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Institut de Physique et Institut de Botanique de I'Université de Genéve
Laboratoire de Microscopie Electronique

2. Le role du Microscope Electronique dans I'étude du mode
d’action des Antibiotiques

Par G. H. Werner et E. Kellenberger

Depuis prés de dix ans que la microscopie électronique est appliquée
i "étude des objets biologiques, et spéeialement des microorganismes,
de nombreuses données ont ¢été obtenues a 'aide de cet appareil, con-
cernant la morphologie normale des bactéries. Les travaux de Ruska (1),
de Stuart Mudd et 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 ¢té mis en évidence.

Mais si la structure normale des bactéries présente un intérét consi-
dérable, la maniére dont celles-ci répondent aux diverses actions anti-
microbiennes, d’ordre sérologique ou chimiothérapique, n’est pas moins
importante & connaitre.

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 eflorcés de découvrir comment les anticorps réagissent avece la
cellule bactérienne. Clest ainsi qu’ils ont examiné au microscope élec-
tronique des cellules d’Eberthella typhosa, exposées a'antisérum homo-
logue de lapin (3). La combinaison spécifique avec les anticorps flagel-
laire et somatique se traduit moerphologiquement par la formation de
films d’anticorps sur les surfaces des flagelles et des parois cellulaires.
D’autre part, ces mémes auteurs ont observé au microscope ¢lectronique,
Paugmentation d’¢paisseur de la eapsule des pneumocoques traités par
I'antisérum homologue (4).

La lyse des cellules microbiennes par les bactériophages a été ohservée
au microscope électronique par Luria, Delbruck et Anderson (5) et par
. L. Clark et ses collaborateurs (6). Les particules de virus apparaissent
attachées a la paroi cellulaire tandis que le cytoplasme subit une rapide
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et compléte désintégration. Il ne subsiste plus que des enveloppes cellu-
laires vidées, ot demeurent quelques reliquats cytoplasmiques,

L’action des substances bactéricides a également été envisagée indirecte-
ment, 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 (Ph, Ni, Hg, Ag) dont certains ont une action germi-
cide connue. Aprés une courte exposition des cellules de Vibrio cholerae
& des solutions de ces sels, ils notent un assombrigsement de la mem-
brane, tandis que le cytoplasme est coagulé, contracté, et peut diffuser
hors des cellules.

On congoit que la microscopie électronique puisse apporter aussi des
renseignements précicux dans I"étude du mode d’action de substances
antibactériennes plus complexes, telles que les antibiotiques. Depuis le
développement de ces derniers, plusieurs auteurs ont déja observé, avec
les méthodes microscopiques ordinaires, des modifications morpholo-
giques des bactéries soumises in vitro a 'action antibiotique.

Toutefois, si les modifications brutales, les changements considérables
de dimensions, les pertes d’affinité tinctoriale, peuvent étre déeelés par
la microscopie optique, les actions morphologiques de détail, portant sur
une structure dennée de la cellule, échappent a ce moyen d’observation.
(’est pourquoi '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 probléme doué seulement d’intérét
théorique. Un peut, par ce moyen, évaluer la rapidité d’action dun
antibiotique avee beaucoup plus de précision que ne le permettent les
méthodes ordinaires de numération, de turbidimétrie et de respirométrie.
En effet, pendant les premiéres heures de contact avec un antibiotique,
le microscope électronique peut déja, 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 méme s’est exaltée. D’autre part, en comparant
les actions morphologiques de divers antibiotiques, on peut tenter une
classification de ceux-ci; si I'on songe a I'extréme diversité chimique des
antibiotiques naturels, on congoit U'intérét gu’il peut v avoir a ramener
leur action & certains types fondamentaux.

Quelques recherches ont déja été effectuées dans cette voie. Clest
ainsi que L. J. Weiss (8) a étudié au microscope électronique, I’action
de la pénicilline en particulier sur Clostridium welchii, en observant de
considérables allongements de ce bacille, dont la faculté de division
semble étre entravée. F. H. Johnson (9) a étudié I'action de la tyrothri-
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cine sur Bacillus cereus: il note une contraction du protoplasme a ["in-
térieur de Penveloppe cellulaire, une désintégration de la paroi, ainsi
(que la présence [la't‘fnvvhappff:-\ cellulaires vidées de leur contenu proto-
plasmique. Mitchell et Crowe (10) ont examiné au microscope électro-
nique, la lyvse des streptocoques sous I'action de la tyrocidine.

