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2. Le rôle du Microscope Electronique dans l'étude du mode
d'action des Antibiotiques

Par G. H. Werner et E. Kellenberger

Depuis près de dix ans que la microscopie électronique est appliquée
à l'étude des objets biologiques, et spécialement des microorganismes,
de nombreuses données ont été obtenues à l'aide de cet appareil,
concernant la morphologie normale des bactéries. Les travaux de Ruska (1),
de Stuart Muddel son école (2), en particulier, ont permis de se faire une
idée de plus en plus précise des structures fondamentales de la cellule
microbienne. L'existence d'une paroi cellulaire définie, d'une membrane

cytoplasmique, le mode d'attache des flagelles, ainsi que la présence de

structures internes de nature nucléaire, ont été mis en évidence.
Mais si la structure normale des bactéries présente un intérêt

considérable, la manière dont celles-ci répondent aux diverses actions
antimicrobiennes, d'ordre sérologique ou chimiothérapique, n'est pas moins

importante à connaître.
Un premier pas, dans ce; domaine, a été accompli par les recherches

de Mudd et de ses collaborateurs, recherches dans lesquelles ces auteurs
se sont efforcés de découvrir comment les anticorps réagissent avec la
cellule bacte':ricnne-. C'est ainsi epj'ils ont examiné au microscope
électronique des cellules d'Eberthella typhosa, exposées à l'antisérum homologue

de lapin (3). La combinaison spécifique avec les anticorps flagellale

et somatique se traduit morphologiquement par la formation de

films d'anticorps sur les surfaces des flagelles et des parois cellulaires.
D'autre part, ces mêmes auteurs ont observé au microscope électronique,
l'augmentation d'épaisseur de la capsule des pneumocoques traités par
l'antisérum homologue (4).

La lyse des cellules microbiennes par les bacteriophages a été observée

au microscope électronique par Luria. Delbrück et Anderson (5) et par
G. L. Clark et ses collaborateurs (6). Les particules de virus apparaissent
attachées à la paroi cellulaire tandis que le cytoplasme subit une rapide
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et complète désintégration. Il ne subsiste plus que des enveloppes
cellulaires vidées, où demeurent quelques reliquats cytoplasmiques.

L'action des substances bactéricides a également été envisagée indirectement,

par cette méthode, dans les essais de «coloration sélective» de

Mudd et Anderson (7). Ces auteurs ont employé en particulier des sels

de métaux lourds (Pb, Ni, Hg, Ag) dont certains ont une action germicide

connue. Après une courte exposition des cellules de Vibrio cholerae
à des solutions de ces sels, ils notent un assombrissement de la
membrane, tandis que le cytoplasme est coagulé, contracté, et peut diffuser
hors des cellules.

On conçoit que la microscopie électronique puisse apporter aussi des

renseignements précieux dans l'étude du mode d'action de substances
antibactériennes plus complexes, telles que les antibiotiques. Depuis le

développement de ces derniers, plusieurs auteurs ont déjà observé, avec
les méthodes microscopiques ordinaires, des modifications morphologiques

des bactéries soumises in vitro à l'action antibiotique.
Toutefois, si les modifications brutales, les changements considérables

de dimensions, les pertes d'affinité tinctoriale, peuvent être décelés par
la microscopie optique, les actions morphologiques de détail, portant sur
une structure donnée de la cellule, échappent à ce moyen d'observation.
C'est pourquoi l'emploi du microscope électronique peut apporter ici
des données nouvelles. L'action d'un antibiotique sur la morphologie
bactérienne n'est d'ailleurs pas un problème doué seulement d'intérêt
théorique. On peut, par ce moyen, évaluer la rapidité d'action d'un
antibiotique avec beaucoup plus de précision que ne le permettent les
méthodes ordinaires de numération, de turbidimétrie et de respirométrie.
En effet, pendant les premières heures de contact avec un antibiotique,
le microscope électronique peut déjà, comme nous le verrons, révéler
une attaque de la cellule, alors que le repiquage des germes n'atteste

pas encore une nette diminution de la population microbienne, que la
densité optique de la culture demeure inchangée et que la respiration
est restée constante ou même s'est exaltée. D'autre part, en comparant
les actions morphologiques de divers antibiotiques, on peut tenter une
classification de ceux-ci; si l'on songe à l'extrême diversité chimique des

antibiotiques naturels, on conçoit l'intérêt qu'il peut y avoir à ramener
leur action à certains types fondamentaux.

