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J.-M. GHUYSEN, résidant & MICHEROUX,

PROCEDE DE PREPARATION D° ACTINOMYCETINE D°ACTIVITE BACTERIOLYTIQUE ACCRUE,

La présente invention est relative & un procédé de prépara-
tion d’actinomycétine d’activité bactériolytique accrue.

Ainsi que 1’on sait, 1’activité bactériolytique de 1’actino-
mycétine, en se manifestant & la fois comme activité dite "eolilytique"
5 ot comme activité dite Ustaphylolytique®, est de nature complexe. En ef=-
fet, 1’actinomycétine est susceptible de lyser, c.a.d. de clarifier, grlce
3 don activité colilytique, des suspensions de bactéries gram-négatives,
tudes par un chauffage préalable et, grhce & son activité staphylolytique,
des suspensions de bactéries gram-positiyes vivantes, tout en intervenant
I0 d’ailleurs aussi, grice & ses deux types d’activité, dams la lyse des bac-
térieg gram-positives chauffées.

I’ actinomycétine peut 8tre obltenue par culture du Streptomy-
ces Albus G dans un milieu peptoné aéré et agité, contenant certalns sels
minéraux et composé p.ex. comme suilt ¢

I5 Peptone 1% soit 10 gr/litre
KC1 7 x 15° molaire n 0,52 M
NaNO3 2, x 15° m noo2,04 M
K2HPO* 6x10% v moo1,04 ©

L?utilisation pratique des propriétés bactériolytiques de
20 1’actinomycétine est 1lide & la cinétique ou évolution de la lyse des sub-
strats sensibles et au taux de production de chacun des deux principes

bactériolytiques.

Ie taux de production des principes bactériolytiques ainsi
que le type de cinétique présenté par la lyse des subsirats sensibles dé-
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pendent, de fagon généralement différente pour lss deux principes actifs,
des conditions 4°incubation du Streptomyces; c.2.d. de la température d’agi-
tation, du degré d°aération, et de la composition (au point de vue tant de
la nature que de la concentration) du milieu de culture, en peptones et sels
mindraux de base, elec,

C'est ainsi que, par culture dans le milieu précité et & tem-~
pérature normale (environ 289C), la cindtique de la lyse présentée par le
prineipe colilytique correspend & celle d’une réaction pseudomonomoléeculaire
C=k X ol C= concentration relative en actinomycétine,

t
t = temps de contact du substrat microbien sensible avec 1’actinomycétine,

x = logarithme du rapport du trouble initial au trouble résultant aprés un
temps d?incubation t

]

k = constante,

La production de cette activité doude d’ume cinétique "norma-
le® peut cependant facilement &ire troublée par plusieurs facteurs d’ordre
parfols trés différent. Ia cindtique, présentée par le principe colilybi-
que obtenu, peut, en effet, devenir "anormale®, étant alors régie par 1’équa-

tion C=%X.X%X o

V53

Parmi ces facteurs perturbateurs s on peut eiter, p.ex. pour
le milieu de culture de base- précité, une élévation de la tempdrature
d?incubation de 28° & 37°C qui, tout en provoquant un développement plus
rapide du mycélium, modifie le type de cindtique de son principe colily-
thue., Dausres facteurs agissant dans le m¥me sens défavorable sont p.ex.
la présence, dans le milieu de culture, soit d’agar-ager, soli de certains
ions bivalents.

Contrairement & la cindtique de lyse du principe colilyti-
que, la cinétique de lyse du prinecipe staphylolytique, obéissant & la for-

mule Vo=%x . x » n'est pas sujette aux effets d’une variation de tempé-
%

raturs, ni & la nature et/ou & la concentration d’ions bivalents, présents

ou imtroduits dans le milieu de culture.

