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ACTION DE LA PENICILLINE SUR LE METABOLISME -
DE L'ACIDE RIBONUCLEIQUE
CHEZ STAPHYLOCOCCUS AUREUS,

par F. Gros, M. BELIANSKI et M, MACHEBOEUF.

- (Séance du 19 juwin 1951).

Divers travaux antérieurs ont montré que la pénicilline cause des
perturbations dans le métabplisme ribonucléique cheéz les bactéries.
Nous avons en effet constaié {1] [2] Pinhibition du catabolisme des
ribomononucléotides puriques chez Clostridimm sporogenes non pro-
liférant, ainsi qu'un ralentissement trés sensible de la dégradation
de Pacide ribonucléique et des ribomononucléotides au cours de I'au-
tolyse. Krampitz et WERKkMAN d’autre part, utilisant des suspensions
de Staphylococeus aureus préglablement lyophylisé, observent une
action inbhibitrice de la pénicilline sur certains processus oxydatifs
liés 4 l'utilisation .du ribose ‘au cours du catabolisme de Pacide ribo-
nucléique [3]. Toutes ces conclusions ont été confirmées par des
observations d’ordre cytochimique (Bo1vIN et al. [4], PRATT et DUFRES-
Noy [5], etc.). Bien plus, VENDRELY [6], puis GALE [7] constatent que
la pénicilline empéche la synthése de Pacide ribonucléique au cours
de la croissance bactérienne. Enfin, KrRampITZ (3], puis VENDRELY [6]
ont montré que la pénicilline est sans action sur le catabolisme ou

P’anabolisme de I’acide désoxyribonucléique tandis que son action .

porte sur Pacide ribonucléique.

Ce n’est pas la premiére étape du catabolisme de I'acide ribonu-
cléique qui est directement influencée par Yantibiotique car nous
avons montré que I'activité de la ribonucléase n’est pas modifiée par
la pénicilline {8] [9]. En rapprochant ce fait de celui que nous avions
observé précédemment [2], nous avens pensé que I'dsction primonrdiale
de I'antibiotique porte sur une étape du catabolisme ribonucléique
postérieure a la dépolymérisation, c’est-a-dire au cours de la destruc-
tion des mononucléotides. . .

Nous avons proposé I'hypothése suivante : Iinhibition du catabo-
lisme des mononucléotides produit leur accumulation qui retentit sur
d’autres étapes du catabolisme ribonucléique et en particulier sur la
dépolymérisation des polynucléotides par la ribonucléase (*).

Les travaux récents de MiTcHELL [10], de PARK et JoHnson [11],
puis de TurLasNE et VENDRELY [12] ont fortement étayé notre hypo-
thése. Ils montrent en effet que Staphylococcus aureus en présence
de petites .doses de pénicilline, accumule des quantités anormalement
élevées de mononucléotides.

Tout semble donc bien démontrer que suivant notre ancienne hypo-

(*) On sait en effet que la dépolymérisation de P'acide ribonucléique in
vitro par la ribonucléase pancréatique purifiée est inhibée par les mono-
nucléotides [13].
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thése [2], l'action fondamentale de la pénicilline porte sur le méta.
bolisme des ribomononucléotides. Il restait cependant & déterminer
lequel des ribomononucléotides était le plus important dans Yaction
de I'antibiotique, et par quel mécanisme la pénicilline inhibait le mé-
tabolisme de ces substances. )

KRraMPITZ et WERKMAN avaient affirmé que chez Staphylococcus au-
reus, la pénicilline inhibait Poxydation du ribose d’un mélange de
nucléotides pyrimidiques extrait de levure. Les nucléotides puriques
ne s’étant pas révélés oxydables par la souche bactérienne utilisée

. dans ces expériences, ces auteurs n’avaient done pas pu étudier Pac-

tion de l’antibiotique sur leur catabolisme.

Au contraire, utilisant des suspensions de Clostridium sporogenes,
nous avons mis en évidence une action non seulement sur un nucléo-
tide pyrimidique, Tacide uridylique, mais également sur les nucléo-
tides puriques. Depuis lors, KraMpITZ signale avoir obtenu des sus-
pensions de Staphylocoque oxydant les nucléotides puriques et n’avoir
pas observé d’action de la pénicilline & ce niveau [14]. Par contre,
MitcHELL [10], puis VENDRELY [12] confirmant nos premiers résultats,
observent chez Staphylococcus aureus, une action trés notable de la
pénicilline sur le métabolisme des nucléotides puriques.

Enfin, PARK et JoHNSON [11] constatent une accumulation de nu-
cléotides pyrimidiques (dérivés de l'acide undme-phosphonque) chez

. Staphylococcus aureus.

En résumé, les résiltats différent suivant les auteurs puisque c’est
tantét le métabolisme des nucléotides puriques qui est influencé, tan-
tot celui des nucléotides pyrimidiques et, dans certains cas, celui des
deux types de nucléotides pyrimidiques et puriques.

Il est vrai que les auteurs travaillant avec la méme espéce bacté-

- rienne n’ont pas utilisé la méme souche et que, dans certains cas, on

s’est adressé a des espéces bactériennes différentes.

Les techniques mises en ceuvre différaient également beaucoup dans
ces divers travaux et les bactéries ne se trouvaient pas soumises 4
I'action de Dantibiotique dans les mémes conditions biologiques (bac-
téries non proliférantes ou en pleme division, mises en présence de
doses élevées ou de doses trés faibles de- pénicilline, bactéries lyo-
phlhsees ou bactéries fralches, etc...). N

Il n’en reste pas moins vrai que l’action de la pénicilline sur le
métabolisme des mononucléotides est un fait de portée générale que
I’'on peut mettre en évidence dans des conditions assez dissemblables.

Ceci nous a incités a entreprendre 'étude systématique de V'action
de la pénicilline sur toutes les diverses étapes du catabolisme ribo-
nucléique chez Staphylococcus aureus en nous placant dans des con-
ditions biologiques trés diverses (bactéries non proliférantes ou bac-
téries en pleine prolifération, etc...).

MATERIEL ET METHODES.

Les souches sensibles de Staphylococcus utilisées étaient les sou-
ches ¢Oxford» <N 133» et ¢N 131> dont les sensibilités a la
pénicilline sont respectivement 0,03 U.0./ml, 0,02 U.0./ml et 0,06
U.0./ml (inhibition aprés 24 heures de croissance a 37° C).
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Les suspensions bactériennes étaient en général préparées de la
maniére suivante : aprés 2 repiquages successifs sur eau peptonée et
glucosée (peptones 5 p. 100, glucose 0,3 p. 100), les Staphylocoques
sont cultivés pendant une période de 24 heures sur bouillon & base
d’extrait de foie (bouillon VF), renfermant 2 p. 1000 de glucose. Les
milieux sont soumis a une agitation mécanique permanente pendant
la culture, de maniére a entretenir une bonne aération. Dans: certains
cas, pour. étudier l'influence du milieu de culture, le bouillon était

- remplacé par une solution d’eau peptonée et de glucose (composition

donnée ci-dessus). -

Dans les expériences préliminaires, nous avons suivi l'oxydation
du ribose au moyen d’un appareil de Warburg, en mesurant la con-
sommation d’oxygéne par la suspension bactérienne placée en pré-
sence d’acide ribonucléique ou de ses dérivés (voir [3]). Par la suite,
I'action de la pénicilline sur le catabolisme des nucléotides fut égale-
ment étudiée au moyen d’autres méthodes microanalytiques : phos-

* phore selon Brigas [15] et azote purique selon CRAFT et MacurLa [16].

