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ACTION D E  L'ACTINOMYCETINE S U R  LES P A R O I S  

C E L L U L A I R E S  B A C T E R I E N N E S  

M. R. J.  S A L T O N  ET J.  M. G H U Y S E N * , * *  

Department o/Bacteriology, University o/Manchester (England) 

Depuis la mise au point de techniques ad6quates d'isolement des parois cellulaires 
microbiennes, DOS connaissances sur leur constitution physique et chimique se sont 
pr6cis6es et ont 6t6 r~cemment revues et discut6es par Fun de nous 1, 3. 

L'6tude de la structure macromol6culaire des parois celltflaires ~chappe 6videm- 
ment k ranalyse chimique. Un des moyens &investigation r6side dans la caract6risa- 
tion des fragments obtenus apr~s digestion enzymatique. L'obtention d'enzymes 
actifs sur les parois cellulaires constitue donc un outil de recherche pr6cieux et l'int6r~t 
pr6sent6 par de telles substances deviendra 6minent le jour oh la parDi ceUulaire 
d'un microorganisme d6termin6 pourra 8tre dig6r6e par plusieurs enzymes s'attaquant 

des types de liaison sp6cifiquement diff6rents. 
Le lysozyme, d6couvert en 1922 par FLEMING 3, dont le substrat type est repr6- 

sent6 par les parois de Micrococcus lysodeikticus, et renzyme "streptolytique" isol6 par 
McCARTY en 19524 sont, k l'heure actuelle, les seuls enzymes bact6riolytiques dispon- 
ibles darts un 6tat suffisamment pur pour autoriser une 6tude significative des 
produits de d6gradation obtenus apr~s action sur les parois cellulaires. L'un et l'autre 
de ces enzymes s'attaquent k un substrat de mSme nature g~n6rale mucoide. Ils 
en lib~rent des substances r6ductrices et sont certainement indiff6rents aux liaisons 
peptidiques qui forment certains chainons structurels des parois cellulaires. 

LIESKE, en I92I  ~, et GRATIA ET DATH, en 19248, mettaient ind6pendamment 
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en 6vidence les activit6s bact@riolytiques des actinomyc~tes. L'interpr6tation du 
m@canisme de cette action a depuis fait l'objet de nombreuses recherches 7 et il est 
bien d@montr@ que les filtrats actifs de culture de Streptomyces spp., d@sign6s en 1937 
par WELSCH 8 SOUS le nom d'actinomyc@tine, dig~rent les bact6ries gram positives 
vivantes par l'intervention de divers enzymes sp6cifiques parmi lesquelles on connalt 
actuellement : (I) un principe streptolytique actif sur les streptocoques h@molytiques 9, 
vraisemblablement identique ~ l'enzyme de MCCARTY; (2) un complexe pneumolyti- 
que 1° et (3) un syst~me staphylolytique responsable de la lyse de Micrococcus pyogenes. 
Parmi ces enzymes bact6riolytiques--par ailleurs distincts des nombreuses prot@ases 
sp6cifiques grace auxquelles l'actinomyc6tine est @galement capable de clarifier les 
suspensions de bact6ries gram-positives et gram-n@gatives pr@alablement tu6es par 
chauffage n, et de dig6rer divers substrats prot~iniques tels que cas@ine, k@ratine, 
fibrine, fibrinog~ne, @pidermine et mucinelZ,13--1e systbme staphylolytique a @t6 
plus sp6cialement 6tudi@. C'est un syst~me complexe qui a @t6 scind~ en deux consti- 
tuants FI et F2, isol6ment faiblement actifs, mais pleinement lytiques lorsqu'ils 
sont associ6s ~. 

L'action 6ventuelle de ces deux agents au niveau des parois cellulaires micro- 
biennes vient d'@tre examin@e et fait l'objet du pr6sent travail. 

MATI~RIEL ET M]~THODES 

I. A ctinomycdtine 

L'ac t inomyc6t ine  a 6t6 pr6par6e par  cul ture du Streptomyces albus G 7 en "shake flasks", dans  un 
milieu sp6cialement  adapt614 ~ la product ion  de l'activit@ staphylolyt ique.  

F I  et  F2 on t  6t@ s@par6s par  divers proc~d@s chromatographiques  e t  se pr6sentent  sous la 
forme d 'une  poudre  respec t ivement  blanche et  l@g~rement brungLtre, solubles l 'une et  l ' aut re  en 
pr@sence d'@lectrolytes ~ p H  sup@rieur ~ 5. 

F I  est  une prot~ine basique, d6pourvue de F2 et  de tou te  activit@ prot6asique. Homog~ne 
la chromatographie  sur  6changeurs cat ioniques e t  g l'@lectrophor@se sur papier,  elm s@dimente 
sous forme d 'un  pic unique (S~0:2.35 & p H  7.5), pr6sentant  toutefois  une certaine asym@trie, 
indicatr ice d 'une  con tamina t ion  par  des substances  de faible cons tan te  de s6dimentat ion 14. 

F2 est  consti tu6 par  une pr6para t ion  non compl~tement  purifide. D6pourvue de FI ,  elle reste 
contamin6e  par  un cer ta in  nombre  d'activit@s prot@asiques. Dans  un cas particulier,  nous avons 
cependan t  utilis6 une pr@paration F2 h a u t e m e n t  purifi6e, d6pourvue d 'act ivi t~s prot~asiques e t  
homog~ne ~ la chromatographie  sur @changeurs cationiques.  

2. Organismes et patois cellulaires 

(a) Nous avons @tudi6 Fact ion de F I e t  F2 sur les parois  cellulaires d 'un  germe gram-n6gatif :  
Escherichia coli 13 et  des germes gram-posi t i fs  su ivants :  Staphylococcus aureus H (S.H.), Staphylo- 
coccus aureus S (S.S.), Sarcina lutea (S.L:), Sporosarcina ureae (Delft) (S. U.), Clostridium welchii 
B W 2 I  (C.W.), Micrococcus lysodeikticus NCTC 2665 (M.L.), Bacillus subtilis 361o (B.S.), Bacillus 
megatherium KM (B.M.) et Bacillus cereus (B.C.). 

(b) Preparation des patois cellulaires. Aprbs d@sint@gration des cellules microbiennes dans  
l 'apparei l  de Mickle, les patois  sont  purifi6es par  centr i fugat ions  diff6rentietles dans  NaC1 et  eau 
distill6e (voir SALTON15). Saul  specification contraire,  les parois  cellulaires on t  6t@ trait6es par  la 
t ryps ine  (I mg de t ryps ine  brute/ml,  p H  7.5, t a m p o n  phosphate ,  /, o.io) p e n d a n t  2 heures h 37 °. 
Les parois  cellulaires isol@es ont  @t@ conserv@es sous forme de suspension concentr@e, en eau 
distill6e. 

