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LIBERATION D'ACIDE NUCLRIQUE
PAR LES CELLULES BAC TRIENNES
SOUS L'ACTION DE LA CHALEUR

Professeur L. CALIFANO

Directeur de l'Institut de Microbiologie de l'Universite de Naples

Le phenomene dont il est question dans le present article a ete recem-
ment decrit par Califano 7: il s'agit de la liberation d'acide nucleique a
par les cellules bacteriennes sous l'action de la chaleur. Cette liberation se
produit a des temperatures diverses suivant les especes bacteriennes. Pour
certains germes, comme le gonocoque et le pneumocoque, 'a 450C dejLa, il y
a nettement separation d'acide nucleique, qui passe en solution; la quantite
augmente a mesure que la temperature s'eleve. Pour d'autres especes, au
contraire, telles que Staphy?lococcus aureus, quelques indices de cette elimi-
nation apparaissent 'a des temperatures variant entre 500 et 600C, mais
c'est seulement entre 650 et 700C que ce phenomene se manifeste pleinement,
et la quantite d'acide nucleique eliminee est alors assez elevee. D'autre
part, pour certaines especes, le pneumocoque et le bacille de Friedlaender
par exemple, la quantite d'acide nucleique qui se separe va en augmentant
avec la temperature jusqu'a ce que celle-ci atteigne IOOOC. Pour d'autres
especes, au contraire - par exemple Escherichia coli, Staph. aureus (fig. 1
et 2) b ou Bacillus subtilis - il existe une temperature optimum en dehors
de laquelle la quantite d'acide nucleique en solution est moindre. Ce fait
est particulierement evident dans le cas de Staph. aureus. Ce germe, ainsi
que nous l'avons dit, n'elimine, 'a 500C, que des traces d'acide nucleique;
a 600C, l'elimination est tres legerement superieure; a 700C, en revanche,
elle atteint son maximum - phase quasi critique- et la quantite d'acide
nucleique eliminee est alors considerable; au-dessus de 700C, l'elimination
diminue La mesure que la temperature s'elve.

Cette constatation a permis de definir, dans le cas de certaines especes
bacteriennes, une temperature optimum pour la separation de l'acide
nucleique des cellules; par cette expression <t temperature optimum >>, on
entend la temperature La laquelle la quantite d'acide nucleique eliminee
atteint son maximum. La temperature optimum est de 600C pour E. coli
et de 700C pour Staph. aureus et pour B. subtilis. Comme il a ete dit plus

a Le terme << acide nucleique >> est employ6 au cours de cet article dans son sens generique sans qu'il soit
precis6 de quelle forme il s'agit (mononucl6otide ou polynucleotide).

b La quantite d'acide nucleique est d6terqiin6e par le coefficient d'absorption dans l'ultra-violet, du
liquide de centrifugation de suspensions bacteriennes.
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haut, pour certaines especes, le phenomene atteint son maximum 'a une
certaine temperature (temperature optimum), mais debute a une tempe-
rature nettement plus basse: on peut donc distinguer un intervalle critique
dont la limite inferieure est donnee par la temperature minimum a laquelle
l'acide nucleique commence a s'eliminer et dont la limite superieure est la
temperature optimum. La temperature optimum semble etre la temperature
a partir de laquelle la coagulation des proteines cytoplasmiques entrave

FIG. 1. ABSORPTION DANS L'ULTRA-VIOLET- I. LIQUIDE
DE CENTRIFUGATION DE SUSPENSIONS DE E. COLI
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l'elimination de l'acide nucleique. Tant que cette coagulation ne se produit
pas, l'acide nucleique continue a se separer des cellules et a passer en solu-
tion. Au contraire, lorsque commence la denaturation proteinique, cette
separation n'est plus possible, soit que, dans le cas de l'acide nucleique des
nucleoproteines, l'action de la chaleur s'oppose a la rupture des liaisons
chimiques qui unissent cet acide a la proteine, soit que, s'il s'agit de
nucleotides libres, le coagulum proteinique les retienne et empeche la
liberation de l'acide nucleique. Des recherches recentes, effectuees au moyen
de precipitants des proteines, donnent egalement a penser que la denatu-
ration proteinique s'oppose a la liberation de l'acide nucleique des cellules
bacteriennes; s'il en est ainsi, la quantite d'acide nucleique, bien que minime,
qui apparait dans les suspensions de cellules exposees a des temperatures
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superieures a la temperature de coagulation des proteines, est liberee avant
que cette temperature soit atteinte, c'est-a-dire dans l'intervalle critique par
lequel les cellules passent necessairement. Cette interpretation est confirmee
par le fait deja cite qu'au dela de la temperature optimum, la quantite
d'acide nucleique elimine diminue en proportion inverse de la temperature,
parce que la duree de l'intervalle critique est evidemment d'autant plus
breve que la temperature a atteindre est plus elevee.

