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Le  t e s t  k l ' i ndo l  es t  n6gat i f .  Les  c u l t u r e s  en  bou i l l on  a u  
PH 7,6 ~. 32 °, d a n s  des ba l lons  ou des  t u b e s  a u x  p a t o i s  
r e c o u v e r t e s  de  cire, m o n t r e n t  apr~s  c inq  s e m a i n e s  u n e  
m o d i f i c a t i o n  de  la  c i te  q u i  se t r a d u i t  p a r  u n e  d i m i n u t i o n  
d ' a d h 6 r e n c e  a u x  pa ro i s  des  r6c ip ien ts .  

D a n s  u n e  s6rie d ' e x p 6 r i e n c e s  f a i t e s  en  c o l l a b o r a t i o n  
avec  H.  SARLET, n o u s  a v o n s  p u  m e t t r e  e n  6v idence ,  
c o m m e  le m o n t r e  te t a b l e a u  I,  u n e  c o n s o m m a t i o n  de  la  
c i re  d ' abe i l l e  p a r  les b a c t 6 r i e s  d o n t  il e s t  q u e s t i o n  d a n s  
la  p r 6 s e n t e  no te .  

Les  exp6 r i ences  o n t  6t6 men6es  se lon  la  m 6 t h o d e  d6-  
c r i t e  p a r  H .  SARLET e t  ~ .  FLORKIN 1 (S6rie  I : e x l ~ r i e n c e s  
en  fioles ag i t~es ;  s6rie I I :  e x p e r i e n c e s  en  b o i t e s  d e  

P6t r i ) .  F.  LOZET e t  M. FLORKIN 

L a b o r a t o i r e  de  b ioch imie ,  U n i v e r s i t 6  de Liege,  Bel-  
g ique ,  le 10 j u i n  1949. 

Summary 
T h e  a u t h o r s  h a v e  i so l a t ed  f r o m  t h e  i n t e s t i n a l  c o n t e n t  

of t h e  larva~ of t h e  w a x m o t h  Galleria mellonella a 
b a c t e r i u m  u t i l i z ing  beeswax .  

1 H. SARLET et M. FLORKIN, Exper. 5, 404 (1949). 

Attaque  de la cire d'abeil le  par  une b a c t 6 r i e  

i sol~e h part ir  du contenu  intes t ina l  de 
Galleria mellonella 

P o u r  ~ t u d i e r  la  n a t u r e  de  l ' a t t a q u e  de  Ia c i re  d ' a b e i l l e  
p a r  l a  b a c t 6 r i e  isol6e p a r  F.  LozET e t  M. FLORKIN 1 ~t 
p a r t i r  d u  c o n t e n u  i n t e s t i n a l  de  Galleria mellonella, n o u s  
a v o n s  i n t r o d u i t  d a n s  des  fioles d ' E r l e n m e y e r  c o n t e n a n t  
de  l ' e a u  s ter i le ,  des  c o p e a u x  de  c i te  pes6s  e x a c t e m e n t .  
Les  fioles, ap r~s  a d d i t i o n  de  q u a n t i t 6 s  v a r i a b l e s  de  
bac t6 r ies ,  s o n t  agi t6es  f o r t e m e n t  p e n d a n t  q u a t r e  jours ,  
k la  t e m p 6 r a t u r e  du  l abo r a t o i r e .  Le  c o n t e n u  es t  e n s u i t e  
cen t r i fug6  p o u r  6 c a r t e r  les bac t~r ies ,  e t  la  cire e s t  re- 
cueil l ie  p a r  f i l t r a t i o n  sur  v e r r e  f r i t t~ ,  a b o n d a m m e n t  
l a r g e  k l ' e au  disti lMe, s~ch~e, p lac6e  su r  v e r r e  de m o n t r e ,  
laiss6e p e n d a n t  12 h e u r e s  en  e x s i c c a t e u r  s u r  P205, pes6e 
e t  soumise  k l ' e x t r a c t i o n  c o n t i n u e  p a r  le b e n z b n e  d u r a n t  

1 F. LOZET et M. FLORKIN, Exper. 5, 403 (1949). 

t ro i s  heures .  Le  r6s idu  es t  pes6. L ' e x t r a i t  ( d o n t  la  t eneur  
e n  cire c o r r e s p o n d  g la  d i f f6rence  e n t r e  la cire pes6e et  le 
r6s idu  pes6) es t  a m e n 6  p a r  a d d i t i o n  de benz~ne  au  vo- 
l u m e  de 50 c m  3. 

