | Saccharose pure crist.
Poulenc : 10 gr. PORC er: root 19 1 PE 100 cc. | Chlorure de sodium 3 gr.
PAT Pme 100. CC.
Ces milieux étaient tyndalisés et après cette opération le sucre réducteur qui aurait pu éventuellement se former était dosé dans un tube témoin au moyen de la Méthode de BERTRAND; les traces de glucose que nous avons ainsi pu constater sont défalquées des résultats définitifs. Les milieux sont ensemencés avec la souche pathogène et après culture de 4 jours à l’étuve à +370 ils sont irradiés avec des doses de 7,2 MC suivant la technique décrite; l’irradiation est pratiquée de nouveau à +329; des témoins bien isolés sont cultivés dans les mêmes conditions sauf l’irradiation. Après celle-ci toutes les cultures sont replacées à l’étuve à +37° et y séjournent pendant 2 jours. Les sucres réducteurs sont donc dosés le huitième jour après l’ensemencement à l’aide de la Méthode de BERTRAND. Le: Tableau ci-joint expose les résultats extrêmes trouvés dans nos essais.
AN
_- ' e Sucres réducteurs trouvés Ps. .
Milieu dissocié Irradiation die Irradiation massive Témoin ...... 53% 49% | 56% 59% Itruher es 150 25700 4002 4,2% Milieu non dissocié Témoin ...... 3,4% 36% AT 4:09 ftadié ser 4,6% 4,5% 4,8% LAS
Nous reviendrons sur l’explication de ces phénomènes dans un instant; qu’il nous soit permis de décrire d’abord le mode opératoire pour les recherches de l'influence sur la concentration en ions H du milieu.
B) Influence sur la concentration en ions H du milieu. — Pour ces recherches nous avons employé les milieux suivants :
Milieux non dissociés | Milieux dissociés Glucose pur .. 5 gr.) Glucose pur...... 5 gr, Eau .5.884. 100 cc. | Chlorure desodium 3 gr.
HRatr2, ve aan 100 cc.
Dans nos recherches antérieures nous avions constaté que la solution aqueuse de glucose avait après stérilisation un pH — 4,6, la solution aqueuse salée de glucose avait après stérilisation un pH = 4,8. La détermination de la concentration en ions H était effectuée par les méthodes décrites dans le chapitre 2. Les mesures étaient pratiquées le sixième jour après l’ensemencement et deux jours après l’irradiation.
Le tableau ci-joint exprime quelques exemples de ces dosages:
Milieu non dissocié Concentration en ions H Témoin: 2s4001 PH : 4,6 4,8 4,5 Irradiés sense 9h. PEL 5,7 5,3 5,2
Milieu dissocié T'émioin.#." H32 1 DETE 4,8 5,3 4,7 Irradiée re ES pH: 4,25 4,0 4,4
Nous voyons donc qu’en milieu non dissocié l’irradiation en apportant des modifications morphologiques (formes toruleuses et oïdiennes) fait augmenter le pouvoir réducteur de l'organisme soumis à l’expérience et diminuer la concentration en ions H du milieu.
sa O0 mu
Au contraire, en milieu dissocié, l’irradiation fait diminuer le pouvoir réducteur sur la saccharose et augmenter la concentration en ions H du milieu; il semble donc qu'ici la vitalité de l’organisme se trouve affaiblie. Il ne paraît donc pas y avoir parallèlisme entre nos résultats morphologiques et biologiques. Mais avant d’entreprendre des recherches pour résoudre ces problèmes contradictoires en apparences nous voudrions tirer au clair les phénomènes observés plus haut.
Nous avons tout d’abord constaté que les modifications morphologiques apportées dans les cultures d’Aspergillus fumigatus sur milieu non dissocié par le Radium évoluaient vers une forme de souffrance. Par les travaux de GUILLERMOND et de A. SARTORY nous savons que chaque fois que nous mettons des champignons à thalle filamenteux en souffrance, par exemple manque d’oxygène, agitation etc... l’organisme cherche à se défendre par une assimilation plus intense au commencement et il arrive à ce moyen par une modification morphologique en adoptant des formes de défense: dans notre cas des formes oïdiennes. C’est donc exactement à ce phénomène que nous assistons et c’est pour ces raisons que la production de sucre réducteur se trouve augmentée. Si en outre la concentration en ions H du milieu non dissocié est diminuée, cela nous prouve que dans ce cas l’action du Radium ne conditionne pas de lésions fondamentales de l’organisme. Dans nombre de nos essais cette modification était très légère et en l’état actuel de nos connaissances, nous savons que les champignons cultivés sur milieu acide produisent après une légére augmentation de l’acidité dans les premières heures de culture, toujours quelques jours après l’ensemencement, un virage de réaction vers la neutralité et finalement le développement s’arrête par suite de la réaction alcaline du milieu. Les caractères d’ordre biologique sont donc en plein accord avec ceux d’ordre histologique et nous montrent que sur milieu non dissocié l’influence du radium est très peu prononcée pour des doses couramment employées en Curiethérapie.
Au contraire en milieu dissocié nous constatons tout d’abord que le Radium fait diminuer le pouvoir réducteur de l’organisme en expérience, nous voyons donc qu'ici l’assimilation est gênée et la secrétion diastasique est diminuée. Nous aurons dans un chapitre ultérieur l’occasion d’expliquer ces phénomènes dans tous les détails. Nous tenons seulement dès maintenant à mentionner la concordance de nos résultats avec ceux de SCHNEIDER qui, en traitant des levures en solution dissociée par des rayons X, constate aussi la diminution de la production en gaz carbonique, donc diminution du pouvoir assimilateur et réducteur. En outre l’augmentation en ions H du milieu dissocié par l’influence du Radium sur le champignon nous démontre qu’il doit y avoir des modifications profondes dans la constitution des cellules et dans leur fonction.
Les recherches biologiques sur le pouvoir réducteur vis-à-vis de sucres et l'influence sur la concentration en ions H du milieu nous ont donc montré une diminution remarquable de la vitalité de l’Aspergillus fumigatus. D'autre part dans nos expériences antérieures sur la croissance et la stabilité des caractères morpholo-
giques acquis par l’organisme irradié, il nous a été donné de constater une sorte d’exaltation de la vitalité. Ces résultats semblaient contradictoires: c’est alors que nous eûmes l’idée d’étudier le pouvoir pathogène de l’Aspergillus fumigatus irradié. C) Pouvoir pathogène :
Huitième expérience :
Espèce non soumise à l’irradiation (témoin)
Un pigeon est inoculé dans la veine axillaire avec une émulsion de spores provenant d’une culture témoin. La dose et la concentration sont celles indiquées dans nos essais préliminaires. Dès le lendemain de l’inoculation, le pigeon offre les symptômes de la crise; il se blottit dans un coin de sa cage, les plumes sont hérissées. Le troisième et quatrième jour l’animal présente les caractères de la maladie aspergilienne : tremblements nerveux; prostration, manque d’appétit. Ie cinquième et sixième jour la fièvre diminue, le pigeon devient de nouveau alerte et il semble dans la voie de guérison. Mais le huitième jour alors il présente une sorte de rechute, il s’abat, devient de plus en plus inquiet et les jours suivants l’animal souffre visiblement; il fait des accès de fièvre, mange peu et boit très abondamment. Le seizième jour amène l'issue fatale. A l’autopsie la maladie se caractérise surtout par des lésions au poumon et les reins sont parsemés de granulations d’aspect tuberculeux, les cultures de pus mettent en évidence l’Aspergillus fumigatus FREÉSENIUS pur.
Neuvième expérience :
Espèce soumise à l’irradiation sur milieu dissocié :
Un second pigeon de taille et d’âge à peu près égal a été inoculé dans la veine axillaire avec un cc. d’une émulsion contenant par millimètre cube 90.000 à 100.000 spores (deux fois plus forte que d’ordinaire) provenant d’un milieu dissocié irradié.
I/animal a manifesté pendant 4 jours des symptômes d’une infection aspergillaire; des tremblements nerveux et une prostration assez prononcée, l’appétit était nul et la température montait. A partir du cinquième jour l’animal a repris le goût de la nourriture, il montrait un grand besoin de boire. Ies secousses nerveuses diminuaient de plus en plus, il entrait en convalescence; la guérison était survenue après 15 jours.
Ces expériences répétées une seconde et une troisième fois nous ont donné la certitude que la vitalité de l’organisme pathogène irradié a diminué. Le radium a donc exercé une influence défavorable, nocive même sur le développement de l’Aspergillus fumigatus à la fois sur milieu dissocié, et sur milieu non dissocié, mais d’une façon beaucoup plus prononcée et en apportant des modifications beaucoup plus profondes sur milieu dissocié. Nous nous expliquons l’exaltation apparente de croissance de la culture provenant de ce milieu par un phénomène de défense. I/organisme luttant contre l’action du radium et empêché par des phénomènes qui nous échappent à présent de créer des formes de défense (oïdiennes) sur le milieu dissocié, engendre des appareils réproduc-
PRE | CEE
teurs nombreux qui par suite de l’influence du radium prennent une forme nouvelle et anormale.
Ces recherches nous ont montré que chez l’espèce en essai, les effets de doses de 1 millicurie à 1 centimètre carré de surface à une distance de 2 à 4 millimètres de la culture sont déjà nettement contrôlables et que l’action du radium sur les infiniments petits dépend du substratum sur lequel ils vivent, c’est-à-dire que l’action du radium dans le sens bionégatif s’exerce à travers le milieu et d'autant plus que le milieu renferme des sels dissociés en ions directement prêts à entrer dans des réactions physiques et chimiques. I1 semble résulter aussi de ces recherches qu'aucune action stimulante dans le sens biopositif produite par l’irradiation sur la croissance de l’Aspergillus fumigatus ne peut être mise en évidence.
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CHAPITRE VI
Recherches ayant pour but de déterminer l’action du Radium sur lAspergillus fumigatus FRESENIUS cultivé sur milieu riche en matières nutritives
Par nos recherches effectuées antérieurement et décrites dans les deux chapitres précédents, nous avons conclu que le radium exerce une influence nocive en général et sur les appareils reproducteurs, où l’activité vitale est la plus forte, en particulier. Nous trouvons dans ces phénomènes d’abord une preuve que l’action du radium sur un organisme est en rapport avec l’activité vitale de ses cellules et augmente proportionnellement et en raison dirécté avec cette activité. (Théorie de BERGONIER et TRIBONDEAU). --"
Nous voyons en outre qu’il se manifeste une énergie tendant à faire apparaître des modifications morphologiques et biologiques sur l’organisme étudié et qui s’observent en premier lieu sur les appareils reproducteurs; de semblables phénomènes énergétiques peuvent être remarqués dans d'innombrables cas en Cryptogamie. Chaque fois que nous soumettons une espèce à des conditions de vie différentes, la forme de la reproduction tend à évoluer la pre: mière; une levure qui se multiplie ordinairement par bourgeonné? ment, cultivée pendant quelques jours sur des milieux très nutritifs, rajeunit et devient très vigoureuse; soumettons-la ensuite à l’inanition en la cultivant sur blocs de Plâtre : la culture cherchant à assurer sa vie pourra former dans ses cellules des ascospores. ‘:°°
Cet exemple montre qu’il convient de fournir à l’organismé cryptogamique une vitalité accrue afin de lui donner les réserves énergétiques nécessaires pour supporter l'influence d’un agent étranger et accomplir les transformations vitales indispensables à la conservation de son espèce. Notüs avons donc en suivant l’exemple déjà classique des levures pensé favoriser le phénomène modificateur produit par le radium en donnant à notre Aspergillus l'énergie nécessaire à une nouvelle évolution en le cultivant sur des milieux riches en matières nutritives. Nous souvenant aussi des travaux de P. Barry sur l’influence favorable exercée par quelques terres rares réparties à de faibles concentrations dans les milieux de culture, nous avons, d’un autre côté, pensé par l’addition de ces substances augmenter la vigueur de l’organisme en essai. Vu aussi les travaux d'ÉLLINGER et GANS montrant l’augmentation de l'action du radium sur les cellules par l’adjonction dans les tissus
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ambiants de sels à poids atomiques élevés. Nous avons décidé de composer un milieu renfermant des traces de sulfate de thorium qui répond à ces deux conditions. |
Il nous fallait faire un choix entre plusieurs milieux connus comme favorables à la poussée des Périsporiacées.
Dans la composition du milieu cinq éléments étaient à considérer :
les éléments minéraux, l’aliment hydrocarboné, l’aliment azoté,
la réaction du milieu,
la consistance du milieu.
Pour les raisons données plus haut, nous étions obligés d’abandonner le milieu de Raulin; ce milieu, renfermant une grande quantité de sels minéraux différents, nous aurait voilé l’action du thorium; en outre ce milieu contient une assez forte dose de potassium — élément dont nous connaissons depuis les travaux de NaDsoN l’action antagoniste vis-à-vis du radium; de plus le milieu solide de Raulin ne permet pas la mise au point au pH optimum cultural pour la culture de l’Aspergillus fumigatus.
Le milieu de Sabouraud ne nous a pas non plus semblé approprié au but proposé; la décomposition des peptones par l’assimilation de l'organisme engendre des principes albuminoïdes qui auraient pu fausser les réactions ultérieures causées par le radium. Aussi d’après les travaux de Sabouraud même l’élément hydrocarboné entrant dans la composition de ce milieu renferme une certaine quantité d'éléments minéraux non définis jusqu’à présent et si, pour la préparation du milieu on s'adresse à des produits purs, DESCOURAUX dans ses récents travaux l’a prouvé, on prive le substratum des sels qui constituaient précisément la constante minérale du milieu. Nous avons voulu éviter des déboires dans ce sens et, ne connaissant pas les éléments minéraux des sucres impurs, nous avons préféré abandonner ce milieu.
Depuis les travaux de NÆGELI et de PASTEUR on connaît la valeur alimentaire pour les champignons inférieurs des milieux végétaux; ces organismes trouvent dans ces milieux les principes ternaires et quaternaires élaborés par d’autres végétaux qui ont les mêmes besoins nutritifs et qui les ont accumulés dans des organes de réserve. Ces aliments sont donc directement assimilables sans grande dépense d’énergie de la part de l’organisme saprophyte, qui a toutes ses forces à sa disposition pour un développement et une reproduction luxuriante.
