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PREFACE

Depuis son origine, un des buts de la microbiologie
a été la recherche de composés chimiques capables de détruire élective~
ment les microorganismes. La liste des agents bactériostatiques ou bacté~
ricides s'allonge chaque jour, et leur utilisation pratique est considérable,
en thérapeutique, comme dans l'industrie.

Il est d'usage de classer les substances antibacté~
riennes en trois groupes : d'une part les antiseptiques ; ce sont des composés
de structure chimique relativement simple, obtenus par synthése ; leur
pouvoir toxique n'est pas spécifique de la cellule bactérienne et leur mode
d'action est aisément mis en évidence ; ils peuvent détruire les constitu-
ants protidiques (oxydants), dissocier les enveloppes cellulaires (phénols,
détergents) ou bloquer certains enzymes (métaux lourds), D'autre part
les analogues structuraux ; ils agissent soit en inhibant par compétition
des systémes enzymatiques (sulfamides, azasérine), soit en étant incor-
porés au cours de la biosynthese des protéines (fluorophénylalanine) ou des
acides nucléiques (azaguanine, bromouracile) ; leur activité résulte direc-
tement de leur formule stéréochimique. Enfin les antibiotiques ; ce sont,
selon la définition de WAKSMAN, des antiseptiques élaborés par les micro-
organismes, les algues, les végétaux supérieurs ou mé&me les tissus ani-

maux. En fonction de leur application majeure comme agents thérapeutiques,

o
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il est d'usage d'employer le terme antibiotique dans un sens plus restrictif :
pour &tre utilisable en chimiothérapie, un antibiotique, outre ses propriétés
antiseptiques, doit 8tre stable en présence des produits biologiques, dif-
fuser convenablement dans l'organisme et se montrer nettement moins
toxique pour la cellule animale que pour la cellule bactérienne. Les molé-
cules d'antibiotique sont souvent complexes et la connaissance de leur
structure ne peut généralement apporter aucune explication a leur activité
antibactérienne ; le mécanisme de leur action n'a pu étre abordé que par
des études biologiques et biochimiques de la bactérie ou de fractions cellu-
laires mises en contact avec la substance antimicrobienne ; il est parfaite-
ment déterminé pour ceux d'entre eux qui se comportent comme des analogues
structuraux (cyclosérine, puromycine) ; pour d'autres, la réaction inhibée
ou la structure cellulaire 1ésée est connue, mais le mécanisme intime de
leur activité n'est pas élucidé (pénicilline, streptomycine, chloramphénicol) ;
enfin, pour la plupart,la nature de leur pouvoir toxique reste du domaine de
lI'hypothese. L'activité considérable des antibiotiques est limitée par la
sélection rapide dans une population bactérienne, de mutants moins sensi-
bles a leur action ; la cause de la résistance est connue seulement dans le
cas des germes qui détruisent l'agent antimicrobien,

Le sujet de ce travail est 1'étude de quelques substances
antibactériennes agissant au niveau des structures externes de la cellule ;
celle-ci est entourée d'une paroi protectrice rigide dont la synthese est

inhibée par les acides aminés de la série non naturelle comme par la
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pénicilline ; la membrane cytoplasmique sous-jacente est le sidge des

. phénomenes de perméabilité ; elle possedde une fonction analogue a celle

des mitochondries de la cellule animale, fonction qui lui est propre ou qui
provient des systémes enzymatiques lui restant associés lors de son iso-
lement ; c'est & son niveau qu'agissent, d'une part, les peptides basiques
en provoquant des troubles de la perméabilité, d'autre part, la chlorté-
tracycline en bloquant le catabolisme aérobie du glucose.

Nos recherches ont porté sur le mode d'action des
substances antibactériennes, sa comparaison avec celui d'autres antibio-
tiques d'activité semblable et sur la détermination du mécanisme de la
résistance des mutants sélectionnés par ces composés,

L'exposé de nos travaux comprend trois chapitres :

Dans le premier, nous décrivons nos recherches
concernant les substances bloquant la synthése de la paroi et provoquant
la lyse cellulaire. Le mode d'action de certains d'entre eux comme la
pénicilline ou la D cycloserine est bien établi ; cependant la mise en évi~

dence et 1'étude des propriétés lytiques des acides aminés de la série non

naturelle nous ont conduit 2 envisager un mécanisme nouveau de résistance

des bactéries aux antibiotiques agissant au niveau de la paroi.
Un second chapitre est consacré aux composés de
nature polypeptidique, qui dégradent la membrane cytoplasmique. Le

mécanisme d'action des histones et des protamines, protéines basiques

d'origine animale, est semblable & celui de la polymyxine et & celui d'autres
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produits basiques de synthése, Ces résultats permettent de discuter des
relations existant, dans ce groupe d'agents antimicrobiens, entre structure
chimique et activité biologique,

Enfin, nous avons étudié dans un dernier chapitre le
mode d'action des tétracyclines ; aprés avoir déterminé 2 quel stade la
chlortétracycline et la déméthylchlortétracycline inhibent la dégradation du
glucose, nous avons montré comment des mutants résistants pouvaient sur-~
vivre en évitant la voie de catabolisme bloquée,

Nous exprimons notre gratitude a Messieurs les
Professeurs GERNEZ-RIEUX, BOULANGER, OSTEUX, BISERTE et
MONTREUIL pour l'aide qu'ils nous ont apporté a la réalisation de ce tra-
vail, Nous remercions Messieurs DERIEUX, MARTIN et WATTEL pour
leur collaboration a des recherches concernant quelques aspects particu~
liers de cette étude et qui ont fait 1'objet de leurs theéses de Doctorat en
Pharmacie et en Médecine, Les moyens matériels d'effectuer ce travail
nous ont été donnés par le Centre National de la Recherche Scientifique et

1'Institut Pasteur de Lille ; nous les en remercions vivement.,



CHAPITRE 1

ACTION LYTIQUE DES ACIDES AMINES SUR ESCHERICHIA COLI

- ETUDE BIOLOGIQUE DES SPHEROPLASTES - SELECTION DE

MUTANTS MUQUEUX ET RESISTANCE AUX AGENTS INHIBITEURS

DE LA SYNTHESE DE LA PAROI,
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INTRODUCTION

L'action inhibitrice de la pénicilline sur la synthese dé
la paroi bactérienne a été parfaitement <Smontrée ces derniéres années :
la présence de llantibiotique provoguc la rupture de la paroi des cellules en
phase de croissance, ayant pour conséquence, en milieu hypertonique, la
sortie du protoplaste qui prend une forme sphérique, appelée sphéroplaste‘.
Le glycocolle, a concentration élevée, présentant les m&mes propriétés que
la pénicilline, nous avons essayé l'action dlautres acides aminés et montré
que tous ceux de la série non naturelle bloquaient la syntheése de la paroi;
Par cultures successives sous forme de sphéroplastes obtenus par l'action
soit de la pénicilline, soit des acides aminés, il a été observé la sélection
de mutants s'entourant d'une substag_r_xcfg polysaccharidique de consistance
muqueuse ; 1'étude de sa synthise a permis de déterminer qu'il s'agissait
d'un mécanisme de résistance du microorganisme vis-a-vis des agents
bactéricides agissant au niveau de la paroi.

En guise d'introduction 3 ce chapftre et afin d'en
alléger 1'exposé, nous avons fait une bréve description, d'une part, des
différents constituants de la surface des bactéries, d'autre part, des for-
mes sphériques bactériennes dépourvues d'enveloppe rigide,

Nous avons ensuite présenté notre travail selon le plan

4

suivant @
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I - Etude bibliographique da mécanisme de la formation des sphéro-
plastes.

II - Induction des sphéroplastes d'Escherichia coli par les acides
aminés,

III - Obtention de mutants synthétisant une substance muqueuse.
IV - Etude de la synthése de la suLstance muqueuse.

V ~ Résistance des mutants muqueux 2 llagent inducteur.,
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CONSTITUANTS DE LA SURFACE DES BACTERIES

1) Composants extracellulaires de la surface des bactéries

Il existe une grande variété de substances recouvrant
la surface de la paroi bactérienne ; leur présence est souvent inconstante
et leur formation est sous la dépendance des conditions de croissance du
germe, Individualité anatomique, la capsule est, selon la définition de
TOMCSIK (170) une couche de consistance gélatino-muqueuse, entourant la
paroi et présentant une surface externe libre et définie ; elle peut &tre
réduite & un film appelé microcapsule par WILKINSON (182), décelable
seulement par ses propriétés antigéniques, mais nettement différenciéede la
paroi, car elle peut &tre enlevée sans que 1l'intégrité de la cellule en soit
affectée., La capsule protége la bactérie contre la phagocytose, contre la
pénétration du bactériophage et augmente sa résistance aux agents physiques;
sa spécificité immunochimique (antigéne K du pneumocoque) est utilisée pour
la caractérisation des types bactériens, ra cellule peut aussi secréter des
substances visqueuses qui s'’accumulent & sa surface, lorsqulelle est cultivée
sur un milieu solide ; celles-ci ne présentent .aucune structure définie et
sont facilement éliminées par lavage,

La nature chimique des différents produits extra-
cellulaires est essentiellement polyosidique. Parmi les germes prenant la

coloration de Gram, seuls certains Bacillus possedent une capsule composée

e



3
d'un peptide, polymere des acides D ou L glutamique (THORNE (168),
BRUCKNER (16 ), BOVARNICK (12) ). La capsule des pneumocoques est
constituée de polyosides pouvant contenir du glucose, du galactose, du
rhamnose, de l'acide glycuronique et des osamines ( HEIDELBERGER (62)
ainsi celle du type III posstde une séquence de base formée de glycurono-
4-)(5- glucose, Les streptocoques des groupes A et C ont leur capsule
composée d'acide hyaluronique (LANCEFIELD (90), KASS (79 ) ). Les
bactéries a coloration de Gram négative sont recouvertes par une micro-
capsule (WILKINSON (182) ) constituée de protéines, polyosides et lipides,
dont on ne connaft pas les liaisons exactes avec la paroi sous jacente ;
mais la capsule, elle~-m&me, est de nature semblable 3 celle des germes

a Gram positif, Celle d'Aerobacter aérogenes est composée de glucose,

fucose et d'un acide uronique (WILKINSON (181), DUDMAN (34 ) ).
Certains mutants d'E, coli synthétisent une substance muqueuse, formée

de galactose, de fucose et d'un acide uronigque (BEISER (6) ).