P o u r  d 6 t e r m i n e r  l ' i nd ice  d ' ac ide ,  on  t i t r e  k c h a u d  une 
pr i se  d ' e s sa i  de  10 c m  3 a d d i t i o n n 6 e  de  25 c m  3 d ' a l coo l  
95 ° e t  de  10 g o u t t e s  d ' u n e  so lu t i on  a lcoo l ique  de  ph6nol-  
p h t a l 6 i n e  h 1/100, p a r  u n e  s o l u t i o n  a l coo l ique  de  potasse 
de  t i t r e  vo i s in  de  0,025 N.  D e u x  essais  t 6 m o i n s  ne 
c o n t i e n n e n t  q u e  des  s o l v a n t s .  De  la  d i f f6 rence  on  t i r e  la 
va leu r ,  en  m g  de  K O H ,  de  la  q u a n t i t 6  de  p o t a s s e  fix6e 
p a r  les ac ides  de  la  c i te  c o n t e n u e  d a n s  la  p r i se  d 'essai  
(QKoH acide) .  C e t t e  q u a n t i t 6  divis~e p a r  le po ids  de la 
c i re  c o n t e n u e  d a n s  la  pr i se  d 'essa i ,  d o n n e  l ' indice 
d 'acide.  

P o u r  d 6 t e r m i n e r  l ' i n d i c e  d ' e s t e r ,  on  a j o u t e  ~ la  prise 
d ' e s s a i  de  10 cm 8, 5 c m  3 de so lu t i on  a lcoo l ique  de po- 
t a s se  0,25 N,  on  fa i t  bou i l l i r  /~ r e f lux  p e n d a n t  deux 
h e u r e s  e t  on  t i t r e  en  r e t o u r  p a r  l ' ac ide  c h l o r h y d r i q u e  
0,25 N.  On  fa i t  en  m g m e  t e m p s  d e u x  t 6 m o i n s .  L a  diff6- 
r ence  f o u r n i t  la v a l e u r  en  m g  de K O H ,  des  e s t e r s  de la 
pr i se  d ' e s sa i  (QKoH esters)  et ,  p a r  d iv i s ion  p a r  le poids 
de  la  cire c o n t e n u e  d a n s  la  p r i se  d 'essa i ,  l ' i nd i ce  d 'es ter .  
T o u t e s  les o p e r a t i o n s  s o n t  c o n d u i t e s  en  ve r r e  I 6 n a  20 
( r6s i s t an t  a u x  alcal is) .  

D a n s  d ' a u t r e s  exp6r i ences  (s6rie I I ) ,  les c o p e a u x  de 
ci re  o n t  6t6 pes~s e x a c t e m e n t ,  pu is  i n t r o d u i t s  d a n s  des 
b o i t e s  de P6 t r i ,  c o n t e n a n t  des  b a c t 6 r i e s  e t  des  q u a n t i t 6 s  
v a r i a b l e s  d ' e a u  st6ri le ,  e t  laiss6s ~ l ' 6 t u v e  ~ 37 ° p e n d a n t  
8 jours .  

Le  t a b l e a u  r ~ s u m e  les r 6 s u l t a t s  d ' u n e  s~rie d ' e x p &  
r iences .  

Les  r ~ s u l t a t s  o b t e n u s  m o n t r e n t  une  d i m i n u t i o n  de la 
t e n e u r  de  la  c i re  e n  ac ides  e t  e n  es ters .  L a  d i m i n u t i o n  
des  ac ides  e s t  p a r t i c u l i ~ r e m e n t  m a r q u 6 e .  L ' i n d i c e  
d ' a c i d e  es t  r 6 g u l i ~ r e m e n t  d i m i n u 6  t a n d i s  q u e  l ' ind ice  
d ' e s t e r  es t  p r e s q u e  t o u j o u r s  a u g m e n t 6  d u  fa i t  de la 
c o n s o m m a t i o n  t r~s  m a r q u 6 e  des  acides .  Si on  a d m e t  que 
la  t o t a l i t 6  des  ac ides  l ibres  de la  cire es t  c o n s t i t u t e  par  
l ' ac ide  c6 ro t i que  C,sHsx C O O H  et  si on  a d m e t  que  la 
t o t a l i t 6  des  es te r s  es t  c o n s t i t u 6 e  p a r  le p a l m i t a t e  de 
m6ricyle ,  d e u x  p o s t u l a t s  qu i  s o n t  vo i s ins  de  la v6rit6,  
on  p e u t  ca lcu le r  la  p e r t e  de po ids  c o r r e s p o n d a n t  aux  
m o d i f i c a t i o n s  d ' i n d i c e s  d ' a c i d e  e t  &es t e r .  Ce t t e  va l eu r  
calcul6e m o n t r e  u n e  c o n c o r d a n c e  t r~s  s a t i s f a i s a n t e  avec  
les v a l e u r s  observ6es .  S i g n a l o n s  auss i  q u e  darts  nos 
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e x p f r i e n c e s  n o u s  a v o n s  observd,  p a r  r a p p o r t  a u x  tdmoins ,  
une  a l c a l i n i s a t i o n  n e t t e .  H.  SARLET e t  M. FLORKIN 

L a b o r a t o i r e s  de  b ioch imie ,  U n i v e r s i t 6  de  Libge,  
Be lg ique ,  le 10 ju in ,  1949. 

