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P E N I C I L L I A  P R O D U C T E U R S  D E  P I ~ N I C I L L I N E  

par 

SUZANNE HUTTER 
Laboratoire de microbiologie g~n~rale du centre de recherches pour la p~nicilline et les autres antibiotiques 

du Ministate de la Sant~ Publique et Institut de Baetgriologie de l" Universit~ de Liege (Belgique) 

INTRODUCTION 

Dans une note ant6rieure 1, nous avions signal6 la prSsence d 'un facteur "ant i -  

p~nicillinase" dans les milieux C.D.L. (Czapek-Dox + lO% de Levure s~che), cult iv& 
de Penic i l l ia  producteurs de p6nicilline. Nous avions 6galement d6montr6 son r61e dans 
les ph6nom~nes de lyse pr&~demment  observ6s et attribu6s alors ~ la "notalysine ''~. 

Sept Penic i l l ia  sur huit  souches examin6es (4, 46, 5 o, 832, 1249, 1951, X-I612 et 
Cop), cultiv6s sur C.D.L. s6cr~tent dans ce milieu le facteur inhibiteur: la souche 50 
seule fait exception. L 'appari t ion de l ' inhibiteur est tr~s lente et fugace: I4eme, I7eme 
et parfois seulement 228me jour de la culture. I1 disparalt rapidement du milieu de cul- 
ture, parfois d~j~ en moins de 24 heures apr~s son apparition. De fa~on g6n6rale, celle-ci 
coincide avec un p~ de 6.8 ~t 7.0 du milieu de culture, elle suit de pros le maximum de 
production de p6niciUine. On n'observe cependant pas de rapport  entre la quantit6 de 
p6nicilline produite par  le P e n i c i l l i u m  et l 'activit6 de l 'inhibiteur. Ainsi le filtrat dilu6 
au 1/8 de la souche de Baaln est capable d ' emp&her  l 'action de la p6nieillinase, alors 
que cette souche ne produit m~me pas i U.O. de p6nicilline au ml. Le filtrat d'une 
souche produisant 20 U.O./ml n 'a  pas une action plus marqude sur la p6nicillinase. 

Cultiv6s sur d 'autres  milieux de culture, ces Penic i l l ia  produisent 6galement l'inhi- 
biteur de la p6nicillinase, mais en moindre quantit& Nous avons ainsi essay6 le Czapek- 
Dox additionn5 de "corn-steep liquor" et un milieu h base d 'extrai t  de champignons 
diff6rentes concentrations. 

Trois Penic i l l ia  non-producteurs de p6nicilline ne produisent pas d'"antip6nicilli- 
nase". Une trentaine d 'act inomyc&es cultiv6s sur C.D.L. et choisis parmi les non- 
producteurs de p6nicillinase, n 'ont  jamais montr6 trace d 'un inhibiteur analogue. Nous 
n 'avons pas 6tendu cette 6tude ~ d 'autres microorganismes. 

Le facteur inhibiteur peut  suivre la p6nicilline au cours de son extraction par  
l '6ther ~ par t i r  d 'une solution aqueuse acide*. Nous avons cependant r6ussi ~ s6parer 
cet inhibiteur de la p6nicilline en l ' ex t rayant  d'une solution neutre ou ldg~rement alca- 

* lXlous en avons confirmation par un essai fair avecla p6nicilline sodique impure "Roche" 
(335 U.O./mg), Batch PRS. A la concentration de 25 U.O./ml cette p6nicilline emp~che le d6veloppe- 
ment du staphylocoque en pr6sence de p6nicillinase, alors que la m~me p6nicillinase inhibe totalement 
l'activit6 de 25 U.O./ml de p6nicilline cristallis6e G. Extraite par 3 volumes de chloroforme ~t PH 
neutre, elle donne un r6sidu qui, repris par l'ac&one, contient encore l'inhibiteur. 
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line au moyen d'~ther ou de chloroforme. On 6vapore k sec et on reprend le rSsidu par 
de rac6tone. 

Nous relatons ici l'6tude de l'activit~ du facteur inhibiteur de la p6nicilllnase, 
c.h.d, son action sur la p~nicilline, sur le staphylocoque, stir la p6nicilHnase et son 
intervention dans la r6action de la p6nicillinase sur la p6nicilline. 