3. Patois cellulaires trait~es au F D N B  

Les groupes amin@s libres des parois cellulaires de S.S. et M.L. ont  6t~ t ransform6s en d@riv6s 
dini t ro-ph6nyliques selon le proc6d6 de SANGER 16 modifi6 par  INGRAM ET SALTON 17. 50 mg de 
parois sont  mis en suspension darts 5 ml  d 'eau  con tenan t  5o0 mg  de NaHCO s. On a joute  io  ml  
d 'une  solution alcoolique ~ 5 % (v/v) de I-fluoro-2:4-dinitrobenz@ne et  on agite p e n d a n t  5 heures  
~t l'obscurit@. Les parois  sont  lav@es par  centr i fugat ions r6p6t6es: 4 fois g l 'eau distilMe, 4 lois 
l'alcool, 4 fois A l'@ther, On s@che. 
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4. Mesure de l'activitd lytique de F z  et F2  
3 ml  d ' u n e  suspens ion  de parois  cellulaires (ou de parois  t ra i t6es  au  F D N B  ou de cellules micro~ 
b iennes  v ivan tes )  son t  mis  en  i ncuba t ion  ~ 37 ° en  pr6sence de IO ~ /ml  F1, io  7/ml  F2 ou io  ~/ml  
FI  + ~o ~ /ml  Fe dans  des  t ubes  de 6 m m  de d iambtre .  Les  t roubles  son t  mesur6s  au spect ro-  
pho tom~t r e  U n i c a m  (modble SP6oo) ~ 7o0 m/z et les r6su l ta t s  son t  expr im6s  sous forme log A0/~$ ~ 
off A 0 et  A t son t  les densi t6s  op t iques  a u x  t e m p s  z6ro e t  t (exprim6s en minu tes ) .  Les  va leurs  de 
z] 0 son t  voisines de o.5, ce qui  cor respond A env i ron  i m g  de pa to is  cellulaires (poids sec) pa r  ml  
de suspens ion .  Les  suspens ions  son t  fai tes  en  t a m p o n  K H ~ P O a - K a H P O ~  de p H  7 ~ et de/~ var iable  
(de o.oo2 A o . I I ) .  L ' ac t iv i t6  ly t ique  du l y sozyme  sur  les parois  de M . L .  a 6t6 mesur6e  dans  les 
m ~ m e s  t a m p o n s .  Enfin,  l ' ac t iv i t6  du l y sozyme  su r  les pa to is  de S.H. et S.S. a 6t6 recherch~e dans  
le t a m p o n  h a b i t u e l l e m e n t  utilis6 pour  cet e n z y m e  (pH 7; /* o.I, NaC1-Na2HPO4-NaH~PO,)I~ .  
Le ly sozyme  utilis6 6tai t  une  p r6para t ion  cristallis6e (blanc d'oeuf) des Labora to i res  Armour .  

5. Constitution des patois cellulaires 
IO ~ 15 m g  de parois  cellulaires on t  6t6 hydro lys6s  p a r  5 ml  de HC1 6 N d u r a n t  2 4 heu re s  ~ io5 °. 
Apr~s  s6para t ion  de par t icu les  d ' h u m i n e ,  l ' hyd ro lysa t  lyophilis6 sur  H~SOa, a ~t6 soumis  a u x  
essais  c h r o m a t o g r a p h i q u e s  su i van t s :  

(a) Recherche des hexosamines et identification des acides amines. Des ch roma tog raph i e s  bi- 
d imensionnel les  on t  6t6 r6alis6es, en double,  en  d 6 v e l o p p a n t  les c h r o m a t o g r a m m e s  selon une  
premiere  direct ion soit  avec  le p h 6 n o l - N H  v soit  avec  le m61ange py r id ine - eau  (8 : 2, v/v),  et dans  
la seconde direct ion avec  le so lvan t  n - b u t a n o l - a c i d e  ac6 t i que -eau  (6: i :2, v /v/v)  (r6v61ateur 0.2 % 
de n i n h y d r i n e  en ac6tone).  

(b) Caract~risation des hexosamines. Apr~s r6v61ation des c h r o m a t o g r a m m e s  precedents ,  la 
t ache  co r r e spondan t  a u x  h e x o s a m i n e s  a 6t~ ex t ra i t e  ~ l 'eau.  Apr~s concent ra t ion ,  les sucres  
p r o v e n a n t  de la d6grada t ion  des h e x o s a m i n e s  pa r  ac t ion  de la n inhydr ine  *°,~1 on t  6t6 s6par6s pa r  
c h r o m a t o g r a p h i e  au  m o y e n  du  so lvan t  de JERMYN ET ISFIERWOOD ~ (ac6tate d ' 6 t h y l e - e a u -  
pyr id ine :  2/2/i ,  v/v /v) .  

(c) Identification spdcifique de la glycine. Nous  avons  utilis6 le r6v61ateur propos6 pa r  PATTON 
ET FOREMAN ~8 (0.2 % d ' o -ph tha l a ldehyde  en ac6tone).  

6. Sucres, sucres aminds et acides aminds libdrds par action de l'actinomyc~tine sur les parois cellulaires 

5 ° m g  de pa to i s  cellulaires on t  6t6 dig6r6es ~ 37 °, en  24 heures ,  dans  5 ml  d ' u n e  solut ion d ' ac~ ta t e  
a m m o n i q u e  d e / ,  opt imale ,  c o n t e n a n t  pa r  ml  (sauf sp6cification) ioo  ? de F I  ou ioo ~ de F2 ou 
ioo ~ de F I  + ioo  ~ de F2. L a  so lu t ion  clarifi6e et  centr i fug6e a 6t6 dialys6e cont re  5 ° m l  d ' e au  
p e n d a n t  4 8 heures .  D ia lysa t  e t  f rac t ion  non  d ia lysable  on t  ensui te  6t6 lyophilis~s sur  H~SO 4. 
Les  r6sidus  dialysables ,  repris  dans  0.2 ml  d ' eau ,  on t  6t~ soumis  a u x  essais  s u i v a n t s :  

(a) Recherche qualitative. Sucres et sucres  amin6s  on t  6t6 recherch6s  en les s6pa ran t  des  acides  
a m i n 6 s  p a r  c h r o m a t o g r a p h i e  a scendan te  en pyridine--eau 8:2,  v/v.  L 'exp6r ience  6rant  fai te  en 
double,  les acides amin6s  (et pe t i t s  peptides)  on t  ~t6 r6v616s ~ la n inhydr ine ,  et les sucres  amin6s  
pa r  le r~actif de PARTRIDGE ~ (IOO ml  de n -bu t ano l  sa tur6  d ' e au  + 1.66 g d ' ac ide  p h t h a l i q u e  + 
o.93 ml  d 'anil ine).  