FIG. 2. ABSORPTION DANS L'ULTRA-VIOLET - II. LIQUIDE DE
CENTRIFUGATION DE SUSPENSIONS DE STAPH. AUREUS

Temperature d'exposition:

A 500C B 60oC C 700C D 800C

Quand on discute de l'action antagoniste de la coagulation proteinique
sur la liberation d'acide nucleique par la chaleur, il faut prendre en consi-
deration le phenomene de (( flash sterilization )) decrit par Dubos.16 Cet
auteur a observe que des pneumocoques portes a 750C cessaient d'etre
Gram-positifs et, de ce fait, ne convenaient plus aux recherches avec les
enzymes qui ont pour effet de rendre les cellules Gram-negatives; ce pheno-
mene a 'te egalement releve par Dubos & MacLeod,17 lors de recherches
sur l'activite d'un enzyme leucocytaire et tissulaire qui agit sur les pneumo-
coques. Pour pallier cet inconvenient, Dubos propose la methode de (a flash
sterilization >>, qui consiste a immerger une petite quantite de cellules
vivantes dans de l'eau distillee, prealablement portee a 750C. De cette
fa9on, la plus grande partie des cellules restent Gram-positives. I1 est evident
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que l'immersion des cellules dans une eau portee a 750C provoque la coagu-
lation instantanee des proteines cytoplasmiques, ce qui a pour effet d'em-
pecher l'elimination d'acide nucleique par la chaleur et, par consequent,
1'elimination de cette fraction d'acide nucleique dont depend la propriete
de prendre le Gram, qui, d'apres les recherches de Henry & Stacey,20 serait
du ribonucleate de magnesium.

Des recherches recentes de Cavallo 12 ont aussi montre que l'on obtient
une elimination d'acide nucleique plus forte par un chauffage progressif
que par la me'thode de ((flash sterilization )>, et que, par consequent, le
nombre de cellules devenues Gram-negatives est beaucoup plus eleve avec
la premiere methode.

II a ete dit precedemment que certaines bacteries ont un comporte-
ment diff6rent de celui qui vient d'etre decrit: en effet, il n'existe pas, pour
elles, de temperature optimum; a mesure que la temperature augmente, la
quantite d'acide nucleique qui passe en solution s'eleve egalement, ne
serait-ce que faiblement. Tel est le cas du gonocoque et du pneumo-
coque. Le precipite proteinique qui se forme lorsque ces germes sont
exposes a des temperatures elevees est probablement peu compact et plutot
fragmentaire: en d'autres termes les corps bacteriens se desagregent plutot
qu'ils ne se coagulent, et l'acide nucleique passe en solution par un pheno-
mene d'extraction qui est vraisemblablement diff6rent du phenomene
d'elimination observe sous l'effet de la chaleur. Cette explication est rendue
plausible par le fait que meme les germes pour lesquels il existe une tempe-
rature optimum (staphylocoque par exemple) eliminent, 'a IOOOC, une plus
grande quantite d'acide nucleique qu'a 900C. En effet, 'a cette derniere
temperature, les cellules sont encore intactes quoiqu'elles contiennent du
cytoplasme coagule qui retient l'acide nucleique, tandis qu'a IOOOC, par
suite de la desagregation des cellules, il y a extraction d'acide nucleique
prealablement retenu dans le coagulum cytoplasmique.