2) Le paroi bactérienne

Les bactéries doivent leur forme 2 l'existence d'une
enveloppe rigide externe, dénommée paroi ; son r8le est de protéger les
organcs actifs de la cellule et elle est considérée généralement comme
biochimiquement inerte.

Son étude a &té rendue possible, grfce aux technique
d'isolement par désintégration de la cellule et a llutilisation d'enzymes

comme le lysozyme ou les enzymes phagiques qui hydrolysent spécifiqueme
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certains de ses constituants ; enfin la détermination du mode d'action des
inhibiteurs de sa synthe&se, en particulier celui de la pénicilline ont permis
d'entrevoir le mécanisme de sa formation.

I1 est maintenant bien établi, & la suite des travaux
de SALTON (140), que les bactéries pre-ant ia coloration de Gram pos-
seédent une paroi de structure relativement simple et tres pauvre en lipides,
tandis que celle des bactéries qui ne conservent pas la coloration de Granﬁ
est complexe et contient environ 20 p. cent de substances lipidiques, Ce-
pendant;,, il existe une structure de base commune aux parois des deux
types de bactéries.

Structure de base de la paroi

Par hydrolyse ménagée des parois des bactéries
prenant le Gram, on obtient un certain nombre de polymeres dont les
Principaux sont : des mucopeptides, des polysaccharides et des dérivés dep
acides téicholques (polymeres du ribitol phosphate ou du glycérophosphate),
Le terme ''mucopeptide" a été proposé par MANDELSTAM et ROGERS (103)
pour décrire le complexe osamine-acides aminés que llon retrouve régu-
licrement dans toutes les parois bactériennes. Il ne fait aucun doute que
le mucopeptide dont les composants sont liés par covalence, forme la
structure élémentaire rigide, & laquelle se trouvent souvent associés, par
des liaisons labiles, des polysaccharides (extraits par llacide picrique) ou
les acides téicholques (séparés par l'acide trichloracétique & froid) ; apres
solubilisation de ces composés, le mucopeptide reste sous forme de résidu

insoluble gardant toujours llapparence de la paroi origine'le. Les

A
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substances formant les mucopeptides provenant des diverses espéces bac-
tériennes so.at remarquablement peu variées : on y trouve llacetyl gluco-
samine, l!acide muramique (éther lactique de la N acetyl-glucosamine), la
D et la L alanine, l'acide D glutamique et soit la L lysine, soit les acides
D D ou L L. diaminopiméliques découvertspar WORK (184). Leur enchaine-
ment a été ¢tudié soit par hydrolyse du mucopeptide lui-m&me, soit par
identification d'intermédiaires de la synth&ése accumulés sous llaction d'irhiw
biteurs ; clest ainsi que STROMINGER (159) 2 montré la formation par

Staphylococcus aureus sous linfluence de la pénicilline d'une séquence

correspondant & N-acétyl-glucosaminyl -y lactyl - L -Ala -D-Glu ~ L-Lys - |
D-Ala - D-Ala (%),
Par action du lysozyme sur la paroi de Micro-

coccus lyosdeikticus, SALTON et GHUYSEN (141) ont isolé, un disaccha= '

ride, le P-N-acétyl-glucosaminido-1,6-N-acétylmuramique. Les liaisons
rencontrées le plus souvent entre les deux oses sont P-1,6 ; X-1,6 ;

ﬁ-l,ll ; ol -1,4 ;-la fonction acide de llacide muramique peut €tre libre
ou combinée 2 un peptide,

Chez Staphylococcus aureus, aprés élimination du

ribitol phosphate de la paroi, celle-ci est traitée par le lysozyme ; les

produits obtenus sont alors hydrolysés par la !EB -N-acétyl-glucosaminidase
qui enléve pratiquement toute l'acétylglucosamine, et conduit 2 des molée
cules relativement importantes dans lesquelles on peut identifier outre les

composants du mucopeptide, des polyglycocolles. Mais les produits de

(&B) - Ala 3 alanine ; Glu : acide glutamique ; Lys : lysine.
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réactions avec le 2-4 dinitro fluorobenzéne indiquent que les deux groupes
aminés de la lysine sont bloqués, ainsi que presque tous les groupements
aminés du glycocolle, de l'alanine ou de l'acide glutamique., Ceci permet de
proposer le schéma reproduit sur la figure l pour la structure de base de

la paroi de Staphylococcus aureus (STROMINGER (165) ).

Chez les bactéries a Gram négatif, la structure de
base a pu &tre isolée sous forme relativement pure ct les principaux pro-
duits d'hydrolyse sont les suivants : N-acetyl-glucosamine, acide N-acetyl-
muramique, acide glutamique, acideoX, % diaminopimelique et alanine
(PRIMOSIGH (130) ),

Quoique les recherches chez ce type de bactéries
soient moins avancées, on constate une homogénéité étonnante dans la
composition de la structure rigide de toutes les cellules bactériennes
étudiées,

Autres composants de la paroi

Chez les bactéries prenant le Gram, les composants
de la paroi, autres que la structure de base, sont relativement simples.,

Chez Staphylococcus aureus, on rencontr. seulement du glycocolle et du

ribitol phosphate (fig. ! ), chez Micrococcus lysodeikticus, du glycocolle

et du glucose, chez les Corynebactéries, des polysaccharides complexes,
enfin, chez les Streptocoques, on trouve a la fois des polysaccharides et
des protéines.

Par contre, pour les bactéries a Gram négatif, la

structure de base ne représente qulune faible proportion du poids de la

s fs
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paroi (environ 20 p, cent), Les travaux de WEIDEL (176) permettent de se

représenter Uarrangement des différents constituants de la paroi d'Escheri- |
chia coli (fig. 2 ) ; celle-ci est composée de trois couches : la plus exterﬁe
est de nature lipoprotidique, llintermédiaire lipopolysaccharidique, enfin la
couche interne est le support de la rigidiré. Cette dernidre n'est pas homoe
gene : elle est constitude de petites spheres formées de protéines bana.les,_
relides entre elles par un réseau dense correspondant 2 la structure de base
rigide ; par action du lysozyme, les liaisons sont rompues, les composants
du mucopeptide sont mis en solution et les spheres libérées.. La séparation
de ces différentes enveloppes est réalisée par action du phénol chaud sur
les parois ; celui-ci dissout les lipoprotéines, tandis que les lipopoly-
saccharides et les mucopeptides restent dans la phase aqueuse, La couche
rigide sédimente par centrifugation a faible vitesse et peut &tre ainsi sépow
rée de la couche lipopeolysaccharidique, Cette dernitre est intéressante ceor
elle constitue l'endotoxine des bactéries a Gram négatif, Son pouvoir toxique
est di a sa fraction lipidique, qui peut &tre isolée par hydrolyse acide ; 01%
y rencontre des polymeres de phosphate de glucosamine dans lesquels les
groupements aminés et hydroxyl libres sont combinds aux acides gras., Les
composants polysaccharidiques de cette couche ont été particulidrement
étudiés car ils sont responsables des propriétés antigéniques des Entéro-
bactéries, Par hydrolyse, on peut identifier jusqula sept oses différents,
dont on connaft mal le mode de liaison, cependant 1l'étude quantitative de la
composition en sucres a permis, par exemple, de faire une classification
des différentes espeéeces de Salmonella coincidant avec la classification

e
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sérologique de KAUFFMANN-WHITE ( 81), Cing des huit isomegres d'une
nouvelle classe de sucres, les 3,6-didesoxyhexoses ont été découverts dang
les lipopolysaccharides des souches '"Smoth'" (dont les colonies sont lisses),
et on y rencontre de plus en abondance les 6-desoxyhexoses ; il sembleraij;
que la spécificité des réactions immunologiques serait due & la présence

des didesoxyhexoses en fin de chaine (WESTPHAL(21) ).
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CELLULES ANORMALES SPHERIQUES BACTERIENNES

S

La formation d'organismes sphériques a partir des
bactéries est un fait connu de longue date ; des 1900, FISCHER ( 38) avait
observé, dans certaines conditions physiologiques, la rupture de la paroi
bactérienne et la sortie, dans le milieu extérieur, du protoplaste sous forme
de sphere, Depuis, de nombreux travaux ont été consacrés a ces formes
anormales nommeécs forme "L'", protoplastes ou sphéroplastes, et les procé-
dés d'obtention se sont multipliés ; mais dans tous les cas, ces éléments
globuleux sont le résultat d'une lésion au niveau de la structure rigide de la
paroi, Celle-ci ne peut plus contraindre la cecllule 3 garder sa morphologie
originelle ; la pression interne considérable du protoplaste, maintenu alors
dans des enveloppes plastiques, lui fait prendre une forme sphérique et le
rend tres fragile en milieu isotonique,

Devant une certaine confusion des termes employés pour
nommer les différents éléments globuleux bactériens, il nous a paru néces-

saire d'en préciser leur définition,
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Les protoplastes définis par BRENNER et coll, (15)

correspondent aux organismes sphériques totalement dépourvus de leur
paroi, L'absence de cette enveloppe doit &tre prouvée par la disparition
des réactions données par les antigénes spécifiques et les composés par-
ticuliers de la paroi et par celle des sites d'absorption du bactériophage.
Seule, llaction d'enzymes, comme le lysozyme, sur certaines cspeces
bactériennes a Gram positif, permet d'obtenir des protoplastes conformes
4 cette définition. Le lysozyme hydrolyse selon BRUMFITT (17) la liaison
}?} -1-4 de 'acide muramique avec 'acetylglucosamine (cf. structure de

la paroi) amenant la dégradation de la paroi. La formation de protoplastes

par ce procédé fut mise en évidence en mé&me temps chez Bacillus mega~

terium par TOMCSIK (171) et WEIBULL (174). Le phénomz2ne s'est révélé
constant chez quelques espéces, toutes prenant la coloration de Gram ¢

Micrococcus lysodeikticus, Sarcina lutea, Bacillus subtilis ; par contre,

I'obtention de formes sphériques A partir de bactéries & Gram négatif
n‘est réalisée au moyen du lysozyme que grice 3 des artifices techniques
mis au point par REPASKE (133) ; il ne s'agit pas, dans ce cas, de proto-

plastes vrais car le lysozyme laisse intactes les structures particulidres

./
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de la paroi de ces germes (lipopolysaccharides - protéines). D'autres
enzymes induisent, comme le lysozyme, des protoplastes : ce sont soit des
enzymes lytiques produits par la bactérie elle-m&me (STRANGE (157) (158)
DARK (26)), soit encore des enzymes phagiques &tudiées par Mc
QUILLEN (100), MURPHY (113), CAREY (19) et JACOB (74). Les protoplastes
conservés en milieu hypertonique présentent un métabolisme actif mais
sont considérés par la majorité des auteurs comme incapables de se
diviser,

