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POSITION DE LA QUESTION

Pendant longtemps, il ful admis sans discussion que les bacléries
vivanies résistenl aux enzymes.

On sail que, par conlre, les bacléries luées sont sensibles a divers
enzymes et nolamment aux proléinases : pepsine, Irypsine, chymo-
trypsine. Toules les bacléries, méme tuées, ne présenlent cependant
pas le méme degré de sensibililé aux enzymes. KANTOROWIECY
(1909) observait qu'aprés chauffage a 800 C., les organismes
gram-négalifs sont rendus bien plus sensibles @ la digeslion
trypsique que les bacléries gram-posilives.

Ces différences de comporiemenl des espéces baclériennes sonl
actuellemenl altribuées aux proprictés de la paroi cellulaire doni
la struclure rigide assure & la cellule ses caracléres morphologiques,
mais doni la composilion chimique parliculiére soustrail éveniuelle-
ment le protoplasme qu’elle renferme aux diverses aclions enzyma-
tiques. Ainsi, la plus grande résislance @ Paction de la Irypsine,
témoignée par les bacléries gium-posilives chauffées, n'est pas une
propriélé du protoplasme coagulé de ces organismes. Eile est, au
conlraire, la traduction d'une plus grande slabilité thermique de
leurs parois cellulaires, ainsi que SALTON el Horne (1951a) lont
démoniré par microscopie élecironique.

L'isolemeni des parois cellulaires dans un élat hautement purifié
est acluellement réalisable par désintégralion mécanique des cellules
microbiennes (Savton el HornEe, 1951b; SALTON, 195256). La
composilion chimique des parots qui représentent environ 20 %
du poids sec tolal de la baciérie, révele deux différences remar-
quables selon la nature dy gram (SavrTown, 1952¢, 1953a). Les
parois des organismes gram-posilifs ne coniiennent, en effel,
qu'un nombre Irés limilé d'acides aminés d’otr sont exclus les
acides aminés aromaliques el soufrés. Une lelle composilion
n’aulorise certainement pas Uapplication du terme « proléine» a
ces parais cellulaires (Savrox, 1956). Au contraire, les parois des
germes gram-négalifs onl une compasilion en acides aminés
comparable & celle gue U'on trouve communément dans les protéines.
Enfin, le contenu en lipides des parols de germes gram-négatifs
esl significativement plus élevé que celui des parois d’organismes

gram-posilifs.
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Ces considéralions monirenl que la digeslion des germes vivants,
phénoméne auguel nous réservons le lerme de baclériolyse, nécessile,
en premier lieu, Uintervention d'un ou de plusieurs enzymes aclifs
sur les parois cellulaires. )

T'rois systémes bactériolytiques, aclijs uniqguement sur les bactéries
gram-posilives, sont actuellement connus : le lysozyme découvert
en 1922 par FLEmING, I'aclinomycéline connue depuis les travauzx
de Graria el DaTn en 1925, el I'enzyme sireplolylique isolé par
McCARTY en 1952.

A ces lrois systéemes bien définis, il conviendrail peul-élre d'asso-
cier certains enzymes aulolyliques. Mais U'aclion direcle de ceuz-ci
sur les parois cellulaires n'a pas été établie el ils apparaissent
plutdt comme responsables, au méme titre gue des enzymes pro-
léolytiques, d’une lyse conséculive a la mort de la cellule par Iinter-
vention d'agenls physiques ou chimiques.

Signalons enfin que cerlains enzymes, quoique non bactério-
Iyliques, peuvenl délruire cerfains consliluanls baclériens, sans
toutefois affecter Uinlégrilé slruclurelle el la wviabilité du germe.
C'est le cas de la digestion de la capsule polysaccharidique des
pneumocoques type IIT par un enzyme adaptatif baetérien (Dunos
el Avery, 1931) ou de la destruction enzymatique de 'antigéne M
des streplocoques hémolytiques par la trypsine (LANCEFIELD, 1943).

Nos propres recherches onl eu pour objel d'élucider le mécanisme
enzymatique par lequel se réalise la baclériolyse par I'aclinomy-
céline. Commencées a une période (1951) otr plusieurs hypolhéses
distinctes étatent suggérées, elles onl abouli a une inlerprélalion
valable du phénoméne, directemenl basée sur des données expéri-
mentales, grdce a 'isolement des enzymes responsables et a la
délerminalion du genre de subsirai qui, dans les bacléries sensibles,
esl spécifiquemenl allaqué par eux.

Au débul, Uinlérél de nos recherches résidail dans [Pespoir
d'élucider le mécanisme d’un exemple imporlanl d’anlagonisme
microbien, phénoméne doni la signification essenlielle esl de main-
lenir Péquilibre biologique de la microflore. 1l s’est accru ensuile
par Uoblention d’'enzymes nouveaux qui, ¢ colé du lysozyme el de
Penzyme streplolylique, seroni des outils de recherche précieux
pour éludier I’ Analomie microbienne.
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CHAPITRE 1
HISTORIQUE

A. — Le lysozyme

Cet enzyme baclériolylique a été particuliérement bien étudié,
tant du point de vue de sa composition chimique que de son
activité enzymatique, par suite de la facilité avec laquelle il
peut élre obtenu. -

Le lysozyme est répandu dans divers tissus et sécrélions
animales. Le blanc d’'ceuf en constitue la source principale. Il
peut étre obtenu a I'état cristallisé par divers procédés dont le
plus simple est celui proposé par FEvoLD et ALDERTON (1949}
(voir aussi ALDERTON é€v IFEvoLp, 1946). C'est une protéine
basique, de point isoélectrique de 105 4 11, el de poids molé-
culaire relativement faible. La valeur de celui-ci a été déter-
minée par divers procédés et est comprise entre 15 000 et
17 500. Sa composition en acides aminés et peptides a été
étudiée soit apres digestion par la carboxypeptidase (THOMPSON,
1952), soil aprés hydrolyse chimique (Acuer, Justisz et alii,
1952 ; ScuroeDER, 1992 ; AcuER, THAUREAUX o alii, 1952). 11
est homogéne a I'électrophorése (SmitH et Stocker, 1949;
WerTER et Drursch, 1951), de méme qu’d la diffusion et & la
s¢dimentation (ArpeErToN, Worp et Fevoin, 1945).

Toutefois, lorsque l'on utilise des procédés d’analyse plus
fins ou plus spécifiques, le lysozyme cristallisé manifeste une
certaine hétérogénéité. Clest ce que démontre l'analyse par le
procédé du «steady state» (ANDERson et ALBERTY, 1948) et
I"application de méthodes immunologiques (WETTER et DEUTSCH,
1951). De méme, TarLeN et Stein (1953) ont pu en séparer
trois composants actifs, par chromatographie sur échangeurs
cationiques.

Llactivite bactériolylique du lysozyme s’est originellement
manifestée par la digestion des cellules vivantes de Micrococcus
lysodeikticus. Apreés I'observation initiale de Freminc (1922),
MEever el alii (1936) furent les premiers & établir la nature poly-
saccharidique du substrat semsible au lysozyme, tandis que
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EpsteEiN et CHAIN (1940) suggéraient que ce polysaccharide
existait dans la cellule sous une forme insoluble et était respon-
sable de son intégrité morphologique. Par aprés, SarToN (1952a)
démontrait Paction directe du lysozyme sur les parois cellulaires
isolées de M. Iysodeikiicus et observait une dissolution compléte
de celles-ci sans qu’aucune structure résiduelle puisse éire mise
en évidence au microscope électronique. Cette conclusion fut
bientdt, étendue aux parois cellulaires d’autres germes gram-
positifs : Sarcina lufea et Bacillus megalerium (SALTON, 1953b).
Les produits de la dégradation enzymatique de ces parois ont
ébé examinés (SarTon, communication personnelle). Fortement
réducteurs, ils ne renferment pas de glucose libre, donnent les
réactions des sucres N-acétylaminés (AmiNorr, Morcan et
Warkins, 1952) et contiennent un petit fragment dialysable,
identifié comme un complexe acétylé de glucosamine et d’un
gucre aminé inconnu. Sur la base du poids sec, 50 a 70 %, des
produits de la réaction sont indialysables et constitués de trois
ou quatre composants, séparables par électrophorése. Leur poids
moléculaire varie de 10000 a 20 000.

L’action du lysozyme se situe exclusivement au niveau de la
paroi cellulaire. La clarification compléte de suspensions de
cellules bactériennes vivantes, incubées en présence de lysozyme
fait. certainement intervenir d’autres agents, les uns de nature
osmotique, les autres de nature enzymatique, parmi lesquels
certains ferments de la bactérie sensible elle-méme. En parti-
culier, si Pincubation est réalisée en présence de stabilisateurs,
sucrose ou polyéthyléne glycol (WeisurrL, 1953), la clarification
des suspensions microbiennes est faible et le trouble résiduel est
constitué par le systéme protoplasmique cellulaire. Chaque
bactérie a donné naissance & 2, 3 ou 4 protoplastes sphériques
qui ont retenu leurs principales propriétés physiologiques ori-
ginales (WerBuLL, 1956). C'est ainsi, par exemple, que SALTON
et McQuiLrex (1955) ont démontré que les protoplastes de
Bacillus megaterium KM peuvent assurer la multiplication du
bactériophage C, pour autant que linfection virale précéde
I'action du lysozyme. De méme, les protoplastes d’un Bacillus
megaterium lysogéne assurent le développement du baclério-
phage si les cellules ont ébé traitées par I'agent inducteur avant
action de l'enzyme.
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B. — L’enzyme streptolytique

En étudiant le probléme pratique de [lidentification des
streptocoques, MaxTeEp (1948), montrait que des extraits de
culture de Slreplomyces albus digéraient certains streptocoques
B-hémolytiques, en libérant intact le polysaccharide C respon-
sable de la spécificité de groupe. Il proposait d'utiliser cette
propriété particuliére des streptomycétes pour la préparation
de cet antigéne.

McCarty (1952) utilisa ce procédé dans le but d’obtenir les
composants cellulaires des streptocoques du groupe A dans
leur état natif. Le complexe enzymatique sécrété par le Sireplo-
mycees fut soumis a divers fractionnements et purifications et
il fut établi que l'activité streptolylique est initialement attri-
buable 4 un enzyme spécifique, capable de digérer les parois
streptococciques. L'action directe de cet enzyme sur les parois
isolées a été wvérifice, et I'analyse des produits de la digestion
a démontré sa nature poiysaccharidasique. Le substrat spéci-
fiquement attaqué est toulefois différent du substrat sensible
au lysozyme. La polysaccharidase de McCarry est, en effet,
inactive sur Micrococcus lysodetkiicus. Ce comportement laisse
prévoir des différences dans la constitution chimique des parois
cellulaires respectives des microorganismes sensibles au lyso-
zyme, d’une part, des streptocoques du groupe A, d’autre part.
Selon McCarty et Savron (1993a, 1954), les unes et les autres
sont des mucocomplexes, mais les premicres renferment du glu-
cose el de la glucosamine, tandis que les derniéres contiennent
du rhamnose et de la glucosamine. Aprés action de 'enzyme
streptolytique, les produits de la digestion sont hétérogénes et
une partie de la glucosamine se retrouve sous forme complexe,
dans une molécule de faible taille, dialysable.

Lysozyme et enzyme streptolytique sonl done deux enzymes
distinets quoique s’attaquant I'un et autre i des substrats de
méme nature générale mucoide.

C. — L’actinomycétine

L’action bactériolytique des streptomycétes était connue bien
avant les recherches de McCarty et de MaxteEpn. En effet,
GRATIA, DaTH et ALEXANDER (GrATIA et Darn, 19240, 19245,
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1925a, 192556, 1926 ; DaTH, 1927 ; GRATIA et ALEXANDER, 1931),
aprés la découverte de 'autophagie staphylococcique (GraTia
et Ruoprs, 1924, 1926 ; GratiA, 1926), redécouvraient les acti-
vités bactériolytiques des streptomycétes antérieurement obser-
vées par Lieske (1921). Ce n’est toutefois qu’a partir de 1935
que P'aspect enzymatique du phénoméne fut suspecté et étudié
par WeLscH (1947b). Celui-ci proposa le nom d’aclinomyecéline
(1937), par analogie avec pénicilline, utilisé par FLEMING (1929),
pour désigner les filtrats de culture bactériolytiques des
streptomycétes.

Le spectre bactériolytique de I'actinomycétine a été déter-
miné et, parmi les 283 souches examinées, représentant 24 espéces
distinctes, mentionnons, comme organismes sensibles, Micro-
coceus lysodeikiicus, Sarcina lutea, les streplocoques, les pneu-
mocoques, les staphylocoques, les corynebactéries et diverses
espéces du genre Bacillus (WELsch, 1947b). L'activité de l'acti-
nomycétine sur les staphylocoques, germes résistant au lyso-
zyme, et sur M. lysodeiklicus, bactérie résistant a I'enzyme
streptolytique, est un indice de I'originalite de ce gystéme
bactériolytique. Les trois systémes aujourd’hui connus sont
cependant tous inactifs sur les bactéries gram-négatives vivantes.

Deux hypothéses ont été émises pour expliquer le mécanisme
de la bactériolyse des germes gram-positifs par 'actinomycétine.

a) L’hypothése de WELscu (1947b)

Les activités protéolytiques des streptomycétes sont connues
depuis longtemps (WaksmaN, 1918). L’actinomycétine renferme
des protéases digérant des substrats tels que la caséine, la géla-
tine, la peptone, le sérum coagulé, et des enzymes dissolvant les
bactéries gram-positives et gram-négalives, préalablement
chauffées. Ces activités enzymatiques doivent étre attribuées
& plusieurs ferments distincts. MuceLETON et WEBB (1952) ont
montré, par fractionnement sur mousse, qu’elles etaient par-
tiellement dues & la présence d’une protéase du type trypsine.

Tar et Van Heixineen (1951) ont montré que 'activité
caséinolylique n’est pas nécessairement responsable de la diges-
tion des cellules chauffées d’Escherichia coli. En effet, le rapport
de ces deux activilés est profondément modifié aprés équili-
brage, 4 0°C., de l'actinomycétine sur les corps microbiens
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eux-mémes, Cette méme opinion avait été émise antérieurement
par WeLscH. Il observait, en effet, que «des actinomycétines
concentrées, mais encore trés impures, ont la méme activite
bactériolytique (sur les cellules microbiennes chauffées) par
mg. d’azote protéique que des solutions de trypsine cristallisée,
sans posséder cependant leur activité protéolytique (WEeLscH,
1947b, p. 115). 1l individualisa plus tard ce principe de l'acti-
nomycétine sous le nom d’actinozyme (1947q), démontra sa
nature protéinique et enzymatique et précisa les conditions
expérimentales dans lesquelles son action lytique sur Escherichia
coli chauffée se manifeste selon une réaction d’ordre 1. Le choix
de ce microorganisme comme substrat type de l'actinozyme a
fait que cet emzyme est parfois désigné aussi sous le nom de
principe colilytique.

I actinozyme, quoique isolément inactif sur les bactéries
gram-positives vivantes, participerait, selon WELsCH, aux pro-
priétés bactériolytiques de l'actinomycétine.

Cette hypothése repose sur les observations suivantes. L’acli-
nozyme et le principe bactériolytique apparaissent en méme
temps, lors de la sporulation du streptomycéte. Ils présentent
les mémes photo- et thermo-sensibilités. Ils sont également
retenus par les filtres bactériologiques et inhibés par les mémes
substances. Les actinomycétines fortement bactériolytiques
contiennent toujours un titre colilytique élevé, bien que, par-
fois, certaines d’entre elles, quoique fortement actives sur les
cellules chauffées d’Escherichia coli, soient dépourvues d’activité
sur les germes gram-positifs vivants. Ce fait peut étre parfois
attribué a la présence accidentelle d’agents inhibiteurs, par
ailleurs éliminables lors d’un traitement au sulfate ammonique,
grice auquel il est généralement possible de récupérer un pre-
cipité possédant des propriétés staphylolytiques.

L’intervention d’un principe supplémentaire, associé & l'acti-
nozyme, permettait d’interpréter les observations précédentes
et était de plus en bon accord avec certaines particularités de
cinétique présentées par les réactions bactériolytiques. En effet,
la lyse des staphylocoques vivants par 'actinomycétine ne se
déroule suivant une cinétique d’ordre 1 qu'aprés une phase
initiale de préparation durant laquelle la vitesse de réaction,
d’abord trés petite, va ensuite en augmentant progressivement.
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Pendant un certain temps, Peffet de cet 'ageﬂ.L r.suppl{?mentau:e
hypothétique fut attribu¢ & l'aclion mlc'mblm_de d'l_.lll anfi-
biotique (WsLsch, 19470 et SMOLIAR, 1.949) qul auralt. l‘Blldl:l
les germes gram-positifs, aingi Lués, dll'factement SF:'IISlbIBS‘ a
'actinozyme, et, dans certains cas au mains, au systéme aurrio—
lytique du microorganisme 11_1i—méme (SALMON, 1949‘_ 1?30,
1951, 1952). L'actinomycétine contient, en effet, des hpqé.es
microbicides. Mais Werscu (1947b) abandonna cetle 'hypo‘thcae
quand il eut obtenu des actinomycétines bactériolytiques,
quoique parfaitement deélipoidées. . - :

L’intervention d'un principe supplémentaire re&.al,alt postulée,
mais les tentatives effectuées pour le mettre directement en

svidence restérent sans succes.

b) L'hypothése de JONES, SWALLOW, MUGGLETON, WEB‘B
ol Sracey (Jonus ef alii, 1948, 1949 ; MUGGLETON et WEBR, 1952)

La bactériolyse par Pactinomycétine gerait due a une nucléase
spécifique qui transformerait les bactéries gram-positives, préala-
blement Luées par un agent bactéricide, en bacléries gra;n—

. -- " ‘L . o . Y 2 es
atl lont L restion serait ensuite réalisée par ¢
négatives dont la dig

proteinases. Lol
Cette interprétation me requl cependant pas de confirmation

i : : :cegsion des diverses -
expérimentale suffisante démontrant la succession

étapes proposées. De plus, Wersch (1948) el BorN (19‘)2) loni;
montré, indépendamment I'un’ de V'autre, que la bacL.eno ysi
des staphylocoques vivants ne s’accompagne pas néccssmremfn‘l
d’une négativation prealable du gram. En outre, selon VVEI?!'»LH
(communication personnelle), les staphylocoques,.rendl‘ls‘glwa.m-
négalifs par I'action de la bile, ne sonl, pas plus sensibles _;“ s]g;t;()n
lvtique de l'actinomyeétine que les germgs: noymaﬁx. nfin,
il obtint des actinomyecétines fortement bac tériolytiques, quolque
dépourvues de toute activité nucléasique.

D. —— Conclusions et Plan du travail

Les conclugions que 'on peut tirer de l'exposé historique qu1
précéde suggerent immédiatement le plan que nous avons Sulvi
dans nos recherches personnelles.

10 Quel est effectivement le rﬁlo'a joué par’l‘ac:tinozyme‘, m;
principe colilytique, dans la bactérlolysi par 'actinomyceétine
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Pour résoudre cette question, il fallait tout d’abord se limiter
a un microorganisme fLype, gram-positif. Nous avons choisi le
staphylocoque. WELsch, dans ses travaux antérieurs, avait
en effel déja largement utilisé ce substrat microbien. De plus,
MitcueLL et Movie (1951) venaient de démontrer la nature
chimique particuliére des paroiz staphylococciques. Il s’agit,
en effet, d’'un complexe glycérophosphoprotéinique dont la
teneur en substances réductrices, exprimée en glucose, représente
seulement 0,5 %, du poids sec de la paroi cellulaire. Au contraire,
les parois cellulaires de M. lysodeikiicus (Savrox, 1952b, 1953a,
1956) et de Sireplococcus pyogenes (Mc Carry, 1952), germes,
par ailleuyrs, également sensiblez respectivement au lysozyme
et a4 l'enzyme streptolytique de McCarry, contiennent 45 a
60 9% (poids sec) de substances réductrices exprimées en glucose.
Ce sont de véritables mucocomplexes. Une composition chimique
semblable a, de plus, été retronvée dans les parois cellulaires
de S. lufea, de B. sublilis et B. megalerium (Savron, 1956),
ainsi que de Corynebacterium diphtheriae (Horpswonrti, 1952).

On voit que, mis & part les pneumocoques dont les parois
cellulaires n’ont pas encore été analysées, les staphylocoques
constituent, parmi les divers germes sensibles 4 'actinomyeétine,
le substrat microbien le plus particulier. Il autorizait l'espoir
d’isoler un enzyme nouveau et spécifique.

Nous avons donc restreint volontairement la portée du pre-
mier probléme que nous désirions résoudre et nous nous sommes
d’abord limité & 1'étude du réle joué éventuellement par 1'acti-
nozyme dans la staphylolyge par l'actinomycétine.

Colilyse par l'actinozyme et staphylolyse par le principe
staphylolytique nous sonf ainsi apparus comme étant des
processus enzymatiques indépendants.

20 Quelle est la nature de 'agent staphylolytique ?

Le systéme staphylolytique s’est révélé étre un complexe
constitué de deux agents distincts. Nous avons, dés lors, con-
centré nos efforts sur la produclion, la séparation et la puri-
fication de ceux-ci. Nous avons examiné enfin 4 quel niveau
de la cellule staphylococeique ils exercenl leur effel lylique.

32 Quelle part prennent ces deux enzymes dans la bacté-
riolyse par l'actinomycétine des germes gram-positifs en général ?




182 J. M. GHUYSEN

Ce dernier,probléme a été étudié¢ en examinant tout d’abord
avec quelques détails les activités streptolytique et prieumo-
Iytique de I'actinomycétine, puis en dressant un spectre bacté-~
riolytique limité des deux agents staphylolytiques et en utilisant,
en outre, comme substral, les parois microbiennes isolées ot
purifiées elles-mémes.

L’ensemble des recherches que nous allons exposer ont abouti
a la conclusion suivante : la bactériolyse par 'actinomycétine
de plusieurs germes gram-positifs vivanls, en particulier, le
staphylocoque, est aliribuable & Iaction de deux enzymes,
distincts de l'actinozyme et des protéases banales. Ces deux
enzymes sont des peplidases agissant initialement au niveau
de la paroi cellulaire bactérienne dont Ialtération est suivie
de la lyse du microorganisme. L’actinomycétine renferme
cependant d’autres agents bactériolytiques, distincis par leur
spécificité, notamment ceux qui sont responsables de Ia streplo-
lyse et de la pneumolyse.

CHAPITRE I1
MATERIEL ET METHODES

Par souci de clarlé, nous avons réuni dans ce chapitre tous les
details relatifs & la description et a la critique des méthodes et
du matériel utilisé. Dans I'exposé des résultats expérimentaux,
Tous renverrons aux paragraphes de ce-chapitre, chaque fois que
nécessaire, par des chiffres entre parenthéses.

1) Souches baclériennes sensibles

Les souches suivantes ont été utilisées Slaphylococcus aurens
H, Staphylococcus aureus 8, Escherichia coli, Slreptococcus
pyogenes (p-hémolytique, groupe A, isolé du rhino-pharymnx
d'un enfant atteint de scarlatine), Strepfococeus preumoniae (de
type sérologique non détermingé, isolé du Liquide céphalo-rachi-
dien d'un patient atteint de méningite), Sarcina luleq,
Sporosarcina ureae (souche Delft), Clostridium welchii BW,
Micrococcus lysodeikticus NCTC 2665, Bacillus sublilis, Bacillus
megaterium KM, Bacillus cereus.

Ces souches ont éLé cultivées sur bouillon gélosé en boite de
Roux, ou en bouillon liquide, éventuellement avec aération
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forcée, sauf S. pyogenes et S. pneumonia qui ont éLé préparés
en infusion cceur-cerveau (Difco).

Les corps bactériens, recueillis par centrifugation et lavés
trois fois a I'eau distillée, ont été utilisés soit directement a
I'état vif, soit, dans certains cas, aprés un chauffage de trois
minutes par immersion au bain d’eau bouillante.

2) Parois cellulaires sensibles

Les parois cellulaires ont été préparées (SaLToN el GHUYSEN,
1957) selon les techniques de SaLton (1952b) (voir anssi SaLToN
et Horye, 19515). Aprés désintégration mécanique des cellules
microbiennes dans Uappareil de Mickre (1948) (voir aussi
Huco, 1954}, les parois ont été purifiées par une série de cenlri-
fugations différentielles en NaCl M et eau distillée. Sauf spéci-
fication contraire, les parois cellulaires ont été soumises & 'action
de la brypsine (1 mg. de trypsine brute par ml., tampon phosphate
pH 7.5), pendant 2 heures & 37° C. Les parois cellulaires isolées
ont été conservées en suspensions concentrées, en eau distillée,
a 00 C. La lyophilisation est & déconseiller car le matériel ainsi
obtenu donne des suspensions hétérogénes dont le trouble est
instable.

Certaines parois ont été transformées en dérivés dinitro-
phénoliques (D. N. P. parois) par réaction de leurs groupes
amineés libres avec le 1-fluor 2, 4 dinitrobenzéne selon le procédes
de SANGER (1945) adapté par SaLTon et INGrAM (communication
personnelle).

3) Subslrals protéiniques sensibles

Nous avons étudié, en relation avec la bactériolyse, l'activité
enzymatique de l'actinomycétine sur deux substrats pro-
téiniques : la caséine et la kératine. Ces substrats ont été choisis
volontairement trés différents I'un de I'autre, tant du point de
vue de leur composition chimique que de leurs caractéristiques
physico-chimiques.

La caséine est une phosphoprotéine globulaire, soluble dans
leau & pH légérement alcalin. Nous avons utilisé un produit
commercial : «casein vitamin-free » Labco.
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La kératine, au conlraire, est une protéine fibreuse, soufrée,
insoluble dans I’eau, que nous avons préparée 4 partir de plumes
de poule suivant la procédé de LunpGrEN, STeEN, KoorN et
0’ConnEL (1948). Lors d'une étude théorique sur la stabilité
des fibres de keratine, ces auteurs ont proposé un solvant des
kératines de pH neutre, constitué d’un mélange alcool-cau-
¢lectrolytes addilionné d'un agent réducteur. La protéine est
dissoute & 80¢ C. par rupture des trois types de liaisons : ponts
hydrogéne, ponts S-S et forces électrostatiques, qui unissent
entre elles les chaines polypeptidiques du matériel original.
Elle peut étre ensuite récupérée, soit en diminuant le pouvoir
solvanl du milieu par addition d'un grand volume d’eau, soit
en exprimant le gel que I'on obtient par abaissemient de la tem-
pérature en dessous d'une certaine valeur critique. Le matériel
ainsl préparé est inso]uble dang P'eau et n’est solubilisé par le
mélange eau-alcool, 4 température convenable, que si celui-ci
contient suffisamment de réducteur. Ceci indique que, lors
de la récupération de la kératine extraite, les groupes sulthy-
dryles se sont trés rapidement réoxydés pour reformer les ponts
5-5. Des déterminalions de pression osmotique et de diffusion
indiquent d'ailleurs que cette méthode de préparation permet
d’obtenir la protéine dans un état trés comparable & son état
natif.

Les plumes de poule, dégraissées et, séchées ont été solubilisées
par extraction 4 80° C. pendant 30 min. par une solution M/10 de
bisulfite dans du méthanol & 56 %, p/v. Aprés filtration, la solu-
tion est refroidie a 00 C. et le précipité, recueilli et lavé, est
séché puis broyé.

4) Souches de streplomycétes

La plus grande partie de nos recherches a été réalisée avee
un Streptomyces albus isolé par WeLscH et individualisé sous le
nom de souche G.

Nous avons également recherché les aclivités protéolytiques
el baclériolytiques d'une centaine de souches différentes de
streptomycétes isolées par WELscH eb conservées dans les col-
lections du Service de Microbiologie de I'Université de Liége.

Les Sireplomyces spp onl été entretenus a I’état sporulé sur
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extrait de champignon lactosé et gélosé (WeLscu, 1954) ou sur
gélose peptone-asparagine (0.5 p. 1000).

b) Culture des streptomycétes

a) Cullure en shake-flask. — La production, par ce procédeé,
d’actinomycétine bactériolytique a été pendant longtemps
irréalisable, méme en introduisant dans le milieu de culture des
substances telles que 'agar et l'amidon qui étaienl cependant
connues pour exercer un effet favorable dans les cultures
stationnaires (WrLscH, 1947a).

Nos premiéres actinomycétines staphylolyliques ont été
obtenues par extraction au moyen de congelations et décongé-
lations successives (MaxTED, 1948) de cultures de S. albus G
sur milieu de Czapex peptoné (1 %) et gélosé.

Le rendement de ce procédé étant médiocre, nous avons
recherché d’autres conditions de culture en milieu submergé
el mis au point les deux milieux suivants :

1) Milieu peploné : peptone Wilson 1 kg., NaNO,; 200 g.,
KC150 g., KgHPO, 100 g., Co{INO,)y. 6 H,0 3 g., Mg80,.7H,0 80 g.,
eau 100 L. Ce milien assure une production élevée des divers
principes protéolytiques et bactériolytiques.

2) Milieu plumes-caséine. — Ce milieu, au contraire, est plus
spécialement adapté a la production de 'activité staphylolytique
et n’assure qu'une faible production des autres agents protéa-
siques et baclériolytiques de 'actinomycétine. 11 a été mis au
point dans un bult de fabrication et de purification du principe
staphylolythue :

g. de plumes blanches de poule sonl, aprés séchage, traitées
a 1'00‘Jl C. pendant 1 heure par 10 y ml. de KOH N/8. On centri-
fuge, lave et ajoute au liquide surnageant y g. de caséine alimen-
taire en chauffant & 70° C. jusqu’a dissolution.

Le milieu de culture lui-méme est constitué de : K,HPO, 0.1 9,
NaNOQy 0.2 9%, MgSO0, 0.1 %, KCI 0.025 9, et une quantité de
I’hydrolysat précédent telle que le volume final renferme 0.25 9,
de plumes hydrolysées et 0.25 %, de caséine.

