
226 BIOCHIMICA ET BIOPHYSICA ACTA VOL. 2 (1948) 

A C T I O N  D E  LA P I ~ N I C I L L I N E  S U R  L ' A C T I V I T ~  P R O T ~ O L Y T I Q U E  

D E S  B A C T I ~ R I E S  A C I D O - P R O T ~ O L Y T I Q U E S  

par  

L U I G I  G O R I N I  t:T A N N A M A R I A  T O R R I A N I  

Istituto Scientifico di Chimica e Biochimica "Giuliana Ronzoni", Milano (Italy) 

On salt que les Lactococci acidoprot~olytiques Gorini sont caract6ris~s par leur 
aptitude ~ hydrolyser la cas6ine en milieu acide 1, 2. Un travail pr6c6dent ~ a montr6 qu'il 
6tait int&essant d ' f tudier  l 'action de la p6nicilline non pas sur la croissance m~me de 
ces microorganismes, mais sur leur activit6 prot6olytique: quand on les cultive sur 
bouillon g61os6 additionn6 de lait en pr6sence de p6nicilline (sel de sodium de la p6ni- 
cilline G), on constate la formation de halos doubles qui permettent  pr6cis6ment de 
suivre l 'action de la p6nicilline sur la prot6olyse des microorganismes en question. En 
l'absence de prot6olyse, en effet, le milieu reste opaque; lorsque la prot6olyse s'exerce, il 
devient au contraire plus ou moins transparent, du fait de la solubilisation de la cas6ine. 
Lorsqu'on 6tudie ~ ce point de vue diverses bact&ies acidoprot6olytiques, on observe 
des halos doubles net tement distincts: l 'un opaque, environnant imm6diatement le point 
oh a ~t6 d6pos~e la solution de p6nicilline, et l 'autre, transparent, concentrique au 
premier. Le diam~tre de ce dernier est d 'autant  plus grand que la souche bact~rienne 
utilis6e est plus sensible ~ la p6nicilline. L'explication de ces doubles halos est 6videm- 
ment la suivante: les halos opaques correspondent k une absence totale d'activit6 
biologique, due k l 'action inhibitrice brutale de la p6nicilline sur les microorganismes, 
alors que les halos transparents ext&ieurs sont l'indice d'une exaltation de la prot6olyse. 
I1 apparait  ainsi que la p6nicilline, ~ certaines concentrations, provoque l'accroissement 
de ce ph6nom~ne. 

Dans le pr6sent travail, nous avons cherch6 ~ pr6ciser le m6canisme de cette action 
de la p6nicilline. Les bact&ies que nous avons examin6es correspondent h neuf souches 
isol~es autrefois par C. GORINI et dont l'origine est indiqu6e dans la partie expfrimentale. 
De plus, ~ ti tre de contr61e, nous avons utilis6 une souche de Staphylococcus aureus dont 
on sait 2 que cultiv6e dans le lait, elle se comporte en acidoprot6olytique. 

Aucun des microorganismes en question ne produit de p6nieillinase; on peut donc 
admettre que l 'action de la p6nicilline sur les cultures s'exerce d'une fa~on continue 
pendant au moins les trois ou quatre premiers jours, pour diminuer graduellement et 
disparaitre vers le dixi~me jour d'incubation. 

La sensibilit6 k la p6nicilline des souches examin6es est tr~s variable. Pour exprimer 
cette sensibilit6, nous la comparons ~ celle de St. aureus. Cet organisme est compl~tement 
inhib6 par une dose de 1/5o U.O. par ml, en culture soit dans du lair, soit clans du 
bouillon. Attr ibuant  la valeur I k cette sensibilit6 nous avons constat6 que les sensibilit6s 
des diver ses souches acidoprot6olytiques correspondent aux valeurs relatives donn~es 
dans le Tableau I. 
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Souche bac t6r ienne  Sensibi l i t6  Souche bac t6 r i enne  Sensibi l i t6  

St. auveus (Oxford) 
M I  
NI2 
E 5  
E 3  

I 
2 
2 
i 
o,2 

M 5 ° 
C 8  
G I  
G 2  
C 2  

o .o i3  
0.005 
0.004 
0.004 
0.0025 

Pour 6tudier le m~canisme de l'action de la p6nicilline, nous avons utilis6 ici des 
cultures non plus sur milieu g61os6, mais en milieu liquide, dans du lait, et nous avons 
suivi l'action de la p6nicilline parall~lement sur la glycolyse et sur la prot6olyse. 

Si on fait varier la concentration de la p6nicilline et que l'on observe ce qui se passe 
apr~s trois jours, on constate que Faction de rantibiotique n'est pas la m6me sur ces 
deux ph6nom~nes: alors que la glycolyse diminue au fur et ~ mesure que s'accroissent 
les quantit6s de p6nicilline introduites, la prot6olyse augmente tout d'abord, passe par 
un maximum puis diminue pour disparaitre tout ~ fait lorsque la concentration de la 
p6nicilline est telle qu'elle entrave compl~tement tout d6veloppement bact6rien (Fig. 2 
et Tableau III). La concentration de p~nicilline correspondant ~ l'exaltation maximum 
de la prot6olyse, d6pend de la sensibilit6 k la p6nicilline de la souche bact6rienne. D'une 
fa~on g6n6rale, on pent dire que cette concentration est la m~me que celle qui provoque 
une r6duction du tiers de la glycolyse. Elle correspond ~t une dose de I/IOOO k 115oo U.O. 
par ml pour les souches les plus sensibles, et de i]2 h i U.O. par ml pour les souches les 
moins sensibles. Aux m~mes concentrations, le nombre des bact6ries pr6sentes est, par 
rapport ~t celui des cultures t6moins sans p6niciUine, r6duit de IO fois apr~s les 16 pre- 
mieres beures, et de IOO fois environ au bout de 72 heures. L'augmentation de l'activit6 
prot6olytique par rapport au nombre des bact6ries pr6sentes est donc consid6rable. 

Si d'autre part on suit l'activit6 glycolytique et l'activit6 prot6olytique d'une cul- 
ture d'un microorganisme d6termin6, en pr6sence d'une quantit6 de p6nicilline, telle 
qu'elle provoque l'exaltation maximum de la prot6olyse, et en fonction du temps, on 
observe une diff6rence encore plus marq@e dans la glycolyse et la prot6olyse, diff6rence 
qui ressort nettement des courbes de la Fig. 3 et des chiffres du Tableau IV. 

Ainsi, les r6sultats obtenus en milieu liquide confirment tout ~t fait ceux qui ont 6t6 
pr6c6demment obtenus sur milieu g61os6. Avant de discuter le m6canisme de l 'exaltation 
de la protfiolyse par la p6nicilline, ainsi mise en 6vidence, nous rappellerons plusieurs 
observations qui, apparemment au moins, pr6sentent une certaine analogie avec celles 
qui font l'objet du pr6sent travail. 

