REVUE CRITIQUE

LA DIFFUSION DANS LA GELOSE ET SES APPLICATIONS
A L’ETUDE DE LA PHYSIOLOGIE l.)ES MICROORGANISMES

Par Ph.-J. LUTERAAN

[. METHODES ET RESULTATS GENERAUX

Dans le présent mémoire, nous exposons le résultat de nos
recherches concernant I'action de facteurs de croissance ou
d’inhibition sur le métabolisme glycidique et azcté de mieroorganis-
imes unicellulaires. '

Ces résultats ont ét¢ obtenus par Papplication de la méthode de
Beijerinck. Elle consiste a faire diffuser dans une couche de gélose,
renfermant une dilution aussi uniforme que possible de levures ou
de bactéries et étalée dans une boite de Petri, une substance dont
on veut étudier I'action biologique. La diffusion de la substance réa-
lise une zonation ; cetle zonation est visible si la substance est colo-
rée, elle peut étre fluorescente aux rayons ultra-violets ; enfin, dans
le cas qui nous occupe, une zonation apparait, méme avec des subs-
tances incolores et non fluorescentes, s’il v a assimilation de ces
substances par les microorganismes, ou si au contraire elles exer-
cent.une action inhibitrice.

Historique. Beijerinck, le premier, en 1889, a vu le parti que
I'on pouvait tirer des phénoménes de diffusion dans les gels pour
’étude du métabolisme glycidique et azoté des bactéries (1).

Tombée dans P'oubli, sa méthode fut reprise en 1934 par Lodder
qui I'utilisa comme un des éléments de détermination des espéces
de levures anascosporées.

La méthode auxanographique de Beijerinck fut rendue pratique
et sure par Langeron et Guerra (1938) ; par un artifice, ils évitérent

(1) Le métabolisme des lipides n’a jamais été étudi¢ par sa méthode,

AXN, DE.PanasrrorLocik, 1T, XXI, N°% §-6, 1946, p. 356<375.
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la chute d’eau de condensation a la surface de la couche de gélose ;
c’était 14 une cause presque fatale d’erreur ou d’indétermination
dans 'interprétation des résultats.

Poursuivant un but différent (reconnaissance de substances anti-
biotiques et dosage de la pénicilline), Heatley (1944), grace a un
anneau ou cylindre en porcelaine, verre ou aluminium, posé a la sur-
face de la gélose, a rendu facile I’étude de la diffusion de substances
liquides.

Avec Denis (1946), nous avons modifié la methode auxanographi-
que primitive de Beijerinck :

— en la rendant quantitative dans tous ses éléments ;

— en Pappliquant non seulement aux.substances pulvérulentes,
mais aux substances liquides par P'artifice de Heatley ;

— en en faisant une méthode plus générale, applicable non seule-
ment A étude des phénomenes d’assimilation, mais a celle des fac-
leurs de croissance ou d’inhibition.

Enfin, personnellement, en accord avec les vues générales de
Langeron, j’ai tenté, par cette méthode de Beijerinck, d’approfondir
le mécanisme d’action de certaines substances sur des organismes

unicellulaires.

Diversité d’aspect des phénomeénes de diffusion en gélose.
— Les lois physico-chimiques de la diffusion dans les gels ont fait
I'objet d’études nombreuses et approfondies de Ia part de physiciens
comme Adair, Morce et Pierce, Jablezynski, Duclaux, Salvinien,
etc... ; elles ont une grande importance en biologie ; elles se résu-
ment en deux ordres de lois : lois des temps et lois des abscisses.

La diffusion, dans le cas qui nous occupe, dépend de multiples
facteurs, dont les principaux sont :

— la nature de la substance diffusante, sa concentration, sa solu-
bilité :

— la nature du gel, son hydratation, sa concentration, son épais-
seur ;

— la température, le pH. L

Il y a done impossibilité, 4 moins de cas théoriques trés simples,
de déterminer par une relation mathématique la concentration en
un point, et pour un temps déterminé, de la substance diffusante.

Quelques exemples exprimeront la diversité d’aspect des phéno-
menes de diffusion : !

Nous n’insisterons pas sur la diffusion banale des colorants réali-
sant des zonations d’¢tendue trés différente et qui dépend surtout
de leur solubilité.

La planche II représente la zonalion si connue des Penicillium,
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Aspergillus, ele... Elle s’obtient facilement en cultivant un Peni-
cillium sur plaque de gélose mince, peu hydratée, pauvie en substan-
ces nutritives, et maintenue immobile. Cette zonation est celle des
anneaux de Liesegang.

Sur la figure 1, on constate un phénomeéne découvert par Lange-
ron et Guerra : si on fait une culture sur lame de certaines levures
en procédant par stries paralleles et rapprochées, les levures
filamentisent el produisent un pseudo-mycélium qui est orienté vers
les bords de la lame ; mais, entre les stries, il n'y a pas d’ébauche

3 p 4 5

Fi16. 1. — Influence réciproque des stries d’ensemencement du Candida tropicalis.
D’aprés Langeron et Guerra, 1940,

de filament. Ce phénomeéne est général, se conslate avec d’autres
champignons, et s’explique par la diffusion rétrograde des substan-
ces nutritives entre les stites.