Certains des substrats utilisés fureént fournis par le commerce
(Hoffmann-La Roche ou Brickman Cie), mais les acides uridylique
et guanylique, aussi bien que l'uridine furent isolés et purifiés dans
notre laboratoire a partir de I'acide ribonucléique [17] [18]. Le. sel
de baryum de I’acide ribose-5-phosphorique fut gracieusement fourni
par le D" WAJZER. '

Puisque c’est I'oxydation du d-ribose qui permet de suivre, grace -
au procédé manométrique, le métabolisme des dérivés de l’acide ribo-
nucléique, il était important d’établir, avant nos recherches sur la
pénicilline, quelles sont les modalités d’utilisation de ce substrat chez
le Staphylocoque.

A. — Activité oxydative de Staphylococcus aureus vis-a-vis du d-ribose
en fonction de l'état de développement des bactéries.

Divers auteurs ont constaté I’incapacité pour les cellules des micro-
organismes de métaboliser activement le d-ribose (Dickens [19], KraM-
piTz [3]). Ils ont attribué cette incapacité au fait que le sucre pénétre
difficilement dans la cellule, surtout lorsqu’elle se trouve a I'état non .
proliférant. D’autres auteurs ont obtenu, au contraire, des oxydations
trés nettes avec des suspensions de microbes lavés (HeNRY et al. [20],
Gros ei al. [21]). Ces divergences entre les affirmations des divers au-
teurs trouvent peut-étre une explication dans le fait suivant: Nous
avons constaté que des Staphylocoques (souche Oxford) prélevés a par-
tir d’'une culture au début de la phase exponentielle de croissance n’oxy-
dent pratiquement pas le d-ribose tandis qu’ils oxydent parfaitement
ce sucre ¢ engagé» dans une combinaison nucléique (par exemple
Pacide guanylique). Au contraire, les germes prélevés aprés plusieurs
divisions exponentielles commencent 4 manifester un pouvoir oxyda-
tif net vis-a-vis du d-ribose libre. Enfin, si I’on recueille les bactéries
dans la phase o1 elles ont achevé de se diviser, 'oxydation du d-ribose
est alors trés notable et s’effectue avec une vitesse appréciable.

En somme, des bactéries d’une espéce donnée, provenant d’une sou-
-che donnée, peuvent, a I'état non proliférant, se comporter différem-
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”

ment vis-a-vis du ribose libre suivant D’état de développement de la

culture bactérienne qui a servi a prépa

rer I’émulsion.

1° Si la culture était, au début de
nentielle, I’émulsion de bactéries no

sa phase de prolifération expo- -

n proliférantes n'oxyde pas le

ribose libre.
2° Si la culture avait déja atteint Ia phase ultime de sa proliféra-

tion, 'émulsion de bactéries non proliférantes oxyde au contraire .
trés bien le ribose libre (voir tableau I et fig. 3). -

3° Tous les stades intermédiaires de croissance ont des pouvoirs
oxydatifs intermédiaires réguliérement échelonnés. :
© Pour interpréter ces faits, on-peut penser i :

1° Une modification de la perméabilité cellulaire au cours de la ?

croissance.

2° L’apparition d’un enzyme adaptatif, lorsque, a4 un stade avancé
de la culture, le ribose commence a étre détaché de I'acide nucléique
aprés P'action des nucléotidases (chez les bactéries au début de la

phase exponentielle, on rencontre trés

peu de produits de lyse des

acides nucléiques tandis que ces produits prédominent chez les bac-

téries ayant terminé leur croissance). Q

uoi qu’il en ‘soit, ces faits nous

Y

ont incités a utiliser, pour réaliser les suspensions de bactéries lavées,
des ‘germes cultivés jusqu’a leur stade de développement maximum
(cultures de 20 a 24 heures en général).

TABLEAU 1.

BILAN D’OXYDATION DU D-RIBOSE PAR Staphylococcus aureus (Oxford)
PRELEVE A LA PERIODE DE CROISSANCE MAXIMUM.

TR e A S T S

Ribose utilisé 10 1 CO
;Ribose 2prés 6 h. & 37 C consominé| dégaps | Mol Orcons. | o
introduit ose selon ALsaum Mol. ribose cons.|” O
el Umprerr (22) aprés 6 h.laprés 6 h. 3
14,0 mg 13,2 mg 20.800 | 19.500 1,06 " |o0,%
A. — Quotient respiratoire de Staphylococcus aureus utilisant le

d-ribose comme substrat.

KRAMPITZ et WERKMAN [3], en utilisant comme substrat I’acide ri-
bonucléique observent que I'oxydation du ribose s’effectue chez Sta-
phylococcus aureus suivant Yéquation :

CsH;g05 + 3 0, —» 3 CO, + CH,;CO,H + 3 H,0 '
avec Q CO,/0, = 1

Les suspensions mises en ceuvre par KRAMPITZ et WERKMAN n’oxy-
daient pas le ribose libre (bactéries lyophilisées). Ces auteurs ont
donc. limité leur étude au cas de I’acide ribonucléique.

Ayant a notre disposition des souches qui oxydent le ribose libre,
sous forme de suspensions non lyophilisées et provenant de cultures
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de 24 heures, nous avons préféré étudier les modalités d’oxydation
du d-ribose lui-méme plutot que d’une de ses combinaisons. Nous
confirmons que Poxydation du ribose s’effectue suivant une réaction
dont le quotient C0,/0, = 1, mais nous trouvons une seule molécule
d’oxygéne consommée par molécule de ribose contre trois molécules
dans I'équation de KRaMPITZ ¢t WERKMAN otl, rappelons-le, le substrat
utilisé était I'acide ribonucléique et non le ribose lui-méme.

RESULTATS EXPERIMENTAUX.

‘A. — Action de la pénicilline sur le métabolisme
de l'acide ribonucléique et de ses dérivés par des suspensions
de Staphylococcus aureus lavé.

I. — Etudes manométriques (souche Oxford) :

Les résultats obtenus par mesures manométriques dans les expé-
riences préliminaires sont donnés dans le Tableau II. Dans ces expé-
riences, I'antibiotique fut introduit en grandes quantités de facon a
déceler chaque étape sensible 4 I’action de la pénicilline. (Dans des
expériences suivantes, des concentrations plus faibles furent utilisées
pour I’étude de ces étapes). Des études manométriques, on tira les
conclusions suivantes : .

1) La pénicilline inhibe de ‘facon trés marquée l'oxydation du ri-
bose de I'acide ribonucléique (fig. 1). :

. 2) Les ‘mononucléotides dont le catabolisme oxydatif est inhibé
par la pénicilline sont : Pacide guanylique (fig. 2) et Iacide uri-
dylique. On ne constate pas d’action de Pantibiotique, méme aux

s
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Fig. 1. : : Fig. 2. .
Fic. 1. — Action de la pénicilline sur Yoxydation de I'acide ribonucléique

par St. aureus (Oxford) a I'état ¢ non proliférant ».
" A, sans pénicilline. :
B, .avec pénicilline.
Fi6. 2. — Action de la pénicilline sur Poxydation de lacide guanylique
par St. aureus non proliférant (voir Tableau ).
A. sans pénicilline.
B, pénicilline.
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fortes concentrations, sur I'oxydation du ribose de I’acide adénylique

" et de I'acide citidylique.

