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minuscules ont apparu  (fig. a). Leur disposition spatiale 'molntre
selles correspondent exactement ‘aux grosses cqlonies_ de la réplique.
if s'agit donc la de (‘19nes l'c'sis{ants', qui ont ét_e partlcllcmenlt trans-
ferés sur la réplique. ils y ont formé des colonles. pl.u:s. \'()Igmmeuse's,
sans doute parce qu’elles dérivent non pas d’un individu isolé, mais
~pune microcolonic largement transplantée, )

 De [aif, treize colonies ainsi développées sur deux boiles originales,
e méme que les tr'-cize € grosses » (‘ol_oni‘es: (-.orrespondanles des
pépliques, ont fourni dcs‘ suhcu]t'm‘es qu‘l.l(,)lera1e11t 1.000 y/ml de
slreptomycine (concentration maximale utilisée).

Inversement, quinze <« petites » colonies, prélevées dans les ré-
pliques des aires de diffusion, ont fourni des subcultures dont une
folérait la streptomycine 4 1.000 v/ml, une a 100 y/ml, (lem‘{ a 10 y/ml
-([uatl‘e a 1 y/ml Sept autres refusaient de croitre en présence d’un
- y/ml d’antibiotique.

- I1 n’est pas étonnant qu'une colonie résistante, observée sur Ia
réplique, n’ait pas nécessairement sa contre-partie sur la boite origi-
~nale. En effet, elle peut dériver d’un individu résistant isolé, ou d’un
microclone dont la totalité a été transférée. D’ailleurs, il faut signaler
~que le développement de colonies résistantes dans les zones de diffu-
sion des boites originales, loin d’étre constant est, au contraire, plutot
- exceptionnel, en tout cas avec les souches utilisées, dans les limites
~ de temps de nos observations, et avee la densité d’inoculat choisie.
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Conclusions. — 1°) Les germes (ui survivent dans les aires de diffu-
- sion de la streptomycine sont de deux types au moins.

- 2°) Les uns, plus nombreux, pleinement sensibles a Pantibiotique,
- ne peuvenl étre considérés que comme des « persisters », analogues
- & ceux que l'on connait pour la pénicilline.

- 37°) Les autres, plus rares, résistants, parfois capables de se déve-
~ lopper en colonic visible dans la zone d’inhibition elle-méme, sont
sans doule des mutants, qui préexistaient dans Pinoculat et que anti-
- biotique a simplement sélectionnés,
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Concentration et purification des principes bactériolytiques
de l'actinomycétine par chromatographie sur corps microbiens.

Nole de JEAN-MARIE (FHUYSEN,

. P e A " ¥ T o
'S perles avec streptomycine presentee par Mavrice WELSCH.
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En introduisant d'épaisses suspensions microbiennes dans une
(uantité donnée d’actinomycétine (17), maintenue a 2° pour éviter
la bactériolyse, nous avons montré que les principes colilytique et

(1) M. Welsch, €. R. Soc. Biol., 1937. t. 126, p. 244 : J. Recter., 1947,
L3530 n. 101 5 Reo. belge pathol. Méd. expérim., 1947, t. 18, suppl. 2.
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staphylolytique (2" a 6") peuvent étre adsorbés sur les corps micro-
biens (7*). Escherichia coli et Micrococcus pyogenes aureus adsorbent,
I'un et Pautre, ces deux agents lytiques ; mais leur capacité d’adsorp_
tion est toujours plus grande pour le principe homologue. L’adsorption
est particuliérement efficace si elle est réalisée 4 un pH voisin de 9
et a force ionique faible. L’élution, réalisable cnsuite par solution
saline, permet d’obtenir les principes lytiques concentrés et, dans
une certaine mesure, purifiés,

Dans la présente note, le mécanisme de cette adsorption est étudié
de fagon plus précise, en utilisant une technique analogue a celle de
la chromatographie,

Méthodes. — Les corps microbiens (cultures de 18 heures sur gélose
nutritive), lavés et chauffés (3 minutes 4 100°, ou 1 minute a 120°, ou
15 minutes & 75°), sont dispersés et fixés sur un support inerte (sable
Baker). Dans ce but, une épaisse suspension bactérienne en eau dis-
tillée (dont la teneur en « poids sec » est déterminée par ailleurs) est
versée sur une quantité donnée de sable. Aprés homogénéisation au
mortier, la pate est étendue en couche mince et séchée, d’abord dans
un courant d’air (5 a 6 heures), puis a I'étuve a 45° (12 heures). Ce
matériel adsorbant est alors introduit, par petites portions, dans une
colonne de verre contenant une solution de NaCl &4 5 % en tampon
glycine-NaOH de pH 9. Aprés lavage de la colonne an moyen de ce
liquide d’abord, d’eau distillée ensuite, on y fait lentement passer,
4 2°, une quantité déterminée d’actinomycétine concentrée, dialysée
et tamponnée (pH : 9 ; n : 0,05).