Les cultures sont réalisées en flacons d’Erlenmeyer, de un I
de capacilé, contenant 500 ml. de milieu que l'on place sur
machine a agiter renfermée dans une enceinte thermostalisée
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(WELscH, 1947b). La vitesse de rotation est de 100 tours/minute,
la température de 27 & 28° C. ‘et la durée de 'incubation de 48
a 72 heures. Les milieux sont ensemencés au moyen d’une
culture liquide agée de 48 h., obtenue elle-méme par ensemence-
ment de spores recueillies & partir d’'une culture sur gélose-
champignon ou gélose-asparagine.

b) Cullure en cuve de plusieurs ceniaines de lilres. — Des
cultures en milieu peptoné ont été réalisées en cuve semi-
industrielle a4 l'usine-pilote du Centre de Recherches pour la
Pénicilline et les autres Antibiotiques de Liége, briévement
décrite par WrLscH et Dercamse (1954). L’incubation est
d’environ 60 heures a 28¢ C. Un taux d’aération adéquat est
maintenu gréce & une surpression d'air égale a 0.5 kg./om?
et & un barbotage de 0.2 volume d’air par volume de culture
par minute.

6) Mesure des aclivilés Iyliques

La mesure de toutes les activités enzymaliques se raméne
a une détermination de la quantité de substrat digéré. En
pratique, étant donné l'insolubilité des substrats que nous avons
utilisés, caséine exceptée, les aclivités se manifestent par une
disparition progressive du trouble des suspensions. Dans tous
les cas, 'incubation a été réalisée par immersion en bain d’eau
reglée a 370 C.

a) Lyse des cellules baclériennes. — 5 ml. de la suspension
bactérienne contenant I'enzyme & doser ont été incubés dans des
tubes & réaction ordinaires. Les troubles ont été directement
mesurés au néphélométre de PuLrricu. Dans la plupart des cas,
nous mous sommes placés dans des conditions telles que la
cinétique de la lyse se déroule suivant une réaction pseudomono-
moléculaire. Dans ces conditions, la constante de vitesse

=2

1
g’exprime par k = i log ?0, ou T, est le trouble initial et T,
t

le trouble mesuré aprés un certain temps de réaction, ce trouble
étant par ailleurs directement proportionnel a la concentration
bactérienne. Dans quelques cas, cependant, la cinétique ne con-
corde pas avec une réaction d'ordre 1 et Pactivité a été expri-
mée en pourcentage de trouble disparu, x, aprés un temps
donné. B -
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Les troubles initiaux étaient tels que la quantité de lumiére
qu’ils diffusaient dang une direction faizant avec celle du faiscean
incident un angle de 459, était dix fois supérieure a la quantilé
de lumiére diffusée par le verre étalon n° 4 fourni par le construe-
teur du photométre. Le trouble absolu de ce verre étalon
a été mesuré par comparaison avec le standard absolu, égale-
ment fourni avee 'appareil. Tl est égal & 0.0142.

Les suspensions microbiennes ont été [laites, selon les cas :
a) en solution de K,HPO, M/30, b) en tampons KH,PO,-K,HPO,
de pH 7 el de lorce ionique contrdlée (Greew, 1933), ¢) dans
ces mémes tampons additionnés de divers ¢électrolyles, d) dans
les tampons de MILLER et Gorper (1950) : NaH,PO,-Na,HPO,-
NaCl de pH 7 et de force ionique 0.1.

b) Activilés protéolytiques. — 1) L'aclivité kératinolytique
a ¢té mesurée de la méme fagon que les activités bactériolytiques,
a partir de Iératine finement broyée mise en suspension dans
une solution de IGITPO, M/30. La wvitesse de réaclion est
manifestement d'autant plus grande que les particules de la
suspension sont plug fines. Les mesures d’activité kératino-
lytique n’ont donc pas de valeur absolue, étant donné qu'il est
impossible d’obtenir un trouble initial parfaitement standardisé.

2) L’activilé caséinolytique a été mesurée de la lagon suivante:
4 0.5 ml. de la solution enzymalique a doser, on ajoute 2 ml.
d’une solution de caséine (0.2 %) en K,HPO, 0.06 M. Aprés
des temps d'incubation variables, on préléve 0.5 ml, du mélange
que 'on ajoule & 4.5 ml. d’acide trichloracétique & 11 pour 1000.
Apres 15 minutes de repos 4 la température du laboratoire,
on mesure au néphélométre de PurrricH le trouble qui est
direclement proportionnel "4 la coneentration en caséine non
hydrolysée.

Les activités kératinolylique eb caséinolytique ont éLé expri-

J.o F
mées sous la forme de log . Dans les conditions décrites, ces

fllt
protéolyses présentent généralement une cinétique d'ordre 1.
¢) Lyse des parois cellulaires. — 3 ml. d’une suspension de

parois cellulaires ont été incubés dans des tubes de 7 mm.
de diameétre. Les lectures de trouble ont été effecluées au
spectrophotometre Unicam, modéle SP600, a 700 mp. Les
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: : A

resultats ont’ été exprimés sous la forme de log =2 on A et
t

A\ sont les densités optiques de la suspension aux temps 0 et L.

La valeur de A, est généralement proche de 0.5, ce qui cor-
respond & 1 mg. de parois cellulaires (poids sec) par ml. Les
suspensions ont été faites dans des tampons identliques a ceux
ufilisés pour la bactériolyse.

7) Variabilité des streplomycétes

Waksman (1927) a montré l'importance de la variabilité
chez les streptomycétes lorsqu'ils sont soumis & des cultures
répétées sur milieux artificiels, Non seulement ces mutations
portent sur des propriélés macroscopiques des colonies, comme
la formation de pigments par exemple, mais aussi, ainsi que I’a
observé McCarty (1952), sur la propriété de sécréter certains
enzymes. Nous avons observé un phénomene semblable, dans
le milieu plumes-caséine particuliérement. En effet, malgre la
stricte reproductibilité des conditions de culture, le rendement en
principe staphylolylique varie généralement, non seulement
d’un lot de fabricalion & Pautre, mais méme d'un flacon a l'aulre,
au cours d'une fabrication réalisée sur la méme machine A
agiter (5). Ces fluctuations doivent étre attribudes i des variations
de la souche qu'il est possible d’atténuer par sélection. La
courbe I de la figure 1 donne la répartition de 'activité staphy-
lolytique dans 25 flacons au cours d"une fabrication donnée.
Le Streptomyces contenu dans le flacon dont l'actinomycétine
est la plus active, est réisolé sur milieu solide et utilisé comme
semence pour une deuxiéme fabrication de 25 flacons. En pro-
cédant ainsi, on peut considérablement, augmentler le rendement,
de la souche (courbes I a TV).

Notons, cependant, qu'une souche améliorée peut perdre &
nouveau ses propriétés acquises, au cours de sa conservation
sur milieu solide 4 0o C.

8) Concentralion de I'aclinomycéline

Le procédé suivant a été appliqué aux aclinomycétines
oblenues en milieu peptoné. Le filtrat de culture .est évaporé
Jusqu’au 1/10 de son volume original par distillation sous
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pression réduite a 35° (., avec barbotage d’azote. Au concentrat,
refroidi & 0° C., on ajoute lentement et avec agitation constante,
3 volumes d’une solution saturée de sulfate ammonique, égale-
ment refroidie 4 00 C,, et contenant suffisamment de soude
pour maintenir le mélange & pH 8. Aprés addition de 0.25 %,
de célite, le précipité est recueilli et mis en suspension dans une
solution de K,HPO, M/30. Le résidu insoluble est éliminé et
le surnageant, ainsi concentré environ 100 fois avec un rende-
ment de 76 & 100 9, est éventuellement dialysé contre eau
distillée.

1
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Ficupe 1. — Distribution de lactivité staphyloiylique [souche 8) dans les
actinomycélines provenant de groupes de 25 cultures simultanées, inilialement
identiques.

En ordonnées : nombre de préparations ayant un méme degré d’activité.

En abscisses : activilé staphylolytique exprimée par la valeur de log T,/Tt
mesurée aprés 607 (2 graphiques supérieurs) ou 307 (graphique inférieur)
d’incubation de 0.5 ml. de fillrat de culture non dialysé en présence de 4.5 ml. de
la suspension arueuse staphylococeique.

Les cultures utilisées pour I'expérience représeniée par la courbe I onl été ense-
mencées avec une culture stock; celles utilisées pour les courbes II, 11T et IV
ont ¢lé ensemencées chaque fois avec la culture la plus active de l'expérience
précédente.

N~ o e
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9) Adsorption el chromalographie sur corps microbiens

a) Adsorplion en masse. — A une quantité donnée d’actino-
mycétine, on ajoute un volume déterminé d’une épaisse suspen-
sion microbienne. L'équilibrage est réalisé & 0° C. Aprés centri-
fugation, on mesure les activités lytiques du liquide surnageant
dialysé. Nous avons utilisé comme substrat microbien S. aureus H
et E. coli, tantdt vivant, tantol tué par un chauffage de trois
minutes a4 1000 C. L'adsorption est réalisée dans des conditions
bien déterminées de pH (de 5.6 a 10.4), et de force ionique
(de 0.01 a 0.28) au moyen de divers tampons : acétate, ortho-
phosphates, véronal, glycine. La quantité de substrat microbien
utilisée el exprimée en poids sec a varié de 0.04 9, a 1.5 9,.

b) Adsorplion chromatographique. — Une suspension épaisse
de corps microbiens lavés et chauffés (3 minutes a 1000 C.
ou 15 minutes 4 750 C.) est ajoutée & une quantité donnée d’un
support. inerte : sable Baker lavé, calciné, moulu el tamisé
4 100 meshs. Nous avons ulilisé 50 mg. de corps microbiens,
exprimés en poids sec, pour 25 g. de sable. Aprés homogénéi-
sation de la pdle au morlier, le matériel est séché en couche
mince, sous courant d’air, pendant 6 heures, puis en étuve &
152 C. pendant 12 heures. Il est ensuite introduil par petites
portions dans une colonne de verre contenant une solution de
NaCl a 5 9% en tampon glycine-NaOFH de pH 9. On prend soin
de déposer a la base et au sommet de la colonne adsorbante
une épaisseur de 2 & 3 cm. de sable vierge. Aprés lavage de la
colonne au moyen de la solution saline, puis d’eau distillée,
on fait passer lentement, & 0° C., un volume déterminé d’acti-
nomycétine concentrée (8), dialysée et tamponnée & pH 9,
w 0.05 (glycine-NaOH). La colonne est ensuite lavée 4 la méme
vitesse par le méme tampon. Des fractions successives sont
recueillies séparément au moyen d’un collecteur automatique
et leurs activités sont déterminées.

Nous avons utilisé des colonnes a K. coli, 3 S. qureus H et
a E. coli el S. aureus I mélangés a parties égales.

¢) Galcul des isothermes d’adsorplion. — Ils ont été calculés
graphiquement en portant en ordonnées le log du nombre
d'unités enzymatiques adsorbées par mg. de corps microbiens
(log q) et en abscisses le log de la concentration enzymatique

»
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dans la phase liquide en équilibre avec I'adsorbant, c’est-a-dire
le nombre d’unités contenues dans un ml, de la phase liquide
(log ¢). Avant passage de Dactinomycétine sur la colonne,
celle-ci conlient de T'eau; de méme, les derniers ml. d'actino-
mycétine sont suivis par un certain volume de tampon. Par
suile de la diffusion, les premiers et les derniers aliquots sont donc
dilués. Le taux de dilution a été déterminé, au moyen d'une
courbe d’¢talonnage, par I'intensité de leur coloration. L’actino-
mycétine brute contient en effet diverses substances colorées
ne subissant aucune adsorption lors du passage au travers de ces
colonnes.

10) Fraclionnemeni par adsorption sur sable

a) Principe. — La purificalion des protéines par adsorption
sur substrats minéraux est un procédé relativement peu
répandu. En effel, un des stades de Iadsorplion est souvent
endothermique et g’accompagne de modificalions de structure
conduigant & une dénaluration ou & wune adsorption
irréversible.

Cet inconvénient peut é&tre partiellement évité dans le cas
des principes lytiques de I'actinomycétine, moyennant cerlaines
condilions.

Le systéme staphylolylique el, & un moindre degré, enzyme
streplolylique et I'actinozyme, présentent, de fagon gémérale,
une adsorption de caractére endothermique élevé sur la plupart
des substrats minéraux tels que acticarbones, silicagel, alumine.
Il faut, par exemple, huit fois plus d’acticarbone & 09 C. qu'a
300 C. pour adsorber les aclivités streptolylique ef staphylo-
Iytique. 8i on adsorbe a 30° C. avec un minimum de ce gubstrat,
on ne peut, quelles que soient les conditions d’¢lution, y compris
un abaissement de la température i 0° C., récupérer les activités.
Il y a eu dénaturation, ou fixalion irréversible, ou les deux.

En examinant différents types de sable dans le but de trouver
un support inerte pour les expériences de chromatographie
sur corps microbiens (9), un certain sable technique (sable pour
agglutination des combustibles) avail présenté d'inléressantes
propriétés. En effet, en faisant passer 4 00 C., sur de petites
colonnes de ce sable, un volume déterminé d’actinomyecétine
concentrée el dialysée, soit telle quelle, soit additionnée de
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certains tampons et électrolytes, on observait une certaine
spécilicité dans 1'adsorption des principes lytiques (tableau I).
A force ionique nulle, ce sable adsorbe fortement les principes
actifs sur S. aureus, S. pyogenes, E. coli et la caséine. Au fur
et & mesure que le pH et la force iomique augmentent, ces
substrats sont, dans l'ordre cité, de plus en plus faiblement
adsorbés. De plus, méme & force ionique nulle, on peut, moyen-
nant un choix approprié de la quantité de sable, du volume de
l'actinomyecétine, et de son taux de concentration, montrer
que les diverses activités sont adsorbées avec des rendements
différents. Enfin, l'adsorption est, au moins partiellement,
réversible.

b) Technigue. — Une actinomycétine concentrée (8) et
dialysée, C., est passée & 00 C. sur une colonne de sable. Le
rapport quantité de sable/volume d'actinomyeétine a 6té choisi
de telle fagon que la fraction recueillie aprés passage, N, soit
dépourvue des principes lytiques actifs sur S. aureus, S. pyogenes
el E. coli chauflée. Ces trois types d'activité sont, au moins
partiellement, récupérés (fraction A) par élution a pH 10.6
(tampon glycine-NaOH-NaCl), & force ionique de 1.2 et en
présence d’éthylhexanol. Les fractions G, N el, A ont été dialysées
et lyophilisées,

11) Fraclionnemeni par extracltion

a) Principe. — La substance a purifiér est dispersée sur une
phase solide el progressivement solubilisée par des liquides
dont le pouvoir solvant va croissant.

Celte méthode élimine done tout d'abord, de 'échantillon
a purifier, les molécules a solubilité élevée qui, dans le procédeé
par précipitation fractionnée, ne sont, au contraire, éliminées
qu’en dernier lieu,

Ce procédé de fractionnement est d’une trés grande spécificité.
Il a ét¢ appliqué par DesreUX et ses collaborateurs (DEsrREUX,
1948, 1949 ; DesrEUX et SpieceLs, 1950 ; DEsrEUX et OT1H, 1952)
au fractionnement de certains polyméres amorphes ef, & cette
epoque, nous lavons ufilisé pour démontrer 'hétérogénéité
de masses moléculaires de I’acide ribonucléique de levure
(Desreux et Guuysen, 1951). DErmen el Reynaup (1955)
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ont également employé une méthode analogue pour la séparation
de deux hémoglobines d’espéces animales différentes.

b) Techniques. — 100 mg. des fraclions A ou N (10) dissoutes
dans un peu de solution physiologique, sont dispersés sur
50 g. de verre Pyrex broyé et tamisé & 100 meshs. Aprés homogé-
néisation, la pite est séchée sous courant d’air & température
du laboratoire. Les grains de verre, ainsi enrobés de la substance
a fractionner, sont introduils dans une colonne en les laissant
sédimenter dans une solution qui renferme 300 g. de sulfate
ammonique par litre. On fait ensuite passer la méme solution
A travers la colonne 4 la vitesse de 20 ml. par heure. Lorsque

TaepLeau 1

Adsorption de quelques aclivités Iyliques de Uaclinomyedline .
pur un sable fechnique (sable pour agglutination des combuslibles)

Pourcentage d'activité adsorbée

Condilions d’adsorption . . staphylo-
cascéino- coli- strgpt.ov Yotug
Iytique | lylique lyligue (soﬁche )
Eau 100 100 | 100 100
KH,PO, 0.3 M 20 50 100 100
NaAec-HAc-NaCl 50) 50 100 100
pH 4.7 p 1.2 _
K,HPO, 0.3 M 0 0 50 90
NaOll-glycine . 0 ] 50 90
pH 9.2 p 0.2 '
NaOH-glycine-Na(l 0 0 50 75
pH 9.2 pn L2
NaOH-glyecine-Na(l 0 0 30 70
pil 106 p 1.2
NaOH-glveine-NaCl-élhanol 0 0 0 30
19; pH 106, n 1.2

+éLhylhexanol 59/ (1) |

(1y Méme résultat si I'élhylhexanol eslt remplacé par le méthy_usa-
carbinol (1 9/5), l'aleool octalique (0.1 °fhe) ou  I'alcool laurique
(0.1 9/ao).
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Pextraction par ce solvant est terminée, il est remplacé par un
autre ne contenant plus que 250 g. de sulfate ammonique par
litre. On continue ainsi en faisant passer des solutions de
moins en moins concentrées. Ces expériences ont été réalisées
a 00C., d'une part a pH 5.5 (tampon acétate), d’autre part a
pH 9.5 (tampon glycine-NaOH). Aprés passage au travers de la
colonne, les diverses fractions ont été dialysées et leurs activités
mesurées,

12) Fractionnemenl par défécation a Uhydroxyde de chrome

L’actinomycétine est amenée 4 pH 5.5 ; on y ajoute un volume
connu d'une solution concentrée de Cr(NO,);. On précipite
I'hydroxyde correspondant par addition lente de soude 0.1 N,
sous agitation, 4 50 C, et en contrélant le pH qui ne peul dépas-
ser 7. La concentration en ions Cr+++ utilisée a varié de 0.05
4 0.15 M suivant que 'actinomycéline avait subi ou non une
défécation antérieure. Le précipité colloidal est éliminé par
cenbrifugation & 5°C. et les aclivilés sonl mesurées dans le
liguide surnageant. dialysé.

13) Fractionnement el chromalographie sur échangeurs calioniques

L'intérél. de l'amberlite TRC 50, échangeur cationique a
fonctions carboxyliques, pour la purificalion des proléines
basiques, douées ou non d’activité enzymatique, a été démontré
par les travaux de TArrew et Sreiv (1953) sur le lyzosyme
cristallisé, de Hirs (1953) sur le chymotrypsinogéne, de Hirs,
Mocre et Stemv (1953) sur la ribonucléase pancréatique, de
Partus el NeiLanps (1950), ainsi que de MARGoLIASH (1954),
sur le cyltochrome c. Citons également la séparation de diffé-
rentes hémoglobines, réussie par BoARDMAN et ParTRIDGE (1953)
el par Pring et Hursman (1955). ‘

Nous avons mentionné, dans I'historique, la finesse de sépa-
ration qu’il est possible d’oblenir par emploi de ces échangeurs
loniques. Rappelons, en effet, la séparalion chromatographique
du lysozyme en trois composants actifs distincts, alors que Ihété-
rogénéité de cet enzyme ne pouvaib élre mise en évidence que
par des méthodes immunologiques ou physicochimiques trés
sensibles. '
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a) Choixz de U'échangeur. — Nous avons expérimenté trois
échangeurs cationiques A fonctions carboxyliques : les amberlites
IRC 50 el 105 G de Rohm et IMaas, et la lewatite CNO de Bayer,
de méme qu’un échangeur anionique a fonctions amines :
lamberhte IR4B de Rohm et Haas. 250 ml. d’un filtrat de
culture fortement staphylolytique (milieu plumes-caséine) ont
éLé passés sur de petites colonnes renfermant 10 g. de chacune
des résines précédentes. L'activité staphylolytique était retrouvee
intacte, voire augmentée, aprés passage sur 'IR4B. La 105G
et la CNO présentaient une certaine capacité de fixation.
Toutefois, seule 'TRC50 permettait une adsorption complite
des activités lytiques contenues dans actinomycétine. L'inlérét
de cette résine g'est encore accru du fait qu’elle présentait une
certaine spéeificité dans 1'adsorption des divers principes
lytiques, suivant le pH auquel on effectuait Péchange ionique.
Le pH de cet échange peul étre réglé par une neutralisation
partielle el préalable de l'amberlite par de la polasse. Le
tableau IT montre le degré d'adsorption de quelques activités
lytiques de I'actinomycétine, lorsque le pHl, mesuré apros
passage au travers de la colonne, varie de b 4 7.5. On constate
que l'activité staphylolylique est enliérement retenue aux pIl
compris entre 6.7 et 7.1, tandiz que les autres activilés ne le gont
qu'a pIl plus faible, de 5.5.

L’activité staphylolytique est donc due, au moins partielle-
ment, a un enzyme dont le caractére nettement basique laisse
prévoir une séparation relativement aisée des autres principes
lytiques.

b) Coefficient de distribuijon. — La vitesse avec laquelle une
substance se déplace le long d’un chromatogramme, que I'ad-
sorplion se fasse par échange ionique ou par tout autre processus,
est une fonction du coeflicient de distribution de celle-ci entre
les phases stationnaire el mobile. Le coefficient de distribulion
est déflini par le rapport de la concentration de la substance
dans la phase solide 4 sa concentration dans la phase liquide.
Le résultat d'une chromatographie peut élre prévu en déter-
minant le coefficient de distribution par des expériences d’ad-
sorplion en masse, et en vérifiant, par rééquilibrage, la réver-
sibilité du phénomeéne.

Nous avons recherché les coefficients de distribution et vérifié
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la réversibilité de I'adsorption dans des tampons de pH et de
force ionique variés. Pour 1'é¢tude de chaque condition parti-
culiére, 'amberlite doit au préalable étre équilibrée contre le
tampon choisi. Dans ce but, une quantité donnée de résine,
sous forme COOH, purifiée ainsi qu'il est indiqué en c, 2,
est suspendue dans le tampon et agitée. Le pH est maintenu
a sa valeur initiale par addition de soude. Lorsque le pH reste
stable pendant au moins 15 minutes, 'amberlite est essorée.
Elle est ensuite introduite dans une colonne a travers laquelle
on fait lentement passer le tampon choisi. Aprés 15 heures
d’écoulement, la résine est lavée a Ieau et séchée.

Tasreau 11

Influence du pH sur Padserption par Uamberlile {RCH0
de quelques aclivilés Iyliques de Pactinomyeéline

[ntensité de Dadsorption des aclivités
pll
2laphylolylique sobnm ; i 3
(souchs S) colilytique caséinolytique | kératinolytique
b i i + ++ S S G =R
54 et , o e o i i i
B.7 et | o o e S =
6 -+ -+ =
6.2 4+ + + &
6.7 i 0 0 1]
%o + + 0 0 0
7.3 -+ | 0 0 0
7.5 0 ‘ 0 {J 0

Les adsorptions en masse sont réalisées dans des tubes a
réaction ordinaires, 4 température du laboratoire. Résine et
solution enzymatique sont agitées pendant trois minutes et les
activités résiduelles de la phase liquide sont mesurées apreés
éhmination de la résine. Un nouvel équilibrage est alors réalisé
en resuspendant celle-ci dans le tampon initial ou dans un
solvant présentant d’autres caractéristiques. Si le rééquilibrage
est effectué & un pIl notablement différent du pH original,
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on provoque des variations de volume de la phase solide d'autant
plus importantes que les écarts de pH sont plus grands. De
telles variations dans le volume d'une colonne chromatographique
perturbent évidemment les résultats. Aussi, les essais chro-
matographiques proprement dits ont-ils toujours été réalisés a
pH constant, mais & force ionique éventucllement variable.

c¢) Préparalion de la résine. — L’amberlite IRC50 a éLé utilisée
dans deux buts.

1) Concentration de I'actinomycéline. 100 g. et 300 g. d'TRC50
technique sont préalablement neutralisés respectivement par
250 et 100 ml. de KOH normale. Les colonnes réalisées au moyen
de ces résines peuvent adsorber respectivement 'activité staphy-
lolytique et les autres activités lyliques contenues dans 10 L
d’actinomycétine (milieu plumes-caséine). Ceux-ci sont, a 100 (..,
el en 15 heures, passés successivement sur les deux colonnes.
La premiére colonne contient 'amberlite dont le degré de neutra-
lisation est le plus élevé.

2) Purification chromalographique. Nous avons utilisé I'IRCH0
XE64. Celle-ci nous a été fournie par Rohm et Haas, mais nous
I'avons aussi préparée nous-méme, a partir de 'IRC50 technique,
selon le procédé de MArGoLiAsH (1954). Avant d’étre équilibrée,
comme indiqué ci-dessus, ' XE64 a été complétement neutralisée
par addilion de soude et ramenée sous sa forme acide. Abondam-
ment lavée i 'eau, elle a ensuite été suspendue dans de 'acide
chlorhydrique 3N que 'on a porté a4 1000 C. pendant 3 heures.
Cette amberlite, aprés un nouvean lavage a U'eau, a été réservée,
aprés séchage, pour les essais chromatographiques.

d) Tampons choisis. — L'XE64 ainsi préparée a été équilibrée
4 00 C. contre les tampons suivants : 1) véronal sodique (0.05 M)
-HCl de pH 7. 2) tampons acide citrique-Na,HPQ, de pH et de
force ionique différents : pH 7.2-0.2 M en Na; pH 6.1-0.2 M
en Na; pH 5.5-0.05 M en Na.

e) Technique chromalographique. — Aprés équilibrage, I'XE64
est introduite dans une colonne contenant le tampon choisi.
Le remplissage est réalisé par petites fractions, en ayanl soin
d'expulser chaque fois les bulles d’air. Le tampon est ensuite
passé a 0° C. au travers de la colonne pendant 15 heures avec,
éventuellement, ’aide d'une légére pression. Aprés cela, on dépose
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sur la surface supérieure de 'amberlitc une certaine quantité
de la préparation a chromatographier, dissoute dans un minimum
de tampon. Le chromatogramme est enfin développé au moyen
de ce méme tampon, avec une vitesse d’écoulement  de
10 ml./heure. Dans certains cas, la force 1onique du tampon
est, apres le passage d'un certain volume, augmentée par addition
de NaCl. Les fractions sont recueillies au moyen d'un collecteur
automatique. On dose leurs aclivités lytiques ainsi que leur
teneur en protéines,

1) Dosage des protéines. — Nous avons utilisé la microméthode
de Forix et Crocarreu, modifiée par Lowry el alii (1951).
A 0.5 ml de la solution 4 doser, on ajoute 5 ml, de la solution
« microprotein reagent », préparée exlemporanément en mélan-
geant 100 ml. de Na,CO, a4 4 %, 1 ml. de CuB0,.5H,0 4 2 9,
et 1 ml. de tartrate sodico-potassique & 4.5%. On porte 4 37¢C.
pendant 30 minutes et on ajoute 0.5 ml du réactif de Yolin et
Ciocalleu. Aprés 30 minutes de repos & 300 C., Pintensité de la
coloration est mesurée au spectrophotometre Beckman i 735 myt.
La teneur en protéines est évalude en se rapportant A4 une
courbe d’étalonnage préalablement, dressée au moyen de sérum-
albumine Armour.

14) Compasilion chimique des parois cellulaires sensibles
el analyse des produits oblenus aprés leur digestion
par Uaclinomycéline (Sarron ef Gu UYSEN, 1957)

a) Composilion des parois cellulaires. — Aprés hydrolyse
chimique par HCl 6 N pendant 24 heures 4 1050 C., les acides
aminés et les hexosamines onl L6 caraclérisés par chromalo-
graphie bidimensionnelle (phénol-NH; ou pyridine-cau 8:2 (v/v)

d'une part et n-butanol-acide acélique-ean 6:1: 2 (v/v/v) d’aulre
part) sur papier Whatman et révélation & Ja ninhydrine, La
tache correspondant aux hexosamines a 6té découpée et extraite
a l'eau. Les sucres provenant de la dégradation des hexosamines
par l'action de la ninhydrine, {GARDELL, HEIIKENSKIGLD eof
Rocu-NorLunn, 1950 Srtorryn et Jeanvoz, 1954), ont été
séparés par le procédé de JERMYN et ISHERWORD (1949).

b) Digeslion des parois cellulaires, — 50 mg. de parois cellu-
laires ont été digérés a 370 (. pendant 24 heures par 100 yg./ml.

-]
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de nos préparations enzymatiques, dissoutes dans 5 ml. d’une
solution d'acétate ammonique de force ionique oplimale. La
solution clarifiée, sauf exception, a été centrifugée et dialysée
contre 50 ml. d’eau. Dialysats et indialysats ont été Iyophilisés.

¢) Analyse des dialysals. — Les résidus dialysables ont é0é
dissous dans 0.2 ml. d’eau et soumis aux méme analyses que
hydrolysat acide des parois cellulaires. On a, en plus, procédé
aux recherches suivantes : 1° caraclérisation spécifique de acide
w-¢ diaminopimeélique par le procédé chromatographique de
Ruvrann, Work, DeamaN et Hosre (1955). 20 Identification
des acides aminés dinitrophénoliques (2} libérés des DNP parois,
par le procédé de Brackpury et Lowrnrr (1951). 30 Identifi-
cation de la D-alanine par sa transformation en acide pyruvique,
au moyen de D-aminoacide oxydase, aprés sa séparation
chromatographique. L’acide pyruvique a été décelé par le réactif
de Aucrarr et Patron (1950). 4° Mise en évidence des sucres
el sucres aminés par chromatographie unidimensionnelle en
pyridine-eau 8: 2 (v/v) et révélation par la réaction de PARTRIDGE
(1949).

d) Analyse des indialysats :

1o Electrophorése sur papier. Les électrophoréses ont éLé
réalisées & pH 7 (tampon de MirLer et Gorper, 1950, p 0.1
ou 0.2), 4 pH 9.2 (borax M/20) et pH 6.4 (pyridine, acide acétique,
eau). Aprés migration, les divers composants ont été indifférem—
ment révélés 4 la ninhydrine ou selon le procédé de Rypon et
SuitH (1953).

