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00 ng/kg fait apparaitre ype d

tractions, Cette action déprimap
jections (fig. 1).
ialine diminue nettement sop 4,
rette amine pendant le blocage
sans effet notable (fig. 1), ;

os d’inhibition suivants : 60 p. 100 pour I'amyle, 43 p. 100 pour
'316, 28 p. 100 pour T'heptyle et 14 p. 100 pour l'octyl-triméthyl-
moﬂlll[ﬂ
nfin, le dérivé heptyle provoque la contraction du rectus abdo-
is de grenouille (3, 4). Son activité est également moindre que
e des dérivés butyle, amyle et hexyle, mais une dose suffisante
wmet d’obtenir la contraction maximale. Dans le cas de loctyl-tri-
hyl-ammonium, des doses moyennes provoquent seulement une
iple contraction tandis que des doses plus fortes paralysent le
uscle.
;‘:‘:‘:‘:w;f‘.‘ﬁ :. :"h""ll \"N:;“VI‘W i i f L‘om"luawn — Des essais qui viennent d’étre décrits, il semble bien
”‘\ i il |I [”‘”I‘f\\" \J'llj Iheptyl-triméthylammonium doit étre rangé dans les dérivés a
M“‘I |‘| MHHMI ractére dépolarisant ; il est moins actil que ses h()mologueq infe-
I reurs L’octyl-triméthylammonium serait donc le premier terme de
| "‘.‘.‘w A 3 série & montrer une action complexe : acétylcholinomimétique ou
polarisante d’une pavrt ; curarimimétique ou compétitive d’autre

wrt.

iy i o/ i - (Institut de Thérapeatique expérimentale (Pharmacodynamie)
‘I‘:‘:":':';hf ..'u i de U'Université de Liége. — Directeur : M. Dallemagne).
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Activité streptolytique de l'actinomycétine,

par MAuRIcE WELSCH et JEAN-MARIE GHUYSEN.
it en bas : myogrammes du tibial
mtldunue, signal et temps (30 s
'cineuses de : heptyl-triméthylammon
) et 200 ug/kq : heptyl—trlmethy]a
0 ng/kg ; adrénaline : 20 ng/kg ;

- Lactinomycétine (1%), principe bactériolytique sécrété par divers
reptomyees spp., et particulierement par S. albus G (2*), clarifie les
spensions de bactéries tuées par chauffage et les suspensions de
nombreux germes gram-positifs vivants. 11 est probable qu'un méme
principe, lactinozyme (3"), inlervient dans la lyse de ces divers
olonge T'action dépressive du dér microhes.
‘o-musculaire au niveau du tibial, du - Toutefois, les activités colilytique (i.e. : dissolution d’Escherichia
u. La prostigmine agit de méme coli chauffée) et staphylolytique (i.e. : dissolution de Micrococcus
méthylammonium exception fait ogenes aureus vivant) apparaissent, puis évoluent, indépendamment
ne de l'autre dans les cultures du Sireptomyces (4*). D’autre part,
les conditions optimales pour la pmductlon (5*) et Tactivité de cha-
cune d’elles sont différentes. L.a premiére est bien mise en évidence
ns une solution de phosphates M/30 a pH 8,0 (ci-aprés : solution A),
ndis que la seconde exige un milieu plus compleu (ci-aprés : solu-
tion B), contenant K,HPO,, KH,PO,, (NH,),S0, et MnCl,. On peut
nsi conclure a lexistence, dans l’actinomycétine, d’au moins deux
agents distinets, les principes colilytique et staphylolytique, interve-

est un anlagoniste faible du tu
réalable de celui-ci empeche I'act
fyle, notamment au niveau du tib
- situ. :

s utilisées pour ces essais, les muse
et surtout de rat sont moins sensil
onium quaternaire,

r les contractions dues a Dexcit
accompagnée d’une contracture.
st nettement inférieure a celle de
essai sur préparation nerf phréniqu
's), nous avons relevé, par exempl
pour 25 e¢cm? de Tyrode, les pourcemn

.- (1*) M. Welsch, C. R. de [e Soc. de Biol., 1937, L. 126, p. 241

(27) M. Welsch, Rev. belge Pathol. Méd. expérim., 1947, t. 18, suppl. 2.