(b) Recherche des hexosamines et identification des acides aminds (voir 5 a et  c). 
(c) Identification des D N P  acides amines. Nous  avons  utilis6 le proc6d6 de BLACKBURN ET 

LOWTH~R ~ (chromatograph ie  a scendan te  su r  pap ie r  t a m p o n n ~  au  p h t h a l a t e  N a - K ,  o. i M,  p H  6; 
so lvan t : a l coo l  a m y l i q u e  sa tu r6  du m ~ m e  t ampon) .  

(d) Caract~risation de l'acide a,e-diaminopim~lique: pa r  c h r o m a t o g r a p h i e  en  m 6 t h a n o l -  
e a u - H C l - p y r i d i n e  (80: 17. 5 : 2.5: io,  v /v /v)  selon le proc6d6 de RI-IULAND et al. 26. 

(e) Recherche de la I)-alanine: les c h r o m a t o g r a m m e s  (voir 5a), s6ch6s et  non  r6v616s, on t  
6t6 vaporis6s  pa r  une  solut ion de D-aminoacide o x y d a s e  ob tenue  pa r  ex t r ac t i on  du  rein de m o u t o n  
au  m o y e n  d ' u n  t a m p o n  p y r o p h o s p h a t e  0.o6 M p H  8. 3. Apr~s une  i ncuba t ion  de 2 heures  A 37 ° en 
a t m o s p h e r e  humide ,  l 'ac ide p y r u v i q u e  6ven tue l l emen t  ob t enu  a 6t~ r6v616 pa r  le 2 :4 -d in i t ro -  
ph~ny lhydraz ine  (AucLAIR ET PATTON~7). 

7. ElectrophorOse 
Apr~s lyophi l isat ion,  les r6sidus non  d ia lysables  de S.H.,  S.S. et D N P  S.S. repris  dans  0. 5 ml  d 'eau ,  
on t  6t6 examin6s  pa r  61ectrophor~se sur  papier  W h a t m a n  3 MM ~ p H  7 (/z o. i  ou o.2; Na-phos-  
p h a t e s ;  NaC1; t a m p o n s  de MILLER ET C*OLDER) 1°, ~ p H  9.2 (borax M/2o) et  p H  6. 4 (pyridine, 
acide ac6tique,  eau). Apr~s migra t ion ,  les d ivers  c o m p o s a n t s  on t  6t6 r6v~l~s soit  g la n inhydr ine ,  
soit  selon le proc~d6 de RYDON ET SMITI~ ~ (suspension du  pap ie r  s6ch6 en a tmosphSre  de C1 v e t  
d6tect ion des N-chloropept ides  p a r  l ' ami don  iodur6). 

8. Ultracentri/ugation 
Les mSmes  f ract ions  non  dia lysables  on t  6t6 ana lys6es  d a n s  une  u l t r a c e n t r i f u g e u s e  Spinco~ 
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6quip~e du  sys tbme  op t ique  de Ph i lpo t -Svensson ,  pa r  la m6 thode  de la " s y n t h e t i c  b o u n d a r y " ,  
en  t a m p o n  p H  7 de MILLER ET GOLDER (/z O.I) et  g la concen t ra t ion  de o.5 %. 

9. Act ion de F I  sur  les dipeptides 
On a examin6  l ' ac t ion  6ventuel le  de F i - - a p r b s  une  incuba t ion  de 24 heures  g 37 ° en  t a m p o n  
K H ~ P O 4 - K z H P O  4, p H  7,/z v a r i a b l e - - s u r  les d ipept ides  su i van t s :  g lycy l -g lyc ine  (GG) ; DL-alanyl-  
DL-alanine (AA); glycyl--bL-alanine (GA), et  DL-alanyl--glycine (AG). 

Cet te  recherche  a 6t* effeetu6e en  m e s u r a n t  l ' in tens i t6  de la colorat ion ~ la n i n h y d r i n e  selon 
le proc6d6 de COCKII~G ET YEMM 29, apr~s incuba t ion  de 3 ° 7 /ml  GG-6o  7 /ml  A A - 3  o 7 /ml  GA et 
5 ° 7 /ml  AG en pr6sence de IO 7 / ml  de FI .  Les  concen t ra t ions  en d ipept ides  son t  telles q u ' a u  
t e m p s  z6ro, le A 0 de la colorat ion ~ 57 ° mH est  de 0. 3. Les  acides amin*s  6 v e n t u e l l e m e n t  ]ib6r6s 
apr~s une  incuba t ion  de 300o 7 / ml  de c h a c u n  des d ipept ides  en  pr6sence de ioo  7 /ml  F I  on t  
6ga lemen t  6t6 recherch6s pa r  ch roma tog raph ie  sur  papier  W h a t m a n  No. i en  ph6nol -NHa.  D a n s  
l ' une  ou l ' au t re  des condi t ions  pr~c6dentes,  il es t  possible de d6celer une  a t t a q u e  du s u b s t r a t  
6gale A lO%.  

RI~SULTATS EXPI~RIMENTAUX 

I. Lyse des parois cellulaires par F;, F2 et Fz + F2 

La purification et le fractionnement de FI  et F2 ont 6t6 r6alis6s en se basant sur leur 
capacit6 de clarifier les suspensions aqueuses des cellules staphylococciques vivantes. 

La vitesse de lyse--k pH optimal de 6 k 7--d6pend de la force ionique du milieu 
dont l 'optimum, compris entre o.oi et 0.02 pour les cellules de S.S. et S.H., est le 
m~me quels que soient les 61ectrolytes utilis6s a°, mais peut varier suivant la nature 
des cellules bact6riennes. La Fig. I montre, par exemple, l'influence de la force ionique 
sur la lyse de B. subtilis, B. megatherium et B. brevis par 5 y/ml de FI. 

L'action directe de F2 sur les cellttles de Bacillus spp.--de m~me que sur les 
ceUules staphylococciques--est tr&s faible. N6anmoins, dans ces deux cas, F2 exerce 
une action bact6riolytique certaine. En effet, l'association FI  et F2 est synergique, 
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Fig. I. Inf luence  de la force ionique sur  la lyse 
des  cellules v i v a n t e s  des  Bacil lus species in- 
cub6es en pr6sence de 5 7 / ml  de F I  p e n d a n t  
IO m i n u t e s  (B. subtilis: courbe  I), 3 o m i n u t e s  
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e n z y m e  utilis6 i soMment  ou en  associat ion).  La  
surface  hachur6e  repr6sente  l 'effet synerg ique  
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ainsi qu'en t6moigne la Fig. 2 relative k la cin6tique de la lyse des cellules S.H. par 
FI ,  F2 et F I  + F2. 

