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A V A N T  - P R O P O S  



Dans  ce t r a v a i l  n o u s  a v o n s  c h e r c h é  à mettre a u  p o i n t  u n e  mé- 

t h o d e  d e  p r é p a r a t i o n  d a  g r a n d e s  q u a n t i t é s  d e  l y s o z y m e  d e  p h a g e ,  En 

e f f e t  l a  d é c o u v e r t e  du l y s o z y m e  a  e x e r c é  u n e  g r a n d e  a t t r a c t i o n  p o u r  

l e s  m i c r o b i o l o g i s t e s  q u i  se s o n t  i n t é r e s s é s  à s o n  a c t i o n  b a c t e r i o r  

l y t i q u e  o u  b a c t é r i o s t a t i q u e  à d e s  d e g r é s  v a r i a b l e s  s u i v a n t  l e s  b a c -  

t é r i e s .  I l s  o n t  d é c o u v e r t  é g a l e m e n t  q u ' i l  j o u a i t  un r ô l e  i m p o r t a n t  

d a n s  l a  l u t t e  c o n t r e  l e s  i n f e c t i o n s .  

La s p é c i f i t é  e n z y m a t i q u e  du l y s o z y m e  d e  p h a g e  e s t  l a  même q u e  

c e l l e  d u  l y s o z y m e  d e  b l a n c  d ' o e u f ,  t o u t e f o i s  l ' a c t i v i t 6  s p é c i f i q u e  

v i s  v i s  du  s u b s t r a t  p e u t  ê t r e  d i f f é r e n t e  p o u r  l e s  d e u x  e n z y m e s ,  

A q u a n t i t é  é g a l e ,  l e  l y s o z y m e  d e  p h a g e  T4 e s t  6 f o i s  p l u s  a c t i f  s u r  

u n e  s u s p e n s i o n  d e  M i c r o c o c c u s  l y s o d e i k t i c u s ,  u t i l i s é e  comme s u b s -  

t r a t ,  q u e  l e  l y s o z y m e  d e  b l a n c  d ' o e u f ,  e t  250 f o i s  p l u s  a c t i f  a v e c  

d e s  c e l l u l e s  d t E s c h e r i c h i a  c o l i  (95) .  

C a s  d i f f é r e n c e s  d e  p r o p r i 6 t é s  s o n t  p a r t i c u l i e r e m e n t  in téses-  

s a n t e s  à r e c h e r c h e r  e t  c ' e s t  l e  b u t  d e  n o t r e  t r a v a i l  : en p a r t ô n t  

d ' u n e  s o u c h e  d e  b a c t é r i o p h a g e ,  il s ' a g i t  d e  mettre  a u  p o i n t  u n e  

p r é p a r a t i o n  à g r a n d e  é c h e l l e  d e  l y s o z y m e  d e  p h a g e  d a  f a ç o n  à é t u -  

d i e r  s a  s p é c i f i c i t é  d ' a c t i o n  e t  é v e n t u e l l e m e n t  l ' u t i l i s e r  p r d f d r e n -  

t i e l l e m e n t  a u  l y s o z y m e  d e  b l a n c  d ' o e u f .  



I N T R O D U C T I O N  



L e s  b a c t d r i o p h a g e s  s o n t  d e s  v i r u s .  I l s  i n f e c t e n t  d e s  b a c t d r i e s ,  

s ' y  m u l t i p l i e n t  e t  f i n a l e m e n t  se  l i b è r e n t  a p r è s  l a  l y s e  d e  l a  p a r o i  

c e l l u l a i r e .  A v a n t  d e  d d c r i r e  l e s  d i f f é r e n t e s  é t a p e s  d e  l a  v i e  d e s  . 

p h a g e s  e t  d e  l e u r s  r e l a t i o n s  a v e c  l e s  b a c t é r i e s  q u ' i l s  i n f e c t e n t ,  

il n ' e s t  p a s  i n u t i l e  d e  r e l a t e r  l ' h i s t o r i q u e  d e  l a  d é c o u v e r t e  d e  

ces o r g a n i s m e s  e t  d e  r e t r a c e r  l a  m a n i è r e  d o n t  a  d t d  i d e n t i f i d  l e  

l y s o z y m e  d e s  p h a g e s .  

C e s  o r g a n i s m e s  q u e  n o u s  a p p e l o n s  a u j o u r d ' h u i  v i r u s ,  e t  q u i  s o n t  

t r a n s m i s s i b l e s  e n  s é r i e  e t  p o t e n t i e l l e m e n t  p a t h o g è n e s  p o u r  l e u r  h ô t e ,  

o n t  Q t B  d d c r i t s  p o u r  l a  p r e m i è r e  f o i s  e n  1 8 9 9  p a r  BEIJERXNCK ( 1 0 )  q u i  

d t u d i a i t  l a  m o s a ï q u e  d u  t a b a c .  I l  a v a i t  r e m a r q u é  q u e  l e s  a g e n t s  res- 

p o n s a b l e s  d e  l a  m a l a d i e  n ' d t a i e n t  p a s  r e t e n u s  s u r  f i l t r e s  d e  c é r a -  

m i q u e  comme l e  s o n t  t o u t e s  l e s  b a c t é r i e s  e t  d e  p l u s  n ' d t a i e n t  p a s  

v i s i b l e s  a u  m i c r o s c o p e .  T o u t e f o i s  c e t t e  n o t i o n  d ' a g e n t  v i v a n t  t r a n s -  

m i s s i b l e  n ' e u t  p a s  l a  f a v e u r  d a  ses c o n t e m p o r a i n s .  

Ce n ' e s t  q u ' e n  1 9 1 5  q u e  TWDRT r o m a r q u a  l a  p r é s e n c e  d ' u n  a g e n t  

l y t i q u e  d a n s  s e s  c u l t u r e s  d e  m i c r o c o q u e s  e t  émit  l ' h y p o t h è s e  d e  

l ' e x i s t e n c e  d ' u n  v i r u s  r e s p o n s a b l e  d e  c e t t e  l y s e  ( 9 6 ) .  

D e  s o n  c ô t d  dlHERELLE, e n  1 9 1 5 ,  f u t  mandé p a r  l e  D r .  R O U X ,  d i -  

r e c t e u r  d e  l ' I n s t i t u t  P a s t e u r ,  p o u r  e n q u ê t e r  s u r  u n e  d p i d é m i e  d e  

d y s e n t e r i e  q u i  s é v i s s a i t  d a n s  un e s c a d r o n  d e  c a v a l e r i e  é t a b l i  h 

M a i s o n s - L a f f i t t e .  En s u i v a n t  b a c t é r i o l o g i q u e m e n t  ses  m a l a d e s ,  il f u t  

i n t r i g u é  p a r  l a  l y s e  b a c t e r i e n n e  q u ' i l  o b t e n a i t  à un  moment d o n n é .  

I l  p u b l i a  s e s  r é s u l t a t s  e n  1 9 1 7  ( 3 6 )  o ù  il d o n n e  lu i -même  sa p r o p r e  

e x p l i c a t i o n  d u  ph6nomène  : " w h a t  c a u s e d  my c l e a r  s p o t s  was i n  f a c t  

a n  i n v i s i b l e  m i c r o b e ,  a f i l t r a b l e  v i r u s ,  b u t  a v i r u s  p a r a s i t i c  on  

b a c t e r i a W .  C ' e s t  d ' a i l l e u r s  d a n s  c e t t e  n o t e  q u a  d'HERELLE b a p t i s a  

ce v i r u s  a n t i b a c t é r i e n  s o u s  l e  nom d e  b a c t é r i o p h a q e ,  nom q u i  f u t  

p l u s  t a r d  r a c c o u r c i  21 p h a g e ,  

dtHERELLE n ' e n  res ta  p a s  18 e t  p e n d a n t  l e s  t r o i s  a n s  q u i  s u i -  



v i r e n t  ( 1 9 1 8 - 1 9 2 1 )  il r e a l i s a  un  g r a n d  n o m b r e  d ' e x p é r i e n c e s  q u i  f u r e n t  

l e  p o i n t  d e  d é p a r t  d e  l a  r e c h e r c h e  f o n d a m e n t a l e  s u r  l e s  " b a c t 6 r i o -  

p h a g e s u  ( 3 7 ,  3 B ) ,  N o t o n s  q u ' h  l ' é p o q u e  il a v a i t  d Q j à  d é c r i t  l e s  t r a i t s  

e s s e n t i e l s  d u  phénomène  t e l  q u e  n o u s  l e  c o n n a i s s o n s  a c t u e l l e m e n t . .  I l  

e s t  à l ' o r i g i n e  d e  l a  m e t h o d e  d e  d é n o m b r e m a n t  d e s  p h a g e s  p a r  l a  t e c h -  

n i q u e  d e s  p l a q u e s ,  t e l l e  q u e  n o u s  l ' u t i l i s o n s  p r a t i q u e m e n t  a u j o u r d ' h u i .  

De p l u s  il a v a i t  d é j h  d 6 c r i t  q u e  l e  b a c t é r i o p h a g e  se F i x a i t  s u r  l a  

b a c t é r i e  a v a n t  d ' y  p 6 n é t r e r  e t  d e  s ' y  m u l t i p l i s r  e t  q u e  c e t t e  f i x a -  

t i o n  $ t a i t  s p é c i f i q u e ,  n ' i n t e r v e n a n t  q u e  s i  l a  b a c t é r i e  e s t  s e n s i b l e  

B l ' a c t i o n  d u  p h a g e .  

d'HERELLE f u t  é g a l e m e n t  l e  p r e m i e r  b s u g g é r e r  q u ' u n e  e n z y m e  

l y t i q u e  Q t a i t  s e c r é t é e  p a r  l e  p h a g e  ( 3 8 ) ,  I l  a v a i t  d é c r i t  l a  l y s e  

b a c t e r i e n n e  comme é t a n t  l e  r é s u l t a t  f i n a l  d ' u n  c y c l e  d e  m u l t i p l i c a -  

t i o n  i n t r a b a c t é r i e n n e  d u  p h a g e ,  p e r m e t t a n t  l e  p a s s a g e  à 1 1 e x t 4 r i e u r  

d e s  p a r t i c u l e s  i n f e c t a n t e s  n o u v e l l e m e n t  f o r m é e s .  L ' e x i s t e n c e  mêms d e  

c e t t e  l y s e ,  s e s  a s p e c t s  m i c r o s c o p i q u e s  ( o b t e n t i o n  d e  f o r m e s  s p h é -  

r i q u e s  j u s t e  a v a n t  é c l a t e m e n t  d e  l a  b a c t d r i e ) ,  l u i  a v a i t  f a i t  p e n s e r  

à l ' a t t a q u e  d e s  s t r u c t u r e s  r i g i d e s  d e  l a  b a c t é r i e  p a r  u n e  s u b s t a n c e  

l y t i q u e .  E t  e n  1 9 2 9 ,  u n e  t e l l e  s u b s t a n c e  e s t  e f f e c t i v e m e n t  d é c e l é e  

p a r  SERTIC d a n s  l e s  l y s a t s  b a c t é r i e n s ,  o b t e n u s  s o u s  l ' a c t i o n  d e s  

p h a g e s  ( 8 9 ) .  I l  i n d i q u a  c l a i r e m e n t  q u ' u n e  e n z y m e ,  d i f f u s a n t  d a n s  l a  

g d l o s e  a u t o u r  d e s  p l a g e s  d e  l y s e  e t  p r o v o q u a n t  l a  l y s e  d e  b a c t é r i e s  

t r a i t é e s  à l a  c h a l e u r ,  e s t  p r o d u i t e  p a r  l e  p h a g e .  

En 1 9 3 3 ,  W O L L N A N  E. e t  WOLLMAN E. c o n f i r m è r e n t  q u e  l ' e n z y m e  

B t a i t  b i e n  p r o d u i t e  p a r  l e  p h a g e  p l u t ô t  q u e  p a r  l a  b a c t é r i e  ( 1 0 6 ) .  

D a n s  l e s  a n n é e s  1 9 3 0 ,  d e u x  c h e r c h e u r s  p a r  l e u r s  t r a v a u x ,  p r é -  

s a g è r e n t  l ' e s s o r  d e  l a  G é n é t i q u e  b a c t é r i e n n e  e t  d e  l a  B i o l o g i e  Uo- 

l d c u l a i r e ,  d i s c i p l i n e s  q u i  c o n n u r e n t  l e u r  p l e i n  Q p a n o u i s s e m e n t  q u e  

2 5  a n s  p l u s  t a r d  ; ces  d e u x  hommes s ' a p p e l a i e n t  BURMET e t  SCHLESINGER. 

BURNET d o n n a  l e s  p r e m i è r e s  e x p l i c a t i o n s  c o n c e r n a n t  l ' a d s o r p t i o n  d e s  

p h a g e s  s u r  l a  s u r f a c e  b a c t é r i e n n e  ( 1 9 ) .  11 t r a n c h a  l e  d i f f d r e n d  q u i  



o p p o s a i t  dtHERELLE à ses  a n t a g o n i s t e s  e n  a p p o r t a n t  l a  p r e u v e  d e  

l ' ' a c c u m u l a t i o n  d e s  p h a g e s  d a n s  l a  b a c t é r i e  i n f e c t é e ,  q u e  l a  l y s e  d e  

l a  c e l l u l e  r e l â c h e  e n s u i t e .  

SCHLESINGER é t u d i a  l e s  b a c t é r i o p h a g e s  p a r  d e s  m é t h o d e s  c h i -  

m i q u e s  e t  p h y s i c o c h i m i q u e s ,  m a i s  il m o u r u t  p r é m a t u r r i m e n t  e n  1 9 3 6 .  

BURNET s ' o r i e n t a n t  v e r s  l e s  v i r u s  d e s  a n i m a u x ,  l a  r e c h e r c h e  s u r  l e s  .. 
p h a g e s  s e  r a l e n t i t  p o u r  n e  r e p r e n d r e  q u ' e n  1 9 3 8  a v e c  OELBRUCK M .  q u i  

d e m o n t r a  q u e  c h a q u e  b a c t é r i e  i n f e c t é e  l i b è r e  1 0 0  p h a g e s  a u  moment  d e  

l a  l y s e .  Il d e n o m b r a  7 p h a g e s  v i r u l e n t s  s u r  E s c h e r i c h i a  c o l i  : T I ,  

T2 ,  T3 ,  T4,  T5 ,  T6 e t  T7 ( T  p o u r  T y p e ) .  

A c e t t e  é p o q u e  l e  l y s o z y m e  é t a i t  d é j à  c o n n u  e t  d d c r i t  comme u n e  

e n z y m e  e x t r ê m e m e n t  r d p a n d u e  d a n s  l a  n a t u r e  (Homme, m a m m i f è r e s ,  i n v e r -  

t é b r é s ,  p l a n t e s . . . ) .  C ' e s t  à FLEMING q u e  r e v i e n t  l e  m é r i t e  d e  s a  d6 -  

c o u v e r t e  d a n s  l e  m u c u s  n a s a l  e n  1 9 2 2  ( 3 1 ) ,  En 1 9 3 6 ,  MEYER i s o l e  l e  

l y s o z y m e  du  b l a n c  d ' o e u f ,  q u i  e s t  a c t u e l l e m e n t  l a  s o u r c e  l a  p l u s  a b o n -  

d a n t e  d e  c e t t e  e n z y m e  (68), 

En 1 9 3 9 ,  P I R I E ,  u t i l i s a n t  un  p h a g e  WLL s u r  B. c o l i  1 4 ,  o b s e r v a  

u n e  a u g m e n t a t i o n  d e s  s u c r e s  r 0 d u c t e u r â  d a n s  l e  m i l i e u  e t  il s u g g é r a  

q u e  l ' e n z y m e  r e l a c h é e  p e n d a n t  l a  l y s e  d e  l a  b a c t é r i e  p a r  l e s  p h a g e s ,  

a g i t  s u r  l a  p a r o i  b a c t é r i e n n e ,  a u g m e n t a n t  l e  t a u x  d e  s u c r e s  r d d u c -  

t e u r s ,  t o u t  comme l e  l y s o z y m e  d e  b l a n c  d ' o e u f  ( 7 4 ) .  

En  1 9 4 5 ,  T. F. ANDERSON t r o u v a  q u e  l ' i r r a d i a t i o n  d u  p h a g e  T2 

p r o v o q u a i t  l a  l i b é r a t i o n  d ' u n e  s u b s t a n c e  b a c t é r i o l y t i q u e  s o l u b l e  ( 1 )  ; 

p l u s  t a r d  K O C H  e t  WEIDEL ( 5 5 )  p u i s  BARRINGTON e t  KOZLOFF ( 8 )  mon- 

t r è r e n t  q u ' u n e  e n z y m e  l y t i q u e  é t a i t  a t t a c h é e  a u x  p a r t i c u l e s  d e  p h a g e s .  

L ' a c t i o n  d e  c e t t e  e n z y m e  s u r  l a  p a r o i  b a c t é r i e n n e  r e s s e m b l a i t  é t r o i -  

t e m e n t  a u  w l y s o z y m e l t  q u e  FLEMING a v a i t  d e c o u v e r t  e n  1 9 2 2  d a n s  l e s  

s é c r é t i o n s  e t  l e s  t i s s u s  d e s  a n i m a u x  ( 3 1 ) ,  Nais ce n ' e s t  q u ' a p r è s  

a v o i r  d é m o n t r 6  q u e  l e s  l y s a t s  d u  p h a g e  T4 c o n t e n a i e n t  d e  g r a n d e s  q u a n -  

t i t é s  d e  c e t t e  e n z y m e  s o u s  f o r m e  s o l u b l e ,  q u e  v i n t  l ' i d e s  q u e  c ' é t a i t  

c e l l e - c i  q u i  d i g 6 r a i t  l e s  p a r o i s  d e s  b a c t e r i e s ,  d e  l ' i n t é r i e u r ,  p e r -  



m e t t a n t  a i n s i  a u x  p h a g e s  n o u v e l l e m e n t  f o r m é s  d e  s ' é c h a p p e r .  On s e  

t r o u v e  d o n c  à c e  s t a d e  e n  p r é s e n c e  d e  s u b s t a n c e s  l y t i q u e s  d e  d e u x  

o r i g i n e s  d i f f é r e n t e s  : c e l l e  d e s  l y s a t s  b a c t é r i e n s  e t  c e l l e  d e s  p a r -  

t i c u l e s  p h a g i q u e s .  Or l ' é t u d e  u l t é r i e u r e  d e  l e u r  s p é c i f i c i t d  d ' a c t i o n  

e n z y m a t i q u e ,  d e  l e u r s  p r o p r i é t é s  p h y s i c o - c h i m i q u e s  e t  i m m u n o l o g i q u e s  

e t  d e  l e u r  c o n s t i t u t i o n  m o n t r e  q u e  c e s  d e u x  s u b s t a n c e s  s o n t ,  d ' u n e  

p a r t ,  i d e n t i q u e s  e n t r e  e l l e s ,  e t ,  d ' a u t r e  p a r t ,  a s s i m i l a b l e s  à un 

l y s o z y m e .  Dès  l o r s  l ' e n z y m e  d e s  p h a g e s  d e  l a  s é r i e  T p r i t  l e  nom d e  

l y s o z y m e  d e  p h a g e  (57 ,  102 ) .  

A p r è s  a v o i r  r e l a t e  l ' h i s t o r i q u e  d e  l a  d é c o u v e r t e  d e s  b a c t é r i o -  

p h a g e s  e t  m o n t r é  l e  cheminement  s u i v i  p o u r  é t a b l i r  q u e  l ' a c t i v i t é  

l y t i q u e  d e  c e u x - c i  é t a i t  l i O e  a u  l y s o z y m e ,  n o u s  a l l o n s  B t u d i e r  s u c -  

c e s s i v e m e n t  l a  b a c t B r i e ,  d o n t  l a  p a r o i  f o u r n i t  l e  s u b s t r a t  d u  l y s o -  

zyme, l ' a c t i o n  d e  c e  d e r n i e r  i n  v i t r o  e t  s u r  l e s  b a c t 6 r i e s  e n t i è r e s  

e t  e n f i n  l e  p h a g e  e t  s o n  c o m p o r t e m e n t .  

1. L A  BACTERIE ,  SA PAROI : SUBSTRAT DU LYSOZYME 

1. S t r u c t u r e  d e  l a  c e l l u l e  

La b a c t é r i e  e s t  e n t o u r é e  p a r  une p a r o i  r i g i d e ,  s t r u c t u r e  com- 

p l e x e  c o n t e n a n t  d e s  p o l y s a c c h a r i d e s ,  d e s  p r o t é i n e s  e t  d e s  l i p i d e s .  

C ' e s t  c e t t e  p a r o i  q u i  m a i n t i e n t  l a  f o r m e  d e  1 a . c e l l u l s  e t  p r o t è g e  

c e l l e - c i  c o n t r e  l e  d a n g e r  d ' u n e  l y s e  o s m o t i q u e  l o r s q u e  l a  c e l l u l e  s e  

t r o u v e  d a n s  un m i l i e u  h y p o t o n i q u e ,  

La p a r o i  e s t  u n e  c o u c h e  h 6 t é r o g è n e  c o n s t i t u é e  d e  p e p t i d o g l y c a n e s  

( o u  m u r é i n e ) .  L e s  p e p t i d o g l y c a n e s  s o n t  de,s p o l y m è r e s  q u i  c o n t i e n n e n t  

B l a  f o i s  d e s  u n i t é s  g l u c i d i q u e s  ( g l u c o s a m i n e  e t  a c i d e  m u r a m i q u e )  e t  

d e s  u n i t é s  p e p t i d i q u e s .  

P r e s s d e  é t r o i t e m e n t  c o n t r e  c e t t e  p a r o i  se t r o u v e  l a  membrane 

c e l l u l a i r e  d o n t  l e  r ô l e  p r i n c i p a l  e s t  l a  r e g u l a t i o n  d e s  é c h a n g e s  d e .  



s o l u t d s  e n t r e  l e  m i l i e u  e x t é r i e u r  e t  l a  c e l l u l e ,  s o i t  p a r  d i f f u s i o n ,  

s o i t  p a r  d e s  m é c a n i s m e s  d e  t r a n s p o r t  a c t i f .  C e t t e  membrane d d l i m i t e  

l e  p r o t o p l a s t e  q u i  comprend  l e  c y t o p l a s m e  e t  l e  n u c l é o p l a s m e ,  

Les E u b a c t é r i e s  p e u v e n t  ê t r e  d i v i s é e s  e n  d e u x  g r o u p e s  s u i v a n t  

l e u r  mode d a  s e a c t i o n  l a  c o l o r a t i o n  de  Gram : Gram p o s i t i f  e t  Gram 

n é g a t i f .  Au r e g a r d  d e  l a  n o m e n c l a t u r e ,  l e  t e r m e  d e  p r o t o p l a s t e  e s t  

r 6 s e r v é  p o u r  l e s  f e r m e s  o s m o t i q u e m e n t  s e n s i b l e s ,  d é r i v a n t  d e s  b a c -  

t é r i e s  Gram p o s i t i f  e t  d é n o t a n t  q u e  t o u t e  l a  p a r o i  a  é t é  e n l e v é e .  

Dans  l e  c a s  d e s  b a c t é r i e s  Gram n é g a t i f ,  il n ' e s t  p a s  t o u j o u r s  p o s -  

s i b l e  d ' e n l e v e r  complètement l a  p a r o i  m a i s  t o u t e f o i s . c e s  c e l l u l e s  

p l a c é e s  d a n s  d e s  s o l u t i o n s  h y p e r t o n i q u e s  d o n n e n t  é g a l e m e n t  d e s  f o r m e s  

r o n d e s ,  s p h é r i q u e s  : l e  s p h é r o p l a s t e ,  tarrna p l u s  commun6ment e m p l o y é  

a c t u e l l e m e n t ,  

I l  e s t  p o s s i b l e  d e  b r i s e r  l a  r é s i s t a n c e  d e  l a  p a r o i  e t  même d e  

d i g é r e r  c o m p l è t e m e n t  c e l l e - c i  ( d a n s  l a  p l u p a r t  d e s  b a c t é r i e s  Gram +, 

comme B a c i l l u s  m e q a t h e r i u m )  p a r  l ' a c t i o n  du l y s o z y m e  q u i  e n t r a Z n e  Sa 

l y s e  d e  l a  c e l l u l e ,  l a  membrane c e l l u l a i r e  n e  p o u v a n t  s u p p o r t e r  l a  

p r e s s i o n  o s m o t i q u e e  C e t t e  l y s e  p e u t  ê t r e  é v i t é e  e n  u t i l i s a n t  des s o -  

l u t i o n s  c o n c e n t r é e s  d e  s u c r o s e .  

2. La P a r o i .  C o m p o s i t i o n  c h i m i q u e  

Nous n o u s  p r o p o s o n s  d e  d o n n e r  i c i ,  b r i s v e m e n t ,  q u e l q u e s  d o n n 6 o s  

s u r  l a  s t r u c t u r e  d e  l a  p a r o i  e t  d e  r e l i e r  c e l l e - c i  a u  mode d ' a c t i o n  

d u  l y s o z y m e .  Des  i n f o r m a t i o n s  p l u s  d é t a i l l é e s  p e u v e n t  ê t r e  t r o u v é e s  

d a n s  l a  l i t t é r a t u r e  (33, 3 5 ,  8 0 ,  8 5 ) .  

C ' e s t  d a n s  l e s  a n n é e s  1950 q u e  l e s  p a r o i s  b a c t é r i e n n e s  o n t  é t é  

i s o l é e s  p o u r  l a  p r e m i è r e  f o i s  à p a r t i r  d e  b a c t é r i e s  b r i s é e s  m é c a n i -  

q u e m e n t .  L e s  p a r o i s  o n t  g é n é r a l e m e n t  une  c o u c h e  b a s a l e  ( " b a s a l  l a y e r w ) ,  

r e s p o n s a b l e  d e  l a  r i g i d i t é ,  d e  l a  s o u p l e s s e  e t  d e  l ' é l a s t i c i t é ,  e t  u n e  

c o u c h e  s p é c i f i q u e  ( " s p 8 c i f i c  l a y e r W )  q u i  e s t  s p é c i f i q u e  d e s  s o u c h e s  

o u  d e s  e s p è c e s .  



a )  - La c o u c h e  b a s a l e  
-----------I---- 

La c o m p o s i t i o n  c h i m i q u e  d e  l a  c o u c h e  b a s a l e  e s t  commune à 

l a  p l u p a r t  d e s  b a c t é r i e s ,  E l l e  e s t  e s s e n t i e l l e m e n t  composée  d e  q u e l q u e s  

a c i d e s  a m i n é s  e t  d ' a c é t y l h e x o s a m i n e s ,  f o r m a n t  un p o l y m è r e  a p p e l 6  

p e p t i d o g l y c a n e  ( g l y c o p e p t i d e ,  m u c o p e p t i d e ,  g l y c o s a m i n o p o p t i . d e  ou  mu- 

r é i n e  é t a n t  s y n o n y m e s  d e  p e p t i d o g l y c a n e )  r e n f e r m a n t  d e  l ' a c i d e  

N - a c é t y l m u r a m i q u e ,  d e  l a  N - a c é t y l g l u c o s a m i n e ,  d e  l a  L - l y s i n e  o u  d e  

l ' a c i d e  m é s o - d i a m i n o p i m é l i q u e  ( D A P ) ,  d e  l ' a c i d e  D - g l u t a m i q u e ,  d e  l a  

O o u  L - a l a n i n e ,  t o u t  ceci  e n  q u a n t i t é s  6 q u i m o L a i r e s  (1 : 1 : 1 : 1 : 2 ) .  

L ' o n  p e u t ,  d a n s  q u e l q u e s  c a s ,  t r o u v e r  du  g l y c o c o l l e , + d e  l a  L - s d r i n e ,  

L - t h r é o n i n e  e t  d e  l ' a c i d e  D - a s p a r t i q u e .  