Quant aux taux de production des principes tant colilytigue
que staphrlolytique, ils dépendent fortement des conditions expérimentales
de référence, telles 1la température dfincubation, la concentration des
élsctrolytes constitutifs du milieu de base, la présence d’ions étrangers
en tant quw’impuretés du milieu de culture, ou y introdults délibérément,
les nodalités d’ensemencement, d’agitation, d’aération ete.

Pour les deux principes bactériolytiques, le taux de produc-
tion est notamment abaissé, dans un certain intsrvalle, par une élévation
de la température au deld d°ure certaine limite,

Or, on a constaté que la présence de sations bivalents, dans
le milieu de culture, peub exercer des effets considérables, généralement
spécifiques et m&me antagonistes (pour deux cations d:.fferer“hs), sur la pro-
duection des principes bacbériolybtiques et le type de cinébique présenté par
coux~cl lors de la lyse des substrats microbisns sensiblss,

La cindtique de la lyse présentéde par les princips colilyti-
que est rendue anormale par additi on9 aux concentra’olons comprises entre

J.O5 et 102 molaires, des catlons Cu 3 N:L s Cd s Fe pour une tempéra-

ture d?incubation de 28°C, de ca’ & 329G, de Mnﬁ, Mgﬁ, Zn++ entre 32° et

36°C, alors qu’elle resite normale, m8me.entre 36° et 38°C, si le milisu.

. R . .- T4
renferme une certalne quantite de CQMn Ces m&mes cationg, sauf 1ls Zn
n’influencent pas la c:.nethue de la lyse du principe btaghyloly‘b:.que obtenus.
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Dans le cas de la production du principe colilytique, le ca-

3 ++ . h > i Id .
tion Co , agit donc comme protecteur vigbe~vis d’une élévation de la tem-
pérature, cette protection pouvant se manifester méme vis-a-vis d’autres ca-

N +
tlons bivalents (Mg+ 5 Fe“) p.6X, ou d’autres substances (agar-agar), sus-
ceptibles d’induire, en son absence, une ac’civité, colilytique anormals.

En présence p.ex. de cations Mg++ (15,155

* (8(,10_’7 molaire), 1’activité colilytique obtenue est anormale aprés
incubation a 32°C. En supprimant le fer ou en remplagant une quantité dé~

‘terminde de magnésium (p.ex. 10“4' molaire) par une quantité correspondante
de cobalt, on restaure non seulement la production d’une activité colily~-
tique normale, mais, dans le cas d’addition de cobalt, on maintient méme
normale cette activité jusqu’a la température 4d’incubation de 37°C,

Un effet de protection analogue est ohservé, p.ex.'vis-é.;vis
de 1’agar-ager, qui, additionné & la concentration de 2/10,000 & un milieu

de culture renfermant le cation MgH a la concentration 500 x 10"5 molaire,
induit, & une température d’incubation de 27°C, la productn.on d’une activi-

té colilythue anormale .

Ce r8le perturbateur est annihilé par addition supplémentai-
re de CoH, & la concentration de 10—4 molaire, le principe colilytique pré-
sentant alors de nouveau une cinétique normals,

Au point de vue pratique, il s’ensuit donc de ces congstatations

molaire) et de

que 1?addition de Go++, & concentration appropriée, permet de maintenir nor-
male la cinétique présentde par ls principe colilytique obtenue, m¥me dans
le cas d’une élévation anormale de la température d’incubation au deld de
p.8x, 28°C environ et/ou de la présence de cations bivalents perturbateurs,
dans le milieu de culture gn tant qu’ impuretés apportées p.ex. par les réac-
tifs, cette addition de Co  n’exercant pas d’effet nuisible vis-a-vis de
la cinétique présentée par le principe staphylolytique.

Bien que dépendant fortement des conditions expérimentales
de référence, ainsi qu il a été indiqué ci-dessus, les taux de production
des principes colilytiques et staphylolytique sont cependant influencés aussl
par la présence de cations bivalents.

