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Figure S3. Growth curves of B. subtilis 168 in the presence of derivatives 3c (A), 4a (B), 4e (C), 4d (D). Remark: some curves have been omitted for sake of clarity. 

 
The observed delay in bacterial growth for 2a, 4b, 4d and 4e is prototypical for bacteriolytic compounds and prompted us 
to perform  time‐lapse microscopy on S. pneumoniae  in order  to confirm  that  these enol cyclocarbamate derivatives are 
bacteriolytic. For  this purpose, we grew S. pneumoniae on semi‐solid media containing surfaces  that contained different 

concentrations  (50‐100M) of 2a and monitored  the growth of  seven different microcolonies per  condition using  time‐

lapse microscopy. Compound 2a rapidly lysed the cells at 75 M, while at 50M normal growth was observed (Figure S4). 
 

 
Figure S4. Time‐lapse microscopy to study the bacteriolytic effect of the enol cyclocarbamate compounds. 7 different cells were tracked for each concentration 

of compound. a A normal growth was observed in presence of 50 µM and 60 µM (data not shown) of compound. b Bacteriolytic effect on pneumococcal cells in 
presence of 75 µM of compound. 
 

The  effect  of  the  enol  cyclocarbamates  on  peptidoglycan  synthesis  was  determined  using  HADA  labeling.  B.  subtilis 
(uncropped  image, Figure S5) and S. pneumoniae  (uncropped  images, Figure S8) were  for  this purpose cultured with  the 
enol cyclocarbamates, penicillin G and DMSO  for 20 minutes and subsequently  incubated with HADA  for 5 minutes. The 
labeling of peptidoglycan was  subsequently visualized with  fluorescence microscopy. Fluorescent  labeling of  the  septum 
was  blocked  by  active  compounds  but  not  by  inactive  compounds.  The  fluorescence  intensity  of  individual  cells  was 
quantified to determine the  inhibitory effect of the enol cyclocarbamates on the  incorporation of the fluorescent amino‐
acid analog HADA into peptidoglycan in live B. subtilis and the fluorescence intensity was plotted in a box‐and‐whisker plot. 
Addition of compound 2a, 4d or penicillin G led to a significant reduction in fluorescent labeling (Figure S6) 
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Supplemental experimental 

Fluorescence microscopy – 

B.  subtilis 168 was diluted  from an overnight  culture  to an OD600 of 0.02  in  casein hydrolysate medium[34] and 

grown at 37 °C until an OD600 of 0.2, at which point the compounds were added to the medium. At different time 

intervals (1 h and 3 h) cells were collected by centrifugation (2 minutes, 20000g) and resuspended in PBS (1/10th of 

the original  culture volume). Depending on  the experiment,  fluorescent dyes were added  to  this  suspension  to 

visualize  cell  integrity  (Syto9/Propidium  iodide)  (final  concentrations propidium  iodide, 20  μM; Syto9, 3.34  μM). 

After incubation for up to 15 minutes at 37 °C, bacteria were immobilized by putting 3‐L drops of the suspension 
on agarose pads (1%  in PBS). Bacteria were  imaged under a Nikon Ti‐E  inverted microscope equipped with a CFI 

Plan  Apochromat  DM  100×  oil  objective,  using  appropriate  filter  sets  for  the  dyes  used.  Digital  images were 

recorded using a Hamamatsu Orca Flash 4.0 (V2) camera and prepared using Adobe Photoshop. 

Time lapse microscopy ‐ S. pneumoniae  

Time‐lapse microscopy assays were performed as described previously.[29] Briefly,  the effect of compound 2a on 

single pneumococcal cells was followed  in time by microscopy (Nikon Eclipse Ti) using strain D39. The cells were 

pre‐grown  in C+Y acid medium until OD595 = 0.2. Then, 100‐fold dilution of  culture was  spotted on  slides with 

acrylamide‐C+Y  with  or  without  different  concentrations  of  the  compound.  Images  were  acquired  every  10 

minutes during 12h. 
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