2° Ultracentrifugation. Les expériences ont été réalisées dans
une ultracentrifugeuse Spinco équipée du systéme optique de
PHILPOT-SVEN=ON, par la méthode de la « synthetic boundary »,
en tampon pH 7, p 0.1 de MirLER et GoLpEr (1950) et & la
concentration de 0.5 9%,

CHAPITRE III
ACTINOZYME ET STAPHYLOLYSE

Dans ce chapitre, nous avons rassemblé les arguments ‘qui,
progressivement, nous ont amené 3 considérer que la colilyse
el la staphylolyse sont des manifestations lytiques compléte-
ment indépendantes.
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A. — Infiuence de divers facteurs sur la staphylolyse
et la colilyse

a) Force ionique

1) Siaphylolyse. — Lorsque une aclinomycétine a été longue-
ment dialysée contre eau distillée, elle est sans effot sur le trouble
des suspensions aqueuses staphylococciques. Toutefois, activité
Iytique peut étre restaurée, & pH voisin de 7, par Paddition
d’électrolytes en concentralion convenable, Additionnée de
divers sels, isolément ou associés, la solution dialysée manifeste
toujours une activité maximale pour une valeur de force ionique
comprise entre 0.015 et 0.025.

L’action activatrice des divers sels est cependant, au moins
particllement, spécifique (Guuysex, 1952). C’est ainsi que la
staphylolyse est meilleure en solution d’orthophosphates potas-
siques qu'en solution de sulfate ammonique amenée & pH 7
par neutralisation a la soude (tableau IMI). Lleffet spécifique

TaBLEAU IIT

Influence de Porthophosphale el du sulfate ammonique (pH 7)
sur la staphylolyse (souche H)

% de trouhle disparu, apres 6 heures d'incubalion en
Force )
ionigue

orthophosphates potassiques | sulfate ammonique

|
0.0:000 5] ]
.0014 20 ’ —
0.0025 30 -
0.0051 41 20
0.0077 50 —
0.0100 a8 | 35
0.013 67 ‘
0,016 66 =
0.021 60 40
0.026 55 32
0.040 44 28
0.054 10 22
0.082 5 - —
»
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favorable du phosphate est bien mis en évidence si I'on examine
I'influence de mélanges de phosphates potassiques et de sylfat-e
ammonique. La figure 2 montre que la staphylolyse est vrzu)megt
optimale lorsque la force ionique totale est, dans le cas de Pacli-
nomycétine ulilisée, de 0.015, la contribution des phosphates
pouvant étre réduite a 0.0014 et peut-étre moins. En pl'ége.J'lrfe
de cette minime quantité d’orthophosphates, les sels u’F]llSCS
pour compléter la force ionique se classent dans _[’ordre m_uvant
en fonction de leur effet activateur : NaCl<NH,Cl < Na,S0,
<(INH,)530; (tableau 1V). _ '

Par ailleurs, le métaphosphate ne parait pas pouvoir remplacer
lorthophosphate comme effecteur de la staphylolyse. Le
pyrophosphate, au contraire, peut jouer ce rdle (Lableau V)

t
9 X

80 il
70 /o

60|
50| %

/P o B

W0 0008 iz 0if6 0020

FicuRe 2. — Influence de Ia force ionique ef de la nature ‘r]‘es glectrolytes sur la
staphylelyse (souche H) par Dactinomycétine.

In ordonndes : pourcentage de trouble disparu aprés 180 minutes,

En abscisses : force ionique. T i
Courbe 1 : tampon d'orthophosphates po assigues, H 7.0. . -
Courbe 2 : sulfate ammonique associé 4 des guantilés d’orthophosphates !)Stdb-
sigques telles gqu’elles apportent une foree ionigque de 00077, 0.0051, 0,0025 ou

0.0014 (pH 7).
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a condition d’étre ulilisg
gt : 4 cone :
p(fur eviter une trop forte a]caﬁfl?;;t;izog SUI.ﬁ.Sam]fnent réduite 2) Colilyse. — Lleffet comparé de la force ionique sur la
avec la staphylolyse. % Gu milieu, incompatible colilyse et la staphylolyse & pH 7 est montré dans la figure 3.
L'augmentation de force ionique est obtenue par addition de

sulfate ammonique neutralisé a une concentration fixe d’ortho-
phosphates (u 0.0014). La lyse des deux substrats est activée
par addition de sulfate ammonique jusqu'a obtention d'une
force ionique optimale (0.025); mais, la colilyse, contrairement
a la staphylolyse, n’est que faiblement inhibée aux forces
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Infiuence de divers ¢
en p-’“:::;‘:{- (’ E:;L:tmzwm (PH 7) sur la staphylotyse
isence o-ri!'fopa"zospk(ztes polassigues (u: 0 gGI (JSOHC}I& A

of 2
. o o de brouble dispara anebe
Force ionique ¢ disparu, aprés 6 heurss C’incubalion en
P _ _______|_________-__ ioniques supeérieures.
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Nl | NaaSOg | (NH,50 $
( 50,
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TaBLEAT V

Influence du py ]
pyrophosphale et du métaphosphale sur Jg s
o o : o staphylolyse
Ao

' 602 006 006 008

Molarite Mstaghosiiate Pyrophosphate
D e Frouns 3. — Influence de la force ionique sur la colilyse {courbe 1) et la staphylalyse
% (1) pH x (1) } _ (courbe 2) par; une méme actinomycétine.
pH En ordonnées : pourcentage de trouble digparu aprés 20 minates (courbe 1,
E. eoli) on aprés 120 minules {courbe 2, S. aureus H) d'incuhation.
0.0005 15 7 | En absrisses - loree ionique (sulfale ammonique assoeié & une quantité d’ortho-
gggi 15 ’ _:3’ ;;’ | 7.6 - phosphales polassiques, apportant une force iomique ds 0.0014; pH 7).
; 1¢ 7.6
0010 J.!j B 0 ( 8.7 Les ions peuvent jouer le role d’activateur dans un grand
ggig 20 - 8 ’ 9.0 nombre de réactions enzymatiques et l'on considére générale-
0.100 B — 0 S ment que lion activant fail partie de l'enzyme méme. Nous
! 7.3 0 } :,—5 citerons quelques exemples bypiques. L’amylase, le premier
: ' enzyme isolé en 1833 par PAYEN et PERSOZ, est activé spécifique-
! ment par lion chlore et, & un moindre degré, par d’autres
3

(X) % de o a
) % trouble disparu aprés 6 heures @’incubatige,
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anions. Selon Gorint (1951}, Gonnr et AUDRAIN (19524, 19528,
1953) et Gomrini et Ferrx (1953), la trypsine aurait besoin de
calcium pour exercer son activits. Les ions potassium inhibent
la cholinestérase mais activent, Ia choline-acétylase, tandis que
les ions Mg++ et, Cat+ ont un effet inverse. Le ferment malique
effectue la décarboxylation oxydante de l'acide malique en
acide pyruvique en présence d’ions Mn++ (Ocnoa et alii, 1950 ;
OcHoa, 1951), Enfin, 'ion Cot++ participe & lactivité de 1a
glyeylglycine dipeptidase, et 1ion Zn++ est un constituant
essentie] de Panhydrase carbonique (Smrrm, 19484, 19485, 19494,
19490).

Le role effecteur des électrolytes dans la staphylolyse peut,
également étre comparé & celui qu’ils jouent dans l'autophagie
et l'autolyse du slaphylocoque (Wrrscu et DeLcampe, 1951 ;
WELscH et Sarmon, 1949, 1950 ; Smoriar, 1952). Dans ce cas,
I'orthophosphate est, indispensable et ne peut élre remplace
que par quelques autres selg minéraux (métaphosphate et
pyrophosphate) ou par certains composés organiques (glycé-
rophosphate de soude, acide nucléique) & partir desquels S. aureus
est d'ailleurs capable de libérer de I'orthophosphate. Le phosphate
n’interviendrait pas dans la synthése du systéme autolytique
et ne serait pas nécessaire son aclivité. Il permettrait Ia
séerétion de Pautolysine par les staphylocoques vivants.

b) pH

La figure 4 montre qu'un pH neutre est favorable a la staphy-
lolyse. Celle-ci est pratiquement inhibée 3 pH 8.2. Clest, au
contraire, aux environs de ce PH que la vitesse de colilyse est,
maximale.

¢) Ton Mnt++

Born (1952) a montré Veffet dépressif de Iion Mn++ sur
Pactivité colilytique. La figure 5 montre l'action exercée par
cet ion sur la staphylolyse et 1a colilyse, lorsqu’il est introduit
dans un milieu contenant, yne quantité fixe d’orthophosphates
(2 = 0.0014) et des quantités variables de sulfate ammonique
(pH 7).
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A la concentration de 2.102 M, l'ion Mn++ exalte la St;lpily-
lolyse si la force ionique due & l'association 'ort'hophosp- a f—is-
sulfate ammonique est inférieure & la force ionique optgnat?.
L’addition d’ions Mn++ ne provoque cependant pas une ?c i;
riolyse plus rapide que celle _ohserve'e en son ahse?t:;a, a ng;n_
ionique optimale. Si les conditions de forf;e lonique et de co e
tration en ions Mn++ ne sont pas adéquates, celui-ci inhi

"ackivi aphylolytique.
laizvltflif;:ep ezt, y:uqcontraire, toujours inhibée, _quglle q:;e
soit. la concentration des ions Mn*+ et la force iomique du

milieu.
d Log. T2 *
650 Log. 7
O
I
0,500 /0 .
P
.
0,300, I
0,200 o)
0,100
pH
b 7 8 9
Ficure 4, — Influence du pH sur la colilyse (courbe 1) et la staphylolyse

(courbe 2) par une méme aclinomycétine,

En ordonnées : valeur de log (T,/Tt) aprés 5 miny tes (courbe 1; E. coli) ou aprés
150 minutes (courbe 2; 8. aureus H) d'incubation.

En abseisses : valeur du pIl (orthophosphates pofassiques, force ionique 0.020).
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Teunre 6. — Influence de Iion Mpt+

sur la colilyse (courbes A, B et Q) &t
staphylolyse (courbes I, Il et LIT) par une méme actinom_vcéLir_,Le a dil‘fgr:nti’;

lorces ionigues,

En ordonnées : pourcentage de v

B el C; E. ecoli)
d'incubation.

En abseisses : force ionfque (sullate ammoni sacié a i
: ! que ds20cié a une gquant ; =
phosphates potassiques apportant une force ionigque de IZI.L}ﬂl;1 . ;—;tﬁﬂd ertho

Courbes : A et I : pas de Mo+ B at
G el IIL ¢ Mat+ 4 % 10-9y, it

ouble disparn aprés 30 minntes (courbes A
ou aprés 200 mim_ltes (comrbes I, 11 et IIT; S.( aurens Hi

Mnt+ 2 x 10-°M;

B. — Cinétique de Ia staphylolyse et de la colilyse
a) Colilyse

Werscu a montré que la lyse par 'actinomyecéline d’E. coli
chauffée se déroule i pH 8.2, en K,HPO, M/30, et & 370 C
selon une réaction d’ordre 1. D’autres cinétiques peuvent
cependant étre exceptionnellement observées lorsque la lyse
est réalisée dans des conditions expérimentales différentes, ou
lortsque I'actinomycétine a subi certains traitements, ou a‘ été
preparée par culture du Streptomyees dans des conditions

partlcuhelres..Nous reviendrons plus loin avec Quelques détails
sur ces cinétigques anormales.

=
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Une unité colilytique a été définie de la fagon suivante
(WeLscu, 1947b) : « Une actinomycétine contient 100 unités
colilytiques par ml. lorsque, & 379 C. et en 20 minutes, un
volume de cette préparation réduit a 50 %, de sa valeur primitive
le trouble de 9 volumes d'une suspension d'E. coli chaulfée,
taite en tampon de phosphates M/30 de pH 8.2 et d'un trouble
absolu de 0.142 ».

b) Slaphylolyse

La staphylolyse peul se dérouler suivant des cinétiques
trés variables, méme si les conditions de pH et de force ionique
du milieu sont optimales. Nous nous limiterons ici & un seul
exemple.

Dans une réaction d’ordre 1, la quantité de substrat détruite
est reliée & la concentration en enzyme (e] et 4 la durée de la

e

réaction (b) par I'équation In :a_n = (q.[e).Lon a; et 3, sont les
£

concentrations en substrat aux temps o et t, q le coefficient

catalylique et (e) la concentralion en enzyme. En utilisant les
logarithmes décimaux, et en remplagant la concentration en
substrat par le trouble (T) de la suspension, qui lui est directe-
ment proportionnel, el la concentration absolue en enzyme
par une concentration relative (c), 'équation précédente devient

1

T
en pratique log 1—,0 = Rt b
§

La figure 6 montre la cinétique de la staphylolyse par une
actinomycétine dans le milieu phosphales-sulfate ammeonique

[}l

. . . : ] . :

de foree ionique optimale. Log T est directement proportionnel
§

4 la concentration relative de Pactinomycétine. Mais les coetli-

cients angulaires des droites s’'accroissent, en fonction du temps,

proportionnellement plus vile, ainsi qu’en témoignent les diffé-

rentes valeurs de — respeclivement égales a 120 aprés 15 min.,

A
92 apres 30 min., 72 aprés 45 min., 55 aprés 60 min., 45 aprés
75 min. et 37.5 aprés 90 min. Pour une concentration donnée,
la vitesse de réaction augmente avec le temps.
Il est cependant possible d'exprimer les résultats de telle
facon que les progrés de la lyse soient liés & la concentration
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Ficure 6. —

T
P'actinomyeétin ¥Ype usuel de la cinélique de Ia staphylolyse (souche H) par

& (orthophosphales-sulfate ammonique ; force lonique opiimale

0.025; pH
Ir ordonnges - PE 7).

: valeur de lo
Indiquée pour chaque courbe. g TofTt mesuree aprés uns incubation de la durée

f;l a}i’:scwses ¢ concentration relative de Faclinomycétine.
phénomeéne s’exprime par Péguation T )T{ = A. ¢. t.
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Figunre 7. — Type usuel de 1
a cinétique de
B acjhnomycétme {orthophosphutes-sulfate amm
0265 pH 7). Autre représentation graphique
la figure .

la staphylolyse (souche H) par
omirque ; force ioniqus optimale
des résultats expérimentaux de

En ordonnées pourcentage du
durée indiquée pour chaque courhe.

En a 3
bscisses : racine carrée de la concentration relative 72 l'actinomyeétine.
Le phénoméne s'exprime par Véquation x = A, \/c—h

trouble disparu aprés une incubation de la
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et au temps par un facteur de proportionnalité constant.
Le résultat de cet artifice de calcul est montré par la figure 7
ou 'on porte en ordonnées le pourcentage du trouble disparu (x)
el en abscisses la racine carrée de la concentration relalive en
principe actif. Dans ces conditions, I'équalion de la réaction
est de la forme x = A’ (\/c-— bjt ot b, qui représente la valeur
de l'abscisse interceplée, est un facteur constant, indépendant
de x et de t, et caractéristique de l'actinomycétine utilisée.
Dans I'exemple choisi, sa valeur est de 0.16. Les dilférentes
valeurs de Y, sont respectivement égales a 0.50 aprés 15 min.,
0.45 aprés 30 min., 0.48 aprés 45 min., 0.47 aprés 60 min., 0.42
aprés 75 min. et 0.40 aprés 90 min. La valeur moyenne est de
0.45

La constante b a la signification d'une concentration. C'est
la concentration minimale nécessaire pour que la lyse présente
le bype de cinétique décrit. Ge n’est pas, en effet, la concentration
minimale pour que la lyse soit réalisable, car il est possible
d'observer une faible activité lytique pour des valeurs de c,
telles que V¢ soit inférieure & b.

Il est également possible d’observer, du moins dans un
certain domaine, une cinétigue pseudo-monomoléculaire en
modifiant la composition du milieu ot la staphylolyse est réalisée.
La figure 8 montre la cinétique de la staphylolyse par la méme
actinomycétine dans un milieu ot I'association phosphates-
sulfate ammonique est inférieure & la concentration optimale,
maig auquel on a ajoulé du Mn(JLa (2.1072 M). On retrouve

alors une équation de la-forme log - T = A.c.t. pour laquelle
§

les différentes valeurs deEL gont respectivement égales a 83

aprés 30 min., 62 aprés 456 min., 52 aprés 60 min., 49 aprés
75 min., 46 aprés 90 min. et 49 apres 150 min.

L’addition d’ions Mn*+ a done eu pour effet de stabiliser assez
rapidement la vitesse de la réaction. Pendant les 45 premicres
minutles, la vitesse croit progressivement ; ensuite, la cinétique
est celle d'une réaction d’ordre 1.

Les exemples que nous venons de voir ne sont pas limitalifs,
et les cinétiques sont parfois représentées par des équations
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plus compliquées ainsi que nous le wverrons ultérieurement.
La nature de la peptone utilisée semble jouer un role. Clest
ainsi que lactivité staphylolylique de certaines actinomy-
cétines élaborées a partir de divers lots de peptone Wilson,
s'exprime, méme en prégence d'ions Mn'*, par une équalion
du type x = A’ A/c.t. On observe simplement que le facteur b
est pratiquement égal a 0.

Nous avons défini une unité staphylolylique par analogie
avec l'unité colilytique. Une actinomycétine titre 100 unités
staphylolytiques par ml. lorsque, & 370 C., et en 6 heures, un
volume de cette préparation réduit 4 50 %, de sa valeur primitive
le trouble de 9 volumes d’une suspension de S. aureus H vivant,
d’un trouble absolu de 0.142. Cette unité n’a pas de valeur
absolue. Les titres staphylolytiques de deux actinomycétines
ne peuvent en effel &tre comparés que si les préparations
agissent conformément & un méme type de cinétique.

;
Luq.r—: ;

0,700]

0,600

0500

0,400

0,300

0.200] /a 4

0a0)
Y32 Ve Vs 7

MeurE & — Influence régulatrice de 1'ion Mut++ {2 x 10-3M) sur la cinélique
de la staph]ﬂolfysu (souche 11} par Vactinomycétine en mi.lIo.uJorthoplmsphates-
sulfate ammonique de force ionique 0.015, inférieure 4 la valeur optimale (pF 7)

Meme représentation que pour la figure 6. -

1 ’Hﬂtlnﬂm}' atine est 1a méme 1] 1 ili I = l}' i
L &t e y que ce le ulilisée our les experiences rapp rtées
aLx ”gul'&s SR . . - X

C. — Influence de divers facteurs sur la production
des activités staphylolytique et colilytique
a) Concenlralion en pepione

‘ En utilisant comme base la solution minérale compléte de
Czapek, on observe que, par culture en shake flasks (5a) de
Streplomyces albus G, L'activité staphylol§tique n’apparait que
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si le milieu est, enrichi par addition d’au moins 0.5 9, de peptone
et afteint son titre maximum pour une concentration de 1 %.
Aprés un certain temps de latence, Iactivité staphylolytique
apparait, puis augmente progressivement. Elle atteint son
maximum aprés un temps d’incubation indépendant de la
concentration en peptone. Elle diminue ensuite progressivement
et disparait de fagon compléte aprés quelques jours.

I’activité colilytique atteint également un titre maximum
pour une concentration en peptone de 1 9,, mais apparail
déja pour une concentration de 0.1 %. Aprés avoir atleint
son maximum, aprés un temps d'incubation différent de celui
observé pour Uactivité staphylolytique, elle diminue légérement,
puis se maintient longtemps inchangée.

Les aclivités colilylique et staphylolytique évoluent indepen-
damment 1'une de Pautre au cours de l'incubalion de S. albus G
et ne sont apparemment liées entre clles par aucun facteur
constant de proportionnalité (Gruysew, 1952).

b) Calions bivalents

Les cations bivalents jouent un role important dans la biosyn-
thése de nombreuses substances, soit qu'ils entrent dans la
constitution méme de celles-ci, le cobalt dans la vitamine BI2,
le cuivre, le fer et le magnésium dans les protéines métallo-
porphyriniques, soit gu’ils interviennent comme activateur ou
inhibiteur d'un des stades de Dé¢laboration de la substance
désirée. Nous avons donné p. 203 quelques exemples de calions
qui sont des constituants essentiels de divers enzymes. ALBERT
(1951) a magnifiquement. ;passé en revue la significalion des
traces de métal dans la matiére vivante. Les recherches sur
I'influence des ions métalliques dans la biochimie microblenne
sont légion. Citons, par exemple, les travaux de Wrpp (1948,
1949, 1951a, b, 1953) sur le role du magnésium dans la division
bactérienne, de Gare et Mircuern (1949) sur linfluence des
traces métalliques dans lassimilalion. de l'acide glulamique
par diverses espéces de bactéries, de SmaNKAR et Barp (1955)
sur I'effet du magnésium et du cobalt sur la croissance, la morpho-
logie et le métabolisme de Clostridium perfringens, et de GorIiNt
(1950) sur le réle du calcium dans P'activité et la stabilité de
quelques protéinases bactériennes.
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Les cations métalliques se combinent a certaines molécules
organiques suivant un processus particulier, dénommé chélation
par MorGaN et DrEw (1920), dans lequel une liaison ionique et
une liaison covalentielle unissent un cation avec deux groupes
distincls d'une méme moléeule organique. Les cations bivalents
sont classés suivant la stabilité des complexes qu'ils forment
avec la majorité des agents de chélation, dans un ordre déter-
miné appelé série de MELLOR-MALEY (1948) (voir aussi IrviNe
et Wirrtiams, 1948) : Cu, Ni, Co, Zn, Cd, Fe, Mn, Mg et Ca.
Les antagonismes qui, dans la nature, existent, entre plusieurs
calions pour une méme substance organique, ou entre plusieurs
substances organiques pour un méme cation, sonl régis par
les constantes de dissociations des divers complexes possibles.
De nombreuses preuves expérimentales ont été données, avec
parfois des conséquences pratiques intéressantes. Par exemple,
'augmentation de la production de riboflavine par Clostridium
acetobulylicum par addition au milieu de culture de 2.2/ dipyridyle,
est interprétée comme la conséquence d’une diminution de la
teneur en ions ferreux (Hickry, 1945).

Nous avons examiné I'influence éventuelle de chacun des
ions de la série de MELLOR-MaLEY sur la production des activités
staphylolytique et colilytique, lorsqu’ils sont ajoutés a des
concentrations comprises entre 10~5 et 1072 M, & un « milieu de
base » dont la composition est, a suivante : peplone Wilson I 9, ;
KCl 7.107* M ; NaNO, 24.1073 M ; K,HPO, 8.103 M (GHUYSEN,
19535).

Les ions bivalents étudiés ont été ulilisés sous la forme
des sels suivants : CuS0,.511,0 ; NiS0Q,.7H,0 ; Co(NO3),. 6H,0 ;
Zn50,.7H,0 ; Cd(CH,C00),.3H,0 ; FeS0,.7H,0 ; MnCl,.4H,0 :
Mg0,.7H,0.

Il convienl de remarquer immeédiatement que la peptone
et les sels du milieu de base sont susceptibles de renfermer
certains ions bivalents & l'étal de trace & titre d'impuretés.

Les diverses cultures ont été incubées sur machine a agiter,
a des températures constantes variant entre 27 ef 380 (. Les
activités colilytique et staphylolytique ont été titrées sur des
échantillons dialysés; la premiére, 4 pH 8.2 en K,HPO, M/30,
la seconde, a pIl 7, en solution de phosphates-sulfate ammonique
et. MnCl,.
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1) Activilé colilylique. — 1) Le principe colilytique, obtenu
aprés culture dans le milieu de base, 4 une température supé-
rieure a 28° C., n’agit selon une cinétique d’ordre 1 que pour
des temps de réacltion d’autant plus courts que la t.em[?(ératlll'e
a été plus élevée. Lorsque celle-ci atteint 37° C., la cinétique est

T = : ;
exprimée par 'équation log ?n = A" V.t dailleurs retrouvée
[

¢galement, ainsi que nous le verrons, lorsque 'actinomycétine
obtenue a 28° C., agit dans des solutions autres que Ie tampon
phosphate usuel.

2) L’allure de la cinélique est d’autre part influencée par
I'addition au milieu de base d’ions bivalents. Ainsi, les actino-
mycétines élaborées en présence de Cu*+, Nit+, Cd++ ou Fett,
méme a 280 C., donnent une cinétique anormale. Inversement,
le principe obtenu en présence de Cat+ donne une a:iné’rjique
normale, méme si la température a été porlée jusqu’a 320 C.
En présence de Mnt+, Mgt+ ou Znt+, celle-ci peut étre élevée,
jusqu’a 36° C. environ et en présence de Co*+, jusqu’a 380 C.,
température maximale compatible avec un développement
convenable du Streplomyces, sans que la cinétique prenne le
type anormal.

3) Le réle de protection joué par le cobalt vis-a-vis d'une
élévation de la température de la culture du Streptomyees,
peut également se manifester vis-a-vis d’autres cations bivalents
qui induisent la production d'une aclivité colilytique .anormale.
Par exemple, aprés culture & 320 C. et en présence d’ions Mg++
(15.1073 M) et Fet+ (8.107" M), I'activité colilytique obtenue
est anormale. Si l'on supprime le fer ou si 'on remplace une
partie du magnésium par une égale quantité de cobalt [1_0“l M),
Iactivité colilytique redevient normale el, dans ce dernier cas,
reste Lelle, méme si la culture a été réalisée a4 370 C.

4) Ce méme effet de protection peut s’exercer \:isfé-x_ris de
substances de nature complétement différente. Clest ainsi que,
par addition d’agar a la conecentration de 2 p. 10 000 au milieu
de bhase contenant ion Mgt+ a la concentration de 5.107* M,
on obtient, méme & 27¢ C., une activilé colilytique & cinétique
anormale. Pour obtenir une cinétique normale, il suffit d’ajouter
au milieu de base précité, du Cot* a la concentralion de 10—% M.
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5) Que l'on utilise le milieu de base tel quel, ou enrichi en
cations bivalents, isolément ou associés, optimum thermique
correspondant & la production maximale du principe colilytique
est toujours de 27 a 29° (. C’est ainsi qu’en présence de 1'asso-
ciation Co++(107¢ M) — Mg++(10~2 M), le titre maximum oblenu
est de 86 unités & 370 C., 240 unités & 320 C. et 430 unilés a 280 C.

6) A cette température de 280 C., 'addition de certaing
cations au milieu de culture augmente la production du principe
colilytique. 1l existe une concentration optimale, comprise entre
107% et 1072 M, pour chacun des calions hivalents étudiés,
1solément ajoutés au milieu de base. Cette concentration oplimale
varie si l'on associe deux cations bivalents ou davantage
(tableau V1) ou si 'on modifie' la quanlité des électrolytes du
milieu de base (tableau VII).

7) Il est difficile de classer les cations hivalents d’apres
I'intensité de leur effet sur la production du principe colilytique.
En effet, ce classement serait différent suivant les conditions
expérimentales choisies. Il dépendrait, entre autres, de la concen-
tration des électrolytes constitutifs du milieu de base el de la
présence d’autres cations inlroduits dans le milieu, volontaire-
ment ou & titre d'impuretés (tableaux VI et VII). De plus,

TaBLEAU VI
Influence du Mg++ el du Cot+

sur la production des aclivités colilylique ef staphylelyligue [souche H ; 280 C.)

. Sans Cott [Cot+: 102 M| Sans Cot++ |Cot+:10-4M
Concenlralion
molaire
en
Ma++ Agclivité colilylique Artivité staphylolyligue
- en unitésml. ern unités/ml.
) ] ' |
0 240 A40 200 L0
1072 240 340 — -
16-3 280 430 325 7560
2.5, 103 380 430 900 #00
a. 103 430 440 s00 800
102 400 330 ¢ 650 200

R Tals

T L3 * r"
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Taprrau VII

Influence de la concentration des électrolyies de base el des ions f'\-fg*-‘+
sur la production des activilés colilyiique el staphylolyligue (souche I ; 230 ()

Concen- Concer- Concen- Activilé
tralion Lration Aclivile Lration staphyloly-
relalive des molaire colilytique molaire e t
électrolyles en relative en Selabiva
de base Mg+t (1) Mg+t (1)
2 0 1.26 0 1.3
"5 10-¢ 1.65 103 3.0
1 0 1.00 { 1.0
1 5,102 1.90 2.5, 10-3 3.5
0.5 0 0.80 0 (.4
0.5 To-2 1.80 102 3.0

(1) Outre le témoin sans Mg+t on n'a relenu qué Ia. c'onf‘.ent-rat,wn
en Mg++ donnant, dans chaque cas, le rendermentl maximal.

la production du principe colilytique présente des irr_égularip{as
imprévisibles, attribuables, sans doule, a la préscnce d’impuretés
dans les réactifs, peut-étre aussi & des variations de la gouche (7).
Toutefois, I'addition de Co++ au milieu de base, em‘ichi. ou non
en Mg+, permet d'obtenir un rendement en ..activité colilytique,
reproductible et maximum, de 350 & 450 unités/ml.

2) Activité staphylolylique. — 1} Ni les variatio_ns: de la tcrqpé-
rature lors de la culture du'Sireplomyces, ni I'addition de cations
bivalents (Zn+“+ excepté) -au milien de base, ne modifient lz}
cinétique régissant I'activité staphylolytique qui, étant donné
la nature de la peptone utilisée, est du type x = A"."Ve.t.

2) Aprés cullure en présence d’ions Znt™, l’.activi.té de l’apl:i—
nomycéline dialysée augmente lorsque celle-c1 esl progressive-
ment diluée.

3) L'optimum thermique correspondant a }a pl‘OduptiOI\l
maximale du principe staphylolytique est toujours de 27 a
290 C. quel que soit le milieu choisi. G'est ainsi que, en présence
de I’association Cot*+(10% M) et Mgt+(10~2 M), le titre maximum
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atteint. est de 200 unités a 370 C. et de 760 unités entre 32 et
270 (. En présence de 'association Cot+(1074 M) et Mgt++(1072 M),
il est de 0 & 370 C., 400 unités & 320 C. et 800 unités & 23° C.

4) A Vexception de I'ion Ca*+, et peut-élre Zntt, qui n’a pas
¢lé examiné A ce point de vue, chaque cation bivalent, isolément
ajouté au milieu de base & concentration convenable, peut
augmenter le rendement en activité staphylolytique. Mais
sa concentralion optimale varie également si I'on modifie les
quantités d’électrolytes de base ou si I'on associe deux cations
bivalents ou davantage (tableaux VI et VII).