MILLER et ses collaborateurs 4 ont d6jk signal6 que la p6nicilline, ~t des concentrations 
inf6rieures k la dose inhibitrice, stimule le m6tabolisme et la croissance de St .  aureus .  

D'autre part, ERICKSEN ~ a expliqu6 la formation des halos doubles que l'on observe dans 
des cultures de St.  aureus  sur bouillon g61os6, en admettant  qu'il s'agit d'une bande 
circulaire correspondant k une croissance accrue des bactfiries, entourant la zone d'inhi- 
bition. De tels halos doubles s'observent d'ailleurs avec d'autres antibiotiques 6. Enfin, 
DUFRI~NOY et PRATT 7 ont r6cemment publi6 une s6rie de travaux sur le m~canisme 
cytochimique de l'action de la p6nicilline. Etudiant l'origine du deuxiSme halo qui en- 
toure les bandes d'inhibition de St .  aureus ,  ils constatent que ce halo correspond ~t une 
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zone pr6sentant un pouvoir r6ducteur relativement 61ev6. Ils pensent qu'il s'agit l& d'une 
zone o[l la croissance et le m6tabolisme des bact6ries ont 6t~ stimul6s par des doses 
subbact6riostatiques de pdnicilline. D'apr~s DUFR~NO¥ et PRATT, les cellules de St. 
aureus, sous l 'action de l 'antibiotique, passeraient ainsi par une p6riode de m~tabolisme 
accru, au cours duquel elles consommeraient, en les oxydant,  leurs m6tabolites, plus 
rapidement qu'elles ne pourraient les synth6tiser; de 1~ leur @uisement puis leur inhi- 
bition totale. 

Dans le cas actuel, la diminution consid6rable du nombre des bact~ries en pr6sence 
des concentrations de p6nicilline exaltant la prot6olyse, montre qu'il ne peut s'agir d'une 
action stimulante de l 'antibiotique sur la croissance. Plusieurs hypotheses peuvent ~tre 
envisag~es a priori, comme snsceptibles d'expliquer le ph6nom~ne en question. 

On peut tout d 'abord consid6rer l'influence fiventuelle d'une modification du PH. 
Dans le cas des bactdries normales, la glycolyse, en milieu insuffisamment tamponn6, 
provoque un abaissement du PH qui peut descendre au-dessous de 5.5, PH opt imum des 
prot6ases des bact6ries acidoprot6olytiques s. Lorsque la glycolyse est inhib6e par la 
p6nicilline, le PH du milieu reste au voisinage de PH 5.5. L'action des prot6ases devrait 
doric ~tre sensiblement sup6rieure 5̀  celle que l'on rencontre chez les bact6ries normales. 
Cette explication n'est toutefois pas valable ici, puisque, soit en limitant la glycolyse de 
telle sorte qu'elle ne d@asse pas la capacit6 du milieu ~ fonctionner en tampon, soit en 
augmentant  le pouvoir tampon du milieu, il est possible de r6aliser des conditions 
exp6rimentales qui permettent  une diminution importante dans la glycolyse sans aucune 
r@ercussion sur le PH du milieu. Nous avons ainsi constat6 que la protdolyse dans les 
cultures en pr6sence de p~nicilline, est toujours sup6rieure 5, la prot6olyse dans les 
cultures t6moins, lorsque le PH reste le m~me (Tableaux V et VI). 

D'autre  part,  la pdnicilline n'est pas un activateur des enzymes prot6olytiques en 
question. En effet, la p6nicilline n'exerce aucune action favorisante sur les enzymes 
isol~s des bact6ries. Que la p6nicilline ne soit pas un activateur du syst~me prot6asique 
isol~ des cellules bact6riennes, mais que le ph~nom6ne doive ~tre en quelque fa~on li~ 5. 
la vie de la culture elle-m6me, est d6montr6 par l 'observation suivante: si l 'on effectue 
l 'addition de la p6nicilline 5̀  ces cultures dans des phases diverses de d6veloppement, 
soit au moment  de l 'ensemencement, soit apr~s quelques heures au cours de la phase 
logarithmique, soit apr~s quelques jours d'incubation, on observe que l'on a une augmen- 
tation de prot~olyse seulement quand la p6nicilline est ajout6e au moment  m~me de 
l 'ensemencement ou durant la phase logarithmique. Au cours de la m6me exp6rience, 
conform6ment aux faits d6sormais acquis que la p6nicilline agit seulement durant la 
phase de croissance et pas.apr~s 9,10, n, nous avons 6galement constat6 que la diminution 
de la glycolyse, comme celle du nombre des cellules prdsentes, ne se manifeste que 
lorsque l 'addition de p6nicilline est faite au moment  de l 'ensemencement ou pendant la 
phase logarithmique, tandis qu'elle n'est pas d6celable si elle est effectu~e plus tard. I1 est 
6vident donc que les trois fairs, augmentation de prot6olyse, diminution de la glycolyse 
et diminution du nombre des cellules, sont intimement li6s. 

On pouvait  encore penser que la p6nicilline est susceptible d'op6rer une s61ection 
de certaines cellules douses d'une activit6 protfiolytique particuli~rement prononc6e, ou 
encore qu'elle est capable de provoquer une mutation dans ce sens, des bact6ries initiale- 
ment pr6sentes. Consid6rant ces hypotheses, nous avons effectu6 les essais suivants: 
utilisant des cultures en pr6sence de la quantit6 optimum de p6nicilline fournissant le 
maximum d'activit~ prot6olytique, nous en avons obtenu des sous-cultures, par des 
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pr61~vements k des temps variant  de quelques heures {~ quatre jours. Toutes les sous- 
cultures ainsi pr61ev6es ont manifest6 une activit6 prot6olytique et glycolytique identique 

celle des cultures t6moins sans p6nicilline. En outre, afin d'isoler une vari6t6 6ventuelle 
particuli~rement active au point de vue prot6olytique, nous avons cultiv6 quatre de nos 
souches dans du lait contenant la quantit6 opt imum de p6nicilline. Apr~s 24 repiquages 
successifs, chacun d'eux fournissant une sous-culture r6ensemenc6e parall~lement dans 
du lait sans p6nicilline, nous n 'avons constat6 aucune diff6rence entre l 'une quelconque 
des cultures ainsi repiqu~es et les cultures t6moins. La p6nicilline ne provoque donc ni 
une s61ection d'une vari6t6 pr6existante, ni une mutation saisissable. Si, de plus, on con- 
sid~re que, pour les souches C2, C8, GI,  G2, M5o, E3, le nombre des cellules dans les cul- 
tures successives avec p6nicilline subit une r6duction 6norme au premier repiquage et se 
maintient stationnaire {~ ce bas niveau sans jamais subir d'accroissement pendant les 
repiquages successifs avec p~nicilline, tandis qu'au contraire il revient au niveau normal 
d~s que l'on passe du milieu avec p6nicilline au lait seul, on est conduit ~ penser que pour 
ces souches ~ tr~s faible capacit6 d 'adaptation, la constance du petit nombre de cellules 
dans les repiquages qui se suivent avec p6nicilline, est le r~sultat d 'un 6quilibre entre les 
cellules qui vienner~t de naltre et ceUes qui sont d6truites. 