Nous nous sommes donc adressés à ces milieux, mais ne pouvant employer des parties de végétal suivant la technique habituelle, nous avons préparé une décoction de carotte et ainsi obtenu un jus de carotte renfermant tous les principes nutritifs de cette plante. La concentration du jus était la suivante : 1 partie de carotte découpée pour 2 parties d’eau. Ainsi fixés sur les aliments de base, c’est-à-dire les éléments hydrocarbonés et azotés, nous avons ajouté aux traces d’éléments minéraux préexistants dans notre décoction du sulfate de thorium à raison de 1 pour 10.000, concentration
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indiquée par P. BaILLY pour obtenir le maximum de développement pour l’Aspergillus fumigatus. Restaient encore à résoudre les questions de la consistance et de la réaction du milieu: sachant par des expériences chimiques et des recherches sur l’organisation que les champignons n’assimilent que des matières nutritives en solution, nous avons préféré la gélatine à la gélose qui donne au milieu une consistance semi-liquide favorisant ainsi la dissociation électrolytique obtenue par l’action du radium sur le sulfate de thorium ; en outre comme protéine elle possède sur la gélose l’avantage suivant : au point isoélectrique en présence d’un sel, elle ne fixe sensiblement ni l’anion, ni le cathion de ce sel; le point isoélectrique est à pH — 4,7, pH optimum de croissance en ce qui concerne l’Aspergillus fumigatus. La préparation de la gélatine isoélectrique était effectuée suivant les théories de SGRENSEN et les expériences de LOEB. Ces travaux se basent sur les principes suivants : |
« Dans une série de vases on fait agir des solutions diversement concentrées d’acide azotique sur 1 gramme d’une poudre de gélatine en suspension dans de l’eau; le pH primitif dont on est parti était de 7. On recueille sur un filtre la poudre ainsi traitée et on la lave à l’eau (eau glacée de manière à éviter des agglutinations de grains); on se débarrasse ainsi de la solution acide retenue dans les interstices des grains. La poudre est ensuite portée dans une solution de nitrate d'argent, puis lavée à l’eau glacée. On la fait fondre à 40° et on ajoute de l’eau jusqu’à obtention d’un volume de 100 cc., une fraction de la solution est distraite alors en vue de la détermination du pH; le reste est exposé à une vive lumière dans des tubes à essai. On constate que seules noircissent, seules donc manifestent une fixation de l’argent, les solutions dont le pH est supérieur à 4,7, point isoélectrique de la gélatine. D’autres sels à cathions facilement décelables donnent quand on les emploie comme réactifs des résultats aussi nets; aux pH supérieurs à 4,7 et à ceux-là seulement les cathions sont fixés, c’est-à-dire qu'il se produit des gélatinates.
Des séries d'épreuves similaires réalisées cette fois avec des sels à anions facilement reconnaissables, tels que le Ferrocyanure de Potassium, montrent tout aussi clairement qu’au-dessous du pH 4,7 c’est l’anion et non plus le cathion du sel qui est fixé par la gélatine. On a donc à faire cette fois à des sels de gélatine.
Au pH = 4,7 par contre ni anion, ni cathion d’aucune sorte ne sont perceptiblement fixés. (Hallion).
Notre milieu a été préparé en tenant compte de ces méthodes.
Nous donnons ci-dessous la formule de ce milieu :
Saccharose pure cristallisée Poulenc... 5 gr. SUITE AE CROP PTT, DE URQETUC 0,01 gf.
Gélatine en poudre isoélectrique ...... 7,5 gt. RUE CATOLER Re ns o seen eee ie 100 cc.
Le milieu a été stérilisé à l’autoclave à 1102 pendant une demi-heure et les cultures sont pratiquées à l’étuve à +279; les techniques employées pour l’irradiation ont été les mêmes que celles
indiquées dans les chapitres précédents. Pour chaque tube destiné à l’irradiation nous avons employé un témoin servant de terme de comparaison. Sur les tubes témoins nous avons pu vérifier le résultat obtenu par P. Bari v; en effet la culture comparée avec une souche ensemencée sur milieu identique, sans thorium cependant, a montré un développement plus luxuriant, tout en gardant les caractères morphologiques d’identité. Nous avons alors pratiqué une irradiation à doses continues de 7,2 millicuries à la température du Laboratoire; l’examen des cultures irradiées a été effectué suivant nos méthodes habituelles : examen microscopique journalier des cultures irradiées, examen macroscopique et microscopique des cultures réensemencées du milieu irradié sur milieu de Sabouraud. Ces expériences nous ont montré que l’action du radium a été à travers ce milieu beaucoup plus faible que celle constatée dans nos recherches antérieures effectuées avec des doses identiques sur autres milieux; ce qui nous a conduit à recommencer les expériences en augmentant les doses de radium.
Dans ces nouveaux essais nous nous sommes adressés à des doses de 10 MC par centimètre carré à une distance de 2 à 3 mm. de la culture; nous avons donc décuplé les quantités de radium, ce qui représente une dose très massive. Les résultats d'examens microscopiques et macroscopiques ne nous ont pas encore donné satisfaction : sur milieu irradié même les appareils reproducteurs ont pris leur évolution normale, toutefois leur nombre est réduit; de nombreuse chlamydospores étaient visibles. L'organisme réensemencé sur d’autres milieux tels que pomme de terre, Raulin etc. a présenté un développement non retardé en comparaison avec des témoins non irradiés. Nous voyons donc que sur ce milieu très nutritif et excitant par la présence du thorium la croissance de l’organisme, la vitalité de celui-ci s’est accrue à un tel point que l’effet modificateur du radium n’a pu que faiblement se manifester. Deux hypothèses peuvent être émises pour l'explication de ces faits : en premier lieu l’action favorable du thorium a vaincu l’action nocive du radium malgré les doses massives employées; d’autre part nous pouvons croire que le thorium, par sa proche parenté avec le radium, a produit auparavant envers le champignon une sorte d’accoutumance, de sorte que l’organisme a été plus tard immunisé en quelque sorte contre l’action modificatrice du radium.
CHAPITRE VII
La formation des périthèces chez l’Aspergillus fumigatus FRESENIUS sous l'influence du Radium
Abandonnant alors notre dernier milieu qui ne nous donnait pas entièrement satisfaction, nous avons décidé de changer une fois de plus l’électrolyte. Toujours sous l'influence des travaux de SCHNEIDER et étant donné les heureux résultats que nous avions obtenus dans les milieux pauvres en matières nutritives, le chlorure de sodium a retenu notre attention vu son pouvoir élevé de dissociation sur le milieu et son inactivité sur l’organisme; nous avons donc préparé le milieu suivant :
Saccharose pure cristallisée Poulenc... 5 gr. Gétatine. isoélectrique de PH —.4,7 .:... 7,5 pr. ILMIOrEUTECAE SOI : . 24e names EST.
Eee (CATOÉTÉ Re à SAM. à» 100 cc.
Ce milieu a été stérilisé et ensemencé suivant nos techniques déjà exposées; des cultures témoin ont été aussi employées; les cultures sont placées à l’étuve à + 270; 24 heures après l’ensemencement le développement de la culture était très satisfaisant et 48 heures après, un tapis homogène d’un blanc brillant s’étalait sur le milieu, qui a pris une consistance semi-liquide favorisant l’action du radium sur l’organisme à travers le milieu. Les appareils reproducteurs ont fait leur apparition au courant de la troisième journée; les formes et les dimensions de l’Aspergillus fumigatus sont identiques à celles décrites dans le Chapitre Ier (culture sur pomme de terre). Cinq jours après l’ensemencement, les cultures sont exposées au radium en suivant toujours notre technique déjà décrite; la dose d'irradiation était de 10, 2 millicuries par centimètre carré à une distance de 2 à 3 mm. Dans le courant de la deuxième journée de cette irradiation nous voyons apparaître des points brun-noirâtres très rapprochés, entouré du thalle mycélien resté blanc brillant. Ces points se réunissent dans la suite en une colonie noire pour former une sorte de sclérote oblong, le plus souvent en forme de fuseau. Ce sclérote se formait toujours unique sur chaque culture en un point situé où au milieu de la calotte feutrée, couverte au moyen des tubes de radium, ou contre la paroi de verre; toujours il est solitaire dans le milieu, il paraît donc se manifester une concentration d’énergie séxuée. Cet organe se forme sur la partie immergée et opposée au mycélium conidiophore.
L'examen microscopique de la culture nous montre d’abord que la reproduction aséxuée a complètement disparu; aucun appareil reproducteur conidien de nouvelle formation ne peut être décelé; la vérification de ce fait a été obtenue au moyen de cultures en goutte pendante sur le même milieu; les filaments mycéliens se sont fortement épaissis et cloisonnés. Réensemencées sur un autre substratum, les vieilles conidies ont accusé un retard dans leur développement et leur germination. Ce retard est variable suivant la température de culture : placées à + 270 de 5 à 6 jours, à + 37° de 2 à 3 jours: Les nouveaux appareils reproducteurs formés sur ces milieux affectent une forme très frèle et permettent de constater les mêmes modifications vues dans nos recherches sur les milieux
ig. 13 — Coupe de sclérote
pauvres avec des doses de radium moins massives; pour nous rendre compte de l’hérédité des caractères acquis nous avons entrepris plusieurs repiquages et constaté qu'après la cinquième et sixième génération seulement, les caractères de souffrance du mvycélium et l’instabilité des appareils reproducteurs avaient disparu.
. Morphologie de l'appareil reproducteur sexué. — JI/’examen microscopique des sclérotes pratiqué au moyen de coupes au microtôme dans la paraîffine après fixation dans le liquide de Bouin et coloration par l’Hématoxyline ferrique-éosine nous a montré la structure suivante : le sclérote est formée par des filaments déformés à pigmentation brun-rougeâtre, à membrane très épaissie, fortement cloisonnée, à tel point que très souvent les différents articles d’un
filament sont sphériques. À un faible grossissement on voit çà et là ces filaments enchevêtrés en amas denses globuleux, opaques, constituant un feutrage épais. (Fig. 13).
Par montagnisation de coupes fraîches nous trouvons dans l’intérieur de ces agglomérations un corps brun-jaunâtre: le périthèce. (Fig. 14). Presque impénétrable à la lumière, très difficile à éclaircir, de forme sphérique, limité par une membrane lisse, composée de plusieurs rangées de cellules. Celle-ci entoure un faux tissu, formé de courts filaments cellulaires, plus ou moins hyalins, entre lesquels se groupent sans choix ni ordre des asques ronds ou ovalaires, à parois très fines et frêles, se désagrégeant à maturité. Ils renferment chacun 8 ascospores elliptiques à membrane très
Fig. 14 — Le Périthèce
épaisse. Les deux extrémités sur le plus grand diamètre se caractérisent par un pôle noir, sorte de pore par lequel se fait la germination; à l’intérieur nous distinguons une zone réfringente s’effilant vers les pôles. La coloration par le colorant triple de GUEGUEN décèle dans les filaments périthéciens de fortes condensations protoplasmiques; nous notons ici l’absence complète de graisses; les dimensions des différents organes sont les suivantes : Périthèce : 70 à 110 y de diamètre; Asques : jeunes : 12 à 14 y Sur 7 à 10 W asques murs : 15 à 22,5 W; ascospores jeunes 2 à 3,75 & Sur 0,6 à 1 y; ascospores à maturité: 4 à 6,25 y de longueur ; filaments épaissis : 3 à 5,5 u, membrane des filaments : 0,8 y à 1,2p. (Fig.15).
Pour vérifier nos constatations et contrôler la pureté de notre culture, nous avons tout d’abord repiqué une parcelle de sclérote sur milieu de Sabouraud et pomme de terre. Nous avons
placé ces milieux à l’étuve à +370 et nous constations dès le lendemain le développement d’un mycélium. Ie troisième Jour apres l’ensemencement tout le milieu était couvert de filaments blancs et le quatrième jour nous avons trouvé à l’examen microscopique de magnifiques appareils reproducteurs normaux d’Aspergillus fumigatus FRESENIUS dont les dimensions étaient :
Hyphes fructifères : 6 à 7,5 y. prié
Ampoules conidiophores : 12 à 10 v. de diamètre .
Stérigmates insérés sur la moitié supérieur du renflement
terminal : 5 à 6 y de longueur.
Conidies rondes jaune-bronzé : 2 à 3 W.
Fig 0t5
Filaments épaissis et Ascosporces libérés par mcutagnisation
Des autres cultures ont été pratiquées en goutte pendante de la façon suivante : nous avons préparé des micropipettes suivant la méthode de K1rx, CHAMBERS et PETÉRFI au moyen de tubes de verre de 2 mm. de diamètre; ces tubes ont été étirés sur la flamme d’un bec Bunsen pour avoir une effilure de 3 à 3 1; l’autre extrémité a été reliée à une seringue de Pravaz, par laquelle nous aspirions sous le microscope une où deux ascospores. Celles-ci ont été ensemencées dans une goutte de liquide de Raulin sur la lamelle d’une cellule de VAN TIEGHEM; cette cellule a été placée à la température du laboratoire et examinée sous le microscope tous les jours; la germination commençait dès la dix-huitième heure après l’ensemencement; les filaments mycéliens se développaient les
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jours suivants normalement et le sixième jour nous avons constaté le premier stade de la formation conidienne; l’évolution des appareils reproducteurs aséxués continuait alors dans l’ordre normal, c’est-à-dire apparition de l’hyphe fructifère, puis renfleinent de celle-ci en goupillon, apparition des stérigmates, qui engendrent enfin des conidies; c’est donc une formation centrifuge déjà constatée par J. Ray. Le huitième. jour toute la surface de la cellule est envahie par des appareïls reproducteurs aséxués normaux.
Aucun doute n'étant plus possible, nous avons par l’influence du radium à plusieurs reprises reproduit la formation périthècienne sur l’Aspergillus fumigatus qui doit désormais porter le nom d’Eurotium.
