Contribution à l'étude d'un antibiotique isolé des feuilles de Bergenia cordifolia (HAW) A. Br
Lilly Steiger
Lu avec liregratuitement.com, la bibliothèque des livres libres et gratuits.
Contribution à l'étude d'un antibiotique isolé des feuilles de Bergenia cordifolia (HAW) A. Br
Présentée et soutenue publiquement le 29 juin 1950 # devant la Faculté de Pharmacie de Strasbourg =: o
pour obtenir le grade de Docteur de l'Université
(Mention Pharmacie) par Lizcy STEIGER he _ PHARMACIEN 4 \ Examinateurs de la Thèse :
MM. R. SARTORY, Professeur, Président ; P. JAEGER , Professeur, de Juges = J. M EYE R, Maître de Conférences à . | ‘STRASBOURG 2 IMPRIMERIE DES ARTS, SUSSMANN 1950 |
Lilly STEIGER
Contribution à l'étude d’un Antibiotique isolé des feuilles de Bergenia Cordifolia.
Imprimerie des Arts (Sussmann), Strasbourg (Bas-Rhin), in-8°, 68 p.
Doct. Univ. Pharm. Stras bourg, N° 523.
Lilly STEIGER
Contribution à l'étude d’un Antibiotique isolé des feuilles de Bergenia Cordifolia.
Imprimerie des Arts (Sussmann), Strasbourg (Bas-Rhin), in-8°, 68 p.
Doct. Univ. Pharm. Strasbourg, N° 523.
Lilly STEIGER
Contribution à l'étude d’un Antibiotique isolé des feuilles de Bergenia Cordifolia.
Imprimerie des Arts (Sussmann), Strasbourg (Bas-Rhin), in-8°, 68 p.
Doct. Univ. Pharm. Strasbourg, N° 523.
Lilly STEIGER
Contribution à l'étude d’un Antibiotique isolé des feuilles de Bergenia Cordifolia.
Imprimerie des Arts (Sussmann), Strasbourg (Bas-Rhin), in-8°, 68 p.
Doct. Univ. Pharm. Strasbourg, N° 523.
UNIVERSITÉ DE STRASBOURG - FACULTE DE PHARMACIE Année Scolaire 1949-1950 No 523
DE BERGENIA CORDIFOLIA
(HAW) A. Br.
THÈSE
Présentée et soutenue publiquement le 29 juin 1950 devant la Faculté de Pharmacie de Strasbourg pour obtenir le grade de Docteur de l'Université
(Mention Pharmacie)
par Lizzy STEIGER
Examinateurs de la Thèse :
MM. R. SARTORY, Professeur, Président P. JAEGER , Professeur,
£ ; Juges J MEYER, Maître de Conférences
UNIVERSITE DE STRASBOURG FACULTE DE PHARMACIE
Administration:
MM. VOLMAR, Doyen, %, I LAPP, Assesseur, I. $ SAINT-PE, Secrétaire.
Doyen honoraire:
M. A. SARTORY, C. #, I $&, C. #
Professeurs:
VOLMAR, RMS nr erouee Chimie organique GUILLAUME, ©. %, #, I. &, O. &# Pharmacie galénique LAPP ILES ET: 0e Ms sde Chimie analytique R. SARTORY, %X, I. $, O. & .... . Bactériologie CORDIRR TER eee Pharmacie chimique DUQUENOIS ASE RTC Re Matière médicale APAMCIMREMRÉÉE ob no or 1008000 me Botanique rs AN Professeur honoraire: Re :
M. A. SARTORY, C. #,I &,C. & © &” Maîtres de conférences:
HASSEEMANINE EE ee cent. Chimie minérale J'OMENER RER ES roc tete Hygiène SCHRENPER ER Ce Chimie Cours complémentaires:
NVOEMA RE the one Chimie générale GUIENUME RER PE Co ccc Zoologie :
PUS ES ann 0 00 DATA AR D € Physique RAR SARTORNER ER me Cryptogamie CORDIER RE RTE ec Chimie biologique DUQUENOISE RE ET ec RE Toxicologie LAVTIGN EEE CR 0e ce ee L Législation et Déontologie Me pharmaceutiques GAZEMSDUICHATEBIER Pharmacodynamie SOHREIBER EE ER eee eee Hydrologie et Minéralogie CAMES Ce Comptabilité pharmaceutique Chefs de travaux pratiques:
COLPARD RSR CT ERP ES. Chimie pharmaceutique LORDOUER RE TER EL ECC Bactériologie et Parasitologie GAZEReDURCHAMERTEREE "ER Histoire naturelle SCHRETBER AE ere ee Chimie et Physique BEL, RE AE RP ENS CERN CE Chimie générale
MALGRAS PE RME REP TRUE Bactériologie
Au président du Jury de ma thèse,
M. R. SARTORY,
Professeur de Bactériologie et Cryptogamie à la Faculté de Pharmacie de Strasbourg,
Chevalier de la Légion d'Honneur.