L'age des cellules joue un role important dans 1'elimination de l'acide
nucleique sous l'effet de la chaleur. Des recherches deja anciennes entre-
prises par Henrici 19 avaient montre que le volume des cellules jeunes est
superieur au volume des cellules adultes au repos; il est generalement admis
aujourd'hui en cytologie bacterienne que les cellules sont plus grosses
pendant la phase de latence que pendant les phases suivantes. Les recherches
bien connues de Malmgren & Heden,21 entreprises au moyen de l'appareil
de Caspersson, ont montre que l'absorption 'a 2.575 A est beaucoup plus
intense dans les cellules sur le point de se multiplier que dans les cellules
au repos, ce qui prouve l'existence d'une plus grande quantite d'acide
nucleique dans les premieres. Au fur et 'a mesure que les cellules s'eloignent
de la periode de mitose, l'absorption diminue progressivement jusqu'a
rejoindre la valeur minimum correspondant aux cellules au repos. Ce fait
confirme pour les bacteries la theorie de Caspersson,1 'a savoir que la
synthese de l'acide nucleique precede celle des proteines cytoplasmiques.
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En ce qui concerne l'effet de la chaleur sur l'elimination de l'acide
nucleique, Cantelmo 9 a trouve que la quantite d'acide nucleique elimine
est sensiblement plus elevee dans les cellules au cours de la phase de latence
ou des periodes immediatement posterieures (jusqu'a 12 heures) que dans
les cellules agees de 24 heures (fig. 3 et 4). I1 existe un certain rapport entre
l'age des cellules et l'elimination de l'acide nucleique, meme dans les douze
premi&res heures. En effet, ce sont les cellules de 4 heures qui produisent la
plus grande quantite d'acide nucleique, tandis que les cellules plus agees
produisent des quantites progressivementt inferieures. Toutefois, il ne s'agit
que de differences minimes. En revanche, la diversite est manifeste chez les
cellules agees de 24 heures. II est interessant de noter que chez les cellules
jeunes, la temperature optimum est la meme que chez les cellules adultes
(par exemple, 600C pour E. coli et 700C pour le Staph. aureus). On remarque,

FIG. 3. ABSORPTION DANS
L'ULTRA-VIOLET - III. LIQUIDE

DE CENTRIFUGATION DE
SUSPENSIONS DE E. COLI

FIG. 4. ABSORPTION DANS
L'ULTRA-VIOLET - IV. LIQUIDE DE
CENTRIFUGATION DE SUSPENSIONS

DE STAPH. AUREUS
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Exposition: 10 minutes A 700C
A Cellules agees de 4 heures
B Cellules agees de 8 heures
C Cellules Ag6es de 12 heures
D Cellules Ag6es de 24 heures

(Dapres Cantelmo')

-x WHO 2183

Exposition: 10 minutes a 600C
A Cellules agees de 4 heures
B Cellules Ag6es de 8 heures
C Cellules agees de 12 heures
D Cellules agees de 24 heures

(D'apres Cantelmo 9)
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au contraire, une legere difference aux temperatures inferieures: c'est ainsi
que pour E. coli et pour le staphylocoque, il se produit 'a 500C, avec des
cellules jeunes, une elimination faible mais evidente d'acide nucleique, alors
que ce phenomene n'apparalt pas avec les germes de 24 heures.

Les recherches effectuees jusqu'ici ne permettent pas de determiner si
les cellules jeunes eliminent une plus grande quantite d'acide nucleique que
les cellules adultes, simplement parce qu'elles contiendraient une plus
grande quantite d'acide nucleique ou parce que leur teneur en nucleotides
libres serait plus forte.

L'exposition de spores de B. subtilis et de B. anthracis 'a des temperatures
allant jusqu'a 1200C ne provoque pas la liberation d'acide nucleique,
contrairement 'a ce qui se produit avec les formes vegetatives des deux
bacilles, dont le comportement est tout 'a fait analogue 'a celui de bacteries
non sporogenes.

Nous ne pouvons guere donner de details sur le mecanisme qui regit la
separation de l'acide nucleique des cellules bacteriennes, car les recherches
n'en sont qu'a leur stade initial. On peut affirmer que l'acide nucleique
libere est du type ribonucleique, comme le demontre la reaction de Bial,
nettement positive. I1 n 'est pas encore possible de preciser la formule de cet
acide ni de dire s'il s'agit de mononucleotides a l'etat. libre dans la cellule
bacterienne ou de mononucleotides separes d'une molecule plus complexe
de polynucleotides sous l'effet de la chaleur. Ce n'est qu'a des temperatures
elevees, par exemple a 1OOC, que se produit l'extraction d'acide desoxy-
ribonucleique ou de nucleotides qui reagissent positivement a la p-diphenyl-
amine (reaction de Dische); mais dans ce dernier cas, ainsi qu'on l'a deja
dit, la structure ceellulaire s'altere profondement sous l'action de la chaleur
et cette desorganisation est sans rapport avec l'elimination d'acide nucleique
a des temperatures inferieures 'a celle oiu se produit la -coagulation des
proteines.

