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Influence des ions bivalents et de la température sur la prod '
et les activités des principes bactériolytiques de Iactinomy

Note de JEaN-MARIE GHUYSEN,

présentée par Maurice WELSCH,

Llactinomycétine (17), filtrat de culture bactériolytique de cer
Streptomyces, provoque la dissolution des bactéries tuces d’une
de certains microorganismes gram-positifs vivants d’autre pa
Ces deux activités sont attribuables, au moins en partie, 4 des
distincts (3%, 4*, 5*, 6*), que nous pouvons désigner commuo
sous les noms respectifs de : principe colilytique et principe
lolytique. Nous montrons, dans cette note, que la présence de
bivalents, dans le milicu de culture ot 'actinomycétine est
modifie le rendement en principes lytiques et la cinétique
activite. K

Souches et techniques. — Le microorganisme utilisé est le St
myces albus souche G (2), 11 est cultivé en flacons d’Erlenmeye
litre de capacité, contenant 500 ml de milieu de culture, mainte
température constante sur un agitateur antérieurement décrit (

Le milieu de base a la composition suivante : peptone Wilson
CIK : 0,5 g, NOyNa : 2 g, POHAK, : 1 g, cau distillée : pou
1 litre. I1 est utilisé tel quel ou aprés addition d’un sel du mé
valent (Mg, Ca, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn, Cd) dont on veut étud
eiffels éventuels. Ceux-ci ont été recherchés pour diverses cond
tions, comprises entre M/102 et M/105. I1 convient de remar
médiatement que la peptone et les sels de base sont susceptil
renfermer certains ions bivalents &4 I’état de traces, a titre d’imp
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(1*) M. Welsch, C. R. de la Soc."de Biol., 1937, t. 126, p. 244 ; J. ]
1947,°t. 53, p. 101. ‘
(2*) M. Welsch, Rev. belge Pathol. Méd. expérim., 1947, t. 18, suppl.
(3*) M. Welsch, Bull, Soc. Chim. biol., 1947, t. 29, p. 362. -
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(6*) J. M. Ghuysen, Arch. intern. Physiol., 1953, t. 61, p. 259.
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Des p]ele\ ements sont elfectués dans les diverses cultures a inter-
alles variés. Aprés élimination du microorganisme par centr 1fuqah(m
tinomycétine est dialysée contre eau (hstllIeL ; puis, ses principes
ilytique et staphylolytique sont titrés par les méthodes néphélome-
nes antérieurement décrites, le premier, en solution de phospha-
(M/30) a pH 8,0 (2*, 8°), lc second, en solution plus complexe
0,H,K, POHE,, SO,(NH,),, Cl,Mn], a pI 7,0 (4%, 6*).

27 JUIN 1953.

Résulfats expérimentaur. — 1) Lactivité du principe colilytique se
nifeste normalement, au moins au début de la réaction, selon la
gtique d’une reéaction pseudomonomoléculaire, exprimée par
pation : k.C = (I/0). log (T, /T)), ol C représente la concentration
principe lytique, T et T, les concentrations (trouble) du substrat
nicrobien respectivement aux temps 0 et (, k la constante de vitesse
Toutefois, le principe colilytique, obtenu aprés.culture dans le
jeu de base 4 température supérieure 4 28°, n’agit conformément
ctte cinétique normale (ue pour des périodes d’autant plus courtes
la température d’incubation a été plus élevée. Lorsque celle-ci

le M. Dalcg.

la température sur la pro
tériolytiques de 1'crctinom:

[ARIE GHUYSEN,

AURICE WELSCH, ] emt 37°, la cinétique est exprimée par I'équation : k. \./C = (1/