TECHNIQUE

A. Méthode de Beijerinck. — La technique de 'auxanogramme
est exposée avece détails par Langeron, Langeron et Guerra, et nous
ne saurions mieux faire que de renvoyer a ces auteurs (1).

Les seules modifications que nous y apportons sont liées au but
expérimental poursuivi ; aussi, pour plus de clarté, déerirons-nous
la technique poursuivie lorsque nous exposerons nos résultats
concernant le mécanisme d’action de substances diverses agissant
sur des organismes unicellulaires.

(1) Ces Arfnales, XVI, 1938, p. 164-172 ¢t 506-507 (fig. 1 et 2).
M. Laneenox, Précis de mycologie, Paris, Masson et Cie, 1945; cf. p. 484-489,
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Un des avantages, et non des moindres, de cette méthode, est sa
simplicité.

Dans le présent chapitre, nous retiendrons I'altention sur deux
points particuliers :

— la méthode de Heatley ;

—— Padaptation des techniques aux microorganismes baclériens.

Fi1G6. 2. — Pince a seringue du DF Sancey : en haut, mode d’emploi ;
en bas, schéma de la pince.

B. Méthode de Heatley. - Nous lui appliquons la technique
suivante :

— partir d’une culture jeune de levures en milieu solide (gélose
glycosée & 2 % et peptonée a 1 % de Langeron) ;

—— prélever une anse, la diluer dans 2 em?® d’eau stérile et effectuer
une numération des ¢éléments ;

— prélever 1 em? de cette dilution avee une seringue et une
aiguille trés longue stériles ;

-— plonger la pointe de I'aiguille en pleine gélose (20 em?) liqué-
fiée contenue dans un tube a essai. Pousser fortement le piston de
la seringue en maintenant ’embout de Iaiguille ;

— relirer l'aiguille, émulsionner fortement en roulant le tube
entre les paumes ; :

—= verser la gélose encore liquide dans une boite de Petri de
10 em. de diamétre ;

— une heure aprés, poser I'anneau stérilisé a la surface de la
gélose, en son centre, & 'aide d’une pince a seringue (fig. 2) (pince
du D* Sancey). L’anneau est en verre épais de 1 cm. 5 de diamétre
intéricur sur 1 em. de hauteur ;
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- une demi-heure aprés la pose de I'anneau (il adheére alors bien),
y verser 1 em?® de la substance liquide ou en solution, solution dont
on fait varier les concentrations au cours d’expériences successives;

— porter a I'étuve a 20° C. ; y

— noter les résultats de 24 h. en 24 h. : aspect des zonations, leur
diametre en cm. que 'on porte en ordonnée sur un graphique en
fonction du temps (abscisses) en jours (fig. 3). On peut aussi, pour
un temps déterminé, étudier les variations du diameétre de zonation
en fonction de la concentration de la substance diffusante.
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Fic. 3. — Action de la nicotinamide :

en pointillé, courbe de la zonation d’hyperactivité.

La méthode de Heatley n’est pas une méthode précise de dosage,
pour les raisons suivantes :

— les diameétres de zonation (fig. 3) ne sont proportionnels ni i la
quantité de liquide, ni a4 sa concentration ;

— le nombre de microorganismes déterminé par numération est
assez variable ;

- les géloses commerciales sont de qualité trés différente ;

— la teneur en eau du gel se modifie constamment du fait de
I'évaporation et du métabolisme cellulaire ;

— D'épaisseur de la couche de gélose est variable, car les boites de
Petri ont rarement un fond plat ;

— on'ne peul déterminer directement la concentration en un
point de la substance diffusante.

Mais si, au point de vue quantitatif, la méthode de Heatley doit
céder le pas & d’autres méthodes (méthode des dilutions, méthode
néphélométrique de Lwofl et Querido, ete...), elle apporte en lant
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que méthode de diffusion des résultats qualitatifs particuliérement
intéressants : la quantité plus ou moins rapidement dégressive de la
substance diffusante a partir du centre de diffusion permet d’obser-
ver, pour un temps donné, des effets tres différents : soit multipli-
cation intensive des cellules, soit inhibition, suivant les zones. Cette
méthode démontre qu’une substance donnée n’a pas une action
univoque a P’égard de microorganismes unicellulaires.

C. Adaptation des méthodes précédentes aux microorga-
nismes bactériens. — Créée par Beijerinck pour I'étude des phé-
nomeénes d’assimilation par les bactéries, la méthode auxanographi-
que avait été délaissée dans ce domaine particulier en raison de la
difficulté de son application et de Pinterprétation de ses résultats.

Analysant la cause de cel échec, nous avons remarqué que la
principale difficulté était d’obtenir des émulsions homogénes de
bactéries dans le gel, et que ceci tenait & la qualité des milieux bac-
tériologiques ordinaires : compacts, fortement alcalinisés, de com-
position mal définie, stérilisés longuement, a point de liquéfaction
¢levé, 4 mauvaise diffusion.

.Nous avons donc changé, en vue du but expérimental poursuivi,
le mode de préparation et de stérilisation en nous conformant aux
techniques de Langeron utilisées en mycologie.