5) Des irrégularités, analogues a celles que nous avons signalées
a propos de activité colilytique, ont été également observées.
1l est cependant certain que I'addition d’ions Mgtt, en concen-
tration appropriée, au milieu de base enrichi ou non en Cott,
permet d’obtenir une production réguliére ef maximale ge
principe staphylolytique, celle-ci se situant entre 750 et 950
unités/ml. (x = A’ V. t) apres le méme temps d’incubation
que pour l'activité colilytique (70 heures environ).

3) Conclusions. — 1) L’addition au milieu de culture d’ions
Co++ assure l'obtention d’une activité colilytique présentant
une cinétique d’ordre 1. Elle est susceptible d’antagoniser les
anomalies dues & une élévation de la température, & la présence
de traces de certains cations (Cd*+, Nit+, Fe++, GCu*t) ou
d’aulres substances chimiquenient non apparentées (agar) qui,
en son absence, induisent I’élaboration d'une activité colilytique
obéissant 4 une cinétique inhabituelle. De plus, seul ou en
association avec Mg+t, Iion Cot++ exalle réguli¢rement la pro-
duction du prinecipe colilytique.

2) L’'ion Mg+ apparait comme un élément extrémement
favorable a la production de lactivité staphylolytique. Ce
cation peut étre partiellement remplacé par une quantite
équivalente de coball sans grande modification du titre staphy-
lolytique obtenu.

3) Les considérations précédentes expliquent la composition
du milieu finalement adopté et qui est décrit dans « Matériel et
Méthodes » (5, a, 1).
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¢) Adration

Trois cultures ont été simullanément réalizées a 28° C.,
en milieu peptoné, en cuves de 100 litres. Ensemencées de fagon
identique au moyen d’une méme culture, clles ont ensuite été
soumises 4 des conditions différentes d’aération.

Débit d’air Pression d’air constante
0.5 vol. d’air/fminute/vol. de culture 0
0.5 vol. d’air/minute/vol. de culture 1.6 kg./ecm?
0.2 vol. d’air/minute/vol. de culture 0.50 kg./fem?

Les figures 9 el 10 montrent que le rendement des activités
colilytique et staphylolytique est différemment influencé par
le degré d'adration. Plus celui-ci esh intense, plus la production
du principe colilytique est ¢levée, tout au moins dans les limites
expérimentales étudiées. Au contraire, la production maximale
de l'activité staphylolytique est observée pour un taux moyen
d'aération.

La cinétique présentée par I'activité colilytique est d’ordre 1.
Le titre maximum oblenu varie entre 200 et 440 unilés suivant
le degré d’aération. Il est pratiquement le méme avant ou aprés
dialyse et reste longtemps inchangé lors d'un stockage & 00 C.

L'activité staphylolytique se manifeste également, dans
Iexpérience présenle, selon une cinélique pseudomonomolé-
culaire, lorsque 9 volumes d’une suspension aqueuse de
S. aureus H sont ajoulés a 1 volume d’aclinomycétine non
dialysée, dont les dilutions successives sont faites dans la
méme aclinomycéline inactivée par chauffage, ou lorsque le
staphylocoque est incubé dans le milieu phosphates-sulfate
ammonique-MnCl, en présence d’actinomycétine dialysée.
Toutefois, les titres staphylolytiques sont différents selon
que le dosage est réalisé par 'un ou 'autre procédé. C'est ainsi
que les titres des actinomycélines wvarient, selon D'aéralion,
de 320 & 920 unités avant dialyse, et de 150 & 310 unités aprés
dialyse. Cette différence s’atténue progressivement lors de la
conservation aseplique des cultures, a 0° €., myeélium présent,
et s’annule aprés brois & quatre semaines. Ge phénomene qui
peut étre attribué a la production d'un activateur instable et
dialysable, n’est pas toujours observé. Dans certains cas, la
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uniTes/ml
%20 |
360 | 1
500 | [
F
20 | i
180 | j ® ‘
i Vo il
120 | ; T '
] [
.‘-
I/
60| ‘%p
o
e . . . | HEURES
18 36 -1 72 20 108 126
FiGureE 9. — Production de I°

agenl colilytique par Sireptomyrces albus G en
cuves de 100 litres. Influence des condilions d’aération,

En ordonnées | unilés colily liques/ml.

En abscisses : durée d’ineubalion en heares.

Courbe I : 50 litres afr/mmn, ; sans surpression,

Courbe IT : 20 litres air/mn. surpression : 0.5 kg./em?,

CGourbe 111 : 50 lilres airfmn. ; surpression : 1.6 ke./em®,

]

40 }I
60 |
Eli
40 |
30|
20 |
10
T "
s 8 B Hm

2 20 36 L& 60 75 BL 96 103 io TS
Ficure 10, — Production de I'agent staphylolytique par Sireplomycees albus G
en cuves de 100 litres. Inflluence des conditions d'aération,

£n ordonnies - activité staphylolytique exprimée par s pourcentage de trouble
disparu, aprés incubalion pendant t heure, de 9 volynes de suspension staphy-

lococeique (souche H) el 1 volume de filiral de culture non dialysé.
En abscisses : durée d'ineubation en heures.
Débits d'air et surpressions, comme pour la figure 9,
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dialyse est sans effet sur I'activité staphylolytique d’une culture
fraiche.

d) Conclusions pratiques

Le tableau VIII montre I'évolution des activités Iytiques de
Pactinomycétine au cours d’une culture de S. albus G en cuve
de 500 litres (5b). Les rendements sont excclle_nts .Et les titres
maxima sont obtenus aprés un temps d’incubation de 60 heures
environ.

TasLEAU VIII

Evolution des activités Iytiques au cours de Pincubation de S. allus &
en cuves de BO0 [itres

o/ de trouble disparu pour chague subsirat
Age de la
cullure .
en heures | S, qureus| S. pyo- | S. pneu- | I ce;_l_: kivating] wavetna
H genes monie | chaullée
y 0 0 20 0 0
ﬁ g 0 ] 206 0 16
34 0 14 19 44 18 49
41 15 37 38 b 37 70
49 60 73 71 64 45 ZO
56 77 82 85 66 50 7
68 63 80 82 66 48 70
I 150 20 60 5 90 5
:«-(f 5] 10 10 - 10 1 1] 20 25
m(?) eau eau eau | K,HPO, K,HPO, K,HPO,
M/30 M/30 | 0.06 M

Conditions de dosage : N

() t : temps aprés lequel le pourcentage de trouble disparu a éte
délerminé, en min, o Iy ‘

(%) v : volume en % d’actinom_ycétine 1_1011 dialysée ajoulée a la sus-
pension ou 4 la solution de substrat sensibile. _

(3) m : miliea dans lequel se déroule la réaction enzymatique,
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D. — Quelques équations de cinétique
ou épreuve d’homogénéité enzymatique

a) Notions théoriques

Un grand nombre de réactions enzymatiques se déroulent
conformément 3 I'équation de Micnarris-MenTEN (1913),
basée sur hypothése de 1a formation intermédiaire d'un
complexe ES entre Penzyme E et le substrat S, Elle s’exprime

v

K,
(a) 71
vitesse initiale, (a) la concentration initiale en substrat et V
la vitesse maximale de Ia réaction, théoriquement, alteinte
bour une concentration infinie en substrat. K_, dénommae
constante de MI(:HAELIS-MENTEN, & pour valeur numérigque
celle de la concentration en substrat pour laquelle 1a vitesse
de réaclion est 6gale & la moitié de la vitesse maximale. Plus
la valeur de cette constante est élevée, plus l'affinité enzyme-
substrat est faible.

La fonction [v] — [{a) est une hyperbole équilatére (fig. 11)
dont les asymptotes rectangulaires ont pour équation [v] = V
et (a) = — Km. Les portions de I'hyperbole qui correspondent
dux concentralions extrémes en substrat, sont pratiquement
assimilables & des drojtes. i

Aux trés faibles concentrations en substrat, on peut admettre
[v] = ky(a). Pour une quantité donnée en enzyme, la vitesse
mitiale de chaque réaction est directement proportionnelle & la
concentration initiale en substral. C’est T'expression d’une
réaction d’ordre 1 qui se caractérise par le fait qu'une fraction
constante de substrat est décomposée par unité de temps.

Aux trés fortes concentrations en substrat, on peut admettre
[v] = ky. Pour une quantité fixe d'enzyme, la vitesse initiale
de la réaction est indépendante de la concentration initiale en
substrat. Cest Pexpression d’une réaction d’ordre zéro : une
quantité constante de substrat est décomposée par unité de
temps.

Les variations de cinétique présentées par les réactions
enzymatiques peuvent s'interpréter par des variations dans le

par la formule [v] = » dans laquelle [v] représente la
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degré de saturation de I'enzyme par le substrat. S’elml Van SbL‘ix:’K]z
(1942), la décomposition enzymatique d’une -mltj)]fcuée d{: 5(;1}511(1:\{1
i scule de substrat est ;
ferait en deux temps. La molécu ' : .
?ii{ée par les groupes actifs libres d'une ncmlecu]l(e1 d en}z}y;neé
i ‘opé transformation du substra
uite seulement s'opérent la forn
21?513 libération des produits de la réaction. ?eul, le tem;le
requis pour la réalisation de la premiére Part:e de n:;e1 (:y((:ie
dépend de la concenfration en substrat. Si les molécu lrs 1}
Subs.trat sont en trés grand nombre, le temps It)encéa_ntL eqlﬁae
1886 - in¢ est trés court, et cet inlerva
1§ me esh laissé non combiné es rés cou e
d:n«ziremps perdu » peul méme devenir negl:geabledparlrapp?;t
s né ire & calisation de la seconde phase du
temps nécessaire a la réalisation .

? uc.le Dl:ms ces conditions, 'enzyme travaille avec un rendeme‘nt
ga;d;num Une augmentation de la concentratmnoen substrat
: ; i saction d’ordre 0.

dés lors, sans effet. (Cest une réac 9 .
esia démonstration de I'homogénéité ou de lhétﬁ:rogénélti
enzymatique peut étre résolue par divers Procedés qul reposen
sur les cinétiques présentées par les réactions. E t’

i Slé : yplicati coefficien
19 Un premier procédé est une application du tkl
catalytique. Le coefficient catalytique est donné par le rappor ey

(]

ik
2 :
v=lv2 e = ‘;“
Z i
: (@)
I

(K, (Kml,

i initi v la wviiesse
IGURE 11, — Influence de la conceniralion mxu_ale en suhsLmt”s;;IEWEN.
Lk initiale des réactions enzymatigues. Equation de MicHae I

En ordonnées : vilesse initiale !:le réaction. b,
En abscisses : concenlration initizle en substral.
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ol k; est la, constante de vitesse d'ordre 1 et (e) la concentration

(en poids sec ou en mg. d’azote
- s par exemple) de | éparati
enzymatique utilisée, EAEETR Simralion

nement, inactivation, inhibition, dénaturation, le rapport Gt
?

' ' _ ‘32
dénommé quotient catalytique, reste inchangé, on est en

d’roit c?e postuler Phomogénéite enzymatique de P. Les exemnples
d’application de ce procédé sont nombreux. Citons er?tre
autres, la caractérisation des cathepsines I, IT, IIT et I{a’ de 1
rate deﬁ beeuf par Fruron, Inving et BEBGR;.'ANN (1941a b)a
Le méme procédé est applicable si les réactions sont d’ord;'e 0-

Le coefficient catalytique sera remplacé par 9 ot Q est la quantité

de sulbstrat détruite par unité de temps. .

1l Importe, toutefois, que les diverses activités de chaque
¢ 'fractlon » provenant de la préparation a Pétude soient compa-
rees entre elles sur la base d’une méme cinétiq:m de. réactign

Lorsque la préparation P pnlest active que sur un seui
substrat 8, il est également du plus haut intérst de déterminer
les coefficients catalytiques des diverses fractions P P P
Supposons, en effet, que ceux-ci sojent détermings e;’diw?is—.;nt 1;
par Ig tent.aur en protéines. Si les coefficients catalytiques ne sont?
Pas identiques, ¢’est que la préparation P, bien qu’'elle ne

conti 4
ontl’gnne qu'un seul enzyme, est, cependant contaminge par des
protéines étrangéres.

20 Un deuxi¢me procédé est basé sur 'action compétitive
exercée par les deux substrats, S, et S, lorsqu’ils sont soumis
simultanément, 4 'action de la méme préparation P. Soit Q’
et O, les quantités des substrats 8, et 8, décomposgés iaar unit;
de. terlnps sous l'action de Ia préparation P lorsque celle-c
agit séparément sur chacun d’eux. Et soit Q1o la quantits
globale des substrats S; et 8, décomposés par Enité de temps

par la préparation P, celle-ci agissant simultane
multan
deux substrats. e
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L’obtention de Iégalité Q,,, = Q; -+ Q, peut signifier que
la préparation P contient deux enzymes respectivement actifs
sur B; et $,. Cette conclusion n’est toutefois valable que si les
conditions expérimentales sont telles que I'attaque enzymatique
de chaque substral se déroule isolément suivant une réaction
d’ordre 0. C’est-a-dire que I'enzyme doit étre saturé par chacun
des substrats individuellement.

Cette condition de saturation individuelle n’est cependant pas
toujours réalisable, par exemple si la constante de MicHAELIS-
MEeNTEN est trés grande, ou si la solubilité du substrat est trop
faible. .

Au contraire, l'obtention de I'équation Q,,, =0Q,, avec
0, > Q,, signifie que la préparation P ne contient qu’'un seul
enzyme. Cette conclusion est valable quelles que soient les ciné-
tiques de chacune des réactions enzymatiques individuelles.

Un remarquable exemple de I'application de cette méthode
qui ne nécessite aucun procédé d’individualisation a été donné
par ZELLER (1949) et Zrrier et Urz (1949) pour 'analyse des
cholinestérases des venins de serpents élapides.

3% Nous avons utilisé un troisiéme procédé basé sur les
considérations suivantes,

On sait que les réactions enzymatiques peuvent, étre conduites
de Lelle sorte qu'elles se déroulent suivant I'une ou 'autre des

: _ 2.303 a 1
deux cinétiques : kK = 6 log P (ordre 1) et kB = t H

(ordre 0) ou E représente la concentration en enzyme, a la
concentration initiale en substrat et H la concentration des
produits de la réaction au’ temps t.

Toutefois, I'attaque d’un substrat déterminé par plusieurs
preparations enzymatiques différentes, ou l'attaque de plusieurs
substrats différents par une préparation enzymatique déter-
minée, peuvent, quel que soit I'ordre de chacune des réactions
particuliéres, étre comparées entre elles en exprimant les ciné-

X
tiques de réaction par une équation de la forme KE = ¢ ou

x représente le pourcentage de sushstrat ayant été utilisé au cours
de la réaction. En eflet, si, d’une part, la concentration initiale
a est la méme pour chacune des réactions envisagées, x est, relié
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4 H par un facteur de proportionnalité constant : x = i

ek

L 7 g » -
on peut, dans I'équation d’une réaction d’ordre zéro, remplacer

L 100
H par x en multipliant ky par P D’autre part, x est relié &

a
loga — g Par un facteur de proportionnalité dont Ia valeur

d%minue lorsq}w x ou H augmente. Cependant, si I"on ne consi-
dére que de falbl.es valeurs de x, représentant au maximum 25 %
de la concentration initiale en substrat, on peut, dans I’équatior?

? 3 ? a
d'une réaction d’ordre 1, remplacer log a _ g Par x en multi-

Phant k, par un coefficient qui, avec une approximation qu'auto-
:E'lsent les erreurs de mesure, peut élre considéré comme étant,
égal 4 210. Les valeurs exactes de ce coefficient sonk égales a
225 pour x =5 ou moins et & 200 pour x = 25,

Soit, une préparation enzymatique P active sur les substrats S
et 53. Grace 4 un procédé adéquat d’«individualisation » 011
obtient deux fractions P, et P,. Si c représente la concentrajtion
de chacune des fractions, x le pourcentage de substrat utilisé
et t la durée de la réaction enzymatique, on peut schématique:
ment représenter les quatre équations de cinétique de la fagon
suivante : -

(1) P, sur §; =1 (x, t;) ou t; =f (e )
(2) Py sur §, G =1 (x3 &) ou ty =f (¢, x,)
(3) P, sur §; Cg =1 (x5 L) ou by, = (cg, Xp)
(4) P, sur 8, € =1 (x4 t,) ou by =1 (¢4 x,)

[.)onr_lons 4 x, dans chacune des équations, une méme valeur
arbitraire, égale a 50 9, par exemple.

L’égalité ¢, = ¢, peut &tre obtenue en donnant 4 t, et t
des valeurs adéquates. Si la valeur de by introduite & la place de tz
dans 'équation 3, et la valeur de t; mtroduite 4 la place de !;3
dans I'équation 4, permettent d’obtenir Oy =70y, c’e?;{, que le:
attaques de S, et de S, sont realisées par un méme enzyme ou
d:};g enzymes indissociables par le procédé de fractionnement
utilisé.

L’égalité t; = t, peut &tre obtenue en donnant & ¢; et ¢,
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des valeurs adéquates. Si la valeur de ¢; introduite a la place de c,
dans I'équation 2, et la valeur de c, introduite & la place de ¢,
dans I’'équation 4 permettent d’'obtenir t, = t,, on est également
en droit de conclure, sous la méme réserve que ci-dessus, &
I'homogénéité enzymatique de P.

L’application de ce procédé est générale. Elle est valable
quelles que soient les cinétiques des diverses réactions et les
conditions physico-chimiques dans lesquelles celles-ci se sont

déroulées.
b) Applicalion pratique

Soit trois préparations distinctes d’actinomycétine N;, N,
et A. Ny et N, ont été préparées selon la technique habituelle,
(5, n, 1) mais récoltées aprés des temps d’incubation différents.
A a été préparée dans un milieu dépourvu de cobalt et a 340 C.
Ces trois actinomycétines ont été concentrées (8) et dialysées.

L’activité lytique a été recherchée sur les substrats suivants :
S. aureus H vivant, S. aureus H chaufté, S. aureus H chaufié
puis abandonné en suspension aqueuse épaisse pendant quatre
mois 4 20 C., E. coli chauffée, Elle a été exprimée sous forme de
pourcentage du trouble disparu x. Le trouble initial était iden-
tique dans chaque cas et a été posé arbitrairement égal a 100.

1) Influence du pH. — Les activités des préparations N,
N, et A ont été déterminées & pH 8.2 (K,HPO, M/30) sur
E. coli chauffée, et & pH 7 (phosphates-sulfate ammonique ;
v optimal 0.025) sur E. coli chauffée et les divers substrats
staphylococeiques.

Les cinétiques de réaction sont rassemblées dans le tableau LX.

1) L’actinomycétine A présente, & pH 8.2, un type d’activité
colilytique anormal (équation 3).

2) Le facteur b qui intervient dans la cinétique de la lyse
par les actinomycétines N, et A de S. aureus vivant (équalion 13
et 10), est indépendant de t et de x. Il se retrouve avec la méme
valeur lors de la lyse de S. aqureus chauffé et non vieilli par
séjour de plusieurs mois en glaciére (équations 10 et 12). Toute-
fois, il disparait de 'équation de cinétique lorsque le substrat
staphylococcique chauffé est vieux de plusieurs mois
(équations 7, 8, 9).




TABLEAU IX

Influence du pH sur Ig cinélique delg Iyse par les actinomyecélines Ny, Nyet A
 Préparation
Substrat d’actinomy- Equation représentant Ia cinétique
el pH cétine de la lyse
utilisée '
_ 0.008
Ny £ = 43 (1)
) t
E. coli
chauffée N, L X (2
pH 8.2 s W
" 0.023
A —
Ve & (3)
- 0.0111
N '\/r: =T (
E. coli ! ; -
chauffée i - 0.0214
w 0.025
i v, 0.020
& 0 = f\/; w3 {'6)
— 00192 v
S. aureus H Ny Ve = T X (7)
chauffé 0 0.3{;5
et vieilli = —
N, Y = 7
h 2 Vi A (8)
p 0,025 ’\/_ 0.035
A =
& '\/_L <X {QJ
0.160
N o = X 4+ 0.10
8. aureus 11 . ‘\/“ b " A
chauffé, | 1 1060
trais 0.049 ol 8
pH 7 Ny Ve = sff ok e (11)
g 0.025 e
- 0.312
A Ve = T X+ 0.10 (12)
= 1.78
N 30 == -x 4+ 0.1
S. aureus Fl } V( 5 ’ &
vivant lTog 1040 3
pH 7 _ 0.695 skl TR
o 0.025 Ny Ve V& St T
2.0
A Ve == X+ 010 (15)
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3) L'actinomycétine N, est trés peu active sur le staphy-
locoque fraichement récolté, qu’il ait subi ou non un chauflfage
préalable. Dans ce cas, b n’est plus une constante ; il diminue
lorsque t augmente (équations 11 et 14, figures 12 et 13).

4) Annulons les valeurs de b dans les équations 10, 11 et 12,
Les équations 1, 4, 7, 10, relatives a la préparation N; peuvent
étre résolues, pour x — 50, par exemple, de facon & obtenir
une méme valeur de ¢. Il suffit de donner a t les valeurs de 20,
14, 43 et 60 respectivement. Remplagons t des équations 2
et 3 par 20, des équations 5 et 6 par 14, des équations 8 et 9
par 43 et des équations 11 et 12 par 60. Le tableau X montre
que, dans ces conditions, on obtient une valeur de ¢ caracté-
ristique de la préparation utilisée et indépendante du substrat.

‘L X ’
o0 26" Zo 1g
70( [ P 5w

@ 4
60| s /
@ @®

56l @/ y ?/
w / AV

!’ e /
30_ i S @ / "
20 ;" / @/ ® ° /

_ ]
S @
10 ’ P F I / @/

& J' 7 ’ + @
/ " ol i & /
’f .r" .r" r"' ”’ -’9 VC—
L 1L Lt L s 1 i
04 06 08 -1 12 1,L 1,6 1,8
y iy -5 I T ) &y )
Firgure 12. — Cint¢ligue de Ia staphylolyse (souche H) de bacléries fraichement

récoltées puis chaulflées, par Ia préparation d’aclinomycéline N2 {orthophosphates-
sulfate ammonique ; fores ionique optimale 0.023).
En ordonnées : pourcentage de trouble disparu aprés une incubation de la
durée indiguée pour chague courbe.
Ln abscisses @ racine carrée de la concentration relative en enzyme.
Pour chaque courbe, on calcule, par extrapolation, Ia constante b : valeur

de x/c_-pour x=0.
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L5

Ce résultat montre que la lyse d’E. coli chauftée (pH 8.2 ou 7) T @

I R - . - . {xb] :
et de S. aureits, chauffé puis abandonné plusieurs mois en glaciére, a2 g = 2 3 3
est réalisée par un seul et méme principe : le principe colilytique. 2 = g ' P

Celui-ci est également responsable de la lyse de S. aureus =
soumis & l'action de I'actinomycétine immédiatement aprés =
N g ’ . . - [Lrg -
avolr été récolté et chauffé. Toutefois, on remarque 'introduction - @ 2 S B 2 ”

. Sl i . oL, S o B = =
dans I'équation de cinétique d'un facteur supplémentaire b = S S = 3 = £
que I'on retrouve lors de la lyse de S. aureus vivant. g, & 2

. y . » = x
5) 8i, apreés avoir annulé les valeurs de b, on remplace les 2 £ =
valeurs de ¢ dans les équations 13, 14, 15 respectivement par S & s~ ™ @ S g
; - E: 9 S g
0.0205, 0.090 et 0.068 (voir tableau X), on obtient, pour x = 50, 2 % g «
les valeurs de t du tablean XI. = = i
Cetle discordance montre que la lyse de S. aureus vivant g, a i 2 @

. T 3 S = o £ L - o o
ne peut étre attribuée au principe colilytique. Le second principe = % SE g g c = = I
e : i b S arl 2 e < < = ) = "
ainsl mis en évidence est désigné sous le nom de principe 2 z = S =T = =)
staphylolytique. S 2 v | £
2, R = o .
&y kS 2 &
b M = = — g 'E'__; (o] fle] oo T é

1,6 & o g.. E = =3 =

155 2 2 :

A & 4 &R £ a

T < g3| £ g E
B E 5 g 5 £ 2 2 = 5]

1,2 | .l & o & & & S 9 = @
R ow il = (o] ] ] = o

<] =

1 @ = ot -
I S z 5

: : g

0,8( @ S 19 s b £

= 4 = :

0,6 ./' g i z

2 r -

L . ., [ g ——

o o =

0,6 :./ & 3 o g

’i % =3 % =

02 » 100 = % e - ;B

- Log.'i- o s W ke e K S e

, = s, = i = D

ST S ) < = 2 %2 @ = =
— e S - = B
03 05 07 09 1,1 13 15 sk ¢ & £ B | e E3s
= e T < < = = g a4d

= & L bz : :
Froure 13. — Variation de la constante b selon Ia durée de Pincubation lors @ ¢ = aé sy T 5, = = %
de la lyse de staphylocoques (souche H) fraichement récoltée, puis chaufiée, par i:': = = = .f-f e A
la préparation d'actinomyecétine N2. = ¥ Be # - :E 2 g
En ordennées : valeur de 1a constante b, == S 5 = S
100 =% &g & = AL2g
En abscisses : log v ol L est le temps d'incubation en minutes, K & 5t o | > 5
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TapLeau XI

Premiére épreuve d’homogénéité enzymatique appliqudée
au principe staphylolylique. Base - variation du pH

Préparation Equalion ¢ L
d'actinomyeétline (1) (%) (3
Ny 13 0.0205 635
N, 14 0.090 13.000
A 15 0.068 355

(*} Voir tableau IX.
(2 Voir tableau X,

(%) Valeur caleulée de t, en minules, gui résout I'dquation corres-

Ppondante, pour x = 50, ¢ ayanl la valeur indiquée dans la lroisidme
colonne,

2) Influence de la force tonique. — Nous avons également,
calculé les équations de cinétique lors de la lyse des divers
substrats, a pH 7, par Pactinomycétine N,, dans des conditions
variables de force ionique (concentration fixe en orthophosphates
correspondant a4 une force lonique de 0.0014 et concentration
variable en sulfate ammonique). . 5

Les résultats sont consignés dans le tableau XII.

B
1) L’augmentation du rapport R — o dans les équations 17

el 18 monire que la lyse de E. coli chauffée est légérement,
inhibée par augmentation de la force ionique de 0.025 a 0.10.
Lorsque la force ionique est. diminuée de 0.025 4 0.007, x devient
proportionnel 4 la racine quatrieme de ¢ (équation 16).

?) L'influence de la force ionique sur la lyse de S. aureus
chauffé se traduit par des variations du rapport R et de la
constante b. La valeur de cette dernitre est minimale & force
ionique optimale (équation 19, 20, 21). Le rapport R augmente
lorsque la force ionique passe de 0.025 4 0.100 (équation 20 et 21).
A la force ionique de 0.007, x est relié & ¢ par une fonction
ou 1/t intervient en exposant (équation 19) (figures 14 et 15).
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Tasreau XII

Influence de la force ionique (pH 7) sur la cinélique de la Iyse
par Paclinomyeéline Ny

Subztrat Force Equation représentant la cinélique
ionique de la lyse
0.025
Ve = (16)
= v
o007 | Ve /T
o 0.012
B, coli 0.025 e o R _ (17)
chauffée ‘\/ '\/L
0.100 - 0.017

( + 1.06)
19 ¢ 0.15 (19]
0.007 Ve = e x + 0.15
5. aureus H
chauffé 0.025 —  0.128 i
: y — x 4 0.10 (20)
frais ‘\/L‘ t
0.100 .
t
~ 1.28
=——— % +015 22)
0.007 Ve g e (
S. aureus H 1.78 23)
i 0.025 Ve = X + 0.10 (28
vivant t,
- =
0.100 \/c _ 7.tfo x4 0.20 (24)

3) Annulons les valeurs de b dans les équationsl 1?, 20 et 21.
Les équations 16 et 19, correspondant, & la force lonique 0.007,
peuvent étre résolues, pour x = 50, de fagon & obtenir une mém‘e
valeur de c. Il suffit de donner & t les valeurs de 18 et 44 respecti-
vement. Remplagons t des équations 17 et 18 par 18 et des
équations 20 et 21 par 44, ls tableau XIII mDDtI:E que, dans
ces conditions, on obtient une valeur de ¢ caractéristique de la
force ionique du milieu et indépendante du substrat. -

Des modifications apportées & la force ionique du milieu
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TasLEar XIII

1x
701 20' /157 Deuxiéme épreuve d'homogéndilé enzymalique
appliguée au principe colilylique
60| ’ Base : varialion de force ionique
o /10
501
o /0 8’ Force ionique
Lol g /
)
30| o = 7 0.007 0.025 0.100 Temps
/0 Substrat, en
2 /O minutes
u - O r
/ /6 s Equa- ¢ Equa- c Equa- o
10 o] 0/0 tion tion tion
i fO' (1} (2 (1) [a) (1} 5.5
I's) O W LoJ J hod
I L L L o |
02 0L 06 08 1 _ ‘
o q E. coli 16 0.0081 17 0.01986 13 0.040 18
IGURE 14. — Cinétique de la staphylolyse (zouche H) de bactéries frai haulfée
oy : ! ; ‘afeh chaulfée
; e;:;ﬂ‘l:.ees puis c_h aullées, pait' laE pr&p_aral,iml d'actinomyeétine N1 (Urthophcli(;p?;ltiif
”PE' ¢ ammonique ; force fonique (.007, inférieure & 1a valeur optimale ; pH 7.0). 5. aureus 19 0.0086 20 0.0225 21 0.036 44
in ordonnées : pourcentage de tr i 5 » ) # ’ ' = B . ’
indiquée pour chagque courb[::. © trouble disparu aprés une incubation do la durée I chaufté
En abscisses : Tacine carrée de la concentration relative en enzyme Val | -
) eur
Pour chaque courbe, on caleule 1a valeur du rapport B/ = Ve—015 ‘moyenne 0.0083 0.0210 0.038 =
x < de ¢

I 0k
L0g.[R10%] | (1) Voir tableau XII.
26 / (%) Valeur caleulée de e qui résout 'éguation correspendante, pour
= o x = b0, L ayanl Ia valeur indiguée dans Ia derniére colonne.
2,2| / ' o _
57 influencent donc d'une fagon identique la lyse d’E. coli et
1,81 # ' de S. aureus chauffés.
1 O/Q = Ce rézultat confirme & nouveau lintervention du méme
Gl rincipe, colilytique, dans la digestion de ces deux substrats.
P pe, ylague, g
V | 4) L’influence de la force ionique sur la lyse de S. aureus
. i vivant se traduit également par des modifications de R et de b
0,1 02 - | (équations 22, 23, 24 du tableau XII). Les variations de b sont
EIG'II.:‘HE 15. — Variation du rapport R’ selon Ta durée de Iincubation Iogs identiques a celles Observcgs lorg de la lyse c'le S_..aureus chauffé.
pzr s l}];sl‘?épdiqfir;)ar_]?hgrmc’fqucs [Zouche H] fraichement récollés puis chauffés, ‘ Les valeurs de R, au contraire, augmentent réguliérement lorsque
ars Tacti Gt s e v | £ 2 e
ctinomycétine N1, en milien de force ionique 0.007. , la force ionique passe de 0.007 a 0.100.