Comme nous venons de l’exposer, nous avons pu constater les premiers indices de la formation périthècienne au cours de la deuxième journée de l’irradiation, qui pour atteindre la dose de 10,2 MC a duré 3 jours ; nous nous sommes donc demandés quelle était la dose minima exacte nécessaire pour déterminer la production du phénomène. Pour cela nous avons effectué plusieurs essais, d’une part en diminuant la quantité de Radium et en prolongeant le temps de l’irradiation, d’autre part en employant les doses initiales de radium et en diminuant le temps d’exposition. Nous avons toujours constaté l’apparition de sclérotes périthèciens à la fin de la deuxième journée; en soustrayant les cultures à l’influence du radium dès l’apparition des premiers indices le phénomène a pris une évolution moins accentuée; les sclérotes ont gardé des dimensions réduites. À ce moment l’irradiation était de 6 à 7 millicuries par centimètre carré de surface. En employant de faibles quantités de radium et en augmentant le temps de l’exposition, le succès était plus incertain; l’apparition de la formation périthècienne était alors fonction d’une dose plus considérable que 10,2 MC en même temps que peu constante et aléatoire.
Toutefois l’irradiation à elle seule ne semble pas suffir à expliquer la production de ce phénomène, car le milieu de culture lui aussi paraît exercer une influence qui ne doit pas être négligée. Pour éclaircir cette question nous nous sommes adressés à des autres milieux dissociés ou non, comme milieu de Sabouraud, milieux végétaux habituels, liquide de Raulin, sur lesquels avec les mêmes doses et des doses plus fortes nous n’avons jamais pu assister à de semblables productions. Nous avons alors pensé, pour étudier la question complètement, essayer un milieu identique dans lequel on avait substitué la gélose à la gélatine; dans ce cas également nos recherches ne furent pas couronnées du succès.
L'hérédité des caractères acquis. — Afin de contrôler l’hérédité des caractères acquis nous avons procédé à des repiquages successifs sur nouveau milieu (Sabouraud, pomme de terre, jus de carotte gélatiné); mentionnons d’abord que sur milieu irradié même où la formation des sclérotes s’est effectuée, les ascospores sont toujours restées à l’état de vie ralentie; c’est ainsi que nous avons pu conserver une culture à sclérote dans le milieu d’irradiation sans que celui-ci ait jamais évolué, conservant ses dimen-
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sions et son aspect. Un autre sclérote enlevé de la culture et du milieu nutritif et ensemencé sur bloc de plâtre, imbibé d’eau stérilisée, est resté à l’état de vie ralentie; ensemencé après 8 mois sur milieu de Sabouraud et placé à l’étuve à +379, nous avons obtenu une culture luxuriante d’un blanc brillant au bout de 4 jours.
Sur nouveau milieu, tel que pomme de terre, Sabouraud, etc. les ascospores ont toujours germé pour donner naissance à des filaments mycéliens qui tout de suite ont repris la reproduction asexuée. Ces souches ont toujours donné naissance à des cultures très luxuriantes, possédant une rapidité de croissance très prononcée et ont gardé pendant très longtemps leurs caractères de jeunesse, se manifestant par la conservation de la teinte blanc brillant pendant 2 à 4 semaines pour passer seulement ensuite à l’aspect verdâtre et gris fuligineux caractéristique de l’Aspergillus fumigatus.
Nous avons alors ensemencé des ascospores sur milieu jus de carotte gélatiné de pH — 4,7, dissocié par le chlorure de sodium, donc milieu favorisant la formation périthécienne. Ces milieux étaient placés à l’étuve à +270; le développement s’est montré très satisfaisant, mais l’examen microscopique journalier nous a bientôt révélé un phénomène curieux : tandis que certaines cultures produisaient dès le troisième jour des appareils conidiophores, certaines autres présentaient un retard dans l’apparition des appareils aséxués malgré le développement luxuriant du mycélium. A partir du septième jour jusqu’au dixième jour nous avons toujours vu apparaître sur ces milieux, à la face inférieure du stroma, baigné dans le milieu, les points brun-noirâtre, si caractéristiques, qui nous annonçaient l’apparition de la reproduction séxuée. Nous avons ainsi obtenu deux souches, deux mutantes comme les appelle NADSON dans ses recherches sur les levures en comparant ces races obtenues par l’influence des rayons ionisants aux mutantes des Bactéries ( BEIJERINCK). Ces faits nous montrent que la reproduction séxuée et la reproduction aséxuée se balancent : lorsqu’une s’affaiblit, l’autre entre dans la place. La première génération cultivée sur milieu jus de carotte gélatiné dissocié par le chlorure de sodium engendre des mutantes, c’est-à-dire que les caractères acquis par l’irradiation peuvent être conservés; mais par contre les propriétés héréditaires de la race peuvent aussi dominer les qualités nouvellement acquises et alors l’organisme reprendra sa vie normale; donc il existe peu de persistance et de stabilité chez les races de première génération issues d’ascospores.
Ces mutantes de nouveau exposées à des irradiations répétées ont continuellement gardé leur mode de reproduction devenu semble-t-il définitif et héréditaire.
Les propriétés de la souche de deuxième génération issue d’ascospores ont ensuite été l’objet de nos recherches. Pour cela nous avons ensemencé des ascospores sur milieu de pomme de terre (Première génération) et ensuite nous avons repiqué ces cultures sur milieu jus de carotte gélatiné dissocié par le chlorure de sodium. Nos résultats sont les suivants : une seule culture sur 10 a conservé
l’agamie; les 9 autres ont repris la reproduction par voie sexuée. Les premières formations du sclérote se montraient entre le sixième et le dixième jour de culture. Le sclérote se développait alors d’autant plus que le milieu s’appauvrissait en matières nutritives et nous avons ainsi obtenu des organes sclérifiés de 10 mm. de longueur sur 1 à 2 mm. de largeur (Fig. 16); mais nous n’avons jamais pu observer plusieurs sclérotes sur un milieu de culture; ces organes restaient uniques, à l’état de vie ralentie sur leur milieu initial. Aussi avons nous pu toujours constater que la deuxième génération possédait l’énergie vitale la plus prononcée au point de vue richesse de culture, luxuriance dans la végétation, avance dans le développement et conservation des caractères de la jeunesse. En outre, en
Fig. 16 Sclérote de II! génération à gauche. Thalle présentant
des néoformations occasionnées par le Radium à droite.
exposant une culture de deuxième génération à l’irradiation deux jours après l’ensemencement, la production des appareils séxués apparaissait déjà avec une dose de 3 MC par centimètre carré de surface et celle-ci est restée constante.
En continuant alors les réensemencements pour contrôler la rétrogradation des caractères acquis, nous avons alors constaté que chezla troisième génération les propriétés fondamentales héréditaires de la race prennent presque toujours la prépondérance sur les qualités nouvellement acquises; en effet, sur 5 cultures de troisième génération, issue d’ascospores, 4 montraient toujours une absence totale de sexualité et comme compensation une reproduction asexuée plus intense que la culture normale.
Pouvoir pathogène de la souche sexuée. -—— Une question restait encore à résoudre : la virulence de l’Aspergillus issu d’ascospores s’est-elle accrue ou non? Pour répondre à ce problème nous avons entrepris des expériences in vivo sur le cobaye avec des cultures de deuxième génération :
Dixième et onnème expériences :
Une inoculation intrapéritonéale à un cobaye pratiquée avec une émulsion contenant 8.000.000 de spores issues de deuxième génération a tué celui-ci en 11 jours. Pendant toute l’évolution de la maladie, l’animal a présenté les symptômes caractéristiques de l’aspergillose, que nous avions constaté dans nos expériences antérieures chez le pigeon. L/autopsie a révélé des phénomènes d'infection généralisée que nous décrirons dans le chapitre suivant.
Un cobaye témoin, de poids et d’âge à peu près identiques, a été inoculé avec la même quantité de spores d’Aspergillus fumigatus FRESENIUS de notre souche initiale provenant de reproduction par conidies. IL’animal a montré des symptômes de crise pendant les 4 premiers jours, pour entrer en convalescence réelle; après 16 jours il a repris son poids initial.
Ces expériences démontrent que le pouvoir pathogène, chez les souches issues d’ascopores s’est fortement accru; nous avons répété ces expériences une deuxième fois avec les mêmes résultats.
Remarquons ici que la virulence de l’organisme s’est augmentée à tel point que l’Aspergillus fumigatus FRESENTUS est devenu nettement pathogène pour le cobaye, résultat que nous n’avons pas pu obtenir avec des souches provenant de conidies.
CHAPITRE VIII
Au sujet de la virulence de l’Aspergillus fumigatus FRESENIUS
Au cours de nos recherches ayant pour but d'examiner l’action du radium sur l’Aspergillus fumigatus RRESENIUS nous avons dû reprendre les travaux de DIEULAFOY, CHANTEMESSE et WIDAI, d’une part, de RIBBERT et LICHTHEIM d’autre part sur l’anatomie pathologique de l’aspergillose.
Nous avons eu recours à des expériences sur des animaux et ainsi nous avons pu comparer nos résultats avec ceux de RENON. Les inoculations ont été pratiquées sur des pigeons et des cobayes au moyen d’émulsions de spores de deux souches différentes :
19 Spores provenant d’une vieille culture d’Aspergillus fumigatus FRESENIUS du laboratoire de Bactériologie de la Faculté rendue virulente par repiquages successifs de milieux pauvres sur des milieux riches et passages successifs d’animal à animal ; comme nous venons de le dire dans un chapitre précédent.
29 Spores provenant d’une culture de deuxième génération issue d’ascospores obtenues par l’action du radium sur l’Aspergillus fumigatus.
Nos inoculations ont toujours été faites au moyen d’émulsion de spores dans du sérum physiologique, détail très important, qui n'avait pas été mis en pratique par RENON; celui-ci injectait des émulsions de spores dans du bouillon de viande non isotonique. La numération des spores a toujours été effectuée par nous au moyen du compte-globules de MALASSEZ; ainsi nous avons opéré avec des concentrations constantes limitées entre 4.000.000 et 5.000.000 de spores par centimètre cube. Les pigeons ont été inoculés dans la veine axillaire avec 1 cc. d’émulsion, les cobayes dans le péritoine avec 2 cc. ou dans le cœur avec 0,2 cc. d’émulsion.
Symptômes cliniques. — Pigeons : De tous nos essais sur les pigeons résultera tout d’abord la constatation que l’action pathogène de l’Aspergillus fumigatus n’est de loin pas si foudroyante que les expériences de RENON pourraient le faire croire. Les pigeons injectés par celui-ci meurent dans les 4 premiers jours qui suivent l’inoculation: cette mort précoce paraît devoir être imputée à des phénomènes secondaires provenant de la non-isotonie des solutions injectées ou à des causes non contrôlables, car la marche de l’aspergillose chez nos pigeons a toujours été lente, même lorsqu'il s’est agi d’émulsions 2 à 4 fois plus concentrées que les précitées, fait en
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accord avec les résultats obtenus par RENON alors qu’il expérimentait la contamination par inhalation de spores dans la trachée. Les symptômes caractéristiques de la maladie, tremblements nerveux, prostration assez prononcée, manque d’appétit, élévation de la température apparaissent toujours le deuxième ou troisième jour après l’injection. Ils s’accentuent encore jusqu’au cinquième jour; à partir de ce moment l’appétit revient, l’animal devient plus vif, reprend du poids, cette pseudo-convalescence dure 2 à 3 jours; alors seulement débute la période aiguë de la maladie qui se termine par une issue fatale survenant après une période de 2 à 6 semaines. La durée de la maladie varie avec la virulence du champignon et l’inoculation pratiquée avec la souche n° 2 a toujours accusé une survie plus courte; ceci démontre que les générations provenant d’ascospores sont plus pathogènes que celles provenant de conidies.
Cobayes : des inoculations intrapéritonéales et intracardiaques au cobaye ont été faites afin d'examiner l’anatomie pathologique de l’aspergillose provenant de l’introduction de l’agent pathogène dans la grande et la petite circulation; les inoculations pratiquées dans la petite circulation, c’est-à-dire dans le ventricule droit du cœur avec des spores de la souche n° 2, et seulement avec celles-là, ont tué les animaux au bout de 5 à 6 jours; à l’autopsie nous avons constaté, la présence de foyers infectieux uniquement dans le poumon et dans les bronches; tous les autres organes même le foie et le rein sont restés sains. Les inoculations intrapéritonéales de spores de souche n° 2 ont donné des symptômes clinique, identiques à ceux que nous signalons plus haut à propos des pigeons. Les cobayes inoculés avec des spores de souche n° 1 sont toujours entrés en convalescence définitive le cinquième ou sixième jour après l’inoculation; après 15 à 20 jours ils ont repris leur poids initial. Nous ferons remarquer encore une fois ici l’augmentation de la virulence de l’espèce provenant de la germination des ascospores; ces expériences prouvent que l’Aspergillus fumigatus peut aussi devenir pathogène pour le cobaye à tel point qu’il occasionne la mort.
Examen des lésions aspergiliennes. — Macroscopiquement : à l’autopsie des pigeons ou des cobayes ayant succombé à l’aspergillose, il nous a été donné de constater des anomalies ou des lésions dans les organes suivants: point d’inoculation : abcès purulent avec adhérences. Cœur arrêté en diastole. Poumons présentant des cavernes purulentes et des nodules tuberculeux. Foie très hypertrophié, montrant à la surface de nombreuses petites pustules remplies d’un pus granuleux. Vésicule biliaire toujours très gon- Îlée. Rate volumineuse, mais sans lésions visibles. Rein très gros et parsemé de tubercules miliaires. Vessie toujours pleine d’urine avec une muqueuse ulcérée. Estomac et intestin normaux. Pancréas normal. Glandes surrénales et ganglions mésenthériques très volumineux.
Microscopiquement: les examens microscopiques pratiqués sur des coupes de différents organes et colorées par l’hématoxyline ferrique-6osine nous ont permis de vérifier les constatations de
PORT. Ds
DIEULAFOY, CHANTEMESSE et Wipar, et de RIBBERT au point de vue de le constitution et de l’évolution des nodules tuberculeux et de la présence de corps rayonnants surtout dans les poumons et dans les reins. Nous avons en outre pu constater que 1’ Aspergillus Jumigatus se présente dans les alvéoles des poumons et dans les reins sous l'aspect normal : filaments mycéliens avec hyphes fructifères terminées par des ampoules conidiophores, tandis que dans le foie et la vessie il évolue vers les formes Cifromyces et Penicillium, évolution que nous avons aussi pu suivre sur des cultures en milieu pauvre soumises à l’action du radium. De ces observations il ressort, que les tissus serrés contrarient la croissance de l’agent pathogène beaucoup plus énergiquement que les tissus lâches. Des prélèvements effectués dans les différents organes lésés, afin de vérifier l'identité de l’organisme ayant occasionné la mort des animaux en expérience, ensemencés sur pomme de terre, ont tous donné des cultures luxuriantes d’Aspergillus fumigatus FRESENIUS.