Des fractions aliquotes successives sonl séparément recueillies et
Pon dose, dans chacune d’clles, les activités colilytique (8*) et staphy-
lolytique (97). Nous avons utilisé des colonnes d’E. coli, de staphylo-
coques ct d’'un mélange 4 parties égales de ces deux microorganismes,

Résultats expérimentaux. — 1) Quarante ml d’une actinomycétine
titrant 1320 unités colilytiques/ml et 530 unités staphylolytiques/ml
ont été chromatographiés sur une colonne de 25 g de sable portant
50 mg de corps microbiens. A partir des titres mesurés pour chacune
des fractions successivement recueillies, nous avons établi 1a relation
existant entre le nombre d’unités adsorbées par mg de corps micro-
biens (q) et le nombre d’unités restant par ml de phase liquide en
équilibre avec I'adsorbant (c). ¢

a) ‘Que I’adsorbant soit E. coli, le staphylocoque ou un mélange de

ces deux germes (fig. 1), 'équation d’adsorption du principe colily-
tique est de la forme : q = k.cn ; ol Pexposant n — qui traduit ’état

(2%) L. Bergamini, J-M. Ghuysen el M. Welseh, €. R. Soe. Biol., 1954,
t. 148, p. 733.

(3*) J.-M. Ghuysen, C. R. Soc. Biol., 1953, t. 147, p. 1502 ; 1954, t. 148,
p- 729 ; Arch. intern. Physiol., 1953, t. 61, p. 259.

(4*) J.-M. Ghuysen et M. Welsch, 6° Congr. infern. Microbiol., Rome, 1953,
Rés. comm., t. 2, p. 174 ; J. Gener. Microbiol., 1952, t. 7, p. i.v.

(6*) M. Welsch, €. R. Sec. Biol,, 1954, t. 148, p. G04.

(6*) M. Welsch et J.-M. Ghuysen, C. R. Soc. Biol., 1953, t. 147, p. 1659.

(7*) J.-M. Ghuysen, €. R. Soc. Biol., 1952, t. 146, p. 1812,

(8*) M. Welsch, C. R. Soc. Biol., 1938, t. 128, pp. 795, 799 et 1172.

(9*) J.-M. Ghuysen, €. R. Soc. Biol., 1952, t. 146, p. 1268.
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de saturation de l'adsorbant — est supérieur a l'unité (= 1,145) et
indépendant de la nature du substrat. La plus grande efficacité
d'adsorption que manifeste E. coli se traduit uniquement par une
valeur plus élevée du coefficient k (ki = 0,204 avec E. coli ; 0,076 avec
M. pyogenes ; 0,126 avec le mélange des deux bactéries). Les valeurs
de ce dernier montrent qu'un mg d’E. coli posséde la méme capacité
d’adsorption pour le principe colilytique que 3 mg environ de staphy-
locoques,
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Figure 1. — Adsorption du principe colilytique.
En abscisses : logarithme de la concentration de Dlagent lytique (u/ml)
dans la phase aqucuse.
En ordonnées : logarithme de la quantité d’agent lytique adsorbée (u/mg
corps bactériens).
Nature de I’adsorbant : cercles blanes : E. coli ; cercles avee croix : M. pyo-
genes aurens ; cercles noirs @ mélange des deux germes.

b) Les caractéres de Padsorption du  principe staphylolylique
(fig. 2) varient, par conlre, selon la nature de I’adsorbant utilisé. Avec
le staphylocoque, son adsorption est particuliérement intense, 4 tel
point que sa concentration dans la phase liquide diminue au [ur et
&% mesure que des volumes croissants d’actinomycéline traversent la
colonne (au moins dans les limites de concentrations étudiées). Au
contraire, avec E. coli, une faible quantité seulement de principe
staphylolytique est initialement adsorbée, en méme temps que le prin-
cipe colilytique, mais elle est ensuite éluce, ce qui traduit Pexistence
d’une adsorption typiquement preférentielle du principe homologue.
Quant au pouvoir adsorbant du mélange des deux germes, il est
compris entre ceux des deux substrats isolément consideérés.

2) Une plus grande dispersion des staphylocoques sur le sable
(rapport pondéral de 1/1000 au lieu de 1/100) augmente leur capa-
cité d’adsorption. Dans le cas du principe staphylolytique, les




1286 SOCIETE BELGE DE BIOLOGIE.

constantes k et n dépendent du taux de dispersion ; au contraire,
dans le cas du principe colilytique, le coefficient k est seul affecté,

3) Toutes autres choses restant égales, les constantes k et n (4
pendent des concentrations, absolues et relatives, des deux prin-
cipes bactériolytiques. En utilisant une actinomyecétine suffisamment
concentrée, il est possible d’adsorber, quantitativement et simulta-
nément, les principes colilytique et staphylolytique sur une colonne
de staphylocoques, 4 la condition de choisir judicieusement la quan-
tité de bactéries adsorbantes et leur taux de dispersion.