Nous employons des milieux type Gorodkova ou Langeron, en y
adjoignant des facteurs de croissance convenables suivant les ger-
mes, par exemple :

Bant dystil) e s sy s varan s i s =000 em3

Peptone bactériologique sans indol ......... . 5 gr.

GICDEE TDUN L AL DRI 2 L S Sl Tt b 5 gr.

Geélose lavee (1) v solns S o, gu et AT S Sl e L 20O

8 Ll O P R T N BN oS N ey 0 gr. 004

Nicotinamide ....... et s o oS o tv S e e e 0 gr. 10
Précautions capitales : ’

— verrerie préalablement stérilisée ;

— slérilisation du milieu suivant la technique habituelle de
Sabouraud-Langeron : monter en 20 minutes & 120° et éleindre &
ce moment ;

(1) Pour laver la gélose, mettre 25 gr. de gélose sous le jet du robinet pendant
2 4 3 heures ; la gélose enfermée dans un linge parfaitement propre est essorée
de temps & antre. Ensuite deux ou trois bains d’eau distillée entre lesquels on
essore chaque fois la gélose. On verse enfin avee une cuiller la gélose dans un
Erlenmeyer préalablement taré, Pour compléter & 500 em? d’eau distillée et si
(G est le nouveau poids de la gélose aprés lavage, on rajoule la quantité d’eau
distillée P : P = 500 — G + 25 gr.
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-— décanter soigneusement avant de répartir en tubes, et alors
nouvelle stérilisation suivant la méme technique.

Les avantages des milieux de type précédent sont :

— le point de liquéfaction relativement bas ;

—— P'absence d’alcalinisation, done pas d’altération des sucres ou
du moins de transformation en acides uroniques ;

— le pH acide, d'ou facilité -d’essais, comme antibiotiques, de
liquides acides ol se sont développés des champignons ; on n’a pas
alors besoin d’alcaliniser ces liquides au risque d’altérer leur compo-
sition, et on n’a pas, non plus, a discuter cette cause d’erreur, a
nofre avis capitale, pour la détermination d’une activité antibiotique
réelle qu’est I'acidité de la solution diffusante ;

— la diffusion rapide et beaucoup plus importante que dans les
milieux ordinaires ; c¢’est la un avantage incontestable pour I’étude
de I'action de substances a grosses molécules ou faiblement diffusi-
bles ou solubles.

La plupart des germes banaux : staphylocoque, bacille diphtéri-
que bacille pyocyanique, colibacille, bactéridie charbonneuse, etc...,
s’y développent trés bien, particuli¢rement en émulsion homogéne
beaucoup plus difficile & obtenir avec les milieux bactériologiques
ordinaires.

Telles sont les modifications qui permettent Papplication des
méthodes de diffusion aux microorganismes bactériens. Il sera
facile, en s’en inspirant, de pratiquer leur auxanogramme, comme
nous le verrons plus loin.

RESULTATS OBTENUS

Action biologique de substances diverses sur les micro-
organismes. — Pour I'étudier nous avons eu recours, avec Denis,
a la méthode de Healley.

Nous avons principalement expérimenté, sur la re¢ommandation
de Langeron, avec le Candida krusei, en raison du développement
rapide et facile de celte levure ; nous nous sommes servis aussi du
Candida parakrusei, du Torulopsis neoformans (syn. : histolytica),
agent d'une blastomycose humaine toujours mortelle, du slaphr;lo-
coque, du bacille diphtérique, du bacille pyocyanique.

Les substances essayées furent :

— des vitamines (1) ;
-— des hormones ;

(1) Les vitamines utilisées sont des vilamines Roche : bénerva, bévitine,
béflavine et Jactoflavine, bénadon, bépantiéne en solution aqueuse ; thyroxine
Roche, Lutogyl Roussel. Théophyiline Bruneau. Colchinéos Houdé¢,
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~ un facteur d’é¢longation ;

— des substances biologiques tres diverses ;
— des colorants :

— des inhibiteurs de fermentation.

Vitamines

1" L’aneurine (fig. 1, pl. III), a la dose de 2 mg., provoque une
triple zonation :

la plus proche de I'anneau correspond & une zone de multiplica-
tion cellulaire intensive ; :

la zone intermédiaire, fait paradoxal, se présente comme une zone
d’inhibition, peut-étre par diffusion rétrograde ;

la zonation périphérique, comparée a4 un témoin (1), correspond
4 une activité cellulaire normale.

2° La lactoflavine (fig. 2, pl. 1IT) est antibiotique a I'égard du Can-
dida krusei et du Torulopsis neoformans.

Cette action antibiotique in vitro et en aérobiose se traduit sous
deux formes :
action inhibitrice avec une zonation atteignant encore 6 cm. 8
de diameétre pour une dose de 0 mg. 5 de lactoflavine diffusant dans
20 em? de gélose glycosée a 2 % et peptonée 4 1 % ;

— action fungicide (2) qui s’observe en faisant diffuser la lacto-
llavine dans un milieu de culture ayant atteint son plein développe-
ment ; il n’y a pas alors de lyse des corps cellulaires trop épais, mais
les divers ensemencements pratiqués a partir de la zone colorée sont
restés négatifs.