Summary 

T h e  u t i l i z a t i o n  of b e e s w a x  b y  t h e  b a c t e r i u m  i so l a t ed  
by  LOZET a n d  FLORKIN f r o m  t h e  i n t e s t i n a l  c o n t e n t  of 
t h e  w a x m o t h  h a s  b e e n  s t u d i e d .  I t  a p p e a r s  t h a t  t h e  
b a c t e r i u m  ut i l izes  m o s t l y  t h e  ac ids  of  t h e  wax ,  b u t  a lso 
a c e r t a i n  a m o u n t  of es ters .  

Hfihnerplasmas umfallt die Leukozytenschicht und erlaubt das 
Sehneiden yon gleichmiUtigen ~Leukozytenwtirfeln~ yon ca. 2 mm 
Kantenl/inge. Diese Leukozytenwiirfel werden in CarreI-Flaschen ver- 
bracht welche 0,8 cm a Nativ- oder Zitratplasma +0,8 cm a iso- 
tonisch gehaltener Zus~itze in Tyrode enthalten. Abwarten der Ge- 
rinnung. - In den Brutschrank bei 880 verbracht, zeigen die Leuko- 
zytenwfirfel nach 3-12 Stunden eine unter gleiehmiil3igen Versuchs- 
bedingungen gleichm~iSige Auswanderung, die bis 10 mmim Dureh- 
messer betragen kann (Abb. I). Das ftir diese Versuche verwendete 
Venenblut stammte yon Patienten mit akuten Entziindungszu- 
st~inden mit ca. 15000 Leukozyten pro cm a Blut. 

Das Zitratplasma wurde gewonneu aus Blur yon 0,35% Zitrat- 
gehalt. Zur RekaIzifizierung wurde pro 1 cm s Zitratplasma 0,175cm 3 
einer 1,29%igen CaCll-L6sung verwendet. 

Die Wirkun[~ von Kalzium und Serum 
auf die Wanderung von zitratgeschfidigten 

menschHchen Leukozyten 
T r i b a s i s c h e s  N a t r i u m z i t r a t  v e r u r s a c h t  bei  e ine r  K o n -  

z e n t r a t i o n  v o n  0 , 2 - 0 , 3 5 %  in d e f i b r i n i e r t e m  B l u t  e ine  
fas t  vol ls t~,ndige H e m m u n g  de r  K o l i p h a g o z y t o s e  m e n s c h -  
l icher  L e u k o z y t e n .  Diese  H e m m u n g  k a n n  d u r c h  Z u g a b e  
v o n  CaCl~ n i c h t  vo l l s t~nd ig  a u f g e h o b e n  we rden .  G i b t  
m a n  zus / i tz l ich  z u m  reka t z i f i z i e r enden  CaC12 n o c h  e t w a s  
n a t i v e s  S e r u m  zu, so e r l a n g e n  die z i t r a t g e h e m m t e n  
L e u k o z y t e n  wiede r  vol le  P h a g o z y t o s e  (ALLG6WER~). 

o,s' 
Plasma 

*0,8 
Type 

+O,S 
Throm~in~,rode 

G 
+0,8 +0,6 

Thin. 'mb~Ods ]'hrom~nhjrod8 
0,8 (kdziumfmi)• +02(kd~um~i)3erum 

Zifmtplasmo • • 

+0,66 *0.~ +0.14, ' C ~ Z  +0.14 caT~an~k~l 
0.8 , *0,2 Serum 

Abb. 2. Wanderungsversuch unter Zitrat-, Kalziumchlorid- und 
SerumeinfluB. 

Abb. 1. Leukozytenkultur uach 12 Stunden. Im Zentrum ,Leuko- 
zytenwiirfel*, darum herum Auswanderungszone. 

Es  s ch ien  y o n  In te resse ,  die q u a n t i t a t i v e n  Verh / i l t -  
nisse d e r  L e u k o z y t e n w a n d e r u n g  u n t e r  Z i t r a t e i n w i r k u n g  
m i t  d e n  B e f u n d e n  be i  de r  K o l i b a z i l l e n p h a g o z y t o s e  zu 
ve rg le i chen .  D a b e i  m u B t e  uns  i n t e r e s s i e r e n  : 

a) Die  h e m m e n d e  W i r k u n g  v o n  N a t r i u m z i t r a t  a u f  die  
W a n d e r u n g .  

b) Die  r e s t i t u i e r e n d e  W i r k u n g  v o n  CaCI=. 
c) Die  r e s t i t u i e r e n d e  W i r k u n g  v o n  CaCl z + S e r u m .  