Sous le terme de sphéroplaste, sont englobées toutes
les formes sphériques bactériennes dont 1'absence totale de la paroi n'a
pu €tre prouvée ; aprés élimination de l'agent inducteur, les sphéroplastes
reprennent leur morphologie normale, On peut classer parmi les sphéro-
plastes les éléments formés par 1'action du lysozyme sur les bactéries ne
premant pas le Gram, mais les plus intéressants sont ceux résultant d*une
déviation du métabolisme de la paroi. Les études de LIEBERMEISTER
(98), LEDERBERG (97) et HAHN (60) ont montré le processus de induc~

tion des sphéroplastes par la pénicilline chez Proteus vulgaris et

Escherichia coli. Ces expériences ont pu &tre reproduites avec la plupart

des bactéries a Gram négatif et au moyen de nouvelles substances anti-

biotiques comme la bacitracine, la D cyclosérine et la novobiocine, du
glycocolle ou des acides aminés de la série D. Le mode d'action de ces

divers agents inducteurs lié & 1'étude de la synthtse de la structure
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rigide de la paroi, sera examiné en détail par ailleurs,
Les "Formes L" ont été découvertes par Madame
KLIENBERGER-NOBEL (82) qui observa au milieu de colonies normales

de Streptobacillus moniliformis des colonies composées d'éléments globu-

leux ; 'auteur les nomma "formes L' en hommage au Lister Institute
auquel elle appartenait et en donne la définition suivante (83) : il stagit
d'une culture stable d'éléments protoplasmiques sans morphologie définie,
ne possédant pas la forme rigide des bactéries, ne reversant pas vers
cette forme, pouvant €tre cultivée indéfiniment et présentant des colonies
caractéristiques sur milieu solide, semblables quelle que soit l'esp2ce
bactérienne dont la culture "L'" est dérivée, Les caracteres de ces cellu-
les bactérienncs sont identiques & celles de bactéries pathogénes pour
'animal, sans morphologie définie, appelées "pleuropneumonia - like
organisms" (PPLO),

Cependant, par cultures répétées en présence de
pénicilline, des formes "L'" ont été obtenues 3 partir d'especes bacté-

riennes n'en donnant pas spontanément : (Proteus vulgaris, Salmonella

typhi et para typhi B). L'absence de la paroi chez ces formes a été dé~

montrée par KANDLER (78), Leurs propriétés ont fait 'objet de nombreux

travaux dont ceux de DIENES (31) et de TULASNE (173).
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Les sphéroplastes dont 1'induction est provoquée par
un trouble du métabolisme de la paroi sont obienus par deux procédés
différents : soit par addition A une culturz bactérienne de substances
interférant avec les réactions de synthése de la paroi (pénicilline, D
cyclosérine, acides aminés), soit par privation de la cellule d'un élément
indispensable pour cette synthese, Chez certaines espeéces bactériennes,
le bloquage de la chaine de syntheése peut sfaccompagner de l'accumula~
tion d'intermédiaires et notre connaissance des réactions conduisant a la
structure rigide de la paroi est étroitement liée 2 celle du mode d'action
de ses inhibiteurs. Nous examinerons donc, d'abord, la conception

générale de la synthese de la paroi chez Staphylococcus aureus, établie

griace a l'étude des composés accurnulés en présence de certains induc-
teurs, puis, en nous aidant de ce schéma, nous ferons une description

des principaux mécanismes de formation des sphéroplastes,

A) SYNTHESE DE LA PAROI

STROMINGER (159)a cbservé que dans une culture

de S. aureus traitée par la pénicilline s'accumulaient immédiatement

.
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les trois nucléotides suivants :

UDP-Glc NHAc - ac. lactifjue

UDP-Glc NHAc —» Lactyl-L-Ala

UDP-Glc NHAc - Lactyl-L-Ala~-D-Glu-L-Lys-D-Ala~D-Ala (fig.3 ).

La structure la plus complexe (fig, 3 ) est analogue & celle de l'uridine
diphosphoglucose établie par CAPUTTO et LELOIR (18) dans lequel le glucose
est remplacé par un sucre substitué, Ces nucléotides uridiniques ont un réle
prédominant comme transporteurs et activateurs de fragments osidiques pour
les réactions de synthése ; le muramyl-peptide pourrait donc é;re activé de la
mé&me manitre pour entrer dans une réaction de synthése de la structure rigide
de la paroi, la pénicilline en bloquant cette synth&ése provoquerait son accumu-~
lation ; la formation immédiate de ces nucléotides semble indiquer qu'ils sont
en rapport direct avec le point d'attaque de la cellule par ll'antibiotique,

La bacitracine dont le noyau renfermant un soufre est
trés proche du noyau thiazolidine de la pénicilline (fig., 4 ) provoque l'accu~
mulation des mé&mes nucléotides chez le Staphylocoque (ABRAHAM ( 1)),

Par contre, la D cyclosérine (CIAK (22)) induit la formatior.
d'un nucléotide différent :

UDP-~Gle NHAc3Lactyl-L~Ala~D~Glu~L~Lys

L'absence des deux molécules de D alanine dans le nucléotide s'explique

par l'analogie de structure entre la D cyclosérine et la D alanine (fig, 5 )
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en effet, STROMINGER ( 164) a montré que la D cyclosérine est un antagoniste
compétitif 3 la fois de l'alanine racemase et de la D-alanyl-D-~alanine synthé-
tase, elle cause une déficience en D-alanine provoquant l'accumulation de
l'intermédiaire ne la contenant pas,

STROMINGER (160) a montré que le violet de gentiane
présentait une action semblable A celle des antibiotiques déji cités ; en sa
présence, on constate la formation de deux nucléotides
UDP-Glc NHAc
UDP-Glc NHAc-~acide lactique,

Le manque d'activité de la plupart des échantillons du colorant laisse supposer
que l'accumulation est due 3 une impureté du violet de gentiane,

Enfin, S, aureus est capable de synthétiser sa paroi en
milieu synthétique contenant seulement du glucose, de la D L Alanine, de l'acid:
L-glutamique et de la L-~lysine et dans ces conditions, sous 1l'action de la péni-
cilline, on observe la formation des nucléotides (STROMINGER et THRENN (163
mais dans ce méme milieu, privé de L-lysine, et en absence de pénicilline, on
constate l'accumulation d'un nouvel intermédiaire :

UDP-Glc NHAc— Lactyl-L-Ala~-D-Glu
La formation de cc nucléotide est due a l'incapacité de la cellule de synthétiser
la lysine entrant dans la composition du mucopeptide de la paroi.

L.a connaissance de la structure des nucléotides



(a) - BERG P, et JOKLIK W, ( 7))

(b) - STROMINGER J.L, et SMITH M. (162)
(c) - STROMINGER J. L, (160)

(d) - RICHMOND M, et PERKINS H, (134)

(e) - ITO E, et STROMINGER J. L. (70 )

(f) - ITOE, et STROMINGER J. L. ( 71)

(g) - ITO E, et STROMINGER J.L. ( 69)

(h) - ITO E, et STROMINGER J. L, ( 72)

(i) - PARK J. et STROMINGER J.L. (126)
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B) MECANISME DE LA FORMATION DES SPHEROPLASTES

1) Sphéroplastes obtenus par privation d'un métabolite de la paroi

LEDERBERG (97) a isolé un mutant de la souche d'Esche-
richia coli K 12 exigeant un acide diaminopinelique (DAP). En présence de cet
acide aminé le germe se développe normalement, mais s'il est porté dans un
milieu contenant tous les éléments indispensables 3 sa culture, excepté le DAP,
il se lyse ; lorsque cette expérience est effectuée en milieu hypertonique
(saccharosé a 10 p. cent), on observe au lieu de la lyse, une transformation en
sphéroplastes, Cette étude a été reprise par STROMINGER (161), celui-ci
constate-que le mutant exigeant ainsi que la souche dont il est dérivé, contien-
nent normalement un nucléotide en assez haute concentration,dont la structure
correspond 3
UDP~Glc NHAc~ Lactyl-L-Ala~-D-Glu~-meso DAP~D-~Ala-~-D~Ala, Par culture
en absence de DAP, au moment de la lyse du mutant, ce nucléotide disparaft
et se trouve remplacé par :

UDP~Glc NHAc— Lactyl-L-Ala~-D-Glu,

I1 semble donc que le DAP soit l'acide aminé suivant dans
la chaine peptidique et que cette accumulation de nucléotide soit superposable
a celle observée chez S, aureus privé de lysine, SHOCKMAN (151) (152)

a constaté un phénomeéne semblable chez Streptococcus faecalis :

ce germe se lyse par culture sur milieu contenant les acides aminés

indispensables, mais privé de lysine, Par ailleurs, une espce bacté-
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rienne, Lactobacillus bifidus (var. pennsylvanicus) présente naturellement

un trouble dans la synthese de la paroi ; cultivée sur milieux ordinaires,
la bactérie présente un aspect ramifié (bifide) ou globuleux. GLICK et
coll, (4E) ont montré que ce germe prend une forme bacillaire normale
seulement en présence de lait humain ou de N~-acetyl-D=-glucosamine qui
est incorporé alors dans 1'acide muramique de la paroi (O'BRIEN et coll,

(121) )i

2) Sphéroplastes induits par des substances inhibitrices de la synthdse de

la paroi

Le fluorouracileet 1'azauracileétudiés respectivement
par ROGERS (136) et par TAKAGI (166), induisent des formes anormales

chez S. aureus et E, coli et provoquent l'accumulation de nucléotides

anormaux dans le milieu,

Nous avons, par ailleurs, décrit le mode d'action de
la D cyclosérine qui bloque la syntheése de la paroi en se comportant
comme un analogue de la D alanine,