Pour le principe colilytique, ce taux, entre 27 et 37°C, est
d’autant plus faible que la température d’incubation est plus élevée et cela
méme en présence de cations bivalents assurant, & température plus élevde,
D obtention d’une activité du type normal,

Un cation bivalent déterminé provoque une production maximum
du principe colilytique & une concentration optimum qui, suivant les cas,

varie enmtre 10~ et 1072 molaire, cet optimum de concentration dépendant
lui-m&me de la concentration des élsctrolytes contenus dans le milieu de cul—
ture, ainsi qu’éventuellement de la présence simultande d’un autre cation
bivalent. Ce dernier cas se présente notamment p.ex., pour une assoclation

de cations Co++ a4 la concentration de 10-4' molaire et de MgH 4 des concen~
trations variant entre O et J,O"2 molaire, ol 1’on constate d’apres le ta-
bleau ci-dessous; que la concentration optimale en MgH est 5 fois plus éle-

++
vée en absence qu’en présence de Co .
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Concentration Mg++ " Concentration Go‘H
0 107% molaire
107 nolaire ' 400 unités/ an® 390 unités/cm3
5x 1070 w 430 © 400 "
2,5 x 1070 400 420 n
1073 w 280 ® 430 n
1074 " 240 v 340 "
0 n ' 24,0 340 u

En ce qui concerne plus particuliérement encore le cobalt,
il a été constaté aussi qu'a concentration appropriée, seul, ou en asso-

ciation avec d?autres catlons et notamment avec le Mg++, il assure une re-
productibilité satisfaisante du titre colilytique de 1’actinomycétine qui,
3 289C, se situe entre 350 et 450 unités/am3 (alors que, dans un milieu
exempt d6 cobalt, le titre obtenu peut varier considérablement et de fagon
apparemment incontrBlable d’une expérignce 4 1’autre, tout en ne dépassant
jamals celui obtenu en présence de Co .

La production du principe staphylolytique est freinée par
une élévation de la température d*incubation jusqu’a 37°C, mals peut &tre
exaltée, & concentration appropride, et suivant lss gonditions expérimen;+
tales, par tous les cations précités, sauf par le Ca , soit donc par Fe ,

ca**, o', m*t, Mg*t, mn'* et G0’ et, tout comme pour le principe coli-
lytique, la concentration optimale en un cation déterminé, permettant 1’ob-
tention d*un titre staphylolytique optimum, dépend d’une part de la con-—
centration totale en électrolytes du milieu de base et de la présence si-
multanés éventuelle d’autres cations bivalsnts, d*autre part.

Utilisé isoldment, le magnésium p.ex. présente un optimum de
production entre 250 et 500 x ILO"'5 molaire, alors qu’associé avec le cobalt
de concentration 10’4‘ molaire, il manifeste 1'optimum déja vers la concen—
tration de 100 x 10"5 )

molaire,

Concentration MgH - Concentration Co“
0 10%*  molaire
0 = 10 molaire 200 250
100 " ' 325 750
250 u 800 800
500 n : 800 - 800

1000 u 650 800
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En ce qui concerne le taux de production du principe staphy-
lolyt:r_que le cobalt, suivant sa propre concentration et celle d’autres ca-
tions éventuellement présents, peut se comporter comme un agent fortement
exaltant, ou, au contraire inactif. Quelles que soient, par contre, les
conditions experimentales de référence, un ajustement approprie du milieu

en catlons Mg s’est toujours montré capable d’augmenter fortement le ren-
dement en principe staphylolytique et, en gssociation, ou non, avec le co-
balt, ce cation permet 1’cbtention réguliere d?actinomycétine titrant entre
750 et 950 unités staphylolytiques par cm3.

Ces données expérimentales montrent 1’e¢ffet fayorabls et spé-
cifique que 1’Incorporation simultanée de cations Co et Mg , aux milieux
de culture, peut exercer sur le taux de production des principes colilyti-
que et staphylolytique.