I1 est possible que la chaleur provoque la rupture de la liaison acide
nucleique-proteine, ainsi que le suggerent les recherches de Cohen &
Stanley.13 Ces deux savants ont obtenu la separation par la chaleur de
l'acide nucleique de la nucleoproteine dans une preparation cristallisee du
virus de la mosaique du tabac; cette methode a d'ailleurs ete, par la suite,
employee par d'autres auteurs.

On peut, en tout cas, exclure l'hypothese de phenomenes d'autolyse
actives par la temperature, car le temps d'exposition qui suffit 'a provoquer
1'elimination d'acide nucleique est trop bref pour permettre une reaction
enzymatique de type autolytique. En effet, cinq minutes suffisent pour
obtenir l'elimination de la quasi-totalite de l'acide susceptible d'etre libere
a la temperature consideree, et dix minutes plus tard, le phenomene est
termine, c'est-a-dire que, meme si l'on prolonge le temps pendant lequel
les bacteries sont maintenues a cette temperature, la quantite d'acide
nucleique libere n'augmentera pas. Par contre, si l'on eleve a nouveau la
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temperature, il se produira une nouvelle elimination d'acide nucleique. Ce
comportement ne correspond nullement a la cinetique des reactions enzyma-
tiques. On pourrait certes penser qu'a 600C une reaction est encore possible
grace a un ferment du type ribonuclease qui interviendrait comme cataly-
seur, mais il serait difficile de croire a une reaction enzymatique dont la
temperature optimum serait 700C, comme dans le cas du staphylocoque.

Le phenomene de la separation de l'acide nucleique des cellules bacte-
riennes sous 1'effet de la chaleur a egalement ete utilise pour etudier le mode
d'action du lysozyme. On sait que des germes tels que Micrococcus lyso-
deikticus et certaines sarcines sont fortement sensibles a cet enzyme, si bien
qu'ils se trouvent lyses apres quelques minutes et que le liquide de suspen-
sion devient tres visqueux en raison de la liberation, sous l'action de
l'enzyme, du mucopolysaccharide substratum du lysozyme contenu dans les
cellules. La viscosite du liquide diminue ensuite du fait de la depolymerisa-
tion du mucopolysaccharide provoquee par ce meme enzyme. Ce pheno-
mene, mis en evidence par Caselli,10 a ete ulterieurement utilise par Meyer
& Hahnel 22 pour determiner l'activite du lysozyme. D'autres germes, tels
que B. subtilis ou un bacille thermophile, B. stearothermophilus (Militzer
et collaborateurs 23, 24, 25), sont moins sensibles.que les precedents, mais
la lyse est neanmoins tres prononcee et la viscosite du liquide de la
suspension augmente egalement.

D'autres bacteries, comme le pneumocoque, sont mediocrement sensi-
bles, c'est-a-dire que leur sensibilite ne provoque pas une augmentation de
la viscosite de la suspension, quoique les cellules subissent des modifications
morphologiques aisement decelables au microscope (Cutinelli 15). I1 existe
enfin des bacteries - Escherichia coli, Proteus X 19, ou Klebsiella pneumoniae,
par exemple - qui ne sont pas du tout sensibles au lysozyme: en effet, il
n'y a ni lyse des cellules, ni modifications de leur structure et encore moins
augmentation de la viscosite du liquide de la suspension et, d'autre part,
I'acide nucleique ne passe pas dans la suspension, contrairement a ce qui
se produit avec les germes sensibles, quel que soit leur degre de sensibilite.
On peut donc dire que la mise en evidence d'acide nucleique dans une
suspension de cellules soumises a I'action du lysozyme est un indice tres
sur de la sensibilite bacterienne a cet enzyme (Califano 5).