L'action des acides aminés de la série D peut &tre
comparée a celle des analogues structuraux .; LARK et LARK (92),
MICHEL et HITMANS (106) et GUILLAUME, DERIEUX et MARTIN (5) ont
décrit la possibilité d'obtenir des sphéroplastes en ajoutant au milieu de

culture un acide aminé de la série D respectivement chez Alcaligenes

.
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faecalis, Streptococciis haemolyticus et Escherichia coli. LARK ‘93) a

poursuivi ses recherches en étudiant l'incorporation de la méthionine
marquée par le 358 dans la fraction cellulaire insoluble dans le phenol
(correspondant au mucopeptide de la paroi et aux polyosides). Il a montré
que l'incorporation de l'acide aminé de la série D dans le résidu insoluble
augmentait jusqu'au moment de la formation des sphéroplastes ; cette
incorporation n'est pas modifiée par addition de chloramphénicol qui a la
prop riété de provoquer 1l'inhibition totale de la synthese des protéines du
protoplaste, sans influencer celle du mucopeptide de la paroi ; par contre,
la pénicilline bloque totalement 1'introduction de la D méthionine dans la
fraction insoluble dans le phénol, Ces arguments permettent de penser que
l'acide aminé de la série D prend la place d'un autre acide aminé D ou L,
constitutif soit du mucopeptide lui-m&me, soit des protéines qui lui sont
liées,

Contrairement aux acides aminés de la série D, le
glycocolle est un inducteur de sphéroplastes connu depuis longtemps
(DIENES et ZAMECNIK (32)) mais il n'existe que peu de travaux sur son
mode d'action. Seul PARK (127)signale que cet acide aminé provoque
l'accumulation de nucléotides chez S, aureus. Nous avons nous-méme
tenté, sans succes, d'étudier l'incorporation du glycocolle U14C (C.Z.A.)
dans la paroi d'E. coli ; les mesures précises de radioactivité sont rendues
difficiles du fait que l'acide aminé est métabolisé activement et que la

concentration inductrice est trés élevée (3 p. cent) ; nous ntavons pu, en

.



aucun cas, mettre en évidence une incorporation nette de glycocolle soit

dans un nucléotide, soit dans la paroi elle~-mé&me.
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On a coutume de classer la pénicilline parmi ces
inhibiteurs, cependant le mécanisme de l'interférence de 1l'antibiotique
dans le transfert du mucopeptide de 1'UDP vers la paroi est inconnu, La
grande majorité des auteurs s'accorde pour penser que 13 se situe le site
primaire de l'action de la pénicilline ; cependant, SAUKKONEN (142) a
montré que certaines souches de S. aureus accumulaient, sous l'influence
de la pénicilline des quantités considérables de cytidine diphospho-ribitol,
précurseur présumé du polyribitol phosphate de la paroi. Par ailleurs,
TRUCCO et PARDEE (177) estiment que le lieu d'action de la pénicilline
est la membrane cytoplasmique ; ceci supposerait une liaison étroite
entre membrane et paroi, la synthése de la seconde se faisant au niveau
de la premiere.

Chez E, coli, 1'induction de sphéroplastes par la
pénicilline est un fait bien connu depuis les travaux de LEDERBERG (97)
mais le mécanisme de leur formation n'a pu &tre élucidé & cause des
difficultés techniques dues A la complexité de la paroi de ce germe ;
cependant, si l'on utilise le DAP marqué au 14C comme précurseur de
la paroi, on constate que la pénicilline provoque une inhibition intense de

son incorporation dans la structure rigide (STROMINGER (185). ).

25
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II - ETUDE BIOLOGIQUE ET CARACTERES CULTURAUX DES

SPHEROPLASTES D'ESCHERICHIA COLI INDUITS PAR

LES ACIDES AMINES

Le mode d'obtention et les propriétés biologiques
des protoplastes obtenus par l'action du lysozyme, du phage, de la péni-
cilline ou d'une déficience métabolique ont été largement étudiés ; par
contre, nous n'avons que des renseignements épars sur les formes in-
duites par les acides aminés. GORDON et GORDON 4 6), les premiers
observent des modifications culturales et morphologiques chez les bacté-
ries du genre Vibrio cultivées en présence de glycocolle. MACULA et
COWLES (101)signalent le phénomene de lyse provoqué chez E. coli par
incubation 3 37°C dans un milieu contenant du glycocolle ; le processus
de la lyse et l'apparition de la résistance A cette lyse sont étudiés ensuite
par GORDON et coll. (47 ~ 48) et par SALMON (138). DIENES et ZAMECNIK

(32) décrivent la formation sous 1l'influence du glycocolle de colonies L. 2

partir de Salmonella typhi murium et Hemophilus influenzae.

Dans un travail d'ensemble, WELSCH (179)détermine
les conditions de formation et les propriétés des sphéroplastes d'Z, coli
induits au moyen du glycocolle : l'induction est réalisée avec des bactéries

en suspensions non proliférantes ou avec des germes en croissance, elle

/.
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est favorisée par 1'aération ou la prééence de bouillon nutritif et défavora-
blement influencée par diverses substances bactériostatiques ; l'auteur en
conclut que les conditions d'activité du glycocolle different de celles qui
permettent la transformation d'E, coli en protoplastes par le lysozyme ou
la pénicilline. Les Sphér0p1a.stes obtenus se lysent dans 1'eau distillée et
ils sont relativement stables en solution saccharosée hypertonique. Enfin,
il constate que certains acides aminés transforment les cellules d'E. coli
aussi bien ou mieux que le glycocolle, JEYNES (76}, dans une courte note
décrit 1'obtention de spheres par cultures sur milieu liquide contenant 3 p.

cent de glycocolle ; les bactéries étudides sont Vibrio cholerae, Salmonella

typhi, Salmonella typhi murium et Salmonella paratyphi B ; les propriétés

des sphéroplastes sont les suivantes : ils cultivent durant une période pro-
longée ; la sécrétion de la membrane et la division sont contrdlées par un
point granuleux ; la réversion vers la forme bactérienne est constante ; au
cours des repiquages successifs, la résistance 3 1'agent inducteur augmente
et la taille des spheres diminue,

Si l'on compare les propriétés des sphéroplastes
pénicilline avec celles des spheéres obtenues par l'action du glycocolle, on
constate certaines similitudes frappantes, mais aussi des différences
majeures ; par ailleurs, les descriptions des auteurs ayant étudié ces
dernidres formes anormales ne concordent pas toujours, il est vrai qu'ils
s'adressent 3 des germes appartenant 3 des espeéces différentes ; enfin, on

constate que certains acides aminés peuvent présenter les mémes propriétés

/.
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inductrices que le glycocolle.

Ceci nous a conduit & étudier systématiquement
1'induction des sphéroplastes d'E. coli par la pénicilline et les divers
acides aminés et a mbntrer que les acides aminés de la série D se com-
portaient comme le glycocolle. Aprés la mise au point d'une technique de
repiquage en série des sphéroplastes, 1'étude des caractéres culturaux
nous a amené i penser que certaines cellules capables de se reproduire
dans ces conditions, étaient des mutants produisant une substance muqueuse
de nature polyosidique. L'existence de ces mutants permet d'envisager un
mécanisme tres particulier de la résistance cellulaire aux substances

antibactériennes agissant au niveau de la paroi,

A) TECHNIQUES UTILISEES

Souches bactériennes

Nous avons utilisé les souches d'E, coli 71.062, 36

Burnet et différents mutants de la souche K 12 (Hfr C et 2,000 x 17 K)

Milieux de culture

Les milieux suivants ont été employés :

e o S ot - ———

Chlorure de sodium...... creereeoanea . 5¢
Phosphate dipotassique...... Gt lg
Extrait de Levure Difco....... e . 3g
Extrait de viande Liebig........... Cenen 3g
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Protéose peptone Difco................. 10 ¢
GluCOSBE i v ittt i st i 4 g
Eaudistillée ....., ... i iiiinnnnnn, 1,000 ml

Pesbetumpra il Ay

Phosphate dipotassique «ivevvecvnvnarsns 18 g

Phosphate monopotassique .............. 2g
Chlorure de sodium ............ e 4 g
Sulfate de magnesium (7 HZO) ............ 80 mg
Sulfate ferreux (7 HZO) .................. 4 mg
Sulfate de manganese ........civevvunn.n 16 mg
Chlorure d'ammonium.................. lg
GluCOSBE . .t it i it ittt et st i 10 g
Eaudistillée ....... ...t iiinenneennnn. 1,000 ml

Les phosphates, les chlorures, les sulfates et le
glucose sont stérilisés séparément en solutions
concentrées cing fois, par autoclavage & 105°C
durant 30 minutes.

——— S ot st — S

Solution tampon

Phosphate monopotassique.. ............. 4 g
Phosphate dipotassique ... ........ e 36 g
Baudistillée ... ...t i 100 ml

ajuster a pH 8 - Stérilisation par autoclavage

3 105°C durant 30 minutes,
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Solution minérale

Sulfate d'ammonium........ teeensaa cvve. 40 g
Sulfate de magnesium (7 HZO) ........... . 4
Sulfate ferreux (solution 2 0,5 p. cent).... 2 ml
Chlorure de manganese (solution 2 0,5

4 ml

p. cent)

ClNa ... ittt iiiie i ans e 0,3 g
H_O bidistillée .........c0.0u... vereases 1,000 ml

2

autoclavé & 105°C durant 30 minutes.

Solution de glucose & 10 p. cent stérilisée a

105° durant 30 minutes,

- MS liquide :

solution tampon. ...veeevee 5 ml
solution minérale......... 5ml
solution glucosée ......... 10 ml
cau distillée stérile....... 80 mi

- MS gélosé : on remplace 1'eau bidistillée par 80 ml d'une
solution de gélose 4 1,5 p. cent dans l'eau bidistillfe,

stérilisé A 110°, 30 minutes,

MS E’»1 : 4 100 ml de milieu M S, on ajoute 0, 40 ml d'une
solution de vitamine B1 a 500 g par ml, stérilisée par

autoclavage 3 105° durant 30 minutes.

M S C : le milieu MS est additionné de solutions des
acides aminés et des bases puriques en quantité

telle que leurs concentrations soient de 0,003 p. cent
et des divers facteurs de croissance & une concentraticn

10 fois plus faible.
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Préparation des sphéroplastes d'E. coli

Une culture bactérienne en phase exponentielle de
croissance en milieu B P G est diluée au —-:11—- avec le mé&me miiieu auquel
on a ajouté 0,27 p. cent de sulfate de magnésium et 13 p. cent de saccha-

rose. Le mélange est incubé 2 37°C durant 45 minutes ; on ajoute alors

1'agent inducteur et 1'on porte de nouveau & 37°C

B) RECHERCHES DES SUBSTANCES INDUCTRICES

Nous avons montré que l'addition du glycocolle 2 une
suspension d'E, coli en phase de croissance en milieu B P G contenant 10
p. cent de saccharose et 0,2 p. cent de sulfate de magnésium, donne lieu
3 la formation de sphéroplastes quand la concentration de 1'acide aminé
dans le milieu est de 3 p. cent {0,4 M) (51}, L'essai dans les mé&mes
conditions de substances métaboliquement proches du glycocolle ne nous
a conduit 3 aucun résultat positif, sauf s'il s'agissait d'un autre acide
aminé. Une étude systématique de l'action des différents acides aminéé en
notre possession met en évidence les points suivants :

- les acides o aminés ayant leurs fonctions acide et
basique libres sont actifs ; si 1'une ou l'autre de ces fonctions est modifiée
ou bloquée on n'observe plus aucun pouvoir inducteur.