(3*) M. Welsch, Bull. Soc. Chim. biol., 1947, t. 29, p. db) J Bact., 1947,
£ 63, p. 101,

3 f4') J. M. Ghuysen, C. R. de la Soc. de Biol., 1952, t. 146, p. 1268.

(5*) J. M. Ghuysen, €. R. de la Sce. de Biol., 1953, 1. 147, p. 1502,
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nant, isolément ou ensemble, pour assurer la dissolution des di
substrats microbiens. Ces deux principes se comportent d'ailleurs
facons différentes lors des essais d’adsorption et de désorption (
La lyse des bactéries par les Actinomycétes (7*) ou Pactingmy
tine (8*) libére, sans les altérer, divers antigénes. Maxted (9*) uft
cette proprieté pour effectuer le typage sérologique des streptocgq
D’aprés MceCarty (107), un des éléments responsables de 1a strepto,
par les [iltrats de culture d’Aclinomycétes serait une polysacch
dase, qui agirait électivement sur la membrane cellulaire des strey
coques, Nous nous sommes demandé si I'activité streptolytique de
aclinomycétines devait étre attribuée au principe colilytique, ay D
cipe staphylolytique, 2 leur action conjoinle ou & un troisiéme
ment encore.

9 Le liquide surnageant .{L.S,)
ilation de 1/30 (v/v), il assu
“ 0o 3 minutes), en solution A,
i-’~1yse est porté a 360 I"[lll’lll[E‘S
yogenes aureus chlau[fe, dans
mi-lyse st de 85 minutes en s
olution B. L’inhibition trés nette
solution B montre que le princ
prailleurs, le temps de demi-
15 les meémes conditions, est de
}1115 de 600 minutes en solution
1E'lncipe staphylolytique. Son ac
g5°, 30 minutes) ou vivant, est a
e, dans les deux cas, ct en solut
g0 minules. Ces observations per
mort ou vif, est peu sensi

Souches et lechniques. — Outre les souches ’E. coli et M, Dyoge
aureus ulilisées pour nos recherches anlérieures, nous avons emp] !
un Streplococcus pyogenes, du groupe A, gbrme trés hémolytique oque, S e il
fraichement isolé du rhino-pharynx d’un enfant atteint de scarla ~ 3 Le précipité redissous (P) ‘t

La bactériolyse de ces trois germes, chauffés ou vivants (sauf dilution de 1/100 (v/v), .ll ass
coli qui, dans cet état, esl toujours réfractaire & la lyse) a été suj soluti()n_A, en 6 m;nulcs - ma.ls
par nos techniques néphélométriques usuelles, en utilisant les s n emploie la solulion B, I1 est
tions A et B définies plus haut, Les suspensions microbiennes étaj © 4 La lyse du stapllylncoquel?u
ajustées de maniére 4 présenter un trouble initial toujours identiq --oquc, dans les mémes conditio

La cinétique de la clarification est généralement d’ordre un, 8 nétique ’ordre un, apres un t
moins au début de la réaction, L'activité des préparations étudi premier germe, de 15 minutes
sera évaluée, dans cette note, par le temps de « demi-lyse » ; ¢ Jyse, pour ces deux substrats, son
temps nécessaire pour amener le trouble des suspensions bactérien . S’O]L]tiOﬂ A, mais de 40 ei.14a
a 50 p. 100 de sa valeur de départ, calculé, par extrapolation, en s ] onstatée en solution B indique
posant que la vitesse initiale de lyse reste constante. ; nrincipe colilytique.

Nous avons utilisé une préparation d’actinomycétine, concent On remarquera que le streplo
par distillation in vacuo, puis puriliée par adsorption et désorpti frés analogue au staphylocoque
spécifique sur corps microbiens. Cette préparation, titrant 30 mg hien plus neltement entravee que
matiéres séches par ml, était fortement caséinolytique, Aussi, avon L'Passe du milieu A au milieu B. Cc
nous tenté de séparer I'une de Vautre les activités caséinolytique :'sensibilit(" du streptocoque ch‘fn
bactériolytique par la méthode de McCarty, Dans ce but, 5 ml d'a ette interprétation est démentie
nomycétine ont été dialysés, a4 2°, pendant 24 heures, contre quide surnageant (voir paragra
solutlon, 1\:1/_10’.0\010 @’HCL. Dans ces conditions, il se forme un ab 5. Le précipité redissous est
dant précipité, légerement coloré en jaune, La [raction liquide res - 11 demi-lyse du staphyl
dans le boyau dialyseur (I..S.) a été recueillie, d’une part, et le p e e y ,