Webb 27 avait deja observe que certaines bacteries - Staphylococcus
aureus, Staphylococcus albus, Streptococcus Jaecalis et Clostridium welchii
par exemple - ne sont pas sensibles au lysozyme tant qu'elles sont vivantes,
mais le deviennent lorsqu'elles ont ete exposees a une temperature de
800C. On vient de decouvrir (Califano 8) que ce phenomene se produit
aussi bien avec les germes sensibles au lysozyme tels que B. subtilis qu'avec
les germes peu sensibles tels que Proteus X 19 ou E. coli. L'exposition des
cellules bacteriennes a la chaleur augmente la sensibilite a 1'enzyme et meme
la fait apparaitre dans les germes qui n'etaient pas sensibles auparavant.
Ce phenomene se traduit egalement, pour certaines especes, par le fait que
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les suspensions microbiennes deviennent moins troubles; dans tous les cas,
il se manifeste par la quantite d'acide nucleique qui passe en solution et
que l'on peut apprecier au spectrophotometre.

La figure 5 montre les courbes d'absorption dans l'ultra-violet de
suspensions de cellules dWE. coli reparties 'a des temperatures variables, puis
mises en contact avec le lysozyme.

FIG. 5. ABSORPTION DANS L'ULTRA-VIOLET - V. LIQUIDE
DE CENTRIFUGATION DE SUSPENSIONS DE E. COLI

Exposition a temp6ratures variables, puis A 370C pendant 2 heures

A 800C sans lysozyme
B 800C avec lysozyme
C 900C sans lysozyme

D 900C avec lysozyme
E 100OC sans lysozyme
F 1000C avec lysozyme

L'interpretation que l'on peut donner de ce phenomene resulte des
constatations qui precedent: la chaleur provoque la separation de l'acide
nucleique des cellules bacteriennes, qui sont alors exposees a l'action de la
molecule de polysaccharide de l'enzyme, tandis qu'auparavant la couche
d'acide nucleique qu'il faut supposer externe les protegeait du contact de
l'enzyme. II s'ensuit qu'il existe dans toutes les especes bacteriennes exa-

minees jusqu'ici une couche de mucopolysaccharide situee dans la profon-
deur de la cellule ou, du moins, sous-jacente a l'acide nucleique cytoplas-
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mique, et qui devient superficielle apres elimination de l'acide nucleique
par la chaleur.

Dans les germes tres sensibles tels que Micrococcus lysodeikticus, le
mucopolysaccharide est dispose en couches successives allant de la peri-
pherie vers l'interieur et constituant, en quelque sorte, la trame du cyto-
plasme: la depolymerisation provoquee par l'enzyme dans les couches les
plus superficielles cause donc une desagregation de la structure peripherique
de la cellule, puis les couches successives entrent en contact avec l'enzyme
et en subissent l'action, finalement la cellule bacterienne se desagrege
jusqu'a la lyse complete. Dans les bacteries non sensibles ou peu sensibles,
la couche mucoide superficielle est nettement plus faible, voire inexistante;
l'action du lysozyme est nulle ou a peine perceptible, c'est-a-dire qu'elle
se limite 'a la couche externe sans provoquer de desagregation de la structure.
Lorsque les nucleotides superficiels de la cellule sont separes sous l'effet de la
chaleur, l'action du lysozyme sur la couche mucoide interne devient possible,
et il se produit une lyse plus ou moins prononcee de la cellule.

Webb27 avait dej"a pense qu'il pouvait exister deux couches mucoides dans
Micrococcus lysodeikticus. I1 avait admis l'existence d'une couche externe
parce qu'en soumettant le staphylocoque a l'action du lysozyme, il avait
obtenu des quantites faibles mais reelles de sucres reducteurs sans que le
germe devienne Gram negatif. Le lysozyme avait donc agi sur un constituant
situe exterieurement a la substance Gram positive. Webb avait, d'autre part,
admis l'existence d'une couche plus profonde du polysaccharide en se
fondant sur les recherches d'Epstein & Chain 18 qui ne reussirent a extraire
le polysaccharide ni par l'eau ou le formamide a froid, ni par le glycol
ethylenique, alors que le produit isole est soluble dans ces corps.

En conclusion, s'il est vrai que la sensibilite d'une bacterie au lysozyme
depend de l'existence dans les cellules du substratum de l'enzyme, c'est-
a-dire du mucopolysaccharide, on peut admettre que la sensibilite des
cellules vivantes correspond 'a la quantite de cette substance que l'on trouve
a leur peripherie. En revanche, la sensibilite dont font preuve les cellules
bacteriennes tuees par la chaleur est fonction de la quantite de muco-
polysaccharide situe plus 'a l'interieur des cellules, ce constituant n'entrant
en contact avec l'enzyme qu'au moment oiu l'acide nucleique peripherique
des cellules meme est elimine sous l'effet de la chaleur.