/1) x log T,/T, ; d’ailleurs retrouvée également lorsque Iacti-
pomycéline, obtenue a 28°, agit dans les solutions autres que le tam-
pon phosphaté usuel (67).
2) L’allure de la cinétique est, d’autre part, influencée par Paddition,
| milieu de base, d’ions bivalents. Ainsi, les actinomycétines élabo-
en présence de Cu*™, Ni*', Cd** ou Fe", méme a 28°, donnent une
¢tique anormale. Inversement, le principe obtenu en présence de
donne une cinétique normale, méme si 1a température d’incuba-
a été portée jusqu’él ‘%2" LEn présence de Mn*, Mg* ou Zn'", celle-
peut étre élevée jusqu’a 36° environ et, en présence de Co', jusqu’a
, température maximale compatible avee un développement con-
abIe de I'actinomycéle, sans que la cinétique prenne le type anor-
1¢
) L’addition de Co** aux milieux de culture renfermant déja d’au-
ions bivalents permet d’obtenir une cinétique de type normal
¢s incubation & des températures plus élevées qu’en son absence
7, Mg", Fe', par exemple), el parfois méme jusqu’a la limite de
(Co**, Mg*).
) L’addition d’agar-agar (0,2 g/litre) aux milieux de culture abou-
également 4 la production d’un principe colilytique deonnant unec
inétique de type anormal, aprés incubation 4 une température qui,
son absence, en fournirait une de type normal. Cette action de
ar-agar est antagonisée par l'addition de Co'.
) Que T'on utilise le milieu de base tel quel ou enrichi en ions
alents, isolément ou associés, Poptimum thermique correspondant
I la production maximale du principe colilytique est toujours, dans
éd. expérim., 1947, t. 18, sup 08 conditions expérimentales, de 27°,

: - 3) A cette lempérature, il existe une concentration optimale pour
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1 optlimum thermique corrve

chacun des ions bivalents étudiés, isolément ajoutés au milieu de ha X i
. prinCiPe staphylolytique est to

Cette concentration optimale est modifiée si l'on altére la qua

e T T 0151, % o
Concentration Concentralion | Aclivilé | Concenlration ‘10.) A Pexception de. Ca’ l((![ d
des ¢leclrolytes M optimale |colilytique | M oplimale { de vue), chaque ion hivalen

el ‘ ks s eLie crcl)ncentratinn convenable, peu
aphylolytique élaborée par le 1

Doublée............. 0 1,25 0 e optimale varie si Pon modif

Doublée............. 10-4 1,65 10-3 hleau 1) ou si Pon associe

I LI (o e s St 0 1,00 0 pleau 1. = - -

Normale ............ 3 >< 10-# 1,90 2,5 = 10~ "~ {1) Des irrégularites, aﬁl ?F’m's

p 3, s gk .

Réduite de moitié...| 0 0,80 0 R e i, i

Réduite de moilié. .. 10-2 1,80 10-* Toutefois, Iadd] 2 ‘

: s ) e s _pase, enrichi ou non en Go™
Tableau 1. — Influence des électrolytes de base ayliere et maximale de principe

‘ g ir, simultanéme

~ 12) Pow (:bteq11, simultanc

"rinzzipes colilytiques (d-ﬂ{)-flnﬂ u

convient d’ajouter a un litre e
el (NO,),Co.6 H,0 : 0,03 g

sur Poptimum de concentration en Mg (27° C).

d’¢lectrolyles de base (Tableau I) ou si I'on associe deux ions
lents ou davantage (Tableau II).

[ stivit: felativ ~ (onclusions. —,1) La 1""0.("11_“
Aclivilé relative E: hylolyli(luc (11e ;tacn;::;:;j\(;;u;
solilyli : incubation de Strep { :
R g i e ation des 1ons bivalents évent
en Mg ; A
concentration M en Co ..{m;t)ulDans Y
: ités y ss de M
: . de quantites convenahles ¢ ;
- i - o ; -«.Iilenn%ement maximal des deux
~ 3) La cinétique d’actiolnrd'u ]
0 1,0 1,4 1,0 1,2 - ture 4 1‘(1([118113 il a été éla
10-4 1,0 1,4 = et i
10- 19 1's I8 37 e culture utilise. .
2,5 > 107 1:6 1i8 4:5 4:0 (Laboratoires de Mrcrol')‘m.los
5 > 10 1,8 1,7 4,0 4,0 de Liége, el Laboraloires
10-2 1,7 16 3 4,0 B

Tableau II. — Influence du Mg** et Co**

sur la production des principes lytiques de l’actinomycétine (27° G).
L’aspect microscopique
dans les culiur
Influence d

7) 11 est difficile de classer les ions bivalents d’aprés Iintensité
leur effet sur la production du principe colilytique, car celle-ci p
senfe des irrégularités imprévisibles, attribuables, sans doute, &
présence d'impuretés dans les réactifs, peut-élre aussi 4 des variatio
difficilement contrélables, des conditions d’ensemencement et d
tation. Toutefois, I'addition de Co au milieu de base, enrichi ou n
enn Mg, permet non seulement de réaliser des conditions parfaiteme
reproductibles, mais assure également une production maximale
principe colilytique. 1