- sculs les isomeres D déterminent la formation de

sphéroplastes, 1'addition de l'acide aminé de la série L. ne modifie pas

/s
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l'action de son énantiomorphe,

Le tableau I indique l'origine et les concentrations
d'acides aminés susceptibles de transformer 90 p. cent de bactéries en
sphéres 3 37°C en milieu B P G, La D proline et le D aspartate de sodium
n'ont aucune action tandis que le D glutamate présente un pouvoir inducteur
tres faible ; il semble que les acides aminés dicarboxyliques d¢ la série D
péndtrent difficilement dans la cellule bactérienne, quant 3 la D proline, on
peut penser qu'il lui manque une fonction amine primaire (l'acide pyrrolidone

carboxylique préparé A partir de l'acide DL glutamique, est lui aussi tota-

lement inactif),

HOOC-HT e CH2 HOOC-HC —mre CH2

|
HN CH HN H
2 2

Proline ac. pyrrolidone carboxylique

Ces constatations établissent un lien entre les diverces
descriptions de cellules anormales obtenues par culture en présence d'aci~
des aminés. Il semble qu'il s'agisse 14 d'une propriété générale des acides
aminés de la série D, dont le glycocolle peut &tre considéré comme le

premier terme.



Glycocolle

D alanine

D wvaline

D isoleucine

D serine

D thréonine

D méthionine
Acide D aspartique
Acide D glutamique
D lysine

D phenyl alanine
D proline

D histidine

Concentrations

Provenance molaires
actives
Hoffman La Roche 0,4
" 0,3
b 0, 15
" 0,20
N.B.C. 0,25
N.B.C. 0,15
Manci 0,15
N.B.C. -
N.B.C. »0,6
Fluka 0,2
Hoffman La Roche 0,15
Fluka -
Hoffman La Roche 0,15

TABLEAU 1

————
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C) ETUDE DE LA TRANSFORMATION EN SPHEROPLASTES

Cette étude est rendue difficile par le fait que, au cours
de l'induction, un grand nombre de sphéroplastes se lysent spontanément ;
1'évaluation de la proportion des cellules transformées est donc entachée
d'une erreur par défaut trés importante ; de plus une proportion variable
(pouvant aller jusqu'a 5 p. cent) des bactéries mises en suspension, sont,
sinon mortes, tout au moins incapables de se diviser ; or, nous verrons
ultérieurement que ,pour se transformer,une cellule doit se développer ;
enfin, on observe, en milieu liquide, des ébauches de divisions de sphéro-
plastes dont nous n'avons pu constater 1l'aboutissement, Donc, quand on
examine, 2 l'aide du microscope en contraste de phase, une suspension
bactérienne en voie de transformation, on voit :

1) des bactéries parmi lesquelles certaines, par nature,
sont incapables de donner des sphéroplastes, et d'autres dont 1'induction
n'est pas commencée.

2) des spheres en formation et des sphéroplastes.

3) les membranes vides ('ghost'" des auteurs anglo-
saxons),

Cn ne peut apprécier l'importance de la lyse., C'est
pourquoi nous avons souvent préféré suivre la cinétique de la transformation.

Techniques d'examen : une goutte de suspension bacté-

rienne en milieu gélosé & 0, 2 p. cent (dans le but d'éviter les mouvements

.
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browniens) est comprimée entre lame et lamelle, puis les bords de cette
dernitre sont paraffinés ; 5 ou 6 champs sont repérés et examinés 3 inter-
valle régulier 3 l'aide du microscope en contraste de phase avec l'objectif
a immersion ; en dehors de ces examens, les préparations sont incubées i
1'étuve 3 37°C.

Par ailleurs, 1'évolution de préparations semblables 3
été filmée au moyen de la chambre micro-cinématographique C, Zeiss, 3
la cadence de 30 images & la minute (correspondant & une accélération de 32
lorsque le film est projeté 2 la vitesse normale), La division des sphéro-
plastes a été élndide de la m@me fagon, mais les suspensions bactériennes

PN

sont faites en milieu gélosé 3 1 p. cent, comprimé entre lame et lamelle,

préalablement portées a 60°C.

1) Facteurs favorisants ou inhibiteurs

Les divers produits décrits par LEDERBERG et
5t CLAIR (77) comme protecteurs des sphéroplastes induits par la péni-
cilline, ont une action semblable sur les spheres induites par les acides
aminés ; mais le saccharose a un effet moins marqué sur ces dernidres que
cur les sphéroplastes pénicilline ; il nous semble que les acides aminés
employés 2 fortes concentrations, puissent remplacer partiellement le
saccharose dans son rdle de substance hypertonique. Le sulfate de magné-
sium se montre toujours indispensable. Dans tous nos essais, nous avons

donc mis en suspension les bactéries dans des milieux additionnés de saccha-

A
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rose et de sulfate de magnesium aux concentrations respectives de 10 et
0,2 p. cent.

Sur le tableau II, nous avons fait figurer la proportion
des sph&éres obtenues dans des milieux différents en présence d'acides
aminés ou de pénicilline. On observe seulement une transformation effec-
tive dans un milieu apte 3 assurer la multiplication bactéricnne (milieux
5G, MS ou B P G) et la vitesse d'induction est d'autant plus grande que le
milieu est plus riche. Cependant, en milieu non nutritif, on constate la
formation de quelques spheres ; ceci peut s'expliquer de la facon suivante :
en apportant la suspension bactérienne, on ajoute des traces d'éléments
nutritifs permettant 3 quelques cellules de se développer et de se trans-
former ; les sphéres en se lysant libérent des produits assurant la crois~
sance et, par la mé&me, l'induction d'un plus grand nombre de sphéro-
plastes ; ainsi, on aboutit lentement 3 une certaine proportion de cellules
sphériques.

L'addition d'inhibiteurs de la croissance, a leur con-
centration bactériostatique, tels que le chloramphénicol ou la chlortétra-
cycline, empéche toute transformation. Comme la pénicilline, les acides
aminés transforment donc en sphéroplastes seulement les cellules en
phase de croissance ; cela semble exclure toute action directe des acides
aminés sur la paroi prééxistante, et plaide en faveur d'un mécanisme

d'inhibition de la synthese de cette paroi, ‘
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2) Cinétique de la transformation

Les processus de la formation des sphéroplastes par
l'action des acides aminds et de la pénicilline sont trés semblables ; apres
addition de l'inducteur aux germes en phase logarithmique de croissance,
on n'observe aucune modification morphologique durant un temps de latence
variant de 15 & 30 minutes ; puis, généralement au milieu de la bactérie,
apparaft une excroissance qui augmente lentement de volume (planche I,
fig. 1 4 9) ; la cellule devient sphérique en une heure environ et résorbe
peu & peu ses deux extrdmités, Cependant, cette issue heurcuse est assecz
rare ; le plus souvent, on constate la formation brutale d'un bourgeon,
celui-ci grossit et en quelques secondes prend une forme sphérique en
restant relié au germe par un pédoncule fin, Cette excroissance a une vie
éphémere : elle éclate durant les minutes suivantes, le contenu cellulaire
se vide et il reste une paroi vide qui, elle-méme, se lyse rapidement
(planche I, fig. 16 & 12).

Ces faits peuvent &tre interprétés de la manieére sui-
vante : lorsque la formation de l'excroissance est trop brutale, celle-ci
romptla couche superficielle lipopolysaccharidique de la paroi qui serait
nécessaire a la stabilité du sphéroplaste, L'absence de limite nette entre
la sphere et la bactérie plaide en faveur de la persistance de cette couche

dans le cas d'une transformation menée 2 bien,

L'estimation du nombre de sphéroplastes obtenus a
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partir d'une suspension bactérienne est délicate, en effet les dilutions
successives en vue de leur numération détruit un nombre important de
cellules ; cependant, on peut considérer que 10-2 a 10-4 bactéries sont
capables de se transformer en spheéres en milieu hypertonique liquide ou
faiblement gélosé.

La propriété de sec transformer en sphéroplastes,
présentée par une proportion faible de la population bactérienne correspond
soit 2 un état physiologique favorable de certaines cellules au moment de
l'induction, soit & un caractere particulier de certains clones leur permet-
tant de survivre sous cette forine anormale, Nous serons amenés a envi-

sager cette derniere hypotheése lors de nos essais de culture des

sphéroplastes.

3) Evolution et culture

La culture en phase L, c'est-a-dire le développement

en surface de la gélose de microcolonies de Proteus hauseri, est connue ce

longue date. LEDERBERG (97) 2 montré qu'il est possible de cultiver lec
sphéroplastes pénicilline d'E, coli au sein d'un milieu nutritif, gélosé a

1 p. cent, contenant du saccharose et du sulfate de magnesium. Nous avons
étudié le comportement dans ces mémes conditions, des spheéres induites
par les acides aminés, mais auparavant, nous avons cherché a déterminexr

si des divisions avaient lieu en milieu liquide,

— e — o S—" b Y o vt St e e s, e s’

En milieu liquide ou faiblement gélosé (0, 2 p. cent), on
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voit apparaitre, des la fin de la période d'induction, une vacuole en forme
de croissant, située contre la paroi du sphéroplaste (planche I - fig, 73 9
et 13 3 15). Souvent, & ce stade, la vacuole envahit presque toute la cellule
qui éclate., Mais parfois la sphére émet des protubérances de tailles
variables (planche I - fig, 7 3 9) qui s'allongent, s'étranglent et se sépa-
rent de la cellule mé&re ; elles aboutissent 3 la formation de petites spheres
satellites, dont nous n'avons jamais pu suivre 1l'évolution ultérieure par

examen direct. Les essais de repiquage sont tous restés infructueux.