Si au contraire on a k faire h une bact6rie capable de s 'adapter  ~ la p6nicilline, on 
observe plus ou moins rapidement, apr&s quelques repiquages en presence de p6nicilline, 
une augmentation graduelle du nombre des cellules, au fur et ~ mesure que la bact6rie 
s 'adapte en modifiant son m6tabolisme. On v6rifie facilement ce ph6nom~ne avec St.  

aureus qui, comme on salt, s 'adapte facilement ~ de petites quantit6s de p6nicilline 
lorsqu'il est cultiv6 en bouillon ordinaire. Nous avons constat6 une adaptation analogue 
de la m6me bact6rie par repiquages successifs dans du lait contenant 1/25o U.O. par ml: 
apr~s une r~duction importante de leur nombre initial, les cellules, apr~s quelques 
repiquages, voient ]eur nombre reprendre celui des cultures t6moins. Nous avons constat6 
que ce m6me ph6nom~ne se manifeste avec les souches E5, MI et M2, quoique de fa~on 
moins marqu6e. Aussi, au cours du pr6sent travail, avons-nous 6vit6 d'utiliser ces souches 
qui deviennent facitement p6nicillo-r6sistantes. Ces souches donnent en effet des r6sultats 
moins r6guliers par suite de la superposition de leur r6sistance ~ l 'antibiotique, aux 
autres manifestations que nous 6tudions. Dans le cas de St. aureus, comme dans celui des 
souches E5, MI et M2, on constate que lorsque le nombre des cellules dans les cultures en 
pr6sence de p6nicilline tend {~ se rapprocher de celui des cultures t6moins, non seulement 
la prot6olyse mais aussi la glycolyse, s'accrolt par rapport  aux m~mes ph6nom~nes dans 
les cultures en absence de p6nicilline, d 'oh l'impossibilit6 de d6cider si on se trouve en 
pr6sence d 'un accroissement simultan6 des deux fonctions dans la cellule devenue 
r6sistante ~ la p6nicilline, ou dans la culture, par le simple fait de l 'accroissement du 
nombre des cellules. 

Cette difficult~ n'existe pas dans le cas des souches qui n'acqui~rent pas de r6sistance 
la p6nicilline. Dans ce cas, les faits que nous venons d'exposer montrent  que l 'aug- 

mentation de la prot6olyse n'est due ni ~ une modification du m6tabolisme, ni ~ une 
adaptat ion des rares cellules qui survivent en pr6sence de quantit6s subl6thales de 
p6nicilline. Ces fairs conduisent au contraire ~ penser que l 'accroissement de l 'activit6 
prot6olytique de la culture est due ~ l 'autolyse des cellules sous Faction de la p~nicilline. 
La composition enzymatique du milieu de culture change en effet n0tablement apr~s la 
destruction des cellules; les endoenzymes qui 6taient en quelque sorte masqu6s par la 
structure cellulaire agissent alors dans le milieu de culture, en m6me temps que les 
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exoenzymes normalement secr6tds pendant la vie des cellules. On a v u  pr6c6demment 1~, la 
que chez les bact6ries acidoprot6olytiques, les prot6inases sont des exoenzymes, alors 
que les peptidases sont des endoenzymes que l 'on ne rencontre dans le milieu de culture 
qu'apr6s destruction des cellules. La difffrence consid4rable de l'activit6 prot6olytique 
des cultures en pr6sence ou en l 'absence de pfnicilline, inciterait ~ penser qu'il s 'agit plut6t 
d'une hydrolyse plus profonde, que d'un plus grand nombre de mol6cules prot6iques 
hydrolys6es. Nous avons eu la preuve qu'il en 6tait bien ainsi en travaillant sur des 
cultures jeunes. On a constat6 en elles la pr6sence de peptidases, exer~ant leur action 
sur des dipeptides et sur des tripeptides synth6tiques, et ce, uniquement dans les milieux 
de culture en pr6sence de p6nicilline (Tableau IX). 

I1 apparait  donc que, dans les conditions exp6rimentales du pr6sent travail, 
l 'accroissement de l'activit6 prot6olytique qui se manifeste dans les cultures oh la 
p6nicilline a d6truit un nombre consid6rable de cellules, s'explique par la pr6sence de 
peptidases lib6rfes par l 'autolyse de ces cellules. 

PARTIE EXPI~RIMENTALE 

Organismes. Les microorganismes utilis6s proviennent de la collection du Professeur 
C. GORINI. Ils correspondent ~ neuf souches diff6rentes de Lactoeocci acidoprot6olytiques 
dont les d6signations et les origines sont indiqu~es ci-dessous: 

No. des souches Origine 

C 2 F romage  
C 8 F romage  
G I E s t o m a c  de vache  
G 2 E s t o m a c  de vache  
E 3 I n t e s t i n  de vache  

No. des souches 

E 5  
M I  
M 2  
M 5 ° 

Origine 

I n t e s t i n  de vache 
Mammel le  de vac 
5 Iammel le  de vac 
Mammel le  de vac 

Nous avons en outre utilis6 une culture de Staphylococcus aureus, souche Oxford. 
Milieu de culture. Les cultures en milieu liquide sont faites darts du lait 6cr6m6, 

st6rilis~ ~ 115 °. Les plaques de lait g61os6 sont pr6par~es en ajoutant 20 % de lait ~ un 
bouillon g61os6 ordinaire 3. La p6nicilline introduite est le sel de sodium cristallis6 de la 
p6nicilline G de la Chemical Solvent & Co., t i t rant  163o U.O. par mg. 

Prot~olyse et glycolyse. L'action des peptidases est suivie par l 'hydrolyse de la 
1-1eucylglycine et de la 1-1eucylglycylglycine "Roche".  Cette hydrolyse est mesur6e par la 
m6thode classique de SORENSEN. La mesure de la glycolyse est faite par titrage direct de 
l'acidit6 apparue au cours du m~tabolisme des bact6ries. La valeur de la prot6olyse, 
d6termin6e 6galement par la m6thode de SORENSEN, est exprim6e, comme celle de la 
glycolyse, en ml de soude o.oi N. 

Num&ation des bact&ies. La num6ration des cellules bact6riennes est faite par 
dilution sur g61ose; les cultures sont dilu6es de 30 ooo ~ 3 ooo ooo de lois, selon les cas, de 
fa~on ~ obtenir sur les plaques de g61ose un nombre raisonnable de cellules. Les r6sultats 
obtenus correspondent ainsi uniquement au hombre des cellules capables de se re- 
produire. 