Influence de la force ioniqueet effet synergique se retrouvent, exactement, lors 
de la lyse des parois cellulaires purifi6es des bact6ries correspondantes. 

Les diverses parois cellulaires examin6es peuvent se classer en trois gronpes 
distincts, selon que l 'opt imum de force ionique relatif k l'association F I  + F2 est 
le mSme que celui observ6 pour F I  seul (groupe I) (Figs. 3 et 4), est compris entre 
ceux de F I  et F2 seuls (groupe II) (Fig. 5), est le m~me que celui observ6 pour F2 
seul (groupe I I I )  (Fig. 6). 
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Fig.  3. Inf luence de ]a force ionique sur ]a lyse 
des parois cel]u]aires de S. a u r e u s  H., incnI~es 
en presence de FI, F2 et FI + F2 (IO ~/ml de 
chaque enzyme utilis6 isol6ment ou en associa- 
tion) pendant 33 ° minutes. La surface hachur6e 
repr~sente l'effet synergique de l'association. 
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Fig. 4. Influence de la force ionique sur la lyse 
des parois cellulaires de Sporosarcina ureae, in- 
cub6es en pr6sence de FI, F2 et FI + F2 
(io 7/ml de chaque enzyme utilis6 isol~ment ou 
en association) pendant 180 minutes. La surface 
hachur6e repr6sente l'effet synergique de 

l'association. 

Le groupe I comprend les parois de S.H., S.S., C.W., B.C., B.M. et S.U. Ces 
parois sont peu sensibles k F2 seul et facilement dig6r6es par F I  seul, avec un opt imum 
de force ionique variable suivant la nature des parois. I1 est 6gal ~ o.oi pour S.S, 
S.H. et C.W., ~, 0.05 pour B.C., compris entre 0.05 et o . I I  pour B.M.,  et sup6rieur 
o . I I  pour S.U. Ces diverses patois peuvent ~tre class6es par  ordre de sensibilit6 en 
exprimant le temps de demi-lyse observ6 lors de leur incubation en pr6sence de 
xo V F i /ml  et k force ionique optimale. Le temps de demi-lyse exprime, en minutes, 
le temps apr~s lequel log Ao/~ ~ est 6gal k 0.3. On obtient ainsi: B.M. (3o'), B.C. et S. U. 
(IOO'), S.S. (135') et S.H. (24o'). Enfin, le temps de demi-lyse observ6 pour C.W. est 
sup6rieur k 600', mais est sans signification; ta suspension a en effet 6t6 r6alis6e au 
moyen de parois ceUulaires lyophflis6es, qui s'agglom~rent et s6dimentent trSs 
rapidement. 

Le groupe I I  comprend les parois de M.L.  FI  et F2 ont, ~ leurs forces ioniques 
optimales et respectivement 6gales k 0.03 et 0.002 ou moins, une activit6 d'intensit6 
comparable. Les temps de demi-lyse sont respectivement 6gaux X 18o' et 3oo'. 
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Le groupe III comprend les parois de S.L. Dans ce cas, apparemment tres 
particulier, la force ionique (de 0.002 & 0.11) est sans influence sur l’activite de FI 
(temps de demi-lyse superieur a 500’). D’autre part, F2, utilise Q la force ionique 
optimale de 0.002, donne un temps de demi-lyse &gal & 320’ et a done une activite 
supkieure 8. FI. 

En passant du groupe I au groupe III, l’activite bacteriolytique de Fz devient 
preponderante. Les Figs. 3 et 4 (S.H. et S.U.: groupe I), 5 (ML.) et 6 (S.L.) illustrent 
les caracteristiques de chacun des groupes en montrant l’influence exercee par la force 
ionique, celle-ci Ctant due aux melanges KH,PO,-K,HPO,. La Fig. 5 montre Cgale- 

b Q02 QO4 006 0.06 0.1 /A 

Fig. 5. Influence de la force ionique sur la lyse 
des parois cellulaires de M. Zysodeikticus in- 
cubees en presence de (a) Fr, F2 et Fr + Fz 
pendant 180 minutes (IO y/ml de chaque en- 
zyme utilisd isolement ou en association); (b) 

lysozyme pendant 30 minutes (I y/ml). 

0.02 0.04 0.06 0.08 0.1 p 

Fig. 6. Influence de la force ionique sur la lyse 
des parois cellulaires de S. k&a incub6es en 
presence de Fr, F2 et FI -+ F2 pendant 
230 minutes (IO y/ml de chaque enzyme utilise 

isolement ou en association), 

ment que les parois de M.L.-substrat type du lysozyme-sont, dans les memes 
tampons, dig&b par cet enzyme A une force ionique optimale supkrieure a 0.10, ce 
qui le differencie de FI et F2. 

Signalons enfin que FI et F2 sont pratiquement inactifs sur les parois des 
batteries gram-negatives. C’est ainsi que, apres une incubation de 24 heures des parois 
cellulaires de E. coli en presence de l’association FI + F2 (IO y/ml), le log do/A, 
atteint seulement 0.150 dans les meilleures conditions de force ionique (0.05). 

2. E8et synergipe de l’association FI + Fz 

Quel que soit le groupe auquel appartiennent les parois cellulaires, l’association de 
FI et de F2 provoque toujours un effet synergique sur la lyse de celles-ci. Cet effet 
presente diverses caracteristiques : 

(a) Son intensite depend de la nature des parois cellulaires; relativement faible 
dans le cas de S.H. (Fig. 3), il est tres intense dans le cas de S.U. (Fig. 4). 

(b) I1 peut dependre du traitement applique aux parois cellulaires lors de leur 
preparation, et, en particulier, dune incubation prealable en presence de trypsine. 
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Fig. 7- Cin6tique de la lyse des parois cellulaires 
de S. aureus H incub6es en prdsence de (a) FI,  
F2 et FI  + F2 & /t o.oi ( io~/ml de chaque 
enzyme utilis~ isoMment ou en association); 
(b) lysozyme h /z o.I (tampon de MmLER ~ 

GOLD,R) (IO0 ~/ml). 
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Fig. 8. Cin6tique de la lyse des paxois cellulaires 
de S. lutea incubus en presence de FI  
/~ o.ooo5-o.I1, de F2 & 0.0005, de FI + F2 
tL o.ooi (io 7/ml de chaque enzyme utilis6 iso- 

Mment ou en association). 