P S e S SV S G Ve . " v w—— S~ ——— — e s

Nous avons pu obtenir des cultures en série de sphéro-
plastes induits au moyen des acides aminés, seulement au sein d'un milieu
fortement gélosé, réparti en tube A essai sur une hauteur de 10 cm ; en
effet, 1a croissance de nos formes bactériennes anormales est souvent
inhibée par l'oxygene, il n'est donc pas possible de couler les milieux
gélosés contenant la suspension bactérienne, en boite de Pétri, comme le
fait LEDERBERG, Notre technique est la suivante : le milieu nutritif, conte-
nant 'acide aminé inducteur, gélosé 3 1 p. cent et réparti & raison de 15 ml
par tube de 160 x 16 mm est maintenu liquide 3 48°C ; environ 2--109 germes
sont soigneusement mis en suspension dans ce milieu, immédiatement
refroidi puis incubé & 37°C., Aprés 24 heures, on constate un dégagement
gazeux important et un trouble du milieu, correspondant au métabolisme

résiduel de la plupart des cellules avant leur lyse. On préldve alors 1 mi
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que l'on triture avec le méme volume de milieu neuf et que 1'on porte
ensuite dans un milieu gélosé 3 1 p. cent. Apres un temps de latence va~
riant de 3 & 8 jours, on voit apparaitre quelques colonies dont le nombre
est tres faible par rapport & celui des bactéries ensemencées initialement,
on peut évaluer leur proportion comme inférieure a 10-7. Ces colonies
sont ensuite repiquables en série dans les mé&mes conditions. Ces résul-
tats nous conduisent & envisager 1'hypothese suivante : lors de la premitre
culture, on sélectionne, en nombre trés faible, des mutants capables de se
développer et de se diviser sous forme de sphéroplastes ; ces clones résis-
tants peuvent alors &tre cultivés sans difficulté,

A l'examen direct des colonies en milieu gélosé, on
observe d'abord une augmentation de volume des cellules serrées les unes
contre les autres (planche I, fig. 16 3 18) puis des divisions par cloison-

nement transversal (planche I, fig, 19 & 21).

Influence de divers facteurs sur la culture

La concentration optima en gélose dans le milieu est de
1 p. cent ; les concentrations de 0,8 et de 1,5 p. cent sont les limites en
dessous et en dessus desquelles le développement des sphéroplastes devient
tres difficile.

La richesse du milieu en éléments nutritifs a une influ-

ence variable selon le moment de la culture ; lors du premier passage sur

milieu gélosé, il est indispensable que celui-ci soit tres riche (milieu

./
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BPG) ; le tableau XXI montre que l'addition de peptone au milieu synthé-
tique est nécessaire pour que l'on obtienne un début de croissance. Sur
milieu synthétique (SG ou MS), aucune culture n'cst observée. Mais les
repiquages ultérieurs peuvent 8tre faits sur milisu pauvre avec autant de
succes que sur milieu complexe,

La présence de sulfate de magnesium est indispensable
tandis que le saccharose, s'il est indispensable 2 la croissance des sphéres
pénicilline, semble moins nécessaire pour la culture de sphéroplastes in-
duits par les acides aminés (Tableau XX).

Souvent 1'anaérobiose stricte est exigée par les sphéro-
plastes, mais ce caractere est variable suivant les souches et les acides
aminés mis en jeu. En présence de glycocolle, de D alanine, de D valine,
de Dmaéthionineet de D lysine, les spheéres provenant des souches 71,062
et 36 Burnet se développent seulement dans la zone anaérobie tandis que la
souche H fr C présente le mé&me caractére avec 1a D histidine., Pensant que
le rdle de la gélose pouvait &tre d'empécher la pénétration de 1'air dans le
milieu, nous avons essayé diverses techniques de culture en absence d'oxy-
géne, cela sans aucun succes,

Enfin la température d'incubation a une influence pré-
pondérante sur la croissance des sphéroplastes. Le nombre de cellules
capables de se multiplier sous forme de sphéroplastes augmente considé-

rablement, 3 mesure que la température d'incubation baisse (Tableau

.
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XVII ). Ce fait sera étudié dans le chapitre concernant les mutants

muqueux d'E, coli,

- . oy i — —— —— o — —— ——— O o " Sl Vvl S i V" S WO i i SOV

En ensemencant des bactéries a la surface de milieux
de mé&me composition que ceux utilisés pour les cultures en profondeur,
mais contenant des concentrations d'acides aminés inférieures a la concen-
tration inductrice, on constate, apres incubation 3 37° C, la formation de
colonies d'aspect muqueux, tres différentes de celles du germe initial,
Apres plusieurs repiquages en présence de concentrations croissantes d'in-
ducteur, on obtient des colonies qui, examinées immédiatement, se montrent
composées exclusivement de sphéroplastes petits et denses ; ensuite, on voit
apparaitre des formes bactériennes normales qui envahissent la culture,
Nous considérons ces spheres comme des formes intermédiaires entre
sphéroplastes et bactéries normales rendues résistantes a l'inducteur par
repiquages successifs en sa présence., Le méme phénomene peut &tre obser-

vé en milieu liquide,

Réversion vers la forme bactérienne
Les sphéroplastes portés sur un milieu nutritif sans
inducteur, réversent vers la forme bactérienne. De&s la premiere division,

les deux cellules filles prennent une forme allongée, la division suivante

conduit & quatre bactéries normales. Cette réversion a toujours lieu, méme

/.



aprés de nombreuses subcultures des sphéroplastes.

Les souches bactériennes obtenues présentent des carac-
teres morphologiques et biochimiques identiques 2 ceux de la souche initiale,
2 une exception preés : certaines d'entre elles cultivées sur milieu solide
donnent des colonies d'aspect muqueux. Ce caractere acquis au cours du
passage de la cellule sous la forme de sphéroplaste est 3 la base de notre

étude ultérieure sur la résistance aux agents inducteurs,

4) Etude de la résistance des sphéroplastes 1'agent inducteur

Au cours de nos essais de culture des formes anormales
sphériques, nous avions remarqué i quel point la proportion des bactéries
capables de donner naissance & des colonies de sphéroplastes en milieu
solide était variable suivant les souches étudiées et souvent faible (de l'ordre
de 10.'7 a4 37°C pour la souche H fr C, de 10”4 pour la souche 36 Burnet) ; de
plus cette culture initiale devait obligatoirement &tre réalisée en milieu
riche., Par contre, apres la sélection faite lors du premier repiquage, la
croissance devient aisée, le nombre de colonies obtenuesa partir de chaque
colonie de sphéres est important et le milieu nutritif peut &tre pauvre, Ceci
semble &tre le résultat de la sélection de mutants ayant la propriété de se
développer sous forme de sphéroplastes, Cette propriété correspond, soit
a une indifférence de certaines bactéries a la toxicité des substances induc-
trices, soit 3 un caractére général de rester viable dans des conditions

physiques défavorables.
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Dans le premier cas, on doit observer une résistance
spécifique vis-a~-vis de l'agent inducteur en cause et, selon le produit trans-
formant, des différences importantes dans le nombre de mutants obtenus ;
dans le deuxieme cas, les sphéroplastes, sélectionnés préalablement par une
substance inductrice déterminée, seront capables de se développer aussi
bien dans des milieux contenant d'autres inducteurs qu'en présence de cette
substance. Or, d'une part, la proportion de mutants isolés en présence des
divers inducteurs est la mé&me, aux erreurs d'expérience pres, d'autre part
une culture de sphéroplastes pénicilline repiquée en présence de pénicilline,
de glycocolle ou de D histidine, donne des subcultures identiques ; il en est
de mé&me si les spheres ont été induites au moyen du glycocolle ou de la D
histidine., La s:élection des mutants n'est donc pas spécifique d'un inducteur,
mais correspond i la propriété de certains clones de se diviser a l'état de
sphéroplaste.

Les souches bactériennes obtenues par réversion des
cultures de sphéroplastes présentent parfois un caractére nouveau: celui
de former sur milieu solide des colonies d'aspect muqueux, coulant 3 la sur~
face de la gélose., C'est ce caractére que nous allons étudier, afin de déter~

miner s'il est 1li€ 3 la résistance a 1'agent inducteur.
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III - CBTENTION DE MUTANTS SYNTHETISANT UNE

SUBSTANCE MUQUEUSE

A la suite de nombreuses subcultures de sphéroplas-
tes AI'E, coli H fr C en profondeur sur milieu BPG contenant de la
D histidine (concentration 0,15 M), nous avons observé qulun certain
nombre de sphéroplastes, repiqués en surface en l'absence d'inductcur
donnaient naissance a des colonies d'aspect muqueux. Alors que les
colonies normales sont séches et ont un diametre de 2 2 3 mm, les
colonies muqueuses atteignent un diametre de 10 mm, elles sont bom-
bées; opalescentes et coulent si l'on incline le milieu gélosé. Nos
expériences sur les sphéroplastes induits au moyen de la D histidine
ont été interrompues a cause des difficult€s de se procurer cet acide
aminé, mais nous les avons reproduites et complétées par 1'étude de
la réversion des sphéroplastes obtenus a l'aide du glycocolle et de ia
pénicilline,

L'isolement de souches muqueuses a été réalisé par
trois procédés différents : réversion apres cultures en profondeur des
sphéroplastes, culture en surface en présence de substances inductrices,

ou transfert du caract®re muqueux par recombinaison génétique.
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A) REVERSION APRES SUBCULTURES DE SPHEROPLASTES AU SEIN

DE LA GELOSE.

Les essais d'obtention de colonies muqueuses ont
été faits avec les souches d'E. coli 36 Burnet, 71.062 et diffétrents
mutants dérivés de la souche K 12, en particulier la souche H fr C.
L'isolement des bactéries formant une substance muqueuse présente
des particularités pour chaque souche étudiée, cl'est pourquoi nous
envisagerons successivement les résultats obtenus avec E. coli K 12,
puis avec les autres souches.