25
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Figure 2. — Adsorption du principe staphylolylique.

Méme représentation que pour la figure L.

Cest ainsi que 90 ml d’une actinomycétine titrant 9500 unités coli-
lytiques/ml et 24000 unités staphvlolytiques/ml ont été chromatogra-
phiés sur une colonne de 500 g de sable portant 1 g de staphylocoques.
Aprés lavage de la colonne au moyen d’un tampon (pH : 9 ; -2 0055
Iélution a été obtenue par une solution de NaCl 4 5 % dans le tampon
précédent, L’éluat, dialysé puis concentré & sec in vacuo, nous a
donné 75 mg d’une poudre, pratiquement incolore, qui, a la concen-
tration de 5 y/ml réduit, en 20 minutes, le trouble d’une suspension
@’E. coli chauffée a 50 % de sa valeur initiale, et, 4 la concentration
de 7 y/ml réduit, dans la méme proportion, en 6 heures, le trouble
d’une suspension de staphylocoques vivanls. L’actinomycétine utilisée,
avant passage sur la colonne, exercait des effets analogues 4 1a concen-
tration approximative de 300 v/ml. Le degré de purification réalisé
cst done de Tordre de 50 fois.

La technique de purification par adsorption sur colonne bactérienne
esl supérieure 4 Padsorption en masse, par simple addition de bac-
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téries a4 Pactinomycétine, En effet, elle permet d’économiser considé-
rablement le substrat bactérien et les préparations obtenues sonl
moins fortement contaminées par les impuretés extraites des staphy-
locoques lors de I’élution a force ionique élevée.

Conclusions. — 1) La fixation de corps microbicns chauftés (E. coli
ou staphylocoques) sur un support inerte (sable) permet d’obtenir des
colonnes grace auxquelles les principes bactériolytiques de lactino-
mycétine peuvent étre spécifiquement adsorbés puis élués.

2) Des préparations lyliques concentrées et partiellement purifiées,
pratiquement dépourvues d’impuretés colorées, ont été obtenues (7).

(Laboratoires de Microbiologic générale et médicale de !'Université
de Liége et du C.R.P.A., Laboraltoires de Recherches de la Societe
Labaz, Bruxelles).

Constitution qucmtitaiive de la composante protidique ‘
non protéique du muscle de Carpe.

par GuISLAINE DUCHATEAU et MARCEL FLORKIN.

Nous avons établi (1*) que le type de composition quantitative du
pool d’acides aminés non protéiques des muscles du Homard, du Crabe
chinois Eriocheir sinensis et du Gastéropode Buccinum undatum pré-
sente dans chacune de ces espéces, en dépit de variations individuelles
ou physiologiques, une figure caractéristique. Nous avons procédé au
dosage des acides aminés sur I'ultrafiltrat hydrolysé du grand muscle
latéral du tronc de la Carpe, et nous avons rassemblé les résultats
dans le tableau. La méthode microbiologique, utilisée pour ces mesu-
res, fournit une approximation de + 5 % quand elle est appliquée &
des solutions d’acides aminés telles que les ultrafiltrats hydrolysés.
I’hydrolyse modifie ces ultrafiltrats de plusieurs maniéres : elle libere
les acides aminés combinés sous des formes non protéiques (amides,
peptides, ete...), et elle peut aussi détruire ou racémiser partiellement
certains acides aminés. Il est donc intéressant de comparer les résul-
tats de Panalyse des ultrafiltrats hydrolysés avec ceux que fournis-
sent les mémes ultrafiltrats non hydrolysés. A ces derniers, la méthode
microbiologique ne peut étre appliquée gu’avec circonspection puis-
que les combinaisons non protéiques d’un acide aminé peuvent dans
certains cas présenter une activité moindre et dans d’autres cas unc
activité plus grande que Pacide aminé lui-méme par rapport & la bac-
térie utilisée pour le dosage.

Les chiffres obtenus pour les ultrafiltrats hydrolysés montrent, ici
encore, un « pattern » caractéristique reproduit dans les muscles des
différents individus et que 1'on reconnait dans les profils correspon-
dant aux muscles des deux carpes n°® 2 et n® 3 dessinés dans la figure.

(*) Travail subsidié par PLR.S.LA.
(1) Gh. Duchatean et M. Florkin, dArch. internal. Physiol, 1954 t. 62,
p- 293. 1