Absence de p~nicillinase. Les essais portent sur le liquide provenant de cultures 
des souches C 8, M 50, E 5, E3, incub6es 3 jours ~ 37 °. Apr~s centrifugation des cultures, 
les liquides sont st6rilis6s soit par filtration ~ travers un filtre Seitz, soit par addition de 
0.25 % de ph6no114 pour 6viter l 'adsorption 6ventuelle de la p6nicillinase par le filtre. On 
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ajoute I U.O. par ml de p6nicilline, on abandonne 24 heures k 37 °, puis on titre la p6ni- 
cilline restante par la m6thode habitueUe, utilisant des plaques de bouillon g61os6 
ensemenc6 par St. aureus. Des exp6riences t6moins sont faites en maintenant dans les 
m6mes conditions la p6niciUine dans des solutions salines physiologiques, du s6rum de 
lait, ou du liquide des m~mes cultures, pr6alablement port6 ~ l'6bullition. Aucune 
diff6rence n'est provoqu6e par le filtre Seitz. Les r6sultats obtenus sont donn6s dans le 
Tableau II. 

TABLEAU II 
ACTION DESTRUCTRICE VIS-A-VIS DE LA P]~NICILLINE DES LI 

N a t u r e  e t  o r i g i n e  d u  l i q u i d e  

E a u  ( t 6 m o i n )  . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
S ~ r u m  d e  l a i t  ( t 6moin )  . . . . . . . . . . . . . .  
S o u c h e  C 8 . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
S o u c h e  E 3 . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
S o u c h e  E 5 . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
S o u e h e  M 5 ° . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

UIDES DE CULTURE DE DIVERSES BACT]~RIES 

D i a m ~ t r e  d u  h a l o  d ' i n h i b i t i o n  (mm)  

L i q u i d e  f r a i s  

22  
~2 
19 
17 
17 
17 

L i q u i d e  b o u i l l i  

22  
2 I  
19  
18 
17 
16 

Les chiffres du Tableau II montrent que le s6rum de lair n'exerce aucune action sur 
la p6nicilline, alors que les quatre souches examin6es manifestent une 16g~re action qui 
se maintient m6me apr~s 6bullition du liquide. I1 ne s'agit donc pas ici de p6nicillinase, 
mais d'un facteur thermostable, dont l'action est analogue k celle de la cyst6ine. 

Stabilit~ de la p~nicilline pendant le d~veloppement de cultures. Les exp6riences sont 
faites ici avec les souches M 50, G I e t  C 8, qui ne sont pas inhib6es par I U.O./ml de 
p6nicilline ajout6e au milieu au moment de l'ensemencement. Des exp6riences t6moins 
sont faites en ajoutant la m~me quantit6 de p6niciUine dans de l'eau st6rile, du s6rum de 
lait st~rilis6 ou du h i t  st6rilis& Le dosage de la p6nicilline subsistant dans le milieu est 
fait quelques instants apr~s son introduction, puis apr~s 15 heures, puis chaque jour 
jusqu'au dixi~me. On constate ainsi une diminution graduelle de la p6nicilline qui, au 
septi~me j our, est r~duite ~ moins de 1/3 de sa valeur initiale e t a  pratiquement disparu le 
dixi~me jour. 

Sensibilit~ ~ la p~nicilline des bact~ries 
selon la nature du milieu de culture. Nous 
avons 6tudi6 la sensibilit~ k la p6nicilline 
de St. aureus, et des souches M 5o et C 8, 
cultiv6es sur les milieux solides suivants: 
lait g61os6; bouillon + 20 % de lait, g61os6; 
et bouillon fg61os6. Les exp6riences sont 
faites h 37 °, et le diam~tre des halos d'in- 
hibition est mesur6 apr~s 4o heures. La 
Fig. I, correspondant ~ St. aureus, montre 
que Faction de la p6nicilline est sensible- 
ment moins marqu6e en pr6sence de lait 
qu'en son absence. 

D'autre part, nous [avons ~tudi~ 

~ 2~1 ~ . ~  

Id 

boul/Ion 

Ioi t  * bouillon 
Ioi t  

0.5 1.O 1.5 2 
P~nicilline UO/m I 

F i g .  I .  D i a m 6 t r e  d u  h a l o  d ' i n h i b i t i o n  e n  f o n c -  
t i o n  d e  l a  c o n c e n t r a t i o n  e n  p 6 n i e i l l i n e  d a r t s  

d i f f 6 r e n t s  m i l i e u x  

l'6chelle de sensibilit6 k la p6nicilline des diverses souches utilis~es au cours du pr6sent 
travail. Cette 6tude a 6t6 faite soit & l'aide de plaques de lait g61os6 et en d6terminant la 
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concentration de p~nicilline nfcessaire pour obtenir un halo d'opacit6 de 22 mm de 
diam6tre, soit dans du lait liquide, en appliquant la m6thode des dilutions en s6rie, en 
d6terminant pour chaque souche la quantit6 minimum de p6nicilline n&essaire pour em- 
p&her la coagulation du milieu. Les r6sultats obtenus par les deux m6thodes ont 6t6 
suffisamment concordantes pour nous permettre d'6tablir l'6chelle de sensibilit6 relative 
indiqu6e plus haut. 

T A B L E A U  I I I  

VARIATIONS DE LA GLYCOLYSE ET DE LA PROT]~OLYSE EN FONCTION DE LA QUANTITI~ DE P]~NICILLINE 

G = glycolyse 
P = prot6olyse Premiere sdrie 

C 8 -  - -  G I G ~'[ 5 ° 
Concentrat ion en ~ -  P G P . . . .  G P 

p6nicilline U.O./ml - - G  

~/5o 
I / I O  

i /2 
I 

2 

5 

I o o  

91 
72 
47 

O 

IOO 

116 
19o 
116 

o 

95 

89 
73 
52 
23 

O 

IOO 

I 3 2  

215 
143 
55 

o 

IOO 

86 
81 

77 
5 ° 

O 

IOO 

Io 3 

IIO 

z27 
65 
0 

9 2  

89 
84 
78 
4 ° 

o 

IOO 

I I O  

l O 9  

145 
53 

o 

I / IOOO 

I/5oo 
I/IOO 
I/5o 
I / I O  

89 

° 

Deuxi~me sdrie 

M 2  

P G P 

ioo 31 
115 41 

o o 

- G  - ~  5 p 

65 7 ° ioo 
7~ 55 ioo 

27 60 
o o 

P o u G  % 

2O0 

t o 0  ~ ~ ~ _ ~ ~ . . . . . _ . . . ~  . .p  

Ol 
I0 

0 ao!  
0 l 

P~n/oi//h~e U.O/m/ 

ig. 2. Valeurs relatives de la prot6olyse (P) et  de la glycolyse (G) en fonction de la concentrat ion 
en p6nicilline, dans des cultures de la souche C 2, en t ra i t  plein (concentration en p6nicilline var ian t  
de o A io  U.O./ml.) et  de la souche E 3, en pointill6 (concentrat ion en p6nicilline var ian t  de o /z o.i). 
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Variations de la glycolyse et de la protdolyse en /onction de la quantitd de pdnicilline, 
Les mesures de la prot6olyse et de la glycolyse sont faites aprils trois jours ~t 37 °. Les 
chiffres du Tableau I I I  repr6sentent les valeurs relatives de la prot6olyse ou de la glyco- 
lyse, dans les essais en pr6sence de p6niciUine, calcu- 
16es en pour cent de la glycolyse ou de la prot6olyse -~ 
des cultures t6moins en l 'absence de p6nicilline. 