1) Les différents cldnes dérivés de la souche K 12,
sont ensemencés en profondeur a raison de 2.108 germes par ml en
milieu BPG gélosé & 1 p. cent, additionné de saccharose {10 p.cent),
de sulfate de magnésium (0,2 p.cent), et contenant de la pénicilline
(1,000 unités par ml), du glycocolle (concentration 0,4 M) ou de la
D histidine (concentration 0,15 M) ; apres 3 jours dtincubation a 37°C,
les colonies de sphéroplastes sont prélevées, broyées 2 llaide d'un
agitateur et mises en suspension dans du milieu BPG liquide. Une
partie de cette suspension est portée dans le mé&me milieu d'induction
solide, pour obtenir des subcultures de sphéroplastes ; une autre partie
est étalée 2 la surface d'un milieu M S By, apres dilutions telles que
les colonies obtenues par incubation de 24 heures & 30°C soient conve-

nablement espacées, La m&me opération est répétée lors de chaque

Vs
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repiquage du milieu d'induction, Sur milieu M S B; on observe parfois
'apparition de colonies d'aspect muqueux (colonies M) reproduites sur
laplanchell. Leur nombre par rapport 2 celui des colonies normales,
variable lors de la réversion des premieres subcultures de sphéroplas-
tes, devient trés important aprés un certain nombre de repiquages. Sur
le tableau III, nous avons résumé l'obtention de souches M 2 partir de
la souche H fr C en fonction du nombre de repiquages sur milieu conte=
nant du glycocolle,

Les variations du pourcentage des colonies M
obtenues lors des premidres réversicns, nous a conduit & étudier systé-
matiquement l'influence de divers facteurs culturaux : la modification
de la nature du milieu inducteur (milieu M S Bl) ou de la température
d'incubation n'ameéne pas de changement sensible dans le taux des
colonies M obtenu apres réversion. On peut noter toutefois une légere
diminution de leur nombre lorsque la température d'incubation est
inférieure 2 37°C, Par contre, le temps d'incubation joue un rbGle
prédominant :: une culture de sphéroplastes H fr C, sur milieu BPG ~
glycocolle, apres 2 jours d'incubation & 37°C, donne, par réversion,

7 p.cent de colonies muqueuses, apreés 6 jours: 22 p.cent, apres 16
jours: 48 p.cent. Ces résultats semblent indiquer que parmi les indivi-
dus capables de cultiver sous forme de sphéroplastes seuls ceux qui
synthétisent la substance muqueuse, peuvent rester viables apres

contact prolongé avec la pénicilline, le glycocolle ou la D histidine.

-/
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36 Burnet
\ r -~ \
Culture en profondeur sous

forme de sphéroplastes

Milieu BPG + Glycocolle

- HAfrC

a 37°C
p.cent de colonies M p.cent de colonies M )
obtenues par réversion obtenues par réversion R.etrersa.on sur
sur milieu MS B 1 sur milieu MS B, ™ilieu BPG en
a 30°C { % 30°C surface & 37°C
!
v
0 ... ... lere subculture ......... . 0
|
3 teveeases 2€me Y . 0
25 ..... . 3 e — e 0
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6 i, 4 o m——— e 0
N 18 ......... 5 :ﬂm:!“. LI O
e e
' 2 e 6 j: ....... . 0 lere subculture
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. 9 . 7 - — e 0 2eme v
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60 .......... 8 - J/ .......... O \’\
\!J 3eme
23 .. 9 - J’ .......... 0
67 e, 10 - @ —— ., . 0 ¥
‘L 9e¢me
94 .......... | R A 0, 05 %
| v
T8 . 7 S A 0 Colonies M
87 ..., A3 - —— e 0
!

TABLEAU III

Obtention de colonies rauqueuses a partir des souches Hfr C et 36 Burnet.

Chaque fleche correspond 2 un repiquage de la culture
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2) L'obtention de bactéries M a partir de la souche
d'E. coli 36 Burnet est plus laborieuse et le petit nombre de souches isolées
ne pous a pas permis d'en tirer des conclusions générales. Apres 30
subcultures sur milieu d'induction incubé 3 & 4 jours a 37°C, nous avons
observé une fois seulement la formation d'une colonie muqueuse par réver-
sion sur milieu M S B). Mais si la réversion est faite en surface d'un mi-
lieu BPG, apres 6 4 15 repiquages en masse de colonies d'aspect normal,
sur ce m&me milieu, on voit apparaitre quelques colonies M ; il n'a pas été
possible de déterminer la cause de cette transformation spontanée
(tableau III).

Cependant, par vieillissement de plusieurs mois d'une

culture de sphéroplastes, il est possible de sélectionner comme 2 partir de

la souche K 12, des bactéries M.,

3) La souche 71,062 a un comportement intermédiaire
entre celui des deux souches précédemment décrites, On observe a la fois
la formation de colonies M par repiquages successifs des bactéries apres
réversion, et la sélection de mutants M au cours des subcultures sur mi-

lieu d'induction.

B) CULTURES EN SURFACE SUR MILIEU CONTENANT L!'INDUCTEUR,

Les différentes souches d'E, coli, cultivées 4 la

surface d'un milieu BPG additionné de saccharose, de sulfate de
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magnésium et d'un acide aminé 2 une concentration inférieure 2 la
concentration inductrice (glycocolle 0,2 M, D hisiidine 0,1 M) donnent
des éolom‘.es d'aspect muqueux ; celles-ci sont composées d'un mélange
de sphéroplastes et de bactéries normales,

Par repiquage sur milieu sans inducteur, quelques
colonies conservent leur caractére muqueux, les autres reprennent leur
morphologie normale. Les modalités d'obtention en surface des mutants
M sont ici les m&mes quelles que soient les souches bactériennes

essaydées.
C) TRANSFERT GENETIQUE DU CARACTERE MUQUEUX

La propriété de synthétiser a 30°C une substance
muqueuse peut &tre transmise d'une souche 4'E, coli K12 H fr C proto~
trophe (souche mfle transmettant, & haute fréquence, une partie ou la
totalité de son chromosome) & une souche K12 F~ ; il s'agit de la
souche F~ 2,000 X 17 K dont les caractércs sont les suivants :

T= L= Arg~ Bi’ Lac™ Sm*.
Nous avons suivi la technique de croisement décrite

par JACOB et WOLLMAN (75), consistant & mettre en contact & 37°,

. e Mg o o T ot o — ey T it S | s o g o it i i e i i M o ot U Al it T A S T S VA o o i St Ay

Bactéries T, L=, Arg~, Bj~ : exigeantes respectivement en
threonine, leucine, arginine, wvitamine Bl ; Lac™ ¢ germes
incapables d'utiliser le lactose ; SmY : résistants 2 la
streptomycine.
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les cultures, sur milieu BPG, des deux souches en phase exponentielle
de croissance : 1,9 ml de culture de Hfr C et 0,1 ml de culture de
F~, Apres une heure d'incubation, on effectue des dilutions qui sont
étalées sur les milieux permettant de sélectionner les recombinants
suivants : Tt LT Sm¥ (MSB; additionné d'arginine et de streptomycine);

Lac+

Smt (1\/;881 dans lequel le glucose est remplacé par du lactose
et contenant de la streptomycine, de la threonine, de la leucine et de
l'arginine) ;

Lrgt SmT (M5B additionné de threonine, de leucine et de streptomy-
cine).

Le caractére mugueux ne permettant pas d'effectuer
une sdélection, sa fréquence de transmission peut seulement &tre mesu-
rée de facon indirecte en analysant les recombinants sélectionnés pour
les autres caractéres. Sur le tableau IV, nous avons résumé les résul-
tats de deux croisements. On remarque que dans les deux cas, M est
plus proche de Lac que de T et d'Arg : en effet, la fréquence d'appa-
rition de M est maximale lorsque les recombinants ont été sélectionnés
pour les caractdres Lact Sm®, Par ailleurs, les pourcentages d'appa-
rition des caractéres Lact et M chez les recombinants T7 LT Sm?® et
Arg+ Sm?¥ sont toujours voisins. Il faut cependant noter que lafréquence
de conjugaisons est faible, ceci est di a la présence de substance

muqueusec.



- ’1 s /s
Souche |Caractires de sélection Caracteres marqueurs non sélectionné
HfrC des recombinants T+ Lt Lact Arg * M
Tt LT Sm?¥ 100 30,5 10,3 22,5
MH 21{ Lact SmT 66 100 10 86
Argt SmT 36 14 100 9,2
T+ Lt Sm? 100 35 6,2 28
MG 6 Lact Sm¥ 73 100 4,2 76
, Arg? Smr 48 15 100 9,2
Tableau IV

Pourcentage de recombinants présentant certains caractéres marquen:s

~

par rapport a la totalité des recombinants sélectionnés au moyen de

ces m&mes caractéres (caractére muqueux excepté)

La souche réceptrice est la souche 2.000 X 17 K
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Ces expériences permettent d'obtenir de nouvelles
souches M et démontrent que le caractére M est sous la dépendance d'un
déterminant génétique, situé prés des genes qui gouvernent l'utilisation

du lactose,

D) DISCUSSION

Les modalités d'obtention de mutants M dérivés des
diverses souches d'E, coli permettent de faire les remarques suivantes:

1) Les bactéries M sont bien des mutants ; ceci est
démontré par les expériences de transfert du caractére muqueux.

2) Ces mutants sont vraisemblablement isolés par
sélection en deux étapes : la premidre est réalisée au moment de la
culture initiale en présence d'agent inducteur ; seuls quelques individus
parmi la population ensemencée, sont capables de se diviser et de
former des colonies, soit en surface, soit en profondeur., Une deuxieme
sélection s'opere lors du vieillissement du milieu d'induction en profon-
deur ; elle correspond i la survie des mutants M dans de telles condi~-
tions. Dans le cas de cultures en surface sur des milieux contenant
des concentrations sous inductrices d'acides aminés, on sélectionne
par repiquage sur milieu ordinaire les colonies conservant leur

caractére muqueux.,



3) Mais on peut aussi formuler l'hypotheése suivante :
les acides aminés et la pénicilline ne seraient pas des agents de sélec-
ticn, mais détermineraient des modifications irréversibles, et héré-
d¥aires au niveau de certaines voies de biosynthese, dont la conséquence
sexait la production de la substance muqueuse. Cette hypothése ne peut
8tre retenue, tout au moins si l'on élimine la possibilité dlune action
directe des inducteurs au niveau des génes, puisque le caractére M
peut &tre transmis a3 une souche réceptrice.

4) Le probléme de l'apparition spontanée de colonies
M wvar subcultures sur milieu sans inducteur de la souche 36 Burnet,
n'a pas regu de réponse ; en effet, sur milieux ordinaires, la souche
sauvage a une vitesse de croissance plus élevée que le mutant M ;
dans ces conditions la sélection joue en faveur du germe sauvage.
Cerrains facteurs de culture pourraient peut &tre favoriser la crois-
sance de bactéries M, trop peu nombreuses initialement pour &tre

mises en évidence; mais nous n'avons pu en apporter la preuve.