Dans  le cas de S.S,  un tel  t r a i t emen t ,  tou t  en n ' a f fec tan t  pas  la vi tesse de. lyse des 
paro is  p a r  F I  et  F2 s6par6ment ,  d iminue  for tement  l 'effet synergique de l 'associa t ion,  
sans  toutefois  le suppr imer  compl~tement  (Tableau I). 

TABLEAU I 

INFLUENCE DIE pR]~-TRAITEMENT DES PAROIS CELLULAIRES PAR LA TR'irpSINE 
SUR L'EFFET SYNERGI~U~ DE L'ASSOCIATION FI + F2 

Log Ao/z]t observd apres in~,bagio~ des patois cellulaires de S. aureus S.  
pendant i5o minutes, a 37 °, pH 7, I ~ o.o3 en prdsence de FI  , F2 et F z  + F2 

(20 tirol). 

Patois non traitdes Patois traitdes 
Enzyme a la trypsine a la trypsine 

FI seul 0. 4 0. 4 
F2 seul 0.2 0.2 
FI + F2 1.25 0.9 

Effet synergique : 0.65 0.3 

(c) L'effet  syne rg ique - -quo ique  p o u v a n t  ne se manifes ter  qu 'apr~s un  cer ta in  
t e m p s  de l y s e - - s e  t r adu i t  g6n6ralement  pa r  le main t ien  d 'une  r6act ion d 'o rdre  I .  
Ce ph6nom~ne est par t icu l i~rement  t yp ique  dans  le cas de la  lyse des parois  de SIH. 
et  S.L.  dont  la c in6t ique de lyse est  pr6sent6e p a r  les Figs.  7 et  8. Notons  ici que la 
Fig.  7 mon t re  6galement  la cin6t ique des pa to is  de S.H.  p a r  le lysozyme utilis6 k une 
concen t ra t ion  IO fois sup6rieure k celle de F I e t  dans  le t a m p o n  F o . i  de MILLER 
ET GOLDER. 

(d) L 'effet  synergique  est-i l  r6el lement dfi k l ' associa t ion  des deux enzymes 
bac t6r io ly t iques  F I e t  F2,  ou est-i l  a t t r i buab l e  & un pr incipe  supp l6men ta i r e - -une  
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.des activit6s prot6asiques contenues dans la pr6paration F2 non compl~tement purifi6e 
par exemple--n'agissant que lorsque les deux premiers ont suffisamment modifi6 le 
substrat sensible? Nous n'avons pas r6solu cette question pour chaque type de parois 
ceUulaires. Toutefois, il semble bien que ce soit le m~me enzyme qui, d'une part, 
attaque, k lui seul, les parois cellulaires de S.L. (Figs. 6 et 8) et, d'autre part, provoque, 
en association avec FI ,  une action synergique sur la digestion des cellules staphylo- 
cocciques vivantes (Fig. 2). En effet, ces deux types d'activit6 restent ins6parables 
au cours des purifications ult6rieures auxquelles la pr6paration F2 a 6t6 soumise 14, 
et, en particulier, s'61uent sous forme de pics parfaitement superposables lots des 
chromatographies qui permettent d'61iminer les diverses activit6s prot6asiques. 

3. Charges 6lectriques et sensibilit6 des patois cdlulaires 

La valeur de la force ionique optimale de lyse, de m6me que les caract~res qui 
permettent de classer les divers substrats en trois groupes sont probablement la 
cons6quence de la charge 61ectrique de la paroi cellulaire. En effet, le remplacement, 
par traitement au fluorodinitrobenz6ne, des groupes libres NH~ par NH-CeH3(NOI)2 
modifie profond6ment la sensibilit6 k nos enzymes ainsi que les valeurs des forces 
ioniques optimales. 

Dans le cas des patois de S.S., un tel traitement provoque une 616ration de 
l 'optimum de force ionique de o.oi k o.o5. A cette derni~re valeur de F, les parois 
traff6es au FDNB sont pratiquement aussi sensibles k F I  que l'6taient les parois 
originales k/~ o.oi. 

Dans le cas des parois de M.L., la force ionique optimale relative k la lyse par 
FI ,  origineUement 6gale k 0.03, est, apr~s traitement, sup6rieure k o.Io (Fig. 9). 
Par contre, F2 est devenu pratiquement inactif, si bien que les patois de M.L. trait6es 
au FDNB, contrairement aux parois non trait6es, se comportent comme un substrat 
du groupe I. 

Lo A, g3" 

O., 

0.~ FI~ 

o.b2 o.;4 o.,~6 o.;8 o'., 

Fig. 9. Influence de la force ionlque sur les 
DNP parois cellulaires de M. lysodeiMicus in- 
cub6es en pr6sence de FI pendant  60 minutes, 
et  de F2 pendant  45o minutes (io 7/ml de 

chaque pr6paration). 

Pyridine- Eau 

',3 ~, 

°-, 

," ", 4 % : 

',. o / 

n -  ButanoI-Acide ac~tlque-Eau 

Fig. I0. Chromatogramme en pyridine:eau-  
butanol ac~tique de la fraction dialysable 
obtenue apr~s digestion des parois cellulaires de 
B. megatherium par l'association FI + F2 
i : alanine; 2 : mat6riel probablement constitu6 
de petit(s) peptide(s) dialysable(s) pr~sentant, 

dans le syst~me utilis6, un RF analogue ~ celui de l'acide diaminopim61ique; 3 et 4: traces 
d'acides amin6s d'origine ind6terrnin6e. 
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T A B L E A U  I I  

ACIDI~S AMINES PRINCII°AUX ]~T SUCRES AMINJ~S 

D~TECT~S  DANS LEG ttYDROLYSATS ACIDES (HC1, 6N) DES PAROIS CELLULAIRES 

Parois celluIair es de A lanine A cide A cide Gluco- Sucre glutamique Glycine Lysine diamino- amind 
pimdlique samine inconnu 

Staph. aureus S + + + + + + + + + + + --. + + 
Staph. aureus H + + + + + + -r + + + + - -  + + 
sp .  ureae + + +  + + +  + +  + +  --- + +  + 
M.  lysodeikticus + + + + + + + + + - -  + + + 
S. lutea + + +  + +  + +  + +  + *  + +  + 
Cl. welchii** + + + + + + + + - -  + + + + + 
B.  subtilis + + + + + + - -  - -  + + + + + + 
B. cereus + + + + + + - -  - -  + + + + + + 
B.  rnegalherium + + + + + + - -  - -  + + + + + + 

* L'acide diaminopim$1ique est l 'isom+re L L. 
** Parmi  le s6rie des parois cellulaires examin6es, seules les parois de Cl. welchii BW 21 contien- 

nent  un troisi~me sucre amind: le galactosamine. 