Variations de la glycolyse et de la protdolyse en cs 20 
prdsence d'une quantitd donnde de pdnicilline, en 
/onction du temps. Les exp6riences portent ici sur 
les souches C 8, M 5o et G I. Chacnne d'elles est 
ensemenc6e dans un Erlenmeyer contenant 5o ml 
de lait additionn6 de I U.O./ml de p6nicilline. On 
maintient l 'ensemble ~ 37 ° pendant 18 jours. Les t0 
titrages sont faits aux temps indiqu6s dans le 
Tableau IV qni, avec la Fig. 3, donnent les r6sultats 
obtenus. 

Fig. 3- Valeurs de la prot6olyse (P) et  de la glycolyse (G) 
en absence de p6niciiline ( trai t  plein) ou en pr6sence de 
i U.O./ml de p6nicilhne (pointill6) en Ionct ion du temps,  

dans des cul tures de la souche G i 

T A B L E A U  IV 

V A R I A T I O N S  DE LA GLYCOLYSE ET DE LA P R O T E O L Y S E  I~N PRI~SENCE DE PI~NICILLINE,  

EN F O N C T I O N  D U  T E M P S  
G = Glycolyse 
P = Prot6olyse 
T = Valeur  trouv6e dans les tubes  t6moins 
A = Valeur trouv6e en pr6sence de p6nicilline 
R6sul tats  exprim6s en ml de N a O H  o.oi N pour  1 ml de milieu de culture 

I G 

tO t5 t8 
Temps en /ours 

Age de la 
culture 
(heures) 

14 
21 

48 
72 
96 

1 2 0  

144 
240 
432 

T 

5.8 
9.4 

16.o 
19.2 
21 "7 
21 .O  

2 2 . 1  

20. 7 
26.6 

Souche C 8 

G 

A T 

4.5 3.2 
6.6 3.9 
7.4 4 .6 
7.7 5.4 
9.7 5.7 
0. 7 6.4 
4.6 6.0 
2.0 5.0 

20. 5 6.9 

P 

A 

2.7 
3.6 
4.5 
6.3 
8.5 
8.7 
8.9 
7.8 

13.5 

G 

T 

5-5 
lO.6 
18. 4 
20.8 
20. 5 
2 0 . 0  

2 0 . 0  

23.0 
23.0 

Souche M 5  o 

A T 

3 .8 3-3 
3.8 2. 7 
3.9 3.4 
5.2 4.0 
5.5 4.7 
6.0 4.4 

18.o 4.5 
17.8 4.8 

P 

A 

3.5 
3-5 
3.4 
3.7 
3.7 
4.3 

12.5 
13.2 

L'augmentation de la prot~olyse n'est pas due g~ une diH~rence de PH entre la culture en 
presence de p~nicilline et la culture t~moin. Une premiere s6rie d'exp6riences est faite avec 
les souches C 2 et GI.  Les mesures sont faites avant  que les variations de la glycolyse 
n 'aient  eu d'action sur le PH du milieu de culture dou6 lui-m6me d'un pouvoir tampon 
non n6gligeable. Le Tableau V montre les r6sultats obtenus. 

Les chiffres du tableau V montrent  que la prot6olyse en pr6sence de p6nicilline est 
toujours sup6rieure ~ ce qu'eUe est en son absence, bien qne le PH, mesur6 ~ l'aide d'une 
61ectrode ~ quinhydrone ne soit pas modifi6. 
Bibliographie p. 238. 
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Une seconde s6rie d'exp6riences utilise les souches G I e t  M 50, cultivSes dans du 
lait additionn6 de carbonate de calcium de telle sorte que le PH se maintienne sensible- 
ment au voisinage de 6. Les r6sultats obtenus sont indiqu~s dans le Tableau VI, qui 
permet les m~mes conclusions que le Tableau V. 

T A B L E A U  V 

PROT]~OLYSE ET GLYCOLYSE A pH CONSTANT 

R~sultats exprim6s en ml de I~aOH o.oi lit pour I ml de milieu de culture 
G = g l y c o l y s e  
P = prot6olyse  
Mesures  apr%s 72 heu res  ~ 37 ° 

Lai t  seul  (t6moin) 
Lair + p6nicil l ine (0. 5 U.O./ml)  . 

Souche G I Souche C 

l G P pH G P pH 
d 

5.3 19.o 3.8 5.0 2 i . z  5.3 
5.2 18.3 5.1 5.1 19.5 6.5 

T A B L E A U  VI 

PROT]~OLYSE ET GLYCOLYSE A pH CONSTANT, EN PRESENCE DE CARBONATE DE CALCIUM 

M~mes condi t ions  que  dans  le T a b l e a u  V 

La i r  seul  (t6moin) . . . . . . . . . . .  
L a i t +  p~nicilline (i U.O./ml)  . . . . . .  
La i r  + COaCa . . . . . . . . . . . . .  
La i r  + COsCa + p6nicill ine (I U . O . / m l ) . .  

Souche G 

PH G 

5.0 19.o 
5.5 14-5 
6.0 15.1 
6.0 11.2 

P E 

3.8 
9.1 
8.9 

14.8 

Souche lVI 5 ° 

PH G 

4.9 19.8 

6.0 i 4 . i  
6.o 9.7 

P 

4 . 0  
M 

9 . 0  

12. 4 
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La p~nicilline n'est pas un activateur des prot~ases des bact~ries acidoprot~olytiques. 
Comme solutions de prot~ases, nous avons employ6 les liquides provenant  des cul- 

tures des souches C 8, M 50, GI,  maintenues trois jours k 37°; ces liquides sont obtenus 
par filtration sur filtre Seitz. Les essais de prot~olyse portent sur 5 ml de lait auxquels 
on a ajout6 des quantit6s de p6nicilline variant de I/IO k 4 U.0./ml,  I ml de la solution 
de prot6ase et quelques gouttes de toluene. Deux s~ries d'exp6riences t6moins sont faites, 
l 'une sans ajouter de solution de prot6ase, et l 'autre sans ajouter de p6nicilline. L'action 
enzymatique se poursuit pendant 8 jours k 37 °. Le titrage de la prot6olyse et de la gly- 
colyse montre que l 'addition de p6nicilline n 'a  aucune influence sur l 'activit6 de ces 
deux ph~nom~nes: les valeurs obtenues pour les six essais avec p6nicilline sont en effet 
identiqnes ~ celles fournies par les exp6riences t6moins sans p6nicilline. 