Action inhibilrice et action fungicide s’étendent méme au dela de
la zone eolorée par la lactoflavine.

I’action anlibiotique est encore plus considérable si, dans le
milieu, on remplace la peptone par le sulfate d’ammonium, norma-
lement trés bien assimilé par ces levures.

Ces fails paraissent encore plus paradoxaux si 'on songe que la
lactoflavine a été isolée pour la premiére fois de la levure de biére
et qu'elle est séerétée en grande abondance par un autre champi-
gnon, I'Eremothecium ashbyi (Guilliermond).

(1) On ne saurait trop insister sur la  néeessité de pratiquer des témoins,
ensemencés dans les mémes conditions avee la méme dilution, laissés & la méme
température, mais sans traces de la substance & étudier ; en Pabsence de témoin,
Pinterprétation des résultats ne saurait étre valable.

(2) Cette action n'est pas due a la formation de lumiflavine, ear nous avons
cu soin de laisser nos préparations & Pobscurité ; & plus forte raison, nous ne
les avons jamais exposées aux rayons ultra-violets' pour rechercher la fluo-
reseence.
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La lactoflavine n’a pas d’action inhibitrice a I’égard des Peni-
cillium, du Torula gougeroti, du Ctenomycrs radians, agent de
leignes ¢pidermiques.

La lactoflavine provoque une zonation d’hyperactivité avec le
bacille pyocyanique ; elle n’a pas d’action élective sur le baciile
diphtérique ou le staphylocoque.

“Avec A. Akakpo, nous avons pu constater I'absence d’action
in viro de la lactoflavine sur le T'rypanosoma wnJol(m.W et le Plas-
modium gallinaceum.

Les recherches sur 'action a I’égard du bacille pyocyanique et du
Plasmodium gallinaceum ont été motivées par certaines analogies
de structure chimique entre la lactollavine et des composés tels que
la pyocyanine et 'atébrine. Nous reviendrons, dans nos conclusions,
sur 'importance de ces analogies chimiques.

3° La nicotinamide (fig. 3, pl. III), & la dose de 5 cg., provoque
une triple zonation : ¢

I'une interne et concentrique a4 I'anneau est une zone d’inhibition;

Iautre, intermédiaire, est une zone d’hyperactivité ;

la zonation périphérique alteste encore une activité accrue.

4° L’adermine favorise le développement du Candida krusei,
mais est indifférente a 'égard du Candida parakrusei.

L’acide pantothénique, i la dose de 0 gr. 025, stimule le Can-
dida krusei, mais inhibe plutot le Candida parakrusei.

Hormones

1* La thyrovine, a la dose de 1 mg.,, provoque une zonation
d’inhibition de plusieurs centimétres de diamétre, mais qui avee
le temps diminue considérablement. Nous insisterons sur ce der-
nier point, car il démontre la mise en évidence facile, grace a la
méthode de diffusion, de Paltération d’un catalyseur ou de son
usure. On sait qu'une des notions générales importantes et moder-
nes de la physiologie est la relation, dans bien des cas & établir,
entre la vitesse et le mode de destruction d’une substance d’une part,
et son action physiologique d’aultre part.

2° L’hormone du corps jaune donne lieu & une zonation d’hyper-
aclivité ; mais ici intervient la nature du solvant (huileux, dans
d’aulres cas .Humllquo) qui rend délicate lll‘ll(’l])l‘(,ldll()n des résul-
lats si on n’a pas soin de pratiquer des expcriences témoins ol
intervient le solvant seul. C’est pour cette raison que nous n’avons
pas ¢ludié Paction de certaines vitamines ; en ce qui concerne la
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vitamine C, ¢’est son instabilité qui nous a fail abandonner toute
expérimentation. :

Facteur d’élongation. L'acide 8-indol-acétique. donne lieu &
une légére zonation d’hyperactivité, mais sans modification mor-
phologique du Candida krusei ; ce dernier point est confirmé par des
cultures sur lames que nous avons failes sur des milieux addition-
nés de cette substance. Le principal facteur d’élongation pour les
levures est Panhydride carbonique, comme I'ont démontré Lange-
ron et Guerra par des cultures sur lames en atmosphere carbonique.

Substances biologiques diverses

1° La théophylline (fig. 4, pl. I11), a la dose de 6 c¢g., provoque une
triple zonation :

zonation interne d’inhibition (avec toulefois présence de colonies
isolées concentriques a4 I'anneau) ;

zonation intermédiaire d’hyperactivité avec exlinvli(m de la fluo-
rescence aux rayons ultra-violets ;

zonation périphérique d’activité normale pour le Candida krusei.

2" La bile provoque de multiples zonations.

3° L’extrait hépatique provoque une zonation d’hyperactivité ma-
nifeste.

4° (C’est en vain que nous avons recherché une réaction particu-
liere avec les urines de femme enceinte et le prolan en vue d’établir
une méthode de diagnostic biologique de la grossesse.

5° La colchicine n’a pas d’action inhibitrice. Elle ne provoque
aucune modification morphologique apparente du Candida krusei.

