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La lecture de ce tableau nous montre que ce sont les efTets

anticholinergiques qui predominent d'une part et que 1'action

antihistaminique ne se montre guere que pour les organes
detaches ä part l'atebrine qui est active sur la pression. Les

vertus antiadrenaliniques sont modestes et disseminees [1 ä 3.]

1. Beck, I. T., These de la Faculte de medecine de Geneve n° 1944,
1949.

2. Seniow, St., Thfese de la Faculte de medecine de Geneve, n° 1964,
1950.

3. Sokolow, J., These de la Faculte de medecine de Geneve, n° 2014,
1951.

Universite de Geneve.
Institut de Therapeulique.

Fernand Chodat. — Procede chromatographique rapide pour
Vanalyse des pigments de Pseudomonas fluorescens Flugge-
Migula.

Les variations de la pigmentation de Pseudomonas

fluorescens Flugge-Migula, dues ä des causes cycliques et genetiques,
ont fait Tobjet de diverses publications dans notre laboratoire
[1-4]. Nous avons developpe ä cette occasion une technique fort
simple d'analyse chromatographique dont voici Tessentiel:

Donnees classiques.

Ce microbe secrete dans divers milieux de culture un melange
de pigments, remarquable par sa fluorescence verte. La
complexity de ce melange et les efforts faits pour en separer et
identifier les composantes ont ete relates recemment dans

Tetude de notre collaborateur P. Wolf [4], Par fractionnement
sur colonne d'adsorption, Giral [5] a separe deux constituants:
une substance I retenue sous forme d'un anneau rouge situe a

la partie superieure de la colonne de franconite et sable fin.

Repris par l'eau, ce pigment accuse une couleur jaune et une
fluorescence bleue. Sa nature chimique n'a pas, jusqu'ä present,
ete elucidee. L'elution par de la pyridine ä 80% de la portion
inferieure ä Tanneau rouge, fournit une substance II, egalement
hydrosoluble, de couleur jaune vert et de fluorescence vert bleu.
Cette composante II ressemble par ses proprietes physiques et
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chimiques aux flavines d'une part et aux pterines de l'autre.
Le spectre d'absorption du pigment bacterien a permis encore
de le rapprocher de certaines molecules rencontrees dans les

ailes de Papillons (leucopterine), les ecailles de Poissons

(ichtyopterines) et d'un pigment isole par Gourewitch [6] des

yeux de la Carpe. La connaissance chimique de cette compo-
sante II est encore imparfaite: des analyses precises ont ete

faites sur un melange Les separations proposees par Giral,
puis plus tard par Turfttt [7] adsorption, elution, electro-

dialyse, ne se pretent pas aux besoins du microbiologiste desi-

reux de connaitre, pour commencer, l'histoire naturelle de ces

deux substances.

Procede chromatographique.

Une goutte du liquide de culture, deposee au moyen d'une

pipette au centre d'un disque de papier ä filtrer sec, diffuse

instantanement. Cette tache est, en regle generale, incolore ä

la lumiere du jour en raison de la faible quantite de pigments
apportee, surtout quand elle a ete faite avec le liquide d'une

culture jeune ou celui d'un milieu peu propice ä la chromo-

genese.
Examine en lumiere ultra-violette, le papier revele alors un

disque fluorescent homogene ou heterogene. Des divers papiers

essayes, nous avons retenu celui qui presentait une texture
serree: marque ruban bleu n° 589, diametre 5,5 cm, Louis

Schleifler, Feldmeilen, Zurich.
Un liquide de culture de teinte vert jaune ä la lumiere du

jour, fournit un disque central de fluorescence bleu-verdätre
borde d'un anneau ä double contour bien defini de fluorescence

variant, selon la goutte, du jaune brique au rouge orange. Le

diametre de la tache depend du volume de la goutte; la largeur
de la couronne marginale, ainsi que les teintes revelees, sont
liees a la qualite du melange de pigments. Les figures fournies

par les milieux de culture synthetiques sont nettes mais de

teintes discretes; celles donnees par le bouillon de viande, sont

fulgurantes et aureolees de jaune vif. Des epreuves temoins
assurent que les milieux steriles ne sont pour rien dans ces

fluorescences.
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Les taches peuvent etre observees k l'etat frais, c'est-ä-dire
encore humides, ou ä l'etat sec. Dans ce dernier cas, on procede
k Yepreuve du mouillage lateral. Elle consiste ä deposer une

goutte d'eau distillee sur le papier seche ä une petite distance,
ä l'exterieur de la couronne. Diffusant dans le papier, l'eau
atteint l'anneau marginal sec et provoque ä son arrivee la
redissolution du pigment adsorbe; ce dernier diffuse ä nouveau
et forme une tache secondaire, irreguliere et situee k cheval

sur la peripherie du disque initial. L'anneau, de fluorescence

rouge orange ä l'etat sec, accuse aussitöt dans sa zone mouillee
et dans la tache secondaire, une fluorescence qui varie, selon

la goutte, du jaune päle au jaune vif. Pendant ce temps, l'eau
franchit la couronne, rencontre le disque central sec et y
determine des effets analogues ä ceux decrits pour l'anneau
marginal. Bientöt les teintes du centre et du bord se confondent
et l'observation utile prend fin. Elle est done destinee k enre-
gistrer, ä l'etat humide, la teinte fluorescente du pigment
localise dans la couronne.