Le p e p t i d o g l y c a n e  p a r i e t a l  r é s u l t e  d e  l a  p o l y m d r i s a t i o n  d e  

d i s a c c h a r i d e s  f o r m a n t  d e s  c h a î n e s  d e  g l y c a n e s  e t  r e l i é e s  e n t r e - e l l e s  

p a r  l ' i n t e r m e d i a i r e  d e  c h a î n e s  p e p t i d i q u e s  ( f i g u r e  1 ) c o n f e r a n t  à 

l a  b a c t é r i e  u n e  c e r t a i n e  r i g i d i t é .  En e f f e t  l e  p e p t i d o g l y c a n e  e n v e -  

l o p p e  t o u t e  l a  b a c t é r i e  o t  c e t t e  e n v e l o p p e  p e u t  ê t r e  v i d é e  d e  s o n  

c o n t e n u  c e l l u l a i r e ,  l a v é e  e t  a n a l y s é e  ; a u  m i c r o s c o p e  é l e c t r o n i q u e  on  

v o i t  q u ' e l l e  c o n s e r v e  l a  f o r m e  d e  l a  b a c t é r i e ,  C ' e s t  donc  à c e t t e  e n -  

v e l o p p e  q u e  l a  b a c t é r i e  d o i t  s a  f o r m e  s p é c i f i q u e .  E n  d é p i t  d e  nom- 

b r e u s e s  v a r i a t i o n s ,  o n  c o n s t a t e  une  r e m a r q u a b l e  u n i t é  d e  s t r u c t u r e  

d e s  p e p t i d o g l y c a n e s  p a r i é t a u x  d a n s  l e  monde b a c t é r i e n  ( f i g u r e  2 ) .  

La p a r t i e  g l y c a n e  du  p e p t i d o g l y c a n e  c o n s i s t e  e n  u n e  c h a î n e  

l i n é a i r e  d e  r é s i d u s  N - a c é t y l g l u c o s a m i n e  e t  d ' a c i d e  N - a c é t y l m u r a m i q u e ,  

r e l i e s  e n t r e  e u x  p a r  d e s  l i a i s o n s  / -1 ,4  ( f i g u r e  3 ), l e  g r o u p e m e n t  

c a r b o x y l e  d e s  r é s i d u s  d ' a c i d e  N - a c é t y l m u r a m i q u e  s e r v a n t  d e  p o i n t  d ' a t -  

t a c h e  a u x  c h a î n e s  p e p t i d i q u e s .  C ' e s t  c e t t e  s t r u c t u r e  q u i  c o n s t i t u e  

l e  s u b s t r a t  du l y s o z y m e ,  e t  d o n t  l a  d e s t r u c t i o n  s p e c i f i q u e  e n t r a î n e  

l a  l y s e  d e  l a  b a c t é r i e ,  

L ' é l u c i d a t i o n  d e  l a  n a t u r e  c h i m i q u e  du  s u b s t r a t  e t  d e s  p r o -  

d u i t s  q u i  r é s u l t e n t  d e  l ' h y d r o l y s e  o n t  é t a b l i  que  l e  l y s o z y m e  c o u p a i t  

l e s  l i a i s o n s  e n t r e  l e s  r é s i d u s  N - a c 6 t y l m u r a m i q u e  e t  N - a c é t y l g l u c o s a -  

m i n e  .Le  l y s o z y m e  e s t  d o n c  u n e  endo-N-acétyl-muramidase, 
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F i g u r e  2 r R e p r d s e n t a t i o n  s c h é m a t i q u e  d e  p e p t i d o g l y c a n e s  : ( a )  E .  c o l i  
- 

(94), ( b )  N, l y s o d e i k t i c u s  ( 3 4 ,  8 7 )  e t  ( c )  S . a u r e u s  Copen-  

h a g e n  (56). D ' a p r è s  G H U Y S E N  ( 3 3 )  



F i g u r e  3 : R e p r é s e n t a t i o n  s c h e m a t i q u e  de  l a  p a r o i  d t E .  c o l i .  

La p a r t i e  p o l y s a c c h a r i d i q u e  e s t  forme6 de  c h a î n e s  

p a r a l l è l e s  r e l i e e s  e n t r e - e l l e s  par  d e s  l i a i s o n s  

o l i g o p e p t i d i q u e s ,  L e s  r e s i d u s  s a c c h a r i d i q u e s  de ces  

c h a î n e s  s o n t  f o r m e s  d ' a c i d e  N - a c d t y l  muramique (NAM)  

l i e  e n  p91,4 & de  l a  N - a c 6 t y l  g l u c o s a m i n e  ( N A c ) .  

D ' a p r è s  D U R A N D  Pl, e t  F A V A R D  P . ,  La c e l l u l e ,  Hermann é d .  

1 9 7 4 ,  2ème B d i t i o n  
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f i g u r e  1 - Une p o r t i o n  d e  c h a s n e  d e  g l y c a n e .  

b )  - La c o u c h e  s p é c i f i q u e  
------O------------- 

C e t t e  c o u c h e  e s t  c a r a c t é r i s t i q u e  d e  l a  s o u c h e  ou d e  l ' e s p è c e  

c o n s i d é r é e  e t  p o s s è d e  une c o m p o û i t i o n  v a r i é e  : 

c h e z  l e s  b a c t é r i e s  21 Gram p o s i t i f  où l a  p a r o i  e s t  é p a i s s e ,  

e l l e  r e n f e r m e  d e s  a c i d e s  t é l c h o ï q u e s  du t y p e  r i b i t o l  ou  

g l y c é r o l ,  d e  l ' a c i d e  t e i c h u r o n i q u e  e t  d e s  p o l y s a c c h a r i d e s .  

c h e z  l e s  b a c t é r i e s  à Gram n é g a t i f ,  l a  p a r o i  p r é s e n t e  une 

s t r u c t u r e  d i f f é r e n t e  e t  r e n f e r m e  e s s e n t i e l l e m e n t  un com- 

p l e x e  l i p o p r o t é o p o l y s a c c h a r i d i q u e  (LPS)  e t  d e s  p o l y m è r e s  

d e  l ' a c i d e  muramique.  

I I .  L E  LYSOZYME 

7 .  G é n é r a l i  t é s  

Tous  l e s  l y s o z y m e s  c a t a l y s e n t  a v e c  une e f f i c a c i t é  v a r i a b l e  l t h y -  

d r o l y s e  d e s  p o l y m è r e s  d e  s u c r e s  s u b s t i t u é s  q u i  f o r m e n t  l a  p a r o i  d e  

c e r t a i n e s  b a c t é r i e s ,  d o n t  l e  r e p r é s e n t a n t  c l a s s i q u e  e s t  M i c r o c o c c u s  



l y s o d e i k t i c u s .  Dès q u e  c e t t e  p a r o i  e s t  d i g é r d e ,  l a  b a c t b r i e  é c l a t e  

s o u s  l a  p r e s s i o n  d u  c y t o p l a s m e  : l e s  l y s o z y m e s  o n t  d o n c  u n e  a c t i o n  . 

b a c t d r i o l y t i q u e .  La p l u p a r t  d ' e n t r e  e u x  c a t a l y s e n t  é g a l e m e n t  l ' h y -  

d r o l y s e  d e  l a  c h i t i n e .  

R a p i d e m e n t ,  l ' o n  c o n s t a t a  q u e  d e s  l y s o z y m e s  d q o r i g i n e s  d i v e r s e s  

é t a i e n t  d i f f é r e n t s  e n t r e  e u x  (32) m a i s  p r é s e n t a i e n t ,  n é a n m o i n s ,  q u a -  

l i t a t i v e m e n t  l a  même a c t i v i t é  b i o l o g i q u e  (49). S i  d e  n o m b r e u x  l y s o -  

z y m e s  o n t  é t é  r e p é r é s  d a n s  d e s  s o u r c e s  t r è s  d i v e r s e s ,  s e u l  u n  p e t i t  

n o m b r e  a  é t d  p u r i f i e  e t  o b t e n u  h l ' é t a t  c h r o m a t o g r a p h i q u e m e n t  p u r .  

La  s t r u c t u r e  c h i m i q u e  p r i m a i r e  d u  l y s o z y m e  d e  b l a n c  d ' o e u f  d e  

p o u l e  a é t é  d é t e r m i n é e  e n  1961 p a r  JOLLES J. e t  JOLLES P. (46), p u i s  

d ' a u t r e s  r 6 s u l t a t s  v i n r e n t  s ' a j o u t e r  p o u r  Q t a b l i r  l a  s t r u c t u r e  s e c o n -  

d a i r e ,  t e r t i a i r e . . .  (13, 18, 21, 22, 48, 50), Nous s a v o n s  a u j a u r -  

d ' h u i  q u e  ce s o n t  d e s  p e t i t e s  molécules p r o t é i q u e s  g l o b u l a i r e s  d e  

f a i b l e  p o i d s  m o l é c u l a i r e  (13.000 - 1 8 . 0 0 0 ) ,  f o r m é e s  d ' u n e  c h a î n e  

p o l y p e p t i d i q u e  d e  1 2 9  r é s i d u s ,  e t  c o m p r e n a n t  4 p o n t s  d i s u l f u r e  re- 

l i a n t  e n t r e  e u x  d e s  s e c t e u r s  é l o i g n é s  d e  l a  m o l é c u l e .  On p o u r r a i t  

s u p p o s e r  q u e  c e s  p o n t s  f o r m e n t  l ' é l é m e n t  d é t e r m i n a n t  d e  l a  s t a b i l i t d  

d e  l a  s t r u c t u r e  t e r t i a i r e  du  l y s o z y m e  d e  b l a n c  d ' o e u f  d e  p o u l e ,  m a i s  

c e l a  n ' e s t  p a s  l e  cas  ca r  t o u s  l e s  l y s o z y m e s  n e  c o n t i e n n e n t  p a s  l e  

même n o m b r e  d e  p o n t s  d i s u l f u r e ,  c e r t a i n s  même n ' e n  a y a n t  a u c u n .  C ' e s t  

l e  c a s  d u  l y s o z y m e  d e  b a c t é r i o p h a g e .  La p r é s e n c e  d e  ces p o n t s  a s s u r e  

p l u t ô t  u n e  g r a n d e  s t a b i l i t é  d e  l a  p r o t é i n e  v i s  v i s  d e s  m o d i f i c a -  

t i o n s  d e  t e m p é r a t u r e  e t  d e  pH. 

En ce q u i  c o n c e r n e  l e  l y s o z y m e  d e  p h a g e ,  n o u s  s a v o n s  q u e  c ' e s t  

u n e  e n z y m e  s y n t h é t i s é e  comme u n e  p r o t é i n e  t a r d i v e  a p r è s  l ' i n f e c t i o n  

e t  q u ' e l l e  a g i t  p l u t ô t  d e  l ' i n t é r i e u r  d e  l a  b a c t é r i e  p o u r  e x p u l s e r  

l a  n o u v e l l e  g é n é r a t i o n  d e  p h a g e s .  

2. Plode d ' a c t i o n  d u  l y s o z y m e  

A l o r s  q u e  l a  l y s e  d e s  b a c t é r i e s  s o u s  l ' a c t i o n  d u  l y s o z y m e  d e  

b l a n c  d ' o e u f  é t a i t  c o n n u e  d e p u i s  l o n g t e m p s ,  l e s  p r e m i e r s  t r a v a u x  . 



d ' i d e n t i f i c a t i o n  d u  s u b s t r a t  d é g r a d e  p a r  l e  l y s o z y m e  d a t e n t  d e s  t r a -  

v a u x  d e  MEYER e t  c o l l .  (69) .  Ce s o n t  t o u t e f o i s  l e s  t r a v a u x  d e  SALTON 

s u r  l a  d é g r a d a t i o n  d e  l a  p a r o i  p u r i f i é e  d e  f l i c r o c o c c u s  l y s o d e i k t i c u s  

q u i  p e r m i r e n t  d ' é l u c i d e r  l a  n a t u r e  c h i m i q u e  du s u b s t r a t  ( 8 4 ,  8 5 ) .  . S e s  

t r a v a u x  o n t  p e r m i s  d e  c o n n a î t r e  non  s e u l e m e n t  l a  s t r u c t u r e  c h i m i q u e  

d e  c e s  p a r o i s  m a i s  o n t  d o n n é  é g a l e m e n t  d e s  r e n s e i g n e m e n t s  i n t é r e s -  

s a n t s  s u r  l a  s p é c i f i c i t é  d e  l ' e n z y m e ,  

Du l y s o z y m e  d e  p h a g e  e t  du l y s o z y m e  d e  b l a n c  d ' o e u f  mis e n  con-  

t a c t  a v e c  du s u b s t r a t  p r é p a r é  à p a r t i r  d l E s c h e r i c h i a  c o l i  o u  d e  

M i c r o c o c c u s  l y s o d e i k t i c u s  d o n n e n t  d e s  m u c o p e p t i d e s  i d e n t i q u e s  q u a n t  . 

B l e u r  c o m p o s i t i o n  e t  B l e u r  m i g r a t i o n  c h r o m a t o g r a p h i q u e  : un muco- 

p e p t i d e  d f s a c c h a r i d i q u e  no tamment  ; l a  f o n c t i o n  a l d é h y d i q u e  l i b r e  e s t  

t o u j o u r s  c e l l e  d e  l ' a c i d e  N - a c é t y l m u r a m i q u e .  I l  e n  r e s s o r t  q u e  l e s  

l y s o z y m e s  s c i n d e n t  l e s  l i a i s o n s  , l - 4  e n t r e  un r é s i d u  N-acé ty l rnura -  

m i q u e  e t  un r d s i d u  de  N - a c é t y l g l u c o s a m i n e  e t  s o n t  e n c o r e  a p p e l é s  

/3 g l u c o s a m i n i d a s e s  ou N-acétylmuramid-glycano-hydrolases ( E C  3.2.1.17 

T o u t e f o i s  on c o n s t a t e  q u e  l e s  p r o p o r t i o n s  d e  c e s  m u c o p e p t i d e s  

s o n t  t r è s  d i f f é r e n t e s  d a n s  l e s  d e u x  c a s  ( 7 5 ) .  11 f a u t  r a p p o r t e r  c e  

f a i t  a u x  d i f f é r e n c e s  q u a n t i t a t i v e s  d e  l ' a c t i v i t é  e n z y m a t i q u e  d e  c e s  

d e u x  l y s o z y m e s .  En e f f e t ,  s i  c e s  d e u x  l y s o z y m e s  s c i n d e n t  l e s  mêmes 

l i a i s o n s ,  l a  v i t e s s e  d e  c e t t e  s c i s s i o n  e s t  d i f f é r e n t e  e t  v a r i e  é g a -  

l e m e n t  a v e c  l e s  d i f f é r e n t s  s u b s t r a t s  u t i l i s é s .  L ' a c t i v i t é  s p é c i f i q u e  

p o u r  l a  p a r o i  c e l l u l a i r e  d l E s c h e r i c h i a  c o l i  e s t  p l u s  g r a n d e  p o u r  l e  

l y s o z y m e  d e  p h a g e  q u e  p o u r  l e  l y s o z y m e  d e  b l a n c .  d ' o e u f .  T o u t e f o i s  

c e l a  n ' e s t  p l u s  a p p a r e n t  p o u r  d ' a u t r e s  s u b s t r a t s ,  comme l e s  p a r o i s  

i s o l é e s  d e  f l i c r o c o c c u s  l y s o d e i k t i c u s  ( 9 5 ) .  

3. A c t i o n  du l y s o z y m e  s u r  l e s  b a c t é r i e s  

Nous n o u s  p r o p o s o n s  d ' e x p l i q u e r  i c i ,  d e  f a ç o n  s o m m a i r e ,  l e s  d i f -  

f é r e n c e s  d ' a c t i v i t é  e x i s t a n t e s  e n t r e  l e s  d e u x  c l a s s e s  d e  b a c t d r i e s  

(Gram + e t  Gram - )  v i s  8 v i s  du l y s o z y m e .  Le l e c t e u r  p o u r r a  t r o u v e r ,  

d e  p l u s  a m p l e s  d é t a i l s  e n  c o n s u l t a n t  l e s  c o m p t e s - r e n d u s  d e  SALTON ( 8 5 )  

o u  d e  ROGERS e t  PERKINS ( 8 0 ) .  



a )  - B a c t é r i e s  à Gram p o s i t i f  
-------*---------a------ 

SALTON ( 8 1 ,  82, 8 5 )  a  c l a s s 6 ' l e s  b a c t é r i e s ,  s u i v a n t  l a  s t r u c -  

I t u r e  d e  l e u r  p a r o i ,  e n  q u a t r e  g r o u p e s .  L e s  b a c t é r i e s  à Gram p o s i t i f  1 
( g r o u p e  l), i n c l u a n t  f l i c r o c o c c u s  l y s o d e i k t i c u s  e t  S t a p h y l o c o c c u s  a u r e u s ,  

o n t  u n e  é p a i s s e  p a r o i  amorphe  e t  u n e  membrane c y t o p l a s m i q u e .  Le l y s o -  

zyme ( m u r a m i d a s e )  â g i t  s u r  l a  c o u c h e  d e  p e p t i d o g l y c a n e s  d e  l a  p a r o i  

d ' u n e  v a r i é t e  d ' o r g a n i s m e s  e t  il h y d r o l y s e  c e t t e  c o u c h e  r i g i d e ,  Avec 

d e s  o r g a n i s m e s  à Gram p o s i t i f  comme B a c i l l u s  m e s a t h e r i u m  ou P i i c r o -  

c o c c u s  l y s o d e i k t i c u s ,  l a  c o u c h e  d e  p e p t i d o g l y c a n e s  e s t  e x p o s é e  A 

l ' e x t é r i e u r ,  e t  il s u f f i t  s i m p l e m e n t  d ' e x p o s e r  c e s  o r g a n i s m e s  à l ' a c -  

t i o n  du  l y s o z y m e  q u i  c o n v e r t i t  ces c e l l u l e s  e n  p r o t o p l a s t e s ,  

T o u t e f o i s  l ' a c t i o n  du l y s o z y m e  p e u t  ê t r e  empêchée  s u r  d e s  

I c e l l u l e s  i n t a c t e s  p a r  l a  p r 6 s e n c e  d e  c e r t a i n e s  s u b s t a n c e s  s u r  l a  s u r -  1 
f a c e  e x t é r i e u r e  d e  ces  c e l l u l e s ,  r e n d a n t  l a ,  c o u c h e  s e n s i b l e  i n a c c e s -  

s i b l e  à l ' e n z y m e .  

Des é t u d e s  s u r  l a  s t r u c t u r e  c h i m i q u e  e x a c t e  d e s  p a r o i s  o n t  

m o n t r é  q u e  c e l l e s - c i  é t a i e n t  l o i n  d ' a v o i r  u n e  s t r u c t u r e  homogène n e  

c o n t e n a n t  q u ' u n e  s e u l e  c l a s s e  d e  p o l y m è r e s .  En e f f e t ,  d e  n o m b r e u s e s  

I b a c t é r i e s  B Gram p o s i t i f  p e u v e n t  c o n t e n i r  d e s  q u a n t i t é s  c o n s i d é r a b l e s  

d e  p h o s p h a t e  o r g a n i q u e  d a n s  l e u r  p a r o i  ( c ' e s t  l e  c a s  d e  S t a p h v l o -  

c o c c u s  a u r e u s ) ,  a l o r s  q u e  d ' a u t r e s  n ' e n  s o n t  q u e  t r è s  p e u  p o u r v u e s  

o u  p a s  du t o u t  ( f l i c r o c o c c u s  l y s o d e i k t i c u s ) .  Ces c o m p o s é s  r i c h e s  e n  

p h o s p h a t e  o n t  é t é  r e g r o u p é s  s o u s  l e  t e r m e  g é n é r a l  d ' a c i d e s  t o i -  

c h o r q u e s  e t  r e n f e r m e n t  e s s e n t i e l l e m e n t  du g l y c é r o l - p h o s p h a t e  o u  du  

r i b i t o l - p h o s p h a t e .  

A p r è s  l ' e n l è v e m e n t  d e  ces  c o m p o s é s  p a r  l e  f o r m a m i d e ,  l ' a c i d e  

t r i c h l o r a c é t i q u e  c h a u d  ou f r o i d ,  l a  p o t a s s e  a l c o o l i q u e ,  l e  r é s i d u  e s t  

a i s é m e n t  d i g é r é  p a r  l e  l y s o z y m e  ; c ' e s t  l e  c a s  p o u r  S.  a u r e u s  d o n t  

l a  p a r o i  i n t a c t e  e s t  i n s e n s i b l e  à l ' a c t i o n  d u  l y s o z y m e .  

b )  - B a c t é r i e s  à Gram n é g a t i f  
------_P--"------------- 

Le l y s o z y m e  n e  m a n i f e s t e  a u c u n e  a c t i v i t é  l y t i q u e  d i r e c t e  s u r  



l e s  b a c t e r i e s  h Gram n G g a t i f ,  comme il l e  f a i t  s u r  l e s  b a c t é r i e s  h 

~ r a m  p o s i t i f .  C e p e n d a n t  il e s t  p o s s i b l e  d e  l a  p r o v o q u e r  s i  a u  p r d a -  . 

l a b l e  on f a i t  s u b i r  21 c e s  b a c t é r i e s  un t r a i t e m e n t  c o n v e n a b l e .  

D a n s  l e s  b a c t é r i e s  à Gram n é g a t i f ,  l a  p a r o i  p r é s e n t e  u n e  

p l u s  g r a n d e  c o m p l e x i t é  c o n t e n a n t  d e  8 à 30 % d e  l i p i d e s ,  d e s  p r o -  

t e i n e s  e t  d e s  p o l y s a c c h a r i d e s .  I c i  l a  c o u c h e  d e  p e p t i d o g l y c a n e s  e s t  

i n t s r c a l é e  e n t r e  l a  membrane c y t o p l a s m i q u e  e t  l a  c o u c h e  e x t e r n e  f o r -  

m6e d e  l i p o p o l y s a c c h a r i d e s .  C e t t e  c o u c h e  d e  p e p t i d o g l y c a n e s  n ' é t a n t  

p a s  e x p o s é e  l ' e x t é r i e u r ,  une  c e r t a i n e  m a n i p u l a t i o n  e s t  n e c e s s a i r e  

e n  vue  d e  d e m a s q u e r  l e  s u b s t r a t  d e  l ' e n z y m e  : c h a u f f a g e  à 1 0 0 °  C 

p e n d a n t  d i x  m i n u t e s  ( 24 ) ,  u t i l i s a t i o n  d o  c h l o r o f o r m e  ( 9 7 ) ,  d e a c 6 t o n e  

( 4 7 ) ,  pH a l c a l i n  ( 9 3 ,  l o g ) ,  mais l e  p r o c é d é  l e  p l u s  commode à m e t t r e  

e n  o e u v r e  p o u r  o b t e n i r  une l y s e  t o t a l e  e s t  c e l u i  q u i  a  Q t b  d é c r i t  

p a r  REPASKE q u i  u t i l i s a i t  d e  ltEDTA ( 7 9 ) .  

I I I .  L E  PHAGE 

A ,  f l o r p h o l o q i e  e t  c o m p o s i t i o n  

Comme t o u s  l e s  v i r u s ,  l e s  b a c t é r i o p h a g e s  s o n t  c o n s t i t u é s  e s s e n -  

t i e l l e m e n t  d ' a c i d e  n u c l é i q u e  e t  d e  p r o t é i n e s ,  L ' a c i d e  n u c l é i q u e  p e u t  

ê t r e  s o i t  l e  DNA ( b i e a t a n a i r e  ou m o n o c a t é n a i r e )  s o i t  l e  R N A .  

C ' e s t  s u r t o u t  g r â c e  a u x  t r a v a u x  d e  WILLIAMS e t  FRASER ( 1 0 3 ,  1 0 4 ,  

105) ,  KELLENBERGER ( 5 4 )  e t  B R E N N E R  ( 1 5 )  q u e  l ' o n  c o n n a î t  a c t u e l l e m e n t  

l a  m o r p h o l o g i e  d e s  p h a g e s  d e  l a  s é r i e  T  ( v o i r  é g a l e m e n t  l a  r e v u e  p r é -  

s e n t é e  p a r  B R A D L E Y ) ( ~ ~ ) .  Ces  p h a g e s  s o n t  c o n s t i t u é s  d ' u n e  t ê t e  i c o -  

s a è d r e  ( o u  i c o s a è d r e  a l l o n g é )  e t  d ' u n e  q u e u e  composée d e  l ' a s s e m b l a g e  

d e  q u a t r e  c o n s t i t u a n t s  : une  g a i n e  c o n t r a c t i l e ,  un t u b e  c e n t r a l ,  une  

p l a q u e  b a s a l e  e t  d e  s i x  f i b r e s  ( f i g u r e  4 ), La p l a q u e  b a s a l e ,  o u t r e  

l e s  s i x  f i b r e s  p o r t e  a u s s i  s i x  p o i n t e s  e t  l ' e n s e m b l e  c o n s t i t u e  l t a p -  

p a r e i l  d e  f i x a t i o n  du p h a g e ,  



F i g u r e  4 : R e p r d s e n t a t i o n  schématique de l a  p a r t i c u l e  i n f e c t i e u s e  

du phage T4.  

D ' a p r è s  LURIA 'e t  DARNELL. C e n e r a l  V i r o l o g y ,  W i l e y ,  1967 



B. Le c y c l e  d e  d é v e l o p p e m e n t  

L o r s q u ' u n e  c u l t u r e  b a c t é r i e n n e  e n  p h a s e  e x p o n e n t i e l l e  d e  c r o i s -  

s a n c e  e s t  i n o c u l é e  p a r  d u  p h a g e ,  l ' i n f e c t i o n  se  t e r m i n e  q u e l q u e s  h e u r e s  

p l u s  t a r d  p a r  l a  l y s e  d e  l a  b a c t d r i e  e t  l a  l i b é r a t i o n  d ' u n  g r a n d  

n o m b r e  d e  p a r t i c u l e s  i n f e c t i e u s e s ,  D a n s  lo c y c l e  d e  d é v e l o p p e r n s n t  d e  

l a  p a r t i c u l e  i n f e c t a n t e ,  l ' a c t i o n  l y t i q u e  e s t  c o n n u e  e t  s e  m a n i f e s t e  

e n  d e u x  é t a p e s  : 

1 )  - l a  p é n é t r a t i o n  du  p h a g e  d a n s  l a  b a c t é r i e - h ô t e  

2 )  - l a  l y s e  d e  l a  b a c t é r i e  e t  m u l t i p l i c a t i o n  d e s  p h a g e s  

Le l y s o z y m e  n ' e x e r c e  v r a i m e n t  s o n  r ô l e  v é r i t a b l e  q u e  l o r s q u ' i l  

l y s e  l a  b a c t é r i e - h ô t e  p e n d a n t  l a  r e p r o d u c t i o n  d e s  p h a ç e s  ( 2 7 ,  51, 9 1 ) .  

Nous a l l o n s  d é c r i r e  l e s  d i f f é r e n t e s  é t a p e s  du c y c l e  d e  m u l t i p l i -  

c a t i o n  v é g é t a t i f  d u  p h a g e ,  e n  se  r a p p o r t a n t  p l u s  p a r t i c u l i è r e m e n t  à 

c e l u i  d u  p h a g e  T4 d o n t  l e s  i n f o r m a t i o n s  s o n t  l e s  p l u s  d 6 t a i l l é e s .  

1. R e c o n n a i s s a n c e  d e  l a  c e l l u l e - h 8 t e  e t  a d s o r p t i o n  

L ' é t a p e  i n i t i a l e  d e  l ' i n t e r a c t i o n  du  p h a g e  a v e c  l a  b a c t é r i e - h ô t e  

e s t  l a  r e c o n n a i s s a n c e  d e  l a  c e l l u l e  e t  l ' a d s o r p t i o n  du  p h a g e  a v a n t  

l ' i n f e c t i o n  p r o p r e m e n t  d i t e o  Le s i t e  d e  r e c o n n a i s s a n c e  e s t  p o r t 6  p a r  

l a  c o u c h e  e x t e r n e  d e  l a  b a c t é r i e ,  e t ,  p a r t i c u l i è r e m e n t  p o u r  l e  p h a g e  

T 4 ,  p a r  l a  p a r t i e  l i p o p o l y s a c c h a r i d i q u e  ( L P S )  d e  c e l l e - c i  (45 ,  1 0 1 ) .  