Le phenomene de la liberation de l'acide nucleique par la chaleur a
ete egalement applique' l'etude de l'action des rayons ultra-violets sur les
bacteries.

Des suspensions de E. coli ou de Staph. aureus exposees pendant une
heure a l'irradiation d'une lampe germicide n'eliminent qu'une quantite
infime ou negligeable de nucleotides.

En revanche, si l'on irradie par les ultra-violets des suspensions de
ces memes bacteries et si on les expose a la chaleur pendant 10 minutes
(600C pour E. coli et 700C pour Staph. aureus), la quantite de nucleo-
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tides passant en solution est nettement inferieure 'a celle que lib&rent des
cellules non irradiees. Les figures 6 et 7 reproduisent respectivement les
courbes d'absorption dans l'ultra-violet de liquides de centrifugation
obtenus a partir de suspensions de E. coli et de Staph. aureus exposees
a la chaleur apres avoir ete ou non prealablement irradiees.

FIG. 6. ABSORPTION DANS L'ULTRA-VIOLET - VI. LIQUIDE
DE CENTRIFUGATION DE SUSPENSIONS DE E. COLI

A Cellules non irradi6es
B Cellules irradi6es par UV durant 1 heure
C Cellules non irradi6es expos6es pendant 10 minutes a 600C
D Cellules irradi6es par UV durant 1 heure, puis expos6es pendant

10 minutes a 600C

On a recherche si l'action des rayons ultra-violets s'exerce sur le cyto-
plasme ou directement sur l'acide nucleique deja elimine par les cellules
sous l'action de la chaleur. A cet effet, on a expose des cellules
bacteriennes a la temperature optimum pour provoquer la separation
de I'acide nucleique ; les liquides obtenus au moyen de la centrifu-
gation a 16.000 tours ont ete irradies pendant une heure au moyen de
la lampe germicide. On a constate que cette irradiation provoque une

diminution evidente du pouvoir d'absorption a 2.575 A, ce qui signifie
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qu'il s'est produit une destruction des groupes chromophores de I'acide
nucleique. Ce type de photolyse a ete mis en evidence de fagons diverses
au cours de ces dernieres annees, mais aucune recherche importante n'a
ete effectuee sur le mecanisme physico-chimique qui le regit et l'on ne
connalt pas sa signification biologique.

FIG. 7. ABSORPTION DANS L'ULTRA-VIOLET - VIl.
LIQUIDE DE CENTRIFUGATION DE SUSPENSIONS

DE STAPH. AUREUS

A Cellules non irradi6es
B Cellules irradi6es par UV durant I heure
C Cellules non irradiLes expos6es pendant 10 minutes a 700C
D Cellules irradi4es par UV durant 1 heure, puis exposdes pendant

10 minutes a 700C

La figure 8 indique 1'acide nucleique elimine sous 1'effet de la chaleur
par E. coli et la figure 9, I'acide nucleique elimine par Staph. aureus. Si
l'on compare respectivement ces deux figures aux figures 6 et 7, on s'aper-
9oit que la photolyse des bases azotees des acides nucleiques n'est qu'en
partie responsable de la diminution d'absorption dans l'ultra-violet des
liquides de suspension de bacteries irradiees et exposees a la chaleur.

0.9 -0.9

0.8 0.3
C

0.7 0.7

0.6 0.6

0.5 0.5

0.4 0.4

D

0.3 0.3

0.2 0.2

0.1 ~~~~~~~~~~~~~~0.1

0 _0

2250 2350 2450 2550 2650 2750

WHO 2187

29



L. CALIFANO

La diminution de l'absorption est due en grande partie 'a la quantite
plus faible de nucleotides que liberent, sous l'action de la chaleur, les
cellules irradiees. La diminution correspondante des pentoses prouvee par
la reaction de Bial en apporte egalement la confirmation.

On en deduit donc que l'irradiation des cellules bacteriennes par les
rayons ultra-violets a pour effet de reduire le passage de l'acide nucleique
du protoplasme dans la suspension. On observe egalement dans celle-ci
un certain degre de photolyse des bases azotees de l'acide nucleique. La

FIG. 8. ABSORPTION DANS L'ULTRA-VIOLET - VilI.
LIQUIDE DE CENTRIFUGATION DE SUSPENSIONS

DE E. COLI
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Exposition: 10 minutes A 600C

A Liquide non irradiA B Liquide irradi6 par UV durant I heure

suspension de cellules irradiees a un pouvoir d'absorption moins grand
que celle de cellules non irradiees, par suite d'une diminution de l'acide
nucleique et de la photolyse qui se produit.

