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DISSOCIATION MICROBIENNE DES BACILLES
FLUORESCENTS ET PRODUCTION EXPERI-

MENTALE DE CES .VARIATIONS.

PAR E. LAGRANGE, M.D., D.T.M.

Bacteriologiste, Conseil Sanitaire Maritime et Quarantenaire, Alexandrie.

DANS trois courtes notes, j'ai decrit precedemment des variations tres par-
ticulieres que presentent certaines souches de bacilles fluorescents, et j'ai
montre comment on peut arriver a les reproduire in vitro dans des conditions
determinees. Je compte reprendre ici cet expose des faits et des considerations
theoriques qui en decoulent.

Voici une observation type.
Un bacille fluorescent possede les caracteres habituels de son espece, mais

sur gelose saccharosee, il presente apres quelques jours un enduit gommeux
epais, sur lequel apparaissent en relief quelques gros points vitreux et trans-
lucides.

Croyant a une contamination, je repete les isolements par colonies isolees et
constate que d'une facon continue mais sur gelose saccharosee seulement,
quelques colonies isolees produisent des papilles. En faisant les prelevements
minimes et en diluant en bouillon, on arrive, apres quelques passages, a, isoler
trois types de colonies:

(1°) des colonies non gommeuses;
(2°) des colonies gommeuses grises;
(3°) des colonies gommeuses vitreuses et transparentes.
Au bout d'un petit nombre de passages, la premiere categorie disparait; les

deuxieme et troisieme categories qui se reproduisaient greffees sur une autre
colonie et non isolees arrivent a pousser isolees.

A ce moment, la souche presente des colonies donnant toutes de la gomme
sur gelose saccharosee, les colonies vitreuses apparaissant tantot isolees, tantot
grefEees sur les colonies grises comme une papille.

Cette differentiation demande chaque fois au moins 48 heures pour les
colonies isolees, mais les papilles apparaissent jusqu'a huit jours apres.

Si on repique l'un ou l'autre type de ces colonies en bouillon, on obtient
regulierement sur gelose saccharosee, un melange de colonies grises et vitreuses,
qui, repiquees isolement en bouillon, entretiennent indenniment le melange des
deux types.

Au contraire, si on poursuit en milieu solide les repiquages par colonies
isolees, les colonies vitreuses arrivent progressivement a donner une descen-
dance homogene de colonies vitreuses sans colonies grises. Ces deux colonies
difierent, non seulement par leurs caracteres optiques, mais aussi par des
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134 Dissociation Microbienne
caracteres biochimiques. Le repiquage sur gelatine saccharosee montre que
les colonies vitreuses obtenues a partir d'un bacille fluorescent liquefiant ne
liquefient plus ce milieu, alors que les colonies grises le liquefient.

Les premieres ne digerent pas le lait (ceci dans le cas d'une dissociation
stable), donnent une reaction acide au milieu saccharose et produisent peu ou
pas de pigment.

Tantot d'une facon transitoire, tantot d'une facon definitive, il est arrive
que la propriete de produire de la gomme sur saccharose disparut brusquement.

Ces faits peu vent se caracteriser en resumer comme suit:
(1°) A chaque generation (si on peut appeler ainsi chaque repiquage par

colonies isolees) la colonie-mere donne a partir d'un certain stade deux types
de colonies-filles dont les descendants sont a. leur tour de deux types differents.

(2°) Si cet equilibre instable—qui rappelle les variations mendeliennes avec
quelques reserves—se perpetue indefiniment en passant par milieu liquide, il
subit, en milieu solide, une evolution progressive qui aboutit a une souche
homogene, parfaitement stable au point de vue de la fixite de ses caracteres et
differant de son point de depart a la fois au point de vue proteolytique,
saccharolytique et chromogene, c'est-a-dire ayant un metabolisme totalement
different.