Tcchnik. Auf der Methodik yon KIA~R ~ fuBend haben wit eiuen 
fiir menschliche Leukozyten brauchbaren, quantitativen Auswande- 
rungstest ausgearbeitet: Schouend defibriniertes Venenblut wird 
zentrifugiert, das Serum abpipettiert und die Zellen in Hiihner- 
plasma aufgenommen. Das Gemisch wird sofort ~ieder zentrlfugiert. 
Dabei tri t t  Gerinnung ein. Das nichtkontraktile Koagulum des 

1 M. ALLGOWER, Helv. chit. acta 14, 483 (1947); 16, 75 (1949); 
Schweiz. med. Wschr. 1 und 2 0947). 

S. KIAER, Arch. exp. Zfschg. 1, 289 (1925). 

N a c h  Abb .  2 g i b t  N a t r i u m z i t r a t ,  gepr i i f f  n a c h  d e m  
b e s c h r i e b e n e n  Tes t ,  e ine  f a s t  v o l l s t ~n d i g e  H e m m u n g  d e r  
L e u k o z y t e n w a n d e r u n g .  Als  K o n t r o l l e  d i e n t e  die Aus-  
w a n d e r u n g  in  f r i sch  g e w o n n e n e m  N a t i v p l a s m a  + T y r o d e  
ode r  T h r o m b i n t y r o d e .  Rek a l z i f i z i e r en  des  Z i t r a t p l a s m a s  
m i t  CaC12 v e r m a g  die H e m m u n g  n u r  te i lweise  zu be-  
h e b e n .  Z u s a t z  y o n  0,2 c m  s S e r u m  zu d e m  reka lz i f iz ie r -  
t e n  P l a s m a  p ro  C a r r e l - F l a s c h e  e r g i b t  e inen  b e m e r k e n s -  
w e r t e n  M i g r a t i o n s e f f e k t .  I m  n i c h t r e k a l z i f i z i e r t e n  P l a s m a  
is t  die S e r u m w i r k u n g  f a s t  g le ich  Null .  

I n  16 V e r s u c h e n  b l i eb  die r e s t i t u i e r e n d e  W i r k u n g  des  
CaCI~ a u f  die W a n d e r u n g  z i t r a t g e h e m m t e r  L e u k o z y t e n  
d e u t l i c h  h i n t e r  d e r  W i r k u n g  v o n  CaCl= + n a t i v e m  
P l a s m a  o d e r  S e r u m  zurfick.  I n  dre i  V e r s u c h e n  w a r  d a -  
gegen  d u r c h  S e r u m z u g a b e  k e i n e  w e s e n t l i c h e  S t e i g e r u n g  
d e r  W a n d e r u n g  f iber  die K a l z i u m w i r k u n g  h i n a u s  zu er-  
r e i chen .  I n  dre i  F~ l l en  e r fo lg te  i m  e i g e n e n  P l a s m a  d e r  
L e u k o z y t e n  sowohl  n a c h  Rek a l z i f i z i e r en  wie  n a c h  Zu-  
g a b e  y o n  S e r u m  k e i n e  W a n d e r u n g ,  w ~ h r e n d d e m  die  
g l e i chen  L e u k o z y t e n  in  f r e m d e m  P l a s m a  g u t e W a n d e r u n g  
ze ig ten .  E s  h a n d e l t e  s ich  d a b e i  zwe ima l  u m  e n t z f i n d l i c h e  
G a l ' l en w eg s a f f ek t i o n en  m i t  e r h 6 h t e n  G a l l e n s t o f f e n  i m  
Blu t ,  e i n m a l  u m  eine a k u t e  A d n e x i t i s  als  H e r k u n f t s -  
que l le  d e r  L e u k o z y t e n ,  des  P l a s m a s  u n d  des  Se rums .  

E s  w a r  n o c h  die  F r a g e  zu prf i fen,  ob  die s t6ch io -  
m e t r i s c h e  K a l z i u m m e n g e  d en  b e s t e n  W a n d e r u n g s e f f e k t  
e rg ib t .  A b b .  3 ze ig t  die W i r k u n g  s t e i g e n d e r  K a l z i u m -  
m e n g e n  au f  die L e u k o z y t e n m i g r a t i o n  i m  Z i t r a t p l a s m a .  
Tats~ichl ich  e r g i b t  0,14 CaC1, p ro  0,8 c m  s Z i t r a t p l a s m a  