Action de la p~nicilline aiout~e g~ di/]~rentes phases du d~veloppement de la culture. 
Dans une premiere s6rie d'exp~riences, les cultures des souches M 50, C 8 et G I, sont 
additionn6es d'une dose subl6thale de p6nicilline (I U.O./ml) soit au moment  de Yen- 
semencement, soit apr~s I, 2, 3 ou 4 jours. La num6ration des cellules montre que la 
p6nicilline abaisse ~ environ I/IO le nombre des cellules si on l 'ajoute imm6diatement, 
tandis qu'elle ne le diminue absolument pas si on l 'ajoute ~ des cultures qui ont d~j~ subi 
un jour d'incubation. La prot~olyse et la glycolyse ont 6t6 mesur6es d'une part  apr~s 3 
jours de contact avec la p~nicilline, et d 'autre part  apr~s 17 jours. Les r6sultats, expfim~s 
en ml de NaOH o.oi N, pour I ml de milieu, sont donn6s dans le Tableau VII .  

Les chiffres du Tableau VII  montrent que la p6nicilline agit exclusivement sur les 
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TABLEAU VII 

ACTION DE LA P~NICILLINE AJOUT~E A DIFP]~RENTES PHASES DO D~VELOPPEMENT 

Les r6sultats sont exprim6s en ml de NaOH o.oi !El pour I ml de culture 
G -~ glycolyse 
P = prot6olyse 
A-o = p6nicilline ajout6e au moment m6me de l'ensemencement 
A-I  = p6nicilline ajout6e apr~s 1 jour 
A-  4 = p6nicilline ajout6e apr~s 4 jours 

T6moin 
A-o 
A-I 

A- 4 

T6moin 
A-o 
A- I  
A -  4 

20.0 
I~i.8 
2o. 3 
1,). 5 

22. 5 
2:2. 4 
23.0 
2t. 7 

A nalyse 

4.0 
5.0 
4.0 
3.8 

Analyse 

4.5 
5.4 
4.6 
4.0 

Souche C 8 

G I t, 
apr~s 3 jours 

21"3 I 4.9 17.5 5.8 
19.9 4.5 
21.7 5.o 

apr~s x 7 jours 
22.5 5.6 
24.0 7.5 

25.2 6.o 

19.4 
15.7 
2o. 7 
2o.9 

2 1 . 2  

18.o 

17.7 

3.6 
4.3 
4.0 
4.0 

4.3 
8.3 

4.0 

cellules jeunes des cultures en phase de croissance; ceci ressort de la num6ration des 
bact6ries et de la mesure de la glycolyse. L'augmentation de la prot6olyse s'observe 
uniquement quand la p6nicilline est ajout6e k des cultures jeunes, et cette augmentation 
se manifeste davantage avec le vieillissement des cultures. Au contraire, dans les cultures 
oh la p6nicilline est ajout6e apr6s la phase de croissance, on n'observe aucune augmenta- 
tion de la prot6olyse ni imm6diatement, ni au cours du vieillissement des cultures. I1 
apparalt ainsi que Faction de la p6nicilline sur le syst~me prot6olytique ne se manifeste 
que simultan6ment avec son action sur la croissance. 

Une deuxi~me s6rie d'essais portant sur les m~mes souches, sur la souche E 5 et 
sur St.  aureus, a ~it6 faite en employant des doses de p6nicilline 15 lois sup6rieures ~ l a  
dose minimum 16thale, ~ savoir: 0.3 U.O./ml pour St.  aureus et la souche E 5, 22 U.O./ml 
pour la souche M 50 et 75 U.O./ml pour la souche G I. Ces quantit6s de p6nicilline sont 
ajout6es aux diff~'rentes cultures au moment de l'ensemencement, ou apr~s 3, 5, 7 ou 
9 heures. La num,~ration des cellules pr6sentes dans les cultures t6moins montre que, au 
cours des trois premieres heures, le nombre des cellules reste pratiquement 6gal au hombre 
des cellules au moment de l'ensemencement. Apr~s 5 heures, on observe le d6but de la 
phase de croissance, le nombre des bact6ries 6tant quintupl6; entre 7 et 9 heures, la 
phase logarithmique est en plein d6veloppement, et le nombre des cellules devient de 
IOO ~ 200 fois plus grand. Enfin, apr6s 24 heures, le nombre des bact6ries est environ 
500 lois le nombre initial. Quand on d6nombre les bact6ries dans les cultures en presence 
de p6nicilline, 24 heures apr6s leur ensemencement, on constate un arrSt complet de 
toutes les cultures en question, lorsque la p6nicilline a 6t6 introduite au d6but de la phase 
logarithmique. Toutefois, les souches 6tudi6es pr6sentent d~es diff6rences remarquables: 
les souches M 5 ° et G I restent inhib6es quand la p6nicilline est ajout6e plus tard, en 
pleine phase logarithmique; le nombre des cellules atteint k peine le double de ce qu'il 
6tait initialement. St. aureus au contraire, perd sa sensibilit6 ~t la p6nicilline lorsque 
l'addition de cette derni~re est faite 5 heures ou davantage apr~s l'ensemencement. I1 
en r6sulte que, apr~s 24 heures, le nombre des cellules est le mSme dans les cultures 
t6moins de St. aureus et dans les cultures du m6me organisme additionn6es de p6nicilline 
B~bliographie p. 238. 
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apr~s 5 heures d'incubation. Quant 5. la souche E5 dont la sensibilit6 k la p6nicilline est 
peu pr6s 6gale & celle de St. aureus, elle occupe ici une position interm6diaire, comine il 

ressort du Tableau VII I .  
T A B L E A U  V I I I  

ACTION DE LA PI~NICILLINE SUR LE NOMBRE DES CELLULES 

N u m 6 r a t i o n  e f f ec tu6e  a p r ~ s  2 4 h e u r e s  d ' i n c u b a t i o n .  D i l u t i o n  1 / 5 o o o o o  
A - 3  = p6n ic i l l i ne  a j o u t 6 e  a p r 6 s  3 h e u r e s  
A - 5  = p6n ic i l l i ne  a j o u t 6 e  a p r b s  5 h e u r e s  
A -  7 = p6n ic i l l i ne  a j o u t 6 e  a p r 4 s  7 h e u r e s  
N o m b r e  de  ce l lu les  p a r  m l / 5 o o o o o  

St. aureus 

T 6 m o i n  I 1500  

A - 3  
A -  5 I I 2oo 

E 5  

I 1900  

I I I  

M 5 ° G I 

i o 800 7 ioo 

Z 
47 74 A- 7 I 1 300 456 

Ainsi, les souches G I et M 50 restent sensibles k la p6nicilline, alors que St. aureus 
et ~t un moindre degr6 la souche E 5, s 'adaptent  ~ l 'antibiotique. 