ST ; : ion B, en 70 mi
cipité a été redissous dans 5 ml de solution B, d’autre part (P.). u{\‘:l):a ;:1131(:111?’:1120 minutes au D

temps de demi-lyse passc 4 9C
d’ordre un n’est obéie (ue pen
 En solution B, la dissolution d
~ exactement comme celle du stap
~ son temps de demi-lyse n'est qu
@ordre un se maintient pendan
La dissolution du streptocoqt
- moins exclusivement, par 1?‘ pri
- se déroule de la méme maniere

Observations expérimentales, — 1. Contrairement i ce qu'av
obtenu McCarty avec sa préparation, nous retrouvons toute activ
caséinolytique dans P, ou elle reste associée a la majeure fracti
des -activités bactériolytiques.

(6*) J. M. Ghuysen, C. R. de la Soc. de Biol,, 1952, t. 146, p- 1812 ; 4
intern. Physiol., 1953, t. 61, p. 259 ; J. M. Ghuysen et M. Welsch, 6° Co
intern. Microbiol,, Rome, 1953, Res. commun,, p. 261.

(7*) A. Gratia et S. Dath, €. R. de la Soe. de Biol., 1925, t. 92, piuin
1926, t. 94, p. 1267.

(8*) A. Castermans, C. R. de la Soc, de Biol., 1950, (. 144, pp. 428 et 125
1951, t. 145, p. 166 ; 1953, t. 147, p. 720. 5 3

(9*) W.R. Maxted, Lancef, 1948, t. 255, p. 266.

(10*) M. McCarty, J. exp. Med., 1952, t. 96, pp. 555 ct 559.

Conclusions. — Ces observat]
- Pactinomyecétine renferme, en |
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T oassurer Ia dissolution dag
incipes se comportent d’aille
d’adsorption et de désorptig
(.-,tinomycéles (7*) ou Tactinoy
ivers antigénes. Maxted (9% wu
page sérologique des streptoco
nents responsables de 1a strept
omycetes serait une polysace
la membrane cellulaire des sty
1¢é si Pactivité streptolytique
ée au principe colilytique, au pp
1 conjoinle ou A un troisiéme

Le liquide surnageant (L.S.) tilre 400 unités colilytiqlues/nﬂ, ’A
dilution de 1/30 (v/v), il assure la de-nn—}yse d’E.. coli chauflée
0°, 3 minutes), en solutio_n A, en 15 mml_ltles ; mais %e temps de
ni-lyse est porté & 360 minutes si on utilise lfl_solutmn B. Pour
. pyogenes aureus ch.auﬁ'e, dans les'memes co‘ndltlons, le .temps de

ii-lyse est de 8H mumltes en solution A, mais de 260 minutes en
olution B. [inhibition trés nette de la lyse du staphylocoque chaull'é¢
n solution B montre que le principe colilytique est surtout en cause
i Drailleurs, le temps de demi-lyse pour le staphy]gcoquc v1§rant,
15 les mémes conditions, est de 450 minutes en soluhoﬁn B, mais de
¢ de 600 minutes en solution A. L.S. est donc plutot pauvre en
sincipe staphylolytique. Son activit¢ sur le streptocoque, ehauﬁ'.e
o 30 minutes) ou vivant, est a peu pres nulle, le temps de demi-
e, dans les deux cas, et en solution A comme en solution B, dépasse
minutes. Ces observations permettent de conclure que le strepto-
ue, mort ou vif, est peu sensible au principe colilytique,

Le précipité redissous (P) titre 3830 unités colilytiques/ml. A
dilution de 1/100 (v/v), il assure la demi-lyse ’E. coli chauftfée,
qn solution A, en 6 minutes ; mais ce lemps passe a 70 minutes lorsque
ion emploie la solution B, II est done riche en principe colilytique.