Essai de vaccination. — Nos essais entrepris pour constater s’il était possible de rendre réfractaire à une nouvelle dose de spores d’Aspergillus, un animal déjà inoculé antérieurement avec une dose plus faible ou un type moins virulent, ont confirmé entièrement les assertions de RENON et de LUCET.
Pour les recherches qui ont été effectuées antérieurement au sujet de la vaccination et de l’immunisation contre l’Aspergillose nous renvoyons au travail de I, GAUTIER qui donne l’historique complète de la question; comme nous l’avons déjà dit au début de ce travail, nos recherches ne sont pas encore avancées à tel point, que nous puissions dès maintenant formuler des conclusions. Nous tenons cependant pour complèter l’exposé de nos recherches à mentionner ici les quelques faits, que nous avons pu observer au cours de nos expériences.
Treizième Expérience :
Nous avons ensemencé sur milieu pauvre en matières nutritives une souche d’Aspergillus fumigatus très pathogène comme nous l’avions constaté avant d’entreprendre l’expérience. Cette culture a été exposée après au radium, suivant la technique habituelle, à des doses massives de 7 à 10 millicuries par centimètre carré de surface.
Après l’irradiation la culture a été placée à l’étuve à +372 et après 3 jours de repos nous avons entrepris l’inoculation; celleci a été pratiquée dans le péritoine d’un cobaye au moyen d’une émulsion de conidies à une dose et une concentration ordinaire. L'animal manifesta une indisposition pendant la première et la deuxième journée, puis redevint normal; le poids n’a guère varié. Huit jours plus tard nous lui avons injecté une seconde dose à une concentration deux fois plus forte de la même souche. I/animal, bien nourri restait encore au repos pendant 8 jours et ne montrait aucune gêne. Après cette période l’expérience suivante a été mise en œuvre :
L'animal ayant reçu les deux injections de spores atténuées par le radium et par culture sur milieu pauvre est inoculé avec une
dose habituelle d’émulsion de conidies provenant d’une souche de deuxième génération issue d’ascospores; l’inoculation a ete pratiquée dans le péritoine; le poids initial de l’animal était de 410 grammes; la courbe suivante indique les variations du poids du cobaye. (Fig. 17).
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Nous voyons que le poids tombe le premier jour, qu'il augmente légèrement le deuxième pour rester constant pendant 3 jours; le cinquième jour après l’inoculation, l’animal reprend du poids et le dixième jour il a même dépassé son poids initial.
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29 Un deuxième cobaye, d’âge et de poids à peu près égal, est inoculé le même jour avec une émulsion de spores de doses et de provenance identique.
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Le seizième jour l’amimal qui n'avait pas été-traité par des spores atténuées a succombé à l’aspergillose et il présente à lPautopsie les lésions rénales et hépatiques ordinaires. La courbe indique d’ailleurs très nettement nos constatations énoncées plus haut au point de vue évolution et durée de la maladie.
Afin de vérifier ces résultats nous avons entrepris la même expérience une seconde fois avec le même succès. Ces essais démontrent la prévoyance de RENON, qui n’ayant obtenu que des ébauches de résultats heureux, encouragea les recherches dans la voie des injections progressives croissantes de‘spores virulentes, destinées à amener une immunisation chez les animaux de laboratoire.
Nos recherches qui sont encore à leur début ne nous permettent pas de généraliser à présent nos conclusions, car il conviendrait d’entreprendre un grand nombre d’expériences sur des animaux variés tels que pigeon et lapin: Mais elles nous donnent la certitude qu’il existe à côté de la toxine, probablement de nature chimique et dépendant d’une assimilation intense de l’Aspergillus cultivé sur milieux appropriés et spécifiques, un autre poison de la nature des toxalbumines proprement dites. En effet la nature de la maladie examinée par nous dans tous ses détails, le prouve. La présence du parasite dans les tissus malades, à elle seule ne peut suffir à expliquer l'affection, les crises violentes si caractéristiques et l’issue fatale dans un délai relativement très court. En outre les quelques résultats heureux d’immunisation par le virus même parlent nettement en faveur d’une sécrétion de toxines vraies, car comme le fait observer I,. GAUTIER : «on ne vaccine bien qu'avec des substances complexes, comme les toxines bactériennes ».
Pour projeter plus de clarté dans ces problèmes assez délicats nous avons alors cru bien faire d'effectuer des essais dans un autre sens : 10 Nous avons vacciné des cobayes par des spores atténuées suivant la technique personnelle citée plus haut; nous leur avons ensuite inoculé différentes doses de liquide de culture spécifiques (formule de I,. GAUTIER : eau 100 ce., glucose 3 gr., peptone 1 gr.) ne contenant plus que les produits solubles secrétés par le champignon pathogène.
29 D'autre part nous avons cultivé l’Aspergillus pathogène sur milieu glucosé peptoné; ces eultures ont été irradiées avec des doses de 5 à 7 MC par centimètre carré de surface. Après 15 joufsle substratum était filtré et inoculé au cobaye, en même temps un pigeon était inoculé au moyen des conidies de ce milieu, afin d’examiner leur virulence; ces expériences sont décrites ci-après.
Quinzième expérience :
Un cobaye de 460 grammes reçoit par voie intrapéritonéale une injection d’une émulsion renfermant 2.000.000 de spores irradiées. Huit jours plüs tard l’animal-est traité par une seconde inoculation avec une émulsion fenfermant 4.000.000 environ de conidies irradiées. I/animal ne présente rien d’anormal; huit jours après le cobaye est inoculé dans le péritoine avec 10 cc. de liquide de culture: le substratum avait été préparé suivant les méthodes de L. GAUTTER et la culture était âgée de 16 jours: Le cobaye a succom-
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bé dans la dix-septième heure après l’inoculation, en passant les stades de tremblements, de mouvements convulsifs; de paralysie et de coma décrits par l’auteur. Cette expérience prouve que les spores atténuées n’ont pas d’action immunisante contre la toxine chimique et spécifique d’un milieu de culture.
Seizième et dix-septième expériences :
Un cobaye de 610 grammes reçoit dans le péritoine 2 cc. de liquide de culture irradiée et filtrée par une méthode que nous décrivons dans le chapitre suivant. L'animal reste normal. Huit jours plus tard il reçoit encore 4 ce. de même liquide. Huit jours après l’animal est inoculé avec 3 cc. de liquide provenant d’une culture d’Aspergillus pathogène sur milieu jus de carotte salé. II ne présente aucun symptôme anormal et le lendemain de l’inoculation il montre un très bon appétit, et garde son poids initial.
Nous avons alors fait la même expérience, mais en injectant finalement 10 cc. de liquide provenant d’une culture d’Aspergillus pathogène sur milieu jus de carotte salé. Le résultat fut identique, l’animal ne présenta aucune crise.
Le même cobaye a été inoculé huit jours plus tard avec une émulsion de spores pathogènes de dose et de concentration ordinaires. L'animal a présenté le premier et le second jour quelque indisposition, maïs il revint bientôt à son état normal et vit encore aujourd’hui (3 mois après l’expérience).
Dix-huitième et dix-neuvième expériences :
Un pigeon de 317 grammes a été inoculé par voie intraveineuse avec une émulsion de spores provenant d’une culture sur milieu glucosé peptoné. Cette culture avait été irradiée au paravant avec 5 MC par centimètre carré de surface à 3 mm. de distance et au moment de l’emploi elle était âgée de 15 jours. La dose et la concentration de l’émulsion injectée ont été celles que nous avons généralement employées. L'animal présentait dans les premiers jours des symptômes moins prononcés qu’ordinairement. Aussi le dénouement de la maladie présentait-il un peu de retard, mais au cours de la cinquième semaine, l’oiseau succombe à l’aspergillose généralisée, constatée par l’autopsie et par la culture de prélèvement effectuée au niveau des lésions. LAspergillus fumigatus cultivé sur ce milieu très nutritif reste donc virulent pour le pigeon après une irradition au moyen de la dose indiquée.
D’autre part un cobaye de 448 grammes a reçu une inoculation intrapéritonéale de liquide provenant d’une culture d’Aspergillus pathogène sur milieu spécifique glucosé peptoné âgée de 15 jours et irradiée à partir du quatrième jour après l’ensemencement avec 5 MC par centimètre carré de surface. Pendant les deux heures, qui ont suivi l’injection, l’animal montre seulement un tremblement nerveux, une sorte de paralysie de l’arrière-train fait son apparition. Pendant une demi-heure à peu près l’animal se traîne sur ses pattes antérieures; il y a émission d’urine et de matières fécales, mais au bout de 2 heures l’animal se remet et le lendemain le cobaye est revenu à son état normal.
Ces expériences nous permettent d'émettre les conclusions provisoires suivantes : elles ne doivent pas être définitives étant donné que nos recherches sont incomplètes et embryonnaires :
19 Contre le virus de l’aspergillose même l’immunisation est positive en employant des spores provenant d’une culture irradiée sur milieu pauvre en matières nutritives.
29 Contre la toxine isolée par L. GAUTIER (poison ne rentrant pas dans Îe groupe des toxines proprement dites) l’immunisation au moyen de spores provenant d’une culture irradiée sur milieu pauvre en matières nutritives est négative.
3° Le pouvoir de la toxine élaborée par l’Aspergillus fumigatus sur milieu spécifique glucosé peptoné est diminué par l’action du radium, la puissance de cette toxine est donc fonction de la vigueur de l’organisme et de son assimilation.
4° L/immunisation au moyen de liquide provenant d’une culture d’Aspergillus fumigatus irradiée sur milieu pauvre en matières nutritives et injecté à des doses croissantes est positive :
a) soit pour la toxine qui pourrait exister dans le substratum.
b) soit pour le virus de l’Aspergillus même injecté à des doses ordinairement mortelles.
C’est précisément les résultats obtenus ici qui nous guiderons dans nos travaux ultérieurs; si nous arrivions à vacciner au moyen d’un liquide de culture contre le virus de l’Aspergillose, (ce qui nous prouvera l'existence certaine d’une toxalbumine) il nous faudra encore prouver la toxicité de ce milieu même sur les animaux de laboratoire et arriver à caractériser et éventuellement à isoler le poison.
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CHAPITRE IX
I. Etude physico-chimique des modifications des propriétés biologiques occasionnées par l’irradiation.
IT. Comparaison des divergences de ces propriétés avec celles de différentes souches asexuées et sexuées d’Aspergillus fumigatus FRESENIUS
Dans nos recherches antérieures ayant pour but d’examiner l’action du radium sur l’Aspergillus fumigatus, nous avons pu constater, dans certaines conditions de culture et d'irradiation, l’apparition d’une reproduction sexuée (1), il nous a semblé intéressant d'examiner ces phénomènes de plus près, voulant par là essayer de rechercher les causes de ce fait. C’est en Cryptogamiste que nous avons abordé cette étude; par la suite nous avons été conduit forcément'sur le terrain de la radiologie générale; nous croyons apporter une contribution à l’étude de l’action du radium sur les organismes inférieurs, question fort complexe et très discutées, même de nos jours encore.
Ces. travaux ayant été exécutés sur un être de constitution relativement simple, vivant sur des milieux de composition connue, facilement modifiables et analysables, nous permettent d’observer et de contrôler avec beaucoup plus d’exactitude et de précision, les phénomènes intimes provoqués par le radium ou les rayons X que si on s'était adressé à des êtres plus organisés.
Antérieurement nous avions pu constater que l’action du radium sur l’Aspergillus fumigatus Fresenius s'exerce de façon différente suivant que le milieu de culture renferme ou non un électrolyte (2). Nous mentionnerons ici les travaux de GRŒDEL et de SCHNEIDER (3) qui montrent au cours de leurs expériences, d’ailleurs assez différentes des nôtres, l’importance du milieu ambiant et les modifications apportées dans l’action du radium sur les tissus cellulaires par l’adjonction d’un électrolyte au milieu.
(1) A. SARTORY, R. SARTORY et J. MEYER. La formation des périthèces chez l’Aspergillus fumigatus FRESENIUS sur milieu irradié. C. R. Ac. Sc., 1926 183, p. 1360.
(2) A. SarRTORY, R. SARTORY et J. MEYER. Etude de l'action du radium sur l’Aspergillus fumigatus FRESENIUS en cultures sur milieux dissociés et non dissociés. €. R. Ac. Sc. Juin 1926.
(3) E. SCHNEIDER. Studien iiber Pan EX RE EE auf Hefe. Strahlentherapie. Band XX Hefîft 4. $S. 793.
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Ces deux auteurs prétendent que l’action du radium s'exerce sur les cellules par le milieu et nous constaterons plus loin que nos travaux viennent confirmer cette manière de voir.
Nous avons été amenés, pour arriver au but que nous nous sommes proposés de nous en tenir au plan suivant :
La première partie de notre travail est consacrée à l’étude physico-chimique des modifications de propriétés biologiques; il nous a paru nécessaire tout d’abord de rechercher les différences entre les cultures normales (témoin) et des cultures irradiées; nous avons ensuite examiné les propriétés biologiques de différentes souches normales et irradiées provenant d’ascospores (génération sexuée) ou de conidies (génération asexuée). La première partie comprend des généralités sur les phénomènes apportés par l’irradiation; la seconde traite des propriétés spéciales des différentes espèces et en comparant les résultats obtenus, nous avons pensé arriver à donner une explication de l’apparition du phénomène sexuel.
L'étude des modifications des propriétés biologiques a porté sur la variation de la réaction des milieux de culture au cours du développement d’organismes non irradiés et irradiés et sur les modifications des pouvoirs diastasiques pour ces différentes espèces.
Les milieux de culture ont été les suivants :
Milieu À (non dissocié) Milieu B (dissocié) Glucose DU us. 3 gt. Glucose pur.-smRves #2 3 gr. Peptone de Chassaing. 1 gr. Peptone de Chassaing. I gr. Fausse. soitanrremes 100 cc. Pau tupvbr. pie rnTO6EË:
Chlorure de sodium... I gr.