Etude des peptidases pr~sentes dans le milieu de culture. L'action peptolytique du 
milieu est 4tudi6e sur la Meucyl-glycine et sur la l-leucyl-glycyl-glycine; les solutions 
enzymatiques correspondent aux Inilieux de cultures st6rilis6s par filtration k travers 
un filtre Seitz. Le milieu est tainponn6 par du borate k PH 7.8; la dur6e de l 'hydrolyse 
est de 24 heures k 4 o°. Les souches bact6riennes utilis6es ont 6t6 cultiv6es k 37 ° soit 
pendant 18 heures, soit pendant 3 jours. Les r6sultats, exprim6s en ml de NaOH o.oi N 
pour I Inl de Inilieu r6actionnel, sont donn6s dans le Tableau IX. 

TABLEAU IX 
HYDROLYSE DE LA LEUCYLGLYCINE ET DE LA LEUCYLGLYCYLGLYCINE PAR LES LIQUIDES DE CULTURE 

DE DIVERSES SOUCHES 

H y d r o l y s e  e x p r i m 6 e  e n  m l  de  N a O H  o . 0 I  N p o u r  I m l  de  m i l i e u  
L ' h y d r o l y s e  t o t a l e  c o r r e s p o n d  g 2.0 m l  de  N a O H  o . o i  N 
n - A  = n o m b r e  de  U . O .  de  p 6 n i c i l l i n e / m l  

T e m p s  de  c u l t u r e  

S o u c h e  : 

G I t 6 m o i n  . . . . . . . . . . . . .  
G I + 2 A  . . . . . . . . . . . . .  
G i + COaCa . . . . . . . . . . . .  
O I  + CO3Ca + 2 A . . . . . . . . .  
C 2 t 6 m o i n  . . . . . . . . . . . . .  
C 2 + 2 A  . . . . . . . . . . . . .  
C 8 t 6 m o i n  . . . . . . . . . . . . .  
C 8 + 2 A  . . . . . . . . . . . . .  
M 50 t 6 m o i n  . . . . . . . . . . . .  
M 5 o + 2 A  . . . . . . . . . . . .  
M 5 ° + COaCa . . . . . . . . . . .  
M 5  ° + COaCa + 2 A . . . . . . . .  
E 5 t 6 m o i n  . . . . . . . . . . . . .  
E 5 + 0 .002 A . . . . . . . . . . .  
St. aureus t 4 m o i n  . . . . . . . . . .  
St. aureus + 0.o02 A . . . . . . . .  
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L e u c y l g l y c i n e  

I8  h 7 2 h 

o.3 
I .  7 
0. 7 
2.0 

0. 3 
I .  7 
0. 4 
1.6 

0. 4 
I .  4 
I . o  
2.0 
o . I  

0. 3 
o . I  
o.o 

o . i  

I .  7 

m 

o.o 

1. 7 

o . i  
o.o 
o .o  
o .o  

L e u c y l g l y c y l g l y c i n e  

18 h 

o.o 

0. 3 

O.O 
O.I 

O.O 
O.2 
O.O 
O.O 

7 2 h 

0.2 

0. 7 
m 

o.o 

o. 5 

I 

O.O 

0. 5 
0 . 0  

0 . 2  
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RI~SUMt~ 

Q u a n d  on  cul t ive  les Lactococci  ac idopro t6o ly t iques  Gorini  ou St .  a u r e u s  souche  Oxford,  sur  du  
boui l lon g61os6 add i t ionn6  de la i t  en  presence de p6nicilline, on  obser-ce u n  double  halo, d e n t  la  
pa r t i e  ex t6r ieure  es t  due  ~ l ' a u g m e n t a t i o n  de la prot6olyse de la cas6ine du lait, p rovoqu6e  pa r  la 
p+nicilline. Q u a n d  on  cul t ive  les m 6 m e s  bact6ries ,  en  mi l ieu  l iquide,  dans  du  lait ,  e t  en  pr6sence du  
m S m e  an t ib io t ique ,  on observe  une  baisse de la glycolyse en m~me t e m p s  que  Ia chu t e  du n o m b r e  des  
cellules bac t+r iennes ;  ce t te  baisse es t  d ' a u t a n t  p lus  marqu6e  que la concen t r a t i on  en p6nicilline es t  
p lus  forte.  On  cons ta te  au  con t ra i re  u n  acc ro i s semen t  de la prot6olyse qui  passe  pa r  un  m a x i m u m  pour  
nne  concen t r a t i on  de p+nicilline telle qu 'el le  abaisse  d '  un  t iers  env i ron  la glycalyse,  e t  telle qu 'e l le  
m a i n t i e n n e  u n  cer ta in  6quil ibre en t r e  le n o m b r e  des  cellules na i s san te s  e t  le n o m b r e  des cellules au to -  
lys6es. L 'aecro i ssemen~ de Ia prot6olyse pa r  la p6nicilline en quan t i t 6  subl6thale ,  ne  s ' expl ique  ni  pa r  
l ' inf luence d ' u n e  modif icat ion du PH, ni pa r  une  ac t iva t ion  des  prot6ases  n o r m a l e m e n t  secr6t~es 
dans  le mil ieu,  ni pa r  une  ac t ion  s61ective de la p6nicill ine su r  cer ta ines  cellules qui  se ra ien t  p lus  
pa r t i cu I i~ remen t  riche~s en  prot~ases,  ni pa r  la fo rma t ion  de m u t a n t s  sous  l ' influence de l ' an t ib io t ique .  
L ' a cc ro i s s emen t  de pr~t6olyse d e n t  il s ' ag i t  ici cor respond e s sen t i e l l emen t  ~ la mise  en libert6, pa r  
les cellules au to lys6es  sous  l ' ac t ion  de la p6nicilline, de pep t idases  d e n t  l ' ac t iv i t6  se t rouve  ainsi  
accrue .  Ces r6sul ta ts ,  ob t enus  en  mi l ieu  l iquide,  exp l i quen t  a insi  t ou t  ~ fa i t  ceux  qui  s en t  fourn is  
pa r  les cu l tu res  sur  mil ieu g61os6 add i t ionn6s  de lait .  Le double  halo observ+ dol t  6tre in te rpr6 t6  
c o m m e  une  zone un ique  d ' ac t ion  bac t6 r ios ta t ique  d6croissante.  A u t o u r  de la gou t t e  de p6nicilline, 
1~ off la bact~r ios tase  e s t  la p lus  forte e t  oh la mul t ip l i ca t ion  des  cellules es t  c o m p l ~ t e m e n t  inhib6e,  
on  n ' a  m~me  pas  une  act iv i t6  prot6olyt ique .  D a n s  les zones plus  ext6r ieures ,  1A off la p6nicilline a r r ive  
e n  doses plus  dilu6es, les cellules, t ou t  en  se mul t ip l i an t ,  s en t  d6 t ru i tes  en  g rande  quan t i t 6  e t  ~eur 
au to lyse  p rovoque  une  prot6olyse p lus  g r ande  dans  le mil ieu.  