TABLEAU II.

EFFET DE LA PENICILLINE SUR LE METABOLISME DE L’ACIDE RIBONUCLEIQUE
ET DE SES DERIVES CHEZ Staphylococcus aureus (Souche Oxford).

Chaque fiole contient : 1 ml de suspension bactérienne contenant 40 mg
de bactéries (poids sec), 0,8 ml de tampon phosphaté M/15, pH 7,0 ou 0,8 mi
d’une solution de pénicilline dans le méme tampon renfermant 3.600 ng de
pénicilline, 0,2 ml de solution de substrat & la concentration indiquée. Vo-
lume total : 2 ml. La cupule centrale renferme 0,2 ml de potasse a 20 p-
100. Le substrat et la suspension microbienne sont mélangés aprés.équilibre
thermique de 15 minutes. Température 37° C. Durée : 5 heures (*).

Concentrati . ul Og
a e ncentrallon Inhibition
st st || e | W
pénicilline | pénicilline
Acide ribonucléique..... 1,5 265 120 54
Acide adénylique ....... 0,7 215 200 6
Acide guanylique (a),... 0,7 175 65 62
Acide guanylique (b).... 0,7 615 319 52
Acide citidylique....... 0,7 1375 1420 0
Acide uridylique........ 0,5 400 275 31
Adénosine...... cheeienas 0,5 610 610 0
Guanosine.............. 0,5 - 540 351 . 8
Uridine........ccc000en. 0,5 780 800 .0
Citydine. .............. . 0,5 390 351 6
d-ribose........o0u.n. .. 0,7 2075 2080 0
Ribose 5 phosphate..... 0,75 615 640 0

[=7

a) Préparé par nous & partir d’'un mélange de nucléotides.

b) Pur cristallisé.

o
2000
<
“
15001 & °
&
I
1000
soa}
heures
1 [] 1 1

1
1 2 Zl'l ¢ 5 B
Fic. 3. — Oxydation du ribose par Staphylococcus aureus (Oxford)
(resting bacteria). Voir Tableau II.
: 0, sans pénicilline.
A, avec pénicilline. -

(*) Les volumes d’oxygéne consommés par les témoins sont déduits (res-
piration endogéne).

e s
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3) La spécificité dans Iaction de la pénicilline est confirmée par
Pétude de.l'oxydation dy ‘ribose des nucléosides. En effet, Poxydation
du ribose de la guanosine est sensible A Paction de la pénicilline tan-
dis que celle de P'adénosine et de la citydine ne sont pas affectées,
Notons cependant que Poxydation de Luridine- n’est Pas sensible i 1a
Pénicilline tandis que Poxydation de P'acide uridylique Pest un peu.

4) La pénicilline n’a Pas d’effet sur I'oxydation du ribose libre ou
du ribose-5-phosphate (lig. 3). Il est donc vraisemblable que les inhi.-
bitions observées sur Uoxydation du ribose combiné sous forme de
certains mononucléotides on de certains nucléosides résultent d’une
interférence entre lg pénicilline et un processus catabolique déta-
chant le ribose d’avec d’antres constiluants des mononucléolides.

Dailleurs, la liaison osidique qui unit ribose et base semble, de
ce point de vue, présenter une importance plus grande que la liaison

.ester qui unit ribose et acide phiosphorique. En effet 1° la pénicilline

n’agit pas sur les phosphomonoestérases. 2° La pénicilline n’agit pas
sur 'oxydation du ribose-5-phosphate, 3° Ay contraire, la pénicilline
agit sur loxydation du ribose combiné a la guanine sous forme de
nucléoside. ’ ' o

II est vrai que P'action de Ia pénicilline sur le catabolisme de la
liaison osidique ribose-guanine peut retentir secondairement sur toute
la chaine catabolique des nucléotides et en particulier sur la vitesse
de libération des ions phosphoriques & partir des nucléosides. Clest
ce fait qui fut observé le premier dans nos anciens travaux [2]. No-
tons d’ailleurs que ces travaux portaient sur .Clostridium sporogénes,

bactérie chez laquelle le catabolisme des mononucléotides ne libére

TABLEAU III.

INHIBITION DU caTaBOLISME OXYDATIF DE L'ACIDE GUANYLIQUE CHEZ
Staphylococcus aureus (souche Oxford) EN PRESENCE DE CONCEN-

L'acide guanylique utilisé ici est préparé a partir d’un mélange de nu-
cléotides. Les conditions expérimentales sont les mémes que celles décrites
dans le Tableau II, T;nelir moyenne en bactéries par cupule : 40 mg (poids

: 2 ml .

Quanlité de pénicilline en microgrammes Taux d'inhibition en p. 1€0
30 a 50 0
80 16 (*)
240 ' . 29 (*7)
480 _ 28 (*)
2400 & 3600 48 ()
(*) Moyenne arithmétique de deux déterminations.
(**) Moyenne de 5 ‘expériences.
(***) Moyenné de 7 déterminations.

Pas de nucléoside, car Ia scission s’effectue d’abord au niveau de la
liaison osidique avant d’intéresser la liaison ester phosphorique. L’in-
fluence de la pénicilline sur la premiére étape retentissait forcément

B o T
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sur la seconde étape. Chez les Staphylocoques, il existe des phospho-
monoestérases actives qui interviennent pour libérer de I'acide phos-
phorique directement a partir des nucléotides en donnant des nucléo-
sides. La pénicilline est sans action sur ce processus (*).

a) Facleurs influengant linhibition du catabolisme de lacide
guanylique,

1) Concentratidén en pénicilline :

Le tableau suivant permet d’apprécier I'influence de la pénicilline

4 des concentrations diverses sur le catabolisme oxydatif de I'acide
guanylique. On voit (Tableau HI) que pour une quantité de germes

- considérable et sensiblement constante (en moyenne 40 mg de poids

sec) Taction inhibitrice commence & se manifester d’une fagon sire-
ment significative (30 p. 100) a partir d’une concentration équiva-

Jent a 200 U.0. par ml (soit 400 U.O. au total ou 240 microgrammes).
"Cette quantité n’est pas aussi élevée qu’il pourrait apparaitre de prime

abord, vue I'énorme masse bactérienne mise en ceuvre par unité de
volume et la pénétration difficile de Pantibiotique dans les cellules
bactériennes au repos (*°). .

On voit, d’aprés notre tableau, que I'inhibition du catabolisme de
Pacide guanylique augmente d’une fagon A peu prés réguliére en
fonction de la concentration en antibiotique. Des concentrations trés
élevées en pénicilline (2.400 microgrammes) sont nécessaires pour
entrainer un ralentissement profond (48 p. 100) dans le processus ca-
tabolique "étudié. ‘

Les valeurs qui figurent dans le tableau représentent des moyennes
car on observe une certaine variabilité dans les résultats suivant les
- expériences. Celle-ci peut avoir son origine dans un état chimique
et physiologique différent des germes, suivant les manipulations pré- -

liminaires (voir Tableau IV).