8) Ni les variations de la température d’incubation, ni Paddition
d’ions bivalents (Zn** excepté) au milieu de base, ne modifient la ci-
nétique régissant I'activité staphylolytique, laquelle est exprimée par

l'éqqatinn : k.\/E = (1/t) x (T, — TY/T, (4).

p
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(1) R. Linz, C. R. de la Soe. de
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solément ajoutés au milié

Yifice & 1 : 7 [ optimum thermique correspondanl a la production maximale
nodifice si 'on altére la " incipe staphylolytique est toujours de 277, quel que soit le milieu

(O?ht)]tv,l(]tﬁc Cﬂl?‘%ﬂfﬁ;{g“ Acliv 1 ).A I'exception dc. Ca*‘*.(ct de Zn**’qui n’a' pas été (“X'(‘lmiﬂé A, ck
relative en Mg tﬁ;ﬁ int de vue), chaque ion bivalent, isolément ajouté au n'1111eu dg bFlSB
e : ncentration convenable, peut augmenter la ¢uantité de principe
1,25 0 phylolytique él_aho.réc par 1e'microorguni:§n'1e ; mais sa concentra-
1,65 10-3 optimale varie si T'on modifie les quan.htes d’électrolytes de base
18 ] eau 1) ou si Pon associe deux ions bivalents ou davantage (ta-
2 - I},
1,90 2,5 =109 | )1 %)gg irrégularités, analogues a celles (ue nous signalons plus haut
0,80 0 . opos de Pactivité colilytique, ont ¢té observées dans ce cas aussi.
1,80 10-2 efois, Paddition de Mg™, en concentration appropriée, au milien

ase, enrichi ou non en (o™, permet d’obtenir une production ré-
sre et maximale de principe staphylolytique.

9) Pour obtenir, simultanément et avec un rendement maximal, les
'hcipes colilytiques (300-450 u/ml et staphylolytique (750-950 u/ml,
convient d’ajouter a un litre de milieu de base : SO,Mg.7 H,0 : 0,75 g
NO,),Co.0 H,0 : 0,03 g.

Gonclusions, — 1) La production des -principes colilytique et sta-
olytique de l'actinomycétine est influencée par la température
cubation de Streptomyces albus G el par la nature et la concen-
tion des ions bivalents éventucllement introduits dans le milieu de

ture.
Dans les cullures agitées, 4 27", en milieu peptoné, la présence

des ¢électrolytes de base
ntration en Mg (27° Q).

ou si 'on associe deux ion

Activité relative

staphylolytique

ncentration M en Co

10~ 0 quantités convenables de Mg~ et de Co™ assure régulierement un
ndement maximal des deux principes 4 la fois.

1.4 1.0 3) La cinétique d’action du principe colilytique var_ie: avec la ’-[e_mn

1:4 = ature 4 laquelle il a été élabore¢ et avec la composition du milieu

1,8 1,6 de culture utilisé.

e 4,5 (Laboratoires de Microbiologie générale et médicale, Université

}’é %’g  de Liége, et Laboratoires de Recherches de lu Société Labaz,

. = Bruxelles).

ence du Mgtt et Cott -
iques de I'actinomycétine (27° |

L'aspect microscopique de Mycobacterium tuberculosis
dons les cultures en milieu de Dubos.
Influence de la streptomycine,

ons bivalents d’aprés linten
ncipe colilytique, car celle-c
les, attribuables, =ans doute
ifs, peut-élre aussi a des variatl
ditions d’ensemencement et
au milieu de base, enrichi ou
éaliser des conditions parfaite
ient une production maximale

par R. LNz

~ On sait que Mycobacterium (uberculosis, ensemencé dans le milieu
liquide de Dubos 4 I'albumine et au Tween 80 et additionné de strep-
tomycine, se multiplie dans un premier temps ct se lyse ensuite (1.
tte curieuse évolution reste difficile & comprendre. On pouvait se de-
mander si I’étude des germes sous le microscope ne contribuerait pas a
n interprétation. Cest cette étude qui fera l'objet de la présente

érature d’incubation, ni add
milieu de base, ne modifient 1a
lytique, laquelle est exprimée
— TY/T, (4). 4
- () R. Linz, C. R. de la Soc. de Biol., 1952, t. 146, pp. 1636 et 1820.