En ordonnées ; log (R*.10%). : . i i )
Si, aprés avoir annulé les valeurs de b, ¢ est remplacé dans les

En abscisses : temps d’incubation en mj teg—1, :
in équations 22, 23 et 24, respectivement par 0.0083, 0.021 et
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0.038 (tableau XIII), on obtient, pour x =50, les valeurs
de t du tableau XIV.

La discordance observée aux deux forces ioni

ques supérieures
montre a nouv

eau que la lyse de S. aureus vivant est réalisée
par un principe spécifique, le principe staphylolytique, dont
l'activité est plus fortement influencée que celle du principe
colilytique par Paugmentation de la force ionique,

TapLEAu XIV
Deuzxiéme épremve d’hiomogénéité enzymalique
appliquée au principe staphylolytique.,
Base : variation de force fonigue

g Equation C t

Foree ionique e
5 1) %) ()
(0.007 22 (0.0083 700
0.026 23 0.0210 G610
0.100 24 0.038 2000

(Y} Voir tablean XIT,
(%) Voir tableau XTIL

(3) Valeur calculée de t en minutes, qui résout I'dquation COTTespon-
dante, pour x = 50, ¢ ayant la valeur indiquée dans la [roisiéme colonne.

3) Influence de I'ion Mn++. — Nous avons enfin calculé les
¢quations de cinétique lorsque la lyse des divers substrats micro-
biens est réalisée 4 pH 7, par les actinomycétines N; et N,, dans
des conditions variables de force ionique (quantité fixe en orthos-
phosphates donnant une force lonique de 0.0014 el quantités
variables en sulfate ammonique) et de concentration en ions
Mn++,

Les résullats sont consignés dans le tableau XV.

1) La comparaison des équations 16 (tableau XII) et 25
confirment l'inhibition du principe colilytique par Iion Mn++,

%) L’addition d’ions Mn*+ au milieu ({ait pratiquement
disparaitre le terme b, des équations de cinétique relatives & la
lyse de S. aureus vivant ou chauffé.
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Taproanw XV

Influence de I'ton Mn*+ sur la cinélique de la lyse
par les aclinomycélines Ny et Ny

Conecen-

Préparalion . tration _ . o
dractino- | ¢ 4 ctrat, Foree | o jons | Equation représentant la
myecétine |~ omque |yt |- einétique de la lyse
ulilisée (10-3 M)

042
- B ool | gy 2 | Wo=—r (25)
chauffée 2 t
0,134 N (26)
b _ =
0.007 2 Ve :
138 :
S. aureus [ 414 2 ,\/E - 0 : ?  x (27)
H chauffé
N 0.144 ;
! 0.025 4 |Ve=—".x (28)
- 228 :
0,014 2 We="—.x (29)
S. aureus
H vivant - 62 " (30)
0.025 4 [4/c =
0.3
S. aureus | o 1y 2 Ve = g o (31)
H chauflé )

-~ ™ :

* = . be a
S. aureus 0.014 5 ,\/U - T (32)
H vivanl, t

-

3) Nous avons vu qu'il suffit de donner a t les valeurs ?espe{g
tives de 18 et 14 pour que, & force ionique 0.007, les éc;11:;1t;011sf,r[éS
I : * li et S. aqureus chaull¢

9 relatives a la lyse par N; d'E. co ; i ]
:zi:ntr;éasolues, pour x = b0 et une méme lvaleufﬁ de c égale
4 0.0083 (tableau XILI). Si, dans les équations 25 et 2(‘21, on
rem-place t par ces mémes valeurs 18 et 44, les valeurs de c,

5
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&

BACTERIOLYSE PAR L ACTINOMYCHTINE
!
TABLEAU XVI

3]
Troisiéme épreuve d'homogénéite enzymatique m f §
appliquée au principe colilytigue. ) = E‘ 3 5 ©
Base : addition d'ions Mn++ (milieu de pH 7, p 0.007) i < g 8
( o= =
=
s
Concentration en ions Mp++ - 2
[f=] w fim] =
=] = — — 7o) e =
= SR = = = 2
Temps = T s < =] =
0 2.10-8 M en s 29 -
Substrat . . = a = =
minutes g Z + 9% i,
| *) g E| it | & g
Equation ¢ Equation _ b & = g |gx=| 8 & =
®) © @) ‘ g | 2 : - ©
g = S = =
Y = S — im )
= iy
g, @ z Il
. y - ; E =} oo [=a}
E. coli 16 0.0081 25 0.0625 18 e Z = o | en| B % & M
chauffée © § £ = i = g 2 &
T2 i S
" s g b= = =
S. aureus H 19 0.0086 26 0.0225 44 s 2 = g = g
2 B3 3 i 3 o = -
chaullé ; e < g a2t 2 g
= = =} = = o
nee| @ = E|s=| &8 8 g
. ; = =
(1) Voir tableau XII. 2 S8 E Z 5 &
(% Voir tableau XTII. B EE = = < &
(3} Voir tableau XV, 8 E - i = Sl " 3
(*) Valeurs calculées de t en minutes qui permettent de résoudre les B3 ® ® 2 = & o= = =
équations 16 et 19 obtenues en I’absence d’ions Mn++, pour x = 50 el =g H 54 7 S S = i
¢ = 0.0083 . = A Z o s o = g
. o= = L= ! =
5 S @
=] .

. 2 ¥ = N = o
pour x = 50, sont respectivement égales a 0.0625 et 0.0225 g - i 2 b=
(tableau XVI). Puigque I'ion Mn++ inhibe le principe colilytique, % } & e | & § 2
les observations impliquent nécessairement, qu'il active un autre - 2 by
principe, actif sur S. aureus chauffs. g &

4) Ce principe actif sur S. aureus chauffé et activable par & e -
ion Mnt++ est-il identique au principe staphylolytique ? E g 1 s &7
. . 5 L
Les équations 27 et 29 peuvent étre résolues, pour x = 50, 2 g 2 & a3
de fagon & obtenir une méme valeur de c. Il suffit de donner E 2 = i g g 2
3 ¥ E Bt . q;. = B o
a t les valeurs de 44 et 835 respectivement. Remplagons t par 44 Z = % S B §
. = x . <] ! = 2
dans les équations 28 et 31, et par 835 dans les équations 30 et 32; = B £ E L EsS
- T | e = Q
on obtient une valeur de ¢ caractéristique de I'actinomycétine 2 8 g Sgo
utilisée et des conditions physico-chimiques du milieu, et oi o E = :E__"g
indépendante de la nature du substrat microbien (tableau XVII). £
<
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On voit que, éprés addition d’ions Mn*+ au milieu, le principe
staphylolytique assure, au moins en ordre principal, la lyse
de 8. qureus vivant ou chauffé.

d) Conclusions :

1) La lyse d’E. coli chauffée et celle de S. aureus vivant sont
attribuables & deux principes distincts.

R) S. aureus chauffé est sensible aux deux principes lytiques.
En I'absence d’ions Mn*+, le principe colilytique assure pratique-
ment A Iui seul la digestion de ce substrat. La lyse de S. aureus
chauffé reste cependant sous la dépendance d’un phénomeéne
supplémentaire qui se traduit par lintroduction, dans les
équations de cinétique, d’un terme additionnel b que l’on
retrouve, avee une valeur identique, lors de la lyse de S. aureus
vivant. Aprés inhibition du principe colilytique par Iion Mn++,
Iintervention du principe staphylolytique dans la lyse de
8. aureus chauffé peut étre clairement mise en évidence.

3) Aprés un vieillissement prolongé en glaciére, les suspensions
de S. aureus chauflé se comporlent comme celles d'E. coli
chauffée.

E. — Adsorption des principes colilytigue
et staphylolytique sur substrat microbien

a) Etude du phénoméne (9) (Guuysen, 1953, 1954b)

E. coli et S. aureus adsorbent I'un et1’autre I'activité colilytique
comme l'activité staphylolytique. L’adsorption peut cependant
n’étre efficacement réalisée qu’a faible force ionique. A pH 7.3,
en tampon orthophosphates, I’adsorption du principe colilytique
est indépendante de la force ionique, entre 0.01 et 0.28, pour
autant qu’on ufilise une grande quantité de corps microbiens
(1,5 %). Au contraire, dans les mémes conditions, I'adsorption
du principe staphylolytique, appréciable a force ionique trés
faible, est pratiquement nulle & p 0.28. C’est pour cette raison
que les isothermes d’adsorption de la figure 16 ont été obtenus
a 1 0.02 (pH 7.3). De méme, les résultats des trois adsorptions
successives des figures 17 et 18 ont été obtenus & p 0,05 environ.

L=
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Ces expériences d’adsorption en masse (9a) nous permettent
de tirer les conclusions suivantes.

1) Contrairement aux résultats rapportés par Tar et Van
HeynivgEN (1951), & propos de l'adsorption de lactivité
colilytique par E. coli, les corps microbiens vivants présentent
un pouvoir d’adsorption non négligeable, mais cependant plus
faible qu'aprés un chauffage de 3 min. a 1000 C. (figure 16).

2) L'adsorption des deux types d'activité est optimale
pour un pH voisin de 9 (figures 17 et 18).

3) Chaque substral, présente une capacité d’adsorption plus
grande pour le principe lytique homologue et atteint un état

ajt Uﬂd LI Uﬂ.d /O

6| I 5| 0 o

| / - o/ 8%%/%
u/

2 -kof_%"g"o 2 1% @

5 10 15 Ut 25 5 77

8‘ U.ad /"a L U.ad
I
@
b o 0/0/*’ 3L
/' -
¥ L /{o ¢ 2 a
2- ;‘/e/ﬂ - .I . .,’”'““.
S i i
o b;c
: : . e
2 10 15 vtet. 25 5 75
Fioune 16. — Adsorption des activités staphylelytique (souche H; I) et

eolilytique (1T} de l'actinomycétine par les corps bactériens,
En ordonnées : nombre d'unités > 10 absorbées.
En abscisses : nombre dunités % 108 initialement présentes.
Courbes 1 : adsorplion par E. coli chaufiée, 0.3 % en poids; 2 : par E. coli
chautlée, 0.04 % ; 3 : par E. ¢oli vivante, 0.18 %.
Courhes a : adsorption par S. aureus H chaufté, 0.3 % en poids; b : par S,
aureus chauffé, 0.04 9% ; ¢ : par S. aureus vivant, 0.04 %.
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proche de la saturation avee une moindre quantité de principe
hétérologue (figures 16, 17, 18). En utilisant des actinomycétines
possédant des rapports activité colilytique/activité staphylo-
lytique différents, on constate que, plus le titre colilytique est
élevé, plus 'adsorption du principe staphylolytique par E. coli
est faible. Cette observation, illustrée également par les expé-
riences d’adsorptions successives, montre qu’en réalité, le
principe colilytique est préférentiellement adsorbé sur le substrat
homologue. Il en est de méme ¢galement du principe staphy-
lolytique.

Nous avons étudié le mécanisme de cetie adsorption de fagon
plus précise et, dans ce but, une actinomycétine titrant
1.320 umités colilytiques et 530 unités staphylolytiques (x =
A’.q/c.t) a été chromatographiée sur des colonnes dont I'ad-

4 o/ ADSORPTION
]

L)
601
T ol
e ® A
(1]
40| s °\A
a
\
Qo o
- - ) &
20_ fo) [e) R

[+]

1 Il 1 1 L A |pH
55 65 15 8,5 95 105 15

Freure 17. — Influence du pH sur D'adsorption des activités colilytique
{courbes I et I11) et staphylolytique (souche H, courbes A et C) de Vactinomyecétine
par S. aureus H chauffé (0.3 % en poids sec) 4 force fonique 0.05.

Enr ordonnées : pourcentage d'activilé lytique adsorbée.

En abscisses : pH.

Courbes I et A : mesures faites aprés une adsorpiion ; courbes IIT ef G : aprés
3 adsorptions successives,
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Ficure 18. — Influence du pH sur P'adsorption des activités colilytique (courbes I
el III) et staphylolytique (souche H, courbes A et C) de 'actinomycéting par
E. eoli chauffée (0.3 % en poids sec) & force ionique 0.05.

Mgme représentation que pour lg figure 17,

1e

sorbant est constitué par des corps microbiens chauffés et fixés
sur un support inerte (95). A partir des titres lytiques de chacune
des fractions successivement, recueillies aprés passage au travers
de la colonne, nous avons calculé les isothermes d’adsorption
des figures 19 et 20. -

1) Que I'adsorbant soit E. coli, S. aureus H ou un mélange
de ces deux germes (figure 19), I'équation d’adsorption du prin-
cipe colilytique est de la forme q = k.c® ou I'exposant n,
qui traduit I'état de saturation de I’adsorbant, est supérieur
a l'unité (1,145) et indépendant de la nature du substrat. La
plus grande efficacité d’absorption que manifeste E. coli se
traduit uniquement par une valeur plus élevée du coefficient k.
Celui-ci est égal & 0,204 avec E. coli, 0.076 avec S. aureus H,
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f
26| L09-Q d{
25)

ol / Ve /

2,2|

2,11 //
2,0 "
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Log.C

2# 25 26 2? 28 29 3,0 31

TiGure 19. — Isothermes d’adsorption de I'activilé colilytique par des colonnes
de corps microbiens.

En ordennies : log nombre d’unilés adsorbées par mg. d'adsorbant.

In abscisses : log nombre d'unilég/ml. de la phase liquide en équilibre avec
I'adsorbant,

Adsorbants : E. coli chauffée (courbe 1), S. aureus I chauffé. {courhe II),
mélange A parties ézales des deux germes (courbes III).

0.126 avec le mélange des deux bactéries. Ces valeurs montrent
que 1 mg. d’E. coli posséde la méme capacité d’adsorption
pour le principe colilytique que 3 mg. environ de staphylocoques.

2) Les caractéres de I'adsorption du principe staphylolytique
(figure 20) varient, par contre, selon la nature de 1'adsorbant
utilisé.

Avec les staphylocoques, son adsorption est particuliérement
intense, & tel point que sa concentration dans la phase liquide
diminue au fur et & mesure que des volumes croissants d’actino-
mycétine traversenl 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 principe colilytique; mais il est ensuite é&lué,
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Ficune 20, — Isothermes d'adsorplion de l'activité staphylolytique {souche H)

par des colonnes de corps microbiens.
Mame représentation que pour la figure 19.

ce qui tradlllt Pexistence d’une adsorption {.yplquemcnt préfe-
rentjelle du prlnclpe homologue.

Quant au pouveir adsorbant du mélange des deux germes, il
est, compris entre ceux des deux substrats isolément considérés.

3) Une plus grande dispersion des staphylocoques sur le
support (rapport pondéral de 1 p. 1000 au lieu de 1 p. 100)
augmente leur capacité d’adsorption. Dans le cas du principe
staphylolytique, les constantes k et n dépendent du taux de
dispersion ; au contraire, dans le cas du principe colilytique,
le coefficient k est scul affecté.

b) Applicalion pralique

- Les observations précédentes confirment évidemment I'indivi-
dualité des principes colilytique et staphylolytique. Elles permet-
tent de plug d’imaginer un procédé rapide et efficace de concen-
tration et de purification.
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Il est en effet possible, par équilibrages successifs & 0o (..,
de fixer sur un méme substrat microbien, préalablement chauffé
3 min. & 1000 C., les activités colilytique et staphylolytique avec
un rendement de 75 4 90 %, (figures 17, 18). Lors de cette opéra-
tion, les substances colorées de I’actinomycétine ne sont pratique-
ment pas adsorbées. Par ailleurs, les principes actifs peuvent étre
désorbés en traitant les substrats microbiens, a4 0° C., par des
solutions de force ionique élevée (w = 1) obtenues par addition
de NaCl a4 des tampons de pH divers.

Nous avons réalisé des adsorptions successives sur E. coli
et S. aureus H chauffés. Chaque substrat a été ensuite divisé en
différents aliquots dont on a désorbé les activités par des volumes
égaux d'une solution de NaCl M & pH variable.

Les particularités de la désorption sont résumées dans le
tableau XVIII, ou les activités des divers désorbats dialysés
sont exprimés en pourcentage du trouble disparu aprés un temps
de réaction constant.

1) Incolores et limpides avant dialyse, les désorbats dialysés
présentent un trouble d’autant plus accentué que la désorption
a été réalisée en milieu plus acide. Ce trouble disparait d’ailleurs
par addition d’électrolytes. Aprés désorption en milieu neutre
ou alcalin, les désorbats restent limpides aprés dialyse.

2) L'activité colilytique du désorbat est la méme que la
désorption ait été faite a pH 3.5 ou & pH 10.,6. Par contre,
Pactivité staphylolytique désorbée n’est appréciable que si
P'opération est effectuée en milieu neutre ou alcalin.

3) Ce procédé de purification n’est toutefois pas applicable
tel quel. En effet, le produit concentré ainsi obtenu présente un
spectre ultra-violet caractéristique des acides nucléiques, avec
une intense absorption 4 258 my. De plus, si on soumet une
suspension microbienne chauffée aux diverses opérations de
lavage et d’élution, sans adsorption préalable des principes
Iytiques de I'actinomycétine, on obtient un produit, évidemment
dépourvu des activités enzymatiques caractéristiques de Iacti-
nomycétine, mais avec un rendement pondéral pratiquement
égal & celui que l'on obtient lors des essais de purification
eux-meémes.
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Il convient donc d’utiliser la plus faible quantité possible de
substrat microbien, et de développer au maximum la capacité
d’adsorption de celui-ci. Dans ce but, les actinomyecétines
doivent &tre suffisamment concentrées et adsorbées sur des
colonnes staphylococciques pour lesquelles la quantité de
bactéries et leur taux de dispersion sur le support ont été choisis
judicieusemenf, De plus, le staphylocoque, préalablement & sa
fixation sur le support, n'est chauffé qu’a 75° C. pendant 15 min.
Ce chauffage, tout en n'altérant pas la capacité d’adsorption,

TapLeay XVIII

Influence du pH sur Pélution des aclivilés colilytique et staphylolyfigue
adsorbées par E. coli oz 8. aureus H chauffés

Activité lytique (1)
Nature de I'éluant de D'éluat
Nature Aspect dialysé sur
de de I’'éluat
l'adserbant dialysé
2 E. eoli | S.aureus
pH Cnpatil too chauffée |H vivant
3b NaAc-HAge- Trouble - b3 5}
NaCl
4.5 Idem Trouble 50 13
~E. coli 5.5 K ITPO,- Louche 50 36
KH,PO,-
NaCl
6.3 Idem) Louche a4 44
356 NaAc-HAc Trouble 47 4
Nall
2.5 K,HPO,- Louche 45 18
KH,PO,-
NacCl
S. aurens H il Idem Limpide 45 60
9.8 NaOH-gly- Idem 45 64
cine-NaCl
10.6 Tdem Idem 48 56

(Y) Exprimée en pourcentage de (rouble disparu aprés 10 minules
(E. coli) et 150 minutes (S. aurens H' d'incubalion.
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endommage mioins la structure cellulaire (CArLirano, 1952)
et permet une plus faible libération de substance a partir des
corps microbiens, lors de l'opération d’élution. Enfin, avant
d’effectuer 'adsorption, la colonne & S. aureus II est maintenue
en contact pendant 15 heures, & 00 C., avec une solution de
NaCl a 5 9% dans un tampon glycine-NaOH de pIT 9.2. Par un
lavage ultérieur & l'eau, on entraine une substance légérement
colorée en brun. Le lavage est terminé lorsque l'eau, devenue
incolore, n’abandonne plus de résidu aprés évaporation de 10 mi.

4) 90 ml. d’une actinomycétine titrant 9500 unités coli-
Iytiques et 24 000 unités staphylolytiques, ont été adsorbés sur
une colonne de H00 g. de sable portant 1 g. de staphylocoques
chauffés (poids sec), et préparée comme indiqué ci-dessus.
Apres adsorption, la colonne a été lavée au moyen d'un tampon
glycine-NaOH de pH 9, p 0,05, et I'élution a éLé obtenue par
addition au tampon précédent de NaCl & b 9%, L’éluat dialysé
puis concentré a sec in vacuo, a donné 75 mg. d'une poudre
blanche n’adsorbant presque plus & A = 258 mp et dont I'activité
pondérale sur E. coli chaullée et S. aureus H vivant était b0 fois
supérieure a celle donnée par les filtrats de culture bruts. Cette
préparation, que nous avons utilisée dans d’autres recherches
décrites plus loin, est désignée par X.

¢) Facleurs favorables a la staphylolyse

Par adsorption en masse de 'actinomycétine sur E. coli ou
S. aureus H chauffés, puis élution & pH 3,5, le désorbat dialysé
est depourvu d’activité staphylolytique (tableau XVIII).

Toutefois, aprés adsorplion sur S, aureus H, le désorbat
récolté exalte l'activité staphylolytique des actinomycélines,
purifices par adsorption sur le méme substrat et élution en
milieu alcalin.

Au contraire, si, toutes conditions restant égales, I'adsorption
est réalisée sur E. coli, le désorbat, tout en possédant le méme
titre colilytique, ne provoque aucune exaltation de la staphy-
lolyse. )

Cette observation, illustrée par le tableau XIX, peut s’inter-
préter facilement. Le systéme staphylolytique devrait, en réalité,
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atre un complexe de deux agents au moins, distincts I'un de
I'autre, et de 'actinozyme.
C’est ce que nous confirmerons dans les paragraphes suivants,

Tasprmau XIX

Comalexité du systéme staphylolytique
Adsorption sur subsirats microbiens chanffés

Eluat
Activité staphylolytique
Mode de préparation {souf;he' H) de le]qat,
exprimeée en pourcentage
- de trouble disparn aprés
g - 150 minutes d’incubation
p
Adsorbant | o yrerytion
1 S. aureus H 10.6 47
chauffe
2 {dem 3b 5
let?2 —_ .- 80 (synergie)
3 S. aureus H 10.6 60
chauffé
4 E. coli 3.5 10
5 chauffée -
Jetd — — 60

F. — Complexité du systéme staphylolytique

a) Défécalion a I'hydrozyde de chrome

Une actinomyeétine a été soumise a trois défécations succes-
sives a4 |'hydroxyde de chrome dans les conditions décrites
en (12). Les activités colilytique et staphylolytique ont été
mesurées a partir de chacun des liquides surnageants successifs.
Les trois litres initiaux d’actinomycétine représentaient 27 g.
de produit sec. Aprés défécations, on a obtenu respectivement
0.687, 0.110, et 0.035 g. de produit actif.
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1) Apreés chaque défécation, 1'activité colilytique agit selon
une cinétique d’ordre 1 & pH 8.2 (K, HPO, M/30). Pour chacune
de ces préparations, 100 unités colilytiques sont, représentées
en poids sec par 291, 39, 21 et 13 pg., c’est-a-dire que ces quan-
tités, dissoutes par ml. de suspension microbienne, provoquent
en 20 minutes une disparition de trouble égale a 50 9% du
trouble initial.

2) L’activité staphylolytique de I’'actinomycétine utilisée se
manifeste également selon une cinétique d’ordre 1, lorsque les
differentes dilutions sont réalisées dans la méme actinomycétine,
non dialysée, inactivée thermiquement, ou lorsque, aprés
dialyse, le dosage esl réalisé dans le milieu phosphates-sultate
ammonique-MnCl,.

3) Au fur et & mesure de leur purification, les actinomycétines
déféquées manifestent une activité staphylolytique qui n’obéit
4 une cinétique d’ordre 1 que pour des vitesses de réaction

0,700 ,

0,600 /4

0,100 /

0,300 )

0,200 s

0,100 A é.f"
\éé fmwmmw

10 20 30 40 50 60 70

Froure 21, — Cinétique de la staphylolyse (souche H ) par une actinomycétine
ayant subi une défécalion & VPhydroxyde de chrome (orthophesphates-sulfate
ammonique —Mncl,; pH 7.0).

En ordonnées : log (To/Tt).

En abscisses : temps en minutes.

Courbe 1 : la suspension staphylococcique renfermait 1100 wg./ml, d'actino-
myeéline en poids sec; cetle concentration déeroit snccossivement de moitié
pour les courbes 2, 3, 4 et 5.
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de plus en plus petites. Les figures 21 et 22 montrent, par exemple,
qu'aprées la premitre et la troisieme défécation, la cinétique
d’ordre 1 se vérifie pour des concentrations en principe actif

1
telles que log fo atteigne, au maximum, la valeur de 0.25 respec-
t

tivement aprés 60 et 290 minutes.

En effectuant le dosage par calcul de la constante de réaction
pour des vitesses suffisamment faibles, on voit que 100 unités
staphylolytiques sont contenues respectivement dans 230, 27,
14 et 20 pg. de chacune des préparations. _

Toul se passe donc comme si «un régulateur de la staphy-
lolyse » était progressivement entrainé avec le précipité colloidal
d’hydroxyde de chrome. -

b) Eztraction fraclionnée

La fraction A contient les activités lytiques de I'actinomy-
cétine adsorbables sur sable (10). Elle est riche en principes

i Lug.-%
o700, |
0,680] /
-~ gso0)
0400 |
0200 7 e
winal 3/ 3 f,,.z B
BT tempg en minades

L0 80 120 160 200 240 280 32

Ficuru 22, — Cinétique de la staphylolyse (souche H) par une aclinomycétine
ayant subl trois défécations 4 ’hydroxyde de chrome.

Mémes conditions et méme représentation que pour la figure 21. Toutefois,
la conceniration maximale d'actinomycétine utilisée est ici de 160 pg./ml,
(courbe 1).
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colilytique {100 unités dans b pg.) et staphylolytique (100 unités
dans 15 pg.), et a été soumise & un fractionnement par extraction
fractionnée au sulfate ammonique selon les techniques décrites
en (11).

Les résultats sont exprimés graphiquement dans les figures 23
et 24 ou I'on a porté en ordonnées les pourcentages cumulés des
activités de chaque liquide d’extraction successif, et, en abscisses,
la concentration en sulfate ammonique de ceux-ci. Les activités

10| Z%
00| P
L1V, -
90| e
—— o —

BoL // o
70| § 9

601 /

701

L0 B e S
301

2 o

¥ o]
101 /" g ===
., c'/g ~ (Mue)a S04 gr/i0omd

35 30 25 20 15 10 5 O

Froune 23. — Extraction fractionnée au sulfale ammonique, 4 pH 9.5, de divers
agents présents dans la fraction A de Vactinomycétine.

En ordonnées : pourcentages cumulés de Factivité récupcérée.

En abscisses : concentration en sulfate ammonique de 1a solution utilisée pour
I'extraction, en g./100 ml.

Courbes : I : activité kératinolytique; IT : activilé colilyligue; III : activilé
caséinolytique; IV : activité staphylolytique (souche H); V : activité stmp_ta-
lytique, Les courbes TIV et BV ont été oblenues en associani & chague fraction
goumise au titrage des activités staphylolylique (Z1V) et streplolytique (;V‘J,
1a fraction recueillie aprés extraction par la solulion de sulfale ammonique
4 30 g./100 mlL
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ont été mesurées aprés dialyse sur : S. qureus H vivant, E. coli
chauffée, ainsi que sur les delic substrats protéiniques types :
la caséine et la kératine (3), (6b). Signalons que 100 pg. de A
par ml. réduisent en 20 minules le trouble d'une suspension de
kératine & 50 Y%, de sa valeur primitive, et que 10 pg. par ml.
hydrolysent 50 %, de la solution de caséine en 10 minufes.

1) Les principes proféolytiques actifs sur la caséine, la kéra-
tine et E. coli chauflée, sont extraits aux deux pH de 5,5 et 9,5,
avec des rendements différenls, mais entre les mémes valeurs
de concentration en sulfate ammonique (de 30 & 20 g./100 ml).

2) L’activité staphylolytique est exlraite, aux deux pH,
par des concentrations en sulfate ammonique comprises entre
20 et 0 g./100 ml. cette fois. Le rendement de l'extraction

EO/ —@—@—O—g—
|1u4|_ .
1001
90| ED%/
o
80| p
701 /{,
60 I m/o-——O-.-,-L,c:—..o__o_
20] % )’/
n I+
b} e
30| P oty
/2
20L ¢ } EY‘“
10f Y ,._g— -0-![—0_-
,,5-59';2"’“"#*2 so; gr./100mé

25 3% 25 20 1 w0 5 0

FiguRE 24. — Txtraction fractionnée au sulfate ammonique, a pIl 5.5, de divers
agents présents dans la fraction A de "aclinomycétine.

Méme représentation que pour la figure 23.
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est de 80 9% & pH 9.5, mais de 45 %, seulement & pI 5.5. On ne
peut toufefois attribuer cette diminution de rendement & une
perte du principe slaphylolytique. En effet, si le dosage est,
réalisé sur les fractions obtenues entre 25 et 0 g./100 ml. réunies,
le rendement de I'extraction reste inchangé ; mais, si le dosage
est réalisé sur les fractions obtenues entre 30 et 0 g./100 ml.
réunies, le rendement de ’extraction est de 100 %- De méme,
les courbes XIV ont été obtenues en combinant chacune des
fractions successives avec celle recueillie 4 30 2./100 ml.

