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5. La reussite de la demonstration precedente tient ä l'existence d'un
point uni reel, done ä celle d'un nombre impair de points unis. Dans

l'espace, oil il y a quatre points unis, la demonstration precedente n'est

pas possible. Cependant, le theoreme est facile ä demontrer en s'appuyant
sur celui relatif au plan.

Dans une collineation homolocale C de l'espace, soient a et a' deux

plans correspondants; ils sont lies par une collineation, done par une
suite de projections. Or, dans l'espace, la projection d'un plan sur un
autre peut etre consideree comme une homologie de l'espace; il suflit de

faire passer le plan axial par l'intersection des deux plans. Gette
substitution d'homologies ä des projections faite, la suite des operations
qui a conduit du plan a ä a' transforme l'espace par une collineation D\
celle-ci n'est generalement pas la collineation donnee C, mais entre les

espaces obtenus par les collineations C et D il y a collineation; dans

cette derniere correspondance E, le plan «' est uni. Done la collineation E
est centrale. Ainsi, deux espaces collineaires homolocaux sont lies par
une suite d'homologies. Le theoreme demontre plus haut en operant
dans 1'hyperespace l'est maintenant sans sortir de l'espace tridimensionnel

d'operations.
La reduction d'une collineation ä une suite d'homologies est ainsi

obtenue dans tous les cas.

Sobhy Gouda, Elisabeth Schorer et Jean-Francois Schopfer. —
Levee de la bacteriostasie due ä la colimycine par adjonction de thiamine.

Nous avons dejä fait part de certains resultats obtenus, concernant
Pseudomonas fluorescens cultive dans differents milieux synthetiques
et inhibe dans sa croissance par un antibiotique polypeptidique, la

colimycine[1, 2].
Dans les milieux de culture contenant de la colimycine, il se produit

une forte accumulation de certains acides cetoniques ordinairement

presents en faible quantite dans ces milieux [3]. Ce sont les acides

pyruvique, glyoxylique et alpha-cetoglutarique. Ces accumulations

atteignent dix ä vingt fois les concentrations dosees dans des milieux
de culture depourvus de colimycine.
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II sufiit d'ajouter aux cultures, inhibees par l'antibiotique, une
certaine quantite de thiamine pour retablir aussitot la proliferation du

germe, sans pour autant retablir la biosvnthese du pigment fluorescent

vert, caracteristique du Pseudomonas fluorescens [4].
L'accumulation des acides cetoniques dans le filtrat de culture d'une

part, le retablissement de la proliferation par adjonction de thiamine au

milieu de culture d'autre part, nous font supposer une inhibition de

l'enzyme de decarboxylation ou l'arret de la Synthese du coenzyme

par le germe.
Mayor et collaborateurs [5], de l'Institut de pbysiologie et de bio-

cbimie de Madrid, ont etudie Taction d'une serie d'antibiotiques sur un

Systeme enzymatique contenant de Tapoenzyme de la decarboxylase

pvruvique d'origine vegetale, de la diphosphothiamine (coenzyme de la

decarboxylase) et de l'antibiotique. Dans le c.as particulier de la colimy-
cine, son action inhibitrice sur ce svsteme enzymatique a etc jugee

particulierement forte.
Nos essais in vivo, c'est-a-dire dans des milieux de culture, apportent

ainsi une nouvelle confirmation ä ccux notes in vitro.
Le retablissement de la croissance par adjonction de thiamine au

milieu inhibe par la colimycine, ne retablit pas pour autant la biosynthese
du pigment. Si done l'antibiotique possede effectivement une action

antidecarboxylasique, son effet ne se limite pas ä cette unique fonction.
Dans le but d'evaluer Taction antidecarboxylasique, d'observer les

modifications morphologiques eventuelles, de delimiter le role de la
thiamine ajoutee post ou ante inoculum k des milieux de culture inhibes

par l'antibiotique, nous avons entrepris le travail suivant.