Un heureux hasard m'a fait trouver dans la biere indigene d'^gypte (la
bouza) dont une etude bacteriologique sera publiee sous peu, un grand nombre
de souches de bacilles fluorescents, dont la plupart presentent les variations
precedentes. Mais tandis que les deux souches rencontrees ailleurs ont pre-
sente revolution precedemment decrite a peu pres entierement, et s'etendant
sur plusieurs mois d'observation, celles-ci etaient au stade terminal de cette
evolution ou tout pres d'y parvenir, ce qui prouve que cette evolution est un
processus naturel.

A signaler que sur les souches ne provenant pas de la bouza, il s'est produit
a differentes reprises des variations macroscopiques des colonies, ne s'accom-
pagnant d'aucune variation biochimique et transmissibles en serie pure sans
dissociation1.

Cette description est susceptible de variations de detail, d'apres les diverses
souches observees dans les conditions naturelles ou artificielles.

* *
Apres avoir vainement cherche a, communiquer ces anomalies d'une souche

a une autre normale (car elles semblent bien fixees a la cellule microbienne
elle-meme), apres avoir vainement cherche a, isoler des colonies variables un
principe filtrant causant ces variations, j 'ai eu l'idee de voir si le bacteriophage
n'etait pas susceptible de provoquer le meme phenomene.

1 M. Schoen (1912) de l'lnstitut Pasteur a bien voulu examiner de plus pres la nature de cette
gomme. Elle fournit par hydrolyse du levulose pur. Ces bacilles se comportent done, au point de
vue de la formation de la gomme, comme le Gommobacter decrit par Fernbach et Schoen, c'est-a-
dire que cette gomme ne prend naissance que dans des milieux saccharoses; ni en presence de glucose
ni en presence de levulose, ni en presence de saccharose interverti au prealable, le microorganisme
ne produit de gomme. {CE. de VAcad. des Sc. 155, 54.)
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Or, a part trois cas, ou sont apparues des plages punctiformes, a peine
visibles a l'ceil nu et non transmissibles d'une facon reguliere, je n'ai pas
rencontre de bacteriophage ayant une action lytique sur les bacilles fluore-
scents.

Mais s'il ne detruit pas ces germes, le bacteriophage a cependant d'une facon
tres nette le pouvoir de les transformer1.

Ces transformations peuvent se caracteriser comme suit:
(1°) Elles sont toujours irregulieres: le meme bacteriophage operant dans

des conditions identiques et simultanees agit sur telle souche et est indifferent
vis-a-vis de telle autre: il peut produire des variations d'un type chez une
souche et d'autres de type tres different chez une autre.

(2°) Dans certains cas, il produit simplement des colonies macrosco-
piquement differentes, notamment plissees comme un B. mesentericus ou
chagrinees comme un B. anthracis. Les germes de ces colonies sont en tous
points identiques aux precedents; par repiquages successifs en milieux solides,
on obtient une souche homogene mais non stable; en milieu liquide on main-
tient plus ou moins longtemps le melange des deux types de colonies. Ces
variations affectent done tres legerement l'element cellulaire. Elles peuvent
s'obtenir par simple vieillissement des cultures, mais irregulierement.

(3°) Dans d'autres cas, la souche mise en contact avec le bacteriophage se
dissocie en deux ou plusieurs colonies differant tantot par leur aspect macro-
scopique seul, tantot en meme temps par leurs caracteres biochimiques, et
leurs descendants sont stables: par exemple, aux depens d'un bacille fluore-
scent non liquefiant, se produiront des colonies liquefiantes avec halo, d'autres
non liquefiantes plissees, et les deux produisent une descendance stable et sans
melange.

(4°) Enfin, le bacteriophage reproduit parfois les variations particulieres
signalees plus haut sur saccharose; elles apparaissent au debut de leur evolu-
tion et la suivent en se dissociant pendant plusieurs generations, de la maniere
decrite plus haut.

(5°) Le bacteriophage disparait, tout au moins a l'etat libre, une fois la
variation operee, et celle-ci demeure hereditairement.