Milieu de culture :

Dans une série d’essais, nous avons utilisé des bactéries cultivées
en milieu peptoné glucosé au lieu de bouillon V.F. Les autres condi-
tions de culture et de manipulation demeuraient les mémes (inoculum

, provenant d’une culture développée pendant 18 h.). Chez Staphylo-

coccus aureus développé sur milieu peptoné glucosé, Paction de la
! pep ’

(*) Si I'on étudie la vitessec de libération des ions phosphoriques
partir de nucléotides par une suspension de Staphylocoques non prolifé-
rants -(souche Oxford), on constate effectivement que la pénicilline n’in-
flue pas dans les cas des acides adénylique, citidylique et uridylique [23].
Par contre, elle freine assez notablement la libération des ions phospho-
riques 4 partir de I’acide guanylique. On doit penser que la pénicilline, en
freinant le catabolisme de la guanosine proveque I’accumulation de celle-
ci et que létape antérieure du catabolisme, c’est-h-dire la déphosphoryla-
tion de l'acide guanylique se trouve influencée indirectement.

(**) Knampirz et WERKMAN .aboutissent & des conclusions voisines en ce qui
concerne les doses minima de pénicilline nécessaires pour observer un
taux d’inhibition notable dans le catabolisme oxydatif de I’acide ribonu-
cléique. La quantité de germes mise en ceuvre dans leurs expériences est
trés voisine des quantités utilisées ici.

§ o ettt g
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pénicilline sur Poxydation de Pacide guanylique est ern moyenne
moins marquée que dans lc cas d’une culture préalable sur milieu
V. F. ‘

TABLEAU 1V.

INHIBITION PAR LA PENICILLINE DU CATABOLISME OXYDATIF DE L’ACIDE
GUANYLIQUE (résultats manométriques avec ’appareil de Warburg).

Les conditions expérimentales sont celles définies dans le Tableau II.
Nous précisons seulement les teneurs en bactéries par cupule dans les
diverses expériences, ainsi que les valeurs trouvées pour les quantités d’oxy-
géne consommeées aprés 5 heures. Dans les 16 premiéres expériences, I'acide
guanylique utilisé était préparé par nous 4 partir d’un mélange de nucléo-
tides. Dans les essais 17, .18, 19 et 20, il s’agit d’acide guanylique pur cris-
tallisé¢ (Brickman).

Qnantitéde| pl. 0, aprés | Quantiléde Taux
Ne¢ des expériences microbes | 5heures sans | pénicilline | d'inhibi-
en mg Ppénicilline en ug tion-
43 159 30 et 50 0
2eeunns eesessesonsvans . 40 180 60 et 80 14
. Ceeraans . 41 Co23 60 et 80 18
Beeeiiiiiiiiiiiiias 36 235 240 26
S BT ¥ 135. 240 43
Bueeneriniinrnainannans 38 150 240 31
Zeiinnnninanan ceeeenes 35 250 240 33
. . 40 190 240 28
N . 41 200 2400 51
R .. 34 142 . 240 40
5 eeeae 50 160 240 41
120 ciaieiiniinnnnn.. . 45 : 240 51
N ceanns 44 150 3600 60
14, eeiiiiieiiiiieains. 56 235 3600 . 26°
15, 0iiiinncnne [ 45 230 3600 29
16,0 0ceveiieniecnnns 18 196 3600 35
17 eeieienintaitecnnans 39 690 3600 68
18, iieiiirieiaaann sene 49 600 3600 20
19 (culture de 8 heures) . 35 615 3600 - 52
20 (culture de 6 heures).. 17 492 3600 57 i

Ex. : moyenne des taux d’inhibition calculés aprés 5 h. en milieu
V.F. : 40 p. 100 ; en milieu peptoné : 20 p. 100 pour 1200 pg de
pénicilline.

On verra néanmoins uliérieurement que si l'on étudie action de
la pénicilline sur des bactéries en pleine croissance, et non plus sur
des suspensions mon proliférantes, les modifications du métabolisme
des nucléotides sont 4 peu prés indifférentes au milieu. Ces faits nous
permettent de penser que les bactéries cultivées sur milieu peptoné,
jusqu’au développement maximum de la culture (18 h) ont sans doute
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accumulé des substances génant la pénétration ou Paction biochimi-
que de Iantibiotique, lorsqu’elles sont a I'état de suspensions de ger-
mes non proliférants.

Etat de développement des germes :
. Quelques essais ont été effectués en réalisant des suspensions a par-

- tir de bactéries prélevées en phase exponentielle de croissance (6 h

ou 8 h de culture) et non plus a partir de bactéries ayant atteint leur
maximum de croissance, comme dans tous les essais préalables.
Certains des résultats rapportés dans le Tableau IV (voir essais 19

et 20) permettent de voir que linhibition de Foxydation de Pacide

guanylique par la pénicilline est trés sensiblement de méme grandeur
dans ces conditions, que dans celles décrites précédemment ou les
germes avaient été cultivés pendant 18 heures.

IL. — Etude chimique de Uaction de la pénicilline sur le catabolisme

de lacide guanylique :

D’aprés I'ensemble des expériences effectuées en utilisant la techni-
que manométrique, or peut conclure que I'action inhibitrice de la
pénicilline sur le métabolisme de l'acide ribonucléique chez Staphy-
lococcus aureus (Oxford) porte principalement au niveau des dérivés
de la guanine (acide guanylique et guanosine). .

Pour préciser le mécanisme d’action de la pénicilline, nous avons
vérifié par des analyses chimiques que :

1) La pénicilline inhibe la déphosphorylation de Vacide guanylique
sans affecter notablement celle de Pacide adénylique.

On trouve résumées les conditions expérimentales dans le Tableau
V. Notons que ce fait peut étre comparé avec nos observations anté-
rieures sur Clostridium sporogenes relatives a Pinhibition par la
pénicilline de la déphosphorylation des deux mononucléotides puri-
ques. Dans le cas du Staphylocoque, Finhibition porte seulement sur
la déphosphorylation de Pacide guanylique. Cette différence entre
deux espéces bactériennes sera discutée plus loin.

TABLEAU V.

ACTION DE LA PENICILLINE SUR LA DEPHOSPHORYLATION DES NUCLEOTIDES
PURIQUES PAR Staphylococcus aureus (Souche ‘Oxford) A L’ETAT NoN
PROLIFERANT.

Suspension 1 ml (32,5 mg de bactéries poids sce) ; 1 ml tampon boraté
pH 7,2 ; suybstrat : 1 ml 510 mg) ; pénicilline 1 ml (5000 U.0.). Volume

total : 10 ml. Témoins sans substrat. Agitation 10 heures a 37° C. Dépro-.

téinisation par Pacide trichloracétique a 10 p. 100. Les ions PO, sont pré-
cipités aprés neutralisation des filtrats par la baryte selon Cori (24] et
dosés selon BRiGes [15]. Résultats en microgrammes d’acide phosphorique
libéré des nucléotides. . .

Substrats ' Saus pénicilline | Avec pénicilline
Acide guanylique.... .............. 255 45
Acide adénylique ,...... Ceeerieeiae 360 276
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2) La pénicilline inhibe de fagon marquée I'hydrolyse de la gua-
nosine en guanine et ribose par des suspensions de Staphylococcus
aureus (voir Tableau VI), Ceci est mis en ¢vidence par le dosage de la
guanine libérée par hydrolyse du nucléoside.

TABLEAU VI,

EFFET DE LA PENICILLINE SUR LE METABOLISME DE LA GUANOSINE CHEZ
Staphylococcus aureus. ETUDE DE LA LIBERATION DE LA GUANINE A
PARTIR DU NUCLEOSIDE. (Souche Oxford).