Pseudomonas fluorescens a ete cultive dans un milieu synthetique (m)
dont la composition est la suivante:

Methodes et techniques.

Phosphate dipotassique
Sulfate de magnesium
Lactate de sodium

Glycine
Eau distillee ad 1000 ml

0,3 g
0,3 g
2,0 g
0.5 g
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A partir de ce milieu de base (m), nous avons prepare les variantes
suivantes:

(ra+c) milieu de base + 4 gammas/ml de colimycine *)

(w+5j) milieu de base + 250 gammas/ml de thiamine **)
(m-fc+Z?!) milieu de base + 4 gammas/ml de colimycine +

250 gammas/ml de thiamine.

Ces milieux ont ete repartis dans des erlenmeyers de 150 ml ä raison
de 40 ml par flacon et sterilises pendant 20 minutes ä une temperature
de 120°C.

Les milieux ont ete inocules ä raison de 0,25 ml d'une suspension
bacterienne prelevee ä partir d'une subculture de 24 heures en milieu m.
Les cultures ont ete soumises ä une agitation constante dans une etuve

reglee ä 25° C.

C'est ä partir de ces cultures que nous avons preleve aseptiquement,
ä intervalles reguliers, 5 ml de culture.

Cette suspension a ete soumise aux tests suivants:

1) lecture du degre nephelometrique,

2) mesure du pH apres centrifugation,

3) dosage des acides cetoniques du fdtrat,

4) examen microscopique des germes du culot de centrifugation, apres
coloration au violet de gentiane.

Nephelometrie.

Les 5 ml de milieu de culture sont introduits aseptiquement dans

des eprouvettes standardises sterilisees. L'intensite du trouble bacterien
a ete evaluee par la methode nephelometrique en utilisant un appareil
de Pulfrich, muni d'un filtre vert L2 et du verre depoli 4.

pll.

La mesure du pH, faite ä l'aide d'un pHmetre Beckmann, a ete
efTectuee apres centrifugation des germes pendant 15 minutes ä

5.000 tours/minute, sur une centrifugeuse Christ.

*) Methane sulfonate de Colimycine, Roger Bellon, Paris.
**) Chlorhydrate de thiamine, Hoffmann-La Roche, Bale.
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Acides cetoniques.

Pour l'extraction des acides cetoniques de nos fdtrats, nous avons
utilise la methode mise au point par Cavallini [6, 7], soit la formation
de derives de la dinitrophenylhydrazine. Les dinitrophenylhydrazones
extraites par des solvants divers et sechees sous vide, sont remises en

solution dans un tampon phosphate et subissent une Chromatographie
sur papier.

Les divers derives des acides cetoniques, ainsi separes, sont doses

par spectrophotometry selon la methode d'Isherwood [8, 9], apres
elution.

Resultats.

Nephelometrie.

La colimycine possede une action nettement bacteriostatique ä la
dose utilisee dans nos milieux. Dans le milieu m + c, la bacteriostasie est

definitive et le degre nephelometrique n'augmente pratiquement pas.
Dans le milieu m + c f-ßj, le germe surmonte faction bacteriostatique au
bout de 36 heures et la culture atteint 24 heures plus tard la concentration

observee dans les milieux temoins (m et m+Bj).
L'introduction de thiamine post inoculum dans le milieu de culture

m+c, apres des temps de contact de 60 et de 108 heures avec l'anti-
biotique, leve la bacteriostasie plus rapidement dans la culture la plus
jeune (fig. 1).

pll.
Le pH est en grande partie le reflet de la proliferation. Dans les

milieux de culture colimycines, l'ammoniaque liberee par la desamination
de la glycine est en quantite tres faible. L'introduction de ions ammonium

n'augmente pas la proliferation.
D'une fa^on generale, la colimycine retarde l'alcalinisation du milieu.

L'adjonction de thiamine abaisse le pH du milieu de culture (fig. 2).

Acides cetoniques.