Quelques recherches ont déjà été effectuées dans cette voie. C'est

ainsi que L. J. Weiss (8) a étudié au microscope électronique, l'action
de la pénicilline en particulier sur Clostridium welchii, en observant de

considérables allongements de ce bacille, dont la faculté de division
semble être entravée. F. H. Johnson (9) a étudié l'action de la tyrothri-
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cine- sur Bacillus ce-reiis: il nette une contraction du protoplasme à

l'intérieur de- l'enveloppe cellulaire, une désintégration de la paroi, ainsi

que la présence d'enveloppes cellulaires vidées de leur contenu proto-
plasmique. Mitchell et Crotce (10) ont. examiné au microscope électronique,

la lvse- eles streptocoques sous 1 action île la tyrocidine.
¦\ titre- d'exemple de ce- genre de recherches, nous donneron- ici quelque-

détails sur les essais que nous avons effectués (11) pour tenter de

mettre en évidence l'action de la streptomycine sur la cellule bactérienne-.

Nous avons choisi comme organisme test Bacillus subtïlis. car ce germe
est un de ceux qui présentent la plus grande sensibilité à la streptomycine.

En outre, il peut croître dans de-s milieux synthétiques très simple.-
et cela permet de prélever directement dans la culture les échantillons

qu on veut examiner au microscope électronique. Par là. on évite le

lavage des germes par centrifugation, lavage nécessaire en cas eie-

culture dans un milieu complexe mais qui peut achever de détériorer eie--

-1 rue-1 un-- eléjà i n voie île désorganisation. On prélève done-, à différents
stades de la croissance, une goutte de culture qu'on dépose sur le support

de collodion et évapore à 37 au vide. Un lavage- à l'eau distillée
perinei l'élimination de-s substances pressentes dans le milieu, tandis que
les bactéries restent adhérentes au collodion. Le-s préparations sont
ensuite' semtiiise-s à l'ombrage à l'or parla méthode de Williams e-t Wyckoff
(12), méthode qui permet d'obtenir le relief des corps bacillaire- et

d apprécier leur volume d après 1 ombre qu'ils projettent.
L'étude ele-s cultures-témoins nous a permis île- confirmer les résultats

obtenus par Mutili et sein école (13) sur la morphologie élu genre Bacillus.
telle- epi elle apparaît au microscope électronique. Le- bacilles présentent
uu cytoplasme homogène et dense, enveloppé par une paroi cellulaire
bien définie, (tette paroi e-st intimement accolée au cytoplasme dans les

cellules de- cultures jeunes qui sont gonflées (fig. 1). mai« légèrement
-éparée du cv toplasmc dans les cellules des cultures âgée-, moins denses

(lig. 2). Non- avons noté de nombreuses figure,- de division, où la paroi
cellulaire est continue d un bacille à lautre-, tandis que les cytoplasmes
sont réuni- par un mince filament protoplasmique. le plasmoilesme.

Il était intéressant, avant d'étudier l'action antibiotique-, d'envisager
les processus d autolvse qui -e déroulent dan- le- cultures au cour- élu

vieillissement. Non- avons constaté que le- cytoplasme subit une fonte

progressive, e-e- epii aboutit à la formation de cellule- aplaties, puis la

dissolution cytoplasmique est telle qu'il ne- subsiste- plus que ele-s

enveloppes cellulaires collabées, entièrement vidées eie- leur contenu, (tes

enveloppes subissent, à leur tour, une désagrégation. La fig. 3 montre
le-s différents aspects de cette autolvse.
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\u cours du vieillissement des cultures, des spores peuvent également
apparaître-. Ce sont des formes de petites dimensions, dont la paroi
n'est pas discernable- du contenu, e-t dont le- volume est très considérable,
ce qu'atteste leur ombre portée (fig. 4).

M

m

Vig. 1. Culture âgée, bacille el spore volumineuse.