L'epreuve du decoupage complete celle du mouillage: on

decoupe k la lumiere ultra-violette la couronne d'un papier
seche, en prenant soin de negliger la portion contigue au disque
central. Un morceau de ce dernier est isole avec les memes

precautions. Chacun des fragments est alors pose au centre
d'un papier ä filtrer vierge. Le mouillage lateral d'un fragment
de couronne donne lieu ä la diffusion d'un pigment unique de

fluorescence jaune. Le mouillage lateral d'un fragment du

disque central, de fluorescence vert bleu ä l'etat sec, donne
naissance k une tache secondaire de fluorescence bleue qui
s'acheve par l'apparition d'une marge de fluorescence jaune ä

jaune orange. Tout se passe done comme si la fluorescence

verte du disque central etait due ä la superposition d'un
pigment predominant bleu et d'un pigment adjoint jaune. La
diffusibilite dans le papier humide du pigment jaune etant plus
grande que celle du pigment bleu, le jaune peut s'isoler ä l'etat
pur dans la couronne, alors que le disque central demeure, dans

la plupart des cas, mixte au point de vue pigmentaire.
L'existence et la separation de deux pigments, Tun ä

fluorescence bleue, l'autre k fluorescence jaune, sont done etablies



SEANCE DU 17 MAI 1951 191

avec simplicity par notre precede chromatographique. L'inexis-
tence d'une substance ä fluorescence verte en decoule.

Assimilant ensuite, pour des raisons qui seront enumerees

plus loin, le pigment marginal de fluorescence jaune k la

composante II de Giral, nous avons alors institue Vepreuve de

freinage: un papier est impregne au prealable par de la pyridine,
puis seche. La tache fournie par une goutte de culture de

couleur vert jaune, donne un disque sans couronne ou avec une

couronne ä peine perceptible. La pyridine, qui est l'eluant de

choix de la composante II de Giral, retient le pigment jaune,
c'est-a-dire ne lui permet pas de diffuser k la vitesse qu'il a

normalement sur le papier non pyridine. La tache, en presence
de pyridine, fournit un disque homogene de fluorescence

vert bleu, tandis que le temoin dessine au bout de quelques
secondes sur le papier non pyridine un anneau marginal
jaune net.

En milieu acide (HCl), le pigment central de fluorescence

bleue vire et prend une fluorescence qui va du jaune vif a l'or
selon la concentration du pigment. Un papier primitivement
diehrome en milieu neutre, devient homochrome apres
acidification. Le jaune d'or du disque central se confond avec la
teinte marginale jaune k jaune orange. Le pigment marginal ne
modifie pas sa fluorescence sous l'effet de l'acide.

L'hydrosulfite reduit par contre le pigment jaune mais

epargne le pigment bleu.
II faut encore signaler la photolabilite de la substance fluo-

rescente jaune: en quinze minutes elle se degrade sous l'in-
fluence des rayons U-V. Cette decoloration par les rayons se

retrouve d'ailleurs dans les cultures ä virescence passagere et

explique les recommandations empiriques de la bacteriologie:

pour avoir une culture de Pseudomonas fluorescens Flugge-
Migula plus verte, la cultiver k l'abri de la lumiere.

Nos resultats concordent dans une large mesure avec les

donnees classiques: le pigment bleu est la composante I de

Giral et le pigment jaune sa composante II. Par contre, Giral
parle encore d'une fluorescence verte pour sa composante II.
Cette teinte est pour nous le resultat d'une separation insuffi-
sante des deux principes bleu et jaune. Les techniques utilisees
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par Giral ne lui ont sans doute pas permis de purifier complete-
ment la composante I.

Ajoutons enfin, que des experiences qui seront relatees

ailleurs, nous autorisent ä dire que le pigment bleu est le premier
forme et que la virescence resulte de l'apparition progressive
et plus tardive du pigment jaune. Par les proprietes suivantes:

adsorption en milieu acide sur la franconite, elution par la

pyridine, fluorescence, reductibility; par l'hydrosulfite, photo-
labilite, spectre d'absorption, le pigment jaune s'apparente aux
molecules ä noyau iso-alloxasique (flavines) d'une part, et de

l'autre aux molecules ä noyau semi-alloxasique (pterines).
La virescence, propriete genetique tres labile dans l'espece

linneenne Pseudomonas fluorescens Flugge-Migula, depend done

essentiellement de la presence et du fonctionnement des

enzymes de Synthese du pigment j aune d'affinite flavino-pterinique.
Je remercie le Dr N. Wassilieff pour l'assistance qu'elle m'a

accordee au cours de cette recherche.
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