Les doses de radium auxquelles ont été exposées les cultures furent : 7,5 millicuries, 10 millicuries, 12 millicuries par centimètre carré à des distances de 2 ou 3 millimètres dela culture sans aucune interposition.
Les doses de rayons X ont varié entre 30.000 et 40.000 R mesurés à l’ionomètre de SOLOMON à une distance de 25 à 30 centimètres du tube COOLIDGE avec une tension de 200 kilovolts, sans filtre et avec un rayonnement secondaire produit par un socle formé de plaques de cuivre.
La variation de la réaction des milieux a été constatée par des mesures de la concentration en ions H aux différentes périodes ciaprès : avant l’ensemencement, 4 jours après l’ensemencement, instant qui a été choisi pour le début de l’irradiation, au moment de Parrêt de lirradiation, 15 jours, 4 semaines et 6 semaines après.
Nous donnons ci-dessous un tableau de quelques mesures caractéristiques exprimant l’ensemble de nos résultats.
SU
Milieu non dissocié Milieu dissocié
€ PO SET AI DU DES SE Sa OR 1 7 0 ON DS SN 3
pH avant l’ensemencement |5,4|15,414,8|4,8|4,6|4,6 | 5,215,215,015,014,8]|4,8 H sans culture 5,415,414,814,8|14,6|4,6 | 5,215,215,015,0|4,814,8 pH avant l’irradiation |5,1|—1|4,5| — |4,4| — || 4,7] — |4,8| — 14,6! — pH après Pirradiation |—15,7|— |4,8|— |4,4|| —|4,7|— 14,6 — |4,2 pH 2 semaines plus tard 5,217,2|14,9|5,214,814,8 ||4,814,115,114,015,1|4,0 pH 4 semaines plus tard 7,216,416,616,8|7,016,7 || 7,416,317,8|7,1 6,816,6 pH 6 semaines plus tard 8,116,7|8,4 6,817,4 6,71 7,617,518,0|7,617,4|6,9
En prenant la moyenne entre ces divers chiffres nous avons établi la courbe suivante : (Fig. 10,)
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Fig. ZX. Modification de la concentration en ions H par le Radium
Cette courbe montre nettement que la modification de la concentration en ions H devient apparente tout de suite après l’irradiation et que le maximum d’écart se manifeste après une périod
de 10 à 15 jours; cet écart diminue ensuite pour disparaître presque complétement après 6 semaines. En outre nous voyons que dans une solution renfermant des albuminoïdes en suspension sans électrolyte, le pH n’est guère modifié par l’irradiation ou, s’il y a modification, que celle-ci se produit légèrement vers l’alcalinité; au contraire nous constatons comme l’ont déjà montré dans leurs travaux GOTTSCHALK et NONNENBRUCH, VON HIRSCH et PETERSEN, la concentration en ions H d’une solution dissociée augmente sous l'influence de l’irradiation et LIEBER (1) mentionne que l’augmentation de la concentration en ions H est la première conséquence de l’irradiation; la floculation des albumines est conditionnée par cette modification, ce que WELS a voulu démontrer en opérant sur des sels dé globulines dialysés renfermant très probablement encore des traces de sels anorganiques et leurs ions.
Il apparaît donc de ces résultats que le phénomène de la sexualité obtenu dans nos recherches seulement dans les milieux dissociés vient à se produire à la zone inférieure limite de poussée des organismes ensemencés. Mais la réaction acide seule ne suffisait pas à expliquer la reproduction par appareils sexués et nous avons eu l’idée de chercher dans la modification des propriétés biologiques des autres facteurs entrant en jeu; pour cela nous avons pensé examiner l'intensité de la production en diastases de ces organismes à des périodes différentes; nous avons été conduit à examiner ces questions, vu les travaux et les résultats obtenus par SCHNEIDER. Cet auteur démontre que les rayons X produisent une diminution appréciable de la production en CO*?, ceci seulement dans un milieu dissocié; il y avait donc dans ce cas diminution du pouvoir diastasique de la zymase. I/analogie des milieux employés par lui et par nous, nous a conduit à examiner cette question, pour ce qui nous occupe.
Nous avons eu recours, dans ces essais, aux travaux effectués antérieurement par I. GAUTIER (2), C. OPPENHEIMER(3), FERN- BACH (4), et M. HOLDERER (5).
Nous avons d’abord pensé bien faire en modifiant les méthodes de L. GAUTIER et en cultivant les organismes envisagés sur un milieu ne renfermant que des substances simples et en plus la matière attaquable par le ferment; de la sorte le champignon était excité à produire la diastase spécifique. Pour cela nous avons été obligé de faire des essais préliminaires avec des milieux de culture composés de substances hydrocarbonées et de matières protéiques à molécules aussi petites que possible et permettant aux organismes une crois-
(1) LIEBER. Physikalisch-chemische Wirkung der R. X. Fortschritte auf dem Gebiete der Rôntgenstrahlen, Band XXXII 5/6 S. 598.
(2) L. GAUTIER. Recherches biologiques sur quelques champignons parasites de l’homme et des animaux (Diastases et Toxines) Brest 1907.
(3) €. OPPENHEIMER. Die Fermente und ihre Wirkungen. Leipzig 1913 V. Vogel.
(4) A. FERNBACH. La sucrase Th. Sc. Paris 1890.
(5) M. HOLDERER. Recherches sur la filtration des diastases Th. Sc. Paris 1911. :
sance normale ; en ce qui concerne les hydrocarbones le choix n’a pas été difficile : le glucose était tout indiqué; quant aux matières protéiques, la question était plus complexe. Nous avons fait des essais avec l’urée, l’asparagine, la tyrosine et autres acides-aminés à des concentrations différentes. La courbe suivante donne une idée des résultats obtenus.
(Fig. 20 et 21.)
; Elle montre que le milieu choisi par nous comme optimum : urée à 2 pour 1000, donne des résultats presque identiques au milieu de peptone employé par L.GAUTIER. Nous avons alors ajouté à ce milieu : (Glucose 3 gr.; urée 0 gr. 2; eau 100 cc.), de la caséine pure, de l’ovalbumine, de la gélatine suivant la diastase que nous voulions”
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examiner; quant à la sucrase nous avons remplacé dans le milieu. cité plus haut le glucose par du saccharose. Les résultats que nous avons obtenus sont une preuve de la rigueur de la méthode qui s’appuie sur les données de €. OPPENHEIMER; une autre difficulté était d’obtenir après la culture des liquides stériles renfermant les diastases secrétées; pour cela nous avons employé le ballon de PASTEUR, déjà utilisé par L. GAUTIER, légèrement modifié (en supprimant toute connexion en caoutchouc); en opérant ainsi d’une manière rigoureusement aseptique, nous avons pu constater que presque toutes les diastases ne passent pas sans modification à travers la bougie CHAMBERLAND; nous nous sommes alors servi de la méthode indiquée par M. HOLDERER ; nous exposons ici en quelques mots cette méthode qui a l’avantage de filtrer les liquides diastasifères produits par les différentes espèces au même pH et de rame-
ner les diastases en expérimentation après la filtration à un pH identique pour chaque souche envisagée, de sorte que la concentration en ions H des liquides diastasiques est constante. C’est BoURQUELOT (1) qui, le premier observa l’importance primordiale de la réaction du milieu pour la diffusion des diastases et les travaux de M. HoLpERER et de COLIN (2) nous ont déterminé à modifier le procédé employé par L. GAUTIER pour la caractérisation des diastases de l’Aspergillus fumigatus, d’une part et les méthodes utilisées par GR&DEL et SCHNEIDER d’autre part pour la recherche de linfluence des rayons X sur le pouvoir diastasique des levures. Ces
Asparagine Thyrosine Urée Peptone 19/60 32/00 30/00 57/00 20/00 41/00 0,5/2/6 Fig. 21
Aspect des cultures sur différents milieux contenant des acides-aminés.
auteurs basent leurs conclusions sur les effets des exodiastases, c’est-à-dire sur les modifications produites par les diastases passées spontanément dans le milieu.
Pour nous, préoccupés par l’apparition du phénomène de la sexualité, phénomène ayant son siège à l’intérieur de la cellule, nous n’avons pu nous limiter là ; il nous a fallu examiner le pouvoir diastasique intracellulaire (désigné par nous sous le nom d’endodiastases). Étant en présence de protéines et connaissant, comme nous l’avons dit plus haut, l’importance de la concentration en ions H du milieu, et vu le changement apporté à cette réaction par l’action de l’irradiation, nous avons abordé la question de la per-
(1) E. BOURQUELOT. La tréhalase. Bull. Soc. Myc. de France 9, 189-194 p. 190.
(2) H. Corin. Hydrolyse de quelques polysaccharides par le Botrytis cinerea, Th. Sc, Paris 1911. :
méabilité de la membrane cellulaire sur laquelle nous reviendrons plus loin.
Nous avons donc commencé par l'étude des exodiastases. Quatre cultures sur milieu dissocié et non dissocié nous ont servi dans nos expériences, que nous désignerons par les signes suivants :
Aspergillus fumigatus: souche normale; milieu non dissocié T O » » » » milieu dissocié : T Na CI » » » irradiée ; milieu non dissocié : R O » » » » milieu dissocié : R NaCl
Les différentes souches sont d’abord cultivées sur les milieux spécifiques de façon à exciter, comme l’a montré PASTEUR (1), l’action diastasique de l’organisme sur les corps envisagés. On les ensemence ensuite sur les milieux suivants :
Milieu A Milieu B Feptone:s...;22 1) gt. PepPNOTE) LR nt. | -L gt. GhaCose ter ve Pere rep, Cine CE 3 vf.
Éd... Lx 5e 100 cc. HAL EN 100 cc.
Chlorure de sodium 1 gr.
Six jours après l’ensemencement les cultures destinées à être exposées au radium ou aux rayons X étaient irradiés avec les doses que nous avons déjà données plus haut. Toutes nos mesures ont été effectuées dix ou douze jours après l’irradiation, période après laquelle nous avons trouvé que l'influence était la plus sensible. Comme diastases nous avons envisagé ici la chymosine, la caséase, la sucrase, la Trypsine. Nous entrerons dès maintenant dans la technique employée pour chacun de ces ferments.
Chymosine. — Te milieu d’excitation est composé comme suit : glucose 3 gr.; urée 0, 2; lait écrémé mécaniquement 100 cc.
Le tout est stérilisé à l’autoclave à 1102 pendant 20 minutes; ce milieu est très favorable à la croissance de l’Aspergillus fumigatus, qui forme un voile épais et luxuriant, d’un blanc brillant.
L'organisme est cultivé sur ce milieu préparatoire pendant quinze jours, moment où il est repiqué sur milieu d'irradiation. Dix-huit jours après l’ensemencement, donc douze jours après l’irradiation, nous pratiquons nos mesures. Nous ramenons nos quatre échantillons suivant la méthode de FUNK et NIEMANN (2) au pH — 8,2, au moyen d’une solution de phosphate trisodique à 10% et nous filtrons à la bougie CHAMBERLAND; après filtration nous ajustons au pH — 4 au moyen d’une solution d’acide chlorhydrique N/10. Toutes ces opérations ont été conduites aseptiquement et le liquide diastasique ainsi préparé a été introduit dans un ballon de PASTEUR dont nous avons parlé plus haut au moyen de la burette de I, GAUTIER modifiée; nous mettons Icc., 2 ce., 5 cc. de
(1) I. PASTEUR. Tartrate d’ammonium et Penicillium glaucum. (Voir LAMBLING, Précis de Biochimie, page 110).
(2) C. FUNK et NIEMANN. Ueber die Filtration von Lab und Pepsin, Zeitschrift für Physiolog. . Chemie 68, 263-272 (1910).
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liquide diastasique des 4 souches en présence de 5 cc. de lait écrémé mécaniquement et stérilisé à 110°. Nous mélangeons et nous plaçons à l’étuve à + 370; en outre nous avons employé un témoin pour chaque souche obtenu par chauffage à 1200. Nous observons nos tubes après 4 heures, 8 heures, 12 heures, 24 heures, 48 heures et 72 heures de séjour à l’étuve. Les courbes ci-dessous (Fig. 22) expriment les résultats obtenus avec 5 cc. de liquide diastasique, en abscisses nous avons noté le temps en heures et en ordonnées
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l'intensité de la coagulation. Les résultats donnés par ces courbes ont été confirmés par la culture de ces 4 souches sur le milieu suivant :
Glucose : 3 gr.
Urée : 0 gr. 2
Gélatine : 7 gr. 5.
“Eau : 100 cc.
milieu spécifique préparé pour la caractérisation de la gélatinase: là encore la vitesse et la quantité de produit liquéfié nous ont donné par culture de l’organisme à la température de +209 des résultats analogues à ceux que nous avons signalés pour la présure. (Fig. 22).
Caséase. — Nous avons employé comme milieu spécifique d’excitation, celui qui a déjà été cité pour la chymosine, mais ici nous avons cultivé les 4 souches pendant un mois sur ce milieu; la technique a été la même en ce qui concerne la préparation du liquide diastasique. Le pouvoir diastasique a été mesuré par des dosages pondéraux de la façon suivante : noùs avons préparé des tubes larges renfermant les produits suivants :
Caséine pure en poudre : 1 gr. (exactement pesé) Acide acétique : à A Acétate de sodium : O gr. OI
Eau : 5 cc.
Le mélange d’acide acétique et d’acétate de sodium constitue un amortisseur des variations de réaction, c’est ce que FERNBACH et HUBERT appellent un tampon (1). En outre l’acide acétique empêche toute digestion occasionnée par un facteur différent. Le tout est stérilisé à l’autoclave à 1100 pendant 20 minutes; à ce mélange nous ajoutons après refroidissement 5 cc. de liquide diastasique des souches : T O, R O,T Na Ci, R Na C1. Des tubes contenant du liquide diastasique, chauffés à 1209, servent de témoins.
On place les séries de tubes au bain marie à 40° et les dosages sont effectués après 12, 24 et 48 heures; après ces temps le mélange est filtré à travers des filtres équilibrés d’avance, lavé à l’eau distillée stérilisée et séché à l’étuve; les pesées sont alors effectuées. La caséine digérée est donnée par la différence entre la caséine introduite dans les tubes (ici x gr.) et la caséine restante.