TECHNIQUES UTILIS1~ES 

x. Dosage de la p~nicilline. Les dosages de p6nici|llne ont  tous 6tA faits par la m6thode des dilu- 
t i ons  s6ri6es, en progression g6om6trique de raison ~/z darts du bouillon ordinaire, ensemenc6 de 
Staphylococcus aureus (No. 79 de la Collection de l ' Inst i tut  de Bact6riologie de Liege). La lecture se 
fait en notant  le premier tube dana lequel le staphylocoque se d6veloppe (end-point). S'il y a doute, 
on a recours A l 'examen de frottis fixes et color6s. 

~. Dosage de la pdnicillinase. Les dosages de p6nicillinase ont  6t6 faits par dilutions s6ri~es en 
progression g~om6trique (raison ~ )  darts du bouillon additionn6 de l~niciHine cristalii~e G (200,20,2 
ou o.2 U.O.). On ensemence de staphylocoque (No. 79). L'"end-point"  correspond au premier tube 
rest~ clair. 

3" Preparation des p~nicillinases 
a. P6nicillinase de B. subtilis: Selon DIIxI-IIE ~, on cultive 9 jours ~ 37 ° C la souche de B. subtilis 

N. C. T. C. 6346en bouillon, avec 2 adjonctions de Iooo U.O. chacune de l~nicilllne]2o ml, espacSes 
de 48 h. On centrifuge, ajuste le Pit ~t 7.o et filtre sur Seitz ou bougie Chambexland L3. 

b. P~nicillinase de Streptomyces: Selon W~LSCH a, une souche productrice de p6nicillinase est 
cultivSe sur eau peptonSe additionn~e d'amidon et de g~lose. On centrifuge et filtre sur Seitz ou bougie 
Chamberland L 3. 

4. Dosage de l'inhibiteur. Le test  courant utilis6 pour la raise en ~vidence de l ' inhibiteur darts les 
filtrats de culture comme dans les di2ff6rentes liqueurs d'extraction est le suivant: On prepare des 
dilutions s6ri~es en progression g$om~trique de raison ~ du filtrat ou de aliquer dans du bouillon con- 
tenant  20 U.O.]ml de p~nicilline cristallis~e G; on a]oute ~ cliaque tube o.i ml de p$nicillinase B. sub- 
tilis; on ensemence de staphylocoque (No. 79). Apr~s 18 h d'incubation ~ 37 ° C, on note les tubes 

rest~s  clairs. S'il y ~ doute, on pratique des frottis. 
I1 est 6vident que l'on ne peut d6celer Faction de rinhibiteur qu'en presence d'une concentration 

minimale de p~nicilline permettant  l 'inhibition tot,ale du staphylocoque 79 dont la sensibilit6 ~ la 
p~nicilline correspond ~ o.o2 U.O./ml. 

R]~SULTATS EXPERIMENTAUX 

a. In/~ence de la concentration de l'inhibiteur.L'inhibition de la p6nicillinase d6pend 
directement de la concentration du facteur inhibiteur. Ce dernier interfere dans la 
destruction de la p~nicilline par la p~nicillinase proportionellement ~ sa concentration. 
La septi~me colonne du tableau iilustre cette constatation: elle donne les quantit6s de 
p6nicilline r~siduelle 1orsque 1'on a laiss~ agir la p~nicillinase d'actinomyc~te pendant 
24 h sur diff~rentes quantit~s de p~nicilline en presence de trois concentrations de 1'ex- 
trait inhibiteur (voir Tableau). 

b. Influence de la concentration en p~nicilline. Quelle que soit la quantit~ de p6nicilline 
offerte £ l'action de la p~nicillinase, l'inhibiteur soustrait finalement ~ la destruction 
par la p~nicillinase ~ peu pros toujours la m~me quantit~ de p6nicilline {voir Tableau, 
colorme 7: temps 24 h). 

Un filtrat contenant 20 U.O./ml de p~nicilline subit et r~v~le Faction de l'inhibiteur 
aussi bien qu'un filtrat additionn6 de 2oo U.O./ml de p~nicilline. 

c. Influence de la concentration en p~nicillinase. Quelle que la soit la p~nicillinase 
utflis6e (B. subtilis ou Streptomyces), le facteur inhibiteur agit identiquement. I1 en est 
de m~me si l'activit~ de la p~nicillinase varie dams le rapport de I ~t IOO. 
Bibliographie p. 578. 
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Action de l'extrait inhibiteur sur le staphylocoque. L'extrai t  inhibiteur n'a aucune 
action mltibiotique propre. 