II se produit une accumulation lente, mais progressive, d'acides

cetoniques en presence de colimycine. Cette accumulation est d'ailleurs
importante, comparee au nombre de germes presents dans les milieux
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Fig. I.

Mesures nephelometriques de la croissance.
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Fig. 2.

pH des milieux de culture apres centrifugation.
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inhibes. L'adjonction de thiamine diminue cette quantitc. Tie germe a

cependant toujours tendance ä accumuler les acides cetoniques en

presence de colimycine.
Nous avons regulierement trouve les deux isomeres pyruviques,

glyoxyliques, ainsi que le derive de l'acide alpha-cetoglutarique. I'ne
substance reagissant avec la dinitrophenylhydrazine de Ry 70, non
identifiee a ete regulierement observee sur nos chromatogrammes.

Tableau 1.

Concentration des acides cetoniques doses dans le ßllrat de culture
apres 36 heures.

Acides ciHonuiuos {janmia/ml m m + c m+ It i Tfl -f- C -|- li 1

pvruvique 1,9 7,0 1,6 19,5
alpha-cetoglutarique 0,2 0,2 0,1 0,2
glvoxvlique 0,5 0,4 0,4 1,0

Tableau 2.

Concentration des acides cetoniques doses dans le fillral de culture
apres 10S heures.

Acides cetoniques gamina/m! m m + c m+U i »1 + C+ Iii

pyruviquc 'i.O 64,0 3,0 7,0
alpha-cetoglutarique 0,2 10,0 0,2 0,3

Nous n'avons pas note d'accumulation d'acide glyoxylique
ä ce Stade de la culture.

Morphologie.

En presence de l'antibiotique, des variations morphologiques tres
importantes sont observees. L'adjonction de thiamine, tout en reta-
blissant la croissance, ne retablit pas la forme initiale. Les germes
cultives dans des milieux inhibes par la colimycine, mais cependant
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contenant de la thiamine, semblent moins atteints, car les germes
possedent une certaine homogeneite qui n'existe pas chez les germes
cultives dans des milieux avec antibiotique, mais sans thiamine.

L'importance de ces modifications reside dans leur irreversibilite.
La transformation est definitive.

Pigmentation.

Dans tous les cas oil l'antibiotique a ete introduit, la perte de la

pigmentation est definitive [4J.

Concentration
l/ml

80

APSEUDOMONAS CLUORESCENC

^
Accumulation d'acide

^ \ pyruvique dam

\ le filtral

\ — m

——- m+c

— m+Br

mtc+B,

m+c +ßi (aprii 60h)

m+C+Bt(aprei

Involution du taux d'acide pyruvique dose dans les milieux de culture,
d'apres les methodes de Cavallini et d'Isherwood.

Discussion.

Xous notons des modifications de deux sortes: les unes inherentes
ä la multiplication du germe. qui peuvent etre surmontees par l'adjonc-
tion de thiamine; les autres, d'ordre metabolique (biosynthese du

pigment), morphologique (dimensions des germes) qui, sans etre d'une

importance vitale, sont des transformations stables, transmissibles et

sont dues ä une mutation induite ou innee.
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Celle dependance ä regard de la thiamine devienl definitive che: le

mutant, meme en absence de V anlihiotique. Le mutant isole, repique et
remis dans le milieu de culture svnthetique ne pourra desormais pro-
liferer qu'en presence de traces de thiamine dans son milieu de culture.
Cette modification du pouvoir naturel de biosynthese de la thiamine,
ainsi que celle de la biosynthese du pigment sont interessantes, car elles

resultent d'une transformation genetique assez exceptionnelle dans le

cas des antibiotiques.

Fig. 4.

Pseudomonas fluorescens colores au violet de gentiane
provenant de cultures ägees de 36 heures.

1 (to), 2 (to + c), 3 (m + B,), 4 (to + c + 2?!).

Grossissement: x 2800 (Photographies: E. Boy de la Tour).