. Nous exprimons quelques résultats obtenus dans le tableau suivant :
Après 12 ‘heures Après 24 heures TO = T£gr. — 0,979 + 0,027 TO —=1gr. —0,889= 0,111 RO = 71gr. —0,981 =0,019 . RO-— 1gr.—0,892 = 0,108 T'NaCI — 1 gr. — 0,986 — 0,014 T NaCI — 1 gr. — 0,901 —0,099 R NaCI = 1 gr. — 0,998 — 0,002 R NaCI = 1 gr.— 0,996 —0,004
Après 48 heures
TO. = :1gr. — 0,635 = 0,365 RO —1gr, — 0,674 — 0,326 T NaCI = 1 gr. — 0,880 — 0,220 R NaCI = 1 gr. — 0,991 = 0,009
La figure ci-après, dont les abscisses donnent les heures de dosage et les ordonnées le poids en grammes de caséine digérée, montre les résultats obtenus : (Fig. 23). | _ Sucrase. — Ie milieu d’excitation spécifique est composé comme suit :
Saccharose pur : : 6 gr.
Urée : 0 gr. 2 Eau : I00 cc.
Afin d'éviter une inversion par la stérilisation à haute température, nous avons eù recours à la tyndalisation à 60° pendant 8 jours consécutifs à raison de 1 heure par jour. Après 1 mois de culture, le milieu est aseptiquement décanté, lavé et les cultures sont mises en présence des milieux d'irradiation; l’irradiation est de nouveau pratiquée le sixième jour après l’ensemencement; douze jours après nous opérons la séparation des exodiastases par la filtration à la bougie de CHAMBERLAND au pH — 8,2; le liquide est ramené après filtration au pH — 4 et partagé à l’aide des ballons de PASTEUR; le liquide diastasique a été alors examiné au point de vue du glucose qu’il pouvait contenir et, si il y avait présence, le sucre interverti était dosé.
(1) FERNBACH et HUBERT. C. R. Ac. Sc. 131, page 293 (1900).
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D'autre part nous avons préparé la solution suivante :
SACONATOE eh re x ds Acétate de soude : O gr. 3 Acide acétique : traces Eau : 100 cc.
Le tout est tyndalisé pendant 8 jours à 60°. Les prélèvements effectués dans ce liquide après tyndalisation ont certifié à l’analyse qu’il ne s'était pas produit d’inversion du saccharose. Dix centimètres cubes de cette solution sont alors mis en présence de 10 ec: de chaque liquide diastasique; le mélange est placé pendant une heure au bain marie à 560, puis rapidement refroidi pour arrêter
gramme de caseine d; erée partan? de Tor. de caserne pare
par Sem de lrguto iaslasrque:
OÀ ÿ A2% DATE Frs 48h d'action Caséase ; £xo digslase :
lPaction des enzymes des différents liquides; le dosage, du sucre inverti formé dans les 20 cc. de liquide est pratiqué par la méthode de BERTRAND. La quantité trouvée après défalcation du glucose préexistant éventuellement nous donnait l'intensité de l’action diastasique des différentes souches.
I; Il
T:O — 0,025 TO 2 ve070882
RO 6" 00221 RO
T NaCl — 0,0197 TNaCl= 0,0314
R NaCI — 0,005 R NaCl — 0,007 Trypsine. — Ie milieu d’excitation spécifique est composé
comme suit :
Ovalbumine : o gr. 2 Glucose : 3 gr.
Eau légèrement alcalinisée : 100 ec.
… Après 15 jours de culture les souches sont repiquées sur les milieux d'irradiation; celle-ci est effectuée comme d’habitude
douze jours après, nous pratiquons la séparation du liquide diastasique (renfermant lexodiastase) par filtration à travers la bougie CHAMBERLAND; on ramène au pH — 8,2 car la trypsine passe le mieux à travers la bougie en milieu franchement alcalin: un tampon artificiel est inutile car l’ovalbumine en tient lieu. Ici considérant que l’action de la trypsine s’effectue seulement en milieu alcalin, nous avons après filtration, augmenté la concentration de notre liquide en ions OH (pH = 8,5). Le milieu a été ensuite analysé au moyen du réactif de TANRET et par la réaction du biuret pour caractériser la peptone ou les acides aminés préexistants ; ainsi fixés sur la qualité de notre liquide diastasique, nous en avons ajouté 10 cc. de chaque souche au mélange suivant :
Ovalbumine : I gr.
TÉaui: 10 cc. celiquide ayant été au préalable stérilisé à l’autoclave à 1109 pendant 20 minutes.
Ce mélange a été mis au bain marie à une température de 400 et les acides aminés produits par décomposition de l’ovalbumine ont été dosés par la méthode de formoltitration de SGRENSEN (1) après 6 heures, 12 heures, 24 heures, 48 heures et enfin après 10 jours.
Pour évaluer l’activité de la trypsine nous pouvions avoir recours à la vitesse de solubilisation de l’ovalbumine, ou à la mesure volumétrique de la quantité d’acides aminés formés; c’est cette dernière méthode que nous avons choisie car nous estimons
qu’elle est de beaucoup la plus précise.
CO OH
Le groupement acide aminé caractérisé par R—CH—NH° mis en présence de l’aldéhyde formique H—CHO produit la réaction suivante : R—CH—N—CH? + H°0; nous avons donc une
COOH combinaison où seule la fonction acide persiste; en présence de phtaléine du phénol, nous pourrons donc facilement caractériser et doser par un simple titrage au moyen de la Soude N/10 cette acidité qui nous donnera par la quantité d’acides aminés produits l’activité de la diastase. I//action de la trypsine n’étant pas gênée par la présence de traces de soude la production d’acides aminés est continuelle et peut être constatée au jour le jour par de nouveaux titrages.
Mode opératoire. — 20 ec. de liquide à examiner renfermant I gr. d’ovalbumine sont mis en présence de soude décinormale avec la phtaléine du phénol comme indicateur; la quantité de soude employée pour faire virer l'indicateur représente les acides libres. Après le virage on ajoute 10 cc. de formol exactement neutralisé au préalable; la mise en évidence de la fonction acide des acides aminés par le bloquage de la fonction amine se produit et la nouvelle quantité de soude N /10 nécessaire au virage donne les acides
(1) SÉRENSEN. C. R. Lab. Carlsberg VII, I (1907).
= 4 — aminés totaux. Les acides aminés totaux diminués des acides totaux préexistants représentent les acides aminés produits par l’ac-
tion diastasique de la trypsine sur l’ovalbumine.
Tableau donnant les résultats :
Acides | Acides to- | Acides totaux après Acides aminés dus à libres |taux avant | l’action dias'asique de : l’action diastasique de : l'action | 1 diastasique 6h |12h|24h 48h] 6h |12h|24h]48h L'O 1,2 17 2,0 | 32018 NO TI T ES) EL / EU
RO 1,7 2,1 3,048,R413:0413,0 4 0,07. 4 HES=UTS T NaCIl 2% 3,5 4,5 14,8 15,0 15;x |1,0 | 1,3 | 1,5 | 1,6 RNaCI]" 16 4,3 |4,5 | 4,62] 4,66! 4,66] 0,2 | 0,3210,33] 0,33
Les courbes suivantes dont les abscisses représentent les heures des dosages et les ordonnées les ce. de soude N/10 employés expriment l’ensemble de ces résultats. (Fig. 24).
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Nous voyons, en comparant les résultats obtenus pour les différentes diastases considérées, une analogie frappante: nous mentionnerons ici que ces résultats sont en parfait accord avec ceux obtenus par SCHNEIDER (CO? produit par les levures) et ceux de ZELLER (1) (même sujet). Nous nous dispenserons de donner à
(1) H. ZELLER. Wirkung von Arzneimittel und Strahlen auf Hefe. Strahlentherapie B. XXIII, H. 2, s 336.
présent une explication de ces phénomènes auxquels nous reviendrons plus tard, après avoir exposé nos recherches sur les endodiastases. |
Endodiastases. — Pour l’obtention des endodiastases, c’est-àdire les ferments qui ne passent pas à travers la membrane cellulaire et dont l’extraction nécessite des artifices, plusieurs procédés s’offraient à nous; nous mentionnerons ici celui employé par BUCHNER (broyage avec du kieselguhr) et celui employé par BERTHELOT (extraction par la glycérine ou l’eau et précipitation par l’alcool).
Nous avons employé la méthode de HOLDERER mentionnée plus haut : les mycelium des cultures dont les milieux avaient servi pour les mesures des exodiastases sont aseptiquement lavés à plusieurs reprises avec de l’eau distillée stérilisée, puis ils sont mis
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en macération pendant 12 heures à une température de 37° dans : 140 cc. d’eau distillée stérilisée + 10 cc. de solution de phosphate
trisodique à 10%; les récipients sont agités à diverses reprises;
après ce temps le mélange est neutralisé avec une solution N/10
d’acide chlorhydrique; après mélange on laisse en contact pendant
deux heures et on filtre à travers un filtre fin (pour opérer dans des
conditions de stérilité rigoureuse, nous avons fait usage de boîtes
de pansements stérilisés). En alcalinisant l’eau de macération
nous obtenons une solution diastasique aseptique préparée par
plasmolyse du mycelium frais.
Présure. — Pour mesurer le pouvoir diastasique de la présure, nous avons procédé de la même façon que dans le cas des exodiastases ; nous avons encore employé 1, 2, 5 cc. de liquide diastasique pour 3 cc. de lait écrémé mécaniquement et stérilisé. Nous donnons ci-dessus les courbes correspondant à r cc. et à 5 ce. de liquide diastasique pour 5 cc. de lait écrémé et stérilisé. (Fig. 25.)
Caséase. — Nous employons de nouveau le mycelium ayant servi pour l'isolement des exodiastases et la préparation du liquide diastasique intracellulaire correspond à la technique citée plus haut; le dosage est effectué par pesées (voir exodiastases). Vu la vitesse de digestion il est pratiqué après 4 heures, 8 heures, 12 heures, 24 heures. Ci-dessous un tableau exprimant nos résultats :
Après 4 heures Après 8 heures 170 = 1 gr. — 0,936 — 0,064 I gr. — 0,925 = 0,075 R O — Igt. — 0,977 — 0,023 I gr. — 0,936 — 0,064 TNaCl = 1gr. — 0,929 — 0,071 I gr. — 0,902 = 0,098 R NaCIl = 1gr.— 0,704 = 0,236 I gr. —0,528 — 0,472
Après 12 heures Après 24 heures Et © = Igr. — 0,714 = 0,286 I gr. — 0,581 — 0,419 R O — 1 gr. — 0,806 — 0,194 I gr. — 0,707 — 0,223 T'NaCl = 1gr. — 0,575 — 0,425 I gr. — 0,429 — 0,571 R NaCl = 1gr. — 0,189 — 0,811 I gr. — 0,037 — 0,963
Les courbes suivantes illustrent ces tableaux : (Fig. 26).
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Sucrase. — Le mycelium ayant servi pour la préparation des exodiastases a ici été employé aussi pour la préparation des endodiastases par macération; les dosages ont été effectués suivant le mode opératoire adopté pour les exodiastases. Le tableau suivant donne les résultats : |
I Il T O Fr 1"0,073 0,0591 R O — 0,008 0,0178 TNaCl — o,0812 0,062 R'NACI SET O0 0,0842
Trypsine. — Le mycelium ayant servi pour l’obtention des exodiastases est mis en macération après lavage; ensuite il est filtré et amené à un pH = 8,5 nécessaire pour l’action de la trypsine. Le dosage des acides aminés est alors effectué comme pour les autres diastases.
Tableau donnant Îles résultats :
cm’ de Na OH N/10 nécessaires pour neutraliser :
Aoides | Acides totaux Acides totaux après Acides aminés dus à libres avant l’action diastasique de : l’action diastasique de : l’action
diastasique athh 16 En tothn tr hs tnt | 6 hot het sth
TO 6,8 7,9 8,6 10,1 |9,4 | 9,7 |0,7 | 1,2 | 1,5 | 1,8 R O 6,9 8,3 8,8 | 8,82] 8,83|8,8310,5 | 0,52] 0,53 0,53 T NaCl | 6,9 7,8 8,6 |9,2 | 0,6 |9,7 [0,8 | 1,4 | 1,8 | 1,9. R NaC1!6,8 8,5 0,9 | 10,4! 10,0] I1,111,2 | 1,0 | 2,420
em> de 404 Vo employes pour satyrer les dcides aminés profinf du deoublèmenf de Lgr. d'Ovalbimine par LOem3 de lrqurde d'rastas rguei
après: O4 3h 64 gs 1.42% AA : Trypsrre à £ndo dies la se :
Ces résultats sont synthétisés par les courbes ci-dessus :
(Fig. 27).
Nous insistons sur l’importance des moments où les dosages ont été opérés, car après quelques jours, nous avons constaté des changements de réaction. -..- LOTO MOS SIT EMPEUL JIM
EN de
Comme on a pu le constater plus haut, nous avons tenu à examiner les modifications apportées par l’irradiation dans la concentration en ions H des milieux après 15 jours, 4 semaines et 6 semaïines et nous avons aussi jugé nécessaire de contrôler les variations se produisant dans la secrétion des diastases (intra et extracellulaires). A des époques déterminées des dosages ont été effectués par nous, ceux-ci nous ont permis de constater que, comme pour les pH, les variations les plus étendues se produisaient après 10 à 15 jours, postérieurement à l’irradiation. Après 4 semaines on peut constater une tendance à une notable diminution des écarts, tendance que nous avions déjà mise en évidence à propos de la concentration des milieux en ions H. I ne nous semble pas nécessaire de donner ici les Tableaux réunissant tous nos résultats numériques ; à titre d'exemple, toutefois, nous donnons ici un petit tableau résumant les résultats obtenus en ce qui concerne la sucrase dosée après 6 semaines (période postérieure à l’irradiation). Nous voyons qu'après 6 semaines, l’équilibre normal est rétabli, l’action du radium ou des rayons X ne se manifeste plus sensiblement:
Sucrase après 6, semaines :
Exodiastases Endodiastases ROUX Pipe 32,5 mgr.