Et en considérant, le r8le joué par ces deux cations dans
1’ obtention des principes bactériolytiques douds d’une activité lytique
normale, on congolt qu’on alt recours, suivant 1’invention & 1’incorpora-
tion, gux milieux de culture du Streptomyces Albus,G, des deux cations en
concentrations et proportions détermindes.

A cet effet, le procédé de préparation par incubation, est
conduit, p.ex. de la fagon suivante :

Une solution nutritive aqueuse, contenant dans 100 1itres;
p.ex; 1000 gr de peptone, 200 gr de NaN0®, 50 gr de KCL et 100 gr de K2mpo®
est additionnée de 3 gr de Go(NO®)%6H0 et 75 gr de MgSO*.7HZ0.

Aprés stérilisation, cette solution, ensemencés au taux de
2% , 8U moyen d’une culture microbienne agéde de 36 & 48 heures, est soumise
4 1l’incubation & la température de 28°C environ pendant 60 & 80 heures,
tout en étant adrée et vivement agitée constamment., I’ actinomycétine ré-
sultant de ce traitement titre couramment 350 & 350 unitéds colilytiques et
750 & 950 unités staphylolytiques par cm3 (contre p.ex. 240»4’0 200 ggi’oés
environ respectivement dans un milieu exempt des cations Co et Mg ).

Ce mode opératoire n’est évidemment pas exclusif ou limita-
tif et il doit &tre entendu que les concentrations en cobalt et magndsium
ajoutés & titre d’agents promoteurs, peuvent et doivent m¥me varier dans
d’assez larges limites, selon les conditions d’aération et d’agitation,
et la nature et la concentration de la peptone utilisée, la composition
et la concentration des électrolytes de base, etec,

Mais quelles que soient, dans des limites ralsonnables, les
conditions opératoires adoptées, la présence, dans le milieu de culture,

++ -t . . . 2 Py

de Co et Mg en proportion et concentrations approprides, accélére, exal-
te et stabilise la production des principes colilytique et staphylolytique
de 1’actinomycétine produite.

Is cobalt, en assurant 1l’obtention d’une activité colilyti-
que présentant une cinétique de lyse normale, entrave les effets contraires
d’une élévation anormals de la température ou de la présence de traces,
soit d’autres cations bivalents, soit de substances quelconques suscepti-
bles d’induire une activité colilytique anormale. Soit seul, soit associé
au magnésium, il exalte, en outre, de fagon régulidre, la production du prin-
cipe colilytique, ce qul permet la préparation d’actinamycétine de titre
colilytique élevé.

Le magnésium, en étant, sinon essentiel, tout au moins extré-
mement favorable & la production du principe staphylolytique, permet de son
e8té, la préparation d’actinomycétine de titre staphylolytique élevé.

Du faity; que, tout au moins partisllement, il peut, sans al-
tération du titre staphylolytique, &tre remplacé par du cobalt, on a la pes-
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sibilité, moyennant un ajustement approprié du milieu en cations Mg et

Co‘Hg' d?assurer, a une température d’incubation de 28°C environ, le meil-
leur rendement des deux principes bachériolytiques de-1’actinomycétine.

BT O S o .

L’invention a pour objet un procédé de préparation d’actino-
mycétine d?activité bachériolytique, tant colilytique que staphylolytique
agerue, par culture du Streptomyces Albus G, dans un milieu peptoné, aéré
et agité, de composition saline appropriée, connue en sol, ce precédé étant
caractérisé en ce que, pour effectuer 1’incubation, on ajoute au milieu de
culture des sels de magnésium et de cobalt dont les cations son§ bivalegts s

et dont les concentrations se situent, de préférence, entre 10~ et 10~
=5

molaire pour le magnésium et entre 10'3 et 10 © molaire pour le cobalt.

P, Pon., J.M. GHUYSEN,
Mandataire :; E. FISCHER.
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