1 ml de suspension bactérienne contenant 50 mg de bactéries (poids sec) ;
10 mg de guanosine ; 1 ml de tampon phosphate M/15, pH 7,2. Volume
total : 5 ml. Pénicilline 1000 pug/ml. Agitation permanente du milieu pen-
dant 12 heures 4 37° C. La guanine libérée est dosée selon CRAFT et Macura
aprés déprotéinisation par I'acide trichloracétique 4 10 p. 100.

|
Guanine libérée l
en microgrammes

|Sans pénicilline. . . . . S s .. 2430
Avec pénicilline , .. ....... 1200

Rappelons que la pénicilline inhibe ¢galement chez Clostridium
sporogenes la libération de guanine a partir de Pacide guanylique
(expériences effectuées avec des suspensions de germes lavés).

L’ensemble de ces analyses chimiques permet donc de confirmer
ce qu'avaient permis d’établir les études manométriques : la péni-
cilline inhibe le catabolisme des combinaisons renfermant de la gua-
nine par des suspensions de Staphylococcus aureus ¢ Iétal non pro-
liférant.

3) Un systéme enzymatique sensible i la pénicilline a pu étre ex-
trait des bactéries. Nous avons en effet obtenu récemment un extrait
bactérien soluble dans Ueau et ayant le pouvoir de catalyser I'oxyda-
tion des nucléotides puriques [21]. Son action enzymatique sur 'acide
guanylique est tolalement inhibée par de trés petites doses de péni-
cilline (telles que 60 microgrammes par ml), tandis que I'action sur
'acide adénylique n’est pas inhibée. (Des travaux sont en cours pour
la purification de cet enzyme). ’

b) Comparaisons entre la souche Oxford el d’autres souches de.

Staphylocoques (N;gp, Njag). .

Pour voir si I'action de la pénicilline sur le métabolisme de I'acide
guanylique constitue un fait de portée geénérale, nous avons utilisé
d’autres souches, en l'occurence, les souches Ny et Ny, dont les
sensibilités a la pénicilline sont voisines de celle de la souche Oxford.

On peut constater (Tableau VII) que le comportement des souches
Oxford et N,y vis-a-vis de la pénicilline est le méme, tandis que chez
Ia souche. N,;,, T'action de la pénicilline sur loxydation de Pacide
guanylique par des suspensions de bactéries non proliférantes est
trés faible. Les expériences furent effectuées par la méthode manomé-
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trique de Warburg (moyenne des taux d’inhibition aprés 5 h : 10
p. 100).

TABLEAU VIL

ACTION DE LA PENICILLINE SUR LE CATABOLISME DE L'ACIDE RIBONU-
CLEIQUE ET DBS NUCLEOTIDES CHEz Slaphylococcus aureus N,g,

ET N;;. ADDITION D’ANTIBIOTIQUE A DES SUSPENSIONS DE MICROBES

LAVES NON PROLIFERANTS..

Les conditions "expérimentales ont été décrites dans Ic Tableau II. Les
deux souches de Staphylocoques furent cultivées sur bouillon de type V.F.
(glucosé a 1 p. 1000). Pénicilline 2.000 U.0./ml. Volume total : 2 ml.

Taux
ul Oy 6 Poids d'inhibition
- A consomm de bactéries p. 100 aprés
Substrals étudiés sans mises en 5 heures

pénicilline euvreen mg | en présence
’ de pénicilline

~ | Acide ribonucléique..... 122 30 55
2 | Mélange des 4 mononu-

= | cléotides a parlies equi-

= | moléculaires...........| - 420 30 34
5 | Acide guanylique....... 118 - 22 48
“ | Acide adénylique....... (517) 22 0
= | Acide ribonucléique..... 231 25 0
~ | Mélange des 4 mononu-

= | cléotides (levure)....... 493 25 4
8 | Acide guanylique....... 235 28 8
< | Acide adénylique....... 208 16 17

On pouvait se demander si, dans le cas de la souche N,j,, I’action

de la pénicilline portait sur un mononucléotide autre que I'acide -

guanylique ou bien seulement sur les polynucléotides. Il n’en est rien.
En effet, on n’observe aucune action significative de I'antibiotique

sur le catabolisme de V’acide ribonucléique ou du mélange des 4 nu-

cléotides lorsque I’on ajoute la pénicilline & des suspensions de ger-

mes non proliférants.

L’insensibilité du catabolisme ribonucléique chez St. aureus N,
constituait un fait troublant car, pour la premiére fois Paction de la
pénicilline sur une bactérie sensible semblait indépendante de son
intervention dans le métabolisme de lacide ribonucléique.

Frappés par ce fait, nous nous sommes demandé si les cellules de
St. aureus N 131 n’étaient pas, @ P'état non proliférant particuliére-
ment imperméables a4 la pénétration de Pantibiotique. Effective-
ment, en reprenant notre étude avec des cellules soumises pendant
leur prolifération a Paction de la pénicilline, nous avons pu mettre
en évidence, une forte action ‘inhibitrice sur le catabolisme
de Pacide guanylique dans des condilions ou respiration et acliviiés
fermentaires ne sont pratiquement pas influencées (voir le détail de
nos expériences page suivante).

PRTSTRR.
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L'action de la pénicilline sur le catabolisme des nucléotides puri-
ques constitue donc bien un fait de portée générale. De plus, les fails
mentionnés juslifient pleinement le point de vue suivant lequel la
pénicilline agit difficilement sur les bactéries a létat de repos,
mais s’avére un poison énergique pour les cellules en voie de division.

Ces faits et ces considérations permettent d’expliquer que certains
auteurs recherchant, a la suite de nos premiers résultats, I'action de

la pénicilline sur le catabolisme de I'acide guanylique par des sus-"

pensions de Staphylococcus aureus non proliférant, n’aient pas pergu
d’action inhibitrice (voir [14]), tandis que d’autres auteurs la confir-
maient. ‘

Ces différences peuvent étre imputées a des dissemblances dans la
perméabilité des bactéries qui constituaient les émulsions étudiées
par les divers auteurs.

B. -~ Mélabolisme des mononucléolides et des nucléosides
chez les germes trailés par la pénicilline
& diverses phases du développement de la culture.

Les recherches ‘avec la pénicilline radioactive [25] ont montré que
la pénétration de P'antibiotique dans la cellule bactérienne est beau-
coup plus intense quand on s’adresse 4 des gernes en pleine division
que lorsque les-bactéries sont a I’état non proliférant. Les modifica-
tions métaboliques dues 2 la pénicilline doivent donc étre plus mar-

-300?'; 600}’
b ©
2 50018 A
: A §
200(§ LS
B Wn; .
300
wr /0 200+
. E',—
B ___ 100} ,,—f"
[m =TT peres, ol hewreg
1T 2 3 & 5 1 2 3 & 5
FiG. 4. N Fi6.- 5.

Fic. 4. — A, oxydation de I'acide adénylique par St. aureus (Oxford).

B, aprés addition de pénicilline (fin de la phase de latence, 2 U.O. par ml),
durée de contact, 1 heure. )

Fic. 5. — A, oxydation de I'acide guanyliqtljxe par St. aureus (Oxford).