II est a remarquer qu'il y a un optimum de duree pour le contact du
bacteriophage en milieu liquide, soit 24 heures, et generalement un optimum
d'activite qui se declare parfois avec l'attenuation par chauffage du bacterio-
phage.

Le plus souvent toutefois, il est impossible de reproduire a, coup sur des
variations identiques, meme dans des conditions apparemment identiques.

***
On connait depuis longtemps les mutations produites sur des colonies

secondaires par le bacteriophage. II semble que cet agent detruise certains
1 Voici la technique employee. Une colonie parfaitement isolee est ensemencee en bouillon et

additionnee d'une goutte de bacteriophage. Apres 24 heures a 25° C. (les fluorescents ne poussent
generalement pas a 37°) on repique sur le milieu solide choisi.
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germes et empeche temporairement la multiplication de quelques autres.
Quand ceux-ci recommencent a se reproduire, ils manifestent des proprieties
nouvelles. Jamais toutefois, on n'avait signale la production par le bacterio-
phage de variations reversibles se reprodnisant a, chaque generation comme
ci-dessus.

La litterature des phenomenes analogues observes a l'etat naturel est moins
abondante et moins connue, bien que plus ancienne. Elle remonte surtout a,
Neisser (1906) qui etudia le premier le B. coli mutabile; son etude fut
reprise par nombre d'auteurs et etendue a, d'autres especes, notamment les
bacilles typhiques et dysenteriques. Les descriptions en sont generale-
ment assez compliquees, mais les faits le sont encore davantage, et tout
expose en est forcement schematique a moins d'etre diffus et presque
incomprehensible.

La terminologie est egalement assez peu precise. On a beaucoup discute
s'il convenait de parler de variations ou de mutations; Arkwright a propose le
nom de "microbic dissociation" pour un phenomene (production de colonies
R et S) qui se rapproche certainement beaucoup de ceJui-ci. Cette appellation
parait convenir parfaitement a, cette separation continue des colonies a partir
d'un meme ascendant; mais, recemment, P. Hadley a englobe sous le meme
nom des variations tres diverses, ce qui ote au terme de " dissociation micro-
bienne" une grande partie de son interet. Appelons done provisoirement
"dissociations microbiennes" sensu stricto les phenomenes ressemblant a. ceux
que Neisser a signale un des premiers. Que ce soit sur rhamnose, sur dulcite,
lactose ou saccharose ou sur milieu monochloracetique, il existe pour chaque
espece un (ou un petit nombre) reactif qui permet leur mise en evidence. En
son absence, la dissociation disparait.

Les explications de ce phenomene n'ont pas manque: il peut etre interessant
de resumer et d'apprecier les principales. Neisser s'est abstenu de toute
explication, le fait lui paraissant suffisamment remarquable. Son travail fut
tres discute, ainsi que la question de savoir s'il convenait de parler de variations
ou de mutations. II me semble, comme il a ete dit plus haut, que le mot muta-
tion est trop precis. D'ailleurs," mutation " veut dire avant tout" fait nouveau "
et jusqu'a, present on ne savait pas qu'il y eut fait nouveau. II y a plutot une
irregularite continue et se reproduisant en serie.

R. Miiller, dont le travail est des plus remarquables, s'est inspire de la
phraseologie d'Ehrlich pour traduire en langage chimique la specificite du
reactif necessaire a l'apparition du phenomene.

Beaucoup plus recemment, F. J. Stewart a eu recours aux theories de
l'hybridation: il suppose que les microbes se conjuguent et qu'a un moment
donne deux germes differents venant a, se conjuguer il en resulte des hybrides;
bien que tres elegante, cette theorie ne nous explique pas grand'chose au prix
des hypotheses qu'elle necessite. Nous ne savons rien de positif sur la sexualite
des microbes; pourquoi a un moment donne se scindent-ils de fa§on a, donner
des cellules-filles inegales; si cela est (on ne nous dit pas pourquoi), comment
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expliquer les groupements des hybrides microscopiques de facon a, reproduire
les images qui figurent dans les colonies macroscopiques.