Pour étudier l'action de la streptomycine, nous avons ajouté aux
cultures e-n phase? eie? croissance active — contenant demi? une abondante
population microbienne — des quantités de streptomycine (sous forme
eie- complexe avec CaO., ou de sulfate) variant entre 25, 100, 500 et 1000

unités par ml. La concentration bactériostatique capable d'empêcher
la croissance microbienne lorsqu'elle est présente au moment de

l'inoculation est de 50 unités par ml, mais, dans nos essais, la densité de-

la population bactérienne? — nécessaire pour permettre des observations
suffisantes justifiait l'emploi de doses plus élevées. Des prélèvements
sont ensuite effectués dans de nombreuses cultures, après des durées

variables de contact avec l'antibiotique.
Les modifications morphologiques sont extrêmement rapides: au bout

de- quelques heures eie- contact ein n'observe pratiquement plus île bacilles
d'aspect normal. Ces modifications peuvent se résumer comme suit: a)

apparition de bacilles à turgescence; très considérable, dont le cytoplasme
remplit si étroitement l'enveloppe cellulaire? que cette dernière n'est
plus discernable. Le volume de ces cellules est important, ce qui se

traduit par une ombre portée particulièrement grande (fig. 5 et 6). Par
analogie avec les spores, elont le volume est également granii, nous les

avons nommées: «formes sporiques». Très souvent, ces formes sporiques
sont groupées en chaînes.

b) Dans il autres bacilles, en général isolés, on assiste à une contraction

extrême du cytoplasme à l'intérieur de l'enveloppe cellulaire (fig. T
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et. 8). Le cytoplasme semble alors être un mince filament occupant une

enveloppe cellulaire trop grande pour lui. D'autre part, si on suit, le

contour de cette dernière, on constate qu'elle présente souvent ele-s

discontinuités.

e) Enfin, le phénomène le plus frappant — et que nous avons constaté
avec une fréquence égale aux deux premiers - est la sortie du cytoplasme
hors de l'enveloppe cellulaire- qu'il laisse ville. Cette sortie peut s'effectuer
de diverses manières: à un pôle (fig. 6): latéralement, le cytoplasme
semblant s écouler hors du sac que constitue l'enveloppe cellulaire (lig. '')-
ou encore, cette dernière peut s'ouvrir par le milieu et laisser ainsi
échapper le cytoplasme (fig. 10). Le résultat de ces expulsions est la

présence, dans la préparation, de cytoplasmes entièrement nus. pinoli

moins détériorés, parfois enroulés sur eux-mêmes et voisinant avec
des parois cellulaires vidées (fig. 11). La transformation des cellules de
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Bacillus sublilis en «stromas» vidés de leur contenu, sous l'action delà
streptomycine, a d'ailleurs été déjà observée, en microscopie optique.
par Levudili et Henry (14).

Il y a ele-s raisons de croire que la contraction élu cytoplasme à

l'intérieur de l'enveloppe cellulaire précède chronologiquement sa sortie.
Quant aux formes «sporiques», on pourrait supposer qu'elles représentent
des bacille- doués eie ré-i-tanee à l'action antibiotique. En réalité, en

présence de do-e- élevées, et à la suite d'un contact suffisamment long.
la plupart semblent subir, à leur tour, le« phénomène- de contraction
et de sortie du ev topla-me. D'autre part, lorsqu'on effectue un repiquage
en milieu neuf dune culture avant subi un long eontaet avec la streptomycine

et ne contenant, à côté de- forme,- pratiquement détruites, que
des bacilli-- «sporiques», la culture nouvelle présente uniquement des

balille- à aspect morphologique tout-à-fait normal et aucune eie ces
formes sporiques. Soumis de nouveau à l'action de la streptomycine.
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ce-- germe-ain-i -éle-etiouné- présentent les mêmes modifie ation- il
ensemble que le- bacilles des cultures-témoin-, jamais traitée- auparavant.

Si l'on peut ainsi éliminer l'idée d'une- résistance particulière eh- ee-r-

tain- germe- qui affecteraient la forme- sporique il e-t néanmoins

itnpossible de- déterminer ce epii. elan- un bacille soumis à I action de- la

streptomycine, le fait réagir par l'une- ou l'autre modification morphologique.