C e t t e  r e c o n n a i s s a n c e  e s t  d ' a i l l e u r s  d é p e n d a n t e  d e s  c o m p o s é s  d e s  s i x  

f i b r e s  d e  l a  q u e u e  ( 4 1 ,  9 1 ) .  

L ' a d s o r p t i o n  e s t  d o n c  l e  p r o c e s s u s  d e  f i x a t i o n  d e s  p a r t i c u l e s  

i n f e c t i e u s e s  à l a  s u r f a c e  d e s  b a c t é r i e s .  Ce l le -c i  n e  d é p e n d  p a s  u n i -  

q u e m e n t  d u  p h a g e  e t  d e  l a  b a c t é r i e ,  m a i s  a u s s i  d e  l a  c o m p o s i t i o n  d u  

m i l i e u  (38), En p a r t i c u l i e r  l e  pH e t  l a  c o m p o s i t i o n  i o n i q u e  j o u e n t  

u n  r ô l e  i m p o r t a n t  ; t o u s  l e s  p h a g e s  m o n t r e n t  u n e  v i t e s s e  d ' a d s o r p t i o n  



maximum à un pH v o i s i n  d e  l a  n e u t r a l i t é ,  m a i s  l a  c o m p o s i t i o n  c a t i o -  
+ + 

n i q u e  optimum d i f f è r e  d t u n e  s o u c h e  à l ' a u t r e  : Ca p o u r  l e  p h a g e  P l ,  

Plg++ p o u r  l e  p h a g e  A . .  . . L ' a d s o r p t i o n  e s t  é g a l e m e n t  f o n c t i o n  d u  nombre  

d e  b a c t é r i e s  d a n s  l e  m i l i e u  : e l l e  e s t  maximum p o u r  un t i t r e  d e  1 0  
8 

8 
B 5.  1 0  b a c t é r i e s  p a r  m l ,  d é t e r m i n a n t  u n e  f r é q u e n c e  do  c o l l i s i o n s  

p l u s  g r a n d e  e n t r e  l e s  deux  é l é m e n t s ,  Dès q u e  l e  p h a g e  e s t  f i x é  s u r  

l a  b a c t e r i e ,  l ' a d s o r p t i o n  d e v i e n t  i r r é v e r s i b l e ,  

La b a c t é r i e  n e  s e m b l e  j o u e r  a u c u n  r ô l e  d a n s  l ' a d s o r p t i o n  p u i s q u e  

l e s  p h a g e s  p e u v e n t  ê t r e  a d s o r b e s  s u r  d e s  c e l l u l e s  t u é e s  p a r  l a  c h a -  

l e u r  ou même p a r  d e s  f r a g m e n t s  d e  c e l l u l e s .  La p a r o i  b a c t é r i e n n e  con-  

t i e n t  p a r  c o n s é q u e n t  d e s  s i t e s  d e  r é c e p t i o n  c a p a b l e s  de  f o r m e r  d e s  

l i a i s o n s  e n t r e  l e s  v i r i o n s  e t  l e s  c e l l u l e s  p a r  l a  p r é s e n c e  d e  struc- 

t u r e s  c h i m i q u e s  c o m p l é m e n t a i r e s .  

Les s t r u c t u r o s  c h i m i q u e s  s p 6 c i f i q u e s  d e  l ' a d s o r p t i o n  s o n t  l o c a -  

l i s é e s  d a n s  1 e s . c o u c h e s  e x t e r n e s  d e  l a  p a r o i  ( l i p o p r o t é i n e s  e t  l i p c -  

p o l y s a c c h a r i d e s ) .  L e u r  s y n t h è s e  e s t  g o u v e r n é e  p a r  l * a c t i v i . t 6  d e s  

g è n e s  b a c t é r i e n s  d o n t  l a  m u t a t i o n  r e n d  l a  b a c t é r i e  r é s i s t a n t e  a u  

p h a g e  c o n s i d é r é ,  

Les s i t e s  d ' i n t e r a c t i o n  a v e c  l e s  r é c e p t e u r s  b a c t é r i e n s  s o n t  l o -  

c a l i s é s  d a n s  l g e x t r ê m i t 6  d e  l a  q u e u e  d e s  p h a g e s .  Ce s o n t  l e s  f i b r e s  

d e  l a  q u e u e  q u i  p e r m e t t e n t  l ' a d s o i r p t i o n  du pha.qe s u r  l e s  b a c t é r i e s  

s e n s i b l e s  e t  non s u r  l e s  b a c t e r i e s  r é s i s t a n t e s .  C 'es t  e n  1 9 4 5  q u e  

l ' o n  d é c o u v r i t  q u e  c e r t a i n s  p h a g e s  d e  l a  s é r i e  T n é c e s s i t a i e n t  u n e  

a c t i v a t i o n  p r é a l a b l e  p o u r  p o u v o i r  s ' a d s o r b e r  s u r  l e u r  h ô t e ,  l e  co-  

f a c t e u r  l e  p l u s  e f f i c a c e  B t a n t  l e  t r y p t o p h a n e  ( 2 ,  3, 4 ) .  

3. I n j e c t i o n  d e  l ' a c i d e  n u c l é i q u e  

L ' é t a p e  s u i v a n t e  de  l ' i n f e c t i o n  e s t  l ' i n j e c t i o n  d u  DNA p h a g i q u e ,  

L e s  f i b r e s  d e  l a  q u e u e  s e  p l i e n t  e t  l e  c o n t a c t  d e  c e l l e s - c i  a v e c  l a  



s u r f a c e  c e l l u l a i r e  amène une c o n t r a c t i o n  d e  l a  g a i n e  q u i  f a i t  p é n é -  

t r e r  l e  t u b e  c e n t r a l  ( f i g u r e  4 ). C e l u i - c i  p d n è t r e  d a n s  l a  p a r o i  , 

O 

( j u s q u ' h  une  p r o f o n d e u r  d e  1 2 0  A ,  m a i s  ne  p é n è t r e  p a s  l a  membrane 

c y t o p l a s m i q u o ) ,  e t  i n j e c t e  l e  D N A  p h a g i q u e  d a n s  l a  c e l l u l e  ( 9 1 ) ,  

c e l u i - c i  t r a v e r s a n t  l a  membrane p l a s m i q u e  p a r  lui-même. La démons- 

t r a t i o n  q u e  l ' a c i d e  n u c l é i q u e  p é n è t r e  l a  c e l l u l e  b a c t é r i e n n e  a é t Q  

a p p o r t é e  p a r  l e s  e x p é r i e n c e s  d e  HERSHEY e t  CHASE e n  1 9 5 2  ( 3 9 ) .  

I l s  o n t  m o n t r é  q u e  l ' e n v e l o p p e  d e s  p h a g e s  r e s t e  à l ' e x t é r i e u r  

a p r h s  l ' a d s o r p t i o n  e t  q u e  s e u l  l e  D N A  p é n h t r e  d a n s  l a  b a c t é r i e  a u  

moment de  l ' i n f e c t i o n  e t  q u e  c ' e s t  ce DNk q u i  e s t  l e . s u p p o r t  h é r é -  

d i t a i r e  d e  l a  c o n t i n u i t d  d e s  p h a g e s .  

Du l y s o z y m e  a  é t é  r e p o r t é  Q t r e  a s s o c i d  a u x  p a r t i c u l e s  p h a g i q u e s  

d a n s  l e  c a s  d u  p h a g e  T 2 ,  e t  il e s t  p r o b a b l e  q u e  l a  d i g e s t i o n  d e  l a  

p a r o i  a v e c  c e t t e  enzyme e s t  e n  r e l a t i o n  a v e c  l e  phdnomène d e  p é n 6 -  

t r a t i o n  ( 7 ,  8, 44 ,  5 5 ,  76 ) .  D Q j à  K O C H  e t  W E I D E L  (55,  9 9 )  a v a i e n t  mon- 

t r é  q u e  l e  l y s o z y m e  a s s o c i é  a u x  p a r t i c u l e s  i n f e c t i e u s e s  c o m m e n ç a i t  3 

d i g é r e r  l a  p a r o i  d è s  q u e  l e s  p h a g e s  d e  l a  s é r i e  T  s o n t  a t t a c h d s  à La 

s u r f a c e  d e  E s c h e r i c h i a  c o l i ,  WEIDEL e t  c o l l .  ( 7 5 ,  100) o n t  é g a l e m e n t  

m o n t r e  q u e  c ' e s t  l a  c o u c h e  i n t e r n e  e t  r i g i d e  d e  l a  p a r o i  q u i  e s t  

a t t a q u é e  p a r  l e  l y s o z y m e  d e  p h a g e  q u i  e n l è v e  l e s  a c i d e s  a m i n é s ,  l ' a -  

c i d e  muramique e t  l a  g l u c o s a m i n e  du mucopolymère ,  P a r  c o n t r e  EMRICH 

e t  STREISINGER ( 2 7 ) ,  e n  c o m p a r a n t  un p h a g e  m u t a n é  d é f i c i e n t  e n  l y s o -  

zyme e t  l e  p h a g e  s a u v a g e ,  i n d i q u è r e n t  q u e  l e  l y s o z y m e  n e  j o u a i t  a u c u n  

r ô l e  d a n s  l e  phénomène d e  p é n é t r a t i o n ,  

4. D é v e l o p p e m e n t  i n t r a c e l l u l a i r e  d e s  p h a q e s  

A p r é s  l ' i n j e c t i o n  d e  l ' a c i d e  n u c l é i q u e  commence l e  d é v e l o p p e m e n t  

v i r a l  q u i  comprend  p l u s i e u r s  é t a p e s  j u s q u t a  l a  l i b é r a t i o n  d e s  v i r i o n s  

d e  l a  p r o g é n i e  p r o d u i t s  d a n s  l a  c e l l u l e  i n f e c t é e .  

a )  - C h a n g e m e n t s  d a n s  l e  m é t a b o l i s m e  b a c t é r i e n  
------------II--------------------------- 

L ' i n f e c t i o n  d e s  b a c t é r i e s  p a r  l e s  p h a g e s  d é t e r m i n e  u n e  



r d o r g a n i s a t i o n  p r o f o n d e  de l ' a c t i v i t d  m é t a b o l i q u e  de l a  b a c t é r i e ,  q u i  

a b o u t i t  f i n a l e m e n t  B une s u b o r d i n a t i o n  du m é t a b o l i s m e  b a c t é r i e n  a u  

s e u l  p r o f i t  de l a  s y n t h è s e  des  c o n s t i t u a n t s  v i r a u x .  

L ' i n f e c t i o n  i n h i b e  t o t a l e m e n t  l a  s y n t h k s e  d u  DNA, du RNA e t  

des  p r o t é i n e s  a u  b o u t  de deux m i n u t e s  e t  p rovoque  l ' a u g m e n t a t i o n  r a -  

p i d e  de l a  p e r m é a b i l i t é  de l a  c e l l u l e  (63, 77, 70), L a  s y n t h h s e  des 

enzymes b a c t é r i e n n e s  e s t  éga lement  s t o p p é e  e t  p e n d a n t  l a  p é r i o d e  l a -  

t e n t e ,  l ' a c t i v i t é  de c e l l e s - c i  r e s t e  a u  même n i v e a u  q u ' a v a n t  l ' i n -  

f e c t i o n  (12, 23, 71, 72, 90).  

b )  - S y n t h è s e  des  p r o t é i n e s  v i r a l e s  .............................. 

On a s s i s t e  e n s u i t e  à l a  s y n t h è s e  du R N A  messager v i r a l  p a r  

l a  RNA-polymérase b a c t o r i e n n e .  Ce mRNA pe rme t  l a  s y n t h è s e  d 3 e n z y n a s  

t r è s  nombreuses e t  q u i  s o n t  a b s e n t e s  dans une  c e l l u l e  non i n f e c t 4 e .  

Ces enzymes se t r o u v a n t  p a r m i  l e s  p r o t é i n e s  "p récoces "  dans l e  c y c l e  

de déve loppement  e t  de m u l t i p l i c a t i o n  du phage : d é o x y c y t i d y l a t e  

h y d r o x y m é t h y l a s e  (28, 29, 59, 92) ,  une  DNA p o l y m é r a s e  (60) ,  des  

g l u c o s y l - t r a n s f é r a s e s  (59, 64) ,  d é o x y c y t i d i n e  p y r o p h o s p h a t a s e  (58,  

59) ,  d 6 o x y c y t i l y l i c  déaminase (53), t h y m i d y l a t e  s y n t h é t a s e  (9, 30), 

d é o x y r i b o n u c l é a s e  (62, 7 3 )  etc...  L e u r  a c t i v i t é  p e r m e t  l a  s y n t h è s e  

du DNA p h a g i q u e  q u i  d é b u t e  5 à 7  m i n u t e s  a p r è s  l ' a p p a r i t i o n  de  ces  

enzymes. 

P u i s ,  dans u n  second temps, l e s  p r o t 8 i n e s  de l ' e n v e l o p p e  

du  phage e t  l e  l y sozyme  s o n t  a c t i v e m e n t  s y n t h é t i s é s ,  Pour  r é a l i s e r  

t o u t e s  c e s  syn thèses ,  l e  phage u t i l i s e  l e s  d i f f é r e n t s  composants  

i n t r a c e l l u l a i r e s  b a c t é r i e n s  e t  p a r t i c u l i è r e m e n t  l e s  r i b o s o m e s  comme 

l i e u  de s y n t h è s e  p r o t é i q u e ,  

L a  c a p s i d e  d ' u n  phage e s t  r e l a t i v e m e n t  complexe e t  l a  syn- 

t h è s e  de c e s  d i f f é r e n t s  composants  s ' e f f e c t u e  indépendamment l e s  uns  

des  a u t r e s ,  e t  c e s  d i f f R r e n t e s  s o u s - u n i t é s  s ' a s s e m b l e n t  e n s u i t e  spon- 

t anémen t  p o u r  donner  l a  m o r p h o l o g i e  comp lè te ,  



C h a q u e  é t a p e  e s t  d o n c  b i e n  o r d o n n a n c d e  e t  d e  n o m b r e u s e s  é t u d e s  

o n t  p e r m i s  1 ' 6 t a b l i s s e m e n t  d ' u n e  c a r t e  g o n é t i q u e  du  p h a g e  T4.  

c )  - S y n t h è s e  d u  l y s o z y m e  d a n s  l a  b a c t é r i e  i n f e c t é e  .............................................. 

N o u s  a v o n s  v u  q u e  l e  D N A  p h a g i q u e  i n d u i t  l a  s y n t h è s e  d u  l y -  

s o z y m e  q u i  j o u e  un  r ô l e  i m p o r t a n t  d a n s  l a  d i s s o l u t i o n  f i n a l e  d e  l a  

c e l l u l e  i n f e c t é e .  Ce l y s o z y m e  d e  p h â g e  d i g è r e  d e  w l ' i n t é r i e u r t '  l a  

p a r o i  c e l l u l a i r e  e t  p r é p a r e  a i n s i  l a  c e l l u l e  à l a  l y s e  e t  à l a  l i b é -  

r a t i o n  d e s  p h a g e s  n o u v e l l e m e n t  s y n t h é t i s é s .  I l  e s t  p o s s i b l e  d l é t u -  

d i e r  l a  c i n é t i q u e  d ' a p p a r i t i o n  d u  l y s o z y m e  e n  l y s a n t ' l e s  b a c t é r i e s  

i n f e c t é e s  à d e s  t e m p s  v a r i a b l e s  a p r è s  l ' i n f e c t i o n ,  p a r  e x e m p l e  a u  

moyen d e s  u l t r a - s o n s ,  e t  e n  é v a l u a n t  l ' a c t i v i t é  d u  l y s o z y m e  d e  c e s  

l y s a t s  p r é c o c e s  ( l a  q u a n t i t g  du  l y s o z y m e  p r é s e n t e  p e u t  ê t r e  estitnée 

e n  m e s u r a n t  l a  v i t e s s e  d e  l y s e  d e s  b a c t é r i e s  t r a i t é e s  à l a  c h a l e u r  

o u  a u  c h l o r o f o r m e ,  o u  m i e u x  e n c o r e ,  l a  d i s s o l u t i o n  d e s  p a r o i s  ce l -  

l u l a i r e s  i s o l é e s ) .  De t e l l e s  é t u d e s  r 6 u è l e n t  q u e  l e  l y s o z y m e  n ' e s t  

p a s  s y n t h é t i s é  p a r m i  l e s  p r o t é i n e s  p r é c o c e s  m a i s  commence à ê t r e  

v i s i b l e  v e r s  l e  m i l i e u  d e  l a  p h a s e  d e  l a t e n c e  ( 4 3 ) ,  p r a t i q u e m e n t  e n  

meme t e m p s  q u e  l e s  p r e m i e r s  c o m p o s é s  p r o t 6 i q u e s  d e  l a  q u e u e  d u  p h a g e  

p e u v e n t  ê t r e  d é t e c t é s .  Aucun d o u t e  q u e  c e  d é l a i  d e  s y n t h è s e  d u  l y s o -  

zyme  d e  p h a g e  e s t  n é c e s s a i r e  p o u r  o b t e n i r  l a  m u l t i p l i c a t i o n  c o m p l è t e  

d e s  p h a g e s  ; e n  e f f e t  s i  c e t t e  e n z y m e  é t a i t  s y n t h é t i s é e  p a r m i  l e s  

p r o t é i n e s  p r é c o c e s ,  f o r m é e s  j u s t e  a p r è s  l ' i n f e c t i o n ,  s o n  a c t i v i t é  s e  

m a n i f e s t e r a i t  i m m é d i a t e m e n t  e t  p r o v o q u e r a i t  l a  l y s e  d e  l a  c e l l u l e  

i n f e c t é e  a v a n t  q u ' a u c u n e  d e s c e n d a n c e  p h a g i q u e  i n t a c t e  n a a i t  e u  l e  

t e m p s  d e  se p r o d u i r e ,  

d )  - La l y s e  b a c t é r i e n n e  ------------------- 
A l a  f i n  d u  c y c l e  d e  m u l t i p l i c a t i o n ,  i m m d d i a t e m e n t  a v a n t  

l a  l y s e  d e s  b a c t é r i e s  i n f e c t é e s ,  l ' a p p a r i t i o n  d e s  f o r m e s  s p h é r i q u e s  

( 3 7 ,  4 3 ,  4 4 ) ,  s t a b i l i s é e s  d ' a i l l e u r s  p a r  d e s  c o n c e n t r a t i o n s  a s s e z  

é l e v é e s  d e  s a c c h a r o s e  ( 4 3 ,  4 4 ) ,  i n d i q u e  l a  d i s p a r i t i o n ,  a u  m o i n s  

p a r t i e l l e ,  d e  l a  c o u c h e  m u r é i q u e  r i g i d e  d e s  p a r o i s  b a c t é r i e n n e s  
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( l a  c o u c h e  * ' R N  s e l o n  WEIDEL) ,  La d i s p a r i t i o n  d e  c e t t e  c o u c h e  r i g i d e  

s ' e x p l i q u e  p a r  l ' a c c u m u l a t i o n  d e  l y s o z y m e  p h a g i q u e  d a n s  l e s  b a c t é r i e s  ; 

u n e  f o i s  c e t t e  r i g i d i t é  r o m p u e ,  l a  c e l l u l e  d e v i e n t  i n c a p a b l e  d e  r d -  

s i s t e r  à l a  p r e s s i o n  o s m o t i q u e  e t  e l l e  d c l a t e ,  e n t r a l n a n t  l a  l y s e . d e  

l a  c e l l u l e o  

L ' é t u d e  f a i t e  p a r  J A C O B ,  FUERST e t  WOLLMAM ( 4 3 ,  4 4 ) ,  d e s  

b a c t é r i e s  l y s o g è n e s  d é f e c t i v e s  ( b a c t é r i e s  l y s o g è n e s ,  q u i  u n e  f o i s  i n -  

d u i t e s ,  s o n t  i n c a p a b l e s  d e  s y n t h é t i s e r  o u  d'assembler t o u s  l e s  c o n s -  

t i t u a n t s  d ' u n  p h a g e  c o m p l e t ) ,  a m o n t r é  q u e  s i  l e  l y s o z y m e  n ' e s t  p a s  

s y n t h é t i s é ,  l a  l y s e  n e  se  f a i t  p a s .  L ' a c t i v i t é  l y t i q u e  d u  l y s o z y m e  

a c c u m u l é  d a n s  l e s  b a c t é r i e s  i n f e c t é e s  e s t  d o n c  un  f a c t e u r  p r é d o m i -  

n a n t  d e  l a  l y s e  b a c t é r i e n n e  f i n a l e ,  o u  l y s e  " d e  l ' i n t é r i e u r 1 '  ( " l y ç i s  

f r o m  w i t h i n w )  ( 2 5 ) .  

e )  - m o d i f i c a t i o n s  r 8 a c t i o n n e l l e s  d e s  b a c t d r i e s  i n f e c t e e s  -----------_-----------------------"-----.----------- 

Une b a c t é r i e  i n f e c t d e  p a r  d u  p h a g e ,  p u i s  s u r i n f e c t é e  p a r  l e  

meme p h a g e ,  l y s e  b i e n  p l u s  t a r d  q u ' u n e  b a c t e r i e  i n f e c t é e  u n e  s e u l e  

f o i s .  Ce p h é n o m è n e  s ' a p p e l l e  " i n h i b i t i o n  d e  l y s e n  ( " l y s i s  i n h i b i t i o n " )  

( 2 6 ) .  La  r é a d s o r p t i o n  d e s  p h a g e s  l i b é r é s  p a r  l a  l y s e  d e s  p r e m i è r e s  

c e l l u l e s  i n f e c t é e s  s u s p e n d  l a  l y s e  du  r e s t e  d e  l a  p o p u l a t i o n  p a r  u n  

m é c a n i s m e  e n c o r e  mal c o m p r i s .  La l y s e  d e  l a  c u l t u r e  e s t  c o n s i d é r a -  

b l e m e n t  r e t a r d é e ,  mais l o r s q u ' e l l e  se p r o d u i t ,  l e  r e n d e m e n t  e n  p h a g e s  

s ' e n  t r o u v e  c o n s i d é r a b l e m e n t  a u g m e n t é  (1  .O00 p h a g e s / b a c t é r i e ) .  

Ce  p h é n o m è n e  s e m b l e  c o n c e r n e r  l e s  e n v e l o p p e s  b a c t é r i e n n e s ,  

n o t a m m e n t  e n  a m e n a n t  u n  r e n f o r c e m e n t  d e  c e l l e s - c i  e t  q u i  se  m a n i f e s t e  

v i s  à v i s  d e  l a  l y s e  " d e  l ' i n t é r i e u r w  f i n a l e  q u i  e s t  d i f f é r d e .  Ce  

r e n f o r c e m e n t  d e s  e n v e l o p p e s  b a c t é r i e n n e s  se  m a n i f e s t e  a u s s i  v i s  à v i s  

d ' u n e  a c t i o n  e x t e r n e  ( d a n s  l e  cas  d e  l l e x c l u ç i o n ,  e m p e c h a n t  l l e n t r d e  

d ' u n  a u t r e  DNA), L ' e n s e m b l e  p e r m e t  l t a c c u m u l a t i o n  d u  l y s o z y m e  s a n s  l y s e  

p r é c o c e  d e  l a  c e l l u l e .  Une m u l t i p l i c i t é  d ' i n f e c t i o n  n o r m a l e m e n t  s u f -  

f i s a n t e  p o u r  p r o v o q u e r  l a  l y s e  "de l ' e x t é r i e u r "  ( " l y s i s  f r o m  w i t h o u t t l )  
- 

( 6 ,  61, 6 7 ,  7 0 )  d P u n e  b a c t é r i e  n o n  i n f e c t d e  n e  s e  p r o d u i t  p a s  l o r s q u e  

l e  d é v e l o p p e m e n t  i n t r a c e l l u l a i r e  d ' u n  p h a g e  e s t  d é j à  commencé d e p u i s  

q u e l q u e s  m i n u t e s  ( 9 8 ) ,  



M A T E R I E L  E T  M E T H O D E S  



n 

1. PHAGE ET BACTERIE-HOTE 

E s c h e r i c h i a  c o l i  K 10 a é t é  u t i l i s e  comme b a c t d r i e - h ô t e .  C ' e s t  

une  b a c t é r i e  q u i  p o u s s e  t r è s  b i e n  s u r  t o u s  l e s  m i l i e u x  u t i l i s é s ,  e t  

l o r s q u e  c e l l e - c i  e s t  c u l t i v é e  e n  p r é s e n c e  d e  l a c t o s e ,  e l l e  s y n t h é -  

t i s e  u n e  enzyme q u i  e s t  l a  1 - ~ a l a c t o s i d a s e .  

L e s  d i f f d r e n t e s  c u l t u r e s  s o n t  r é a l i s é e s  s o u s  a g i t a t i o n  p e r m e t -  

t a n t  a i n s i  u n e  bonne  a é r a t i o n ,  d o n c  u n e  bonne  o x y g é n a t i o n  d u  m i l i e u .  

La d e n s i t e  d e  p o p u l a t i o n  a  é t é  s u i v i e  p a r  l a  l e c t u r e  d e  l a  d e n s i t 6  

o p t i q u e  B 6 0 0  nm e t  p a r  c o m p t a g e  s u r  b o î t e s  d e  P é t r i .  

Le  b a c t é r i o p h a g e  employé  e s t  l a  s o u c h e  T6 q u i  p r o d u i t  d e  pe-  

t i t e s  p l a g e s  d e  l y s e  s u r  b o î t e  d e  P é t r i .  A n t i g é n i q u e m s n t  e t  morpho- 

l o g i q u e m e n t ,  l e  p h a g e  T6 s e  r a p p r o c h e  d e s  p h a g e s  T2 e t  T4 e t  il s e  

r e p r o d u i t  p r a t i q u e m e n t  d e  l a  même f a ç o n  q u ' e u x .  

I I .  MILIEUX DE CULTURE 

T o u t e s  l e s  b a c t é r i e s  e m p l o y é e s  o n t  é t é  e n t r e t e n u e s  p a r  r e p i -  

q u a g e s  s u c c e s s i f s  s u r  g d l o s e  o r d i n a i r e .  

- C a m p o s i t i o n  d e s  d i f f é r e n t s  m i l i e u x  d e  c u l t u r e  : 

- G é l o s e  o r d i n a i r e  --.----.-------- 

P e p t o n e  ........................ 10 g  

.............. E x t r a i t  d e  v i a n d e  4 g 

NaCl ........................... 5 g 

A g a r  ........................... 13 g  

H20 q s p  ........................ 1 l i t r e  

pH f i n a l  : 7 , 2  



Tryptone  ....................... 10 g 

............. E x t r a i t  d e  l e v u r e s  5 g 

NaCl ........................... 5 g 

........................ Hz0 qsp 1 l i t r e  

pH f i n a l  : 7 , 3  

Pour o b t e n i r  du L u r i a  gelos6, a j o u t e r  10 g / l  d 'Agar.  

- M i l i e u  fl 9  

Na2 HP04 ....................... 7 9 

KHz PO4 ....................... 3 9 

NH4 C l  .................*....... 1 9 

-3  
flgS04 .......m.................. 10 M 

-4 
C a C 1 2  .m...........m............ 10 K 

.......................... F e C l s  2x1 Pl 

G l u c o s e  ........................ 1 0  g 

H20 ~ S P  ......m................b 1 1 

pH f i n a l :  6 , 9  à 7,2 

- B o u i l l o n  o r d i n a i r e  
-,.'----Di--------- 

........................ P e p t o n e  10  g 

E x t r a i t  d e  v i a n d e  ....o......... 4 g 

N a C 1  ........................O.. 5 g 

H20 qsp ........................ 1 l i t r e  

pH f i n a l  : 7,2  



- m i l i e u  de F R A S E R  ---------------- 

........ (ou L a c t o s e  10 ou 20 % 1 0 0  m l )  

D i f c o  C a s a m i n o - a c i d e s  ......... 1 5  g 

H20 q s p  ....................... 1  l i t r e  

pH f i n a l  : 6 , 9  7 , 2  

- P i i l i e u  pour ----------- M i c r o c o c c u s  l y s o d e i k t i c u s  .......................... 