Recemment, P. Hadley a cherche a, rapprocher le phenomene decouvert
par Neisser et la bacteriophagie en les declarant equivalents. Mais il a etendu
la comparaison a, toutes sortes de faits tres disparates et sa conception du
bacteriophage est des plus extraordinaires; il en resulte une extreme con-
fusion. II semble d'ailleurs ignorer ce fait fondamental que la bacteriophagie
se transmet par filtrats, ce qui n'est pas le cas pour les dissociations micro-
biennes. L'argument nouveau que j'ai apporte de la production du phenomene
de Neisser par reaction du bacteriophage in vitro renverse cette comparaison1.

Sans vouloir tenter l'explication d'un phenomene aussi exceptionnel dans
la biologie, il est interessant pour l'interpreter, de les rapprocher d'autres
phe'nomenes analogues, a, savoir les tumeurs malignes.

On a depuis longtemps compare la bacteriophagie au sarcome de Rous et
a, nombre de maladies a, virus filtrants des plantes et des animaux. Dans tous
ces cas, une variation cellulaire est transmise par un agent filtrant; le processus
est contagieux et 1'agent pathogene se multiplie au contact d'une cellule.

S'il est permis de comparer l'action directe du bacteriophage au sarcome de
Rous, il me semble legitime de mettre en parallele l'action indirecte du bac-
teriophage que j'ai observee sur les bacilles fluorescents avec le cancer experi-
mental des mammiferes. Dans le cancer du goudron de la souris, par exemple,
il n'existe pas d'agent filtrant; 1'agent causal ne se multiplie pas et s'elimine,
mais la lesion cellulaire tres variable (hyperkeratose, papillome et neoplasme,
qui peuvent voisiner cote a cote) persiste et se transmet hereditairement, non
seulement de cellule tumorale a. cellule tumorale, mais meme, a, la faveur de la
greffe, chez toute une serie d'individus, perturbant plus ou moins les fonctions
essentielles des cellules atteintes, et creant une vitiation hereditaire. C'est de
la meme maniere qu'agit ici le bacteriophage. Par un contact momentane avec
des elements microbiens, il provoque une perturbation plus ou moins complete
des fonctions cellulaires qui peut aller dans le cas de dissociation microbienne
sur saccharose jusqu'a, un trouble considerable du metabolisme, portant sur
les pouvoirs proteolytique, saccharolytique et chromogene, et sur l'he'redite.
Le processus n'est pas contagieux, la cellule atteinte par un action indirecte
du bacteriophage gardant jalousement sa " maladie " fixee.

Primitivement greffees sur des colonies normales, ces colonies anormales
peuvent ensuite s'isoler et acquerir leur independance au point de ressembler
a, une espece nouvelle.

Des experiences en cours permettent d'envisager la generalisation de cette
conception a, d'autres especes microbiennes.

1 Poursuivant des etudes analogues sur les bacilles du groupe Eberthus nous trouvons actuelle-
ment des bacilles typhiques et dysenteriques qui donnent sur rhamnose des plages filtrantes pro-
duites par le bacteriophage et des papilles non filtrantes existant sur les souches ultrasteriles,
cflte a cote—fait qu'il sera difficile d'expliquer avec les theories d'Hadley.

Journ. of Hyg. xxvrn 10
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RESUME.

1. Les bacilles fluorescents presentent en milieu saccharose des variations
analogues a celles que Neisser a signalees sur lactose chez le B. coli mutabile,
consistant en colonies gommeuses et vitreuses, se produisant de facon par-
ticuliere et evoluant vers un type homogene different du point de depart.

2. Le bacteriophage peut provoquer l'apparition du meme fait chez des
bacilles fluorescents normaux.

3. Cette viciation hereditaire inherente a, la cellule, une fois produite,
semble etre du meme ordre que le cancer experimental des mammif eres produit
par l'action a distance du goudron ou d'un autre irritant.
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