B, aprés traitement par la pénicilline (2 U.0. par ml ajoutés a la fin
de la phase de latence), durée de contact : 1 heure. . .

quées lorsque Pantibiotique est ajouté a des bactéries en pleine crois-
sance. Nous avons recherché ce que devenait le catabolisme des nu-
cléotides et des nucléosides chez Staphylococcus aureus Oxford et Nyg;
traité par la pénicilline a4 diverses phases de la- prolifération. Nous
avons opéré, en général, de la maniére suivante : Dans une série de
fioles coniques soumises 4 une agitation permanente on effectue des cul-
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tures de Staphylocoques en milieu V.F, glucosé. Les milicux sont ense-
mencés avec un inoculum correspondant au 1/10° du volume total et

™
z‘; suo—g
ES A 3 B
3001°s 40013
.8 0 D 7’
¥ g [ _frm
. L A d
200} 300 / L7t
4
2001 /1 et
100 8 ,l ’,’
C T o / -
- 1/ -
-7 : 1 f eures Vi . . heure.s'l
1 2 3 4 5 1 T2 3
Fia. 6. ' Fic. 7.
F16. 6. — A, oxydation de la guanosine par St. aureus (Oxford).

B, traité ir la pénicilline (2 U.0. par ml) ; durée de contact : 1 hcure
(fin dc la phase de latence).
Fic. 7. — A, oxydation du glucose par St. aureus « N 131 ».

B, oxydauon de I’acide guanylique.
C et D, mémes processus apreés traitement par la pénlcnllme (10 U.0. par

ml) ; addition en phase exponentxel]c ; durée de contact : 1 heure. .
ey

constitué par une culture bactérienne de 24 heures sur milieu peptoné.
On mesure a-divers instants la densité optique de la culture micro-

hienne.

lburlbasde‘u ] . ~'E~
soo} w0s}E g
SO0F|  mnicittine : %0 -S
Zaop.mi H- c75l®
400 .
heures . / 60
300 '
Sy 45
200 -'g 30
woRFs -7 B2 15
1 1 ] 1
1 2 3 4 5 1 ? 3 4 5
Fic. 8. Fic. 9.

Fi6. 8. — A et B, oxydahon de l'acide guanylique (A) c¢t de la guanosine (B)
par St. aureus (Oxford).

C et D, mémes gxocessus chez les germes traités par la pénicilline (2 U.0.)
au cours de la phase exponentielle de croissance. .
Fi16. 9.— A, respiration de Sf. aureus (Oxford) au sein d’un tampon phosphaté
. B, aplés traltcment par la pémcx]lme (2 U.0. par ml), fin de la phase de
atence

Trente minutes aprés la fin de la phase de latence (phase d’accéléra-
tion de la croissance) ou bien 120 minutes aprés la fin de la phase de
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latence (phase exponentielle), les cultures sont réparties en deux lots.
L’un des lots recoit de la pénicilline (de 3 4 10 U.0./ml, suivant les
souches), tandis que l'autre sert de témoin de croissance normale.
Une heure aprés ’addition de pénicilline, on recueille par centrifu-
gation a basse température, les bactéries de la série témoin et de la
série traitée par la pénicilline. On les lave par de 'eau distillée, a
basse température, puis on les met en suspension dans Ieau distillée.

C-=""2" "7
L S
v |/ A
400 £ /
.4; B
£
300f" | ,
] e
! 0.’
200 | P
I 7
')
100 | //
,’ - heures
[] 1 [
] 2 3

F16..10. — A, oxydation de Pacide guanylique par St. aureus (Oxford).

B, Oxydation du glucose.
C et D, mémes processus aprés traitement par la pénicilline (3 U.O. par

ml), addition en phase exponentielle ; durée de contact : 1 heure.

On améne les deux suspensions microbiennes a la méme densité
optique (leur contenu exact en bactérie sera apprécié ultérieurement
par pesée des microbes aprés dessiccation a 100° C de parties ali-
quotes des suspensions). Les suspensions des deux types sont alors
placées dans les fioles de l'appareil de Warburg en présence des
divers substrats, puis on suit la consommation d’oxygéne a 37° C pen-

dant 5 heures.

RESULTATS.

Les courbes ci-contre révélent que Staphylococcus aureus soumis
A Yaction de doses  bactériostatiques de pénicilline au cours de son
développement voit diminuer ses capacités d’utilisation de diverses
substances nucléiques. . ‘

Que la pénicilline soit ajoutée pendant la phase d’accélération de la

" croissance ou en pleine phase exponentielle, les résultats sont sensi-
blement ‘identiques. : )

Chez les souches « Oxford» et ¢N 131 », la consommation d’oxy-
géne en présence d’acide guanylique, d’acide adénylique ou de gua-
nosine est inférieure de 70 4 90 p. 100 chez les bactéries ainsi traitées
par rapport aux consommations d’oxygéne des bactéries qui se sont
développées normalement en absence de pénicilline (courbes 4, 5, 6,

7 et 8).
Dans les mémes conditions, la respiration endogéne des bactéries,

v g e e e aa
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ou leur consommation d’oxygéne en présence de glucose sont seule-
ment ralenties de 15 a 20 p. 100 {courbes 9 et 10).

Ces faits montrent avec netteté que des perturbations profondes
dans le métabolisme des nucléotides et des nucléosides puriques ac-
compagnent P’action bactériostatique de la pénicilline. Ce ralentisse-
ment considérable dans la dégradation des nucléotides puriques per-
met d’expliquer les observations récentes de MrrcHELL [10] qui
note I'accumulation -de nucléotides puriques par des staphylocoques
soumis 4 Yaction de petites doses de pénicilline voisines de la limite
bactériostatique.

Les études manométriques ne donnant qu’une idée indirecte du
catabolisme des combinaisons puriques, nous avons recherché, au
moyen d’analyses chimiques, si la perturbation causée dans le cata-
bolisme des nucléotides portait sur la déphosphorylation de ces sub-
stances ou sur Phydrolyse de la liaison osidique entre la base et le
sucre..

Activité phosphomonoestérasique de Staphylococcus aureus traité
par la pénicilline au début de la phase exponentielle :

Nous avons limité cette étude au cas de Iacide guanylique qui est le
plus intéressant comme nous venons de le montrer. Le principe de

cette recherche fut d’étudier Pintensité de la déphosphorylation du .

nucléotide par des germes non proliférants. Les émulsions témoins
avaient été préparées avec des germes ayant subi une croissance nor-
male pendant 5 heures. On comparait leur activité avec celle de sus-
pensions de germes qui, aprés une croissance normale pendant 4
heures avaient été laissés en contact pendant une heure avec de la
pénicilline introduite dans le milieu de culture 4 la dose de deux
unités Oxford par ml. Nous avons pu constater que ce traitement
préalable par l’antibiotique entraine seulement un ralentissement de
20 p. 100 de l'activité phosphatasique (Tableau VIII).

TABLEAU VIIL

ACTIVITE PHOSPHATASIQUE DE Staphylococcus aureus SOUMIS PENDANT

SON DEVELOPPEMENT A L’ACTION DE- LA PENICILLINE {3 U. O. PENDANT

1 HEURE).

1 ml de suspension (5 mg/ml) est mis en présence d’acide guanylique
(1 mg/ml). Le nucléotide est neutralisé par la soude normale. Tampon bo-
raté, pH 7,4, M/75. Volume total : 5 ml. Agitation 4 37° C. Durée d’incuba-
tion : 5 heures. Ions PO, doses selon Brigs [15]. Tous les échantillons en
double exemplaire.