Dans d e s  b o u t e i l l e s  de Roux on prdpare  : 

............. E x t r a i t  d e  v i a n d e  15 g 

.......... P e p t o n e  p a n c r d a t i q u e  6 0  g 

G Q l o s e  ......................r. 90 g 

NaOH 2,5N ..................... 25 m l  

H20 q s p  ....................... 3  l i t r e s  

pH f i n a l  : 7 , 3  - 7,4 
Après  a u t o c l a v a g e ,  a j o u t e r  du g l u c o s e  ( 2  c ~ / l )  . On c u l t i v e  

pendant  48 6 0  h e u r e s  ?i 37O C .  



I I I .  TECHNIQUE DE NUNERATION DES PHAGES 

C e t t e  t e c h n i q u e  e s t  b a s é e  s u r  l ' u t i l i s a t i o n  d e  l a  d o u b l e  c o u c h e .  

E l l e  p e r m e t  d e  c o n n a î t r e  l e  n o m b r e  d e  p h a g e s  s o i t  à p a r t i r  d ' u n  

s t o c k  é t a b l i  s u r  b o i t e  d e  P é t r i ,  s o i t  à p a r t i r  d ' u n  l y s a t  l i q u i d e ;  

1.  E t a b l i s s e m e n t  d ' u n  s t o c k  à p a r t i r  d e  b o f t e s  d e  P é t r i  

C e t t e  t e c h n i q u e  e s t  t r è s  s i m p l e  : d a n s  u n  t u b e  à p e t i t e  g é l o s e  

, c o n t e n a n t  d e  l a  g é l o s e  B 5 p  1 0 0 0  e n  s u r f u s i o n  (44O C )  ( c ' e s t - à - d i r e  

d e  l a  g é l o s e  f o n d u e  p r é a l a b l e m e n t  a u  b a i n - m a r i e  b o u i l l a n t  p u i s  m a i n -  

t e n u s  à 44O C ) ,  o n  a j o u t e  0 , 2 5  m l  d ' u n e  c u l t u r e  d 8 E s c h e r i c h i a  c o l i  

e t  0 , l  m l  d ' u n e  s u s p e n s i o n  de p h a g e s .  Le t o u t  e s t  e n s u i t e  v e r s é  s u r  

u n e  c o u c h e  d e  m i l i e u  L u r i a  g é l o s é ,  d a n s  d e s  b o î t e s  d e  P é t r i .  L ' i n -  

c u b a t i o n  e s t  r é a l i s é e  à 37O C p e n d a n t  l a  n u i t .  

Le l e n d e m a i n  m a t i n ,  l a  c o u c h e  d e  g é l o s a  m o l l e  e s t  r é c u p é r é e  à 

l ' a i d e  d ' u n  O t a l e u r  e t  v e r s é e  d a n s  un  t u b e  à c e n t r i f u g e r  s t é r i l e .  

Du c h l o r o f o r m e  e s t  a l o r s  a j o u t é  ( 1  m l  p o u r  4  b o î t e s )  e t  l ' e n s e m b l e  

e s t  h o m o g é n é i s é  p a r  b r a s s a g e  à l ' a i d e  d ' u n e  p i p e t t e .  Le  t u b e  e s t  

e n s u i t e  c e n t r i f u g é  à 1 7 . 0 0 0  t r s / rnn  p e n d a n t  2 0  mn e t  3 + 4 O  C .  On 

o b t i e n t  t r o i s  p h a s e s  : u n e  p h a s e  s u p é r i e u r e  r e n f e r m a n t  l e s  p h a g e s ,  

u n e  p h a s e  i n t e r m é d i a i r e  r e n f e r m a n t  l a  g é l o s e  e t  e n f i n  u n e  p h a s e  

i n f é r i e u r e  c o n t e n a n t  l e  c h l o r o f o r m e .  S e u l e  l a  p h a s e  s u p é r i e u r e  

e s t  r e c u e i l l i e .  

- C o m p o s i t i o n  d e s  p e t i t e s  g é l o s e s  : ............................... 

A g a r  D i f c o  7,s g O .................... 
o u  A g a r  B i o m a r  ................ 5 g  

O Hz0 b i d i s t i l l é e  ............... 1 1 

o n  r é p a r t i t  4 r n l / t u b e .  

P o u r  o b t e n i r  u n  l y s a t  e n  p h a s e  l i q u i d e ,  d u  p h a g e  e s t  i n o c u l é  

à l a  c u l t u r e  e n  p h a s e  e x p o n e n t i e l l e  d e  c r o i s s a n c e .  Une f o i s  l e  n o m b r e  



maximum d e  p h a g e s  o b t e n u  ( v é r i f i é  p a r  n u m é r a t i o n ) ,  l e s  d é b r i s  ce l -  

l u l a i r e s  e t  l e s  c e l l u l e s  i n t a c t e s  s o n t  é l i m i n é s  p a r  c e n t r i f u g a t i o n ,  

l é s  p h a g e s  r e s t a n t  d a n s  l e  s u r n a g e a n t .  

N u m é r a t i o n  d e s  p h a ~ e s  

Le  l y s a t  a i n s i  o b t e n u  e s t  d i l u é  d a n s  d u  m i l i e u  L u r i a  j u s q u ' à  

IO-' e t  d o s é  e n  u t i l i s a n t  u n e  c u l t u r e  d t E s c h e r i c h i a  c o l i  n o n  i n -  

f e c t é e .  D a n s  un t u b e  à p e t i t e  g é l o s e  r e n f e r m a n t  4 m l  d e  g d l o s e  & 

5 O p  1 0 0 0  ( ~ ~ a r  ~ i o m a r )  e n  s u r f u s i o n  ( 4 4 0  c ) ,  on a j o u t e  0 , 2 5  m l  

d e  c u l t u r e  e t  0 , l  m l  d e  l a  d i l u t i o n  d e  p h a g e s .  Le t u b e  e s t  e n s u i t e  

c o u l é  e n  d o u b l e  c o u c h e  s u r  m i l i e u  L u r i a  G é l o s é ,  e t  l ' e n s e m b l e  e s t  

m i s  à i n c u b e r  à 37O C .  Les b a c t é r i e s  e n  se  m u l t i p l i a n t  f o r m e n t  u n e  

n a p p e  ; l e s  p h a g e s  q u i  o n t  i n f e c t é  u n e  b a c t é r i e  a u  d é p a r t ,  p u i s ,  

p a r  d i f f u s i o n  d a n s  l a  g é l o s e ,  l e s  b a c t é r i e s  v o i s i n e s ,  f o r m e n t  u n e  

p l a g e  d e  l y s e .  On a é t a b l i  q u ' u n  s e u l  p h a g e  p e u t  d o n n e r  n a i s s a n c e  

à u n e  p l a g e  d e  l y s e .  P o u r  c o n n a î t r e  l e  t i t r e  d u  l y s a t ,  on  m u l t i p l i e  

l e  nombre  d e  p l a g e s  d e  l y s e  o b t e n u  p a r  1s f a c t e u r  d e  d i l u t i o n .  C e  

t i t r e  e s t  r a m e n é  e n  n o m b r e  d e  p a r t i c u l e s  i n f e c t i e u s e s  p a r  m l .  

I V .  DETERRINATION DE L ' A C T I V I T E  LYTIQUE 

L ' a c t i v i t é  l y t i q u e  du  l y s o z y m e  p e u t  ê t r e  d o s é e  p a r  d i f f é r e n t e s  

m é t h o d e s  q u i  s o n t  p r i n c i p a l e m e n t  b a s é e s  s u r  l ' e s t i m a t i o n  d e  l a  l y s e  

p a r  t u r b i d i m é t r i e  (17, 6 5 ,  6 6 ,  88, 9 5 )  o u  p a r  m e s u r e  d e  l a  s o l u b i -  

l i s a t i o n  d e s  c o m p o s é s  d e  l a  p a r o i  ( 4 2 ,  83), o u  p a r  c o l o r i m é t r i e  

(1 0 8 ) .  

P o u r  n o t r e  p a r t ,  é t a n t  a m e n é s  p a r  l a  s u i t e  à d o s e r  l ' a c t i v i t é  

b i o l o g i q u e  d u  l y s o z y m e  s u r  d i f f é r e n t e s  b a c t é r i e s ,  n o u s  a v o n s  p r é f é r é  

l a  m é t h o d e  t u r b i d i m é t r i g u e .  P o u r  ce la  d e u x  t e c h n i q u e s  o n t  é t é  r e t e -  

n u e s  : l a  p r e m i è r e  u t i l i s a n t  l e  s u b s t r a t  c l a s s i q u e  d u  l y s o z y m e  : 

c ' e s t - à - d i r e  M i c r o c o c c u s  l y s o d e i k t i c u s ,  l a  d e u x i è m e  u t i l i s a n t  comme 

s u b s t r a t  E s c h e r i c h i a  c o l i  K 10. 



1. f l i c r o c o c c u s  l y s o d e i k t i c u s  

a )  - P r é p a r a t i o n  d e s  p o u d r e s  a c é t o n i q u e s  ( 1 6 )  ................................... 

C e s  p r é p a r a t i o n s  o n t  l ' a v a n t a g e  d ' u n e  a s s e z  l o n g u e  c o n s e r -  

v a t i o n .  On f a i t  u n e  a b o n d a n t e  r é c o l t e  d c  b a c t é r i e s  c u l t i v é e s  s o i t  

e n  m i l i e u  l i q u i d e ,  s o i t  s u r  d e  g r a n d e s  s u r f a c e s  d e  g é l o s e .  On l a v s  

p a r  c e n t r i f u g a t i o n  e n  p r é s e n c e  d ' e a u  d i s t i l l g e  s t é r i l e  e t  à f r o i d  

( +  4O C ) .  Le c u l o t  e s t  r e p r i s  p a r  une  p e t i t e  q u a n t i t é  d ' e a u  d e  f a -  

ç o n  à p r é p a r e r  une  p â t e  o n c t u e u s e  e t  homogène.  On a j o u t e  1 0  v o l u m e s  

, d R a c 6 t o n e  r e f r o i d i e  à O 0  C. On m é l a n g e  s o i g n e u s e m e n t ,  On l a i s s e  f l o -  

c u l e r  5 à 1 0  mn d a n s  un b a i n  d e  g l a c e  à - S 0  C.  On c e n t r i f u g e  e n  

m a i n t e n a n t  t o u j o u r s  c e t t e  b a s s e  t e m p g r a t u r e .  L a v e r  à deux r e p r i s e s  

a v e c  d e  l ' a c é t o n e  r e f r o i d i e  o u  un m é l a n g e  a l c o o l  + a c d t o n e  ( v / v )  ou 

e n c o r e  à l ' a l c o o l  - é t h e r .  S é c h e r  l e  r é s i d u  s o u s  v i d e .  La p o u d r e  

a c é t o n i q u e  e s t  c o n s e r v é e  s o u s  a t m o s p h è r e  d ' a z o t e  a t  à + 4O C.  C e s  

p o u d r e s  p e u v e n t  ê t r e  u t i l i s é e s  p l u s i e u r s  s e m a i n e s  p o u r  m e s u r e r  l ' a c -  

t i v i t é  l y s o z y m e .  

b )  - Mode o p é r a t o i r e  --------------- 

On p r é p a r e  une  s u s p e n s i o n  e n  a g i t a n t  t r è s  f o r t e m e n t  d a n s  

9 0  m l  d e  s o l u t i o n  tampon p h o s p h a t e  ~ / 1 5  (pH 6 , 2  p o u r  l e  l y s o z y m e  

d e  b l a n c  d ' o e u f ,  pH 7 , s  p o u r  l e  l y s o z y m e  d e  p h a g e )  e t  1 0  m l  d e  

NaCl à 1  p 1 0 0 ,  u n e  q u a n t i t é  s u f f i s a n t e  d e  p o u d r e  a c é t o n i q u e  p o u r  

o b t e n i r  u n e  d e n s i t é  o p t i q u e  d e  0 , 7 0  B 600  nm. . 

A 5 m l  d e  s u s p e n s i o n  on a j o u t e  0 , s  m l  d e  s o l u t i o n  e n z y -  

m a t i q u e .  Le d o s a g e  e s t  e f f e c t u e  à 20°  C .  

P o u r  c o n n a î t r e  l ' a c t i v i t é  l y s a n t e ,  o n  c h o i s i t  d e  m e s u r e r  

l e  t e m p s  e n  s e c o n d e s  c o r r e s p o n d a n t  à u n e  d i m i n u t i o n  d e  4 0  p l 0 0  d e  

l a  d e n s i t e  o p t i q u e  d e  l a  s u s p e n s i o n  e t  on a p p e l l e  ce temps t 
4 0  ' 

o n  d e f i n i t  l ' a c t i v i t é  a  p a r  : 



Les v a l e u r s  d e  a  s o n t  B t a l o n n é e s  e n  d e  l y s o z y m e  d e  b l a n c  

d  ' o e u f .  

2.  E s c h e r i c h i a  c o l i  

a )  - P r é p a r a t i o n  du s u b s t r a t  
----------"-------"_I__ 

Nous a v o n s  t e s t 6  p l u s i e u r s  m é t h o d e s  p o u r  n e a r e t e n i r  f i n a -  

l e m e n t  q u e  c e l l e  d é c r i t e  p a r  MARK ( 6 5 )  q u i  a  l ' a v a n t a g e  d e  m e s u r e r  

d e  t r è s  f a i b l e s  a c t i v i t é s  e t  d ' u t i l i s e r  d e s  p r é p a r a t i o n s  c e l l u l a i r e s  

b e a u c o u p  p l u s  s e n s i b l e s  à l ' a c t i o n  du l y s o z y m e ,  

La s o u c h e  d t E s c h e r i c h i a  c o l i  K 1 0  e s t  c u l t i v d e  d a n s  d u  

m i l i e u  T r y p t o n o  : --------------- 

T r y p t o n e  .................... 1 0  g 

........................ NaCl 5  g 

H20 ......................... 1 l i t r e  

pH f i n a l  = 7 , 2  

e t  e n  a g i t a t i o n  à 3 0 °  C j u s q u l à  c e  q u e  l a  c u l t u r e  a t t e i g n e  8. 1 0  
8 

c e l l u l e s / m l .  C e t t e  c u l t u r e  e s t  e n s u i t e  s t o p p é e ;  l a v é e ,  c e n t r i f u g é e  

e t  s u s p e n d u e  d a n s  l e  même m i l i e u  f r o i d  &i une  c o n c e n t r a t i o n  d e  8. 1 0  
9 

c e l l u l e s / m l .  C e t t e  s u s p e n s i o n  e s t  e n s u i t e  s t o c k é e  B + 4O C p a n d a n t  

d e u x  B t r o i s  s e m a i n e s  a v a n t  e m p l o i .  

I m m é d i a t e m e n t  a v a n t  e m p l o i ,  l e s  c e l l u l e s  s o n t  d i l u d e s  10  

B 2 0  f o i s  a v e c  du tampon Tr i s -HC1 0,05 fi pH 7 , 5  a f i n  q u e  l a  d e n s i t e  

o p t i q u e  B 3 5 0  nm s o i t  c o m p r i s e  e n t r e  0 , 7 0  e t  0 , 8 0 ,  p u i s  t r a i t é e s  a u  

c h l o r o f o r m e  ( 1  % volume f i n a l ) .  C e t t e  n o u v e l l e  s u s p e n s i o n  e s t  c o n s e r -  

vBe d a n s  un b a i n  d e  g l a c e  c a r  on n o t e  u n e  l é g è r e  p e r t e  d e  s t a b i l i t é  

B d e s  t e m p d r a t u r e s  s u p é r i e u r e s .  





c o u r b e  é t a l o n  e s t  t r a c é e  e n  r a p p o r t a n t  l a  c o n c e n t r a t i o n  du l y s o z y m e  

d e  b l a n c  d ' o e u f  à l a  v a r i a t i o n  d e  d e n s i t é  o p t i q u e  : 

( A  0.0. = D.O.TBmoin D * " *  enzyme 1 

Tous  l e s  e s s a i s  e n z y m a t i q u e s  e f f e c t u é s  s u r  l e  l y s a t  p h a g i q u e  s o n t  

r a m e n é s  e n  é q u i v a l e n t s  l y s o z y m e  d e  b l a n c  d ' o e u f ,  

La d i f f d r e n c e  d e  d e n s i t é  o p t i q u e  ( A  D,O.), o b s e r v B e  p o u r  

l e s  e s s a i s  e f f e c t u é s  s u r  l e  l y s o z y m e  d e  p h a g e ,  e s t  c o n v e r t i e  e n  

u n i t é s  d ' a c t i v i t é  s p é c i f i q u e  à p a r t i r  d e  l a  c o u r b e  é t a l o n ,  d é f i n i s -  

s a n t  0 , 1  '19 / m l  de  l y s o z y m e  d e  b l a n c  d ' o e u f  comme u n e r u n i t é  d ' a c t i -  

v i t 6  s p é c i f i q u e o  

V ,  DOSAGE DE L A  /3-GALACTOSIDAÇE 

C e t t e  enzyme d é g r a d e  d e s  s u b s t r a t s  s y n t h g t i q u e s  t e l s  q u e  1'ONPG 

( o r t h ~ n i t r o p h é n ~ l  -fi - D - g a l a c t o s i d e ) ,  s u b s t r a t  d o n t  l e  p r o d u i t  

d ' h y d r o l y s e ,  l ' o r t h o n i t r o p h é n o l ,  p e u t  ê t r e  d o s é  p a r  c o l o r i m é t r i e  ( 4 0 ) .  

1. R é a c t i f s  

- OMPC : s o l u t i o n  0 , 0 1  fl 

- s o l u t i o n  d e  c a r b o n a t e  d e  sod ium : 1  M . 

- tampon p h o s p h a t e  d e  sod ium 0 , 0 5  fl pH 7 , 2 5  + 0 , 2  N N a C l  

2 ,  Mode o p é r a t o i r e  

A 3 0 °  C a j o u t e r  3,s m l  d e  tampon p h o s p h a t e ,  0 , s  m l  d'ONPG e t  

1 m l  d e  l y s a t  ( d i l u é  o u  n o n ) .  L a i s s e r  i n c u b e r  p e n d a n t  1 0  m i n u t e s ,  

p u i s  v e r s e r  1 m l  d e  s o l u t i o n  c a r b o n a t e  d e  s o d i u m  e t  c o m p l e t e r  a v e c  
- d e  l ' e a u  j u s q u ' à  1 0  m l .  L i r e  l a  d e n s i t e  o p t i q u e  à 1 1 0  nm. 



V I .  CONCENTRATION DES PHAGES PAR L E  POLYETHYLENE-GLYCOL 

L e s  b a c t é r i o p h a g e s  p e u v e n t  ê t r e  r a p i d e m e n t  c o n c e n t r é s  à p a r t i r  

d ' u n  l y s a t  a p r è s  a d d i t i o n  d e  p o l y é t h y l è n e - g l y c o l  PEG ( 2 0 , 1 0 7 ) .  Nous 

a v o n s  e m p l o y é  une  m é t h o d e  v o i s i n e  d e  c e l l e  u t i l i s . d e  p a r  CALOTHY e t  

c o l l .  p o u r  l a  c o n c e n t r a t i o n  d e s  v i r u s  ( 2 0 ) .  

On a j o u t e  a u  l y s a t  d é b a r r a s s é  d e s  d é b r i s  b a c t é r i e n s  une s o l u -  

t i o n  d e  p o l y é t h y l è n e - g l y c o l  6.000 ( N e r c k )  à 5 0  % d a n s  un t ampon  

p h o s p h a t e  0 , 0 5  M pH 7 ,  d e  f a ç o n  à o b t e n i r  une  c o n c e n t r a t i o n  f i n a ' l e  

e n  PEG d e  5  %. A p r è s  a v o i r  m é l a n g é  v i g o u r e u s e m e n t  1 e . l y s a t  e s t  

l a i s s é  a u  m o i n s  t r o i s  h e u r e s  à 4 O  C ,  p u i s  c e n t r i f u g é  à 9.000 t r s / m n  

p e n d a n t  40 mn d a n s  l e  r o t o r  GSA ( ~ o r v a l l ) .  L e s  c u l o t s  d é p o s E s  s u r  l e s  

p a r o i s  d e s  p o t s  d e  c e n t r i f u g a t i o n  s o n t  s o i g n e u s e m e n t  r e p r i s  d a n s  du 

t ampon ,  a f i n  d ' a v o i r  un volume é g a l  au 1 /20  du volume i n i t i a l .  On 

r é c u p è r e  e n v i r o n  98  $ d e s  p h a g e s .  C e u x - c i  p e u v e n t  ê t r e  p u r i f i e s  p a r  

un ou deux  c y c l e s  d e  c e n t r i f u g a t i o n  ( 5 2 ) .  

VII. PURIFICATION DU LYSOZYME DE PHAGE 

1, La r é s i n e  

Nous a v o n s  e m p l o y é  d e  l a  r é s i n e  A m b e r l i t e  I R C  - 5 0 ,  u t i l i s é e  

a p r è s  é q u i l i b r a t i o n  d e  c e l l e - c i  p a r  du tampon p h o s p h a t e  0 , 0 5  M, 

pH 5 , 8 .  

Le R i v a n o l  ( 6 , 9  - d i a m i n o  - 2 - é t h o x y a c r i d i n e  ; S e r v a  - 
H e i d e l b e r g )  u t i l i s é  d a n s  l e s  p r e m i è r e s  é t a p e s  d e  l a  p u r i f i c a t i o n ,  

r es te  a d s o r b é  s u r  l a  r é s i n e .  I l  p e u t  ê t r e  e n l e v é  en t r a i t a n t  l a  

r é s i n e  a v e c  u n e  s o l u t i o n  d l h y p o c h l o r i t e  d e  sod ium à 1  $ j u s q u ' à  c e  

q u e  l a  c o l o r a t i o n  j a u n e  d i s p a r a i s s e .  



2. Tampon d V é l . u t i o n  

Nous avons u t i l i s é  comme tampon d t é l u t i o n  du tampon phosphate 

0.1 A, pH 6,5, c o n t e n a n t  du PigSO4 IO-" A. Ce tampon a  e t 6  u t i l i s é '  

pour l a v e r  l e s  co lonnes  s u r  l e s q u e l l e s  l e  lysozyme a é t d  adsorbe  

e t  pour  é l u e r  l t e n z y m o  en y  a j o u t a n t  du N a C l .  



R E S U L T A T S  



P R E M I Z R E  P A R T I E  : 

M I S E  A U  P O I N T  D E  L A  L Y S E  



Des b a c t é r i e s  i n f e c t é e s  p a r  d e s  b a c t é r i o p h a g e s  v i r u l e n t s  d e  l a  

s e r i e  T ( T l ,  T2,.. .  ~ 7 )  p r o d u i s e n t  du l y s o z y m e  d o n t  l a  f o n c t i o n  

u n i q u e  s e m b l e  ê t r e  l a  l y s e  f i n a l e  d e  l a  c e l l u l e  h ô t e .  Le b a c t é r i o -  

p h a g e  employé  i c i  a  é t é  l e  b a c t e r i o p h a g e  s a u v a g e  T6 ( o u  T6 r + )  q u i  

p r o d u i t  d e  p e t i t e s  p l a g e s  d e  l y s e  s u r  g é l o s e  e n  b o î t e  d e  P é t r i .  

Dans  un p r e m i e r  t e m p s  n o u s  a l l o n s  r e l a t e r  l e s  m é t h o d e s  q u e  n o u s  

a v o n s  e m p l o y é e s  p o u r  o b t e n i r  l e  maximum d e  p h a g e s  d a n s  l e s  c u l t u r e s ,  

e t  conséquemment  l e  maximum d e  l y s o z y m e ,  a v a n t  d e  d é c r i r e  l a  p r É p a -  

r a t i o n  d e  c e  d e r n i e r  e t  ses p r o p r i 6 t 6 s .  

1. LE MILIEU DE CULTURE 

1.  C h o i x  du m i l i e u  d e  c u l t u r e  

Le m i l i e u  d e  c u l t u r e  p r é s e n t e  u n e  g r a n d e  i m p o r t a n c e  e t  c e l u i -  

c i  d o i t  Être c h o i s i  s o i g n e u s e m e n t  e n  f o n c t i o n  d e  .ce q u e  l ' o n  v e u t  

o b t e n i r .  

I l  e x i s t e  d e u x  s o r t e s  d e  m i l i e u  d e  c u l t u r e  : l e  m i l i e u  minimum 

composé  d e  s e l s  m i n é r a u x  e t  d 'un  s u c r e ,  e t  l e  m i l i e u  c o m p l e x e  ob 

l a  b a c t é r i e  p u i s e  d i r e c t e m e n t  l e s  c o m p o s é s  o r g a n i q u e s .  L e s  b a c t é r i e s  

s e  d é v e l o p p e n t  p l u s  r a p i d e m e n t  s u r  l e  m i l i e u  c o m p l e x e  e t  n o s  e x p 6 -  

r i e n c e s  d i i n f e c t i o n  d e  c u l t u r e s  b a c t é r i e n n e s  p a r  du p h a g e ,  n o u s  

o n t  p e r m i s  d e  c o n s t a t e r  q u e  l e  t i t r e  e n  p h a g e s  é t a i t  p l u s  é l e v é  s u r  

m i l i e u  c o m p l e x e  q u e  s u r  m i l i e u  minimum. Nous a v i o n s  t o u t e s  l e s  r a i -  

s o n s  d e  c r o i r e  q u e  p l u s  l e  nombre d e  p h a g e s  B t a i t  g r a n d  e t  p l u s  l a  

q u a n t i t e  d e  l y s o z y m e  s e r a i t  i m p o r t a n t e .  

P o u r  se p l a c e r  d a n s  l e s  c o n d i t i o n s  d e  c r o i s s a n c e  l e s  p l u s  f a v o -  

r a b l e s ,  l e s  c u l t u r e s  s o n t  f a i t e s  d a n s  c h a q u e  c a s  à l a  t e m p é r a t u r e  

o p t i m a l e  ( 3 7 O  C) e t  e n  a g i t a t i o n  c o n s t a n t e ,  p e r m e t t a n t  d ' o b t e n i r  

u n e  o x y g é n a t i o n  m a x i m a l e  du m i l i e u ,  p a r t i c u l i è r e m e n t  l o r s q u e  l a  

d e n s i t é  d e s  c e l l u l e s  d e v i e n t  i m p o r t a n t e .  



Nous a v o n s  a i n s i  t e s t 6  p l u s i e u r s  m i l i e u x  d e  c u l t u r e  : 

l e  m i l i e u  d e  L U R I A  

. l e  m i l i e u  fl 9  

. l e  m i l i e u  d e  FRASER 

2, R é s u l t a t s  

Dans t o u s  l e s  c a s ,  n o u s  a v o n s  r é a l i s é  u n e  p r é c u l t u r e  d a n s  l e  

même m i l i e u  p e n d a n t  l a  n u i t ,  c e t t e  p r é c u l t u r e  s e r v a n t  e n s u i t e  & 

e n s e m e n c e r  d u  m i l i e u  n e u f  l e  l e n d e m a i n  m a t i n . . L a  f i g u r e  5 i n d i q u e  

l e s  d i f f é r e n t e s  c o u r b e s  d e  c r o i s s a n c e  o b t e n u e s  a v e c  l e s  d i f f o r e n t s  

m i l i e u x  d e  c u l t u r e .  

E s c h e r i c h i a  c o l i  s e  d é v e l o p p e  t r è s  b i e n  s u r  c e s  d i f f é r e n t s  

m i l i e u x ,  m a i s  d o n n e  d e  m e i l l e u r s  r é s u l t a t s  a v e c  c e l u i  d e  L U R I A .  