Il existe donc dans l'actinomycétine deux agents non dialy-
sables, distincts des principes protéolyliques, et par ailleurs
thermolabiles, dont I'association lui confére son activite staphy-
lolytique. Lors de I'extraction a pH 9.5, ils sont pratiquement
extrails ensemble aux faibles concentrations en sulfate ammo-
nique. A pH 5.5, ils sont dissociés : un premier, que nous
appellerons F,, s’extrait dans les mémes limites de concentration
qua pH 9.6 ; un second, que nous appellerons K, est solubilisé
aux forles concentrations en sulfate ammonique, et, a ce pH,
présente une solubilité analogue & celle des activités protéo-
Iytiques de l'actinomycétine. La zone d’extraction de ces
derniéres étant indifférente au pH, F, est donc manifestement
distinet des principes actifs sur la caséine, la kératine et E. coli
chauffée.

G. — Conclusions générales

1) La staphylolyse ne se manifeste qu’a pH neutre ou légeére-
ment acide dans des conditions hien précises de foree
ionique. Celle-ci présente un optimum net, (0.01 & 0.03) et indé-
pendant de la nature des électrolytes. Certains sels, les ortho-
phosphates et le sulfate ammonique notamment, exercenl en
oulre un effet activateur spécifique et additif. L’ion Mn++,
utilisé dans certaines conditions bien précises, favorise la
staphylolyse. Le type de cinélique est trés variable suivant
le mode de dosage et les conditions de culture dans lesquelles
Pactinomycétine a été produite par le Streptomyces. Nous avons
développé certaines équations typiques.

2) La colilyse, au contraire, se manifeste le mieux apH8a9.
Elle n’est que relativement peu influencée par des variations de
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force ionique. L'ion Mn*+ exerce toujours & son égard un effet
dépressil. La cinétique est, assez généralement, celle d’une
réaction d’ordre 1. -

3) Colilyse et staphylolyse évoluent indépendamment lors
de la culture de S. albus G. Température de 'incubation, concen-
tration en peplone, taux d’aération, addition de cations bivalents,
sont autant de facteurs dont les répercussions sur le rendement,
sont dilférentes pour chacune des activilés considérées. Parmi
les cations essayés, le cobalt et le magnésium sont particuliere-
ment favorables a la production du principe colilylique et du
principe staphylolytique respectivement.

4) L'indépendance de ces deux manifestations lytiques,
que les considérations précédentes permeltent de postuler,
a été ensuite démontrée par I'application d'un test d’homogénéité
enzymatique basé¢ sur le calcul des équations de cinétique que
présente la lyse des deux substrats microbiens dans des conditions
variables de pH, de force ionique et d’addition d'ions Mn++.
L’aclinomycétine renferme un principe colilytique actif sur
E. coli chauffée et un principe staphylolytique actil sur
S. aureus H vivant. La lyse de S. aureus H chauffé est, suivant
les conditions du substrat et les caractéristiques du milien,
réalisée par I'un ou l'autre des principes précédents, ou par les
deux engembles.

5) L’adsorption des principes colilytique et staphylolytique
sur les substrats microbiens a été étudiée. Un procédé de chroma-
tographie sur corps microbiens a été mis au point. Il a permis
d’interpréter le phénoménespar le calcul des isothermes d’ad-
sorption. Chacun des prineipes est préférentiellement adsorbé
gur le substrat homologue. C’est également au cours d’expériences
analogues que l'on a observé un premier indice de la complexité
du systéme staphylolytique.

6) Cette complexité a été bient6t confirmée par des expé-
riences de défécation & I'hydroxyde de chrome, et ensuite
démontrée par extraction fractionnée au sulfale ammonique.

Le systéme staphylolytique de I'actinomycétine est constitué
de deux agents, thermolabiles et non dialysables, complétement
distincts de P'actinozyme, ainsi d’ailleurs que des enzymes
protéolytiques, respectivement actifs sur la caséine et la kératine.
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CHAPITRE 1V

FRACTIONNEMENT ET PURIFICATION
DES AGENTS STAPHYLOLYTIQUES F, ET F,

A. — Séparation de F, et F,

L'extraction fractionnée, grdce a laquelle nous avons pu
démontrer la complexilé du systéme staphylolytique, est un
procédé uniquement analytique. Il exige, en effet, que I'on dispose
de la substance a purifier sous forme solide ou, tout au moins,
en solution trés concentrée. Il est nécessaire d’extraire & une
vitesse suffisamment faible, par chacun des solvants successifs,
pour permettre I'établissement d’un état proche de U'équilibre
entre les phases solide et liquide ; le procédé est par conséquent,
trés long. L’extraction par un solvant donné doit étre poursuivie
jusqu’a épuisement le plus complet possible de la colonne,
si bien que les principes actifs, séparés, sont 4 nouveau dilués
& un taux comparable & celui des cullures initiales.

En recherchant d’autres procédés de fractionnement, et
instruit de l'intérét croissant des échangeurs cationiques dans
la purification des protéines (13), nous avons constaté que
I'amberlite IRCH0 technique fixait les.divers principes lytiques
de l'actinomycétine avec une certaine spécificité suivant le pH
auquel I'échange ionique s’effectuail (13a). Nous avons donc
examiné les avantages présentés par ce procéds.

- Ces recherches ont été entreprises uniquement au moyen
d’actinomycétines élaborées dans le milien plumes-caséine,
spécialement favorable a la production de I'activité staphylo-
Iytique (5e, 2). De plug, afin d’augmenter la rapidité de nos
mesures, nous avons utilisé une autre souche de staphylocoque
plus sensible que S. aureus H, et désignée par S. aureus S.
Il s’agit d’une souche fraichement isolée du sang d’un patient,
résistante & la pénicilline, & la streptomycine, 4 I’Auréomycine,
a la Chloromycétine, & la Terramyecine, ainsi qu'au Sulfathiazol,
Le comportement comparatif de ces deux souches, vis-a-vis
de I'actinomycétine, sera donné plus loin.
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a) Démonsiration de la dualilé du sysiéme staphylolylique
par adsorplion sur TRCJ0

Lorsqu™une actinomycétine est passée au travers d'une colonne
d'IRCH0 dont le degré de neutralisation est tel qu’apres passage,
le pH du liquide effluent est de 7, seule I'activité staphylolytique
n'y est pas retrouvée. Quatre litres de filtrat de culture sont
passés, en 20 heures, & 100 C., sur 150 g. d’TRCH0, préalablement
neutralisés par 0.34 mole de KOTI. L’effluent, dialyzé ou non,
ne présente aucune activité staphylolytique, mais contient
95 9, des activités protéolytiques, y compris activité colilytique.
La colonne est ensuite lavée par 1 litre d’une solution d’éthyl-
hexanol a4 0.5 p. 1000 dang un mélange eau-éthanol 99 : 1, v/v,
puis traitée par une solulion de KOH 0.6 M — acide borique
0.6 M — KCl 0.4 M. On recueille divers aliquots de 100 ml.
numérobés de I a 15.

1) Parmi les fractions 1 a 15, la fraction 4 présente une activité
staphylolytique appréciable. Aprés 90 min. d’incubation (10 %

i o
v[v), la valeur de log —° est égale & 0.650. Or, le filtrat de culture
t

dont on a utilisé un volume de 4 litres, donne, aprés 40 min.

. . " sy 0
d’incubation, dans les mémes conditions, une valeur de log?
¢ &

égale a 0.900. L’activité retrouvée dans la fraction 4 ne repré-
sente done qu’une infime partie de l’activité originale.

2) Le tableau XX a été obtenu en associant 0.5 ml. de la
fraction 4, diluée au quart, 4 des quantités variables de I'effluent
dialysé, respectivement chauffé et non chauffé. L'effluent,
quoique inactif A lui seul, conlient un agent thermostable
responsable d’un eflfet d’inhibition ou d’inactivation de la staphy-
lolyse par la fraction 4, selon la concentration a laquelle il est
utilise. Mais il renferme également un activaleur Lhermolabile
non dialysable. En effel, 'inhibilion est moindre, el 'activation
est, supérieure, lorsque, les autres conditions étant égales,
I'effluent associé 4 la fraction 4 n’est pas chaufté.

3) Les effets thermostables d’activation et d'inhibition
peuvent élre reproduits par addition 4 la fraction 4 de quantités
variablez de milieu de culture vierge dialysé, ou encore, plus
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simplement, par addition d’électrolytes comme NaCl. 1ls peuvent
étre atiribués 4 des modifications de force ionique du milieu
et ne sont pas spécifiques.

4) L’agent thermolabile et indialysable, retenu par IRCH0
technique & pH 7, présente donc un caractére nettement plus
basique que l'actinozyme et les principes protéolytiques. Au
contraire, le second agent staphylolytique, également thermo-
labile et indialysable, mais non fixé par 'amberlite & pH 7,
se comporte & ce point de vue comme les principes protéolytiques.
Ces propriétés sont & rapprocher de celles que les deux consti-
tuants du systéme staphylolytique ont présentées lors des
extractions fractionnées au sulfate ammonique. Rappelons,
en effel, qu'a pH 5.5 T'agent staphylolytique désigné par F,
s'extrait dans une méme zone de concentration en sulfate
ammonique que les activités protéolytiques. Par simple analogie,
nous continuerons & désigner par F, l'agent staphylolytique
fixé sur Pamberlite & pH 7, et par F, le second agent staphylo-
lytique non fixé dans ces conditions.

TaprLEAUu XX

Potentiation de la staphylolyse (souche S) par un agent non lytique
gut Iraverse Pamberlite IRC50 & pH 7 (effluent)

Quantité, en ml, d'effluent | Activité slaphylolytique exprimée par
dialysé ajouté i 0.5 ml de log (Ty/Tyep")

I'agent staphylolytique
(fraction 4)
(volume (inal de la suspension
microbienne : 5 ml.)

Effluent chauffé | Effluent non chauffé

2 0 0.180
1 0.114 0.650
0.5 0.430 0.560
0.25 0.430 0.740
0.125 0.500 (.6G13
0.0625H 0.340 0.340
0.0312 0.250 0.260
0 0.205 0.205
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b) Un caleul de rendemen

5.600 ml. de filtrat de culture sont fixés sur B0 g. d'IRC50
technique neutralisée par 125 ml. de KOH. L’amberlite est
lavée par le mélange eau-alcool-éthylhexanol que 'on ajoute
a leffluent ; le volume total est 7400 ml.

On élue par une solution : KOH 0.08 M — acide borique 0.08 M
— KCI 0.12 M ; on recueille 1260 ml.

0.5 ml. du filtrat de culture original correspond & 0.66 ml.
de Ueffluent et & 0.11 ml. de Péluat.

Ty

Les valeurs de log —
T,
gsuspensgion staphylococeique en présence de 0.5 ml. de filtrat

,obtenues aprés 60 min.d’incubation de la

T T
log = = 0,990), de 0.66 ml. de leffluent (log— = 0.142),
T T
t t

T
de 0.11 ml. de l'¢luat (log

,ITO = 0) et de l'association [effluent
t

I
0.66 ml. 4+ éluat 0.11 ml.] (Iog?u = 0.700), montrent que le
t

rendement de lopération est d’environ 75 /.

¢) Oblention de Fy el F, séparés, a Uétat sec

Le schéma de 'opération peut se résumer de la fagon suivante.

1) Adsorption. — 5 1. de filtrat de culture sont successivement
passés, a 100 C. et en 15 heures, sur deux colonnes séparées
contenant respectivement b0 g. d'I RC50 neutralisés par 126 ml.
de KOH N (colonne I) et 100 g. d’TRC50 neutralisés par 50 ml.
de KOH N, '

2) Elulion de F;. — La colonne [ est lavée par le mélange
eau-alcool-éthylhexanol et éluée, & 00 C., par une solution de
KOH 0.08 M — acide borique 0.08 M — KCI 0.42 M. Les frac-
tions sont recueillies par portions de 50 ml. au moyen d’un
collecteur automatique. 0.1 ml. de chacune de celles-ci est
additionné de 0.5 ml. de la solution avant son entrée dans la
colonne IT et dont on a prélevé un aliquot. Les activités sont
mesurées aprés incubation en présence de 4.5 ml. d’une suspen-
sion aqueuse de S. aureus 8. Les fractions actives sont réunies,
dialysées et lyophilisées.
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Nous pouvons aussi réaliser 'élution par une solution KOH
— acide borique (0.08 M) et KCl (0.12 M). Dans ce cas, les
fractions recueillies et réunies peuvent étre & nouveau adsorbées
par 15 g. d'IRC50 neutralisés par 37.5 ml. de KOH N, sans
devoir étre dialysées au préalable, mais & condition d’amener
leur pH & 8.5, ce qui est aisément réalisé en les faisant passer
sur 75 g. d’amberlite IR4B. L'élution est ensuile effectuée
par la premiére solution fortement chlorurée et Dactivite
est ainsi concentrée dans un volume plus petit (100 & 200 ml.)
qu'il est plus facile de dialyser et de lyophiliser.

3) Elulion de F,. — L’amberlite retirée de la colonne IIT
est lavée avec le mélange eau-alcool-éthylhexanol, puis, trois fois,
avec une solution de KCI N. Elle est ensuite essorée, puis remise
en suspension dans un minimum de KCl N. La désorption est
réalisée en ajoutant lentement, avec agitation, 2b ml. d'une
solution KOH 4 N — KCI N. On filtre sur Buchner et Pamberlite
est lavée avec un minimum de KCI N. Les liquides limpides et
réunis (taux de concentration : 30 x) sont refroidis a 0o C.,
puis additionnés de 10 9%, (v/v) d’une solution KOH 1,1 N —
acide borique 0.9 M. On ajoule ensuite un volume double
d'une solution, également refroidie 4 00 C., de KOH 1,1 N —
acide borique 0.9 M contenant 50 g./100 ml. de sulfate ammo-
nique. L’addition se fait lentement (2 heures) par I'intermédiaire
d'un tube capillaire et avec agitation. On recueille le précipité
par centrifugation et on le dissoul dans un minimum de K,HPO,
M/30. Aprés une nouvelle ‘centrifugation, la solution est dialysée
el lyophilisée.

4) Rendemenl. — Les rendemenls obtenus lors de huit opé-
rations différentes sont. donnés dans le tableau XXI. Le rende-
ment moyen est d’environ 15 mg. par litre, pour chacune des
fractions. Les différences observées sont attribuables aux
variations d’activité présentées par les diverses cultures (7).
Occasionnellement, 1'agent staphylolytique, au lLieu de se pré-
senter sous la forme d’une poudre blanche, montre une coloration
verddtre. Ceci peut étre évité en faisant subir prélablement
4 'TRCBO un cyelage complet : forme acide — forme alcaline —
forme acide ; ébullition de 3 heures dans HCl 3 N — lavage a
l'eau.
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TartEATw XXI1

Variabililé du rendement en Fy el Fy brots
air cours de préparations successives

Hendement en mg. /L
Volume de fillral aclif v
traité en litre

Ity Fy
5 11 —
7.3 o 23
6.9 — [ 21
7 17 .' 21
T 4.5 | 10
s 28 17

{produil vert)
a 14 [ 75
5 18 J 11
|

d) Lyse de S. aureus S ptar F, el F, bruls, isolémenl ou réunis

La lyse de S. aureus se décompose en deux temps. Un temps de
latence, pendant lequel le trouble de la suspension reste inchangé,
précéde la lyse proprement dite, durant laquelle, pour une
concentration donnée en principe actil, la vilesse de réaction
est une fonction du temps d’incubation. Cette division en deux
phases est particuliérement évidente lorsque la staphylolyse
est réalisée dans des conditions sub-optimales de force ionique
ainsi que le montre la figure 25. Les droites I, IT et 111 repré-
sentent la staphylolyse par F, (10 pg./mL), Fy (45 pg./ml.) et
I’agsociation deg deux, & u0.010, alors que la force ionique opti-
male relative & cette association esl de 0.030. En effet, I; et Iy
associés (45 pg./ml. de chacun) donnent & p 0.03, aprés 60 min.

I
d’incubation, une valeur de ].og,l—,o égale 4 0.800. Cette valeur
t

est ramenée 4 0.350 si, toutes aubres conditions étant égales,
la force ionique est de 0.01. La figure 25 montre également
'effet synergique de l'association Fy -+ F,, qui se traduit & la
foiz par une diminution du temps de latence ef. par une augmen-
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tation de la vitesse de clarification de la suspension, une fois
que celle-ci 2’est. déclenchée.

To
Lug.T—t

0,50 |

0,20

0,10 m 0~ |

1060 90 120 150 180

Froure 2b. — Cinétique de 1a staphylolyse (souche S) par Ies fractions brules T,
et Fy de I'actinomycétine, utilisées isolément ou en associafion (orthophosphates ;
= pH 7; force ionique sub-optimale 0.010).

Ln grdonnées @ log (T,/Tt)
En abscisses : temps en minules.

Courbes : 1 : 10 pg./ml. de Fy; IT : 45 pg./ml. de F,; [IT : 45 pg./ml de F,
et 10 pg./ml de T,

B. — Purification de F,

a) Procédé

400 mg. de F, brut ont été chromatographiés sur une colonne
(90 em. /2.5 em.) d’XE64 (13, ¢, d, e) en tampon véronal sodique
0.05 M — HCL, de pH 7. Apres le passage de 1300 ml., la force
lonique du solvant a été augmentée par addition de NaCl
0.2 M et aprés un passage supplémentaire de 600 ml., la teneur
en NaCl a été portée & 0.4M. On a recueilli 160 fractions
dont on a dosé la teneur en protéines (13, f), les activités caséino-
lytique et colilytique, et l'activité sur S. aureus S. Celle-ci
a ¢té recherchée en incubant pendant 60 minutes, 45 ml
d'une suspension staphylococcique aqueuse en présence de
0.1 ml. ou 0.02 ml. de chaque fraction, associé & 0.5 ml. d'une
solution de F, brut & 200 pg./ml. en phosphates ¢ 0.2 de pH 7.

La figure 26 montre qu’en I'absence de NaCl, le principe
staphylolytique F, est complétement fixé par 'amberlite. Dans
ces conditions, on élue plusieurs bandes non détachées de
protéines dont certaines sont attribuables aux principes coli-

BACTERIOLYSE PAR L'ACTINOMYCETINE 261
1% .®
1300 ’
'd pmﬁuu/ns'
1000
1100
Tog 22—
I
1000 i
900 ]Mlﬂ
3
iy @ b avreos 1
0 Jnz0a
800 | Jnso0
wt L) Joson
El;wgu rmun
4000
19% G55 60,6 %]
00| : b 0300
200(, A Jo.200
H
‘!
100 "\' \—\_\_q/\mun
M o @ , e

200 00 @b0 o0 (08 1800 9000 %908 240 2600

Figune 26. — Purification de la fraction F, de Pactinomyecétine
par chromatographie sur amberlite XE-64,

En ordonndes :

echelle de gauche : concentration en protéines du liquide effluenl en pg./mi,
(courbe en trait plein).

£chelle de droite : aclivité enzymatique du liquide effluent exprimdée par log (TyfTt) ;
en pointillé : aetivite colilytique ; points et traits alternés : actlivité caséi-
nolylique ; traits disconlinus : activité staphylolytique (souche 8).

I'n abscisses : quantité d'effluent recueilli en ml.

Les chiffres placés dans un cercle indiquent le numéro d'ordre de la fraction
analysée. Ceux placés dans un rectangle représentent le pourcentage de protéine
retrouvé.

L'élution est réalisée par un lampon vérenal 0.05 M, pH 7.0, auguel on ajoute
NaCl 0.2 M & partir de la fraction 71 et NaCl 0.4 M & partir de la {raction 110.




262 J. M. GHUYSEN

lytique et caséinolytique qui contaminent la préparation F,
brute. En présence de NaCl 0.2 M, le principe staphylolytique
est ¢lué sous la forme d’un pic étroit qui, entre les fractions 94
el 100, épouse parfaitement celul des protéines. A partir de la
fraction 100, on constate toutefois que l'activité des fractions
diminue plus rapidement que leur teneur en protéines. Enfin,
en présence de NaCl 0.4 M, on élue 4 nouveau plusieurs bandes
de protéines dépourvues des activités recherchées.

b) Degré de pureté de Fy purifié

1) Coefficient catalyligue. — Le degré de pureté des diverses
fractions staphylolytiques a éLé évalué en divisant les valeurs

I
de log :179 observées aprés 60 min. d’'incubation, dans les condi-
t

tions décrites, par le nombre de pg. de protéines, provenant de la
fraction examinée, contenu dans 1 ml. de la suspension de
S. aurens S. Les valeurs obtenues représentent donc activité
enzymatique présenle dans 1 pg. de chacune des fractions.
Ces déterminations ont, strictement, la méme valeur que I’établis-
sement des coeflicients catalyltiques (page 221) et ne sont, de
méme, applicables que si la lyse par les diverses fraclions exami-
nées se déroule suivant une méme cinélique ; ceci, dans 'expé-
rience présente, se vérifie au moins pendant les 60 premiéres
minules de la réaction.

Les valeurs calculées dans ces conditions pour les fractions 94
& 100 sont respectivement égales & 0.22, 0.24, 0.23, 0.22, 0.20,
0.165 et 0.125. On voit qu'une contamination de la fraclion 99
par une substance azolée, inactive, et réagissant avec le réactif
de Folin et Ciocalteu, est probable el qu’elle est certaine pour
la fraction 100.

Les fractions 95 & 98 réunies nous ont donné aprés dialyse
et lyophilisation, 55 mg. d'une poudre blanche, dénommée I,
purifié, et représentant 13 %, de la préparation hrute originale.

2) Eleclrophorése sur papier. — Nous avons soumis F; purifié
a une électrophorése sur papier 3 MM a pH 5.5 en tampon
acétate p 0.1 sous 400 V. pendant 3 heures, et 4 pH 7, en tampon
de MiLLer et Gorper (1950), p 0.1 sous H0O V. pendant
90 minutes. Les expériences ont été réalisées en double. Un des
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papiers a été révélé selon le procédé de Rypon et Smitu (1952),
tandis que l'autre a été étalé sur une gélose, tamponnée a pIl 7
(KH,PO; — IGHPO,) 1 0.01 contenant soit les cellules vivantes,
soit les parois cellulaires de S. aureus 8. Dans chaque cas,
on a observé une bonne concordance entre la révélation chimique,
et la révélation enzymatique manifestée par une clarification
de la gélose, aprés une incubation de 15 heures & 37°C. La
migraltion s'effectue toutefois dans de mauvaises conditions.
On observe un long étulement de la substance dont le début
coincide avec le point de dépdt, et qui est probablement dii
a4 une inferaction de la protéine avec les charges négatives
du papier. Aux deux pH, la substance migre vers le péle négatif.
Il s’agit d'une protéine basique, méme 4 pH 7. Dans les conditions
expérimentales décrites, I'étalement était de 5.5 c¢m, 4 pH 5.5
et de 3.5 em. 3 pH 7.

3) Analyse chromalographique. — Par chromatographie bi-
dimensionnelle de I, purifié,en pyridine-eau8: 2, v/v et n-butanol-
acide acétique-eau 8: 1:2, v/v/v, on observe que Ig préparation
est contaminée par des traces d’acides aminés, parmi lesquels
on peul identifier : la glycine, la sérine, I'acide aspartique et
lalanine. Les quantités décelées sont toutefois négligeables
comparées 4 celles que libére 1'hydrolyse chimique (HCl 6 N,
1050 C., 24 heures). Aprés évacuation de l'acide chlorhydrique
par lyophilisation, la chromatographie du matériel ainsi obtenu,
en phénol-NI,; et n-butanol-acide acétique-eau, révéle la pré-
sence de la plupart des acides aminés communément ren-
contrés dans les protéines. La figure 27 montre la présence
des acides aminés suivants : acide cystéique, acide asparkique,
acide glutamique, sérine et glycine, thréonine, alanine, lysine,
arginine, proline, tyrosine, valine-méthionine, leucine- isoleucine.

4) Comporiement a l'ultracentrifuge. — Les ultracentrifugations
ont été réalisées a partir de solutions & 0.5 9, faites en tampons
e 0.1 de pH 5.5 (acétate), 6, 7 et 7.5 (tampons de MILLER et
GoLpEr, 1950, NaH,PO, — Na,HIPO, — NaCl). La substance
sedimente sous la forme d’un pic unique. La constante de sédi-
mentation, faible a pH 5.5 (S = 0.90), augmente progressive-
ment avec le pH (5 = 1.90 4 pH 6.5) et se stabilise A pH 7 — 7.5
(8 = 2.35 et 2.38), ce qui traduit la présence de trés fortes
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interactions électrostatiques dues aux fonctions NHgt+ libres
de la molécule protéinique qu’une élévation de pH neutralise pro-
gressivement. Conformément aux résultats de I'électrophorése,
F, se comporte done comme une protéine basique. Il en est de
méme, par exemple, pour le lysozyme (point isoélectrique ;
9.5 & 10), le chymotrypsinogéne « (p- i. : 9.1 & 9.5) et la ribo-
nucléase (p. i. : 7.8), qui sont également des protéines enzy-
matiques purifiables sur amberlite IRC50.

!

A
Lol o

N+H3 @

®
®
&

BUTANOL-ACIDE ACETIQUE - EAU

@

Ticune 27. -— Mise en évidence par chromategraphie bidimensionnelle des acides
aminés libérés par hydrolyse acide de la fraction F, purifiée.

Les chifires, repris d'un article de Sarton (1953a), représentent respectivement,
1 : acide cystéique; 3 : acide aspartique; 4 : acidd glutamique ; 5 et 6 : sérine
et glycine; 7 : thréonine; 8 : alaning; 10 : lysine; 13 : arginine; 16 : proline ;
18 : Lyrosine; 19 : valine-méthionine ; 21 : leucine-isoleucine,

Ainsi que le montre la figure 28, les pics présentent cependant
une certaine asymétrie, indicatrice d’une contamination par
des substances de faible constante de sédimentation ce qui,
4 la limite, est conforme avec la présence d’acides aminés libres
décelés par chromatographie.

5) Conclusions. — Ces diverses analyses montrent que F,
est presque exclusivement constitué par une protéine basique.
Celle-ci est obtenue dans un trés haut état de pureté enzy-
matique, mais elle reste contaminée par des substances de faible
poids moléculaire : petits peptides probablement et acides
amingés.
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Ficure 28. — Disgrammes d'ultracentrifugation de Ia fraction T, purifide.
Tampon de MiLLen et Gonoms (1950), pH 7.5, force ionique 0.1, G : 214.000.

Température 205 a 21.2 °¢,, Intervalle entre chaque photographie : & min.
Coneentration du matériel : 0.5 9, en poids sec,

el
clele
e le
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Ficurs 20. — Cinélique de Ia staphylolyse (souche S, germes vivanls) par lss

fraclions I, purifiée et F, brute ulilisées isolément, ou associées (orthophosphates ;
pH 7.0; force ionique : 0.01}.
En ordonndes : intenczité de la lyse mesurén par log (A,/A¢).
En abscisses © temps en minutes,
Concentration de I, et F, : 10 pg./ml.
La zome hachurée représente 1'elfet Synergique.
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C. — Activité staphylolytique de F, purifié et F, brut
a) Cellules staphylococciques vivantes

Les figures 29 et 30 montrent la cinétique de la lyse, & force
ionique de 0.01 (tampon de Grerwn, 1933, KILPO, — K,HPO,),
des cellules vivantes de S. aureus S et S. aureus I par 10 pg. /ml.
de F, purifié, 10 pg./ml. de F, brul et par 10 pg./ml. de F,
associés & 10 pg./ml. de F,. Elles illustrent. également les diffé-
rences de sensibilité des deux souches staphylococciques. En
présence d'un poids égal de F, purifi¢, F, brut exerce un effet.
synergique considérable alors que, agissant seul, 3 la méme
concentration, il ne manifeste qu'un effet lytique négligeable.

4 Ao
) 135 Log. 32 B
1,25) Gk
% iE
105
g 0’90‘ F'H'F2 4 j ____':
» H H
0'75_ HE
0,50’.
0,45 & o
L ﬁ H
' 3 “Fr
y 0,30] 8
]
015 x o/"/ . Fa
5 _e——% . .’W;“_W

0 60 90 120150180 210 260

Froure 30. — Cinétique de la staphylolyse (souche H, germes vivanis) par les
fractions ¥, purifiée et F, brute utilisées isolément ou assocides {orthephosphates ;
pH 7.0; foree iomique 0.01),

Mgme représentation que pour la fipure 29 (Savron el GrUvsEw, 1857).

b) Cellules staphylococcigues chauffées

Le tableau XXII montre que, en K,HPO, M/30 (pH 8.2),
milieu favorable 4 la manifestation de I’activité colilytique,
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TABLEAU XXII
Activilé baclériolytique comparée de Fy purifié et F, brul

Activité lytique (exprimée par
log Ty/T;) des préparations Temps
Substrat Milieu d'incubalion
en minutes
Fy F, F; + Fy
E, coli PO, M/30; 0.060 0.525 0.530 15
chauffée pH &
S. aqureus S Tdem 0.00 0.220 0,220 15
chauffé ‘
5. aureus S PO, ; w 0.01 0.2:20 0,025 | 0.820 15
chaulfé pH 7 |
S, aurens S fdem 0.160 0.00 | L6110 60
vivant i

' g | | |2
T, purifié, utilisé 4 la concentralion de 7 pg./ml., est pratique-

ment inactif sur E. coli et 8. aureus S chaullés. Il est dépourvu

d’actinozyme. Au contraire, I, digére rapidement ces deux

substrats et, dans ces conditions de pH, l'association F; + I,

présente la méme activité que IYy seul. .