.

Colorants

Le rouge Congo a la dose de () mg. 1 provoque une zonation légére
d’hyperactivité.

D’autres colorants : éosine, fuchsine acide, bleu de méthyléne,
vert de nwthyl(' jaune d’acridine, n’ont aucune action caractéristi-
que.

Nous avons recherché une action possible des colorants en raison
du développement fréquent de certains champignons dans des tubes
de colorant abandonnés a 'air. Nous avons observé notamment que
pour un certain Penicillium antibiotique isol¢ par nous, le vert de
méthyle en solution aqueuse constitue un excellent milieu de
culture ; nous ferons remarquer également que la colchicine n’est
pas toxique pour ce Penicillium.
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Inhibiteurs de fermentation

Le fluorure de sodium a la dose de 0 mg. ! provoque une légére
zonalion d’hyperactivité ; il s’agit bien entendu d’une action en
acrobiose.

: RESUME

De cette premic¢re étude, concernant I'action générale de diverses
substances sur les microorganismes, se dégagent les points essentiels
suivants :

1° Une méme substance peul agir tres différemment suivant sa
concentration.

2° De nombreuses substances agissent occasionnellement comme
facteurs de croissance.

3° La ou l'on aurait pu atlendre une action favorisante ou du
moins indifférente, on constate une action antibiotique : c’est le cas
de la lactoflavine.

Chacune de ces substances doit agir¢électivement sur une ou plu-
sieurs phases de Panabolisme ou du catabolisme cellulaire. Clest '
cette hypothése que nous chercherons & démontrer dans la suite de
ce mémoire. Nous y parviendrons grace & celte méthode essentiel-
lement biologique qu’est la méthode auxanographique de Beijerinck
et en nous appuyant sur quelques exemples démonstratifs,

l-).\'l’l,l(:;\'l‘l().\' DES PLANCHES
Praxcue II

Zonalion des Penicillium : anneaux de Liesegang formés dans trois colonies de .
Penicillium non délerminds, souiliures accidentelles en boites de Petri.

Praxcre IIT

Action de substances diverses sur Candida krusei : zonation en boite de Petri,
méthode auxanographique de Beijerinek avee anneav de Heatley. — 1, aneu-
rine (2 mg.) ; 2, lactoflavine (1 mg. 125) ; 3, nicotinamide (0 gr. 05) ; 4, théo-
phylline (0 gr. 06).
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I, MECANISME DE L'ACTION PAR DIFFUSION

Nous venons d’exposer I'action de substances diffusant en gélose
sur des microorganismes ; celle action était traduite par des zona-
tions témoignant d’une assimilation acerue ou d’une action empc-
chante.

I nous reste a indiquer le mécanisme de celle action, a déter-
miner sur quel élément azoldé ou glycidique elle s’exerce électivement.
Pour cela, nous avons eu recours a la Méthode auranographique de
Beijerinck, telle que P'avail con¢ue primitivement son auteur et pour
le but méme qu’il lui avait assigné.

1. La technique de I'auxanogramme, tel que nous le pratiquons,
est, dans I’ensemble, celle qui est décerite par Langeron et par Lange-
ron et Guerra. Elle comporte les différences suivantes :

1° la gélose est toujours lavée el filtrée, qu’il s’agisse d’auxano-
gramme de substance glycidique ou azotée, de facon a avoir un
milieu de base relativement synthétique (1) ;

2" cette gélose est répartie en tubes a raison de 22 em*® par tube,
ce qui revient, apres refroidissement, a 20 cm? ;

3" elle est additionnée, au moment de son emploi :

soit de 0 gr. 20 d’une substance azotée telle que P'asparagine cu
I'urée pour l'auxanogramme de substances glycidiques ou d’acides
organiques tels que : acide succinique, acide citrique, acide pyruvi-
que, acide lactique ;

soil de 0 gr. 40 d’une substance glycidique cu d’un acide organi-
que pour I'auxanogramme de substances azotées.

Ces proportions sont celles du milieu de Langeron peptoné a
1 % et glycos¢ a 2 % ;

4° enfin, on incorpore a la gélose une quantité déterminée de la
substance dont on veut ¢tudier I'action sur le métabolisme des
microorganismes qu’on ¢mulsionne en fin de compte dans la gélose
suivant la technique déja décrite ;

5" on proceéde par ailleurs comme pour un auxanogramme ordi-
naire ; on note les résultats obtenus de 24 heures en 24 heures :
date d’apparition des zonations, leur extension et surtout leur

-intensité, toujours par rapport & un témoin ne différant que par
I'absence de substance a étudier.

(1) Lladdition de phosphates ou de sulfate de magnésinm n'est pratiquée que
si on veut étudier leur action particuliére,
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Les résultats obtenus sont les suivants. Nous nous limiterons &
I'étude de I'action de quelques substances, telle qu’elle ressort au
cours d’expériences répétées.

En premier lieu, pourquoi avons-nous choisi les proportions indi-
quées de substance glycidique ou azotée pour le milieu de base ?