S U M M A R Y  

W h e n  ac ido-proteoly t ic  Lactococci  Gerini  or  St.  aureus  (sub Oxford) is g rown on gela t in lsed  
b r o t h  wi th  the  add i t i on  of mi lk  in the  presence of penicill in,  t he re  is observed  a double  halo of wh ich  
t he  ou te r  p a r t  is due  t,) t h e  increase  in proteolys is  of the  mi lk  casein  b r o u g h t  a b o u t  by  the  penicill in.  
W h e n  t he  s ame  bac te r ia  a re  g rown in l iquid m e d i u m ,  in milk,  and  in the  presence of t he  s ame  an t i -  
biotic,  t he re  is a lowering of t he  glycolysis  s i mu l t aneous l y  wi th  a fall in the  n u m b e r  of bac te r ia l  
cells;  th i s  lowering becomes  more  m a r k e d  as the  concen t r a t ion  of penicil l in is increased.  On t he  o the r  
h a n d  t he r e  is an  increase  in  proteolysis ,  which  a t t a i n s  a m a x i m u m  a t  a penici l l in concen t ra t ion  
co r r e spond ing  to a lowering of glycolysis by  abou t  one- th i rd ,  and  a t  th i s  concen t r a t ion  the re  is a 
ce r t a in  equ i l i b r i um be tween  t he  n u m b e r  of new cells and  the  n u m b e r  au to lysed .  The  increase in  
proteolys is  by  penici l l in in  sub le tha l  q u a n t i t y  can  be exp la ined  ne i the r  by  the  effect of change  of 
PH, nor  by  an  ac t i va t i on  of t he  p re t enses  no rma l l y  secre ted  in the  m e d i u m ,  nor  by  a selective ac t ion  
o f  penici l l in on certai~l cells more  pa r t i cu la r ly  r ich in proteases ,  nor  by  the  fo rma t ion  of m u t a n t s  
u n d e r  the  influence of the  ant ib iot ic .  The  increase  in proteolys is  which  occurs  here  cor responds  essen-  
t i a l ly  to the  l iberat ion,  by  cells au to lysed  unde r  the  ac t ion  of penicill in,  of pep t idases  whose ac t iv i ty  
is t h e r e b y  increased.  

These  resu l t s  ob ta ined  in l iquid m e d i u m  t hus  qu i te  exp la in  those  g iven  by  cul tures  on gela t in ised  
m e d i u m  wi th  added  milk.  The  double halo is to be i n t e rp re t ed  as a single zone of decreas ing  bac ter i -  
os t a t i c  act ion.  Around  the  drop  of penicill in,  where  bac te r ios tas i s  is s t ronges t  and  cell mul t ip l i ca t ion  
is comple te ly  inhibi ted ,  t he re  is no t  even  a n y  pro teo ly t ic  ac t iv i ty .  I n  the  ou t e r  regions,  which  a re  
r eached  by  penici l l in a t  lower concent ra t ions ,  t he  cells a re  largely  des t royed  as t h e y  mu l t i p ly  a n d  
the i r  au to lys i s  b r ings  a b o u t  a g rea te r  proteolysis  in the  m e d i u m .  

ZUSAM1VfENFASSUNG 

W e n n  m a n  Lactococci  acidoproteolyt ic i  Gorini  oder  St.  aureus  (sub Oxford) au f  ge la t in ie r t e r  
Bouil lon,  woran  Milch hinzugeff ig t  ist, bei Anwesenhe i t  yon  Penici l l in  zfichtet ,  n i m m t  m a n  e inen  
doppe l t en  u m r i n g e n d e n  Schein wahr ,  dessen  ~tlsserer Tell  du rch  die Z u n a h m e  der  Proteolyse  des  
Kase ins  der  Milch, die d u r c h  Penici l l in he rvo rge ru fen  wird,  v e r u r s a c h t  ist.  W e n n  m a n  diese lben 
B a k t e r i e n  in  flfissigem Milieu, in Milch, zfichtet,  u n d  bei Anwesenhe i t  desse lben Ant ib io t ikums ,  
n i m m t  m a n  gleichzeit ig m i t  der  V e r m i n d e r u n g  der  Anzah l  der  Bakter ienze l len  eine V e r m i n d e r u n g  der  
Glykolyse  war ;  diese V e r m i n d e r u n g  i s t  des to  s t a rke r  ausgepr~gt ,  je h6he r  die Penic i l l inkonzent ra t ion  
ist.  I m  Gegensa tz  dazu  be obach t e t  m a n  eine Z u n a h m e  der  Proteolyse,  die bei e iner  Penici l l inkonzen-  
t r a t ion ,  wobei die Glykolyse  u m  ein Dr i t te l  a b g e l l o m m e n  ist, ih r  3 i a x i m u m  ha t .  Bei dieser Konzen-  
t r a t i o n  t r i t t  a u c h  e in  gewisses Gleichgewicht  zwischen  der  Anzah l  der  e n t s t e h e n d e n  u n d  der  der  au to -  
lys ie r t en  Zellen auf.  Die Z u n a h m e  der  Proteolyse  du rch  Penici l l in in sub le tha le r  Menge k a n n  weder  
d u r c h  den  Einf luss  einer  pH-VerAnderung,  noch  d u r c h  die Ak t iv i e rung  yon  n o r m a l  in das  M e d i u m  
abgesch i edenen  Pro teasen ,  noch  du rch  eine se lekt ive  W i r k u n g  yon  Penici l l in au f  gewisse Zellen, die 
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besonders  re ich  an  P ro t ea sen  wXren, noch du rch  die B i ldung  von  M u t a n t e n  u n t e r  Eini tuss  des  
A n t i b i o t i k u m s  e rk lg r t  werden.  Die Z u n a h m e  der  Proteolyse ,  u m  die es sich bier  handel t ,  en t sp r i ch t  
wesent l ich  tier F re i se t zung  yon  P e p t i d a s e n  von  den  au to lys i e r t en  Zellen d u r c h  die E i n w i r k u n g  yon  
Penicil l in.  Diese in flfissigem M e d i u m  e r h a l t e n e n  R esu l t a t e  best~.tigen also vollst~indig die bei Kul-  
t u r e n  a u i  g e l a t i n i e r t e m M e d i u m  u n t e r  Zuff igung yon Milc he r l ang ten .  Der  doppel te  u m r i n g e n d e  Schein  
m u s s  als eine einzelne a b n e h m e n d e  bak te r ios t a t i sche  Ak t iv i e rungszone  a u s g e d e u t e t  werden .  In  der  
U m g e b u n g  des Penici l l in t ropfens ,  wo die Bak te r ios tase  a m  s t~ rk s t en  ist  und  die Z e l l e n v e r m e h r u n g  
v o l l k o m m e n  g e h e m m t  wird,  t r i t t  keine pro teo ly t i sche  Ak t i v i t g t  auf.  In  den  wei te r l iegenden  ~usseren  
Zonen,  wo das  Penici l l in in m e h r  ve rd f inn ten  Dosen  auf t r i t t ,  we rden  die sich v e r m e h r e n d e n  Zellen in 
gr6sserer  Menge vern ich te t ,  wobei  ihre  Auto lyse  eine gr6ssere  Pro teo lyse  im Milieu ve ru r sach  :. 
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