L o r s q u e  n o u s  i n o c u l o n s  du p h a g e  T6 d e  f a ç o n  q u e  l e  r a p p o r t  

b a c t é r i e s  s o i t  i d e n t i q u e  p o u r  l e s  t r o i s  m i l i e u x  de  c u l t u r e  i n o c u l é s  

B l a  même d e n s i t é  o p t i q u e  d e  1 ,O à 6 0 0  nm, n o u s  c o n s t a t o n s  q u o  l e  

m e i l l e u r  r e n d e m e n t  est o b t e n u  a v e c  l e  m i l i e u  d e  FRASER. 

P o u r  l a  s u i t e  d e  n o s  t r a v a u x  n o u s  a v o n s  d o n c  r e t e n u  l e  m i l i e u  

M i l i e u x  

FRASER 

P l 9  

L U R I A  

d e  FRASER comme m i l i e u  d e  p r o d u c t i o n  du  l y s o z y m e  à p a r t i r  d e  phages . .  

R a p p o r t  

p h a g e s / b a c t é r i e s  

1 /100  

l / l 0 0  

1 /100  

Nombre d e  

phages /ml  

d e  l y s a t  

1 , 3 6 .  1 0  
9 

9 , 4 *  1 0 8  

7,6.  10' 



9-0 FRASER 

+ + M 9 

F i g u r e  5 : Courbes  de  c r o i s s a n c e  



P a r t a n t  d e  l à ,  il c o n v e n a i t  d e  d é t e r m i n e r  l e s  c o n d i t i o n s  op t imum 

p o u r  o b t e n i r  l e  maximum d e  p h a g e s  p o s s i b l e .  

I I .  OPTIMISATION D U  RENDEMENT EN PHAGES 

C e t t e  p r e m i è r e  v o i e  d e  r e c h e r c h e  p o u r  a m é l i o r e r  l e  r e n d e m e n t  

e n  p h a g e s  a p r è s  l ' i n f e c t i o n  b a c t é r i e n n e  c o n c o r n a  l ' i n f l u e n c e  d u  

moment d e  l ' i n o c u l a t i o n  d u  p h a g e  d a n s  l a  c u l t u r e  e t  I ' i m p o r t a n c e i  

d e  l a  m u l t i p l i c i t é  d ' i n f e c t i o n .  Nous  t e n t e r o n s  e n s u i t e  d ' é t a b l i r  

l e s  c r i t è r e s  a f f e c t a n t  l a  c u l t u r e  d e s  b a c t é r i e s  e n  r e l a t i o n  a v e c  

l e  nombre  d e  p h a g e s  p r o d u i t s .  

1. P r i n c i p e  

Q u a n d  u n e  s u s p e n s i o n  d e  p h a g e s  e s t  m é l a n g e e  à u n e  s u s p e n s i o n  

d e  b a c t é r i e s  s e n s i b l e s ,  c e u x - c i  s ' a t t a c h e n t  à l ' h ô t s  b a c t é r i e n  

( a d s o r p t i o n )  e t  i n j e c t e n t  l e u r  a c i d e  n u c l é i q u e .  Une f o i s  à 1 1 i n t 6 -  

r i e u r  d e  l a  c e l l u l e  b a c t é r i e n n e ,  l e  D N A  p h a g i q u e  d i r i g e  l a  s y n t h è s e  

d e s  p r o t é i n e s  n é c e s s a i r e s  à sa  r é p l i c a t i o n  e t  à l a  f o r m a t i o n  d e s  

d i f f é r e n t s  é l é m e n t s  d e  l a  c a p s i d e .  Ce c y c l e ' d e  m u l t i p l i c a t i o n  se 

t e r m i n e  p a r  l a  l y s e  d e  l a  b a c t é r i e  e t  l a  l i b é r a t i o n  d ' u n  g r a n d  

n o m b r e  d e  p a r t i c u l e s  i n f e c t i e u s e s  ( g é n é r a l e m e n t  un p h a g e  p r o d u i t  

u n e  c e n t a i n e  d e  v i r i o n s ) .  

L e  r e n d e m e n t  f i n a l  e n  p a r t i c u l e s  i n f e c t i e u s e s  e s t  v a r i a b l e  e t  

d é p e n d  e s s e n t i e l l e m e n t  d e  d e u x  p a r a m è t r e s  : l a  c o n c e n t r a t i o n  e n  

b a c t é r i e s  e t  l e  r a p p o r t  p h a g e / b a c t 6 r i e s .  

D 'une  f a ç o n  g 6 n é r a l e  p l u s i e u r s  cas  p e u v e n t  s e  p r é s e n t e r  : 

1 ° .  l e  n o m b r e  d e  b a c t é r i e s  e s t  l a r g e m e n t  e n  e x c è s  p a r  

r a p p o r t  a u  nombre  d e  p h a g e s ,  s t a t i s t i q u e m e n t  un s e u l  

p h a g e  s e r a  a d s o r b é  p a r  b a c t é r i e  e t  il p o u r r a  y  a v o i r  

p l u s i e u r s  g é n é r a t i o n s  s u c c e s s i v e s  d e  p h a g e s .  



2O. l a  m u l t i p l i c i t 6  d ' i n f e c t i o n  e s t  d e  un p h a g e / c e l l u l e ,  

t o u t e s  l e s  b a c t e r i e s  s e r o n t  i n f e c t é e s  e t  d e v r a i e n t  se 

l y s e r  e n  même t e m p s  ; e n  r é a l i t é  on n ' o b s e r v e  p a s  d e  

l y s e  m a s s i v e  d a n s  u n e  p o p u l a t i o n  c e l l u l a i r e  d e n s e ,  . 

m a i s  p l u t ô t  une  l y s e  B c h e l o n n é e  d a n s  l e  t emps .  

3 O ,  l e  nombre  d a  p h a g e s  e s t  n e t t e m e n t  e n  e x c è s  p a r  r a p p o r t  

a u  nombre  d e  b a c t e r i e s ,  il n e  p e u t  y  a v o i r  q u ' u n e  s e u l e  

g é n e r a t i o n  d e  p h a g e s  m a i s  il p e u t  é g a l e m e n t  s e  p r o -  

d u i r e  u n e  l y s e  d e s  b a c t é r i e s  o u  " l y s e  d e  l ' e x t é r i e u r 1 +  

( l y s i s  f r o m  w i t h o u t )  s a n s  m u l t i p l i c a t i o n  d o s  p h a g e s .  

2 .  D é t e r m i n a t i o n  du moment d a  l t i n o c u l z t i o n  

C o n c e n t r a t i o n  d e s  b a c t é r i e s  

Le m i l i e u  de  F R A S E R  e s t  e n s e m e n c é  p a r  u n e  p r é c u l t u r e  d P E s c h e r i -  

c h i a  c o l i ,  e t  à d e s  t e m p s  d i f f é r e n t s ,  d e s  a l i q u o t s  d e  20 p l  s o n t  

p r é l e v é s  s t 8 r i l e m e n t  ; l a  d e n s i t é  o p t i q u e  e s t  l u e  i m m É d i a t e m a n t  à 

6 0 0  nm, e t  c h a c u n  d e  c e s  a l i q u o t s  e s t  o n s u i t e  i n o c u l 6  p a r  du phage 

( 0 , l  m l  d ' u n  p r é c é d e n t  l y s a t  r e n f e r m a n t  1 0 8  p h a g e s / m l ) .  A l ' i n o c u l a t  

e s t  é g a l e m e n t  a j o u t é  du t r y p t o p h a n e  (202f p a r  m l ,  c o n c e n t r a t i o n  

f i n a l e )  p o u r  o b t e n i r  u n e  m e i l l e u r e  a d s o r p t i o n  du p h a g e .  On l a i s s e  

c e l u i - c i  s ' a d s o r b e r  p e n d a n t  1 5  m i n u t e s  e t  l a  c u l t u r e  e s t  e n s u i t e  

p o u r s u i v i e  e n  a g i t a t i o n  à 37O C .  

L e s  d i f f Q r e n t s  l y s a t s  s o n t  e n s u i t e  r e p r i s , '  c e n t r i f u g é s  1 0 . 0 0 0  

t o u r s / m i n u t e  p e n d a n t  20  m i n u t e s  a f i n  d ' é l i m i n e r  l e s  d é b r i s  c e l l u -  

l a i r e s  e t  l e s  c e l l u l e s  r e s t é e s  i n t a c t e s ,  e t  l e u r  t i t r e  e s t  d é t e r m i n é  

p a r  l a  m e t h o d e  d e s  p l a q u e s .  

Nous c o n s t a t o n s  q u e  l e  nombre d e  p h a g e s  e s t  p l u s  é l e v 6  q u a n d  

l ' i n o c u l a t i o n  a  e u  l i e u  à une  D.0.600 a 1 , 0 ,  c e  q u i  c o r r e s p o n d  2~ 
8  

8 .10 b a c t é r i e s / m l .  ( T a b l e a u  1 ). 



TABLEAU 1 

0.0, 600 nrn 
NOMElRE DE 

PHAGES OBTENUS 

DBterminat ion du moment de l ' i n o c u l a t i o n .  

C u l t u r e  sur FRASER : pr6lèvements de 20 m l  e t  i n o c u l a t i o n  de 
8 

phages (0,l m l  de 10 ~ h a ~ e s / r n l . )  

V 322 2,4. 30 
9 

3 



Nous  a v o n s  é t a b l i  u n e  r e l a t i o n  e n t r e  l e  nombre  d e  b a c t é r i e s / m l  

e t  l a  d e n s i t e  o p t i q u e  6 0 0  nm (D.0 .600) .  P o u r  l a  s u i t e  d e  n o s  t r a -  

v a u x ,  il é t a i t  p l u s  a i s é  d e  s e  r a m e n e r  8 l a  d e n s i t é  o p t i q u e  p o u r  dB- 

t e r m i n e r  l e  moment d ' i n o c u l a t i o n  d u  p h a g e  d a n s  l e s  c u l t u r e s .  

3 .  D é t e r m i n a t i o n  du r a p p o r t  p h a q e s / b a c t é r i e s .  

Une c u l t u r e  d 8 E s c h e r i c h i a  c o l i  e s t  e f f e c t u e e  s u r  m i l i e u  d e  

FRASER ; l o r s q u e  c e l l e - c i  a t t e i n t  l a  D . O .  = 1 0 0 ,  s o i t  8. 1 0  
8 

b a c t é r i e s / n l ,  e l l e  e s t  f r a c t i o n n é e  s t é r i l e m e n t  e n  p l u s i e u r s  10 ts '  

i d e n t i q u e s .  A c h a q u e  f r a c t i o n  e s t  a j o u t e  d u  t r y p t o p h a . n e  ( 2 0 ' 6  c o n -  

c e n t r a t i o n  f i n a l e )  e t  d e s  c o n c e n t r a t i o n s  d i f f é r e n t e s  d e  p h a g e s .  Le  

nombre  d e  p h a g e s  o b t e n u  e s t  é g a l e m e n t  d é t e r m i n é  p a r  l a  m é t h o d e  d u s  

p l a q u e s .  Le t a b l e a u  I I  i n d i q u e  l e s  d i f f é r e n t s  r Q s u l t a t s .  

Nous n o u s  a p e r c e v o n s  q u e  l e  t i t r e  l e  p l u s  é l e v é  e s t  c e l u i  d e  

l a  f r a c t i o n  V ,  c ' e s t - à - d i r e  l o r s q u e  l e  r a p p o r t  p h a g e s / b a c t d r i e s  e s t  

d e  1 / 1 0 0 .  C ' e s t  c e  r a p p o r t ,  q u i  s e ra  d é s o r m a i s  r e t e n u .  

4. I n f l u a n c e  d e  l a  s o u r c e  c a r b o n d e  

Nous a v o n s  é t u d i e  c e r t a i n e s  d e s  c o n d i t i o n s  n é c e s s a i r e s  p o u r  

o b t e n i r  un l y s a t  r i c h e  e n  p h a g e s .  11 e s t  a p p a r u  i n t é r e s s a n t  d'am$- 

l i o r e r  e n c o r e  ce r e n d e m e n t  e n  j o u a n t  s u r  l a  n a t u r e  d e  l a  s o u r c e  d e  

c a r b o n e .  

En e f f e t ,  d è s  l a  p r e m i è r e  s 6 r i e  d t e x p 6 r i e n c e s ,  n o u s  n o u s  sommes 

a p e r ç u s  q u e  l e  p o u r c e n t a g e  d e  p h a g e s  v a r i a i t  s u i v a n t  l a  n a t u r e  d e  

l a  s o u r c e  d e  c a r b o n e  f o u r n i e  8 l a  b a c t é r i e  a u  moment d e  l a  c u l t u r e .  

D a n s  un p r e m i e r  t e m p s ,  n o u s  a v o n s  r e m p l a c é  l e  g l y c é r o l  p a r  d u  

g l u c o s e  ou  d u  l a c t o s e ,  l a  c o m p o s i t i o n  d e  b a s e  du  m i l i e u  d e  FRASER 

r e s t a n t  l a  même. Le t a b l e a u  I I I  r a s s e m b l e  l e s  d i f f é r e n t s  e s s a i s  

r é a l i s é s  a i n s i  q u e  l e s  r é s u l t a t s  o b t e n u s .  



DQtermination du rapport phages/bactéries .  



Nous n o u s  a p e r c e v o n s  q u e  l e  t i t r e  e n  p h a g e s  e s t  d i f f é r e n t  d ' u n  

t y p e  d e  c u l t u r e  à l ' a u t r e ,  e t  s i  c e l u i - c i  e s t  t r è s  s a t i s f a i s a n t ,  il 

a p p a r a î t  n 6 a n m o i n s  q u e  l a  m e i l l e u r e  s o u r c e  d e  c a r b o n e  e s t  c o n s t i t u é e  

p a r  l e  l a c t o s e .  

Dans un d e u x i è m e  t e m p s  n o u s  a v o n s  B t u d i d  l ' i n f l u e n c e  du mg- 

l a n g e  g l y c é r o l  - l a c t o s e  e n  q u a n t i t é s  é g a l e s .  Nous c o n s t a t o n s  q u e  

c ' e s t  l e  l a c t o s e  s e u l  q u i  f o u r n i t  l e s  m e i l l e u r s  r é s u l t a t s  ( T a b l e a u  I I I ) .  

5. C o n c l u s i o n  

C e t t e  B t u d e  n o u s  a p e r m i s  d e  v o i r  l ' i n f l u e n c e  d e  l a  c o n c e n -  

t r a t i o n  e n  b a c t é r i e s  e t  l e  mode d ' i n f e c t i o n  p o u r  o b t e n i r  l e  maximum 

d e  p a r t i c u l e s  i n f e c t i e u s e s  d a n s  l e  l y s a t .  

L ' é t u d e  d e  l ' i n f l u e n c e  d e  l a  n a t u r e  d e  l a  s o u r c e  c z r b o n d e  a 

m o n t r é  q u e  s e l o n  l e  s u c r e  u t i l i s d  d a n s  l e  m i l i e u  d e  c u l t u r e ,  l e  

t i t r e  e n  p h a g e s  v a r i e  c o n s i d é r a b l e m e n t .  

Le l a c t o s e  e s t  d o n c  un s u b s t r a t  p a r t i c u l i è r e m e n t  i n t é r e s s a n t .  

La s u b s t i t u t i o n ,  d a n s  l e  m i l i e u  d e  c u l t u r e ,  du g l y c é r o l  p a r  

l e  l a c t o s e  p r é s e n t e  p l u s i e u r s  a v a n t a g e s .  Le p r e m i e r ,  n o u s  v e n o n s  

d e  l e  v o i r ,  p e r m e t  d ' a u g m e n t e r  l a  p r o d u c t i o n  d e  p h a g e s .  Le d s u -  

xième a v a n t a g e  p r Q s e n t e  un i n t é r ê t  f o n d a m e n t a l  ; l a  b a c t é r i e  E .  c o l i  

K 10 ,  c u l t i v é e  a n  p r e s e n c e  d e  l a c t o s e ,  s y n t h g t i s e  d e  l a  / j - c Ja lac -  - 
t o s i d a s e ,  enzyme r e c h e r c h é e  i n d u s t r i e l l e m e n t  ; e n  e f f e t ,  l e  l a c t o s e  

n e  p e u t  l e  p l u s  s o u v e n t  ê t r e  u t i l i s e  comme s o u r c e  d e  c a r b o n e  o u  

d ' é n e r g i e  s ' i l  n ' e s t  d ' a b o r d  dégrade5 e n  g a l a c t o s e  e t  g l u c o s e .  

I l  e x i s t e  un a u t r e  a v a n t a g e  d a n s  l a  p r o d u c t i o n  d e  l y s o z y m e  de  

p h a g e  e t  p r é s e n t a n t  un i n t é r ê t  é c o n o m i q u e  : l ' u t i l i s a t i o n  du l a c -  . 
t o s é r u m  d o n t  l e s  r e j e t s  i n d u s t r i e l s  s o n t  p a r t i c u l i è r e m e n t  i m p o r t a n t s .  

Le l a c t o s é r u m  e s t  r i c h e  e n  p r o t é i n e s ,  l a c t o s e  e t  s e l s  m i n é r a u x  e t  l e s  

d i f f g r e n t e s  é t u d e s  r d a l i s é e s  d a n s  l e  l a b o r a t o i r e  o n t  p e r m i s  d e  m o n t r e r  



Précuhture sur Boui l lon ordinaire  

50 m l  FRASER 50  m l  FRASER 60 m l  FRASER 50 m l  FRASER 

sans g l y c é r o l  sans  g l y c é r o l  + g l y c é r o l  + g l y c é r o l  

+ 10 m l  de + 10 m l  de + l a c t o s e  2 0  % 
glucose  20  % l a c t o s e  20 5 

I I I  

Culture jusqu'à D.0, r 100 e t  à c e  moment l à  : inoculat ion  du phago 

Numérations : 1 = 1 , 7 ,  10 1 O 

III = 1 , 3 5 .  I O  10 

IV = 4 ,  I O  10 

T A B L E A U  I I I  

Inf luence de l a  source carbonée sur  l e  rendement en phages. 



sa g r a n d e  v a l e u r  e t  l ' i n t é r ê t  d e  s o n  u t i l i s a t i o n  d a n s  d e s  d o m a i n e s  

t r è s  d i v e r s  ( h y d r o l y s e  d u  l a c t o s e ,  p r o d u c t i o n  d e  p r o t e i n e s ,  s u b s -  

t r a t  d e  f e r m e n t a t i o n . . . . ) .  

L ' a c t i o n  d u  l y s o z y m e  r e l â c h é  p a r  l e s  p h a g e s  p e n d a n t  l e u r  c y c l e  

d e  m u l t i p l i c a t i o n  p r o v o q u e  l e  p a s s a g e  d e  c o n s t i t u a n t s  b a c t é r i e n s  

d a n s  l e  m i l i e u  d o n t  l a  / j - g a l a c t o s i d a s e  ; l a  q u a n t i t e  d ' e n z y m e  r e l a -  

c h d e  a u g m e n t e  a v e c  l e  t e m p s  d ' i n f e c t i o n .  C e c i  n o u s  a p e r m i s  d e  

s u i v r e  d e  f a ç o n  s i m p l e  1s l y s e  b a c t é r i e n n e .  

III. ETUDE DE LA LYSE 

1.  D e s c r i p t i o n  d u  phénomène  

S i  o n  a j o u t e  d e s  p h a g e s  8 u n e  c u l t u r e  b a c t é r i e n n e  e n  p h a s e  

e x p o n e n t i e l l e  d e  c r o i s s a n c e ,  l e  d é b u t  d e  l ' i n f e c t i o n  se  m a n i f e s t g  

p a r  u n e  c h u t e  l i m i t é e  d e  l a  d e n s i t é  o p t i q u e  d e  l a  c u l t u r e  ( f i g u r e  6 )  

e t  s ' a c c o m p a g n e  é g a l e m e n t  d e  l ' a p p a r i t i o n  d e  c o n s t i t u a n t s  b a c t g -  

r i e n s  d a n s  l e  m i l i e u ,  r i o t a n m e n t  d e  l a  1 - g a l a c t o s i d a s e  ( f i g u r a  7 ) .  

Ce ph6nomène  p e u t  s ' e x p l i q u e r  p a r  u n e  l y s e  l o c a l e  d u  s u b s t r a t  

m u r é i q u e  d e  l a  p a r o i  s o u s  l ' e f f e t  d u  l y s o z y m e  c o n t e n u  d a n s  l a  p a r -  

t i c u l e  i n f e c t a n t e  o u  p r é s e n t  d a n s  l e  l y s a t  s o u s  f o r m e  s o l u b l e ,  e t  

n ' a  r i e n  à v o i r  a v e c  l a  m u l t i p l i c a t i o n  du  p h a g a .  

La d e n s i t é  o p t i q u e  d e  l a  c u l t u r e  i n f e c t é e  a t t e i n t  e n s u i t e  u n  

n o u v e a u  maximum, p u i s  c e l l e - c i  c h u t e  p r o g r e s s i v e m e n t  e t  on  n e  n o t e  

p l u s  d e  c r o i s s a n c e  b a c t e r i e n n e ,  o n  a b o u t i t  à u n e  l y s e  q u a s i - t o t a l e  

d e  l a  s u s p e n s i o n .  C e t t e  l y s e  f i n a l e  r d s u l t e  d e  l ' a c t i v i t é  l y t i q u e  

d u  l y s o z y m e  a c c u m u l é  d a n s  l e s  b a c t é r i e s  i n f e c t é e s .  Nous  a v o n s  d o n c  

p r é f 6 r e n t i e l l e m e n t  r e c h e r c h é  à o b t e n i r  u n e  l y s e  d e  l ' i n t é r i e u r  p l u -  

t ô t  q u ' u n e  l y s e  d e  l ' e x t é r i e u r  q u i  n e  p r o d u i t  p a s  d e  l y s o z y m e .  



F i g u r e  6 : I n f e c t i o n  p h a g i q u e  e t  d e n s i t é  o p t i q u e  



2 ,  Wise e n  é v i d e n c e  d e  La l y s e  p a r  d o s a q o  d e  l a  b - q a l a c t o ç i d a s e  
z 

Comme n o u s  l ' a v o n s  d é j à  m e n t i o n n d  p l u s  h a u t ,  il y  a un r e l a -  

c h e m e n t  d e  / ? l - g a l a c t o s i d a s e  d a n s  l e  m i l i e u  d e  c u l t u r e ,  a p r è s  i n f e C -  

L i o n  p a r  l e  p h a g e  d e  l a  s o u c h e  d t E s c h e r i c h i a  c o P i  K 1 0 ,  c u l t i v d e  

e n  p r d s e n c e  d e  l a c t o s e .  

H a b i t u e l l e m e n t  l a  l y s e  p e u t  ê t r e  s u i v i e  d ' a u t r e s  f a ç o n s  d o n t  

l a  p l u s  commune e s t  b a s é e  s u r  l ' a u g m e n t a t i o n  d e s  s u c r o s  r d d u c t e u r s  

o b s e r v 6 e  p e n d a n t  l a  r é a c t i o n  e n z y m a t i q u e ( 8 3 ) .  Nous a v i o n s  d o n c  l a  
u n e  m é t h o d e  o r i g i n a l e ,  s i m p l e  e t  r a p i d e  q u a n t  à l a  d d t e r m i n a t i o n  

e t  à l ' e s t i m a t i o n  d e  l a  l y s e .  I l  n o u s  s u f f i s a i t  d e  p r d l e v e r  d e s  a l i -  

q u o t s  à d e s  t e m p s  d i f f é r e n t s ,  d e  l e s  c e n t r i f u g e r  a t  d ' e f f e c t u e r  l a  

r e a c t i o n  à 1'ONPG s u r  l e  s u r n a g e a n t  e t  d e  c o m p a r e r  l o s  r d s u l t a t s  

o b t e n u s  p a r  r a p p o r t  à u n e  c u l t u r e  q u i  n ' a v a i t  p a s  é t é  i n f e c t s e  p a r  

l e  p h a g e .  

La / j - g a l a c t o s i d a s e  e s t  m e s u r é e  f a c i l e m e n t  p a r  l e  t e s t  à l tONPG,  

q u i  d o n n e  u n e  c o l o r a t i o n  j a u n e  l o r s q u e  l a  r é a c t i o n  e s t  positive e t  

d o n t  l ' i n t e n s i t d  d e  c o l o r a t i o n  p e u t  ê t r e  l u e  à 4 1 0  nin, 

Dans  l e s  c u l t u r e s  n o n  i n f e c t d e s ,  o ù  l e s  c e l l u l e s  s o n t  i n t a c t e s ,  

l a  mise e n  é v i d e n c e  d e  l a  / 3 - g a l a c t o s i d a s e  n d c e s s i t e  l ' a d d i t i o n ,  d a n s  

l e  m i l i e u  r é a c t i o n n e l ,  d e  t o l u è n e  p o u r  p e r m d a b i l i s e r  l a  membrans .  Des 

c e l l u l e s  non  p e r m 6 a b i l i s é e s  n e  d é g r a d e n t  p r a t i q u e m e n t  p a s  l8ONPG, 

L e s  r d s u l t a t s  l e s  p l u s  i n t é r e s s a n t s  c o n c e r n e n t  b i e n  e n t e n d u  l e s  

c e l l u l e s  i n f e c t é e s  o ù  il e s t  s u r p r e n a n t  d e  c o n s t a t e r  q u ' i l  y a p r a t i -  

q u e m e n t  2 , 5  f o i s  p l u s  d e  / 8 - g a l a c t o s i d a s e  d o s é e  p a r  r a p p o r t  à l a  c u l -  

t u r e  t é m o i n  n o n  i n f e c t é e , ( f i g u r e  7 ) .  

Nous d e v o n s  e x c l u r e  u n e  a u g m e n t a t i o n  d e  l a  s y n t h è s e  d e  l a  /j- 
g a l a c t o s i d a s e  c a r  l e  génôme d e  l a  b a c t d r i e  e s t  d 6 t r u i t  a p r è s  l a  p 6 n 0 -  

t r a t i o n  du  DNA p h a g i q u e .  L e  R N A  m e s s a g e r  f o n c t i o n n e l ,  u n e  f o i s  l a  

b a c t é r i e  i n f e c t d e ,  e s t  c e l u i  du p h a g e  e t  c e l u i - c i  n e  c o d e  p a s  p o u r  l a  

s y n t h è s e  d e  l a  / 3 - g a l a c t o s i d a s e .  



Figure 7 : Détermination de l a  l y s e  par dosage de l a  

'emps en heures 

i o  Culture témoin sans  to luène e-• Culture i n f e c t d e  sans to luène 

O-- - -  ct Culture t6moin avec  to luène 0 - - - - O  Culture i n f e c t é e  avec to luène 



11 e s t  p o s s i b l e  q u ' u n e  p a r t i e  d e  l a  ) - g a l a c t o s i d a s e  e s t  f i x é e  

i n t é r i e u r e m e n t  e t ,  l e  t o l u è n e ,  e n  a u g m e n t a n t  l a  p e r m é a b i l i t é  c e l l u -  

l a i r e ,  f a v o r i s e r a i t  l a  p é n é t r a t i o n  d u  s u b s t r a t  e t  s a  d é g r a d a t i o n  à 

l ' i n t é r i e u r  d e  l a  c e l l u l e ,  P a r  c o n t r e  l a  l y s e  d e s  b a c t é r i e s  e n t r a î n e  

l e  r e l â c h e m e n t  du  s u c  c y t o p l a s m i q u e  d a n s  l e  m i l i e u ,  l a  / - g a l a c t o s i -  

d a s e  a i n s i  l i b é r é e  r é a g i r a i t  p l u s  a i s é m e n t  e t  p l u s  r a p i d e m e n t  a v e c  

s o n  s u b s t r a t ,  d ' o ù  l a  d i f f é r e n c e  c o n s t a t é e .  