les souches d'E, coli et M, pyo
es antérieures, nous avons emy;
roupe A, gérme trés hémolytiqy,
X d’un enfant atteint de searl
rmes, chauffés ou vivants (sa
s réfractaire a la lyse) a été s
ues usuelles, en utilisant leg
s suspensions microbiennes &t
1 trouble initial toujours identigy
- esl généralement d’ordre un,
‘activité des préparations étu
le temps de « demi-lyse » ; c’es
‘ouble des suspensions bactérien
calculé, par extrapolation, en §
'se reste constante, =
ition d’actinomycétine, concen
rifice par adsorption et désorp
‘etle préparation, titrant 30 mg
ment caséinolytique, Aussi, av
utre les activités caséinolytique
McCarty, Dans ce but, 5 ml d’a
°, pendant 24 heures, contre
, conditions, il se forme un ab
:n jaune, La fraction liquide re!
té recueillie, d’'une part, et le
> solution B, d’autre part (P.).

4. La lyse du staphylocoque ou du streptocoque chauffés qu’il pro-
pe, dans les mémes conditions, obéit de flacon parflaitc a une
étique d’ordre un, aprés un temps de lalence de 5 minutes pour
premier germe, de 15 minutes pour le second. Les temps de demi-
Jyse, pour ces deux substrats, sont respectivement de 14 et 18 minutes
1 solution A, mais de 40 el 145 minutes en solution B. L’inhibition
onstatée en solution B indique une intervention vraisemblable du
principe colilytique.

On remarquera que le streptocoque chauffé se comporte de facon
rés analogue au staphylocoque chauffé. Toutefois, sa dissolution est
jien plus nettement entravée que celle du staphylocoque lorsque T'on
sse du milieu A au milieu B. Ceci pourrait indiquer une plus grande
ensibilit¢ du streptocoque chauffé au principe colilytique ; mais
ette interprétation est démentie par les observations faites avec le
quide surnageant (voir paragraphe 2).

5, Le précipité redissous est riche en principe staphylolytique ;
1 assure la demi-lyse du staphylocoque vivant, a la dilution de 1/100
(v/v), en solution B, en 70 minutes, la cinétique d’ordre un étant
uivie pendant 120 minutes au moins, Au contraire, en solution A, le
mps de demi-lyse passe a 90 minutes, et, de plus, la cinétique
ordre un n’est obéie que pendant les 60 premiéres minutes.

En solution B, la dissolution du streptocoque vivant se déroule trés
actement comme celle du staphylocoque, Par contre, en solution A,
son temps de demi-lyse n’est que 60 minutes, et, surtout, la cinétique
‘d’ordre un se maintient pendant au moins 120 minutes.

~ La dissolution du streptocoque vivant n’est donc pas assurée, au
moins exclusivement, par le principe staphylolytique, puisque sa lyse
“se déroule de la méme maniére que ce soit en milieu A ou en milieu B.

- 1, Contrairement 4 ce qu'a
on, nous retrouvons toute Vactivit
ste associée 4 la majeure fract

. de Biol,, 1952, t. 146, p. 1812 ; Arc
. M. Ghuysen et M, Welsch, 6° Co
ymmun,, p. 261,
la Soc. de Biol., 1925, t. 92, p. 11

de Biol., 1950, t. 144, pp. 428 et 1250 1 .
20 - £ ~ Conclusions. — Ces observations nous conduisent a admetire que

25['5: p. 255. Pactinomycétine renferme, en plus des principes colilytique et sta-

. 96, pp. 555 et 559.
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alions expérimentales. — |,

e de 0,106 y/ml dans la gélose
fo'r ormal de 100 p. 100 de germe

t:-al':ion de streptomycix‘]e compris
: illon cceur-cerveau, inoculé ave
'n(;gt des cultures (agitées) dont I:
o des Lémoins sans antibiotique, p
fout cas. -
‘ﬁ Des ])01‘tions de 10 ml de bouil
{omycine, les autres renfermant
e tique, sont inoculées de faco
nblomgs ];‘dl‘ ml, Elles sont ensuite
ré(;rg heures d’in('.u’bation,.m?c {
. cultures est prélevée et diluée (
ont. de maniére a ramener 1a1(:0nc(
£ e germes par ml Ces nc
cubﬂtion sur agitateur pendant tre

: . . nbserv
phylolytique, un agent qui, vraisemblablement cn association 4

cux, intervient pour assurer la dissolution du streptocoque, Cet
est peul-étre identique 4 la polyvsaccharidase de McCarty, ce q
futures expériences tenteront d’¢établir. 3

(Laboratoires de Microbiologie générale el médicule de I'Unip
de Liége el du C.R.P.A. ; Directeur : M. Welsch),

Recherches sur la streptomycino-résistance dans des COnd;‘. :
qui excluent la sélection de mutants.