Les formes -sporiques semblent prédominer dans le- bacilles
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ie uni- en e Inline-, e est-à-dire ceux ejui semt en train de se diviser: e- e--t

peut-être- là une- indication...
Quoiqu'il en -oit. les nombreux clichés que nous avons obtenus, e-t

dont nous m- pouvons présenter iei epi une- petite portion, attestent que
la streptomycine a sur la cellule de Bacillus subtîlîs une action morphologique

rapide cl considérable.
\ titre de comparaison, non- avons également étudié au microscope

électronique, e-t sur le même balille-, l'action d'un antiseptique, lY-thyl-
me-rcurithiosaliev late de sodium (« Vlerthiolate • I ill>) dilué au 1: 10 000.

\près quelque- minutes de contait déjà, la cellule bactérienne montre
une désorganisation complète: eli--truction de- la membrane e-t coagulation

du evteipla-me (fig. 12).
(le-s fait- démontrent l'action bactéricide de ce- composé par opposition

à l'action antihac léricnne moins brutale et plus complexe de la -trepto-
m\ cine-.

f~

lis. 12. \ction élu Meri limiate .Lilly: llr-iirfnilli-mtioll completi' di- la cellule liai tiniimr.
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lai S tre-pi um wine? e-t le "Merthiolateii non- uni i-te"? ge'-iicre-u-ciiie-nt fourni- par la
maison l-.li lalK anel Ce>., Il iella napoli-, à laquelle nun- ailre--eiii- no- \ ils remere ie-incili-.

Résumé

T-a microscopie électronique a fourni ile? nombreux renseigneme-nls
inédits sur la structure eie- la cellule bactérienne et sur son organisation.
Falle permet, en outre, l'étude des transformations morphologiques epic
subisse-iit les mieroeirgani-mes sous 1 action de diver- traitements
antibactériens: effet de- antiserums homologues, eles bacteriophages
spécifiques et de,- substances bactéricides. Que-lemes résultats ont déjà été
obtenus elans cette- veiie-. Ce-s altérations morphologiques ne sont probablement

el ailleurs que la signature île- perturbations métaboliques dont les

modalités nous échappent encore.
L'action des substances antibiotique- (pénicilline-, tyrocidine, streptomycine)

peut également être étudiée au moyen du microscope électro

nique. \ litre d'exemple, les auteurs exposent leurs recherches sur reifet
de la streptomycine- sur la cellule île- Bacillus sublilis. La morphologie
normale du bacille e--t décrite. En présence- de concentrations diverses
de streptomycine, le- cellules bacillaire- subissent de- altération- rapides
et considérables: I turgescence du cytoplasme qui -'applique étroitement

contre la paroi; 2 contraction extrême du e-v teipla-me àl intérieur
de l'enveloppe cellulaire: 3 sortie- élu cytoplasme hors de- l'enveleippe-.
cette- dernière restant viele-e-t souvent discontinue. Les formes turgescentes
(eesporiques«) ne-sont pas des formes résistantes ct peuvent subir, aprè- un
certain temp* de contact, le- autre- altération« décrite- (contraction et

-ortie du cytoplasme).
Cet effet, de- la streptomycine est comparé avec la destruction, plus

brutale et moins spécifique, élu bacille- par un antiseptique («Merthiolate >

Lilly).
Zusammenfassung

Die Elektronen-Mikroskopie hat zahlreiche neue Kenntnisse von der
Baklcrien/elle und ihrer Anordnung gebracht. Außerdem erlaubt diese-

Methode, elie- strukturellen Veränderungen der Mikroorganismen unter
dem Einfluß verschiedener Behanellungi-n zu studieren: Wirkung der
homologen \ntiseren, der spezifischen Bakteriophagen und eler bakteriziden

Stoffe-. Bereit- sind in elie«er Kie-htung einige Ergebnisse erzielt
worden. Diese morpholoiji-chen Veränderungen sind wahrscheinlich nur
das äußere Zeiehe-n metabolischer Störungen, deren Prozesse noch
unbekannt sind.