4. Constitution des parois cellulaires 

La composition essentielle en acides amin6s et sucres amin6s des diverses parois 
cellulaires examin6es dans le pr6sent travail  est r6sum6e dans le Tableau II .  Les 
r6sultats sont en bon accord avec les analyses rapportdes ant~rieurement par  
SALTON15, 2. 

5. Analyse des/ractions dialysables obtenues apr~s digestion des parois cellulaires 7bar 
FI, F2 et Fz  + 172 

50 mg de parois cellulaires ont 6t6 soumis ~t l 'action de nos enzymes (voir MATI~RIEL 
ET MI~THODES). Dans certains cas, nous n 'avons 6tudi6 que l'action de F I ;  dans 
d 'autres cas, nous avons 6tudi6 en outre l 'action de F2 et l 'action de F I  + F2. 

La clarification 6tait prat iquement complete except6 pour les parois de B.S. 
(20% d'insoluble apr~s digestion par FI)  et de S.L. (40% d'insoluble apr~s digestion 
par F I  et 25 % apr~s F2; digestion complete par l 'association F I  + F2). Dans le cas 
de M.L. soumis k l 'action de F2, une addition suppl6mentaire de I00 v/ml a 6t6 
effectu6e ~t la I5~me heure de l 'incubation. 

On a utilis6 des solutions m~res contenant 2000 I/ml de F I  ou de F2 en tampon 
K~HPO4-KH2PO4 pH 7 t* 0.0I. La concentration en phosphate dans la suspension 
de parois cellulaires donne donc une force ionique 6gale ~t 0.0005 ou 0.00I, selon que 
l 'on utilise un seul enzyme ou l'association des deux, le compl6ment de force ionique 
~tant apport6 par addition d'ac~tate ammonique. 

(I) La recherche chromatographique des sucres et sucres amin6s (pyridine-eau) 
est n6gative sur les diverses fractions dialysables non concentr6es. Apr~s concentration 
(volume final de o.2 ml pour 5o mg de parois dig6r6es), il est possible de d6celer la 
pr6sence de traces de substances migrant avec un R F comparable ~t celui du glucose 
ou de l'ac6tylglucosamine. Toutefois, la lib6ration de telles substances est certaine- 
ment  tr6s faible, compar6e k ceUe produite par l 'action du lysozyme sur les parois 
de M.L. par exemple, cas dans lequel une r6action nettement positive est obtenue 
part ir  des fractions dialysables non concentr6es. 

(2) La recherche chromatographique (pyridine-eau) des substances r~agissant 
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avec la ninhydrine est nettement positive m~me sans concentration des dialysats. 
Dans ce cas, on observe la pr6sence de une ou deux substances--suivant les cas--  
migrant avec un R F bien d6termin6 et se d6tachant sur une train6e de fond faiblement 
positive. La digestion des patois cellulaires par F I  et F2 s'accompagne donc de la 
lib6ration d'acides amin6s libres et, probablement, de peptides de faible poids 
mol6culaire. 

(3) Les acides amin6s lib6r6s par la digestion enzymatique ont 6t6 recherch6s 
suivant les divers proc6d6s chromatographiques expos6s dans MAT]~RIEL ET MI~THODES. 

Leur identification pr6cise a toutefois rencontr6 certaines difficult6s. En effet: (a) Une 
disparition incomplete de l'ac6tate ammonique tamponnant le milieu d'incubation, 
peut provoquer l 'apparition sur les chromatogrammes de faibles taches dues ~ l'ion 
NH4+ et r6agissant k la ninhydrine. 

(b) Les pr6parations enzymatiques F I e t  F2, quoique dialys6es jusqu'~ dispari- 
tion des 61ectrolytes contenus clans les divers milieux ayant  servi k leur purification, 
ne sont pas enti~rement d6pourvues d'acides amin6s libres (traces de glycine, s6rine, 
acide aspartique, alanine) et, probablement, de petits peptides ainsi, qu'en t6moigne 
l'6talement vers les faibles poids mol6culaires du pic d'ultracentrifugation de FI  par 
exemple. 

(c) La pr6sence dans les dialysats de petits peptides, lib6r6s des parois cellulaires 
par l'action de FI  et F2, apporte parfois une certaine confusion clans l 'interpr6tation 
des chromatogrammes. Un acide amin6 d6termin6 ne peut donc ~tre certainement 
identifi6 que s'il se retrouve correctement localis6 dans plusieurs chromatogrammes 
d6velopp6s au moyen de solvants diff6rents. Par chromatographie en pyridine-eau 
et butanol-acide ac6tique-eau, on observe la pr6sence, dans les dialysats de B.S. et 
B.M.,  d'un composant r6agissant fortement avec la ninhydrine et dont la position 
correspond ~t celle de racide diaminopim61ique (Fig. I0). I1 s'en distingue, toutefois, 
par une diff6rence de coloration, ainsi que par un R F distinct lorsque la chromato- 
graphie est r6alis6e dans le solvant "m6thanol-HCl-eau-pyridine" propos6 pour la 
s6paration des isom~res de l'acide a, ,-diaminopim61ique ~6. De m~me, par chromato- 
graphie unidimensionnelle des dialysats deS.S, et S.H. en butanol-acide ac6tique-eau 
et r6v61ation ~ l 'o-phthalald6hyde--r6actif propos6 par PATTON ET FOREMAN comme 
sp6cifique de la glycine 2~ il apparait une tache d'une coloration verte intense et 
persistante. Mais le tr~s faible d6placement de ce mat6riel le distingue nettement de 
la glycine. I1 est possible qu'il soit constitu6 par un petit peptide dialysable contenant 
de la glycine en position terminale. 

(d) Enfin, les pr6parations des patois cellulaires elles-mSmes peuvent ~tre une 
source de contamination des fractions dialysables par des acides amin6s et des petits 
peptides. E t  si m~me un pr6-traitement des parois par la trypsine contribue certaine- 
ment--ainsi  que nous l'avons v6rifi6--k diminuer cet inconv6nient, aucune preuve 
n'existe de l'efficacit~ absolue du proc6d& 

On voit que les acides amines trouv6s dans les chromatoglammes ~ l'6tat de 
trace, ont une origine douteuse. Dans ces conditions, seuls les acides amin6s libres, 
dont la concentration dans les fractions dialysables ne peut ~tre expliqu6e par aucune 
des consid6rations pr6c6dentes, ont 6t6 consid6r6s comme "certainement" lib6r6s des 
parois cellulaires au cours de la digestion enzymatique. 