A titre d"exemple de ce genre de recherches. nous donnerons ici quel-
ques détails sur les essais que nous avons effectués (11) pour tenter de
mettre en évidenee Naction de la streptomyverne sur la cellule bactérienne.
Nous avons choisi comme organizme test Bacillus subtilis. car ce germe
est un de ceux qui présentent la plus grande sensibilité & la streptomy-
cine. En outre. il peut eroitre dans des milieux svnthétiques tres simples
el cela permet de prélever directement dans la culture les échantillons
quon veut examiner au mieroscope ¢lectronique. Par la. on évite le
lavage des germes par centrifugation, lavage nécessaire en cas de cul-
ture dans un milicu complexe mais qui peut achever de détériorer des
structures déja en voie de désorganisation. On préleve done. a différents
stades de la croissance. une goutte de culture qu’on dépose sur le sup-
port e collodion et évapore a 377 au vide. Un lavage a Pean distillée
permel Pélimination des substances présentes dans le milicu, tandis que
les bactéries restent adhérentes au collodion. Les préparations sont en-
suite soumises 4 lombrage a Uor par la méthode de Williams et Wyekoff
(12}, méthode qui permet d'obtenir le relief des corps bacillaires ot
Cappricier leur volume 1'1'"11}1:'{‘::’-‘- ombre quiils projetient,

[étude des cultures-témoins nous a permis de confirmer lTes résultats
obtenus par Mudd et son école (13) sur la morphologie du genre Bacillus.
telle quielle apparait au microscope électronique. Les bacilles présentent
un evtoplasme homogéne et dense. enveloppé par une paroi cellulaire
bien définie. Cette paroi est intimement accolée au cyvtoplasme dans les
cellules des cultures jeunes qui sont gonflées (fig, 1). mais légérement
séparte du exvtoplasme dans les eellules des cultures agées. moins denses
(fig. 2). Nous avons noté de nombreuses figures de division. ot la paroi
cellulaire est continue dun bacille a Pautre. tandis que les evtoplasmes
sont réunis par un mince filament protoplasmique. Ie plasmodesme.

[l ¢tait intéressant. avant d’étudier Iaction antibiotique. denvisager
les processus tl'{mmfr\‘:&ﬁ qui =¢ déroulent dans les cultures an cours du
vicillissement. Nous avons constaté que le evioplasme subit une fonte
progressive. ce qui aboutit a la formation de cellules aplaties. puis la
dissolution evtoplasmique est telle quil ne subsiste plus que des enve-
loppes cellulaires collabées, entiérement vidées de leur contenu. Ces
enveloppes subissent, a leur tour, une désagrégation. La fig. 3 montre
les différents aspects de cette autolyse.
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Fie. 2, Barcillus subtilis: enlture plus dgée: on volit le repli de la nembrane,

Fig. 3. Autolyse de< bacilles, Fonte evtoplasmigque. enveloppes eellulaires vides enovoie
de destenction.,
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Au cours du vieillissement des cultures, des spores peuvent ¢galement
apparaitre. Ce sont des formes de petites dimensions. dont la paroi
n e=t pas discernable du contenu. et dont Ie volume est trés considérable.

e gquatteste leur ombre portée [fig__}‘. 4).

Fig. 1. Culture agée, bacille et spore volumineuse.

Pour étudier laction de la streptomycine, nous avons ajouté aux cul-
tures en phase de croissance active — contenant done une abondante
population microbienne — des quantités de streptomyecine (sous forme
de complexe avee CaCl, ou de sulfate) variant entre 25, 100, 500 ¢t 1000
unités par ml. La concentration bactériostatique capable dempécher
la eroissance microbienne lorsgqu’elle est présente an moment de in-
oculation est de 50 unités par ml, mais, dans nos essais, la densité de
la population bactérienne — nécessaire pour permettre des obzervations
suffisantes  justifiait Femploi de doses plus élevées. Des prélevements
sonl ensuite effectués dans de nombreuses cultures, apres des durées
variables de contact avee Pantibiotique.