En faisant varier leurs proportions, nous avons constaté les faits
suivants :

S’il n’y a pas de trace de glycose ou d’acide organique indiqué
dans le milieu, il n’y a pas assimilation ‘de substances azotées, et
cette assimilation est d’autant plus précoce et plus intense que la
quantité d’aliment glycidique ou dérivé augmente ; la proportion
de 2 % nous a paru excellente, S’'il n’y a pas d’addition de subs-
tance azolée, les traces qui peuvent en subsister dans la gélose la
mieux lavée permeltent Papparition sans retard de zonations
d’assimilation des glycides, mais leur netteté et leur durée d’évo-
lution augmentent si on ajoute un aliment azoté convenable.

La méthode auxancgraphique confirme les vésultats fondamen-
taux obtenus par Nielsen et Hartelius sur le role catalytique de
Paliment azolé, landis que les aliments glycidiques, ayant surtout
une valeur énergétique, leur role catalytique ne s’affirme qu’au
cours de la desmolyse. L’équilibre alimentaire des levures dépend
¢videmment encore d’autres facteurs : température, c’est ainsi qu’au-
dessous de 18" les zonations d’assimilation sont retardées et
moins intenses pour les levures : :

pH du milieu qui est modifié par Passimilation d’une substance
et suivant la nature de cette substance et de ses produits de désin-
tégration ;

éléments indéterminés pouvant persister dans la gélose la mieux
lavée.

2. Dans une seconde série d’expériences, nous avons ¢étudié le
mécanisme d’action de la lactoflavine, comme antibiotique a Uégard
des levures. 11 y avait la un premier point a établir expérimentale-
ment : quelle est la quantité de lactoflavine a ajouter pour situer
son action dans D'étape desmolytique, sans cependant tuer la
levure ? En somme, c’est ici encore la discussion du seuil d’action
des ¢éléments catalytiques biologiques, qu'il s’agisse de vitamines,
hormones, oligo-éléments, facteurs divers, La dose de lactoflavine
permettant d’étudier son mécanisme d’action avec une grande
netteté a été fixée par nous a 1 mg. 25 de lactoflavine ou béflavine
Roche pour 20 em?® de gélose a 50 gr. pour mille.
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Les résultats se trouvent résumés dans les tableaux suivants :

Souche utilisée : Candida krusei :
TaBLEAU [. — Auxanogramme de lUazole
Peptone | Asparaginc Urée Sulf.Amm.
Milieu glycosé témoin .. ..... ( B +
1d. -+ laclo-flavine ........«.. ! ‘ [ { :
Milieu témoin a l'ac. succi- /
. U f
(T ST A S , } + !
Id. + lacto-flavine........... | , 0 0 0
Milicu témoin a l'ac. cilrique. ‘ S -+
Id. + lacto-flavine.... . ....... R 0 { 0 0
TasrLeav II. — Auxanogramme des sucres

Glycose Ac. .\ll(‘,L‘ill.‘ Ac. cilr. éAc. pyriv. ; Ac. lact.

. . | | |
| !

Milicu témoin & i {

IO el b s o s | - il
Id. -~ lactoflavine.. ‘ 0 ! 0 ‘\ 0
Milieu témoin a i
'asparagine...... LS | ‘ 4 ;
Id. + lactoflavine.. I e ‘ 0 0 0
| |
Nous constatons done trois ordres de faits : ~

“1° La peptone, le glycose el I'acide lactique continuent & étre
assimilés comme normalement.

2° Les produits intermédiaires résultant de la desmol\so des
hexoses ne sont pas assimilés._

3° En présence de ces produits intermédiaires il y a blocage de
I'assimilation de certaines substances azotées sous.l’action de la
lactoflavine. -

Donc la lactoflavine inhibe un catalyseur ou un groupe de cataly-
seurs cellulaires ; substance électroactive, son potentiel d’oxydo-
réduction doit révéler a quelle étape précise de la desmolyse s’exerce
cette action. Une mesure effectuée au manomeétre de Warburg doit
révéler de son eoté un blocage respiratoire.

ANN. DE PARASITOLOGIE, T, XXI, N°* 5-6, 1946. 24,
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Ajoutons que la cellule de levure tuée par la'lactoflavine ne
présente aucune modification morphologique apparente.

3. Troisiéme série d’expériences : une action favorisante de la
lactoflavine sur le bacille pyocyanique. — IL’auxanogramme des
microorganismes bactériens, pour lesquels Beijerinck avait créé sa
mcéthode, avait ¢été délaissé en raison de ses nombreuses difficultés
techniques et de I'inconstance de ses résultats. En effet, une varia-
tion, méme légére, de pH peut bloquer 'assimilation par un micro-
organisme bactérien, une substance parasite peut brouiller Pauxa-
nogramme el il est impossible & cet égard de considérer la gélose
comme un support absolument inerte auquel on peut incorporer un
milieu synthétique, et partant considérer le nouveau milieu comme
synthétique. D’ailleurs, plus encore qu’avec les levures, il est fré-
quent d’obtenir, avec les bactéries, des réactions d’assimilation sous
Papparence de précipitations périodiques ou phénoméne de Liese-
gang: La gélose n’est donc un support ni physiquement, ni chimi-
quement inerte, Et il est incontestable que la méthode auxanogra-
phique ne saurait suppléer, pour les microbes, a la méthode néphé-
lométrique de Lwoff et Quérido pour apprécier une assimilation
et son intensité. A