Quanlilé d'acide phosphorique
libérée aprés 5 heures en pg -
{témoins déduits)

TémMOIN .. vvireerneneronnseonannnns 355

| Bactéries traitées par la pénicilline. .. ) 295 |

Or nous avons trouvé, par la méthode manométrique, une inhibi-

“tion de 80 p. 100 dans la consommation d’oxygéne dans les mémes

e g v R—
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conditions, ce qui indique l'existence d’une perturbation plus mar-
quée a un niveau différent du catabolisme nucléotidique. Nous devons
- donc conclure que la perturbation essentielle causée par la pénicil-
line doit étre localisée au niveau de I’hydrolyse de la liaison osidi-
que et non A celui de la liaison ester entre l'acide phosphorique et
le ribose. i :

D’ailleurs, la trés forte inhibition du catabolisme oxydatif de la
guanosine que nous avons mise ‘en évidence.dans un essai sur des
bactéries traitées pendant la croissance, justifie pleinement cette
maniére de voir. ’

ETUDES COMPARATIVES SUR UN AUTRE ANTIBIOTIQUE
ET SUR UN ANTISEPTIQUE :

L’influence de la pénicilline a été comparée avec celle d’autres
agents inhibant la croissance de Staphylococcus aureus (Oxford) :
streptomycine, 8-hydroxyquinoléine, Bacitracine (Tableau.IX). '

TABLEAU IX,

EFFET DE LA STREPTOMYCINE, DE LA 8-HYDROXYQUINOLEINE ET DE LA
BACITRACINE SUR LE METABOLISME DES NUCLEOTIDES CHEZ STAPHYLO-
coccus AUREUS (Souche Oxford).

Mémes conditions expérimentales que dans le Tableau II sauf pour les

expériences avec la Bacitracine ol les bactéries provenaient d'une culture
de 10 heures et olt chaque cupule renfermait 25 mg de bactéries (poids. sec).

ul O3 {Microlitres) consommation endogéne déduite)

- Substrats étudiés Streptomycine Oxyquinoléine Bacitracine

sans Qooatxe;/ml sans |M/5000 MI3000 sans zooav:g/mlf

I

Acide guanylique (*) . | 190 250 203 | 100 &0 | —

Acide guanylique (*). | — — —| - — |554% 247
Acide adénylique...., | 325 225 213| 105 78 | — —
Acide citydylique ..., | — — 1498| 318 | 198 | — —
Guanosine.,......... | 540 595 - - —_ |- —

Adénosine,......... .| 610 540 - = | - |-
Mélange équimolécu- 1

‘laire des 4 ribonu-
cléotides............ | — — - - — 1835 286

™ Préparé par nous.
(**) Pur cristallisé.

. On peut voir dans le Tableau IX, que, contrairement i la pénicil-
line, la streptomycine (200 pg/ml) n’influence pas notablement le cata-
bolisme de l'acide guanylique ‘ou de I'acide adénylique dans nos sus-
pensions de Staphylocoques non proliférantes.

La 8-hydroquinoléine a basses concentrations, telles que M/5.000,
manifeste déja un effet inhibiteur notable (30 4 50 p. 100 suivant les
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nucléotides) ; a4 des concentrations plus élevées, telles que M/3.000,
on note une trés forte inhibition du catabolisme de tous les nucléo-
tides étudiés. GALE [26] a montré que la 8-hydroxyquinoléine inhibe,
tout comme la pénicilline, I'assimilation de 'acide glutamique (4 une '
concentration de M/3.000).

D’aprés GALE [26], Iaction inhibitrice de la quinoléine sur ce proces- -
sus reléve d’un mécanisme différent. de celui qui est impliqué dans
Paction de la pénicilline. En effet, Pinhibition peut étre renversée par
I’addition de métaux divalents. En outre, contrairement a la pénicil-
line, elle’ s’exerce méme sur des germes placés a Pétat non proli-
férant. Nous voyons ici que, a Pinverse de la pénicilline, la 8-hy-
droxyquinoléine agit indifféremment sur le catabolisme de 3 mono-
nucléotides, tandis que Pantibiotique n’agissait que sur Facide gua-
nylique, du moins chez la souche Oxford. Ceci démontre de toutes
maniéres que 8:hydroxyquinoléine et pénicilline possédent certains
points d’action communs sur les bactéries.

Il en va de méme pour la bacitracine qui, tout comme la pénicil-

. line, inhibe le catabolisme oxydatif de I'acide guanylique d’une fagon

trés profonde. .

Notons qu'un travail récent de PAINE [27] montre que la Bacitracine
posséde un mécanisme d’action trés voisin de celui de la pénicilline.
Comme la pénicilline, elle inhibe Fassimilation de Vacide glutamique
et de plus, les germes résistant a Paction de la pénicilline sont éga-
lement résistants a son action. - _

En résumé, les. systdmes enzymatiques, qui chez les bactéries a
Gram positif, participent a 'utilisation des ribonucléotides (ou des
nucléosides), semblent trés sensibles a l'action de divers médica-
ments ; leur importance biologique est encore mal connue ; il est pos-
sible qu'une relation existe entre lutilisation de ces dérivés ‘et le
transfert énergétique des aminoacides a travers la membrane. En
effet les drogues qui a faibles doses sont capables d’entraver le méta-
holisme des nucléotides (pénicilline, Bacitracine, hydroxyquinoléine)
suppriment également le pouvoir d’assimilation vis-a-vis de lacide
glutamique [26, 27]. ) .

Il est remarquable que les poisons microbiens qui inhibent le cata-
bolisme nucléotidique et Passimilation de P'acide glutamique ont trés
sensiblement le méme spectre d’activité bactériostatique [26, 27].-°

La toxicité biochimique spécifique des drogues étudiées ne repose
donc pas sur lune ou lautre de ces deux actions (métabolisme

" nucléique et protidique). Les inhibitions de ces processus biologiques

seraient seulement capables d’expliquer pourquoi tel poison micro-

. bien qui les provoque agit sur tel groupe de microorganismes

pour qui ces processus sont fondamentaux.

Recherches sur des souches
"de staphylocoques pénicillino-résistants.

Les considérations antérieures nous ont conduits i entreprendre
I’étude d'une souche pénicillino-résistante de Staphylocoque afin
d’examiner si le catabolisme des nucléotides était affecté par la péni-
cilline comme c’était le cas dans des souches sensibles.
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La souche résistante fut obtenue & partir de la souche Oxford au
moyen de cultures successives en présence de concentrations crois-
santes de pénicilline. De cette facon, on obtient une souche qui a un
trés haut degré de résistance (4 000 U.0./ml). )

Nous avons pu constater, que dans cette souche résistante (en oppo-
sition avec la souche sensible), quand la pénicilline est ajoutée & des
suspensions de bactéries a I’état non proliférant, le métabolisme de
P'acide guanylique et de la guanosine est trés peu influencé par addi-
tion d’antibiotique. Ce fait est en accord avec I’hypothése que I'action
de la pénicilline sur le métabolisme des monoribonucléotides est liée
directement avec son effet antibiotique sur la cellule bactérienne (voir
Tableau X).

TABLEAU X.

EFFET DE LA PENICILLINE SUR LE METABOLISME DE LA GUANOSINE ET DE
ET DE L'ADENOSINE CHEZ UNE SOUCHE DE Staphylococcus aureus
PENICILLINO-RESISTANTE.

Pour les conditions expérimentales, voir Tableau I.

Consommation d’oxygéne en mm2 aprés 5 heures &
37° ¢ par 50 mg de bactéries {poids sec)
Substrats —
sans peéoicilline ("’;lff(): }Eg'n:grnll:f) '
Guanosine............ i 665 ‘ 770
Adénosine............. 625 . 575
Discussion.