Les modilications morphologiques sont extrémement rapides: au bout
de quelques heures de contact on n'observe pratiquement plus de bacilles
daspeet normal. Ces modifications peuvent se résumer comme suit: a)
apparition de bacilles & turgescence trés considérable, dont le evitoplasme
remplit =i étroitement Ff:n\‘t‘lnppf: cellulaire que cette dernicre nest
plis diseernable. Le volume de ces cellules est important. ce qgui =¢
traduit par une ombre portée particulierement grande (fig. 5 et 6). Par
analogie avee les spores, dont le volume est foalement grand. nous les
avons nommdées: «formes SpoTiques i, Tres zouvent. ces formes sporigques
<ont groupdées en chaines.

b) Dans d’autres bacilles. en général 1s0lés. on assizte 4 une contrac-

tion extréme du evtoplasme a Uintérieur de Uenveloppe cellulaire (hg. 7
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ig. 6. Action de la streptomycine, Forme «sporiques et sortie du eytoplasme i un pole.

et 8). Le evtoplasme semble alors étre un minee hlament occupant une
enveloppe cellulaire trop grande pour lui. D’autre part. si on suit le
contour de cette derniére, on constate qu'elle présente souvent des dis-
continuilés.

¢) Enfin, le phénoméne le plus frappant — et ue nous avons constate
avee une fréquence égale aux deux premiers — est la sortie du evtoplasme
hors de U'enveloppe cellulaire quiil laisse vide. Cette sortie peut " effeetuer
de diverses manieres: a un pole (fig, 6): latéralement. le evtoplasme sem-
blant s"écouler hors du sac que constitue Uenveloppe eellulaire (lig. 9).
ou encore. cette derniére peut s‘ouvrir par le milieu et laisser ain«
¢chapper le evtoplasme (fig. 10). Le résultat de ces expulsions est la
présence. dans la préparation. de evtoplasmes enticrement nus. plus
ou moinz déteériorés, parfols enroulés sur eux-mémes et voisinant avee

des parois cellulaires vidées (fig. 11). La transformation des eellules de
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IFig. 8, Conteaction du ey toplasme =ous Uaction de la streptomyeine,

Bacillus subtilis en «stromas» vidés de leur contenu, sous Iaction de la
streptomyceine, a d'ailleurs éLé déja observée, en microscopie optique.
par Levadite et Henry (14).

Il v a des raisons de croire que la contraction du eytoplasme a l'in-
téricur de Uenveloppe cellulaire précéde chronologiquement sa sortie,
Quant aux formes «sporiques s, on pourrait supposer i]lﬁ‘llffs représentent
des bacilles douds de résistance & Uaction antibiotique. Tin réalité. en
présence de doses élesées, et a la suite d'un contact suffisamment long.
la plupart semblent subir. a leur tour. les phénoménes de contraction
et de sortie du evtoplasme. D7autre part. lorsqu’on effectue un repiquage
en milieu neut d’une culture ayvant subi un long contact avee la strepto-
myecine et ne contenant. a coté des formes pratiquement détruaites. que
des bacilles «sporiquesy. la culture nouvelle présente uniquement des
bacillez a aspeet morphologique tout-a-fait normal et aucune de ces

formes sporiques. Soumisz de nouveau a l'action de la streptomveine.
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Fig. 9. Sous Paction de la streptomyeine, le cyvtoplazme ="écoule hors de Penveloppe
cellulaire.

Fiu, 10, Sortie du evtoplasme hors de Denveloppe eellulaire sous Daction de la <strepto-
; viog 12
myvcine.

ces germes ainsicsélectionnés, présentent les mémes modifications 7 vn-
semble que les bacilles des cultures-témoins, jamais traitées auparavant.

Si P'on peut ainsi éliminer Uidée dune résistanee particuliere de cer-
tains germes qui alfecteraient la forme «sporiques 1l est néanmoins
impossible de déterminer ce qui, dans un bacille soumis a Naction de la
streptomyeine, le fait réagiv par 'une ou Uautre modification morphao-

logique. Les formes «sporiques» semblent prédominer dans les baetlles



Fie, L Lo contaet avee la streptomy eine, evioplazmes nu= et plus o nmoins desagrded s,

réuniz en chaines. ¢'est-a-dire ceux qui sont en train de se diviser: ¢’est
prut-tétre la une indication...