A pH 7, v 001 (K,HPO, — KH,PO,) et toujours & la concen-
tration de 7 ug./ml., F, est actif sur S. aureus S chauflé, tandis
que F, ne l'est pratiquement plus. L’association. ,Fl + F, est
cependant forlement synergique. Dans ces conditions .de pH
et de force ionique, le comportement de S. aureus B vis-a-vis
de F, purifi¢ et de Fy brut est done qualitativementi l.e méme,
qu’il soit vivant ou chauffé. Cette conclusion rejoint celle
que nous avions tirée des cinétiques de réaction présgn?:ées
par la lyse de S. aureus H et de E. coli dans des COndltl.UIlS
physico-chimiques différentes (p. 238) : en l'absence d'actino-
zyme, l'intervention du principe staphylolytique dans .la lyse
de S. aureus chauflé, peut étre clairement mise en évidence.
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¢) Parois staphylococciques

Les figures 31 et 32 montrent I'influence de la force ionique
(KH,PO, — K,HPO,) sur la lyse, & pH 7, des parois cellulaires
de S. aureus S et de S. aureus H par 10 pg./ml. de F; purifié,
10 pg./ml. de F'y brut et 10 pg./ml. de F, associés a 10 ug./ml. de F,.
De nouveau, F,, employé isolément, n’a qu'une trés faible
activité lytique; il existe un optimum de force ionique bien
déterminé et égal & 0.01; P'association F, -+ F, est synergique
et cet effel se traduit, en particulier, par le maintien d'une
réaction d'ordre 1, ainsi qu’en témoigne la figure 33 relative
a la cinétique de la lyse des parois de S. qureus H & p optimal
0.01. Cette méme figure montre également I'action lytique du
lysozyme (1000 pg./ml.) sur ces mémes parois, incubées dans le
tampon pH 7, p 0.1 (MiLLER et GoLpER, 1950}, généralement
utilisé pour cet enzyme.

1 Ao

Lug.—&-:
05
0,k |
03 |4

02

0,1

@
0,02 0,0 006 0,08 030
Ficune 31. — Influence de la force ionique sur la dissolution des parois cellulaires

de S, aureus, gouche S, par les fractions ¥, purifiée et T, brute, utilisées isolement
ou en association (orthophosphates; pil 7.0).

fr—

En ordonnées : intensité de la lyse aprés 120 min., exprimée par la valeur
de log (AGJA[-,)_
I'n abscisses : force ionique.

Conceniration en enzymes : voir figure 29.
La zone hachurée représente l'effet symergique.
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On voit que, quel que =oit le substrat staphylococcique,
cellules vivantes, cellules chaullées, parois cellulaires, la diges-
tion par F, purifié, F, brut et Vassociation des deux, est stricte-
menl comparable. F; exerce une action prépondérante
et peut, isolément, digérer ces trois substrats. F, seul a une
activité faible, mais, associé a F,, il participe activement a la
Iyse en hitant la clarification des suspensions sensibles.

| Lng.ﬁf_
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0,k ] i \x
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0,3 |4 \\D\ \
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o
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0,1 s .
M g, T2
o ————
GIQ s L 1 L L # -
nn? 006 0,06 0,08 01
Ficurm 32. — Influence de la force ionique sur la dissolulion des parois cellulaires

de S. aureus, souche H, par les fractions Iy purifiée et I, brute, utilisées isolément
ou en assoeiation,

Méme représentation que pour Ia figure 31. Le temps d’incubation est toutefois
ici de 330 min. (SarTox et GmuyseN, 1957).

d) C'onﬁrmation.de Pactivité lytique de F,
sur les parois staphylococciques

50 mg. de parois cellulaires staphylococciques ont été digérés
par 300 pg. de F; ou b00 pg. de F, 4 500 pg. de F, (14, b).
Apres clarification et dialyse, le matériel non dialysable, qui
représente environ 70 % en poids sec des parois cellulaires
utilisées, a éLé lyophilisé el examiné a l'ultracentrifuge (14,
d, 2). Il sédimente sous la forme d'un pic unique (figure 34)
dont la faible vitesse de sédimentation indique des poids



270 J. M. GHUYSEN

moléculaires de 10 000 & 15 000. Ainsi que le montre le tableau
XXIII, la présence de K, ne semble pas pProvoquer une dégrada-
tion plus poussée de la paroi cellulaire.

Les mémes indialysats ont été soumis & I’électrophorése sur
papier (14, d, 1). Aprés digestion des parois cellulaires de
S. aureus S par F; et F, + F,, il est possible de séparer trois
fragments principaux, non dialysables et riches en fonctionsNTI,
libres, mises en évidence par leur réaction avec la ninhydrine.
La séparation peut &tre réalisée i pH 7, w 0.1 (Mirrer et
Gorper, 1950), aprés trois heures, sous 400 V. (igure 35,
rangées I et II).

Apres digestion des parois cellulaires de S. aureus H par F,
et électrophorése a pH 7, p 0.1 (3 heures, 400 V.), (figure 35,

Lug.%‘; ’.i :

05t FiaFa /"

0:3 T x/o

- / Lys: 1000y /md; e 0,1

A P
(o] O 5 TP
L-=0""

¥ Fz B
L9
L 1 b —ic— L
60 120 180 240 300 360

Figunn 33. — Cinétique de Ia lyse des parois cellulaives de S. qureus souche H,
par les fractions F, (purifite) et F, (brule), utilisies isolément ou en associalion
ainsi que par le lysozyme.

En ordonnées : intensits de la lyse exprimée par log (Al At).

En abscisses : lemps en minutes,

Concentration de Fy ef Fy ¢
fonigue : 0.01.

Concentration du Iysozyme : 1000 @wg.fml, ;

10 ug./ml. ; orthophosphates ; pIl 7.0; force

tampon de MiLLeR el GoLper {1950),

force ionique, 0.1 (Sarton el Gmuvsew, 1957).
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Ficure 34. — Diagrammes d’ultracentrifugation des fractions non ‘dialys_;ratb_les
obte-nues.aprés digestion des parois cellulaires de S. aureus H par l'association
F; &t Fa,

Mémes conditions que pour la figure 28. Toutefois ici : G. = 238.300 ;

température 23 a 25 oC, N

rangée I1I), on obtient une image électrophorétique compa-
rable 4 celles obtenues a partir des indialysats de‘ S. aureus S.'
Toutefois, un composant supplémentaire, a ca}rat.:tf‘,rc nette}ment
basique, apparait lorsque la digestion est réalisée par I'asso-
ciation F;, + F, (figure 35, rangée IV). . o
Cetle derniére observation illustre .clalrcment Paction
synergique de Iy et confirme Pindividualité des deux souches

TarrLEau XXIII

Constante de sédimentalion, exprimée en unité _S\"EDBEIIGI, .
des fraclions non dialysables obienues aprés digestion enzymalique
des pardis staphylococcigues

Parois de Enzyme 20
8. aureus H F; purifié . ll.lljl?
S. aureus I F, purifié¢ 4+ Iy brut l.l 5
8. aurcus S T, purifié ::{;E
5. aureus S F, purifi¢ +~ F, brut 92
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staphylococtiques utilisées ainsi que la bonne séparation des
deux préparations F, et F,

Ces‘ résultats montrent I'intérét que présente F,. Or, dans les
expériences d’'extraction fractionnée, I'activité staphylolytique
com-plémentaire F,, nous est apparue comme devant &tre
at!:rﬁ::uée & un agent spécifique, distinct de I'actinozyme et des
principes protéolytiques tels que la caséinase et la kératinase.
Nous avons voulu confirmer cette spécificité, par chromato-
graphie de F, brut sur XE64.

Froure 35, — Analyse par électrophorése sur ier d i i
: i papier des fractions non dialysables
oblenues aprés digestion des parois cellulaires de S. qureus S (I et II}yet S.
aurcus H (LI et IV) par Fy (I et III) el par F, ot F, ensemble (11 et 1V)
(SanroN el Gmuysew, 1957).

D. — Purification
de I'agent staphylolytique complémentaire F,

La purification de cet agent est beaucoup plus malaisée que
cdlalle de 1'3'1, ¢tant donné les analogies qu'il présente avec les
divers principes protéolytiques.

@) Kssais d’orientation

Des chrO{natographies ont été réalisées sur TRC50 X E64 en
tampons acide citrique — Na,HPO, de pH et de force ionique
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différents : pH 7.2 (0.2 M en Na; colonne de 90 cm./2.5 cm.);
pH 6.1 (0.2 M en Na ; colonne de 2 m/2.5 cm.) ; pH 5.5 (0.05 M en
Na ; colonne de 90 c¢m./2.5 em.). Les fractions ont été recueillies
au moyen d’un collecteur automatique et nous avons recherché
leur teneur en protéines, ainsi que leurs activités caséinolytique,
colilytique et staphylolytique. Cette derniére a été dosée en
incubant pendant 30 4 60 min., 4.5 ml. d'une suspension aqueuse
de 8. aureus S vivant, en présence de 0.2 ml. de chaque fraction
associé 4 0.2 ml. d’un tampon pH 7, p. 0.4 (K,HPO, — KH,PO,)
contenant 800 ug./ml. de la préparation F, brute. Dans les
conditions choisies, une incubation témoin, en présence de Iy
seul, ne provoque aucune disparition de trouble.

Les résultats sont représentés par les figures 36 (pH 5.5),
37 (pH 6.1) et 38 (pH 7.2) réalisées respectivement au moyen
de 20, 100 et 100 mg. de F, brut.

1) On observe, dans les trois conditions choisies, un dédouble-
ment de Pactivité caséinolytique (bande Ia et bande 1b). Toute-
fois, suivant ces conditions, 'ordre d’élution peut étre inversé.

2) La bande Ib de caséinase accompagne systématiquement
les principes colilytique et kératinolytique.

3) L'activité staphylolytique passe en premier lieu & pH 5.5
(Ry = 0.9) (1), se situe entre les caséinases [aet [bapH 6.1 (R, =
0.83) et g’élue en méme temps que la caséinase 16 & pH 7.1
(R, = 0.80).

b) Purificalion

Malgré les valeurs de R, trés proches des divers principes
4 séparer, nous avons tenté une purification de I'agent staphylo-
lytique I, par chromatographies successives a pH 6.1 (143.28 g.
de Na,HPO,.12H,0 + 25.2 g. d'acide citrique 4 eau pour un
volume final de 4 litres).

1) Aprés une premiére chromatographie sur XE64 (figure 37),
les fractions dont activité par milligramme de protéine était
supérieure 4 celle du F, original, ont été sélectionnées, dialysées
et lyophilisées. '

(1) Nous désignons par Ry le rapport afh ot a représente le volume de la phase
liquide de la colonne et & le volume total de liquide recueilli au moment ol la
concenlration de la substance considérée atteint son meaximum.
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TIGURE 36. — Analyse de Ia fraction F; brute {20 mg.) par chromatographie sur
amberlite XE 64. Eluant : tampon phosphate-acide eitrique : 0.05 M en Na;
pH 5.5,

En ordonnées : activité enzymatique exprimée par log (Ty/Tt)-
En abscisses : quanlité d'effluent recueillie en ml.

(Ta, 1b) : activité caséinolytique,

e (L1} : activilé staphylolytique (mesurée avee la souche S).
—— — ——— (III) : aclivité¢ colilytique.

———— (IV] : activité kératinolytique.

Lng_:—: Rr=“’°”Rr=u.sa Re-078
0,800 I
0,700 N
0,600
0,500
0,600
0,300
0,200
0,000

0 o0 550 600 650 700 €
F16ure 37. — Analyse de la fraction Fy brute (100 mg.)
par chromatographie sur amberlite XFE 64,

Eluant : tampon phosphate-acide citrique 0.2 M en Na; pH 6.1.
Méme représentalion que pourla figure 36,
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Lug.;r—:
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04000
0300
0,200
0100f
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TiGURE 38. — Analyse de la fraction F; brule (100 mg.)
par chromatographie sur amberlite XE 64
Eluant : tampon phosphate-acide cilrique 0.2 M en Na; pH 7.1.
Méme représentalion que pour la figure 36.

Log. :—‘: Rex 0,84 [ protéine /sl
e 490
0.800 | 80
0700 i3 Res077 | 7
0600 £ g | 60
0500 ;_,-"' _,/ ] 50
0400 E IR
0,500 FA i {30
0,200 A ]2
0,100 , /;: J 10

P ke el SN

160 500 550 600 e

Figure 39. — Purification de I'agent staphylolytique par chromatographie de

la fraction F, brute sur amberlite XE 64. Troisiéme cycle.
Eluant : tampon phosphate-acide citrique 0.2 M en Na; pH 6.1,

En oerdonnges :
échelle de gauche : aclivilé enzymatique exprimée par log (T,/Tt). Courbes :
16 : activité castéinolytique; L1 : activilé staphylolytique (souche 8);
IIT : activité colilytique; 8 : activité lytique sur Sarcine lnfen (mesurée en
orthophosphates, pH 7.0, force ionique 0.002).
échelle de droite : concentration en protéines en wg./ml., courbe p.

En abseisses : quanlité d'effluent recueillie en ml

Remarque : le premier cycle relatif 4 celle purification est représenté par la
figure 37. 4
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2) Le produit lyophilisé, remis en solution, a été chroma-
tographié¢ une seconde fois. Nous avons ainsi obtenu 20 fractions
et nous n’avons conservé que B d’entre elles possédant la plus
haute activité par milligramme de protéine.

3) Ces fractions, dialysées el lyophilisées, ont été chroma-
tographiées une troisitme fois. La figure 39 montre que la
caséinase Ia et la kératinase ont été éliminées. La caséinase 1b
persiste trés faiblement, associée 4 une certaine activité coli-
Iytique. On remarque toutefois que les fractions recueillies en
premier lieu et dont la teneur en protéines va croissant, ne
contiennent que 'activité staphylolytique.

Le procédé n’est évidemmenl pas rentable. II confirme,
Loutefois, de facon certaine, la spécificité de l'agent staphylo-
lytique complémentaire contenu dans la préparation F,.

E. — Conclusions

1) L'activité staphylolylique de l'acltinomycétine est réelle-
ment due a deux agents distinets qu’il est possible de séparer
sur TRC50 par wn choix convenable du pH auquel s’effectue
I’échange ionique.

2) F; a ¢té oblenu dans un état de haute pureté par chroma-
tographie & pH 7 sur XE64. (Vest une protéine basique. Elle
est le constituant essentiel du systéme staphylolytique et peut,
a elle seule, effectuer la staphylolyse.

3) F, est beaucoup plus malaisé & purifier. Son activité
bactériolytique directe est faible, mais, en association avec Fy,
il favorize la clarification des suspensions sensibles. Par chroma-
tographies répétées, sur XE64, a pH 6.1, on a confirmé la
spécificité de cet agent staphylolytique complémentaire. I1 est
distinet de I'actinozyme, des caséinases et de la kératinase.

4) Le systéme staphylolytique est actif sur les cellules vivantes,
les cellules chauffées et les parois cellulaires staphylococciques.
Aprés digestion de ces derniéres, le matériel non dialysable
présente un poids moléculaire de 10000 & 15000, constitue
environ 70 9%, du matériel original et est riche en fonctions NH,
libres. '

5) L’action activante de F, a pu étre vérifiée au niveau
méme des paroig cellulaires de S. aureus .
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CHAPITRE V

BACTERIOLYSE DES GERMES GRAM-POSITIFS
PAR LES AGENTS STAPHYLOLYTIQUES F, ET F,

Les agents F, et F, sont-ils spécifiquement et uniquement
staphylolytiques, ou bien jouent-ils un role dans la bactériolyse
par l'actinomycétine des artres germes gram-positifs vivants ?

Nous étudierons tout d’abord, avec quelques détails, les
caractéristiques présentées par la streptolyse et la pneumolyse
par notre actinomycétine. En effet, McCanTy (1952) a démontré
que P'activité streptolytique de «son» actinomycétine est due
a lintervention initiale d'une polysaccharidase, spécifiquement
active sur les parois des streptocoques f hémolytiques. D’autre
part, Slreptococcus pyogenes et Slreplococcus pneumonie sont
des espéces appartenant & un méme genre de la famille des
Lactobacteriaceze. 11 était donc intéressant de comparer la
bactériolyse de ces deux germes.

Nous poursuivrons en dressant un spectre bactériolytique de
I'actinomycétine, en prenant comme substrat les parois cellu-
laires elles-mémes. Ce spectre sera limité aux principaux micro-
organismes sensibles & I'actinomycétine et dont les parois cellu-
laires ont déja été antérieurement étudiées par d'autres
chercheurs.

Nous préciserons enfin la nature des agents bactériolytiques
F, et F,, en examinant le type de liaison dont l'attaque enzy-
miatique, au niveau méme de la paroi cellulaire, assure le déclen-
chement de la bactériolyze.

A. — Streptolyse

Le role éventuel du «systéme staphylolytique» dans la
streptolyse par l'actinomycétine, a éLé recherché au moyen
de quatre préparations différentes : la préparation X, obtenue
par concentration sur colonne staphylococcique, selon la
technique décrite p, 246 ; la préparation A, obtenue par adsorplion
sur sable et que nous avons déja utilisée dans les expériences
d’extractions fractionnées, rapporlées aux pages 249 a 202
enfin, les préparations I'; purifiée et I, brute.
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a) Préparation X

McCarty (1952) a montré que, par simple dialyse de son
actinomyeétine contre HCl 10*N, la polysaccharidase, spécifi-
quement, active sur les parois streptococciques, pouvail étre
s¢parée d'un principe protéolytique actif sur la caséine.

Nous avons tenté de séparer l'une de Pautre les activités
caséimolytique et streptolylique de notre aclinomycétine X
par le méme procédé (WeLscr et Gauysen, 1953). Dans ce but,
5 ml. d'une solution 4 0.3 %, de celle préparation, ont été dialysés
a 20 C. pendant 24 heures contre une solution de HCI 104N,
Il s'est formé un abondant précipité, legérement coloré en jaune,
qui a été redissous dans 5 ml. du milieu dénommé ci-dessous
«milieu I », tandis que la fraction liquide, restée dans le boyaun
dialyseur, a ¢été recueillie séparément. Les activités bacté-
riolytique et caséinolytique de ces deux fractions ont été
mesurées et exprimées en temps de demi-lyse. Celui-ci exprime
le temps nécessaire pour amener la concentration en substrat
sensible & 50 % de sa valeur de départ, caleulé par exlra-
polation en supposant que la vitesse initiale de lyse reste cons-
tante. Contrairement a ce qu’avait obtenu McCarry, toute
l'activité caséinolylique a été retrouvée dans la fraction pré-
cipitée ou elle restait associée 4 la majeure partie des activités
bactériolytiques et colilytique.

1) L’activité du liquide surnageant (L. S.) sur le streptocoque,
vivant ou chauffé 4 65° C. pendant 30 minutes, est & peu prés
nulle. Dans les deux cas, et a la dilution de 1/30, v/v, le temps
de demi-lyse dépasse 600 minules, aussi bien en K,IIPO, M/30
de pH 8.2 (milieu I que I'on utilise pour le dosage de 'actino-
zyme) qu'en solution de phosphates-sulfate ammonique-Mn(CI2,
de pH 7, u 0.02, employée pour le dosage de Pactivité staphy-
lolytique (milieu II).

Son activité sur S. aureus H chauffé n’est pas négligeable
puisque, 4 la méme concentration, le temps de demi-lyse est de
85 minutes dans le milieu I et de 260 minutes dans le milieu II.

Enfin, le temps de demi-lyse pour S. aureus H vivant, dans les
mémes conditions, est de 450 minutes dans le milieu IT et de plus
de 600 minutes dans le milieu I.

2) La lyse de S. aureus H et du streptocoque chauffé par le
précipité redissous (P) obéit de fagon parfaite & une cinétique
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d’ordre 1 aprés un temps de latence de quelques minutes.
A la dilution de 1100, v/v,les temps de demi-lyse de ces substrats
sont respectivement de 14 et 18 minutes en solution I, mais
de 40 et 145 minutes en solution 1. En milieu I, le streptocoque
chauflfé se comporte donc de fagon trés analogue au staphy-
locoque chautfé. Sa dissolution est cependant bien plus nettement
entravée que celle du staphylocoque lorsque 'on passe du
milieu I au milieu IL

La lyse de S. aureus II et du streptocoque vivants se déroule
de facon identique dans le milieu II. A la dilution de 1/100,
la demi-lyse esl réalisée en 70 minutes et la cinétique d’ordre [
est suivie pendant 120 minutes au moins. Par contre, en solution [
et & la méme dilulion, le temps de demi-lyse est de 90 minutes
pour le staphylocoque et de 60 minutes pour le streptocoque ;
de plus, la cinétique d'ordre I n’est obtenue que pendant les
60 premiéres minutes de la staphylolyse, tandis qu’elle se
manifeste pendant au moins 120 minutes pour la streptolyse.

Les observations précédentes peuvent se résumer Lres simple-
ment (WrLscH el GRUYSEN, 1957 ; tableau XXIV).

1) La lyse du streptocoque chauflé par P est comparable a
celle du staphylocoque chauflé si la digestion est réalisée dans le
milieu | uniquement.

2) La lyse du streptocoque vivant par P est comparable
a celle du staphylocoque vivant, si la digestion est réalisée dans
le milieu I1 uniquement, quoique le milieu I soit mieux adapté
4 la streptolyse.

3) La lyse du streptocoque chauffé par L. 5., n'est pas
comparable a la lyse du staphylocoque chaulfé, ni dans le milieu I,
ni dans le milieu II.

L'actinomyeétine renferme donc, en plus du systéme staphy-
lolytique, un agent qui, en association ou non avec lui, intervient
pour assurer la dissolution du streptocoque.

b) Préparalion A

Certaines des activités lytiques de la préparation A ont été
signalées page 200. Ajoutons ici que 12 pg./ml. de celle prépa-
ration provoquent, en 20 minutes et en solution de K,HPO, M/30,
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Tasreau XXIV

Comparaison de diverses acliviiés bactériolytiques
des deuw fraclions L. S. et P d’actinomyeéline

Temps en minules nécessaire pour ohtenir
la demi-lyse des suspensions de
Fraction | Milieu (2
& S. aureus H S. pyogenes
chauffé vivanl chiaullé vivant
|
I 85 ‘ > 600 =600 =600
L. 5(1/30)
11 260 450 =600 =600
: I 14 90 18 60
P(1/100)
IT 40 70 145 70

(1) Voir page 278.

une disparition de 50 %, du trouble initial d’une suspension de
streptocoques vivants.

Le comportement de I'activité streptolytique, lors de 'extrac-
tion fractionnée de la préparation A au sulfate ammonique,
est montré par les courbes V et IV des figures 23 ef, 24 (pp. 250
et 2b1).

Cetle activité est extraite entre les mémes limites de concen-
trations en sulfate ammonique que 'activilé staphylolytique,
mais elle s’en différencie par un trés faible rendement d’extrac-
tion, égal & 15 %, seulement. De plus, par association des diverses
fractions recueillies entre 35 el 0 g./100 ml. de sulfate ammonique,
le rendement reste pratiquement inchangé. I.actinozyme,
le principe caséinolylique, le principe kératinolytique et 'agent
staphylolytique complémentaire F, n’interviennent donc -paa
dans la streptolyse par notre actinomycétine.
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¢) Fractions I, purifiée el Fy brule

Dans les tampons K,HPO, — KILPO, de pH 7, I, purifié
est actif sur S. pyogenes vivant. L'optimum de forece ionique
est de 0.02. Aprés une incubation de 60 min., a cette force ionique,
et 4 la concentration de 7 pg./ml., on obtient une valeur de

T,
log ?0 égale 4 0.130. Par contre, F; brut, utilisé 4 la méme concen-
T

tration, est inactif aux forces ioniques comprises entre 0.11

et 0.002.
L’activité de I, et F, sur S. aureus 8 vivant, recherchée

T,
dans les mémes conditions, est tout a fait comparable (log ?0
t

= 0.160 pour F, et 0.000 pour I'y). Mais, tandis que I'association
des deux fractions se traduit par un effet synergique intense

T
sur la lyse de S. aureus S (log rT,o = 0.610) elle n’a pratiquement
t

T,
aucun effet de ce genre sur la streptolyse (log ,I—,o = (.190).
t

d) Conclusions

F, purifié posséde une certaine activité sur S. pyogenes vivant
qui explique le rendement de 15 9, obtenu lors des extractions
fractionnées au sulfate ammonique. F, en est pratiquement
dépourvu. Mais Pactinomycétine renferme certainement, en plus,
un ou plusieurs sylémes spécialement adaptés a la streptolyse,
dont, peut-8tre, la polysaccharidase de McCaRrTy.

B. — Pneumolyse

a) Comparaison des aclivités pneumolytiques des fractions G, N et A

Les fractions N et A ont été oblenues par fractionnement
sur sable (10) de Pactinomycétine concentrée C. Rappelons
que la fraction N est dépourvue d’activité sur E. coli chaullée,
S. aureus et S. pyogenes vivants. Les activités de la fraction A
ont été précédemment signalées (pages : 250 et 279).

L’étude de la pneumolyse par les trois fractions (GHUYSEN,
1954a) a porté sur des germes stérilisés par un chauflage de
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3 minutes & 1000 C. et sur des germes vivants. Dans les deux cas,
on a utilis¢ des suspensions bactériennes : 10 en eau distillée,
20 en K,HPO, M/30 de pH 8.2 (milieu I) favorable aux manifes-
tations de I'actinozyme et 39 en solution de phosphates-sulfate
ammonique de pH 7 (milieu II’) favorable 4 la staphylolyse.
Nous n’avons pas introduit d'ions Mn++ dans ce dernier milieu
car il exerce un effet stimulant, indésirable ici, sur Pautolyse
du pneumocoque.

1) Pneumocoques chauffés : ecau dislillée. — la fraction C
et la fraction N sont trés peu actives. En outre, leur activité
décroit lorsque la concentration augmente, ce qui indique

intervention de phénomeénes d’inhibition. La fraction A est
totalement inactive.

2) Pneumocoques chauffés © miliea I el IT. — L’aclivité de C
est & peu pres identique dans les deux milieux. Les temps de
demi-lyse pour 255 ug./ml. sont de 20 et 25 minutes.

N est beaucoup plus active dans le milieu [1” (temps de demi-
lyse de 70 min. pour 150 ug./ml.) que dans le milieu | (méme
temps de demi-lyse pour 400 ug.fml.).

A est, au contraire, plus active dans le milieu I (temps de
demi-lyse de 60 minutes pour H pg./ml) que dans le milieu II
(méme temps de demi-lyse pour 20 pg./ml.}.

L’actinomycétine renferme done deux principes capables
d’assurer la bacbériolyse du pneumocoque chauflé. L'un contenn
dans A, et par conséquent adsorbable sur sable, est plus actif
dans le milieu I. Ces deux propriétés permettent de 1'assimiler
éventuellement au principe colilytique. L’autre, non adsorbé
par le sable et contenu dans N, est plus actif dans le milieu 1.
L’un et Pautre sont inactifs en eau distillée. Etant donné les
propriétés de ces deux agents, on comprend que Pactino-
mycétine C présente une activité & peu pres semblable dans les
milieux T et 1],

3) Pneumocoques vivanls. — Les essais de pneumolyse ont
eté réalisés en eau distillée et dans le milieu 1. Dans ce dernier
cas, la suspension microbienne subit une autolyse progressive
(50 % de lyse en 3 heures) qui doil étre mesurée et dont il faut
tenir compte pour apprécier les eflets propres a 'actinomycétine.

. ’ 9
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Le milieu I (K,HPO, M/30, pH 8.2) n’a pas 6té utilisé ; en effet,
I'autolyse y est tellement rapide (50 _% de lyse en f}O mu’wtc:s)
que les effets propres de I’actinomycétine ne peuvent élre décelés.

i) Fraction A. Dans le milieu II’, la clarificatio:? pl‘detl?
par cette fraction n’est que légérement supt.émel'lre a celle qui
résulte de la simple autolyse et son effet est indépendant de sa
concentration, entre 0.39 et 100 pg./ml. (ﬁgm:e' 40_). '

En eau distillée, elle ne provoque aucune c]at."lfu?ahon endéans
deux heures d’incubation (figure 40). Mais si, a ce mom(,jnt.:
on introduit dans la suspension les électrolytes pécessalrea
pour obtenir la composition du milieu II’ on aSSlStB-i’l ruge
lyse extrémement rapide, dont la v?tess?: ‘dlepend, F:el,.t.:la fois,
de la concentration en actinomycétine 1n1tlalem.enL mise en
cuvre (figure 41). La fraction A exerce dong, en fallt, une actlo.ri
évidente sur le pneumocoque vivant en eau dl.stlllee, ’mala
celle-ci ne se traduil par une clarification qu’en présence d'élec-
trolytes. Ce phénomeéne n’est pas observé avec les pneumocoques
chauflés. Le systeme autolytique du germe y participe d_0]1(_;
vraisemblablement et, de ce [ail, le principe responsable parait
dtre un inducteur d’autolyse. |

it) Fractions N et C. En eau disti[].ée, la clissolgt.lf;‘rl dlfl:s
pneumocoques par ces deux préparau.ons es_l; .['Iapld(;‘. E e
débute aprés une période de latence de vingl mmul,‘is environ ;
la vitesse est directement proportionnelle au tex..nps d.ll}c,uhatlon
et est, toujours une fonction de la cq:mcntratxon umlls’ee. ’

En milieu II’, la lyse est immédiate, non précédeeﬂz d'une
phase de latence. Le tableau XXV montre que, m(-,:m'e." en
négligeant la phase de latence Bxist.a'nl; en ?au c,hstlllée, ilaatL;;m-
mycétine C .est plus active en m.lheu IT" qu’en eau distillée.
On observe l'inverse pour la fraction N. o

L’actinomycétine renferme donc également deux principes

i le pneumocoque vivant. .
aczf'irimpréscl:nt dans g, est adsorbé par le sable. Il 'faVOI‘rlSS
dans le milien II” Pautolyse du pneumocoque, tandis qu'en
eau distillée, 1l provoque des modiﬁcatiops importantes dg.la
cellule qui se traduisent par sa dissolutmr.l'lorsq,ue 1e I_ml_leu
est rendu favorable & P'autolyse par addition ,d électrolytes.
Il est possible que cet inducteull' d’autolyse représente tout ou
partie du complexe staphylolytique,
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| To
Log. Te
0,200,

0100

10 % 50 70 90
Tigure 40. — Cinélique de la lyse de Sireplococeus pneumoniz vivant
par la fraction A de I'actinomyeétine.

En erdonnées : log (Ty/T).

En abscisses @ temps en min.

Gourbe I : lyse dans le milieu 117 (voir texte] el doduction [aite de la clarifi-
cation due & l'autolyse.

Courbe II : en eau distillée,

Resultats oblenus avee des concenlrations d'actinomyeétine variant depuis
0.4 jusque 100 @ g./ml.