L ' a c t i v i t é  d e  l a  , 4 - g a 1 a c t ; o s i d a s e  s e m b l e  r e s t e r  c o n s t â n t e  i lne 

f o i s  l a  l y s e  t e r m i n é e .  C e t t e  m é t h o d e  p r é s e n t e  u n  a u t r e  a v a n t a g e ,  c ' e s t  

c e l u i  d e  d é t e r ~ ~ i i n e r  l e  t e m p s  d e  l y s e  : d a n s  l e  c a s  p r 6 s e n t  8 - 9 h e u r e s ,  

Au d e l à  il n e  s e m b l e  p l u s  y  a v o i r  d e  c r o i s s a n c e  b a c t é r i e n n e  n i  d ' a u g -  

m e n t a t i o n  d e  1 1 a c t i v i t 6  d e  l a  / - g a l a c t o s i d a s e ,  Nous p o u v o n s  d o n c  s u p -  

p o s e r  q u e  ce t e m p s  d e  8 à 9 h e u r e s  e s t  s u f f i s a n t  p o u r  o b t e n i r  l e  ma- 

ximum d e  p h a g e s  a p r è s  l ' i n o c u i a t i o n .  I l  n e  n o u s  r e s t e  p l u s  à p r é s e n t  

q u 1 8  m e t t r e  e n  é v i d e n c e  l e  l y s o z y m e  e t  à d é t e r m i n e r  l a  q u a n t i t é  d e  

c e t t e  enzyme  d a n s  l e  l y s a t ,  

IV. CONCLUSION 

Au terme d e  c e t t e  é t u d e ,  n o u s  a v o n s  n o t e  l ' i m p o r t a n c e  d e  l a  corn- 

p o s i t i o n  du m i l i e u  d e  c u l t u r e ,  D i f f é r e n t s  e s s a i s  o n t  p e r m i s  d e  sé lec-  

t i o n n e r  un m i l i e u  p e r m e t t a n t  u n e  c r o i s s a n c e  c o n v e n a b l e  d e s  b a c t é r i e s  

t o u t  e n  a u g m e n t a n t  s s n s i b l e m e n t  l e  t a u x  d e  p h a g e s  d a n s  l e  l y s a t ,  N o u s  

a v o n s  v u  l ' i m p o r t a n c e  d u  moment d e  l ' i n o c u l a t i o n  e t  s u r t o u t  d u  n o m b r e  

d e  p h a g e s  i n o c u l é s ,  N o s  r e c h e r c h e s  o n t  m o n t r e  l ' i n f l u e n c e  d e  l a  s o u r c e  

c a r b o n é e  e t  s u r t o u t  l e  r ô l e  l t d l a c t i v a t e u r l t  d u  l a c t o s e  d a n s  l e  r e n d e m e n t  

f i n a l  e n  p h a g e s .  

La m e s u r e  d e  l a  F - g a l a c t o s i d a s e  n o u s  a  p e r m i s  d e  s u i v r e  l a  l y s e  

e t  p a r t i c u l i E r e m e n t  d e  d é t e r m i n e r  l e  t e m p s  d ' i n f e c t i o n ,  e t  n o u s  a v o n s  

c o n s t a t é  q u ' i l  c o ï n c i d a i t  e x a c t e m e n t  a v e c  l a  p r o d u c t i o n  m a x i m a l e  d e s  

p a r t i c u l e s  i n f e c t i e u s e s .  



En r é s u m é  : n o u s  a v o n s  r e t e n u  l e s  c o n d i t i o n s  s u i v a n t e s  : 
- - - - m m - - -  

- m i l i e u  FRASER l a c t o s é  i n o c u l e  a v e c  l e s  b a c t é r i e s  e t  i n c u b 4  à 

3 7 O  C e n  a g i t a t i o n  

- i n o c u l a t i o n  d u  p h a g e  l o r s q u e  l a  c o n c e n t r a t i o n  d a s  b a c t é r i e s  
8 

a t t e i n t  8. 1 0  b a c t é r i e s / m l  

- r a p p o r t  p h a g e s / b a c t é r i e s  : 1 / 1 0 0  

- a d d i t i o n  a u  moment d e  l ' i n o c u l a t i o n  d e  t r y p t o p h a n s  : 20  $ / m l  

c o n c e n t r a t i o n  f i n a l e  

- t e m p s  d ' i n f e c t i o n  : 8 h e u r e s  

- a u  b o u t  d e s  8 h e u r e s  : a d d i t i o n  d e  c h l o r o f o r m e  p o u r  o b t e n i r  l e  

maximum d e  l y s o z y m e  

- s t o c k a g e  à + 4 O  C p e n d a n t  q u e l q u e s  h e u r e s  

- Q l i m i n a t i o n  d e s  d é b r i s  p a r  c e n t r i f u g a t i o n .  



D E U X I Z M E  P A R T I E  : 

E T U D E  D U  L Y S O Z Y M E  



1. LE LYSOZYME 

1. Mise e n  é v i d e n c e  

L e  s u b s t r a t  d e  r é f é r e n c e  p o u r  l e  l y s o z y m e  d e  b l a n c  d ' o e u f  e s t  

M i c r o c o c c u s  l y s o d e i k t i c u s ,  b a c t é r i e  à Gram p o s i t i f .  Nous  a v o n s  d o n c  

u t i l i s é  c e t t e  b a c t é r i e  p o u r  t e s t e r  l t a c t i v i t 6  l y t i q u e  d u  l y s a t .  De 

l a  p o u d r e  a c é t o n i q u e  d e  M .  l y s o d e i k t i c u s  a 6 t 6  e m p l o y 6 e  à c e t  e f f e t .  

L o r s q u e  n o u s  a j o u t o n s  0 , 5  m l  d e  l y s a t  ( s u r n a g e a n t )  à 5  m l  d e  

s u s p e n s i o n ,  n o u s  c o n s t a t o n s  u n e  c h u t e  r a p i d e  d e  l a  d e n s i t é  o p t i q u e  

e n  f o n c t i o n  d u  t e m p s ,  a b o u t i s s a n t  t r è s  r a p i d e m e n t  à u n  é c l a i r c i s -  

s e m e n t  c o m p l e t  d e  l a  s u s p e n s i o n  b a c t é r i e n n e .  I l  e s t  Q v i d e n t  q u e  l e  

l y s a t  r e n f e r m e  du  Lysozyme  e n  a p p a r e m m e n t  g r a n d e  q u a n t i t é  ; d a n s  

l ' é t a p e  s u i v a n t e  il n o u s  r e s t a i t  à d é t e r m i n e r  l a  q u a n t i t é  d e  ce l y -  

s o z y m e .  

/-- * \  

2 ,  D o s a q e  f - , - \  

i,, . l , r :  : 
\-ac 

La m é t h o d e  u t i l i s a n t  l a  p o u d r e  a c é t o n i q u e  n o u s  a d o n n é  d e  b o n s  

r é s u l t a t s  mais t r è s  v i t e  il n o u s  e s t  a p p a r u  q u ' e l l e  n e  p r é s e n t a i t  

q u ' u n  i n t é r ê t  l i m i t é  : c e t t e  m é t h o d e  n ' e s t  p a s  a s s e z  s e n s i b l e  p o u r  

d o s e r  d e s  f a i b l e s  a c t i v i t é s .  

Nous a v o n s  p r é f é r é  u t i l i s e r  d e s  c e l l u l e s  d t E .  c o l i  d ' a u t a n t  

p l u s  q u e  l e  l y s o z y m e  d e  p h a g e  e s t  p l u s  a c t i f  q u e  l e  l y s o z y m e  d e  

b l a n c  d ' o e u f  s u r  d e s  s u s p e n s i o n s  d t E .  c o l i  comme s u b s t r a t  ( 9 5 ) .  

D e s  c e l l u l e s  d l E s c h e r i c h i a  c o l i ,  s t o c k é e s  d e u x  à t r o i s  s e m a i n e s  

à 4 O  C, s o n t  s u s p a n d u e s  d a n s  d u  t ampon  T r i s - H C l  0 , 0 5  P l ,  pH 7,5, sa- 

t u r e  e n  c h l o r o f o r m e .  La c o n c e n t r a t i o n  d e s  c e l l u l e s  e s t  a j u s t é e  à 

u n e  d e n s i t e  o p t i q u e  d e  0 , 7  à 3 5 0  nm. Le  t r a i t e m e n t  au c h l o r o f o r m e  a 

p o u r  b u t  d e  s o l u b i l i s e r  l a  c o u c h e  l i p i d i q u e  d e  l a  p a r o i  c e l l u l a i r e  

e t  p a r  c o n s é q u e n t  d e  s e n s i b i l i s e r  l e s  c e l l u l e s  à 1 ° a c t i o n  d u  l y s o -  

zyme . 



C e t t e  m é t h o d e  d o n n e  d o s  r é s u l t a t s  r e p r o d u c t i b l e s ,  l a  q u a n t i t e  d e  

lysozyme d e  p h a g e  é t a n t  d é t e r m i n d e  p a r  r a p p o r t  à une  c o u r b e  s t a n d a r d  

d e  l y s o z y m e  d e  b l a n c  d ' o e u f  é t a b l i e  s u i v a n t  l a  mSme méthode .  Nous 

a v o n s  r é u s s i  d o s e r  d e s  a c t i v i t d s  j u s q u 1 8  0 , 0 1  $ / m l  d e  l y s o z y m e .  

( f i g u r e  8). 

La f i g u r e  8 m o n t r e  q u ' i l  y a  u n e  r e l a t i o n  l i n é a i r e  e n t r e  l a  d i f -  

f é r e n c e  d e  t u r b i d i t é  e t  1 1 a c t i v i t 6  e n z y m a t i q u e .  

Nous a v o n s  d é f i n i  q u e  l a  d i f f e r e n c o  d e  d e n s i t é  o p t i q u e    AD,^,) 

o b s e r v é e  p o u r  l e  l y s o z y m e  d e  p h a g e  e s t  c o n v e r t i e  o n . u n i t 6 s  d ' a c t i v i t é  

s p é c i f i q u e  à p a r t i r  d e  l a  c o u r b e  s t a n d a r d ,  d é f i n i s s a n t  0, l  r/rnl d g  

l y s o z y m e  d e  b l a n c  d ' o e u f  comme u n e  u n i t é  d ' a c t i v i t é  s p é c i f i q u e .  

II. ASPECT Q U A L I T A T I F  DE L t A C T I V I T E  ERZYNATIQUE DU LYÇAT 

N o t r e  b u t  e s t  d e  p r o d u i r e  du l y s o z y m e  e n  masse  à p a r t i r  d C u n  

l y s a t  p h a g i q u e  e t  d e  r e c u e i l l i r  e n s u i t e  l a  t o t a l i t é  d e  c e t t e  enzyme.  

A p r è s  a v o i r  é t u d i 6  d a n s  l e s  c h a p i t r e s  p r é c é d e n t s  l ' a c t i v i t é  

e n z y m a t i q u e  d u  l y s a t ,  n o u s  a v o n s  e s s a y é  d e  l o c a l i s e r  c e l l e - c i ,  En  

e f f e t  d e s  l y s a t s  e x e m p t s  d e  p h a g e s  T6 s o n t  c a p a b l e s  d e  l y s e r  d e s  b a c -  

t é r i e s  t r a i t é e s  a u  c h l o r o f o r m e .  

L e s  d o s a g e s  d ' a c t i v i t é  d u  l y s o z y m e  r 6 a l i s é s  sur d e  t e l s  l y s a t s  

l i b r e s  d e  p h a g e s  o n t  m o n t r é  une  f o r t e  d é g r a d a t i o n  du s u b s t r a t ,  I l  

s e m b l e r a i t  d o n c  b i e n  q u ' u n e  g r a n d e  p a r t i e  du l y s o z y m e  s e  t r o u v e  s o l u -  

b i l i s é e  d a n s  l e  m i l i e u o  Il é t a i t  i n t é r e s s a n t  p a r  c o n s é q u e n t  d e  c o n -  

n a î t r e  l a  p r o p o r t i o n  e x a c t e  d e  c e t t e  a c t i v i t d  p a r  r a p p o r t  a u  l y s a t  

t o t a l  e t  d e  s a v o i r  s i  u n e  p a r t i e  d e  l ' a c t i v i t é  e n z y m a t i q u e  n e  se t r o u -  

v a i t  p a s  a t t a c h é e  à l a  q u e u e  d u  p h a g e .  C ' e s t  c e  q u e  n o u s  a l l o n s  e s s a y e r  

d e  d d t e r m i n e r  p a r  d e u x  t e c h n i q u e s  d i f f d r e n t e s  : u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  e t  

s é d i m e n t a t i o n  d e s  p h a g e s  p a r  l e  p o l y é t h y l è n e - g l y c o l ,  





1. U l t r a e e n t r i f u q a t i o n  

Du l y s a t  f r a i s  es t  p r 6 l e v e  p u i s  est soumis  B l ' a c t i o n  d u  c h l o -  

r o f o r m e  p e n d a n t  q u e l q u e s  h e u r e s  B 4 O  C a f i n  d ' o b t e n i r  l e  maximum d e  

p h a g e s  e t  d e  lysozyme.  Les d e b r i s  s o n t  e n s u i t e  d l i m i n d s  p a r  u n e  p r e -  

miare c e n t r i f u g a t i o n  à 7.000 t o u r s / m i n u t e  d a n s  l a  S o r v a l l  à 4 O  C ,  

p u i s  p a r  une  deuxième c e n t r i f u g a t i o n  B 15.000 t o u r s / m i n u t e  p e n d a n t  

20  minu te s .  Le s u r n a g e a n t  e s t  r e c u e i l l i  e t  l e s  phages  s o n t  e n s u i t e  

c o n c e n t r e s  B 56.000 g ( c e n t r i f u g e u s e  S p i n c o ,  Beckmann L3-40 u l t r a -  

c e n t r i f u g e ,  r o t o r  60-Ti )  p e n d a n t  3 h e u r e s .  

, 
L ' a c t i v i t d  enzyma t ique  a  e n s u i t e  e t 6  d e t e r m i n d e  s u r  l e  s u r n a -  

g e a n t  e t  l e  c u l o t  r e p r i s  p a r  1 0  m l  d e  tampon Tris-HC1 0 ,05  Pl pH 7 , s .  

Les r e s u l t a t s  s o n t  e x p r i m e s  @n d q u i v a l e n t s  lysozyme d e  b l a n c  d ' o e u f .  

Volume lysozyme Nambre d e  

'd / m i  p h a g e s  /w~ 

l y s a t  c o m p l e t  100 m l  1 2 , 3  io10  

s u r n a g e a n t  99 ,5  m l  10 ,2  10 

c u l o t  1 0  m l  1,s . ('1: :lB 1 1 
J 

Le c u l o t  a y a n t  BtB d i l u d  p a r  1 0  m l  d e  tampon, il c o n v i e n t  e n  

f a i t  d e  m u l t i p l i e r  ce r d s u l t a t  p a r  1 0 ,  ce q u i  n o u s  f a i t  1 5  d de 

lysozyme,  ce q u i  r e p r é s e n t e  1 , 2  $ d e  l ' e c t i v i t e  du l y s a t  t o t a l ,  

d e  d d p a r t ,  s g e x p l i q u a n t  e n  p a r t i e  p a r  l e  f a i t  q u ' i l  reste un p e u  

d e  s u r n a g e a n t  ( c e l u i - c i  e t a n t  r e l a t i v e m e n t  v i s q u e u x )  a c c r o c h e  a u x  

p a r o i s  du t u b e  de n i t r o - c e l l u l o s e  l o r s q u e  l e  c u l o t . , e s t  remis e n  

s u s p e n s i o n .  



2. S é d i m e n t a t i o n  d e s  p h a q e s  p a r  l e  p o l y d t h y l è n e  - q l y c o l  

Les b a c t é r i o p h a g e s  p e u v e n t  ê t r e  r a p i d e m e n t  c o n c e n t r é s  à p a r t i r  

d ' u n  l y s a t  a p r è s  a d d i t i o n  d e  p o l y é t h y l è n e  - g l y c o l  ( P E G ) .   a able au I V ) .  

En o p é r a n t  d e  c e t t e  f a ç o n ,  n o u s  a v o n s  o b t e n u  l e s  r é s u l t a t s  

s u i v a n t s  : 

P a r  c e t t e  m 9 t h o d e  92 d e s  p h a g e s  s o n t  r e c u s i l l i s .  Mous n o u s  

a p e r c e v o n s  q u e  l ' a c t i v i t é  d u  c u l o t  e s t  e x t r ê m e m e n t  f a i b l e  c o m p a r é e  

à l ' a c t i v i t é  d u  l y s a t  t o t a l .  L e  d o s a g e  n e  p e u t  ê t r e  e f f e c t u é  s u r  l e  

s u r n a g e a n t ,  car  l e  p o l y d t h y l è n e  - g l y c o l  e n  s o l u t i o n  e s t  un p r o d u i t  

v i s q u e u x .  

3. C o n c l u s i o n  

L e s  c o n c l u s i o n s  q u e  l ' o n  p e u t  t i r e r  d e  ces r é s u l t a t s  s o n t  d e  

d e u x  o r d r e s  : 

- d a n s  l e s  d e u x  cas  l e  l y s o z y m e  se  t r o u v e  p r a t i q u e m e n t  s o u s  

f o r m e  e n t i è r e m e n t  s o l u b l e  d a n s  l e  l y s a t .  

- l a  p r é p a r a t i o n  d u  l y s o z y m e  e n  masse p e r m e t t r a  d e  r e c u e i l l i r  

l e  l y s o z y m e  e n  t o t a l i t é  à p a r t i r  du s u r n a g e a n t  du  l y s a t .  Ce t t e  

m e t h o d e  p r é s e n t e  l a  p l u s  g r a n d e  r e n t a b i l i t d  p u i s q u ' e l l e  n e  



( p h a g e s / b a c t é r i e s  * 1/100 

+ T r y p t o p h a n e  ( 2 0 8  conc. f i n a l e )  

9 H. a p r è s  i n o c u l a t i o n  : 2  ml. CHC13 

24 g NaCl  

p a r  l i t r e  de c u l t u r e '  

a d d i t i o n  de X m l  de PEG 50 p l 0 0  --+ conc.  f i n a l e  5 p?OO 

X P Q u a n t i t é  de PEG 

50 p l 0 0  à a j o u t e r  

4 O  C, 4 - 5 h e u r e s  

c u l o t  r e p r i s  p a r  l e  tampon Phosphate  pH 7 

Le  phage e s t  e n s u i t e  p u r i f i e  p a r  un ou deux c y c l e s  de 

c e n t r i f u g a t i o n .  

TABLEAU I V  

C o n c e n t r a t i o n  des  phages  p a r  l e  p o l y é t h y l è n e  g l y c o l  6.000 



n é c e s s i t e  p a s  d e  t r a i t e m e n t  s u p p l é m e n t a i r e  d e  ce d e r n i e r  p o u r  

o b t e n i r  l e  maximum d ' e n z y m e .  

C e c i  n o u s  c o n d u i t  à s u p p o s e r  q u e  l a  q u a n t i t é  d e  i y s o z y m e  s y n -  

t h é t i s é e  à l ' i n t é r i e u r  d e  l a  b a c t é r i e  e s t  p l u s  g r a n d e  q u e  c e l l e  

l i é e  à l a  p l a q u e  c a u d a l e  du  p h a g e  à l ' é t a t  l i b r e .  

I I I .  P U R I F I C A T I O N  DU LYSOZYME DE PHAGE 

1.  C o n s i d é r a t i o n s  q é n é r a l e s  

Nous  a v o n s  v u  d a n s  l e s  c h a p i t r e s  p r é c é d e n t s  q u e  l e  l y s a t  p o s -  

s è d e  u n e  f o r t e  a c t i v i t 6  l y t i q u e  e t  q u e  c e t t e  a c t i v i t é  l y t i q u e  e s t  

dGe a u  l y s o z y m e  q u i  a é t é  s y n t h é t i s é  p a r  l e s  p h a g e s  a u  c o u r s  d e  

l t i n f e c t i o n  d e s  b a c t é r i e s .  Les c o n d i t i o n s  d e  c u l t u r e  a i n s i  q u e  l e s  

d i f f é r e n t s  p a r a m è t r e s  i n f l u e n ç a n t  l e  r s n d e m e n t  f i n a l  e n  p a r t i c u l e s  

i n f e c t i e u s e s  o n t  é g a l e m e n t  é t é  d é f i n i s .  

T o u s  ces r é s u l t a t s  o n t  p e r m i s  d ' o b t e n i r  d e s  l y s a t s  p r é s e n t a n t  

un  t i t r e  é l e v é  e n  p h a g e s  e t  e n  c o n t r e c o u p  u n e  q u a n t i t é  non n é g l i -  

g e a b l e  d e  l y s o z y m e  s o u s  f o r m e  s o l u b l e .  

Nous  a v o n s  e n t r e p r i s  d e  p u r i f i e r  c e t t e  enzyme n o n  p a s  d a n s  

l e  b u t  d ' u n e  c a r a c t é r i s a t i o n  p o u s s é e  mais p l u t ô t  d a n s  c e l u i  d ' o b t e -  

n i r  u n e  a c t i v i t é  s p é c i f i q u e  a u g m e n t é e .  

P a r c e  q u e  l e  l y s o z y m e  d e  p h a g e  e s t  g é n é r a l e m e n t  u n e  p e t i t e  p r o -  

t é i n e  b â s i q u e ,  p l u s i e u r s  m é t h o d e s  c o n v e n t i o n n e l l e s  s o n t  e m p l o y é e s  

p o u r  s a  p u r i f i c a t i o n .  C e s  m é t h o d e s  u t i l i s e n t  e s s e n t i e l l e m e n t  d e s  

r é s i n e s  f a i b l e m e n t  a c i d e s  p o u r  l e u r  c h r o m a t o g r a p h i a ,  o u  a l o r s  d e s  

S e p h a d e x .  U n  a u t r e  p o i n t  i m p o r t a n t  e s t  l ' e n l è v e m e n t  d u  D N A  é t a n t  

d o n n é  l a  g r a n d e  v i s c o s i t é  q u e  c e l u i - c i  c o n f è r e  a u  l y s a t ,  



Mous sommes  d o n c  p a r t i s  d e  2 0  l i t r e s  d e  c u l t u r e  p o u r  r é a l i s e r  

c g t t e  p u r i f i c a t i o n .  ~ e '  l y s a t  f i n a l  c o n t e n a i t  5 , 2 .  10'' p h a g e s / m l .  

A p r è s  p l u s i e u r s  e s s a i s  e f f e c t u e s ,  n o u s  a v o n s  r e t e n u  l a  m e t h o d e  

e m p l o y é e  p a r  T S U G I T A  e t  c o l l .  p o u r  l a  p u r i f i c a t i o n  d u  l y s o z y m e  d u  

p h a g e  T4  ( 9 5 ) .  

2. E l i m i n a t i o n  d u  DNA 

L e  l y s a t  e s t  r i c h e  e n  D N A  b a c t é r i e n  e t  p a r  c o n s e q u e n t  l a  so1.u- 

t i e n  e s t  trRs v i s q u e u s e .  Le c a r a c t è r e  a c i d e  d u  D N A  p r o v o q u e  u n e  a s s o -  

c i a t i o n  a v e c  l e s  p r o t é i n e s  b a s i q u e s  d ' o ù  l ' a s p e c t  d e  M F i l a r n e n t s "  o u  

d e  " g r u m e a u x "  v i s i b l e s  e n  f i n  d e  l y s e .  Une m é t h o d e  e f f i c a c e  p o u r  l ' e n -  

l è v e m e n t  du D N A  c o n s i s t e  e n  l ' a d d i t i o n  d ' u n  c o l o r a n t  b a s i q u e  : l e  R i -  

v a n 0 1  (6,9 - d i a m i n o  - 2 - é t h o x y  - a c r i d i n e )  à 0 , 2 5  % s t  à r a i s o n  do 

0,l v o l u m e  d u  l y s a t o  I l  se f o r m e  un  p r é c i p i t é  c o n t s n a n t  1s D N A ,  l e s  

d e b r i s  c e l l u l a i r e s ,  l e s  c e l l u l e s  i n t a c t e s  e t  l e s  p r o t é i n e s  a c i d e s ,  

p r é c i p i t d  q u i  e s t  e n l e v d  p a r  s é d i m e n t a t i o n ,  Ce  c o l o r a n t  n e  s e m b l e  p a s  

i n h i b e r  l e  l y s o z y m e ,  m a i s  c e l u i - c i  é t a n t  j a u n s ,  il e s t  i m p o s s i b l e  d e  

d i s c e r n e r  l t a c t i v i t O  / j - g a l a c t o s i d a s i q u e .  E n  e f f e t  l a  / 3 - g a l a c t o s i d a s e  

a p o u r  p r o p r i é t é  d ' h y d r o l y s e r  u n  s u b s t r a t  s y n t h o t i q u e  q u i  e s t  s o i t  

l 1 o r t h o - n i t r o p h é n o l  - p  - D  - g a l a c t o - p y r a n o s i d e  (oIVPG) s o i t  l e  p a r a  - 
n i t r o p h é n o l  - /C3 - D - g a l a c t o - p y r a n o s i d e  (PNPG) q u i  e s t  t o t a l e m e n t  

i n c o l o r e  e n  s o l u t i o n  e t  d o n t  l e  p r o d u i t  d e  d é g r a d a t i o n  e s t  l ' o r t h o  

( o u  p a r a )  n i t r o p h é n o l  c o l o r e  e n  j a u n e .  

T o u t e f o i s  il c o n v i e n t  d e  s i g n a l e r  q u e  d è s  l a  p r e m i è r e  c h r o m a -  

t o g r a p h i e ,  l a  / 3 - g a l a c t o s i d a s e  n ' e s t  p l u s  r e t r o u v é e .  L e  R i v a n o l  

i n h i b e r a i t  d o n c  c o m p l è t e m e n t  s o n  a c t i v i t é .  N o u s  l ' a v o n s  c o n f i r m e  e n  

a j o u t a n t  d u  R i v a n o l  à u n e  s o l u t i o n  d e  - g a l a c t o s i d a s o .  /B 
D e s  é t u d e s  c o m p l é m e n t a i r e s  o n t  p e r m i s  d e  m o n t r e r  q u e  l o r s q u e o n  

6 v i t a i t  d e  m e t t r e  d u  R i v a n o l ,  l a  /J- g a l a c t o s i d a s e  é t a i t  r e t r o u v é e  e n  

t o t a l i t é  d a n s  l ' é l u a t ,  l e  l y s o z y m e  r e s t a n t  a c c r o c h e  s u r  l a  r é s i n e ,  

mais l a  c o l o n n e  a v a i t  t e n d a n c e  h se c o l m a t e r  a u  b o u t  d ' u n  moment .  C e t  

i n c o n v e n i e n t  p o u v a i t  ê t r e  s u p p r i m é  l o r s q u % n  a j o u t a i t  d e  l a  DNase  a u  

l y s a t  e t  q u ' o n  l a  l a i s s a i t  a g i r  u n  moment a v a n t  d e  p a s s e r  l a  s o l u t i o n  



s u r  l a  c o l o n n e ,  Une a u t r e  m é t h o d e  u t i l i s a n t  d u  s u l f a t e  de  s t r e p t o m y -  

c i n e  p o u r  p r é c i p i t e r  l e  DNA ( 5 )  a  é g a l e m e n t  d o n n e  d ' e x c e l l e n t s  r d -  

s u l t a t s  ; l e  s u l f a t e  d e  s t r e p t o m y c i n e  n ' i n h i b a n t  p a s  l e  l y s o z y m e ,  

3. C o n c e n t r a t i o n  s u r  IRC - 50 

T o u t  comme p o u r  l e  l y s o z y m e  d e  b l a n c  d 9 0 e u f ,  d e s  r é s i n e s  f a i -  

b l e m e n t  a c i d e s  a v e c  comme g r o u p e  f o n c t i o n n e l  un g r o u p e  c a r b o x y l e  

p e u v e n t  ê t r e  u t i l i s é e s  p o u r  l a  p r é p a r a t i o n  d u  l y s o z y m e  d e  p h a g e .  De 

1 ' A m b e r l i t e  XRC - 5 0  a  Q t 6  c h o i s i e  p o u r  s a  f a c i l i t e  d v e r n p l o i o  

A p r è s  l e  t r a i t e m e n t  a u  R i v a n o l ,  l e  s u r n a g e a n t  l i m p i d e  e s t  d i l u é  

t r o i s  f o i s  a v e c  d e  l ' e a u  d i s t i l l é e  e t  l e  pH e s t  a j u s t é  à 5 , 8  a v e c  

d e  l ' a c i d e  a c é t i q u e  g l a c i a l o  L 'enzyme a  B t é  a d s o r b é  s u r  une  c o l o n n e  

d ' IRC - 5 0  d e  3,5 x 1 8  cm a v e c  un é c o u l e m e n t  a p p s o x i r n a t i F  d e  t r o i s  

l i t r e s  p a r  h e u r e ,  

A p r è s  q u e  l a  c o l o n n e  o u t  é t é  l a v é e  p a r  du tampon p h o s p h a t e  

O,? N pH 6,5 c o n t e n a n t  du AgSOq ( I O - ~ N ) ,  l ' e n z y m e  a 6 t B  G l u é e  a v e c  

ce même tampon c o n t e n a n t  du NaCl 0,5M, a v e c  un é c o u l e m e n t  d e  5 0 0  m l  

p a r  h e u r e .  Des  f r a c t i o n s  d e  100 m l  o n t  é t é  r e c u e i l l i e s .  