Action de l'extrait inhibiteur sur la p~nicilline. Nous n'avons pas not6 d'action de 
l'inhibiteur sur la p6flicilline. 

N o u s  avons  mi s  en pr6sence p e n d a n t  24 heures  5, 37 ° C de la p6nicil l ine cristallis6e G ( io  U.O./ml)  
e t  l ' ex t r a i t  i nh ib i t eu r  (2 concen t r a t ions  diff6rentes).  Des  t6moins  son t  cons t i tu6s  pa r  ces deux  616- 
m e n t s  s6par6s que  l 'on  r6uni t  apr~s le s~jour  de 24 h ~ 37 ° C. P a r t o u t  on  p r a t i que  le t e s t  pa r  
d i lu t ion  en prdsence de p6nici l l inase B. subtilis. 

Le contact anticip6 n 'a  pas favorise l'action de l 'extrait  inhibiteur: les r6sultats 
sont identiques de part  et d'autre. 

Action de l'extrait inhibiteur sur la p~nicillinase. L'extrai t  inhibiteur r6duit tr6s 
faiblement l 'activit6 de la p6nicillinase elle-m~me. 

L a i s s a n t  en  con t ac t  la p6nici l l inase et  l ' ex t r a i t  i nh ib i t eu r  p e n d a n t  24 h 5, 37 ° C e t  t i t r a n t  ensui te  
la p6nici l l inase en pr6sence de 2o U.O. / Inl  de p6nicil l ine cristallis6e G, on observe  que  la p6nicill inase, 
ac t ive  5, la d i lu t ion  1/s 4 d a n s  le tdmoin ,  ne  l ' es t  p lus  q u ' ~  la d i lu t ion  1/16 e t  1/32. 

D'autres essais analogues montrent  toujours un d6calage d 'un ou de deux tubes 
en dilutions s6ri~es (raison ½) entre les t6moins et la p6nicillinase qui a 6t6 en contact 
avec l 'extrait  inhibiteur. 

Si l 'on  61imine l ' ex t r a i t  i nh ib i t eu r  p a r  t r a i t e m e n t  5, l '6 ther  apr~s les 24 h de c o n t a c t  avec  la 
pfn ic i l l inase  ac t ive  ( t6moin t ra i t6  de m~me) ,  on ob t i en t  des  r6su l t a t s  s imila i res :  d a n s  le t6moin ,  la 
p6nicfl l inase es t  ac t ive  j u s q u ' g  la d i lu t ion  x/xs0; t ra i t6e  pa r  l ' ex t r a i t  i nh ib i t euL  elle n ' e s t  p lus  ac t ive  
que  j u s q u ' a u x  d i lu t ions  x/s 0 e t  x/a 0. Ce dernier  r f s u l t a t  a 6tfi ob t enu  avec  u n  ex t r a i t  inh ib i t eur  act i f  
j u s q u ' ~  la d i lu t ion  I/8. 

On peut donc eonclure ~ une l~g~re destruction de la p6nicillinase. 
Action de l'cxtrait inhibiteur sur la r~action "p~nicillinase-p~nicilline". Nous avons 

~tudi6 l 'action de la p6nicillinase en presence de l 'extrait  inhibiteur en t i t rant  la p6nicil- 
line r6siduelle au cours de la r6action (I h, 2 h, 4 h, 7 h, 24 h). Nous avons 6tabli cette 
cin6tique de la r6action en utilisant la p6nicillinase d'actinomyc&te, thermolabile, ce qui 
permet d'interrompre la r6action au moment voulu par un simple chauffage d'une 
minute k IOO ° C et sans alt6rer notablement la p6nicilline cristallis6e G. 

Notre premier soin a 6t6 de choisir la concentration la plus favorable de p6nicillinase 
qui permette une r6action suifisamment ralentie pour suivre le ph6nom~ne. 

Remarquant  que la r6action est fortement entrav6e par l'acidification du milieu, 
nous avons dfi renoncer £ l'emploi de bouillon comme diluant de base et adopter une 
solution tampon phosphates M/5 de PH 7 .0. En effet, l 'extrait  inhibiteur brut (solution 
dans l'ac6tone) acidifie consid6rablement les m61anges en bouillon; tandis qu'en solution 
tampon de phosphates M/5, le PH des m61anges reste constant au cours de la r6action. 