Les faits observés dans les travaux antérieurs sur le mode d’action
biochimique de la pénicilline ont orienté les conceptions dans deux
voies distinctes : :

1°° KrampiTz et WERKMAN {3], ainsi que nous-mémes [3], puis

MitcHELL [10] et enfin PARK et JouNsoN [11] avons mis en évidence .

Paction de la pénicilline sur le métabolisme des ribonucléotides.

2° GALE [28], d’autre part, montra que la pénicilline inhibe la cap-'

tation de l’acide glutamique chez les Staphylocoques et tout récem-
ment, FRuToN [29] et HorcHkiss [30] ont observé divers troubles de
la synthése peptidique sous l'influente de l'antibiotique.
En somme, deux grandes séries métaboliques paraissaient s’opposer:
1° le métabolisme ribonucléique ; 2° le métabolisme protéique.

‘Un ensemble de faits nous a conduits depuis longtemps [2] A pen-
ser que Vinhibition de Passimilation des aminoacides était simplement
une conséquence d’une modification d’un processus métabolique plus
fondamental constituant en quelque sorte le point central de l’action
de lantibiotique et nous .avons pensé que ce point central était le mé-
tabolisme des ribonucléotides : bientét d’ailleurs, GALE, aprés diverses

- — o
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constatations faites par lui-méme ou par son collaborateur MITCHELL
{10] s’est rangé au méme avis [7]. ’

Voici divers faits récemment observés par divers auteurs qui vien-
nent étayer le point de vue selon lequel Yaction de Pantibiotique sur
I'anabolisme protidique est seulement une conséquence d’un trouble
plus fondamental.

1° Bacillus sublilis ne requiert pas d’aminoacides préformés pour
sa croissance et peut couvrir ses besoins en azote a partir de sels
ammoniacaux pourvu que des glucides lui soient fournis. Ce germe
gram positif, qui, dans ces conditions n’assimile pas d’aminoacides
libres, est cependant pénicillino-sensible [317 (32]. o

2° Horcukiss [30], en se placant dans des conditions sensiblement
similaires 4 celles de GALE ne trouve pas d’action inhibitrice de la
pénicilline sur Yutilisation de Pacide glutamique. Ce résultat est en
désaccord avec celui de GaLe. 11 est vrai que les deux auteurs n’ont
pas utilisé des souches de Staphylocoques identiques, mais la souche
utilisée par HoTcHKISS est, elle aussi, fortement sensible a Yaction
de la pénicilline. .

En somme, le phénoméne que GALE a observé n’est pas général
pour toutes les bactéries pénicillino-sensibles ; il est particulier &
certaines espéces, voire a certaines souches dans une espéce donnée.

3¢ Il semble enfin, d’aprés les travaux de GALE lui-méme, que la
suppression totale du pouvoir assimilateur des aminoacides par la pé-
nicilline requiert un certain temps de contact entre la pénicilline et
les bactéries {environ 1 h) tandis que < ’hyperaccumulation » de mo-
nonucléotides notée par MITCHELL [10] débute instantanément. On est
donc conduit a penser que la pénicilline agirait en premier lieu sur
certains processus métaboliques (peut-étre générateurs d’énergie) fai-
sant intervenir des ribonucléotides, et qui seraient nécessaires a Yassi-
milation de certains aminoacides et 4 Panabolisme protéique.

Le présent travail, en analysant les modalités d’action de la péni-
cilline sur le métabolisme de Pacide ribonucléique et de ses dérivés
métaboliques, conduit aux conclusions suivantes :

1° La perturbation causée par la pénicilline dans le métabolisme de
Pacide ribonucléique chez Staphylococcus aureus se raméne i un ra-
lentissement profond dans Iutilisation de certains ribonucléotides et

"nucléosides, la dépolymérisation des polynucléotides n’étant pas in-

fiuencée par Vantibiotique (Gros et al. [8], Kotz [9]). Ceci confirme
Phypothése que nous avions émise dés 1947 pour généraliser nos
observations relatives a rinhibition du métabolisme des ribonucléoti-
des puriques chez Closiridium sporogenes.

2° Dans le cas des bactéries proliférantes, les modifications dans
Putilisation des ribonucléotides apparaissent sous Yinfluence de do-
ses de pénicilline extrémement petites (limite inférieure bactériostati-
que). Lorsqu’on étudie le métabolisme de Yacide ribonucléique avec
des bactéries a I'état non proliférant, des concentrations d’antibiotique
beaucoup plus grandes sont requises pour permettre d’observer des

inhibitions notables. Mais on opére alors sur des émulsions contenant
une masse considérable de bactéries par unité de volume et, d’autre

N
URRSTOPNIEN .
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part, la pénétration de I'antibiotique dans les cellules bactériennes au
repos ne doit pas s’effectuer aussi bien que dans les cellules en voie
de division.

3° Lorsque l'on introduit la pénicilline dans des émulsions de bac-
téries non proliférantes, on n’obtient pas des résultats entiérement
superposables & .ceux obtenus lorsque P’antibiotique est mis en con-
tact avec des bactéries en pleine division (phase exponentielle de
croissance). Exemple : dans le 1°" cas, le catabolisme de l’acide adé-
nylique n’est pas inhibé, I'inhibition -porte uniquement sur Yacide

_guanylique et un peu sur l'acide uridylique. Lorsque la pénicilline

est ajoutée, au contraire, & des germes en pleine division, I’inhibition
intéresse en outre le catabolisme de lacide adénylique.
Notons ¢énfin que lorsque I’on utilise la technique des bactéries non

proliférantes, mises en présence de doses élevées d’antibiotique, les .

résultats sont influencés aussi par l'espéce bactérienne ou méme par
la souche au sein d’une méme espéce.

1 exemple : Chez Clostridium sporogenes non proliférant, la pé-
nicilline 1nh1be fortement le catabolisme des quatre ribonucléotides.

2° exemple : Chez Staphylococcus aureus, on observe de profondes
différences entre les souches Nj;; et Nj;, en ce qui concerne l'acide
guanylique.

Ces faits expliquent certames divergences entre les résuliats pu-
bliés par divers auteurs.

En somme, T’action de Ia pénicilline sur le métabolisme des ribonu-
cléotides n’intéresse pas un seul nucléotide particulier, mais peut inté-
resser les quatre ribomononucléotides. Suivant les conditions de Yac-
tion de Pantibiotique, l'inhibition porte plus particuliérement sur
certains, mononucléotides.

4° L’action de la pénicilline sur le métabolisme des mononucléoti-
des ne doit pas étre localisée au niveau de l'utilisation du ribose ou
du ribose phosphate. En effet, 'antibiotique n’affecte pas le métabo-
lisme de ces substances par Staphylococcus aureus. I1 semble au con-
traire que c’est le métabolisme de la liaison osidique (entre la base
et le ribose) qui soit sensible a I’action de la pénicilline. Ceci découle
de nos observations- relatives -4 l'influence de la pénicilline sur le
métabolisme de la guanosine. Le nucléoside s'avére Punité nucléique la
plus simple dont Uutilisation par la bactérie est empéchée par la pé-
nicilline,

L’inhibition de la synthése de l'acide ribonucléique [6] [7] sous

Pinfluence de la pénicilline pourrait donc avoir son point de départ
dans Pincapacité pour la cellule bactérienne de réaliser la synthése
de certains nucléosides essentiels.
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