7 3 , 8  % d e  l ' a c t i v i t é  du d é p a r t  a  é t é  r e t r o u v é e  à l a  s u i t e  d e  

c e t t e  c o n c e n t r a t i o n  ; e t  c o n s i d é r a n t  l ' a c t i v i t é  s p é c i f i q u e  a u  maxi -  

mum d u  p i c ,  l ' e n z y m e  é t a i t  126 f o i s  p l u s  a c t i v e  p a r  r a p p o r t  à l ' e n -  

zyme d u  d é p a r t  ( T a b l e a u  v ) ,  

4. C h r o m a t o q r a p h i e s  

a )  - p r e m i è r e  c o l o n n e  ----------"----" 

L 1 d l u a t  d e  l a  p r e m i è r e  c o l o n n e  e s t  d i l u é  t r o i s  f o i s  a v e c  d e  

l ' e a u  d i s t i l l d e  e t  l e  pH e s t  d e  n o u v e a u  a j u s t Q  à 5,8 a v e c  d e  l ' a c i d e  

a c é t i q u e  g l a c i a l .  

S i  l e s  p r e m i k r e s  o p é r a t i o n s  o n t  pu ê t r e  e f f e c t u é e s  à t e m p é r a -  

t u r e  a m b i a n t e ,  t o u t e s  c e l l e s  q u i  s u i v e n t  o n t  6té  r é a l i s d e s  à + 4 O  C s  



TABLEAU V 

C o n c e n t r a t i o n  s u r  I R C  - 50  

D i l u t i a n  
e n z y m a t i q u e  a /ml ~ n i t é s / m l  , 

1/10 1 1 O 

1/10 2,5 25 

1/10 595 5 5 
\ 

1/10 

1/100 

11 100 

11 100 

1/100 

1/50 

1/50 

1 /  10 

11 10 

1/10 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

-- 

' F r a c t i o n s  

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

1 1  

12 

13 

14 

15 

16 

17 

18 

19 

20 

2 1 

A 280 

0 ,O2 

O ,O2 

0,035 

O ,O4 

0,047 

O ,053 

O ,097 

O ,055 

O ,035 

0,042 

0,045 

0,031 

O ,O2 

0,025 

O ,O3 

O ,025 

0,025 

0,025 

0,035 

0,25 

O ,O2 



La s o l u t i o n  a  B t é  a d s o r b B e  s u r  une c o l o n n e  d e  1 , s  x 2 7 , 5  cm 

~ ' I R C  - 5 0  e t  l ' é c o u l e m e n t  a B t 6  d e  5 0 0  il p a r  h e u r e .  Comme préc6dem-  

m e n t  l a  c o l o n n e  a  B t B  l a v é e  p a r  du tampon p h o s p h a t e  0 , l  N pH 6 , s  

c o n t e n a n t  du flgSO4 I O - ~ N  j u s q u ' h  c e  q u e  l e  pH d e  l r é l u a t  s o i t  é g a l  

ih 6 , s .  Le l y s o z y m e  a  e n s u i t e  B t B  B l u e  à l ' a i d e  d ' u n  g r a d i e n t  l i n é a i r e  

6 t a b l i  d e  l a  f a ç o n  s u i v a n t e  : 

l e r  e r l e n  : 1,s 1 d e  , t ampon  p h o s p h a t e  0 , l  fl pH 6 , 5  

+ n g s o 4   IO-^^ 

2me e r l e n  : 1,s 1 d u  même tampon 

+ NaCl 0 , s  fl 

Des f r a c t i o n s  d e  3 0  m l  o n t  B t B  r e c u e i l l i e s  ( T a b l e a u  V I )  

( f i g u r e  9 ) .  

68 5 d e  l ' a c t i v i t é  t o t a l e  d e  d e p a r t  a  B t B  a i n s i  r e c u e i l l i e ,  

m a i s  l ' a c t i v i t é  s p d c i f i q u e  e s t  t r è s  n e t t e m e n t  a u g m e n t é e  p u i s q u e  p o u r  

l e  maximum du p i c  on n o t e  q u e  l ' e n z y m e  e s t  1 7 2  f o i s  p l u s  a c t i v e  q u e  

c e l u i  d e  d d p a r t .  

b )  - d e u x i è m e  c o l o n n e  ---------------- 
L e s  f r a c t i o n s  a c t i v e s  o n t  Bté r é u n i e s  e t  p a s s é e s  d e  n o u v e a u  

s u r  IRC - 5 0  d a n s  u n e  d e u x i è m e  c o l o n n e  de  1  x  2 5  cm. Nous a v o n s  p r o -  

cédB d e  l a  même f a ç o n  q u e  d é c r i t  p l u s  h a u t  e x c e p t e  q u e  300 m l  d e  

c h a q u e  s o l u t i o n  tampon o n t  B t é  u t i l i s d s  p o u r  é t a b l i r  l e  g r a d i e n t  

l i n é a i r e .  Des f r a c t i o n s  d e  1 0  m l / t u b e s  o n t  B t B  é l u d e s  e t  à r a i s o n  

d e  1 0 0  m l / h e u r e  ( T a b l e a u  V 1 1 ) ( f i g u r e  9 ) .  

On n e  r e t r o u v e  i c i  q u e  5 5  % d e  l ' a c t i v i t é  t o t a l e  d e  d e p a r t  

m a i s  l l a c t i v i t B  s p é c i f i q u e  m o n t r e  q u e  l ' e n z y m e  e s t  2 5 5  f o i s  p l u s  

a c t i v e  p a r  r a p p o r t  a u  l y s a t  d e  d é p a r t .  

Dans  s a  t e c h n i q u e  TSUGITA ( 9 5 )  p o u r s u i t  l a  p u r i f i c a t i o n  d u  

l y s o z y m e  du b a c t e r i o p h a g e  T4 e n  p a s s a n t  l e s  f r a c t i o n s  a c t i v e s  s u r  . 



TABLEAU V I  

RRsultats de l a  première colonne d81RC - 5 0  

A 280  

O ,O7 1 

0,062 

O ,O6 

0,057 

0 ,132 '  

0,061 

O ,O5 

0,045 

0,037 

Fract ions  

2 1 

2 2 

2 3 

2 4 

2 5 

2 6 

2 7 

28 

2 9 

30 

3 1 

32 

33 

34 

35 

3 6 

3 7 

3 8 

3 9 

40 

par m l  

O 

O 

O,5 

O, 75 

17,s 

27,5 

40 

52,5 

87,5 

150 

200 

232,5 

275 

262,5 

230 

195 

170 

142,5 

110 

1 O0 

/ m l  

7 

4,25 

4 

2,5 

2,75 

2,5 

2 

2 

2 

O 

O 

O ,O5 

0,075 

1,75 

2,75 

4 

5,25 

8,75 

15 

20 

23,25 

27,5 

26,25 

23 

19,5 

17 

14,25 

11 

10 

. . 

Fract ions  

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

11 

12 

13 

14 

15 

16 

17 

18 

19 

20 

Unit6.s 
par m l  

70 

42,5 

40 

2 5 

27,5 

25 . 

20 

20 

2 O 

A 280  

0,011 

0,022 

0 ,O5 

0,025 

0,025 

0,035 

0,055 

0,105 
/ 

0,127 

0,142 

0,168 

0,137 

0,141 

0,126 

0, 1 

0,122 

0,108 

0 ,O8 

0,075 

0,099 

15 

15 

1 O 

15 

15 

10 

5 

5 

O,5 

1 

O,5 

- 

O ,044 

0,043 

0,038 

0,039 

0,035 

O ,044 

.0,039 

0,037 

0,037 

0,038 

0,037 

1,5 

1,5 

1 

1,5 

1,5 

1 

0,5 

0,5 

0,05 

O, 1 

0,05 



TABLEAU V I 1  

R d s u l t a t s  de la deuxième colonne d l I R C  - 50 
I 

1 

~ n i t d s / m l  

O 

O 

5,5 

7 

35 

130 

235 

400 

6 95 

827,s 

1135 

1027,5 

687,5 

525 

2 95 

117,s 

75 

52,5 

37,s 

27,5 

12,5 

17,s 

1 O 

10 

5 

% / m l  

O 

O 

0,55 

0,7 

3,5 

13 

23,5 

40 

69,5 

82,75 

113,s 

102,75 

68,75 

52,50 

29,5 

11,75 

7,50 

5,25 

3,75 

2,75 

1,25 

1,75 

1 

1 

0,s 

F r a c t i o n s  

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

11 

12 

13 

14 

15 

16 

17 

18 

19 

20 

2 1 

2 2 

23 

2 4 

2 5 

A 280 

O ,025 

O ,O2 

O ,035 

0,048 

0,063 

0,155 

0,14 

0,198 

0,27 

0,316 

0,39 

0,326 

0,237 

O ,228 

0,21 

0,184 

0,151 

0,12 

0,132 

0,087 

O ,074 

0 ,O7 

0,053 

O ,062 

0,035 



( B )  : 2èmo c o l o n n e  



d e s  g e l s  d e  S e p h a d e x  G-75 p o u r  r e s s e r r e r  d a v a n t a g e  l e  p i c  d e s  f r a c -  

t ' i o n s  a c t i v e s .  

P o u r  n o t r e  p a r t  n o u s  n o u s  sommes a r r ê t 6 s  l à ,  n e  p o u r s u i v a n t  

p a s  j u s q u ' b  l a  c r i s t a l l i s a t i o n ,  D ' a u t a n t  p l u s  q u e  TSUGITA e t  c o l l .  ( 9 5 )  

é t a i e n t  p a r t i s  d e  p l u s i e u r s  c e n t a i n e s  8 e  l i t r e s  d e  l y s a t  p o u r  n t a b o u -  

t i r  q u ' à  8 0  mg d e  p r o d u i t  f i n a l .  

Le t a b l e a u  V I 1 1  r a s s e m b l e  l e s  d i f f é r e n t e s  e x p e r i e n c e s  r 6 a -  

l i s é e s  a i n s i  q u e  l e s  r é s u l t a t s  o b t e n u s .  

TABLEAU V I 1 1  

R e c o u v r e m e n t  e t  a c t i v i t é  s p é c i f i q u e  à c h a q u e  B t a p e  d e  l a  p u r i f i -  

c a t i o n  du l y s o z y m e  d e  p h a g e .  

A c t i v i t é  

s p é c i f i q u e  

U n i t B s  

A 2 8 0  

1 1 , 4 4  

1 4 4 2  

1 9 6 4 , 3  

2 9 1 0 , 2 5  

L y s a t  ..........,.......... 
T r a i t e m e n t  a u  R i v a n o l  ..... 
C o n c e n t r a t i o n  s u r  IRC-50 .. 
l è r e  c o l o n n e  IRC-50 ....... 
2ème c o l o n n e  IRC-50 ....... 

* l'absorbante n ' a  p a s  Q t 6  m e s u r é e  p a r c e  q u e  l e  R i v a n o l  e n  s o l u -  

t i o n  p o s s è d e  u n e  g r a n d e  absorbante B 2 8 0  nm. 

A c t i v i t Q  du l y s o z y m e  

T o t a l o  

e n  u n i t é s  

1 1 , 5 5 .  1 0  
5  

1 1 , 5 5 .  1 0  
5 

8 , 5 2 .  1 0  
5 

7 , 8 6 7 .  1 0  
5 

6 ,3650  1 0  5  

R e c o u v r e -  

ment  $ 

- 

1 0 0  

73,8 

6 8 , 1 1  

5 5 , l  



5 .  D é t e r m i n a t i o n  du  pH opt imum 

L ' a c t i v i t é  du  l y sozyme  à d i f f d r e n t s  pH a  é t é  mesurée dans  du 

tampon phospha te  0,05 M de pH 5,s j u s q u ' à  pH 7  e t  dans du tampon 

T r i s -HC1  0,05 M de pH 7 à pH 9 ( f i g u r e  10  L 'op t imum d ' a c t i o n  se  

s i t u e  aux  a l e n t o u r s  de pH 7,3. L ' a c t i v i t é  d é c r o i t  e n s u i t e  r a p i d e -  

ment  quand l ' a c t i v i t é  e s t  mesurée à des  pH p l u s  é l e v é s .  

L e s  p o u r c e n t a g e s  d 1 a c t i v i t 6  s o n t  i c i  ramenés en  é q u i v a l e n t  

a c t i v i t é  l y sozyme  de b l a n c  d ' o e u f ,  s e u l  p o i n t  de compara ison  p u i s -  

q u ' o n  n e  c o n n a l t  p a s  l a  q u a n t i t é  de l y sozyme  de phage p r é s e n t e  dans 

l e s  s o l u t i o n s  t e s t é e s .  L e  s u b s t r a t  é t a i t  une s u s p e n s i o n  d t E s c h e r i -  

c h i a  c o l i  p r é p a r é  e t  t r a i t é  s e l o n  M A R K  (65 ) .  

6. S t a b i l i t é  de l a  s o l u t i o n  enzyma t i que  

La  s o l u t i o n  enzyma t i que  a  é t é  t e s t é e  aux  d i f f é r e n t e s  temp8- 

r a t u r e s  de l a  f a ç o n  s u i v a n t e  : 

. l ' enzyme  a  é t é  i n c u b é e  p e n d a n t  5 m i n u t e s  dans d u  tampon 

p h o s p h a t e  0 , l  M pH 6,5 aux d i f f é r e n t e s  t e m p é r a t u r e s ,  p u i s  l a  s o l u -  

t i o n  a  é t d  r e f r o i d i e  dans u n  b a i n  de g l a c e  e t  l ' a c t i v i t é  r é s i d u e l l e  

mesurée comme d é c r i t  précédemment. 

L e s  a c t i v i t é s  s o n t  exp r imées  e n  p o u r c e n t a g e  p a r  r a p p o r t  à 

l ' a c t i v i t é  t r o u v é e  à 3!ï0 C. C e t t e  a c t i v i t é  d é c r o i t  t r è s  r a p i d e m e n t  

a p r è s  40°  C ( f i g u r e  11) .  

L 'enzyme semble  s t a b l e  p u i s q u ' i n c u b é e  à 37O C t o u t e  une  n u i t  

dans  un  tampon p h o s p h a t e  0 , l  fl pH 6,5, son a c t i v i t é  ne v a r i e  que  

f a i b l e m e n t .  

Nous a v i o n s  d é j à  précédemment o b s e r v é  que des l y s a t s  d é b a r -  

r a s s é s  de l e u r s  d é b r i s  c e l l u l a i r e s  e t  c o n s e r v é s  à + 4 O  C p e n d a n t  





p l u s i e u r s  m o i s  c o n s e r v a i e n t  u n e  a c t i v i t é  r e l a t i v e m e n t  i m p o r t a n t e .  

7. C o n c l u s i o n  

En c o n c l u s i o n  n o u s  p o u v o n s  d i r e  q u e  n o s  e s s a i s  d e  p u r i f i c a t i o n  

o n t  e s s e n t i e l l e m e n t  p o r t é  s u r  l ' o b t e n t i o n  d ' u n e  f r a c t i o n  e n z y m a t i q u e  

a y a n t  u n e  f o r t e  a c t i v i t é  s p é c i f i q u e .  L e s  d i f f é r e n t s  c r i t è r e s  (pH,  

t e m p é r a t u r e )  p o u r  u n e  a c t i v i t é  o p t i m a l e  d e  l ' e n z y m e  o n t  é t 6  d é c r i t s  

p l u s  h a u t .  

A r r i v é s  à ce s t a d e  n o u s  p o u v i o n s  c o m p a r e r  l ' a c t i v i t é  b i o l o g i q u e  

d e s  d e u x  l y s o z y m e s  v i s  à v i s  d e  c e r t a i n e s  b a c t é r i e s  e t  v o i r  s ' i l  

e x i s t e  d e s  d i f f é r e n c e s .  C ' e s t  c e  q u e  n o u s  n o u s  p r u p o s o n ç  d e  d r 5 t e r -  

m i n e r  d a n s  l e s  c h a p i t r e s  s u i v a n t s .  



T R O I S I È M E  P A R T I E  : 

P R O P R I E T E S  B I O L O G I Q U E S  



En t a n t  q u ' e n z y m e ,  l e  l y s o z y m e  a  e x e r c é  u n e  g r a n d e  a t t r a c t i o n  

p o u r  l e s  m i c r o b i o l o g i s t e s ,  En e f f e t  il e s t  c o n n u  p o u r  s e s  p r o p r i é t é s  

b a c t é r i o l y t i q u e s  e t  b a c t é r i c i d e s .  T o u t e f o i s ,  s e u l e s  c e r t a i n e s  b a c -  

t é r i e s  à Gram p o s i t i f  y  s o n t  s e n s i b l e s ,  l a  m a j o r i t é  d e s  a u t r e s  e t  

p a r m i  c e u x - c i  l e s  o r g a n i s m e s  p a t h o g è n e s  p r é s e n t e n t  u n e  r é s i s t a n c e  

q u e l q u e f o i s  c o m p l è t e ,  même d e  t r è s  g r a n d e s  c o n c e n t r a t i o n s  e n  l y -  

sozyme.  

Des  l y s o z y m e s  d ' o s i g i n e s  d i f f é r e n t e s  s o n t  d i f f é r e n t s  m a i s  p r d -  

s e n t e n t  c e p e n d a n t  q u a l i t a t i v e m e n t  l a  meme a c t i v i t é  b i o l o g i q u e  ( c o u -  

p u r e  d e s  l i a i s o n s  /3, 1-4 e n t r e  un r é s i d u  d ' a c i d e  N - a c é t y l m u r a m i q u e  

e t  un r é s i d u  d e  N - a c 6 t y l g l u c o s a m i n e ) .  S i  l e  l y s o z y m e  d e  p h a g e  e t  l e  

l y s o z y m e  d e  b l a n c  d ' o e u f  s c i n d e n t  s p é c i f i q u e m e n t  l a  même l i a i s o n - ,  on  

p e u t  p e n s e r  t o u t e f o i s  q u e  c e t t e  v i t e s s e  de  s c i s s i o n  e s t  d i f f é r e n t e  e t  

q u ' e l l e  v a r i e  a v e c  l e s  d i f f é r e n t s  s u b s t r a t s .  

Il y a u r a i t  d o n c  d e s  v a r i a t i o n s  q u a n t i t a t i v e s  d e  l ' a c t i v i t é  

e n z y m a t i q u e  d e s  d e u x  l y s o z y m e s ,  d é t e r m i n a n t  u n e  a c t i v i t é  s p é c i f i q u e  

e t  d e s  v i t e s s e s  d ' a c t i o n  d i f f é r e n t e s ,  

C e s  p r o p r i é t 8 s  s o n t  p a r t i c u l i è r e m e n t  i n t é r e s s a n t e s  s u r t o u t  d a n s  

l e  c a s  d e  p r é p a r a t i o n  i n d u s t r i e l l e  d e  l y s o z y m e .  

Dans  l e s  c h a p î t r e s  s u i v a n t s  n o u s  n o u s  sommes e f f o r c é s  d e  r e c h e r -  

c h e r  c e t t e  d i f f é r e n c e  d e  s p é c i f i c i t é  d ' a c t i o n .  Nous a v o n s  d o n c  p r é -  

p a r é  d u  l y s o z y m e  d e  p h a g e  e n  m a s s e ,  p u i s  e f f e c t u é  u n e  p u r i f i c a t i o n  

p a r t i e l l e  d e  c e l u i - c i .  L ' enzyme p a r t i e l l e m e n t  p u r i f i é e  à é t 6  e n s u i t e  

t e s t é e  d e  p l u s i e u r s  m a n i è r e s  a f i n  d ' é t a b l i r  s i  c e l l e - c i  p o s s è d a i t  

d e s  p r o p r i é t é s  i n t é r e s s a n t e s  p a r  r a p p o r t  a u  l y s o z y m e  d e  b l a n c  d ' o e u f ,  

s u r t o u t  d ' u n  p o i n t  d e  vue  é c o n o m i q u e  p o u r  l ' u t i l i s e r  p r é f é r e n t i e l l e -  

men t  a u  l y s o z y m e  d e  b l a n c  d ' o e u f e  



RESULTATS EXPERIMENTAUX 

D a n s  c e t t e  é t u d e  n o u s  n o u s  sommes a p p l i q u é s  à c o m p a r e r  l ' a c t i -  

v i t é  du  l y s o z y m e  d e  p h a g e  p a r  r a p p o r t  a u  l y s o z y m e  d e  b l a n c  d ' o e u f ,  

e t  à e s s a y e r  d e  d é t e r m i n e r  d e s  d i f f 6 r e n c e s  e n t r e  ces d e u x  a n z y m e s .  

P l u s i e u r s  b a c t é r i e s  g 6 n e r a l e m e n t  s e n s i b l e s  a u  l y s o z y m e  o n t  é t 6  

t e s t é e s  . P a r m i  c e l l e s - c i  : 

- B a c t é r i e s  à Gram p o s i t i f  : 

B a c i l l u s  c e r s u s  

B a c i l l u s  m e g a t h e r i u m  

B e c i l l u s  s u b t i l i s  

+ S t a p h y l o c o c c u s  a l b u s  

S t a p h y l o c o c c u s  a u r e u s  

- B a c t é r i e s  à Gram n e q a t i f  : 

E s c h e r i c h i a  c o l i  

K l e b s i e l l a  p n e u m o n i a e  

P s e u d o m o n a s  a e r u g i n o ç a  

S a l m o n e l l a  t y p h i m u r i u m  

S e r r a t i a  m a r c e s c e n s  

. S h i g e l l a  f l e x n e r i  

P o u r  e f f e c t u e r  l ' é t u d e  c o m p a r a t i v e ,  n o u s  a v o n s  e m p l o y é  t o u t e  

u n e  s e r i e  d e  m é t h o d e s .  En e f f e t  l e  l y s o z y m e  a t t a q u e  d i f f i c i l e m e n t  

l a  p a r o i  dzs b a c t é r i e s  v i v a n t e s  e t  i n t a c t e s ,  e t  d a n s  l a  p l u p a r t  d e s  



cas l ' e m p l o i  d ' u n  t r a i t e m e n t  p l u s  o u  m o i n s  d r a s t i q u e  s ' a v è r e  n é c e s -  

s a i r e  ( c h l o r o f o r m e ,  EDTA, e t c . . . ) .  

1 .  T r a i t e m e n t  p a r  l e  c h l o r o f o r m e  

Nous a v o n s  e m p l o y é  i c i  l a  même m é t h o d e  q u e  p o u r  l e  d o s a g e  du 

l y s o z y m e ,  c ' e s t - a - d i r e  u n e  e s t i m a t i o n  d e  l a  l y s e  p a r  t u r b i d i m é t r i e .  

a )  - B a c t é r i e s  m o r t e s  -----------..---- 

De l a  même m a n i è r e  q u e  p o u r  l e  d o s a g e  du  1y.sozyme l e s  d i f -  

f é r e n t e s  b a c t é r i e s  o n t  é t é  c u l t i v é e s  s u r  B o u i l l o n  o r d i n a i r e ,  l a v g e s ,  

c o n c e n t r e e s  e t  s t o c k é e s  d a n s  l e  même m i l i e u  p e n d a n t  2 à 3 sernain .es  

à + 4 O  C. 

Une f o i s  ce l a p s  d e  t e m p s  é c o u l é ,  l a  p l u p a r t  d e s  b a c t é r i e s  

n e  s o n t  p l u s  v i a b l e s  e t  n o u s  n o t o n s  d ' a i l l e u r s  u n e  m o r t a l i t é  i m p o r -  

t a n t e .  P o u r  l a  s u i t e  d e  l ' é t u d e  l e  p r o t o c o l e  r e s t e  l e  mêmo : Les 

c e l l u l e s  s o n t  c h l o r o f o r m é e s  p r é a l a b l a m e n t  à l ' a c t i o n  d e s  d e u x  e n -  

zymas.  Nous a v o n s  c h o i s i  a r b i t r a i r e m e n t  l a  c o n c e n t r a t i o n  d e  1 0  y / m l  

d e  l y s o z y m e  d e  b l a n c  d ' o e u f ,  a u s s i  c o m p a r a t i v e m e n t  n o u s  a v o n s  d i l u e  

n o t r e  enzyme p u r i f i é e  j u s q u ' à  o b t e n i r  1 0  '21 / m l  d e  l y s o z y m e  d e  p h a g e  

( e n  é q u i v a l e n t  l y s o z y m e  d e  b l a n c  d ' o e u f ) ,  

A 2 , 5  m l  d e  s u s p e n s i o n  b a c t e r i e n n e  c h l o r o f o r m é e  s o n t  a j o u t é s  

0 , 5  m l  d e  s o l u t i o n  e n z y m a t i q u e ,  l a  r é a c t i o n  s ' e f f e c t u e  d a n s  u n  b a i n  

marie à 3 7 O  C p e n d a n t  15 m i n u t e s .  La d e n s i t e  o p t i q u e  d e  ces s u s p e n -  

s i o n s  e s t  p r i s e  a u  d é p a r t  e t  a u  b o u t  d e s  15 m i n u t e s  (0.0. = 350 nm). 

S i m u l t a n é m e n t  d e s  " b l a n c s t f  o n t  é t é  e f f e c t u é s  d a n s  l e s  mêmes c o n d i t i o n s .  

Les p o u r c e n t a g e s  d e  l y s e  o n t  é t é  c a l c u l é s  d e  l a  f a ç o n  s u i -  

v a n t e  : 



T A B L E A U  IX 

Traitement par l e  chloroforme 

Lysozyme 

de 

phage $ 

0, 9 

17,8 

0,7 

42,6 

40 

5 92 

29,5 

5 93 

36,l 

O 

O 

BACTER IES 

-- 

B a c i l l u s  cereus  

B a c i l l u s  mega theriom 

B a c i l l u s  s u b t i l i s  

Escherichia  co ld  

K l e b ç i e l l a  pneurnoniae 

Pseudomonas aoruginosa 

Salmonella typhimurium 

S e r s a t i a  marcescens 

S h i g e l l a  f l e x n e r i  

Staphylococeus a l b u s  

Staphylococcus aureus 

Gram 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

+ 

+ 

Lysozyme 

de blanc 

d'oeuf % 

1,4 

14,O 

192 

37,9 

42,9 

5 9 8  

35,l 

6 9 6 

34,2 

096 

O 



i 
D.O. = D e n s i t e  O p t i q u e  

Eo  = 0.0. s u s p e n s i o n  + Enzyme, temps O 

Ef 
= D.0, s u s p e n s i o n  + Enzyme, temps 15  mn 

I = D.O. s u s p e n s i o n  Témoin b l a n c ,  temps O 

\ T~ s D.O. s u s p e n s i o n  TBmoin b l a n c ,  temps 1 5  mn 

L e s  r d s u l t a t s  de c e s  e x p é r i e n c e s  s o n t  c o n s i g n é s  dans l e  

t a b l e a u  I X .  