Ceci posé el sous ces réserves, la méthode auxanographique
reste un moyen remarquable d’exploration de la physiologie micro=
bienne, but pour lequel I'avait créée Beijerinck, si on a soin de
pratiquer constamment des expéricnces témoins ; on peut alors
conclure d’une action spécifique de la substance surajoutée dans
les conditions de I’expérience. :

Au surplus, cette méthode est d’application trés facile & tdes germes
qui s’accommodent facilement de ‘variations de pH tels que le
bacille pyocyanique, le staphylocoque, le bacille diphtérique, le
colibacille, ete... ’

Souche utilisée : bacille pyocyanique.

Lactoflavine : 1 mg. 25 pour 20 em® de gélose.

Témoins sans lactoflavine :

TaBLEAU IH. — Auxanogramme de l'azote

| Peplone :Aspn ag. | Histidine Urée ’ Sulf. | Nitrate
: f Amm. | K
‘. ‘ L% y ‘ {
41 1100) s P ol i e e = 8 T ey TR
4 Lactoflavine...| - ; - r e 4 ‘\ 0 ‘ 0
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TaBLEAU TV. — Auranogramme des « sucres »

1
Glycose Ac. sucein. | Ae. cilr. Ac. pyruv.

| Témoin (milien a |
I'asparagine). .. +- | -+ +
+4- Lactoflavine. .. 0 | 0 0 0

La lactoflavine bloque I'assimilation des sucres et de leurs déri-
vés desmolyliques, favopise ’assimilation de I’histidine et de Purée.
Nous pensons que cette action favorisante s’exerce sur la formation
de la pyocyanine a laquelle la lactoflavine .est liée par des homolo-
gies de structure chimique, et qui est également -une substance
¢lectroactive. Ces résultats ont été constants au cours d’expériences
répétées, mais_ seule la comparaison avee d’autres méthodes que
nous n’avons pas pu pratiquer : mesure des potentiels d’oxydo-
réduction et méthode manométrique de Warburg pourraient confir-
mer ces résultats qui contribueraient a éclairer grandement le role
physiologique de la pyocyanine.

4. Quatriéme série d’expériences : action du fluorure de sodium
sur le Candida krusei en aérobiose. — 1l faut ajouter un ou deux
décigrammes de fluorure de sodium a 20 cm® de gélose pour obtenir
une réaction caractéristique. A tres faible dose, le fluorure de
sodium posséde plutot un pouvoir favorisant.

Avec un décigramme de fluorure de sodium, il y a simplement
retard et diminution d’intensité des zonations pour les éléments
intermédiaires de la desmolyse,

Ces résultats se superposent a ceux qui ont été obtenus par le
fluorure de sodium comme inhibiteur de fermentation.

TaBLEAU V. — Action inhibitrice du fluorure de sodium

=S —— ——— -
} Peplone | Aspar. Urée |Sulf.Am.| Glycose |Ac. succ.|Ac . cit. |Ac pyr.
Témoin| - + -+ + -+ -+ +- e
-+ NaF
2dg..| . -+ [0 ou =|0 ou |0 ou =+ - 0 0 0
et ret | et ret. | et ret.
Ret. = Retard.

'
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Il est intéressant de noter que le fluorure de calcium n’est pas
toxique pour les levures. -

5. Cinquiéme série d’expériences : aclion de vitamines el de subs-
tances diverses. - A. L'aneurine a la dose de 2 mg. semble favori-
ser I'assimilation de P'acide succinique, de l'acide citrique, de
I'acide pyruvique, de I'urée, du sulfate d’ammonium, et les zona-
tions sont d’apparition plus précoce que sur un témoin. L’aneurine
semble: agir sur la décarboxylation du général (sauf de I'histidine,
comme nous avons pu nous en assurer avec une autre souche de
Candida krusei, assimilant ['histidine) et sur la carboxylation de
Pammoniaque. Ces résultats intéressants nécessitent une vérifica-
tion rigoureuse par la méthode micromanométrique de Warburg.
On peut d’ailleurs aussi envisager qu’une assimilation accrue des
hexoses peut favoriser assimilation de l'urée et du sulfate d’am-
monium, sans que l'aneurine intervienne directement dans la
décarboxylation et la carboxylation de ces derniéres substances,

Quoi qu’il en soit, au point de vue pratique, 'addition d’aneurine
permetira toujours d’obtenir des auxanogrammes particulierement
nets, et en particulier de I'urée pour des levures dont on veut
déterminer le genre ou I'espéce par celte méthode, et il semble que
si pour la détermination des levures, auxanogramme de 1'urée ne
donne pas toujours des résultats précis, cela tient moins aux varia-
tions du pH, par le fait de I'assimilation de I'urée, qu’a I'insuffi-
sance d’un facteur de croissance convenable.’