L'action inhibitrice exercee par l'irradiation sur les cellules est vrai-
semblablement due a une coagulation des proteines, qui semble empecher
la separation des nucleotides. Cette coagulation peut etre causee soit par
l'action directe des rayons ultra-violets, soit par le phenomene de la <(sensi-
bilisation 'a la chaleur >.

Certaines observations ont revele que les rayons ultra-violets deter-
minent la coagulation de constituants protoplasmiques. Anderson &
Duggar 1 notamment ont constate sur fond noir I'apparition de granules
refringents dans les ceufs irradies ; ce fait est imputable a la formation de
precipit's proteiniques dans le cytoplasme.
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Le phenomene de la sensibilisation a la chaleur - qui correspond
a un abaissement du seuil de sensibilite a la chaleur (coagulation protei-
nique, mort des cellules, etc.) sous l'effet de rayons ultra-violets - s'applique
egalement aux proteines en solution et aux cellules, ainsi que l'ont decou-
vert Bovie et al.3 au cours de leurs etudes sur les paramecies. I1 s'applique

FIG. 9. ABSORPTION DANS L'ULTRA-VIOLET - IX.
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de meme aux levures (Anderson & Duggar 2) et aux spores bacteriennes
(Curran & Evans 14). Tout recemment encore, Oster & McLaren 26 ont trouve
qu'il se produisait egalement avec le virus de la mosaique du tabac.

Ce phenomene peut intervenir dans la liberation de l'acide nucleique
sous l'effet de la chaleur en abaissant la temperature optimum. Nous
savons que cette temperature est de 600C pour E. coli, dans le cas de cellules
non irradiees ; elle peut etre plus basse pour les cellules irradiees, et la
temperature de 600C, agissant alors comme denaturant, limite la libera-
tion des nucleotides cytoplasmiques.
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L. CALIFANO

SUMMARY

The exposure of bacterial cells to heat
causes the separation of ribonucleic acid
which passes into solution ; this can be
demonstrated by determining the ultra-
violet absorption of the liquid (maximum
at 2,570 A) or by the Bial test.

The temperature at which this process
is initiated depends on the species of
bacteria and bears a certain relationship
to the temperature of inactivation by
heating in the presence of moisture, in
the sense that, for bacteria which are

inactivated at a higher temperature as,
for example, the staphylococci, it begins
at 600C and reaches its maximum
value at 700C, while for more sensitive
bacteria, such as the pneumococci, the
process begins at 450C. The liberation
of nucleic acid does not depend on the
heat denaturation of proteins because it
begins at a lower temperature. On the
contrary, in some cases, the onset of
protein coagulation diminishes the amount
of nucleic acid which passes into solution;
for example, with the staphylococcus the
amount which separates at 680-700C is
much greater than that which separates
at a high temperature. This is probably
due to the fact that protein coagulation
includes in the precipitate nucleic acid
which therefore does not pass into solu-
tion. From young cells (lag phase and
phase of logarithmic growth) the action
of heat liberates much more nucleic acid
than from quiescent cells. From spores
(Bacillus subtilis, Bacillus anthracis) not
even at 1 200C is nucleic acid liberated.
The heat separation of nucleic acid is
observed from both Gram-positive and
Gram-negative bacteria.

If bacterial cells such as Escherichia
coli are irradiated with ultra-violet light
and then subjected to heat, the quantity
of nucleic acid which is liberated is
significantly smaller than that from non-

irradiated cells. This is due in part to
the coagulating action of ultra-violet light
on proteins, and in part to the reduced
absorption power of irradiated nucleic