(4) Le Tableau I I I  donne la composition en acides amin6s libres des divers 
dialysats. On constate que: 
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T A B L E A U  II]~ 

ACIDES AMIN]~S "PRINCIPA'UX" LIB~R~S PAR DIGESTION ENZYMATIQUE 
DES PAROIS CELLULAIRES 

Patois cellulaires Enzyme utilisd A lanine Glvcine 

Staph. aureus H F I  e t  F I  + F 2  ~- + + - -- 
Staph. aureus S F I e t  F I  + F 2  + + + - -  
D N P  Staph. aureus S F I  + + + 
B. megatherium F I  + F 2  + + - -  
B. subtilis F I  + - -  
C1. welchii F I  + + + + 
M. lysodeikticus F I ,  F 2  e t  F I  + F 2  - -  + + 
D N P  M. lysodeikticus F I  + + + 
S. lutea F I ,  F 2  e t  F I  + F 2  - -  + + 

(a) Alanine et glycine sont les seuls acides amin6s certainement lib6r6s. 
(b) On n'observe aucune diff6rence lorsque la digestion des patois est r6alis6e par  

F I  seul ou F2 seul, ou l 'association F I  et F2. 
(c) L'alanine, constamment identifi6e dans les dialysats du groupe I, n 'est pas 

d6cel6e avec certitude dans ceux des groupes I I  et I I I .  I1 est de plus remarquable que 
les parois de M.L. (groupe II), transform6es en DNP d6riv6s, semblent bien donner 
une lib6ration d'alanine, et donc se comporter comme un substrat  du groupe I, ainsi 
que les mesures turbidim6triques l 'avaient laiss6 pr6voir. 

(5) Dans le cas des parois de S.S et M.L., les groupes NH 2 de la glyeine et de 
l 'alanine raises en 6vidence apr~s la digestion enzylnatique, ne sont pas libres dans la 
paroi cellulaire. En effet, ces acides amin6s se retrouvent non transform6s en DNP 
d6riv6s apr~s digestion des parois trait6es au FDNB, ainsi qu'il a 6t6 v6rifi6 par 
chromatographie, selon le proc6d6 de BLACKBURN E T  L O W T H E R  25, des dialysats con- 
centr6s correspondants. 

(6) L'alanine lib6r6e des patois de S.S. et S.H. par F I  ou l'association F I  + F2 
est, au moins partiellement, sous forme D, ainsi qu'en t6moigne sa transformation 
en acide pyruvique par incubation en pr6sence de D-aminoacideoxydase. Faute de 
d6terminations quantitatives, nous ignorons cependant si l 'alanine lib6r6e est enti~re- 
ment  sous forme D, ou est un m~lange de formes D et Z. 

(7) Enfin FI ,  tout au moins, se comporte comme une endopeptidase stricte, car 
il ne nous a pas 6t6 possible de mettre en 6vidence une action quelconque de cet enzyme 
sur les dipeptides AA, GG, AG et GA. 

6. Analyse des /ractions non dialysables obtenues apr~s digestion des parois cellulaires 
staphylococciques par FI, F 2  et F I  -3 7 F 2  

(I) Electrophor~se sur papier. Apr~s digestion des parois cellulaires de S.S., par 
F I  ou l 'association F I  + F2, il est possible de s6parer, par  61ectrophor~se stir papier, 
3 fragments principaux non dialysables, soit k pH 7 (tampon phosphate de MILLER 
ET GOLDER, /z O.I) apr~s 3 heures sous 4o0 V (Fig. I I :  rang6es I e t  II), soit k pH 6.4 
(tampon pyridine) apr~s I heure sous Iooo V (Fig. I I :  rang6e III). L'intense coloration 
obtenue par  n6bulisation ~ la ninhydrine montre que ces composants sont fiches en 
fonctions N H  2 libres. Toutefois, un seul composant poss~de un caract~re neutre ou 
basique, des r6sidus acides devant  conf6rer aux deux autres composants une charge 
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totale n6gative. Apr~s digestion par F I  des patois de S.S. trait6es au FDNB et 
61ectrophor~se de la fraction non dialysable concentr6e (pH 6.4, pyridine, I heure, 
IOOO V, Fig. i i ,  rang~e IV), on ne retrouve plus que des traces de composants k NH~ 
libre. Ils 6talent sans doute profond6ment situ6s dans les parois originales, ce qui 
leur permettaient d'6chapper k l'action du fluorodinitrobenz~ne. La presque totalit6 
du mat6riel chromatographi6 se retrouve sous la forme de deux composants principaux 
charg6s n6gativement et ne r6agissant plus avec la ninhydrine (composants DNP). 

Apr~s digestion par FI  seul des parois de S.H. et 61ectrophor~se k pH 7, /z o.I 
(3 heures, 400 V) (Fig. I I ,  rang6e V), on observe k nouveau la s6paration de trois 
composants principaux, dont deux charg6s n6gativement. L'image 61ectrophor6tique 
est comparable k celles obtenues ~ partir des fractions non dialysables de S.S. Toute- 
lois, un composant suppl6mentaire, k caract~re nettement basique, apparait lorsque 
la digestion de S.H. est r6alis6e par l'association FI  + F2 (Fig. I I ,  rang6e VI). Cette 
observation permet de confirmer, d'une part, l'individualit~ des deux souches de 
staphylocoques utilis6es et, d'autre part, la bonne s6paration des deux enzymes FI  
et F2. 

(2) Ultracentri/ugation. Les indialysats obtenus apr~s digestion des parois de 
S.S. et S.H. repr6sentent plus de 70% des parois cellulaires originales. Nous en avons 
~galement examin6 le comportement k l'ultracentrifuge (solution 0.5%; tampon 
pH 7, ~ o.I de MILLER ET GOLDER). Les divers composants, mis en 6vidence par 
61ectrophor~se, se d6placent sous la forme d'un pic unique (Fig. 12) dont la faible 
vitesse de s6dimentation (S~0 = I environ, voir Tableau IV) indique des poids mol6- 
culaires de IO,OOO k 15,ooo. 

Fig. I I. Electrophor~se sur papier  des fractions 
non dialysables obtenues  apr~s digestion en~ 
zymat ique  des patois  cellulaires de S. aureus  S 
(I, II, III), des D N P  parois de S. aureus  S (IV) 
et  des patois  cellulaires de S.  aureus  H (V, ¥ I )  ; 

condi t ions  ~lectrophor6tiques:  voir  texte .  