:Nous avons  offer t  success ive rnen t  i , i o ,  ioo  e t  iooo U . O . / m l  de p6nicill ine cristallis6e G 5. l ' ac t ion  
de la p6nici l l inase d ' a c t i n o m y c ~ t e  x/s o en la pr6sence (3 concen t r a t ions  diff6rentes) e t  en l ' absence  de 
l ' e x t r a i t  i nh ib i t eu r  (voir T a b l e a u  et  courbes  reprSsent6es  a u x  F igs  I 5, 4). 

L'examen des courbes et du tableau nous permet de relever les points suivants: 
I. Nous pouvons confirmer l 'observation de WELSCH 4, d'apr~s laquelle la destruc- 

tion de la p6nicilline par la p6nicillinase suit, au d6but, la cin6tique d'une r6action 
d'ordre I (log de la concentration en fonction du temps). 

2. En fin de r6action, la quantit6 de p6nicilline r~siduelle varie assez proportion- 
nellement avec la concentration de l 'extrait  inhibiteur. Cette p6niciUine "pr6serv6e" de 
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l'action de la l~nicillinase est finalement du m~me ordre de grandeur, quelle que soit 
la teneur en p~nicilline initiale. 

En concentrant 5 lois l 'extrait  inhibiteur, nous avons mieux marqu~ encore la 
relation entre la teneur en p~nicilline r6siduelle et la coucentration de l'inhibiteur. 

Nous avons offert 6galement ~t la r6action ½ et ¼ d'U.O, de p~nicilline cristallis~e 
G dans l'espoir de prot~ger ainsi totalement la p6nicilline incorpor~e, de la p~nicillinase. 
Si la r~action se d6roule d 'abord normalement, eUe laisse cependant, apr~s 24 heures, 
o.I6 U.O., alors qu'il n'en reste plus trace dans le t~moin. 

3. La concentration en p~nicilline la plus favorable ~ l 'observation et ~ la raise en 
~vidence du ph~nom~ne d'inhibition est celle qui correspond ~ I U.O. Le pourcentage 
d'inhibition rapport~ dans ]a partie droite 
du tableau est plus ~lev~ ~vec i U.O. au 
d~part qu'avec IO, iOO ou iooo U.O. L'im- 
precision relative du dosage des grandes 
quantit~s de p~nicilline limite malheureu- 
sement l 'interpr~tation de ces r~sultats. 

IP, I~ I 
l i~ l~  I 

] 1\1 \ 

!!'!,: \ 
\ 

11J0~ 

2B 

8/2 

I I I I I I I I I I I I J ] f l  

fO U.O. 

I I | 1  I 

= 
0 2 4 24 0 ~ 2 4 7 ?4 

Teml~ on bourn rompt ~ h ~  

Figs I -  4. Destruction de la p6nicilline par la p~nicillinase en pr6sence de l'inhibiteur. 2A = t6moin sans 
inhibiteur]ml. Les conditions exp6rimentales 

D I S C U S S I O N  

Nous nous avons donc mis en ~vidence un facteur inhibiteur de la r~action de la 
p6niciUinase sur la p6nicilline. Cette "antil~nicillinase" est s~cr~t~e dans le milieu de 
culture par le Penicillium producteur de p~nicilline. Elle peut suivre la p~nicilline au 
cours de sa purification. Nous l 'avons ~galement retrouv~e clans un ~chantillon de p~ni- 
cilline sodique impure "Roche" (335 U.O./mg). Cette observation est peut-~tre k rap- 
procher des r6sultats aberrants de HUNWlCK~ 5 qui utilise une p~nicilline impure (70o-- 
Bibliographie p. 578. 
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80o U.O./mg) ell grandes concentrations. 8UREAU ET BOYER ~ mentionnent d'ailleurs 
que les impuret6s de la p6niciiline inhibent la p6nicillinase. En outre, d'autres auteurs 

! 
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, • ~ ' . ~  
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2 Z, 7 
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......qp 
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7 24 
Temps ee heene4 

inhibiteur; B/2 = 0.05 ml extrait inhibiteur/ml; B ~ o.Io ml extrait inhibiteur/ml; 2B = 0.20 ml extrait 
sont identiques A celles rapport6es dans le tableau. 

ont remarqu~ certains avantages de la p6nicilline commerciale qui ne se retrouvent plus 
dans la p6nicilline cristallis6e G 7. 