Note de BeNIGNa BLOXDEL,
présentée par MavRice WELsCcH,

ssus est ensuite 1epete a nouveau,
i se sonl multiplices pel}dant .3,_'(
sence d’antibiotique, soit en p1‘es

cine, mais sans que 1q 1.31110. des |
i rfu;deur de 105 individus/mlL :
L%l (distrihutiun (lcs_ sensibililés 1:1
dus de ces populah‘ons cs.t ulm!s
pumération des cnlopws qui pcm{(’
méme inoculat, en gélose S‘IITIIJ)IB (
§ reptomycinées d_’autl'e part. De m
mais 1a 1)1‘01)01“[1011 (Ig germes ca
ntibiotique n’a été mg_mﬁcahv(‘zm
tions provenant des bom}lons s.tl ey
u bouillon simple. TLes résultats nu
nt donnés dans le tableau,

Il est hien établi que les populations staphylococciques norm,
sont trés hétérogénes en ce qui concerne les degrés de résistance
streptomycine de leurs individus constitutifs (1), En particulier, ¢
renferment certainement une fhible proportion (1/108) d’indivi
mutés, dits «totalement résistants », dont la séleetion par lanti
lique abontit aisément a la constitution de souches hautement pé
tantes (2). ]

Par contraste avec ce processus de sélection de mutants pré-ex
lants (préadaptation), on peut envisager la possibilité d’une véritable
adaptation individuelle, d’une induction de résistance par Dantil
tique lui-méme. I’intervention de pareil mécanisme n’a toutefois p
été démontrée de facon satisfaisante ; c’est-a-dire, dans des conditio
qui éliminent toute possibilité de sélection el réduisent une val
négligeable la probabilité de rencontrer un mutant.

Nos présentes recherches constituent une tentative pour ticher
mettre en évidence une éventuelle slreptomycino-résistance par ur
authentique adaptation physiologique de Tindividu bactérien, Dis
immédiatement qu’elle nous a donné des résultats exclusiveme
négatifs,

0. Aprés numérati,on (les‘nc‘o.‘locl)ll;s
un grand nombre d’entre LllLb‘ .
fgélosé normale que sur les géloses
'venant du bouillon normallc?mme;
.treptom),'cinés. Elllcs_ t‘:n't eFe lsusL)tl
fribution des sensibilites a 1a =
constitutifs a été analysec p‘a&” (‘en‘
ou streptomycinée. Aucune di el- :
4. Une culture en hou}il.lon C'(El‘tl;
fermer de 30 i 50 bactéries dans |
-sgélose nutritive qui est ensuite ml
6 heures. A partir de celte Icu'ltm
des Lederberg (3), quatre rephc(lg
- gélose ordinaire et deux autres
- a 0,16 v/ml.
Les répliques

Technique générale. — Nous avons ulilisé des cultures de Mie
coceus pyogenes aureus (souche 126) réalisées dans de telles cond
tions que la concenlration bactérienne n’y dépassait jamais 105/ml
la présence d'un mutant, dans une population de celte taille, est tr
peu probable, D’autre part, nous avons employé des concentrati
de streptomycine suffisamment faibles pour que le développeme
des germes en leur présence reste exactement comparable 4 celui d
témoins ; Pintervention dun effet sélecteur de I'antibiotique est ain
réduit au minimum,.

T1 et S1 sont plac

(1) M. Welsch, €. R. de la Soc. de Biol., 1949, t. 143, p. 1401. ] g e
(2) M. Welsch, C. R, de lu Soc. de Riol., 1949, t. 143, p. 1141 ; 1950, t. 14 ~ (3) J. Lederberg et E.M. Lederbery,

P 981 5 Bull. dcad. roy. Méd. Bely, 1950, L. 15, p. 454 : Buil. W.H.0., 1952, (1) B. Blondel, €. R. de la Soc. de
t. 6, p. 173 ; ) -