Fig. I2. Ul t racentr i fugat ion de la fract ion non 
dialysable obtenue  apr~s digest ion des parois 
cellulaires de S,  aureus  S pa r  l 'associat ion 
F I  + F2. Vitesse de ro ta t ion:  56,7oo r .p .m.;  
t emps  ent re  chaque  pho to :  8 minutes ;  tempdra-  

ture:  de 20.9 ° ~, 22 °. 

CONCLUSIONS 

L'actinomyc~tine brute renferme deux enzymes distincts, FI  et F2, dont l'activit6 
lytique sur les structures rigides des patois cellulaires de certaines bact6ries gram 
positives a 6t6 d6montr6e par la clarification des suspensions de ces parois. F I  et F2 
Bib l iograph ie  p .  z73 .  
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TABLEAU IV 
ULTRACENTRIFUGATION DU MATERIEL NON DIALYSABLE OBTENUS APR/~'S 

DIGESTION ENZYMATIQUE DES PAROIS STAPHYLOCOCCIQUES 

Patois cellulaires Enzyme utilisd S.~ o 

S. aureus t-I FI 0.96 
S. aureus H FI + F2 1.o 5 
S. aureus S FI 0.96 
S. aureus S FI + F2 0.92 
D N P  S. aureus S FI 1.26 

sont parfaitement s6par6s l 'un de l 'autre et peuvent 8tre obtenus k un haut degr6 de 
purification du point de vue enzymatique en tout cas: 

F I  et F2 sont des peptidases dont l'action lytique s'accompagne de la lib6ration 
d'alanine et/ou de glycine, ainsi que de petits peptides dialysables. L'optimum de 
force ionique correspondant k la sensibilit6 maximum des parois ceUulaires d6pend 
de la charge 61ectrique de celles-ci et varie respectivement pour F I  et F2. Selon que 
l 'optimum de force ionique de l'association FI  + F2 est 6gal k celui de FI,  est compris 
entre celui de FI  et F2, ou est 6gal k celui de F2, les patois cellulaires sont groupies 
en trois cat6gories. Du groupe I au groupe III,  la sensibilit6 k F2 va croissant et eelle 

FI  va diminuant, l'association FI  + F2 6tant cependant toujours synergique et 
permettant  l 'obtention d'une r6action d'ordre I. Parmi les parois examin6es, seules 
celles appartenant au groupe I lib~rent certainement de l'alanine sous l'action de 
FI  ou de l'association FI  + F2, et, dans le cas des parois staphylocoeciques, l'alanine 
lib6r6e est, au moins partiellement, sous la forme D. 

L'appartenance k un groupe d6termin6 n'a aucun rapport avec ce que l'on 
connatt actuellement de la composition chimique globale des parois ceUulaires. En 
effet, quoique les parois cellulaires de ces divers microorganismes poss~dent en commun 
certains acides amin6s (alanine, acide glutamique), les patois staphylococciques sont 
des complexes glyc6rophosphoprot6iniques 81 ~ tr~s faible teneur en polysacchafides, 
tandis que ceUes de S . L . ,  M . L .  et des B ac i l l u s  spp. par exemple, sont des muco- 
complexes compos6s d'environ 50% de polysaccharide et 50% de polypeptide 15. Au 
contraire, cette classification doi t--part ie l lement  au moins--d6pendre de la nature 
et de la position des groupements amin6s libres situ6s k la surface de la paroi cellulaire. 
En effet, dans le cas de M . L . ,  par exemple, la transformation des NH~ libres en 
d6riv6s DNP transforme ce substrat du type I I e n  substrat du type I. 

Apr~s digestion des parois staphylococciques, il est possible de mettre en 6vidence 
trois ou quatre composants principaux, non dialysables, repr6sentant au moins 70% 
des patois originales, d'un poids mol6culaire de IO, OOO k 15,ooo, de charges 61ectriques 
diff6rentes et riches en groupements NH~ libres. 
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R]~SUMI~ 

U n  cer ta in  n o m b r e  de parois  cellulaires g ram-pos i t ives  p e u v e n t  6tre digdr6es pa r  deux  e n z y m e s  
dis t incts ,  c o n t e n u s  darts l ' a c t inomyc6 t ine  e t  ob t enus  A l '6 ta t  purifi6. Con t r a i r emen t  au  ly sozyme  
et  ~ l ' enzyme  s t r ep to ly t ique  de McCARTY, ces deux  e n z y m e s  son t  des  pep t idases  d o n t  Fac t ion  
ly t ique  sur  les parois  cellulaires s ' a c c o m p a g n e n t  de la l ib6rat ion d ' a l an ine  e t /ou  de glycine et  de 
pe t i t s  pep t ides  dialysables .  L a  force ionique du  mil ieu joue  d a n s  la lyse u n  r61e essent ie l  qu i  a 
6t6 pr6cis6 et  qu i  d6pend  v r a i s e m b l a b l e m e n t  de la charge  6lectr ique des parois  cellulaires. Les  
p rodu i t s  de la d iges t ion  des pa to is  s t aphy lococc iques  on t  6t6 p lus  sp6c ia lement  6tudi6s : une  par t ie  
au  moins  de l ' a lan ine  lib6r6e es t  de la forme D; les f rac t ions  non  dia lysables  on t  6t6 examin6es  
l '61ectrophor~se et  ~ l ' u l t r acen t r i fuga t ion .  

S U M M A R Y  

The  cell walls  of a n u m b e r  of g ram-pos i t ive  bac te r ia  can  be diges ted by  two different  enzymes ,  
p re sen t  in ac t inomyce t in ,  wh ich  have  been ob ta ined  in a purif ied form. I n  con t r a s t  to l y sozyme  
a n d  t he  s t rep to ly t ic  e n z y m e  of MCCARTY, these  two e n z y m e s  are pept idases ,  the i r  lyt ic  ac t ion  on 
t h e  cell walls  be ing  accompan ied  by  t he  l iberat ion of a lan ine  and /o r  glycine and  smal l  d ia lysable  
pept ides .  The  ionic s t r e n g t h  of t he  m e d i u m  p lays  an  essent ia l  role in the  lysis.  Th i s  role h a s  been 
descr ibed and  i t  p robab ly  depends  on t he  electric charge  of t he  cell walls.  The  p roduc t s  of t he  
d iges t ion  of cell walls of s taphylococc i  h a v e  been  special ly s tud ied :  a t  leas t  some  of t he  l iberated 
a l an ine  h a s  t he  D-form; t he  non-d ia lysab le  f rac t ions  have  been  e x a m i n e d  b y  e lec t rophores is  
a n d  by  u l t ra -cen t r i fuga t ion .  
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