L'utilisation d'autres antibiotiques, tels que le chloramphenicol, par
nous, ou la penicilline, l'aureomycine, la streptomycine par nos pre-
decesseurs n'ont jamais donne de transformations genetiques durables,
mais uniquement des inhibitions partielles ou totales de la proliferation,
dans le cas de Pseudomonas fluorescens.
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Conclusions.

L'action de la colimycine sur Pseudomonas fluorescens peut se

resumer ainsi:
Une forte inhibition de la croissance accompagnee par une

accumulation d'acides cetoniques. La bacteriostasie et l'accumulation d'acides

cetoniques sont levees par adjonction de thiamine.
Une transformation profonde et definitive de certains caracteres

reconnus au germe sauvage, soit:

Modification de la forme et des dimensions de la bacterie,
Perte du pouvoir de biosynthese du pigment,
Dependance vis-ä-vis de la thiamine,
Difference dans l'aspect des suspensions bacteriennes.

Nous exprimons ä M. le professeur Fernand Chodat nos remerciements

pour les precieux conseils qu'il nous a donnes au cours de ce travail,
accompli dans son Institut.
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Resume.

La eolimvcine, antibiotique polypeptidique, possede une nette action bacte-
riostatique sur Pseudomonas fluorescens. Cette action se manifeste par une forte
accumulation de certains acides cetoniques (acides pvruvique, glyoxvlique et
alpha-cetoglutarique) et est attribuee ä une inhibition de l'enzyme de
decarboxylation ou de la Synthese du coenzyme de decarboxylation. L'introduction
de thiamine dans les milieux de culture leve l'effet bacteriostatique de l'anti-
biotique et diininue la concentration des acides cetoniques accumules. La
colimycine modifie definitivement certains caracteres reconnus au germe
snu vage, soit:

modification de la forme et des dimensions de la bacterie,
perte du pouvoir de biosynthese du pigment,
dependance vis-ä-vis de la thiamine,
difference dans l'aspect des suspensions bacteriennes.

Summary.

Colimycine is a polypeptidic antibiotic, possessing a high bacteriostatic
activity on Pseudomonas fluorescens. This effect manifests itself by a high
accumulation of cetonic acids (pyruvic, glyoxylic and alpha-ketoglutaric
acids) and is attributed to an inhibition of the decarboxylic enzyme or on
the synthesis of the cocarboxylase enzyme. The introduction of thiamin in
the culture medium releases the bacteriostatic effect of colimycine and
decreases the concentration of the accumulated cetonic acids. Colimycine
transforms definitively some caracteristics belonging to the wild type of
Pseudomonas fluorescens:

modification of the form and the dimensions of the bacteria,
loss of the ability of the bacteria to synthesize the pigment,
thiamin requirement,
differences in the aspect of bacterial suspensions.

Zusammenfassung.

Colimycin, ein polypeptidisches Antibiotikum, hat eine stark bacterioly-
tische Wirkung auf Pseudomonas fluorescens, indem es eine erhöte Anreicherung
gewisser Ketosäuren (Brenztranbensäure, Glyoxvlsäure und alphaketoglutar-
säure) erwirkt. Diese Wirkung ist auf eine Hemmung des Decarboxylationsen-
zym oder der Synthese des Decarboxylationscoenzym zurückzuführen. Durch
Zugabe von Thiamin zu den Kulturmedien, wird die bakteriostatische Wirkung
des Antibiotikum aufgehoben und die Konzentration der angehäuften
Ketosäuren erniedrigt. Colimycin ändert gewisse Karaktere der wilden Form. Einige
charakteristische Eigenschaften der Wildform von Pseudomonas fluorescens
werden durch Colimycinwirkung definitiv verändert:

Veränderung der Form und Grösse,
Verlust der Fähigkeit der Pigmentbiosynthese,
Thiaminabhängigkeit,
Veränderung des Ansehens der Bakteriensuspensionen.
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