0,500
0,00
0,300
0,200
0,100
0 1% 20 2% 30 35
Froune 41. — Cinélique de Ia lyse de Sireptococens pneumonige vivant

par la fraclion A de V'actinomycétine,
Incubation pendant 2 heures en eau distillée (voir figure 40, courbe 1I),
puis addition des sels constilulifs du milien I1° (voir texta).
Méme représentation que pour la fizure 40.
Concentration en enzyme pour la courbe 1: 12.5 ug./ml, en poids sec; pour
les courbes suivantes, diminutions successives de moitié.

BACTERIOLYSE PAR L'ACTINOMYCETINE 28hH

TABLEAT XXV

Aclivité des fraciions d’aclinomyeétine € et N sur S. pneumoniz viveni

Temps en minules néecessaire pour
obtenir Ia demi-lyse des suspensions

Concenlration . o
Frsokion 5wl PREWmococciques en
(poids see)
Milieu IT" (1) Eau distillée (%)

513 36 65

G 256 45 75
128 57 85

fid 70 100

400 G0 67

N 200 —_ 75
100 —_ 86

50 110 99

1) Voir page 282.
(3) Dans tous les cas, le début de la lyse est précédé d’une phase
de latence de 20 minutes.

L’autre principe, non adsorbé par le sable, se retrouve dans
la fraction N et assure la dissolution des germes, de préférence
dang 'eau distillée. Ces deux caracteres le distinguent de ’acti-
nozyme et des systémes staphylolytique et streptolytique.

b) Ezlraction fractionnée de N

On voit que les activités pneumolytiques de la fraction N
doivent étre attribuées 4 des principes spécifiques et distincts
de ceux que nous avons précédemment étudiés. Mais, le principe
qui, dans cette fraction N, lyse le pneumocoque vivant, en eau
distillée, est-il identique au principe de cetle méme fraction,
qui dissout, de préférence dans le milieu IT’, le pneumocoque
chauffé ? Cette question a été résolue en soumettant N & une
extraction fractionnée au sulfate ammonique dans des conditions

x

identiques a celles qui avaient été appliquées a la fraction A.
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L'activité contenue dans les différents liquides extractifs
dialysés a été mesurée, d'une part, sur le pneumocoque vivant
en eau distillée et, d’autre part, sur le pneumocoque chauffé
en eau distillée et dans le milieu 11", Les résultats sont repré-
sentés dans la figure 42.

Quel que soit le pIl de I'extraction el le milieu de dosage,
'aclivité sur le pneumocoque chauifé se retrouve avec un
bon rendement (70 & 80 9%,) dans les fractions extraites entre 30
et 15 g./100 ml. de sulfate ammonique. Ce principe se comporte
donc comme une subsbance unique.

150

LY D/-—D—D—H—

1201

90}

60|

30F

(NH)2 S04 Or/100mé
35 3p 25 20 15 10- 5 0

Ficune 42. — Exftraction fractionnée au sulfate ammonique
des activités pneumolyliques de la fraction N de l'aclinomycétine.

Méme représentation que pour les figures 23 et 24.

Courbe I : extraction &4 pH 9.5; dosage sur pneumocoques vivants en eau
distillée.

Courbe TI : extraction & p¥l 5.5; dosage sur pneumocoques vivanis en eau
distillée.

Courbe III : extraction 4 pH 9.5 ou 5.5; dosage en eau distillée et en ortho-
phosphates-sulfate ammonique, pH 7, sur pneumocoques chaufiés.
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L’activité sur le pneumocoque vivant se retrouve également
entre les mémes limites de concentrations en sulfate ammonique
lorsque I'extraction est réalisée & pH 9.5. Le rendement de 1'opé-
ration est de 150 %, ce qui peut sans doute s’expliquer par
I'élimination d’un inhibiteur. Si, au contraire, le fractionnement
est réalisé & pH 5.5, une premiére fraction active est recueillie
avec un rendement de 80 9%, toujours entre les mémes limites
de concentrations en sulfate ammonique. Une seconde fraction,
recueillie entre 15 et 0 g./100 ml., est inactive sur le pneumo-
coque chauffé mais contienl encore 70 %, de l'activité initiale
sur le pneumocoque vivant.

N a donc été divisé en deux fractions : l'une active sur le
pneumocoque vivant ou chauffé, l'autre active sur le pneumo-
coque vivant uniquement.

¢) Comparaison des aclivités de Fy purifié el de F, brut
sur S. pneumoniz vivani

En tampons KH,PO, — K,HPO,, F; purifié et F, brut, utilisés
séparément, sont actifs sur le pneumocoque vivant. A la concen-
tration de 70 pg./ml., aprés 60 minutes d’incubation et aux
forces ioniques de 0.107, 0.02 et 0.001, les valeurs mesurées

T
de log ,ITD, déduction faite de l'autolyse correspondante, sont
B
respectivement égales & 0.040, 0.500 et 0.200 pour F, et de
0.480, 0.640 et 0.800 pour F,.

A la concentration de 7 pg./ml., aprés 60 minutes d’incubation

T
el a p 0.02, les valeurs delog T_o obtenues pour F, seul, F, seul
' t

et V'association F; 4+ F, sont respectivement égales a 0.170,
0.300 et 0.500. Rappelons que, dans des conditions identiques,
T
les valeurs de log ,]-,—n relatives 4 la lyse de S. aureus S vivant
t
sont de 0.160, 0.000 et 0.610 ; de méme, celles relatives 4 la lyse
de 8. pyogenes vivant sont de 0.130, 0.000 et 0.190.
1) 11 est certain que la fraction A doit & l'agent staphylo-
lytique F, au moins une partie de son activité sur le pneumo-
coque vivant.
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?) La pneumolyse par la fraction F, brute ne semble pas
pouvoir étre attribuée a ’agent staphylolylique qu’elle contient.

En effet, isolément peu active sur S. aureus § vivant, cette
fraction est trés efficace sur S. pneumoniz vivant ; associée a Fy
purifié, elle n'exerce, contrairement & ce qui se passe dans la
staphylolyse, qu'un effel synergique négligeable sur la pneu-
molyse.

On remarquera encore que les actions pneumolytiques de
la fraction F,; brute et de la fraction A qui contient les deux
agents staphylolytiques (voir figures 23 et 24), ne sont nullement
comparables. Au contraire, une diminution de la force ionique
favorise la pneumolyse par la fraction F, brute, d'une part,
et la fraction N, d’autre part. Or, cette derniére ne contient
cerlainement pas I'agent staphylolytique présent. dans F, brut.

Il résulte done de tout ceci qu’une partie au moins des aclivités
pneumolytiques de la fraction N peut étre attribuée & un
agent spécifique que 1'on retrouverait également dans la fraction
F, brute.

d) Conclusions

Les conclusions sont, comparables & celles relatives a la strepto-
lyse. L’agent staphylolylique F, est responsable d’une partie
de Pactivité lytique de I'actinomycétine sur le pneumocoque
vivant. Mais celle-ci renferme, en plus,.un ou plusieurs principes
spécialement adaptés & la pneumolyse.

C. — Distribution des activités staphylolytique,
streptolytique et pneumolytique
dans les filtrats de culture des streptomycétes

La présence des trois activités bactériolytiques sur S. aureus H,
S. pyogenes et S. pneumoniz vivants a été recherchée dans les
filtrats de culture d’une centaine de souches de Slreplomyces
(Bereaming, Gruysen et Werscn, 1954; WrLscH, 1954).

Dans toutes les recherches d’activité bactériolytique, I’actino-
mycétine étudice est ajoulée & raison de 10 9% en volume 4 une
suspension microbienne en eau distillée. Pour la staphylolyse,
les filtrats sont considérés comme inactifs (I) §'ils ne provoquent
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qu’une réduction de trouble inférieure a 10 9, en quatre heures,
modérément actifs (I1) lorsque la clarification atteint de 11
a 25 9, actifs (I11) si elle 8’éléve entre 26 et 50 94, trés actifs (1V)
lorsque cette valeur est dépassée.

Pour la streptolyse, les indications correspondantes, mais
valables pour une heure d’incubation seulement, sont : I = moins
de 15; 11 =16 a4 40; III = 40 & 70 et IV = plus de 70 %.

Pour la pneumolyse, trois classes d’aclivilé seulement ont éLé
établies d'aprés la réduction de trouble observée aprés deux
heures d’incubation : I = moins de 20 ; II = 20 4 50 et 1[I plus
de 50 %.

Les observalions sont résumées dans les tableaux XXVI
et XXVII

1) Les diverses aclivilés bactériolyliques s’exercent avec
une fréquence décroissante, sur le pneumocoque (73 %), le
streptocoque (48 %) et enfin le staphylocoque (29 %).

2) Environ un quart des cultures lyse les ftrois substrats
microbiens utilisés (24 9%). Un second quart ne dissout que deux
d’entre eux (24 9%,); c’est généralement alors le staphylocoque,
qui résiste. Un troisiéme quart ne s’attaque qu’a un seul substrat
bactérien (30 9%), le plus souvent, il s’agit du pneumocoque.

Tapreay XXVI

Répartition des filirats de culture de 100 Streplomyces spp.
ent groupes basés sur leurs acliviiés baciériolyliques

Nombte de [iltrats assurant la baclériolvse de
Groupe
5. aureus H 5. pyogenes S pneumonia
1 71 b2 27
11 11 36 40
111 16 8 33
v 2 4 - -
Total 100 100 100
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Tasreau XXVII

Fréguence des activités baclériolyliques de filirats de culiure
de 100 Streptomyces spp.

Nombre de Nombre de Iiltrals assuranl la lyse de
substrats
sensibles
(x) S aureus H | S. pyogenes |S. pneumnoniee| x substrat(s)
3 24 24 24 24
1 1 0
2 2 0 2 24
0 21 21
2 0 0
1 0 2 0 30
0 8] 206
0 1] 0 0 22
Tolal 29 48 73 100

Enfin, 22 9%, des cultures sont dépourvues de toute action
bactériolytique appréciable.

3) Les activités bactériolytiques étudiées sont donc fréquem-
ment associées dans les actinomycétines, mais il n'existe pas
de corrélation étroite entre elles.

D. — Action des agents F, et F,
sur les parois cellulaires

a) Specire baclériolylique

Nous avons commencé a établir le spectre bactériolytique de
I"actinomycétine en utilisant comme substrat les parois cellu-
laires elles-mémes. A I'heure actuelle, 7 types de parois cellulaires
ont été examinés et nous résumerons briévemenl nos ohservations
(SaLToN et GHUYSEN, 1957).

Les parois cellulaires ont, été soumises a Paction de F, purifié
et de I, brut, utilisés, séparément ou en association, & la coneen-
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tration de 10 pg./ml., dans des milieux de pH 7 (KH,PO, —
IK,HPO,) et de force ionique variable, comprise entre 0.11
et 0.002.

Les parois cellulaires peuvent étre classées en trois groupes
(tableau XXVIII).

Dans le groupe I (Bacillus spp., Slaphylococcus aureus,
Sporosarcina urez, Closlridium welchii), la force ionique optimale

TarrEar XXVIII

Activilé de Fy purifié et Fy brut (10 pg./ml.)
sur les parois cellulaires de diverses bacléries

Temps de demi-lyse,
en minutes, aux forces
ioniques optimales,par

Force ionique optimale
Espéces pour aclivilé de

Groupe el
souches —

By Fy (Y|Fy + Fy| Fy |[Fg(M|Fy + Fy

B. megalerium 0004 — 0.05a] 30| — | {30
0.11 0.11
B, cereus 0.05 == 0.05 100 = a0
I S. urez =011 — |=0.11 100 | — G
8. aureus S 0.01 —_— 0.01 135 — 105
S. aureus H 0.0L — 0.01 240 | — 190
C. welchii 0.01 | — 0.01 |800(%) | — | 380 (%)

1T M. lysodeikticus 0.03 | 0.002] 0.015 180 | 300 a1

y ou
moins
111 8. lutea 0.002 | 0,002 0.002 | =500 :3"20 140
a 0.11 on ou

moins| moins

I |
(1) Llactivité de F, sur les parois du groupe [ étanl négligeable, ni

la force ionique oplimule, ni le temps de demi-lyse n’ont pu eire

délermings.

© (%) Ces valeurs ne peuvenl étre comparées avec celles des aulres

parois cellulaires, En effet, les parois de C. welchii ayant été lyophilisées,

donnent un trouble non homogéne el se sédimentent trés rapidement.
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pour Pactivité de l'association F; + F, est la méme que pour
celle de I, seul. Sa valeur est variable selon le type de paroi
(de 0.01 & des valeurs supérieures & 0.11), ainsi que le montrent,
par exemple, les figures 31, 32 et 43 relatives a 'influence de la
force ionique sur la lyse des parois cellulaires de S. qureus S,
S. aureus H et S. ureze. Dans ce groupe, F, seul est faiblement
Iytique, tandis que F, peut, isolément, assurer la bactériolyse.

[ Log. &e
VAL Fier,
_ ¥ g X
1L 2 H
b H
08 A -
0‘5 & [1 : Io.“/o--
4 b " ki
N -
Jd
012 -
7 L
e T
0,02 0,0k 0,06 0,08 07
Frourn 43. — Influence de Ia force ionigue sur la lyse des parois cellulaires de

Sporosarcing urese par les fraclions Fy purifige et I, brute, utilisées isolément
ou en association.

Mémes condilions el méme représentation que pour la figure 31 (Savrox et
GHUYSEN, 1957).

Le groupe II renferme les parois de M. Iysodeikiicus (figure 44).
F, et F,, seuls, ont, en milieu de force ionique optimale, des
aclivités comparables. La force ionique optimale pour I'asso-
ciation F; + F, est comprise entre les forces loniques respeclive-
ment optimales pour F, et F, seuls.

Les parois de S. lufea constituent le groupe 111 (figure 45).
La force ionique est ici, dans les limites étudiées, sans elfet
sur laclivité de F,. D’autre part, F, agissant en milieu de
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Ficure 44. — Influence de la force ionique sur la lyse des parcis cellulaires de
Mierocoeeus lysodeikficus par les fractions F, (purifide) et I, [brute), utilisées
isolément ou en association.

Mémes conditions et méme représentation que pour la figure 31 (SavtTow et
GuuvyseN, 1957).

force ionique optimale posséde une activite supérieure & celle
de F,. Enfin, la force ionique optimale pour l'activité de I’asso-
ciation F; + F, est égale a celle qui est la plus favorable pour
I'action de T, .

En passant du groupe I au groupe IIl, I'activité bactério-
lytique de F, devient prépondérante. Toutefois, quel que soit
le groupe, l'association F; 4 F, est synergique et permet
a la lyse de se dérouler suivant une cinétique d’ordre I (figure 33).
L’intensité de l'effet synergique dépend de la nature des parois
el des traitements qui leur sont appliqués lors de leur prépa-
ration. En particulier, un pré-traitement a la trypsine, sans
abolir 'effet synergique sur la lyse des parois de S. aureus S,
diminue son intensité, quoique, d’autre part, les vitesses de lyse
par F; et F, seuls ne soient pas affectées.
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Ficure 45, — TInfluence de la force ionique sur la lyse des parois cellulaires de

Sarcina luiea parles fraclions T, (purifiée) el I, (brute), utilisées isolément
ou en asgociation.

Mémes conditions et méme représenlation que pour la fgure 31; toutefois,
la durée d’incubation est ici de 230 min. (SaLron ¢t Gmuysew, 1957).

b) Homogénéilé enzymalique de F, brul

Les diverses manifestations bactériolytiques de F, brut
sont-elles attribuables au principe staphylolytique complé-
mentaire qu’elle contient ?

Faute de F, purifi¢ en quantité suffisante, il ne nous a pas été
possible d’examiner cette question pour toutes les parois étudiées.
Cependant, dans le cas de la bactériolyse des parois de S. lulea,
la figure 39 montre que, aprés chromatographies successives de F,
brut sur XE64 4 pH 6.1, 1'activité directement sarcinolytique et
Pactivité complémentaire staphylolytique restent indissociables ;
ce qui est un indice de I'unicité probable des agents responsables.

¢) Nalure de laclivilé enzymalique

1) L’action de I, et de F, sur les parois cellulaires est certaine-
ment liée & la charge électrique de celles-ci. En effet, en rempla-
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gant, par traitement au fluordinitrobenzéne (2), leurs groupes NH,
libres, par NH-CH;(NO,),, on modifie profondément leur
sensibilité 4 nos enzymes de méme que les valeurs de force
ionique optimales pour leur activité.

Un cas suggestif est donné par les parois de M. lysodeikiicus
dont les dérivés dinitrophénoliques restent sensibles & I, mais
avec un optimum de force ionique passant 4 plus de 0.10 au lieu
de 0.03. D’autre part, les parois ainsi modifiées sont devenues
pratiquement résistantes a Ify, si bien qu’elles se comportent
comme un substrat du groupe L

2) Les parois examinées sont certainement de nature trés
différente, mais leur appartenance & un groupe déterminé n'a
aucun rapport avec leur composition chimique globale. Nous
avons donné un apercgu de celle-ci pages174(11) et 181. Précisonsici
{14, a) que 'alanine, I'acide glutamique, la glycine et la lysine
sont les principaux acides aminés entrant dans la constitution
des parois examinées. Les deux premiers se retrouvent abondam-
ment dans toutes celles-ci. Toutefois, les parois des Bacillus spp.
ne contiennent pas ou peu de glycine et de lysine. La lysine
semble &tre également absente des paroiz de C.welchii. Mais,
par contre, Bacillus spp. et C. welchii renferment de fortes
quantités d’acide e — e diaminopimélique. La glucosamine
el un second sucre aminé, non encore identifié, entrent dans la
constitution des parois étudiées. Celles de C. welchii contiennent
en outre un troisieme sucre aminé : la galactosamine.

3) Les produits de dégradation dialysables obtenus apres
digestion enzymatique des parois ont été examinés (14, b, c).

a) La recherche des sucres et sucres aminés est négative;
ce qui, d'emblée, différencie nos enzymes du lysozyme et de
I'enzyme streptolytique de McCarty; F,; et F, ne sont pas
des polysaccharidases.

b) Au contraire, les fractions dialyzables réagissent fortement
4 la ninhydrine, et, par chromatographie en pyridine-eau,
on observe la présence de une ou deux substances, suivant les
cas, migrant avec des Ry déterminés et se détachant sur une
trainée de fonds faiblemenl positive.

¢) Une étude plus détaillée de ces substances ninhydrine-
positives montre qu'elles sont certainement constituées par
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de petites peptides dialysables, non encore identifiés, et des
acides aminés qui, pour toutes les parois lysées, sont toujours
la glycine ou I'alanine ou ces deux acides aminés ensemble.
Le tableau XXIX donne, faute de déterminations quantitatives,
une évaluation approximative des acides aminés libérés par la
digestion enzymalique. Aucune différence n’est observée lorsque
la lyse est réalisée par F; ou F, ou F, ++ F,. Seules les parois
du groupe I libérent certainement de I'alanine. De plus, les parois
~de M. lysodeikiicus (groupe I1), lysées aprés avoir été trans-
formées par le fluordinitrobenzéne, semblent également libérer
de P'alanine et se comporter ainsi comme les substrats du
groupe 1.

d) F, est probablement une endopeptidase stricte. Il est en
toutl cas inactif sur les dipeptides glycyl-glycine, DI.-alanyl-DL-
alanine, glycyl-DL-alanine et DL-alanyl-glycine. La dégradation
éventuelle des dipeptides a été recherchée par chromatographie
en phénol-NH; et en mesurant l'intensité de la coloration a la
nynhidrine par le procédé de Cocking et Yemw (1954).

TaBrLEau XXIX

Acides aminés libérés en quaniité appréciable
par digestion enzymaligue des parois cellulaires de diverses baciéries

Parois cellulaires de Enzyme ulilisé Alanine Glyeine
S, aureus H Fy ou F; + F, 4 g
5. aureus S F; ou Iy + I, el 1 ey
Idem, Lraité par le Iy -+ T
F. D. N. B. (*¥)
B. megalerium F, 4+ F, 4+ 4+ —
B. sublilis F + ==
. welchii F, = 7 EERl
M. lysodeikiicus Fyoulyouly + F, - el
Idem, lraité par le By L el
By N B {#)
5. lulea FyouF,ouF, -+ I, — et

(*) 1, fluor 2.4 dinitrobenzéne (Santon ef GrRUYSEN, 1957).
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e) Enfin, T'alanine, libérée des parois staphylococciques
sous l'action de F, ou T, 4 I, puis incubée en présence de D
aminoacide-oxydase, se transforme, au moins partiellement,
en acide pyruvique. Faute de détermination quantitative,
nous ignorons cependant si 'alanine libérée est exclusivement,
sous la forme D.

E. — Conclusions

1) F; purifi¢ et F, brut sont des peptidases dont I'action

lytique est consécutive & l'attaque des parois cellulaires de

plusieurs germes gram-positifs.

2] Cette activité peptidasique s’accompagne de la libération
de petits peptides dialysables, non identifiés, et d’acides aminés
qui sont toujours I'alanine ou la glycine, ou les deux ensemble.

3) Dans le cas des parois staphylococciques, ’alanine libérée
est, au moins partiellement, sous la forme D.

4) F; semble étre une endopeplidase stricte.

5) On peut classer les parois examinées en trois groupes
suivant leur sensibilité aux deux préparations enzymatiques.

6) L'enzyme purifié F; intervient certainement dans toutes
les bactériolyses que nous avons étudiées. Il n'’est cependant
pas démontré que chacune de celles-ci soit pleinement réalisée
par 'association & I';, du méme enzyme staphylolytique complé-
mentaire Fy. 5i ce dernier parait s'identifier 4 Uenzyme sarcino-
Iytique contenu dans la préparation F, brut, il esl bien établi,
d’autre part, que certains types de bactériolyse font intervenir
d’autres systémes plus spécifiques ; ¢’est le cas de la pneumolyse
et de la slreptolyse.

7) Etant donné la nature peptidasique de F; et T,, il est
possible que, contrairement au lysozyme, leur action puisse
ne pag se limiter aux parois cellulaires mais s’exercer aussi
sur les protéines du corps microbien. On comprend que, dans
ce cas, ils puissent éventuellement contribuer a la dissolution
compléte des suspensions staphylococciques chauffées.
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CONCLUSIONS GENERALES

Arrivé au terme de l'exposé de nos recherches, nous en
dégagerons les résultats essentiels.

A. — Bactériolyse du staphylocoque par 1’actinomycétine

1] L’actinomycétine renferme un premier enzyme, F,, qui,
a4 hn seul, est capable d’assurer la staphylolyse. Son activité
se manifeste ie mieux & pH 7 et force ionique 0.01.

2) L’activité de F, est spécifique. Cel agent est en effet
distinct des autres principes lytiques de 'actinomycétine qui
lysent les bactéries chaullées (actinozyme) ou digérent divers
substrats protéiniques, telles la caséine et la kératine. Tl présente,
en parliculier, un caractére nettemenl basique, grice auquel
il est possible de le séparer et de le purifier par chromatographie
sur amberlite 1RC50.

3) F, est une proléine dont la constante de sédimentation,
en unités SVEDBERG, est, égale 4 2.3 4 pH 7.5 (.0.1). Son hydrolyse
acide libére la pluparl des acides aminés communément
rencontrés dans les protéines. Notre préparation reste conta-
minée par des conslituants de faible poids moléculaire.
Cependant, I'application de la méthode du coefficient cala-
Iytique témoigne de sa grande pureté enzymatique.

4) I; est une peptidase, probablement une endopeptidase
stricte. Elle attaque wun constituant des paroiz cellulaires
staphylococeiques avec libération de petits peptides et d’alanine.
Une partie au moins de celle-ei est de la forme D. Le matériel
non dialysable obtenu aprés digestion des parois isolées est
constitué de trois ou quatre composants principaux, riches en
fonctions NH, libres et de poids moléculaires de 10 000 a 15 000.

o) F; dissout les corps staphylococciques vivants, vrai-
semblablement par suite de la désintégration de leurs parois
cellulaires.

6) L’actinomycéline renferme un second enzyme, F,. Son
association a4 F; confére & l'actinomycétine sa pleine activité
staphylolytique, cette association étant en effet fortement
synergique, tant pour la lyse des cellules vivantes que pour la
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digestion des parois cellulaires isolées. L'association de F;
et F, assure une lyse qui se déroule suivant une cinétique
d’ordre 1. L'optimum de force ionique pour I'activilé de cette
association est la méme que pour celle de Iy seul. Aprés action
simultanée des deux enzymes, l'alanine reste le seul acide
aminé libéré en quantité appréciable lors de la digestion des
parois staphylococciques ; mais il apparail dans les fractions
non dialysables, et avec cerlaines souches de staphylocoques
seulement, un composant supplémentaire séparable par élec-
trophorése.

7) L’activité de I, est spécifique. Il se dislingue également
des principes colilytique, caséinolytique et kératinolylique de
l'actinomycétine quoiqu’il présente avec ceux-ci beaucoup
d’analogies de comportement qui en rendent la séparation trés
malaisée. Nous en avons Loulefois obtenu une faible quantité
dans un état de pureté telle que son activité staphylolytique
a pu étre clairement démonlrée en I'absence des aulres principes
lIytiques de lactinomycéline.

8) La spécificité du systéme staphylolytique était largement
démontrée avanl son isolement. Suspectée par les conditions
particuliéres qui président aussi bien 4 la manifestation de son
activité qu’a sa production dans les cultures de S. albus G,
elle s’est affirmée lors de I'établissement. d'une éprenve d’homogé-
néité enzymalique basée sur les équations de cinélique, par
I'étude de son adsorption sur substrals microbiens, par son
comportement lors d’expériences d'extraction fractionnée. Celte
derniére technique démontrait en plus la complexité du systéme.

9) La lyse des staphylocoques chauffés est, en ordre principal,
attribuable a I'actinozyme. Mais I'étude comparée des cinétiques
de réaction présentées par la lyse de S. aurens vivant, S. aureus
chauffé et E. coli chaullée, monlre qu’aprés inhibition de
l'actinozyme, la clarification des suspensions de staphylocoques
chauffés peut également étre provoquée par le systéme staphy-
lolytique. L’isolement ultérienr de FF; el F, a enliérement
confirmé ce point de vue.

TL’action directe du systéme staphylolytique sur le protoplasme
bactérien, natif ou coagulé par la chaleur, n’a pas été recherchée,
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B. — Bactériolyse d’autres germes gram-positifs vivants
par I'actinomycétine

1) F, intervienl certainemenl, dans la lyse par Paclinomy-
cétine de plusieurs aulres germes gram positifs vivants
streplocoques, pneumocoques, Bacillus spp., Sarcina lulea,
Sporesarcina uree, Closiridium welchit, Micrococeus lysodeikiicus
Les parois cellulaires de ces germes, & I'exception des strepto-
coques el pneumocoques qui n’ont pas éLé examinés & ce point
de wvue, sont digérées par cel enzyme, Leur digestion s’ac-
compagne de la libération d’alanine ou de glycine ou d'un
mélange de ces deux acides aminés. La nalure peptidasique de F,
est done pleinement confirmée.

2) La fraction F, non purifiée est également active sur les
diverses parois isolées que nous avons examinées. Seule ou
associée a F, elle allaque les parois cellulaires ou favorise leur
digestion, suivant les cas, avec chaque fois libération des mémes
acides aminés : glycine ou alanine ou les deux. Son action
est donc également de mature peptidasique. De plus, l'associa-
tion Ty + F, est toujours synergique et permet & la diges-
tion de se dérouler suivant une réaction pseudomonomoléculaire.
Il est donc vraisemblable que l'enzyme staphylolytique F,
joue un role aussi général dans la bactériolyse des germes
gram positifs que Penzyme staphylolytique F,. En raison des
dificultés d’obtention de I'enzyme F, purifié, cette hypothese
n’a pas pu étre démontrée dans tous les cas étudiés. Elle se vérifie
cependant pour les parcis de S. lulea qui, en 'absence de T,
peuvent étre digérées aussi bien par la fraction F, brute que par
I'enzyme staphylolytique F, purifié.

3) Tl existe des différences quantitalives dans la sensibilité
des diverses parois microbiennes a4 nos peplidases. Les parois
de diverses souches de S. aureus, de Bacillus spp., de S. ures
et de C. welchii sonl particuliérement sensibles & Fy. Au contraire,
les parois de M. lysodeiklicus, et surtout de S. lulea, sont trés
sensibles a laction de H,.

4) De méme, Poptimum de force ionique assurant l'activité
maximale de nos enzymes différe dans chaque cas particulier.
Il semble 8tre, entre aulres choses, fonction de la charge électrique
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des paroig cellulaires. A Uappui de celle asserbion, rappelons
qu'il est différent pour les parois normales ou chimiquement
transformées par combinaison de leurs radicaux NH, libres
avec le fluordinitrobenzéne.

5) L’agent staphylolytique I’y n’a pas d’action sur les strepto-
coques et les pneumocoques. Les activités slreplolytique et
pneumolytique de l'actinomycétine ne peuvent cependant pas
étre uniquement allribuées & laclion de F;. Il est certain,
en effet, que l'actinomycétine renferme d’autres systémes
lytiques plus spécifiquement adaptés a la baeclériolyse de ces
germes. (Ces systémes onbt été clairement mis en évidence,
mais n'ont pas été éludiés en détail.

6) La conceplion selon laqguelle la rigidilé struelurelle des
parois cellulaires de M. Ilysodeikiicus gerait due exclusivement
a ses mucoides constitutifs, ne peut guere étre relenue. En effet,
la Iyse de ce microorganisme peul élre obtenue par des enzymes
trés différents, le lysozyme, qui est une polysacharidase, et les
enzymes 17, el 7y, qui sont des peptidases, agissant cependant
tous au niveau de la paroi cellulaire. Les chaines peptidiques
de celles-ci doivent donc jouer un réle de méme importance
que les mucoides.

Nous proposons de désigner les enzymes bactériolytiques I,
et I7, sous les noms d’actinolysopeptidases I et II. L'actinoly-
sopeptidase I est particuliérement active sur S. aureus. L’actino-
lysopeptidase IT est particulidrement active sur S. lulea. Ces deux
peplidases sont également actives sur M. [lysodeiklicus. Dans
chaque cas, leur associatipn est synergique.
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