B. L’amide de Uacide nicotinique, 4 la dose de 5 centigr. pour
20 cm® de’ gélose glycosée-peptonée, présente :

— en l'absence de phosphates, une action plutot inhibitrice sauf
sur I'acide succinique ;

— en présence de phosphates, une action stimulante nette sur
I'assimilation des substances azotées étudiées et de l'acide succini-
que ; cette action stimulante augmente avec la quantité de phos-
phates ajoutés.

C'est I'inverse de I'aneurine dont Iaction parait relativement
indépendante de la quantité¢ de phosphates additionnés au milieu.

RESUME ET CONCLUSIONS
1 Conclusions quant a la valeur des méthodes de diffusion en
gélose pour U'étude de la physiologie des microorganismes :

Elles présentent les avantages suivants :
—- application trés facile ;
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— elles assurent une répartition dégressive de la substance difTu-
sanle et permettent d’étudier son action pour des concentrations
trés différentes sur une méme préparation ;

— il n’y a pas de contact brusque des microorganismes avec un
exces de substance dont on veut éprouver 'action ;

— les résultats sont visible§, photographiables, facilement compa-
rables entre eux. '

On doit faire les réserves suivantes a leur sujet :

il est pratiquement impossible de partiv d’un milieu gélosé
absolument synthétique, en raison des impuretés qui continuent a
élre retenues par adsorption sur la gélose, et 'on ne saurail consi-
dérer comme négligeable I'intervention des oligoé¢léments pour I'in-
lerprétation des résultats. Il faut done vérifier par un grand nombre
d’expériences les résultats obtenus ;

— les méthodes de diffusion n’ont pas unx valeur quantitative
comparable a celle des méthodes de dilution, méthode néphélométri-
que, méthode micromanométrique de Warburg.

Sous ces dernié¢res réserves, leur champ d’application demeure
illimité.

2° Conclusion quant aux résullals obtenus.

Ils nous paraissent particuliérement intéressants quand ils se
apportent & I'action de diverses substances sur la desmolyse, On
peut, par la méthode de Beijerinck voir et méme photographier la
respiration d'un microorganisme cellulaire, et étudier 'action d’une
substance donnée sur cette respiration ; elle est un complément de
la méthode micr()manométrique de Warburg qui n’apprécie pas un
développement cellulaire, mais mesure un dégagement de gaz carbo-
nique ou une absorption d’oxygeéne, ces derniers ¢léments ne repré-
sentant que partiellement le devenir du substrat

Une premiére constatation est qu'une méme substance peul agir
suivant sa concentration comme facteur de croissance ou comme
inhibiteur ; c¢’est notamment le cas du fluorure de sodium, comme
si, & de faibles concentrations, il libérait 'action diastasique de cer-
taines entraves ; I'un des grands sujets de la physiologie moderne
est I’étude du déclanchement et de la régulation des actions diasta-
siques et d’autres catalyseurs dans leurs rapports notamment avec
les oligoéléments.

Un second ordre de faits, déja bien établis par Schopfer, au cours
d’expériences qui restent un modele de précision, c’est le grand nom-
bre de facteurs de croissance dont les uns sont des substances ren-
contrées normalement dans la nature, tandis que d’autres sont des
facteurs tout a fait occasionnels, acecidentels méme, dont le méca-
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nisme d’action n’est facile a établir que si elle s’exerce sur des orga-
nismes unicellulaires.

Un troisiéme ordre de faits, qui prouve bien lintervention sur la
régulation diastasique est I’action antibiotique de la lactoflavine &
’égard de certaines levures et d’'un grand nombre de champignons.

Cette action anti-biotique est bien une action spécifiqué parce que
sélective en s’exercant pour un potentiel d’oxydo-réduction bien dé-
terminé pour un pH donné ; et parce que sélective, elle montre ses
effets déja pour des concentrations minimes de 'ordre du 1/30.000°
par exemple.

Déja, Wurmser avait établi I'importance des potentiels d ‘oxydo-
réduction des systémes biologiques.

Lutz, par la méthode des indicateurs colorés, a montré la valeur
catalytique ou anti-catalytique de diverses substances, notam-
ment des anti-oxygenes, chez des basidiomycétes.

Fildes, Hotchkiss pensaient que la pénicilline agissait comme un
anti-catalytique sur la respiration des microorganismes.

La comparaison de la formule chimique de la pénicilline (Robin-
son) et de P'aneurine montre qu’elles présentent, I'une et l'autre,
un groupement thiazolique, fragment thiazolique qui, transporteur
d’électrons, vibre de I’état oxydé a I’état réduit dans la cocarboxy-
lase. :

D’autre part, il est des parentés chimiques entre la lactoflayine et
d’autres substances chimiques électroactives et dont certaines pré-
sentent des leuco-dérivés : pyocyanine, chlororaphine, iodinine,
dérivés anthraquinoniques, colorants thiaziniques, colorants oxazi-
niques.

Mais la ne s"arréteront pas les résultats obtenus par les méthodes
de Heatley et de Beijerinck ; elles pourront éclairer le probleme de
nombreux antagonismes ou synergies des organismes unicellu-
laires en en révélant la ou les causes, et fournir des données nou-
velles sur la décarboxylation de T’histidine, sur des réactions biolo-
giques ou humorales, sur I'action des antiseptiques, des toxiques
vrais, des toxines, ete...
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