(Quoiquil en =oit. les nombrenx elichés que nous avons obtenus, et
dont nous ne pouvons présenter ici (qu’une petite portion. atlestent que
la streptomyeine a sur la cellule de Bacillus subtilis une action morpho-
logique rapide et conzidérable.

A titre de comparaison. nous avons dégalement ¢tudié au microseope
¢lectronique. ¢t sur le méme bacille, Faction d’un antiseptique. I'éthyl-
mercurithiosalicylate de sodium (« Merthiolates Lillv) dilué au 1: 10000,
Apris quelques minutes de contact déja, la cellule bactérienne montre
une désorganization compléte: destruction de la membrane et coagula-
tion du evtoplasme (hg. 12).

Ces faits démontrent action bactéricide de ee composé par opposition
a 'action antibactérienne moins brutale et plus complexe de la strepto-

Itl","lii!l{‘.

Fig. 12, Action du Merthiolates Lilly : désorganisation complite de la cellule bactérienne.
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La Strepromycine et le «Merthiolater nous ont été genéreusement fourniz par la
maison Kli Lilly and Co., Indianapoeliz, a laquelle nous adressons nos vifs remerciements,

Resume

La microscopie électronique a fourni de nombreux renseignements ind-
ditz sur la structare de la cellule bactérienne et sur son organisation.
Llle permet. en outre, Uétude des transformations morphologiques que
sublssent les microorganismes sous action de divers traitements anti-
bactériens: effet des antisérums homologues. des hewt:'-riuphage.—: speeis
fiques et des substances bactéricides. Quelques résultats ont déja éte
obtenus dans cette voie, Ges altérations morphologiques ne sont probable-
ment dailleurs que la signature de perturbations métaboliques dont les
maodalités nous é(‘hulp_pvnl CTICOre,

Laction des substances antibiotiques (péniecilline. tvrocidine. strepto-
mycine) peut également étre étudiée au moven du microscope électro-
nique. A Litre dexemple. les autewrs exposent leurs recherches sur Peflet
de la streptomyeine sur la eellule de Bacillus subtilis. La morphologie
normale du bacille est déerite. En présence de concentrations diverses
de streptomyeine. les cellules bacillaires subissent des altérations rapides
et considérables: 17 turgescence du eytoplasme qui sTapplique étroite-
ment contre la paroi; 27 contraction extréme du eytoplasme a Uintérieur
de Penveloppe cellulaive: 37 sortie du eytoplasme hors de Uenveloppe,
cette derniérerestant vide et souventdiscontinue, Les formes turgeseentes
(«sporiques ) nezont pas des formes résistantes et peuvent subir, aprés un
certain temps de contact. les autres altérations déerites (contraction et
sortie du evtoplasme).

Cet effet de la streptomyceine est comparé avee la destruction, plus
brutale et moins spécilique, du bacille par un antiseptique («Merthiolates
Lill¥).

Zusammenfassung

Die Flektronen-Mikroskopie hat zahlreiche neue Kenntnisse von der
Bakterienzelle und ithrer Anordnung gebracht. Aullerdem erlaubt diese
Methode, die strukturellen Veranderungen der Mikroorganismen unter
dem Einflul} verschicdener Bebandlungen zu studieren: Wirkung der
homologen Antizeren. der spezihizchen Bakteriophagen und der bakteri-
ziden Stoffe. Bereits sind in diezer Richtung einige Ergebnizse erzielt
worden. Diese morphologischen Verinderungen sind wahrescheinlich nur
das fiullere Zeichen metabolischer Storungen, deren Prozesse noch unbe-
kannt sind.