L'inhibiteur n 'a  auclme action antibiotique propre. I1 ne semble pas agir sur la 
p6nicilline. I1 entrave la r6action de la p6nicillinase sur la p6niciUine en laissant des 
quantit6s de p6nicilline r6siduelle qui varient avec la concentration de l'inhibiteur. La 
destruction de la p6nicilline par la p6nicillinase est d 'autant  plus entrav6e, cependant, 
que la concentration initiale de p6nicilline est plus faible; ceci serait en faveur de 
l'hypoth~se d 'un ph6nom~ne d'inhibition comp6titive. Cependant nous observons une 
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16g~re d e s t r u c t i o n  de  la  p6nic i l l inase  e l le -m~me,  en  p r6sence  de  l ' i n h i b i t e u r .  I1 se p e u t  

t o u t e f o i s  q u e  c e t t e  a l t e r a t i o n  soft  due  k u n  f a c t e u r  s econda i r e  p r e s e n t  d a n s  l ' e x t r a i t  
ut i l is6.  

N o u s  e x p r i m o n s  ici  n o t r e  r e c o n n a i s s a n c e  ~ la  ~ONDATION POUR LES BOURSES EI~" 

BIOLOGIE ET EN M~DECINE DE I'ACADI~MIE SUISSE DES SCIENCES M~DICALES, qui n o u s  

a g 6 n 6 r e u s e m e n t  accord6  u n e  B o u r s e  en  B io log ie  n o u s  p e r m e t t a n t  de  p o u r s u i v r e  ce  
t r a v a i l  ~ Liege .  

N o u s  t e n o n s  k r e m e r c i e r  le Dr .  MAURICE WELSCH, agr6g6, Chef  de  T r a v a u x  

l ' I n s t i t u t  de  Bac t6 r io log i e  de  l ' U n i v e r s i t 6  de  L i ege  e t  D i r e c t e m  au  C . R . P . A .  p o u r  ses  

consei ls  e t  l ' i n t6 r~ t  c o n s t a n t  q u ' i l  a b i en  v o u l u  a c c o r d e r  ~ n o t r e  t r a v a i l ;  n o u s  r e m e r c i o n s  

6 g a l e m e n t  Mr. J .  A. AESCHLIMANN, D i r e c t o r  of  C h e m i c a l  R e s e a r c h ,  H o f f m a n n - L a  R o c h e .  

Inc . ,  N e w  J e r s e y ,  U .S .A . ,  p o u r  son a i m a b l e  e n v o i  d ' 6 c h a n t i l l o n s  de  p6nic i l l ine .  

SUMMARY 

I. A factor present in filtrates of various Penicillia producing penicillin was shown to inhibit 
the destruction of penicillin by penicfllinase. 

2. This factor had no effect either on penicillin, nor on Staphylocovd but slightly inactivated 
penicillinase itself. 

3. Incubation for 24 hours of penicillin with penicillinase in the presence of the inhibiting factor 
resulted in residual penicillin values proportional to the concentration of inhibitor and independent 
of the amount of initial penicillin. 

R~-SUM~. 

I. I1 a 6t6 d6montr6 qu 'un facteur, pr6sent dans les filtrats de diverses esp~ces de penicillium 
produisant de la p6nicilline, est capable d'inhiber la destruction de la p6nicilline par la p6nicillinase. 

2. Ce facteur n'exerce aucune action sur la p6nicilline ni sur les staphylocoques, mais inactive 
l~g~rement la p6nicillinase elle-m~me. 

3. Lorsqu'on effectue l 'incubation de la p6nicilline avec la p6nicillinase pendant 24 heures en 
pr6sence du facteur d'inhibition, on constate une teneur en p6nicilline r6siduelle proportionelle 
la concentration de l'inhibiteur, et ind6pendante de la quantit6 initiale de p6nicilline. 

ZUSAMMENFASSUNG 

I. Filtrate von verschiedenen Penicillin erzeugenden Penieillia enthalten einen Faktor,  welcher 
den Abbau von Penicillin durch Penicillinase hemmt. 

2. Dieser Faktor ist ohne Einfluss auf Penicillin oder auf Staphylokokken. Er inaktiviert jedoch 
Penicillinase selbst ein wenig. 

3. Nach 24-stiindiger Bebrtitung yon Penicillin und Penicillinase in Gegenwart des hemmenden 
Faktors, ist die Menge unvefiinderten Penicillins der Konzentration der hemmenden Substanz propor- 
tional und v o n d e r  urspriinglichen Penicillinmenge unabhiingig. 
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