Nous r e t r o u v o n s  s e n s i b l e m e n t  l e s  mêmes r e s u l t a t s  avec  l e s  

deux l ysozymes.  T o u t e f o i s  c e u x - c i  ne  p a r a i s s e n t  pas c o n c l u a n t s .  En 

e f f e t  nous avons o b t e n u  u n  f a i b l e  p o u r c e n t a g e  de l y s e  avec  l a  souche 

de B a c i l l u s  meqather ium q u i  e s t  p o u r t a n t  une souche t r è s  s e n s i b l e  au  

l ysozyme.  P a r  c o n t r e  l e  c h l o r o f o r m e  semble p a r t i c u l i è r e m e n t  s e n s i -  

b i l i s e r  l e s  b a c t é r i e s  Gram-, s a u f  dans l e  c a s  de Pseudomonas a e r u -  

q i n o s a  e t  S e r r a t i a  marcescens.  

Dans l e  c a s  de B. mesa the r i um nous  avons  pensé  que l e  s t o c -  

kage  à + 4 O  C p r o v o q u a i t  chez c e t t e  b a c t e r i e  l e  phénomène de s p o r u -  

l a t i o n ,  r e n d a n t  a i n s i  c e s  c e l l u l e s  n e t t e m e n t  mo ins  s e n s i b l e s  à l ' a c -  

t i o n  des deux l ysozymes.  C e t t e  i n h i b i t i o n  p o u v a i t  t r è s  c e r t a i n e m e n t  

ê t r e  l e v 6 e  l o r s q u e  des  b a c t e r i e s  v i v a n t e s  s o n t  u t i l i s d e s .  

b )  - B a c t e r i e s  f r a î c h e m e n t  r e c o l t 6 e s  ............................... 

Nous avons r e c u e i l l i  des  c e l l u l e s  en phase e x p o n e n t i e l l e  de 

c r o i s s a n c e ,  q u i  o n t  é t d  l a v e e s ,  e t  m i ses  e n  s u s p e n s i o n  comme p r 6 c 8 -  

demment dans  un  tampon phospha te  0,05 f i  (PH 6,5 p o u r  l e  l y s o z y m e  de 

b l a n c  d'oeuf, ph 7,3 p o u r  l e  l y sozyme  de phage).  Nous avons  p o u r  l a  

s u i t e  p r o c é d 6  de l a  même f a ç o n  que prdcddemment. Les  r e s u l t a t s  s o n t  

r a p p o r t é s  dans l e  t a b l e a u  X. 



BACTERIES 

TABLEAU X 

l y s o z y m e  de 
b l a n c  d ' o e u f  

B .  c e r e u s  

B .  megatherium 

B ,  s u b t i l i s  

E .  coli 

K .  pneumoniae  

Etude c o m p a r a t i v e  d e s  deux l y s o z y m e s  a p r è s  t r a i t e m e n t  par l e  c h l o -  

P.  a e r u g i n o s a  

S .  typhimurium 

S .  m a r c e s c e n s  

S ,  f l e x n e r i  

S .  a l b u s  

S .  a u r e u s  

ro forme s u r  d e s  b a c t é r i e s  f r a î c h e m e n t  r 8 c o l t 8 e s  

497 

O 

1 , 1  

3 ,O 

1 ,O 

0 

20,5 

27,4 

25,7 

39,8 

192 

152 

O 

O 

O 

O 

2 95 

18,2 

26 ,6  

23,9  

30,9 

0 , 9  

1,4 



Mous v c y o n s  a p p a r a r t r e  q u e l q u e s  d i f f é r e n c e s ,  S i  l e s  d e u x  

e n z y m e s  f o n c t i o n n e n t  b i e n  a v e c  l a  s o u c h e  d e  8, m e q a t h e r i u m ,  l e  l y s o -  

zyme d e  p h a g e  s e m b l e  a v o i r  u n e  m e i l l e u r e  a c t i o n  q u e  l e  l y s o z y m e  d e  

b l a n c  d ' o e u f  ; il e n  e s t  d e  même p o u r  l a  s o u c h e  d t E s c h e r i c h i a  c o l i .  

P a r  c o n t r e  l e  l y s o z y m e  d e  b l a n c  d ' o e u f  p r é s e n t e  u n e  p l u s  g r a n d e  

a c t i o n  s u r  K .  p n e u m o n i a e  e t  S. f l e x n e r i .  

2 .  T r a i t e m e n t  8 1'EDTA 

a )  - M é t h o d e  p a r  d e n s i t é  o p t i q u e  
--*------------------------ 

Les r é s u l t a t s  p e u v e n t  ê t r e  a m é l i o r é s ,  s u r t o u t  d a n s  l e  c a s  

d e s  b a c t d r i e s  Gram -, p a r  l ' e m p l o i  d8EDTA à l a  p l a c e  d u  c h l o r o f o r m e  

( T a b l e a u  X I ) .  L e s  r é s u l t a t s  d a n s  ce t a b l e a u  e x p r i m e n t  l e  p o u r c e n t a g e  

d e  l y s e  p a r  r a p p o r t  à l a  d e n s i t é  o p t i q u e  d e  d é p a r t ,  ca r  1'EDTA s e u l  

p r o v o q u e  u n e  l y s e  p a r t i e l l e  d e  c e r t a i n e s  b a c t é r i e s  : c ' e s t  l e  c a s  

n o t a m m e n t  p o u r  P o  s e r u q i n o s a  e t  S. t y p h i n u r i u m  e t  E .  c o l i  o h  l ' a d -  

d i t i o n  d ' e n z y m e  p r o v o q u e  u n  é c l a i r c i s s e m e n t  p r a t ' i q u e m e n t  c o m p l e t  d e s  

s u s p e n s i o n s .  On o b t i e n t  é g a l e m e n t  d a  b o n s  r é s u l t a t s  avec  c e t t e  m6- 

t h o d e  a v e c  8 .  s u b t i l i s  e t  s u r t o u t  B o  m e q a t h e r i u m ,  Nous  n ' a v o n s  pas  

o b t e n u  d e  l y s e  p o u r  l e s  d e u x  s t a p h y l o c o q u e s ,  ce q u i  r e j o i n t  l e s  

o b s e r v a t i o n s  f a i t e s  a u  p a r a g r a p h e  1 d e  ce c h a p î t r e  : l e  s u b s t r a t  d o i t  

ê t r e  r e n d u  i n a c c e s s i b l e  à l ' a c t i o n  d e  l ' e n z y m e  p a r  l a  p r é s e n c e  d ' u n e  

l ' b a r r i è r e " .  

b )  - M é t h o d e  p a r  n u m é r a t i c n  ...................... 

L ' e n s e m b l e  d e s  r é s u l t a t s  p r d c é d e n t s  é t a l t  b a s é  s u r  l a  m e s u r e  

d e  l a  d e n s i t é  o p t i q u e .  C e t t e  D.O. n e  c o r r e s p o n d  p a s  f o r c d m e n t  à l a  

r é a l i t é  p u i s q u ' i l  r e s t e  d e s  d é b r i s  c e l l u l a i r e s  e n  s u s p e n s i o n ,  Nous  

a v o n s  d o n c  c o n v e n u  d e  r e l i e r  c e t t e  d i f f é r e n c e  d e  d e n s i t b  o p t i q u e  a u  

n o m b r e  d e  b a c t é r i e s  e f f e c t i v e m e n t  l y s é e s  p a r  l e  l y s o z y m e  e n  e f f e c -  

t u a n t  d e s  c o m p t a g e s  d e s  b a c t é r i e s  s u r v i v a n t e s .  P o u r  c e l a  n o u s  a v o n s  

c h o i s i  d e u x  b a c t é r i e s  : E s c h e r i c h i a  c o l i  e t  B a c i l l u s  m é a a t h e r i u m ,  

T o u t e s  l e s  o p é r a t i o n s  o n t  é t é  e f f e c t u é e s  s t é r i l e m e n t  ; l e s  



TABLEAU X I  

Lyse  des b a c t é r i e s  p a r  l e  lysozyme e t  l t E D T A .  

BACTERIES 

B e  c e r e u s  

B. megatherium 

Mode opératoire : 2 , s  m l  de suspension b a c t é r i e n n e  dans du tampon 

phosphate 0,05 Pl, pH 7 ,3  + 0 , l  m l  EDTA (10 rng/ml, dans du tampon 

phosphate pH 7 , s )  + 0,s m l  d'enzyrno. I n c u b a t i o n  & 3 7 O  C pendant  

15  rnn. 

B. s u b t i l i s  

E .  c o l i  

K .  pneumoniae 

P .  a e r u g i n o s a  

S .  typhirnuriurn 

S. marcescens 

S e  f l e x n e r i  

S e  a l b u s  

S .  aureus  

10,O 

27,2 

11,2 

38,4 

33 ,O 

14,4 

31,6 

5 ,O 

3,1 

48,3 

77,1 

14,7 

84,6 

78,4 

15,8 

59,4 

6,3 

3,1 

53,I 

81 97 . 

13,5 

82,6 

80,s 

16,1 

57,8 

5,9 

3,1 



s o l u t i o n s  e n z y m a t i q u e s ,  d e  même q u e  l lEDTA,  o n t  é t 6  p a s s 6 s  s u r  f i l t r e s  

m i l l i p o r e s  s t d r i l e s .  

P o u r  l e s  e s s a i s  e n z y m a t i q u e s  n o u s  a v o n s  à c h a q u e  f o i s  em- 

p l o y é  d e s  c u l t u r e s  F r a l c h e s  d e s  d e u x  b a c t é r i e s  c u l t i v é e s  s u r  B o u i 1 , l o n  

o r d i n a i r e .  

A p r è s  l ' i n c u b a t i o n  à 3 7 O  C  p e n d a n t  15 mn, n o u s  a v o n s  e f f e c -  

t u 6  d e s  d i l u t i o n s  d e s  e s s a i s  e t  d e s  t é m o i n s ,  p u i s  0 , 1  m l  d e  c h a q u e  

d i l u t i o n  e s t  d é p o s é  a u  f o n d  d ' u n e  b o î t e  d e  P é t r i  e t  n o u s  a v o n s  c o u 1 4  

d e s s u s  d e  l a  g e l o s e  o r d i n a i r e  à 4 S 0  C. C e t t e  t e c h n i q u e  p e r m e t  d e  

c o m p t e r  l e s  s u r v i v a n t s  e t  d ' e n  d é d u i r e  p a r  c o n s é q u e n t  l e  p u u r c e n t a g e  

d e  l y s e  e n  t e n a n t  c o m p t e  d e s  d i f f g r e n t s  t é m o i n s  e f f e c t u é s  s i m u l t a -  

n é m e n t ,  

Nous  n ' a v o n s  o b t e n c  q u e  p e u  de d i f f é r e n c e s  a n t r e  l e s  d e u x  

e n z y m e s  ( T a b l e a u x ~ 1 1  e t  X I I I ) ,  L e s  q u e l q u e s  d i f f é r e n c e s  o b t e n u e s  n e  

s o n t  e n  f a i t  p a s  v r a i m e n t  s i g n i f i c a t i v e s .  

3 ,  C o n c l u s i o n  

De c e t t e  é t u d e  n o u s  p o u v o n s  d é g a g e r  p l u s i e u r s  p o i n t s  : 

. d a n s  l ' e n s e m b l e ,  l e  l y s o z y m e  r é a g i t  m i e u x  a v e c  d e s  c e l l u l e s  

f r a î c h e m e n t  r é c o l t é e s ,  e t  s u r t o u t  d a n s  l e  cas  d e s  b a c t é r i e s  

Gram n é g a t i f ,  s o n  a c t i o n  se  t r o u v e  c o n s i d B r a b l e m e n t  augmen-  

t6e l o r s q u e  ce l l es -c i  s u b i s s e n t  u n  t r a i t e m e n t  p r 6 a l a b l e  ( c h l o -  

r o f o r m e  o u  EDTA).  

l e s  d e u x  l y s o z y m e s  n ' o n t  a p p a r e m m e n t  a u c u n e  a c t i o n  d i r e c t e  s u r  

B a c i l l u s  c e r e u s  e t  l e s  s o u c h e s  d e  s t a p h y l o c o q u e s ,  C e c i  e s t  e n  

a c c o r d  a v e c  l e s  r é s u l t a t s  d e  SRLTQN (86 )  q u i  l e s  c l a s s e  p a r m i  

l e s  b a c t é r i e s  r é s i s t a n t e s  a u  l y s o z y m e ,  m6me à d e s  c o n c e n t r a -  

t i o n s  r e l a t i v e m e n t  é l e v 6 e s .  11 o s t  p o s s i b l e  d ' o b t e n i r  u n e  l y s e  

e n z y m a t i q u e  d e  ces  b a c t é r i e s  e n  a s s o c i a n t  l e  l y s o z y m e  à l ' a c t i o n  



BACILLUS REGATHERIUM 

TABLEAU X I I  

Méthode p a r  n u m é r a t i o n  e t  d i l u t i o n s  enzymat iques  

d ' o e u f  (10  % / m l )  

Lysozyme de p h a g ~  

d ' o e u f  ( 1  Y / m l )  

Lysozyme de phage 

d ' o e u f  (G,? '6' / m l )  

Mode o p é r a t o i r e  : 2,s m l  de c u l t u r e  + 0,6 m l  daenzyme. I n c u b a t i o n  ' 

à 37O C 

Lysozyme de b l a n c  

d ' o e u f  (0,OI r/ml) 

Lysozyme de phage 

d i l u t i o n  1/1000 

90. 10 
5 

88. lo5 

86,5 

84,6 

13,5 

15,4 



ESCHERICHIA COLI 

Nombre de S u r v i v a n t s  

b a c t é r i e s  % 

TEMOIN CULTURE 

Lysozyme de b l a n c  

d ' o e u f  ( 1 0  / m l )  

Lysozyme de phage 

Lysozyme de b l a n c  

d ' o e u f  ( 1  / m l )  

Lysozyme de phage 

d i l u t i o n  1/10 

Lysozyme de b l a n c  

d ' o e u f  ( 0 , l  $ / m l )  

Lysozyme de phage 

d i l u t i o n  1/100 

Lysozyme do b l a n c  

d f o s u f  (0,01 X / m l )  

Lysozyme de phage 

d i l u t i o n  1/1000 

TABLEAU X I I 1  

Mgthode p a r  n u m é r a t i o n  e t  d i l u t i o n s  enzyma t i ques  

Lyse  

$ 

Rode o p é r a t o i r e  : 2,s m l  de c u l t u r e  + 0 , l  m l  dtEDTA (10  m g / m l )  

+ 0,s m l  d'enzyme. ~ n c u b a t i o ' n  à 3 7 O  C 



p r é a l a b l e  d ' a u t r e s  a g e n t s  ( a c i d e  t r i c h l o s a c 8 t i q u e 9  f o r m a m i d e ,  

SOS...) o u  à l ' a c t i o n  d ' a n t i b i o t i q u e s  ( 1 1 )  ; d a n s  c e s  c o n d i -  

t i o n s  l e  s u b s t r a t  d u  l y s o z y m e  p r é s e n t  d a n s  l e s  p a r o i s  d e  ces  

b a c t é r i e s  e s t  r e n d u e  a c c e s s i b l e  à l ' e n z y m e ,  

S i  l a  l y s o z y m e  ne l y s e  p a s  ces  b a c t é r i e s ,  n o u s  a s p t 5 r i o n s  q u ' i l  

p r o v o q u e r a i t  n 8 a n m o i n s  u n e  p e r t e  p l u s  o u  m o i n s  t o t a l e  da l e u r  f a c u l t e  

à p r o l i f é r e r .  M a l h e u r e u s e m e n t  ce n e  f u t  pas  l e  c a s ,  c a r  c e s  b a c t é r i e s  

Q t a l é e s  s u r  b o l t e s  d e  P É t r i  d o n n e n t  p r a t i q u a m e f i t  l e s  mêmes r é s u l t a t s  

q u e  l e  l o t  t é m o i n  r é a l i s é  e n  p a r a l l è l e .  C e s  f a i t s  c o n c o r d e n t  a v e c  l e s  

c o n s t a t a t i o n s  r 6 a l i s d e s  d a n s  l e  c a s  d z  c o n j o n c t i v i t e s  a i g u ë s  à s t a -  

p h y l o c o q u e s  o ù  l ' e m p l o i  d ' a n t i b i o t i q u e s  e s t  n u c e s s a i r e  : l e  l y s o z y m e  

a p p a r a î t  a l o r s  ê t r e  p l u s  un  b l é r n e n t  d e  p r o t e c t i o n  q u ' u n  f a c t e u r a n t i -  

m i c r o b i e n  d e  i a  r 8 s i s t a n c e  n a t u r e l l e .  

. q u e l l e s  q u e  s o i e n t  l e s  m é t h o d e s  u t i l i s é o s ,  l e s  d o u x  e n z y m e s  

p r é s e n t e n t  d e  g r a n d e s  s i m i l i t u d e s .  T o u t e f o i s  c e s  s i m i l i t u d e s  

s o n t  d i s c u t a b l e s  ca r  n o u s  a v o n s  t o u j o u r s  t r a v a i l l é  e n  é q u i v a -  

l e n t s - l y s o z y m e  d e  b l a n c  d ' o e u f .  

TSUGITA e t  c o l l ,  ( 9 5 )  a v a i e n t  m o n t r é  q u e  l e  l y s o z y m e  d u  p h a g e  

T 4  é t a i t  250 f o i s  p l u s  a c t i f  s u r  E .  c o l i  q u e  l e  l y s o z y m e  d e  

b l a n c  d ' o e u f e  I l  n o u s  a  6 t é  i m p o s s i b l e  d e  t e s t e r  n o t r e  e n z y m e  

d e  l a  même m a n i è r e  p u i s q u e  n o u s  n e  l ' a v o n s  p a s  c r i s t a l l i s C i e ,  

Nous  a v o n s  e s s a y é  d e  c o n t o u r n e r  l a  d i f f i c u l t é  a n  e f f e c t u a n t  d e s  

d i l u t i o n s  e n z y m a t i q u e s  e t  e n  t e s t a n t  c o l l e s - c i  s u r  d a s  b a c t é r i e s  p a r -  

t i c u l i è r e m e n t  s e n s i b l e s  : R a c i l l u s  m e q a t h e r i u m  e t  E s c h e r i c h i a  C o l i  

( T a b l e a u x  X I I  e t  X I I I ) .  N o t r e  h y p a t h è s e  é t a i t  d e  d é t e r m i n e r  u n e  d i f -  

f é r e n c e  d e  l ' a c t i v i t é  s p é c i f i q u e  d e  ces  d e u x  e n z y m e s .  T o u t  en main -  

t e n a n t  l e  t e m p s  comme f a c t e u r  c o n s t a n t ,  c e t t e  d i f f é r e n c e  d 1 a c t i v i t 6 ,  

se m a n i f e s t a n t  s u r  l a  v i t e s s e  d e  r é a c t i o n ,  d e v a i t  e n t r a î n e r  u n  p o u r -  

c e n t a g e  d e  l y s e  d i f f é r e n t  l o r s q u e  l e s  s o l u t i o n s  e n z y m a t i q u e s  s o n t  

d i l u é e s .  



Le t a b l e a u  X I I  i n d i q u e  l e s  r é s u l t a t s  o b t e n u s  a v e c  B a c i l l u s  meqa- 

t h e r i u m .  Nous  c o n s t a t o n s  q u e  p o u r  u n e  c o n c e n t r a t i o n  d e  IO y / m l  d e  

l y s o z y m e ,  il e x i s t e  u n e  d i f f é r e n c e  d e  9 $ e n  f a v e u r  d u  l y s o z y m e  d e  

p h a g e .  T o u t e f o i s  c e t t e  d i f f é r e ~ c o  d i s p a r a î t  l o r s q u ' o n  d i l u e  l ' e n -  

zyme e t  p o u r  u n e  c o n c e n t r a t i o n  c o r r s s p o n d a n t  à 0 , l  / m l  ( d i l u t i o n  : 

1 / 1 0 0 ) ,  l e  p o u r c e n t a g e  d e  l y s e  e s t  i d e n t i q u e  d a n s  l e s  d e u x  c a s ,  I l  

n g y  a u r a i t  d o n c  p a s  d e  s p é c i f i c i t é  d i f f é r e n t e .  

C o m p a r a t i v e m e n t  n o u s  a v o n s  t e s t é  ces  mêmes d i l u t i o n s  a v e c  E s c h e -  

r i c h i a  CU, e n  p a r t a n t  d e  l a  même d e n s i t é  d e  p o p u l a t i o n  i n i t i a l e  

( T a b l e a u  X I I I ) .  Nous  n o u s  a p e r c e v o n s  q u ' à  l a  même c o n c e n t r a t i o n  d e  

d é p a r t  ( 1 0  l @ / m l )  l e  p o u r c e n t a g e  d e  l y s e  e s t  i c i  i d e n t i q u e .  P a r  c o n t r e  

n o u s  v o y o n s  a p p a r a î t r e  u n e  d i f f é r e n c e  d e  l % r d r e  d e  1 7  '$ l o r s q u e  l e s  

d e u x  e n z y m e s  s o n t  d i l u é e s ,  C e t t e  d i f f é r e n c e  e s t  d ' a i l l e u r s  m a i n t e n u e  

d ' u n e  d i l u t i o n  à l ' a u t r e  ( 1 / 1 0  à 1 / 1 0 0 )  e t  t o u j o u r s  e n  f a v e u r  d u  3y -  

s o z y m e  d e  p h a g e .  P a r  r a p p o r t  a u  B a c i l l u s  r n e q a t h e r i u m ,  il y a u r a i t  i c i  

u n e  d i f f é r e n c e  d a n s  l ' a c t i v i t é  s p é c i f i q u e  d e t e r m i n a n t  q u e  l e  l y s o z y m e  

d e  p h a g e  T6 e s t  1 , 3  à 1 , s  f o i s  p l u s  a c t i f ,  s u r  E s c h e r i c h i a  c o l i ,  q u e  

l e  l y s o z y m e  d e  b l a n c  d ' o e u f ,  q u a n d  l e s  d e u x  e n z y m e s  s o n t  d i l u e e s  d a n s  

l e  même r a p p o r t .  

S i  n o t r e  enzyme  a p p a r a î t  p l u s  a c t i v e  q u e  l e  l y s o z y m e  d e  b l a n c  

d ' o e u f  v i s  à v i s  d ' u n  s u b s t r a t  b i e n  d é t e r m i n é ,  l ' é c a r t  e n t r e  l e s  

d e u x  n ' e s t  m a l g r é  t o u t ,  p a s  a u s s i  i m p o r t a n t  q u e  c e l u i  o b t e n u  p o u r  l e  

p h a g e  T4  e t  n o u s  p o u v o n s  f i n a l e m e n t  c o n c l u r e  q u e  l e s  d e u x  e n z y m e s  

t e s t é e s  o n t  u n e  a c t i v i t é  s e n s i b l e m e n t  é g a l e .  T e s t é e s  s u r  d e u x  bac.. 

t é r i e s  à gram d i f f é r e n t ,  p o u r  l a  même d i l u t i o n ,  n o u s  n e  c o n s t a t o n s  

p a s  d e  d i f f é r e n c e  b e a u c o u p  p l u s  i m p o r t a n t e  p o u r  l ' u n e  q u e  p o u r  l ' a u t r e .  



C O N C L U S I O N  G E N E R A L E  



C e t t e  B t u d e  n o u s  a p e r m i s  d e  m e t t r e  a u  p o i n t  u n e  t e c h n i q u o  d e  

p r é p a r a t i o n  d e  l y s o z y m e  d a  p h a g e  p o u v a n t  B t r e  u t i l i s é e  i n d u s t r i e l -  

l e m e n t .  Nous  a v o n s  a b o u t i  à un c e r t a i n  n o m b r e  d e  c o n c l u s i o n s  : 

. Nos l y s a t s  p h a g i q u e s  c o n t i e n n e n t  d u  l y s o z y m e  d o n t  l a  m a j e u r e  

p a r t i e  e s t  s a c s  f o r m e  s o l u b l e  d a n s  l a  n i l i e u .  

. La q u a n t i t é  d e  l y s o z y m e  d e  p h a g e  a  pu  ê t r e  a m é l i o r é e  g r a c e  à 

un c h o i x  a t t e n t i f ?  d u  m i l i e u  d e  c u l t u r e ,  d u  moment d e  l ' i n o c u l a t i o n ,  

d u  r a p p o r t  d ' i n f e c t i o n  e t  à d e s  m o d i F i c a t i o n s  p o r t a n t  s u r  l a  n a t u r e  

d e  l a  s o u r c e  c a r b o n S e ,  , 

, En u t i l i s a n t  u n e  s o u c h e  d l E s c h e r i c h i a  c ~ l i  K 1 0  i n d u c t i b l a  e n  

p r é s e n c e  d e  l a c t o s e ,  n o u s  a v o n s  p u  s u i v r e  d e  f a ç o n  s i m p l e  e t  r a p i d e  

l a  l y s e  b a c t é r i e n n e  p a r  d o s a g e  d e  l a  / 3 - g a l a c t o s i d a s e ,  C e t t e  e n z y m e  

d o n t  l ' a c t i v i t é  e s t  a c t u e l l e m e n t  r e c h e r ç h 6 e ,  p a r t i c u l i è r e m e n t  d a n s  

l ' i n d u s t r i e  f r o m a g è r e  ( h y d r o l y s e  d u  l a c t o s e  c o n t e n u  d a n s  l e  l a c t o -  

s e r u m ) ,  e s t  p e r d u e  p e n d a n t  l a  p u r i f i c a t i o n  d u  lysomymo q u a n d  o n  u t i -  

l i s e  du  R i v a n o l  p o u r  é l i m i n e r  l e  D N A .  L o r s q u ' o n  u t i l i s e  d ' a u t r e s  

s u b s t a n c e s  p o u r  é l i m i n e r  l a  v i s c o s i t é  du  l y s a t  p r o v o q u é e  p a r  l a  p r é -  

s e n c e  du DNA b a c t d r i e n ,  il e s t  p o s s i b l e  d e  r é c u p é r e r  l a  t o t a l i t é  d e  

l a  / 3 - g a l a c t o ç i d a s e  à l a  s a r t i e  d e  l a  p r e m i è r e  c o l o n n e .  

. Nous  a v o n s  m o n t r e  q u e  l e s  c u l t u r e s  e n  m a s s e  p o u r  p r É p a r e r  d u  

l y s o z y m e  é t a i e n t  p o s s i b l e s  s u r  l a c t o s é r u m  e t  p o u v a i e n t  p e r m e t t r e  l a  

p r d p a r a t i o n  d ' a u t r e s  e n z y m e s  ( ~ - g a l a c t o s i d a s e . . . ) ,  

, Nous  a v o n s  p u  a b o u t i r  à u n e  p u r i f i c a t i o n  p a r t i e l l e  d u  l y s o -  

zyme du  p h a g e  T6. L ' é t u d e  d e  l ' a c t i v i t é  b i o l o g i q u e  d e  c e t t e  e n z y m e  

a p r e s e n t 6  d e  n o m b r e u s e s  s i m i l i t u d e s  a v e c  l e  l y s o z y m e  d e  b l a n c  d ' o e u f ,  

n e  n o u s  p e r m e t t a n t  p a s  d ' a b o u t i r  a u x  mêmes c o n c l u s i o n s  q u e  T S U G I T R .  

En e f f e t  l e  l y s o z y m e  du  p h a g e  T6 n e  m o n t r e  p a s  u n e  a c t i v i t é  b e a u c o u p  

p l u s  i m p o r t a n t s  s u r  E s c h e r i c h i a  c o l i  q u e  s u r  un  b a c i l l e  à Gram po- 

s i t i f .  



. Ltant donné la faibls çpOcifiçjt6 d'action du lysozyme d u  

16, sa prgparation industrielle ne paraît pas intéressant@, malgr6 

l'utilisation d u  lactosérum comme milieu de culture, soi1 prix de 

revient est inFiniment plus élevé quo celui du lysozyme ds blanc 

d'oeuf 
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