RO ol et 21,2 imgr.
TNaCIl: 10 mgr. 31,5 mgf.
R NaCl: 10,5 mgr. 21,4 mgf.
En ce qui concerne le choix fait par nous à propos de la recherche et du dosage de l’activité diastasique, nous avons fait appel à des diastases facilement décelables; de plus celles-ci nous ont permis d'employer des méthodes quantitatives variées : pour la caséase dosage par pesée, pour la sucrase, méthode volumétrique de BERTRAND ; pouf la trypsine, la méthode de formoiltitration de SôRENSEN. Si malgré ces différents procédés employés les résultats obtenus offrent une analogie aussi frappante, cela prouve l’exactitude de nos raisonnements.
Considérons maintenant d’abord les exodiastases qui nous donnent des résultats similaires à ceux obtenus par SCHNEIDER dans ses recherches sur les levures c’est-à-dire :
I. Sans irradiation l'introduction d’un électrolyte comme le Chlorure de Sodium dans le milieu de culture fait diminuer l’activité diastasique extracellulaire,
II. En milieu non dissocié le radium fait décroître A diastasique extracellulaire, mais l’écart est très peu sensible. |
III. En milieu dissocié, l’activité diastasique extracellulaire est fortement diminuée pat le radium.
Rappellons ici les conclusions posées par SCHNEIDER dans son mémoire : L'action des rayons X (ou du radium) directement effectuée sur des êtres unicellulaires est pratiquement incommensurable et très difficilement constatable, en d’autres termes ces êtres directement irradiés ne sont guère radiosensibles.
Cependant si l’action des rayons X (ou du radium) se manifeste indirectement sur ces êtres à travers un milieu renfermant un électrolyte comme le chlorure de sodium ou en général un milieu sensibilisé par certaines substances dites photodynamiques, elle se prononce nettement et dans les phénomènes biologiques qui se produisent l’electrolyte joue le rôle de catalyseur.
Peut-être cette action renforcée est-elle en relation avec l’ionisation produite dans le milieu par l'introduction d’un électrolyte ; en effet nous le savons, dans les solutions fortement ionisées, les réactions se produisent presque instantanément suivant les lois physiques. Les corps se trouvent attaqués à l’état d’atomes ou de partie d’atomes; de cette façon les rayons n’ont pas besoin de décomposer antérieurement les molécules de grande complexité, s’il s’agit de tissus cellulaires. Quoi qu’il en soit l’action primaire des rayons paraît s'exercer par le milieu et à travers celui-ci, car la seconde partie de notre travail démontre que la cellule en elle-même n’est en premier lieu pas sensiblement lésée puisqu'elle continue à fabriquer des diastases comme auparavant, alors qu’elle n’était pas encore influencée par le radium. Par contre les résultats découlant de cette partie de nos recherches nous permettent de constater que l’irradiation agissant à travers le milieu amène un changement de perméabilité de la membrane cellulaire, car les courbes précédentes indiquant les variations de l’activité diastasique intracellulaire (endodiastases) déterminent les conclusions suivantes :
I. Sans irradiation, l'introduction d’un électrolyte, comme le Chlorure de sodium, dans le milieu de culture, augmente légèrement Pactivité diastasique intracellulaire.
H. En milieu non dissocié le radium fait décroître l’activité diastasique intracellulaire maïs, ici encore l’écart est très peu sensible.
III. En milieu dissocié l’activité diastasique intracellulaire est augmentée très sensiblement par le radium.
Il nous a paru intéressant de comparer l’activité diastasique intracellulaire et extracellulaire. Nous voyons ici qu’un écart relativement considérable se produit seulement dans le milieu dissocié et cet écart se manifeste chez les deux sortes de diastases (endo et exo) dans deux sens exactement opposés.
La somme endodiastases L exodiastases reste sensiblement constante, mais l’activité des exodiastases diminue jusqu’à tendre vers O, l’activité des endodiastases augmente jusqu’à limite du possible.
On voit donc que la cellule continue à secréter et à élaborer ses ferments, mais en présence de l’électrolyte, le radium produit une inhibition de l’activité des exodiastases occasionnée par la diminution de perméabilité de la membrane cellulaire, très probablement. Là encore nous sommes en parfait accord avec LIEBER, GRŒDEL et SCHNEIDER qui disent : «Si l’on admet une action primaire des rayons X (ou du Radium) sur les ions, on peut sans aller plus loin déduire des phénomènes troublant l'équilibre de DONNAN.
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Supposons que nous ayons à faire à une membrane totalement ou partiellement perméable; de chaque côté de celle-ci se trouvent des solutions renfermant des colloïdes et dans un cas des électrolytes, dans l’autre pas, qui passent ou non. Il se produit donc à travers la membrane des rapports d'équilibre obéissant au principe de DONNAN (1); il y aura donc production de phénomènes agissant sur la pression osmotique, la viscosité des solutions de protéines et sur les différences de potentiel à travers la membrane. D'autre part d’après les travaux de J. LB (2) il existe une intime relation entre les différences de potentiel de membrane et les différences de potentiel entre les électrodes à hydrogène, c’est-à-dire l'influence exercée par le pH sur ces différences de potentiel.
Dans les cas que nous envisageons, nous avons vu dans le milieu non dissocié une augmentation du pH par l’irradiation, c’està-dire une marche vers l’alcalinité. Suivant la première règle énoncée par LŒB, l’addition d’un peu d’acide ou d’alcali à une protéine isoélectrique accroît la pression osmotique et les autres propriétés fondamentales dépendant de celle-ci.
Mais comme il ressort des mesures de pH prises par nous et réunies dans le Tableau plus haut, on se rend compte que dans ce milieu (non dissocié) la modification du pH est très peu sensible, par conséquent la pression osmotique et la différence de potentiel à travers la membrane n’est guère modifiée ici; même si nous avions enregistré une légére alcalinité, l’augmentation de la pression osmotique.et des autres propriétés fondamentales en résultant, occasionne une perméabilité plus accentuée et provoque la diffusion du contenu cellulaire dans le liquide ambiant; c’est ce que vérifient nos recherches.
Dans le second cas où nous avons à faire avec un milieu dissocié nous avons vu une diminution accentuée du pH, c’est-à-dire une marche vers l’acidité; il aurait dû donc se produire le même phénomène que plus haut, mais ici intervient l’action antagoniste du chlorure de sodium. En effet suivant la quatrième règle de J. LŒB, l’addition d’un sel neutre à une solution de protéine qui ne se trouve pas à son point isoélectrique abaisse la pression osmotique, la viscosité de cette solution et les deux différences de potentiel de la membrane et du pH; c’est ce qui arrive réellement; par la modification de ces propriétés, la perméabilité de la membrane est diminuée et la diffusion à l’extérieur ne se produit plus en ce qui concerne les colloïdes. sé L
Aïnsi donc la loi des équilibres de DONNAN s’applique à ce phénomène et permet la conclusion suivante : l’action du radium s'exerce tout d’abord par le milieu ionisé sur les membranes cellulaires en modifiant les propriétés fondamentales exprimées dans les lois de J. LæB. ItR
En appliquant ces résultats au but direct que nous nous sommes proposés d’atteindre au début de ce travail, nous voyons que dans
(1) Donnan. Z. Elektrochem. T. XVII p. 572 (1911). (2) J. LæB. 19 Ies protéines (1924); 20 La théorie des phénomènes colloïdaux (1925) Ed. Alcan. 2.0 :
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le milieu dissocié, le pH décroît vers la zone limite acide de croissance de lAspergillus; à ce moment, la perméabilité de la membrane aux colloïdes est devenue de grandeur négligeable ; la production d’endodiastases est restée très active, c’est alors que se constate l’apparition du phénomène de la te tandis que dans un milieu non dissocié, la concentration en ions Hdiminue, c’est-à-dire arrive au seuil de l’alcalinité où elle reste constante; ici la perméabilité de la membrane n’est guère modifiée, ce qui permet aux colloïdes la diffusion vers le milieu ambiant et dans ce cas, morphologiquement nous ne constatons que des formes conidiennes oïdiennes et de souffrance (1). Nos observations, dans ce cas sont en plein accord avec les résultats des récents travaux de E.HARDE et P. HENRI (2) qui dans leurs expériences, ont trouvé que la multiplication cellulaire in vivo est favorisée par l'acidité des milieux. En outre GRŒDEL et SCHNEIDER (3) dans des recherches sur l’action des rayons X sur les paramécies constatent :
I. L/action des rayons X apparaît seulement à un certain pH qui chez la paramécie est situé au seuil de l’alcalinité et qui devient le plus sensible quand le pH se rapproche de la limite de croissance.
II. L'action des rayons X devient excitatrice au moment où le pH arrive à la zone inférieure limite permettant encore la vie des organismes envisagés ; par contre cette influence devient déprimante et non spécifique lorsque le pH augmente.
La formation d’appareils sexués chez l’Aspergillus fumigatus FRESENIUS est donc conditionnée par l’action de l’irradiation s’exerçant sur l’organisme à travers le milieu et se manifestant en premier lieu en troublant l’équilibre des membranes de DONNAN, mais nous pensons que ce ne sont pas là les seuls phénomènes entrant en jeu, car nous avons à faire à des cellules vivantes dont la complexité des fonctions est connue et appelle une diversité de réaction. Pour nous, nous n'avons voulu que montrer la relation entre les phénomènes provoqués par l’irradiation et les lois de DONNAN dans le but d’arriver à une explication de l’apparition de la reproduction sexuée chez un organisme qui normalement ne se reproduit que par voie asexuée.
Ces intéressants résultats nous ont amené à entreprendre des expériences analogues sur différentes générations d’Aspergillus fumigatus FRESENIUS issu d’ascospores et de conidies afin de comparer les propriétés biologiques de ces différentes souches dans des milieux définis avec les mêmes propriétés biologiques des races expérimentées plus haut; les différentes souches employées dans ce but sont :
(1) A. SarTORY, R. SARTORY et J. MEYER. Interprétations des phénomènes observés dans la reproduction de l’Aspergillus fumigatus Fresenius soumis à l'influence du radium. Bull. Sc. Pharm. N° 1 (Janvier 1927).
(2) E. HARDE et P. HENRI. Sur le pH des néoplasmes et des embryons des souris déterminés par la coloration vitale. €. R. Soc. biol. T. XCVI Mars 1927, page 535.
(3) GRŒDEL et SCHNEIDER. Experimentelle Untersuchungen zur Frage der biologischen Wirkung der Rôntgenstrahlen. Strahlentherapie B. XXIITI, HMS 1S LL di
I. Souche d’Aspergillus fumigatus KRESENIUS provenant de périthèces (repiquages d’ascospores);
II. Souche d’Aspergillus fumigatus FRESENIUS normal pathogène (issu de conidies) ;
III. Souche d’Aspergillus fumigatus FRESENIUS normal irradié sur le milieu même après 3 jours de culture;
IV. Souche d’Aspergillus fumigatus FRESENIUS repiqué d’un milieu irradié (première génération sexuée) ;
V. Souche d’Aspergillus fumigatus KRESENIUS de deuxième génération sexuée,
Ici nous avons recherché l’activité des diastases en ensemençant directement l’organisme sur le milieu spécifique pour chaque enzyme à examiner. Nous avons ensuite dosé dans ce milieu les
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produits de dédoublement résultant de l’action des ferments. Nos examens ont porté sur la production de chymosine, caséase, gélatinase, sucrase et trypsine.
Chymosine. — Ie milieu employé a été le suivant : Glucose pur : 3 gr.
Urée : 0, 6472
Lait écrémé mécaniquement : 1cocc.
. Les courbes ci-dessus donnent une idée de la vitesse de coagulation du lait par les différentes souches. (Fig. 28.)
Caséase. — Ie milieu précédent après coagulation et au moment où l’action de la caséase annulait l'influence de la présure était filtré suivant les méthodes d’asepsie indiquées et le filtre contenant le ferment était mis en présence de 1 gr. de caséine exactement pesé; le dosage était effectué au moyen de la méthode de formoltitration de Sürensen après cinq jours de contact. Les
résultats sont exprimés dans le tableau suivant, où les chiffres représentent les centimètres cubes de Soude N /10 employée après bloquage de la fonction amine sur 10 ce. de liquide diastasique :
Exodiastases Endodiastases
Souihe HOCMAIS Sr de 5,8 5,3 DOUCE DÉTIEMOER see dé à ee 2e 8,2 1,0 Souche de première génération .. 6,0 1;2 Souche irradiée même ......... 4,2 D?
Souche de deuxième génération, ... 0,8 2,1
Souche issue : d’Ascopores, de Conidies.
Fig. 29 Dégagement de gaz en milieu gélatiné par culture de souche sexuée.
Gélatinase. — Te milieu dont nous nous sommes servi était encore :
Glucose : 3 gr.
Urée : Oo gt2 Gélatine : 7 OT. 5 Eau : 100 cc.
La liquéfaction de la gélatine se manifeste dans le même sens que la coagulation du lait. Ici nous signalerons un phénomène facilement visible sur la photographie jointe, observé dans une culture d’Aspergillus de souche issue d’ascospores sur le milieu cité pour la recherche de la gélatinase; nous observons une production gazeuse anormale, constatée aussi dans le milieu de lait, dont ïl nous a été possible de déterminer les causes; à cet effet nous avons fait usage de l’appareil suivant : (Fig. 29 et 30.)
Pour la recherche du gaz carbonique nous nous sommes servis d’un tube empli d’eau de baryte, pour caractériser l’ammoniaque pouvant provenir de la décomposition de l’urée, on à employé un tube renfermant une solution alcoolique de phtaléine; un troisième tube rempli d’eau servait à capter le gaz pour analyse (production
d'alcool par décomposition du glucose où dégagement d’un autre gaz inflammable) était placé au-dessus d’une cuve à mercure. De cette expérience résulte nettement la présence de gaz ammoniac qui ne peut provenir que de la décomposition de l’urée en CO* et NH. Nous voyons donc que l’assimilation de l’Aspergillus issu de périthèce est plus intense que pour les formes normales. Nous ferons remarquer ici que, par ce phénomène, l’organisme trouve la possibilité de vivre en anaérobie question que nous exposerons dans une note ultérieure.