E) NOMENCLATURE ET ENTRETIEN DES MUTANTS M UTILISES

Nous avons étudié seulement les mutants M sélec-
v tionnés aprds cultures en profondeur sous forme de sphéroplastes ou
P

! les souches provenant de leur recombinaison.
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La nomenclature suivante a été employée : pour les
mutants provenant de la souche H fr C, la lettre M indique le carac~
tere muqueux, P, G ou H la substance inductrice qui a opéré la sélec-
tion (pénicilline, glycocolle ou D histidine), le numéro correspond au
nombre de subcultures sous forme de sphéroplastes, les lettres de l'alpha~
bet grec aux divers clones isolés lors d'une mé&me réversion ; ainsi
le mutant MH 7o est une souche muqueuse provenant de la colonie oX
obtenue par réversion aprés 7 subcultures d'E. coli H fr C sous forme
de sphéroplastes en présence de D histidine. Les mutants isolés 2
partir d'autres souches bactériennes suvent la m&me nomenclature,
mais leur numéro d'ordre est précédé dunom de la souche et le chiffre
romain correspond au nombre de repiquages, sur milieu ordinaire,
nécessaires pour obtenir la souche muqueuse.

Il n'a pas été possible d'entretenir les mutants M par
culture en masse sur gélose ordinaire; en effet, sur ce milieu, la sélec~
tion joue en faveur de la mutation reverse, on voit réapparaftre a plus
ou moins longue échéance la souche sauvage. Le tableau V donne les
taux de croissance comparés de la souche sauvage et d'un mutant M ;
ce taux est nettement plus bas pour le mutant ; celui-ci aura tendance
2 disparaftre lorsqulil est mélangé a la souche sauvage dans un milieu
de culture., Les mutants M sont donc entretenus par isolements succes-

sifs sur milieu MSBI, incubé a 30°C ; chague mois une colonie

e



. Hifr C
Milieu de MHEO
croissance HirC MH 7 J4MH 7¢X
MSB1 1,57 1,16 1,35
MSC 2,74 1,94 1,41
TABLEAU V

————

- nombre de divisions
temps (heure)

Taux de croissance ( b ) de la souche
sauvage et d'un mutant muqueux sur deux milieux liquides
incub& 3 30°C avec agitation constante, La dernidre colonne

donne le rapport des taux de croissance des deux souches,

sensiblement constant pour les deux milieux
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muqueuse est repiquée dans les mé&mes conditions, Il faut remarquer
que ce procédé, nécessaire pour conserver les souches M, comporte
le risque de sélectionner 3 partir de celles-ci des mutants présentant

de nouvelles propriétés,
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IV - ETUDE DE LA SYNTHESE DE LA SUBSTANCE MUQUEUSE

A) ETUDE PRELIMINAIRE DES CONDITIONS DE FORMATION DU MUCUS

PAR CULTURE SUR MILIEU SOLIDE

Des nos premiers essais, nous avons remarqué que la
syntheése de la substance muqueuse dépendait de la nature du milieu et de la
température d'incubation. Sur le tableau VI, on constate que les colonies
présentent un aspect d'autant plus muqueux que le milieu est plus pauvre et
la température d'incubation plus basse, Il faut noter cependant des variations
suivant les souches mutantes étudiées, en particulier, la souche 36 BM H 8
VII, dont le mode d'obtention différe des autres souches, se montre moins
sensible aux modifications des conditions culturales. L' étude de 1l'influence
des principaux facteurs différenciant les milieux essayés donne les résultats
suivants (tableau VII) l: lorsque le rapport entre les glucides et la source

d'azote (élevé pour le milieu M S B,, faible pour le milieu B P G) tend vers

1 ?
zéro, la formation de mucus devient nulle, méme si la température d'incuba-
tion est convenable, L'addition, au milieu B P G, de sulfate de magnésium,

qui entre en proportion importante dans la composition du milieu M § B., ne

1
modifie pas sensiblement l'aspect des colonies ; enfin, la production de

. » 3 . . . .
mucus est peu influencée par le pH du milicu de croissance lorsqu'il varie de

6,54 8.

/.



Milieu de culture | température SOUCHES BACTERIENNES
Pd P '- O ] s et WA D s AR e TemS (AN SEUR S W WS ASms e T GME GNAE e A R SEA I WA M T TSNS M e ek GRS e W
(gélosé 2 1,5 %) | dlincubation| ™\ T Ty ny 1 [ ME 12 | MH 15| 36 BMHS /1 |36 BMH23
37°C 0 0 + + +. +
MS B, 30°C ++ + - + +++ ++
15°C +++ | ++ +++ +++
37°C + + ++ ++ 44+ +
MSC 30°C + + | e | +++ +H+
15°C ++ e R +H+ ++
37°C 0 0 0 0 + 0
BPG 30°C + 0 ++ + +++ ++
15°C + + o HHE ] ++4 +++
| 0 : colonies semblables & celles de la soucihe sauvage.
+ : colonies bombées tres légerement muquzuscs,
+ : colonies bombdées et transparentes, de m&me diametre que celles
données par la souche sauvage.
++ : colonies bombées et transparentes, de diametre nettement supé-

rieur 2 celles données par la souche sauvage.

+++ : cdonies transparentes, confluentes.

TABLEAU VI

o p——

Formation de mucus par culture en surface sur divers milieux

et & trois températures différentes



Milieu de culture SOUCHES BACTERIENNES

gélosé 3 1,5 . cont |y 70| My 11| M 12| MH21|MG 6 |36 B M 8 VII
BP G sans glucose 0 0 0 0 0 0
BPG + + + + + + + +
BPG + 50,Mg 0,05 p, cent| + + + + +++ + +
M S By + 4+ + + + o+ +4+ + +++

TABLEAU VII

Formation de mucus par culture en surface 3 30“C sur divers milieux

les symboles ont la m&me signification que dans le tableau précédent
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De cette étude, il ressort que deux facteurs favorisent
la synthe¢se de la substance muqueuse : d'une part, une forte concentration
en glucides par rapport & celle des éléments azotés ; d'autre part, une
température d'incubation inférieure a 37°C,

Cette influence de la température sur la formation du
mucus est connue depuis longtemps chez les Enterobactéries. MORGAN et
coll. {110), DUGUID et WILKINSON (35), étudiant l'influence des conditions
de culture sur la production des polysaccharides montrent que de nombreuses
souches donnent naissance A des colonies muqueuses par culture a des tem-
pératures proches de 20° C et sur milieu privés en azote. Nous avons répé-
té ces expériences avec nos souches sauvages ; 2 15°C, H fr C synthétise
de fagon inconstante du mucus, mais jamais 3 température supérieure a
20° C. Par contre, il n'a pas été possible d'obtenir dans les mémes condi-
tions des colonies muqueuses 3 partir des souches 36 Burnet et 71,062,

On constate donc que les mutants M different de la
souche sauvage par un décalage de la température maximale requise pour

la syntheése du mucus,

B) ETUDE CHIMIQUE DE LA SUBSTANCE MUQUEUSE ET METHODE DE

DOSAGE

1) Nos premieres expériences ont porté sur 1'étude de

la substance muqueuse synthétisée par culture sur milieu solide, Les colo=-
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nies M sont prélevées a 1l'aide du fil de platine et mises en suspension dans
20 fois leur volume d'eau distillée ; apres agitation, on centrifuge 15 minutes
a4 20,000 g de facon 3 éliminer le maiériel cellulaire. La substance muqueuse
est précipitée 3 0°C par trois volumes d'éthanol en présence d'acétate de
sodium, puis dialysée contre de l'eau distillée jusqu'au moment ou, par
chromatographie sur papier d'un volume de solution correspondant a 500 ME
de mucus, on ne puisse mettre en évidence aucun ose au moyen des révéla-
tions habituelles (oxalate d'aniline ou nitrate d'argent ammoniacal).

Apres hydrolyse & 100°C durant deux heures par l'acide
chlorhydrique 1,5 N et dessication sous azote & froid, l'identification des
composants glucidiques est réalisée par chromatographie sur papier al'aide
des sulvants suivants : butanol/acide formique/eau (1, 3, 12) et butanol/
pyridine/eau (3, 4, 2). L'électrophorese 3 pH 3,5 en tampon pyridine-acide
acétique durant 18 heures 3 280 volts permet de séparer les acides uroniques,
Nous avons, de cette fagon, mis en évidence le glucose, le galactose, le
fucose et 1'acide glycuronique, composants identiques A ceux déterminés par
BEISER et DAVIS (6) dans le mucus formé par des mutants d'E, coli, d'ori-
gines diverses. Le pourcentage d'oses totaux par rapport au poids sec de la
substance muqueuse est compris entre 50 et 75 p. cent ; ces variations sont
constatées pour le mucus préparé a partir d'une m&me souche mutante et
dans les mé&mes conditions. Par hydrolyse du produit par l'acide chlorhy-
drique 5, 6 N durant 12 heures & 100°C, puis chromatographie sur papier, on

constate la présence des acides aminés constitutifs des protéines banales. Il

.
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Concentrations
en Cl; Ca 0 100 200 500 1.000 2.000

P,g/ ml
M

Densités optiques

0,20 0,19 0,18 0,12 0,8 0,2
a4 650 m’.,L.

TABLEAU XI

——r———
rs

Influence de la concentration en ions calcium sur la précipitation

de 100 tbg d'histones par ml par 250 V.g de peptone
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x

" ——— —— — o —— o — —

5, 108 cellules vivantes lavées

— e s e v ot e o o m— v}

5,108 cellules tuées par
rayonnement ultra-violet

. bactéries histones . . .
Température survivantes fixées j€ histones fixées

37° C 0 320 152

4° C 4,6, 108 148 152

TABLEAU XII

Action de la température sur la quantité d'histones

fixées par E, coli 71,062
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b

Substrat étudié

Germes résistants isolés en présence de

en fiole = |jm———— T T T T T St s
de Warburg Glucose Pyruvate |Succinate Malate |Glutamate
Glucose........ 40% 71% 80% 45% 67%
Pyruvate....... 59 % 67% 55 % 46 % 57%
Acétate........ 10% 36% 64 % 67% 78 %
Succinate....... 12 % 23% 97% 79 % 60%
Malate......... 9% 23% 5% 45% 60%
Glutamate. .. ... 32% 100% 677 43 % 43%
Citrate......... 3% 26% 63% 46 % 46 %

Les nombres indiquent le pourcentage d'oxygtne consommé par
rapport a la quantité théorique nécessaire pour une oxydation totale.

TABLEAU XI

Consommation d'oxyg®ne par les germes résistants en présence

de différents substrats

et d'auréomycine 75 !ug/m.l










































































































