L'exposition de cellules bacteriennes A

la chaleur provoque la separation d'acide
ribonucleique qui passe en solution. Ce
phenomene peut etre demontre par la
determination de l'absorption dans l'ultra-
violet (au maximum a 2.570 A) et par le
test de Bial.
La temperature a laquelle le processus

s'amorce depend de l'espece bacterienne
et presente un certain rapport avec la
temperature d'inactivation par la chaleur
humide: c'est ainsi que chez les bacteries
pour lesquelles la temperature d'inacti-
vation est elevee, les staphylocoques par
exemple, le phenomene s'observe des
600C et atteint son maximum A 700C,
tandis que chez les bacteries plus sensibles,
tels que les pneumocoques, le processus
debute A 450C. La liberation de l'acide
nucleique ne depend pas de la denaturation
des proteines par la chaleur, car il com-
mence A une temperature inferieure. Au
contraire, dans certains cas, la coagulation
des proteines qui survient provoque une

diminution de la quantite d'acide nucleique
qui passe en solution ; c'est ainsi que, pour
le staphylocoque, la quantite eliminee est
plus considerable A 68-700C qu'a une

temperature plus elevee. I1 est probable
que le coagulum forme par les proteines
englobe l'acide nucleique, qui, par conse-
quent, ne peut passer en solution. La
chaleur libere plus d'acide nucleique des
cellules jeunes - en phase de latence ou

de croissance logarithmique - que des
cellules au repos. Les spores, celles de
Bacillus subtilis ou de Bacillus anthracis, ne
liberent pas d'acide nucleique, meme A

1200C. La liberation d'acide nucleique par
la chaleur s'observe aussi bien chez les
bacteries Gram-positives que Gram-nega-
tives.

Les cellules bacteriennes, telles que
celles d'Escherichia coli soumises aux
rayons ultra-violets puis A la chaleur
liberent des quantites d'acide nucleique
moindres que les cellules non irradiees.
Ce fait est du, d'une part, A la coagulation
des proteines sous l'action de ce rayonne-
ment et, d'autre part, au pouvoir d'absorp-
tion restreint de l'acide nucleique irradie.

RESUME
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acid. In fact, by liberating nucleic acid
from bacterial cells by means of heat and
irradiating the liquid by ultra-violet light,
it is shown that the absorption power at
2,600 A is lowered.
Some bacteria, as for example Esche-

richia coli, which have little or no sensitivity
to the action of lysozyme, become sensitive
when heat-treated. This fact may be
explained by assuming that the nucleic
acid occupies a surface position in these
cells and the lysozyme substrate lies
beneath it. The removal of the nucleic-
acid layer by heating exposes this sub-
strate and allows it to be acted upon by
the enzyme. This explanation is made
more probable by the fact that, with fairly
sensitive bacteria, the action of heat
increases their sensitivity to lysozyme.
From this it can be maintained that, in
sensitive bacteria, the polysaccharide depo-
lymerized by lysozyme is disposed in two
layers-a surface layer and a deep layer-
the sensitivity observed corresponding to
the action of the lysozyme on the super-
ficial layer. When heating is applied, both
the layers are depolymerized. In bacteria
with little or no sensitivity, the surface
layer does not exist and only after the
nucleic acid has been removed by heating
does depolymerization of the internal layer
become possible, since contact between
the enzyme and its substrate is then
possible.

C'est ainsi que l'on a montre que le
coefficient d'absorption a 2.600 A d'un
liquide contenant de I'acide nucleique
extrait des bacteries par la chaleur et
irradie etait abaisse.

Certaines bacteries, telles que E. coli,
qui ne sont que peu ou pas sensibles A
1'action du lysozyme, y deviennent sen-
sibles lorsqu'elles ont et traitees par la
chaleur. Ce fait peut s'expliquer si l'on
admet que I'acide nucleique est dispose
A la surface des cellules et que le substrat
du lysozyme lui est sous-jacent. L'elimina-
tion sous 1'effet de la chaleur de la couche
d'acide nucleique met A decouvert le subs-
trat du lysozyme qui est alors soumis A I'ac-
tion de I'enzyme. Cette explication parait
d'autant plus plausible que l'action de la
chaleur augmente la sensibilite au lyso-
zyme des bacteries dejA relativement sen-
sibles. Ce fait semble indiquer que le
polysaccharide depolymerise par le lyso-
zyme est dispose en deux couches chez les
bacteries sensibles: l'une superficielle,
l'autre profonde. La sensibilite observ6e
correspondrait A l'action du lysozyme
sur la couche superficielle ; lorsque l'on
fait intervenir la chaleur, les deux couches
sont depolymerisees. Chez les bacteries
dont la sensibilite est nulle ou faible, la
couche superficielle n'existe pas, et la
depolymerisation de la couche interne ne
peut s'effectuer que lorsque l'acide nuclei-
que a et elimine par la chaleur, le contact
entre l'enzyme et le substrat etant alors
etabli.
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