Die- Wirkung de-r Antibiotika (Penicillin. Tvroiielin. Streptomycin)
kann mit dem Elektronen-Mikroskop ebenfalls beobachtet werden. Vis
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Beispiel erwähnen die Verfasser ihre Nachforschungen über die Wirkung
des Streptomycin- auf die Zelle- vein Bacillus subtilis. Zuer-t wird die
normale Struktur de- Bacillus beschrieben. Bei Vorhandensein verschiedener

Konzentral ionen von Stre-ptomycin erleiden die Zellen eles

Bacillus rasche unel bedeutende Veränderungen: l. Turge-sze-nz des Cyto-
plasmas, das eng an die äußere- Zellvvanel gedrückt ist; 2. starke
Zusammenziehung des Cytoplasma- innerhalb eler Zellhaut: 3. Ausbruch
des Cytoplasma- aus dieser Zellhaut, die leer bleibt und oft Zer-tüeke-
lungen aufweist. Die turgeszenten («sporischen») Formen sind keine

widerstandsfähigem Organismen unel könnennach e-iner ge-wisse-n Kontakt-
zeit die anderen, beschriebenen Veränderungen (Kontraktion und
Austreten des Cytoplasmas) erleiden.

Diese Wirkung de- Streptomvcin- wird von eleu ^ erfassen! mit der
brutaleren und weniger spezifischen Zerstörung de- Bacillus durch einen

antisoptischen Stoff («Merthiolat» Lilly) verglicbe-n.

Riassunto

Il microsceipiei elettronico ha dato delle numero-i informazioni inedite
sulla struttura della cellula bacterica e sulla sua organizzazione. Inoltre,
esso permette lo -Indio delle trasformazioni morfologiche alle quali sono

sottoposti i micro-organismi sottei l'azione dei diversi trattamenti anti-
bacterici: effetto dei sieri omologhi, dei baete-rieifaghi specifici e delle

sostanze bactericide. Alcuni risultati sono già stati ottenuti in questo

campo. D'altra parte queste alterazioni morfologiche non sono probabilmente

che la conseguenza eli perturbazioni metaboliche, delle- quali le

modalità ci sono aneeira seono-i-iute.
L'azione delle sostanze antibiotiche (penicillina, tirocidina, streptomicina)

può essere anche studiala mediante il microscopio elettronico.
Gli AA. danno comi- esempio le loro ricerche sull effetto della streptomicina

sulla cellula di Bacilli!- subtilis. La morfologia normale elei

bacillo è descritta. Di fronte a i?eineentrazioni diverse di streptomicina,
le- cellule bacillari subiscono delle- aite-razioni rapide e notevoli: l. tur-
ge?nza del citoplasma, il quale si applica strettamente alla parete, 2.

contrazione estrema del citoplasma all'interno della membrana cellulare,
3. fuoruscita del citoplasma dall'involucro cellulare, quest'ultimo rima-
ne-ndo vuoto e- -jie-so discontinuo. Le forme- turgenti (esporiche») non

-ono forme resistenti e possono -ubire. dopo essere rimaste per un tempo
in contatto, le altre alterazioni descritte (contrazione, fuoruscita ele-l

citoplasma).

Quest'effetto della streptomicina è paragonato colla distruzione, più brutale

e meno specifica, del bacillo eia un antiseptico ('Merthiolate Lilly
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Summary
Electron microscopy has provided bacteriologist- with many new

informal ions concerning the morphology of the bacterial cell and its
organization. Besides, this technique allows the observation of structural

modifications of the microorganisms submitted te> various
treatments: action of homologous antisera, of spécifie- bacteriophages, of
germiciels. Some results have been obtained in this field. Likely, the
structural injuries observed are the- traduction of unknown metabolic
disturbances.

The action of antibiotics (penicillin, tyrodiein. streptomycin) may
also be- observed with the aid of the- electron microscope. For instance,
the authors present their researches related to the effect of streptomycin
on the cell of Bacillus -ubtilis. The normal morphologj of this bacillus
is described. In contait with various concentrations of streptomycin,
the cell- undergo swilt and marked alterations: 1° appearance of cells

of highly turgescent character, the cytoplasm of which is intimately
applied against, the ee-ll wall; 2 extreme shrinkage of the cytoplasm
inside the- e-e-llular envelope; .3 extrusion of the cytoplasm from the cellular
envelope, which remain- empty and presents often interruptions. The

turgescent («sporical») torm is not a resistant one and may, in the hing
run, undergo the other described injuries (shrinkage and extrusion of
cytoplasm).

This effect of streptomycin is compared by the writers with the more-

brutal and less spécifie- destruction of the bacillus caused by a germicid
(«Merthiolate» Lilly).
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