Die Wirkung der Antibiotika (Penieillin. Tyrocidin. Streptomyein)
kann mit dem Elektronen-Mikroskop ebenfalls beobachtet werden. Als



Beispiel erwihnen die Verfasser ithre Nachforschungen iiber die \Virkung
des Streptomyeins auf die Zelle von Bacillus subtilis. Zuerst wird die
normale Struktur des Bacillus besehrieben. Beir Vorhandensein verschie-
dener Konzentrationen von Streptomyein erleiden die Zellen des Ba-
cillus rasche und bedeutende Verdnderungen: |. Turgeszenz des Cyto-
plasmas, das eng an die dullere Zellwand gedriickt ist; 2. starke Zu-
sammenziehung des Cytoplasmas innerhalb der Zellhaut: 3. Ausbruch
des Cytoplasmas aus dieser Zellhaut, die leer bleibt und oft Zersticke-
lungen aufweist. Die turgeszenten («sporischens) Formen sind keine
widerstandsfihigen Organismen undkénnen nach einer gewissen Kontakt-
zcit die anderen, beschriebenen Verlinderungen (Kontraktion und Aus-
treten des Cytoplasmas) erleiden.

Diese Wirkung des Streptomycins wird von den Verfassern mit der
brutaleren und weniger spezifischen Zerstorung des Bacillus dureh cinen
antiseptischen Stofl’ (« Merthiolat» Lilly) verglichen.

Riassunto

Il microscopio elettronico ha dato delle numerosi informazioni inedite
sulla struttura della cellula bacterica e sulla sua organizzazione. Inoltre,
esso permette lo studio delle trasformazioni morfologiche alle quali sono
sottoposti 1 micro-organismi sotto 'azione dei diversi trattamenti anti-
bacteriei: effetto dei sieri omologhi, dei bacteriofaghi specifici ¢ delle
sostanze bactericide. Aleuni risultati sono gia stati ottenuti in questo
-ampo. D’altra parte queste alterazioni morfologiche non sono probabil-
mente che la conseguenza di perturbazioni metaboliche, delle quali le
modalitd e1 sono ancora sconosciute,

[azione delle sostanze antibiotiche (penicillina, tirocidina, strepto-
micina) pud essere anche studiata mediante il microscopio elettronico.
Gli AA. danno come esempio le loro ricerche sull’etfetto della strepto-
micina zulla cellula di Bacillus subtiliz, La morfologia normale del
bacillo ¢ descritta. Di fronte a concentrazioni diverse di streptomicina,
le cellule bacillari subizcono delle alterazioni rapide e notevoli: L. tur-
genza del citoplasma, il quale si applica strettamente alla parete, 2. con-
trazione estrema del citoplasma all’interno della membrana cellulare,
3. tuoruseita del citoplasma dall’involucro cellulare, quest’ultimo rima-
nendo vuoto e spesso discontinuo. Le forme turgenti («sporiche») non
sono forme resistenti e possono subire, dopo esscre rimaste per un tempo
in contatto, le altre alterazioni descritte (contrazione, fuoruscita del cito-
plasmal.

Quest’effetto dellastreptomicina & paragonato colla distruzione, pin bru-
tale e meno specifica. del bacillo da un antiseptico («Merthiolate s Lilly).



Summary

Electron microscopy has provided bacteriologists with many new
informations concerning the morphology of the bacterial cell and its
organization. Besides, this technique allows the observation of struc-
tural modifications of the microorganisms submitted to various treat-
ments: action of homologous antisera, of specific bacteriophages, of
germicids. Some results have been obtained in this field. Likely, the
structural injuries observed are the traduction of unknown metabolic
dizsturbances.

The action of antibioties (penicillin, tyrodicin, streptomyein) may
also be observed with the aid of the electron microscope. For instance,
the authors present Ltheir researches related to the effect of streptomyein
on the cell of Bacillus subtilis. The normal morphology of this bacillus
iz deseribed. In contact with various concentrations of streptomyein,
the cells undergo swift and marked alterations: 17 appearance of cells
of highly turgescent character, the cytoplasm of which is intimately
applied against the cell wall; 2° extreme shrinkage of the eytoplasm in-
side the cellular envelope: 37 extrusion of the eytoplasm from the cellular
envelope, which remains empty and presents often interruptions. The
turgeseent (esporicals) form 1s not a resistant one and may, in the long
run, undergo the other deseribed injuries (shrinkage and extrusion of
cytoplasm).

This effect of streptomyein is compared by the writers wilth the more
brutal and less specific destruction of the bacillus caused by a germicid
(« Merthiolate» Lilly).
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