Appareil pour le prélèvement et la caractérisation de gaz de culture.
Sucrase. — Nous avons cultivé les organismes sur le milieu suivant :
Saccharose : 6 gr. :
Urée : OLD. 12" fau : 100 Cc.
Mentionnons ici que ce milieu n’est pas très favorable au développement de l’Aspergillus fumigatus KRESENIUS. Après 20 jours de culture, nous avons dosé :
19 Je saccharose restant; 20 Ie sucre réducteur (glucose) formé.
Nos résultats sont les suivants :
Les chiffres expriment les milligrammes de sucre dans 10 cenmètres cubes de milieu dosés par la méthode de BERTRAND :
Saccharose restant Sucre réducteur I 2 5 à 2 Souche-normâale ir sheet O0 0,0 . 49 34 Souche, DéHitRèCe ae M er 0,0 0,0 43 30 Souche de première génération 0,0 9 47 35 Souche irradiée même ...... 20 32 56 38
Souche de deuxième génération. 53 46 6 I4
ER
Trypsine. — Tes différentes souches ont été cultivées sur le milieu suivant :
Blancid'œut.....:, 10 gt.
Glucose Un: ou: GANT, LES CRETE ; ‘ OET..2 VAR LETE ER PE SE 100 cc
I’ensemencement a été pratiqué par raclage énergique de la surface du blanc d’œuf, les cultures sont très luxuriantes et les résultats de la digestion de l’ovalbumine observés pendant 3 semaines de culture sont les suivants : l’ovalbumine a été digérée par les différentes souches dans l’ordre décroissant : deuxième génération, périthèce; première génération; normale; irradiée même; si nous exprimons ces observations numériquement nous aurons l'échelle suivante :
Souche de deuxième génération — 10 Souche de périthèce .......... ns Souche de première génération — 7 Souche normale (conidies) = 0 Souche irradiée même ....... = 4
Ces faits montrent nettement que la trypsine constitue une exception dans l’activité diastasique en comparaison avec les autres ferments car des résultats obtenus dans ces expériences il ressort que l’assimilation et par conséquent, l’activité diastasique est la plus prononcée chez l’espèce résultant directement de cultures d’ascospores; en second lieu vient l’activité de la souche normale, suivie de très près par la souche de première génération; puis l’échantillon irradié même et enfin nous avons pu constater l’absence presque complète de secrétion diastasique chez la deuxième génération (la plus apparente pour la sucrase et faisant exception pour la trypsine).
Ces phénomènes sont en rapport direct avec nos constatations dans l’apparition du phénomène sexué; car la reproduction sexuée a toujours persisté dans les cultures de deuxième génération, alors que dans celles de la première génération et celles issues d’ascospores, nous avons toujours eu des mutantes, c’est-à-dire dans certaines cultures, l’apparition de formes sexuées, dans d’autres absence de celles-ci. Pour fixer les idées sur la rétrogradation des caractères acquis, nous mentionnerons ici qu’à partir de la troisième génération, la reproduction sexuée ne s’est guère plus manifestée (1). De ces observations il résulte que la secrétion des diastases devient infime lorsqu’apparaît la reproduction sexuée. Remarquons encore la concordance des phénomènes observés ici avec ceux que nous avons vu apparaître par l’action du radium: diminution de la perméabilité cellulaire et changement des propriétés fondamentales
(1) A. SarTORY, R. SARTORY et J. MEYER. Au sujet de la virulence de l'Aspergillus fumigatus Fresenius. €. R. Ac. de Médecine T. XCVII N° 6 (1927).
résultant de la loi d'équilibre des membranes de DONNAN aussitôt que la reproduction sexuée commence à apparaître.
En résumé l’apparition du phénomène de la sexualité produit par le radium se manifeste à la zone limite acide de croissance occasionnée par l'introduction d’an électrolyte dans le milieu; elle est en intime relation avec la production d’enzymes et dépend d’un trouble apporté dans l’équilibre des membranes de DONNAN, occasionnant une diminution de la perméabilité cellulaire.
CONCLUSIONS
A) Conclusions générales se rapportant à l’action du radium sur l'Aspergillus fumigatus FRESENIUS.
De notre travail se dégagent les conclusions suivantes :
19 Ia loi de BÉCILÈRE suivant laquelle chaque cellule vivante exposée à des doses croissantes et suffisamment prolongées de radium entre en voie de dégénérescence et périt finalement, s’applique aussi à l’Aspergillus fumigatus FRESENIUS; ce qui apporte une preuve de plus aux conclusions de NADSON qui étend cette loi à tous les champignons inférieurs ainsi qu’à celles de BORDIER qui a généralisé cette loi à toutes les cellules vivantes. Nos résultats à ce point de vue ont été les plus caractéristiques sur les milieux pauvres en matières nutritives.
20 Jes cultures sont d’autant plus sensibles à l’action du radium que leur développement et leurs fonctions vitales sont plus rapides et plus intenses. Nous pouvons énoncer cette règle en nous basant sur les observations faites par nous que des cultures jeunes sont influencées plus vite et plus profondément que des cultures âgées chez lesquelles la croissance est ralentie. C’est pourquoi nous avons jugé propice d’exposer nos cultures au radium dans les premiers cinq jours suivant l’ensemencement. Nos travaux dans cet ordre vérifient la loi de BERGONIER et TRIBONDEAU qui s’applique également à l’Aspergillus fumigatus, fait que nous avons pu constater nettement par la transformation graduelle des appareils reproducteurs asexués se produisant dans l’ordre suivant : hyphe fructifère; ampoule conidiophore; stérigmates. Nous voyons que l’action du radium est d’autant plus prononcée qu’elle se produit sur des cellules à activité physiologique plus intense; René MAIRE ayant prouvé que l’activité vitale est la plus prononcée dans l’hyphe fructifère et dans l’ampoule conidiophore.
Au moyen de doses plus fortes, le radium a aussi une influence sur des formes à activité vitale moindre telles que conidies et chlamydospores, cellules se trouvant à l’état de vie ralentie.
39 J//action du radium se manifeste d’autant plus vite et plus nettement que l’irradiation est plus continue et massive. Mais jusqu’au moment où cette action devient apparente il existe aussi chez les champignons inférieurs une période latente; la durée de cette période est fonction de l’intensité de l’irradiation et des propriétés particulières des cellules de l’organisme dépendant de la vigueur de celui-ci et du milieu de culture.
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4° Nos recherches n’ont pas pu mettre en évidence une action stimulante dans le sens biopositif. L’irradiation ralentit le processus de la division cellulaire, occasionne des formations de souffrance et amène un vieillissement prématuré de la culture. La diminution de l’activité vitale, les troubles apportés dans les fonctions cellulaires normales, les phénomènes pathologiques sont le résultat d’une surexcitation de la substance vivante. Cette surexcitation se caractérise par les faits suivants qu’il nous a été donné de constater.
) Sur milieu jus de carotte dissocié par le chlorure de sodium, l'influence modificatrice du radium a porté tout d’abord sur les appareils reproducteurs, de sorte que les appareils conidiens déjà formés restent stationnaires; toute nouvelle germination est supprimée sur le milieu même. Mais l’organisme ayant à sa disposition les réserves nécessaires à sa défense dans l’état de surexcitation, possède une énergie vitale l’amenant à la reproduction sexuée, Il crée ainsi une nouvelle race plus apte à lutter que les générations vieilles. Ce que le bloc de plâtre est pour la levure, le radium semble l’être pour l’Aspergillus fumigatus; dans les deux cas c’est incontestablement un état de souffrance qui occasionne le phénomène de la reproduction sexuée, mais il y a lieu de considérer:
a) l/organisme ne possède pas assez de force pour assurer la reproduction sexuée soit que la culture soit trop âgée et par conséquent déjà affaiblie, soit qu’elle ait été atténuée par manque de nourriture.
b) I//organisme se trouvant dans des conditions particulièrement favorables possède assez d'énergie vitale pour lutter contre l’action du radium et il continuera sa reproduction asexuée proportionnellement réduite, il se défendra par production de formes de souffrance.
B) Le radium par son influence destructrice, et seulement pour cette raison, oblige l’Aspergillus fumigatus FRESENIUS à reprendre sa reproduction sexuée pour créer une nouvelle race résistante et capable de sauvegarder l’espèce.
5° Nos recherches démontrent nettement que l’action du radium sur un organisme tel que l’Aspergillus fumigatus FRESENIUS s'exerce à travers le milieu comme l’a prétendu GR&DEL; elle est d’autant plus prononcée que le milieu renferme un électrolyte occasionnant une dissociation plus considérable créant dans ce milieu des ions directement prêts à entrer dans des réactions physiques et chimiques. Nos résultats sont en pleine concordance avec ceux obtenus par GRŒDEL et SCHNEIDER dans ce sens. I/apparition des phénomènes de sexualité exposés plus haut est donc en rapport direct avec la jeunesse et la vigueur de la culture et dépend de la composition et de la consistance du milieu.
6° I/action du radium sur un organisme tel que l’Aspergillus fumigatus se manifeste par des modifications de {a concentration en ions H du milieu de culture. Cette modification devient apparente tout de suite après l’irradiation et le maximum d’écart se manifeste après une période de 10 à 15 jours; cet écart diminue ensuite pour disparaître presque complètement après six semaines.
Ici aussi la dissociation du milieu entre en jeu; en effet le PH n’est guère modifié dans une solution sans électrolyte; toutefois si une modification se produit elle va légèrement vers l’alcalinité. Au contraire nous constatons comme l’ont déjà montré GOTTSCHAIK, NONNENBRUCH, VON HIRSCH, PETERSEN et LIEBER, que la concen-
tration en ions H d’une solution dissociée augmente sous l’influence du radium.
7° En ce qui concerne l’action du radium sur le pouvoir diastasique nous pouvons formuler les conclusions suivantes :
a) En milieu non dissocié, le radium fait décroître l’activité
diastasique extracellulaire et intracellulaire, mais l'écart est très peu sensible ;
b) En milieu dissocié le radium fait décroître fortement l’activité diastasique extracellulaire; au contraire, l’activité dias-
tasique intracellulaire est augmentée très sensiblement par le Radium.
80 Par suite des constatations citées dans les deux paragraphes précédents (6 et 7) nous pouvons encore déduire que : apparition du phénomène de sexualité produit par le radium se manifeste à la zone limite acide de croissance occasionnée par l'introduction d’un électrolyte dans le milieu; elle est en intime relation avec la production d’enzymes et dépend d’un trouble apporté dans l’équilibre
des membranes de DONNAN occasionnant une diminution de la perméabilité cellulaire.
B) Conclusions générales se rapportant aux propriélés de PAspergillus fumigatus FRESENIUS.
19 Au sujet de la virulence de l’Aspergillus fumigatus FRESE-
NIUS et de l’évolution de la mycose aspergillaire nous arrivons aux conclusions suivantes :
a) L/infection produite par l’Aspergillus fumigatus FRESENIUS sur le pigeon et le cobaye se propage suivant une évolution lente comparable en tous points à celle de la tuberculose vraie.
b) I/inoculation de spores d’Aspergillus fumigatus dans la petite circulation peut produire une aspergillose pulmonaire primitive.
c) Les générations issues d’ascospores (reproduction sexuée) acquièrent une virulence augmentée par rapport à celles provenant de conidies (reproduction asexuée).
29 En ce qui concerne l’immunisation nous avons pu formuler les conclusions provisoires suivantes :
a) Contre le virus de l’aspergillose même l’immunisation est positive en employant des spores provenant d’une culture irradiée sur milieu pauvre en matières nutritives.
b) Contre la toxine isolée d’un milieu glucosé peptoné (poison ne rentrant pas dans le groupe des toxines proprement dites) limmunisation au moyen de spores provenant d’une culture irradiée sur milieu pauvre en matières nutritives est négative.
c) Le pouvoir de la toxine élaborée par l’Aspergillus fumigatus sur milieu spécifique glucosé peptoné est diminué par l’action du radium ; la puissance de cette toxine est donc fonction de la vigueur de l’organisme et de son assimilation.
d) I/immunisation au moyen d’un liquide provenant d’une culture d’Aspergillus fumigatus irradié sur milieu pauvre en matières nutritives et injecté à des doses croissantes est positive :
soit pour la toxine qui pourrait exister dans le substratum. soit pour le virus de l’aspergillose même injectée à des doses ordinairement mortelles.
30 Quant à l’hérédité des caractères acquis nous pouvons émettre les principes suivants :
a) Si nous ensemençons l’Aspergillus fumigatus soumis à l’action du radium pendant la période latente, c’est-à-dire avant que nous observions la moindre modification, du milieu même d’irradiation sur nouveau milieu, nous obseivons sur celui-ci les modifications de même caractère que celles apparues sur milieu initial.
b) Les cellules irradiées non encore modifiées ensemencées sur un milieu neuf peuvent produire une génération qui possède des caractères différents morphologiquement et biologiquement de la forme initiale.
c) En effet nous avons constaté que les ascospores, restées à l’état de vie ralentie sur milieu initial, ont donné sur milieu de première génération des mutantes qui ont toujours gardé ultérieurement leurs caractères primitifs. Sur milieu de deuxième génération la reproduction possédait, elle, l’énergie vitale la plus prononcée au point de vue richesse de culture, luxuriance dans la végétation, avance dans le développement, conservation des caractères de jeunesse et virulence accrue. Chez la troisième génération les propriétés fondamentales héréditaires de la race ont toujours repris la prépondérance sur les qualités nouvellement acquises.
Nous voyons donc que l’action du radium se transmet héréditairement à la descendance et que la rétrogradation des caractères acquis est fonction des doses de radium mises en œuvre et du substratum ambiant.
Tels sont les phénomènes entrant en jeu quand on irradie un champignon inférieur à thalle filamenteux articulaire et les diverses causes occasionnant toutes ces modifications. I/ensemble de ces recherches démontre que nous avons abordé un problème de grande importance; nous croyons être sur la voie de la découverte du test biologique tellement recherché pour la Thérapeutique radiologique; d’autre part si on arrivait à généraliser l'apparition du phénomène sexué par l’action du radium sur les Fungi Imperfecti, la classification de ces êtres si dispersés serait résolue.
Nous terminons donc dans l’espoir que ce travail sera utile à la fois au radiologue et au botaniste-cryptogamiste.
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