A mes juges:
M-P. TJAËEGER,
Professeur de Botanique
| à la Faculté de Pharmacie de Strasbourg.
M. J. MEYER, Maître de Conférences de Microbiologie et de Zoologie
à la Faculté de Pharmacie de Strasbourg.
Hommage de respectueuse gratitude
et sincère reconnaissance.
INTRODUCTION
Bergenia cordifolia (HAW) A. Br. est une plante vivace de la famille des Saxifragacées croissant dans les régions froides du Nord et du Centre de l’Asie, tout spécialement dans le massif de l’Altaï. Mais elle est bien connue aussi dans toute l’Europe centrale et beaucoup utilisée comme plante d'ornement. Ses grandes feuilles vertes, qui commencent à pousser dès le début du printemps et qui, grâce à leur solide structure morphologique résistent au froid de l'hiver, en dehors de leur pure valeur décorative, ont une certaine importance en médecine populaire. Dans certaines régions, spécialement en Alsace, dans la Forêt-Noire et aussi en Suisse centrale, les feuilles fraîchement coupées ne sont pas seulement utilisées pour soigner les petites blessures, égratignures, coupures, mais encore très souvent pour le traitement de l’eczéma des mains qui chez les laveuses est fréquemment provoqué par le contact trop prolongé et trop fréquent des mains avec l’eau et le savon.
Bien que cette feuille joue un certain rôle uniquement en médecine populaire et n’ait jamais trouvé place dans la SERIES MEDICAMINUM des dermatologues, elle est cependant mentionnée comme moyen de traitement par le Docteur Antonin Bossu (1) dans un ouvrage scientifique déjà ancien: «que l’on rencontre parfois dans les jardins, le Saxifraga à feuilles charnues et qu’on emploie les feuilles de cette espèce pour le pansement des vésicatoires et des cautères. Elles sont préférables, ajoute-t-il, l’été surtout, aux feuilles de poirée ou de bette.»
La feuille de Bergenia cordifolia fut, il y a un peu plus d’une dizaine d’années, analvsée chimiquement à la Faculté de Pharmacie de Strasbourg par Mademoiselle Simone BAZET (2) qui essaya d'isoler un ne responsable de l'effet thérapeutique et de cicatrisation constaté. Nous A are le passage suivant de la conclusion de ces travaux: «..quoi qu'il en soit, nous n’avons rien trouvé, sinon le ne qui puisse justifier l’action cicatrisante de la feuille de Bergenia cordifolia. Cependant, celle-ci peut avoir une certaine importance thérapeutique, par suite de sa forte teneur en Arbutine. L’Arbutine est considérée en effet, comme un antiseptique urinaire par l’Hyroquinone qu’elle libère dans l’organisme.»
Vu la vogue actuelle des Antibiotiques, et sachant que l'existence de ces substances n’est nullement limitée aux organismes inférieurs, mais que les plantes supérieures peuvent également servir de source de production de ces médicaments hautement actifs, nous nous sommes posé la question si l’effet thérapeutique des feuilles de Bergenia cordifolia ne pouvait s'expliquer par la présence d’un ou de plusieurs éléments à action antibiotique.
Au cours de nos travaux, nous avons essayé de mettre en évidence l'existence d’un produit faisant partie de ce groupe; il nous fallait examiner son mode d’action à l'égard de diverses bactéries et champignons et tenter d'isoler éventuellement cet élément actif. C’est ce dernier problème qui s’est avéré le plus difficile au cours de nos expériences.
Avant d’entrer dans le détail de nos recherches, nous prions Monsieur le Professeur René SARTORY, Professeur de Bactériologie et de Cryptogamie à la Faculté de Pharmacie de Strasbourg, qui nous a si bien accueilli dans son laboratoire, et qui nous a fait le grand honneur d’accepter la Pré- -sidence de notre jury de thèse de bien croire à l’expression de notre respectueux attachement et de notre vive gratitude pour les preuves souvent renouvelées de sa bienveillance.
Nous adressons le témoignage de nos sentiments respectueux à Monsieur le Professeur P. JAEGER, Professeur de Botanique à la Faculté de Pharmacie de Strasbourg, qui a bien voulu faire partie du jury de notre thèse.
C’est avec joie que nous trouvons ici l’occasion de témoigner notre vive reconnaissance et nos remerciements les plus sincères à Monsieur J. MEYER, Maître de Conférences à la Faculté de Pharmacie de Strasbourg, pour les conseils éclairés qu’il a bien voulu nous donner à chaque occasion. C'est lui qui nous a inspiré le sujet et qui nous a permis par ses conseils de mener notre tâche à bonne fin. Nous le remercions très sincèrement.
Nos remerciements vont enfin à tous les amis français de Strasbourg qui nous ont accueilli avec tant d’amabilité et ont contribué à faire de notre séjour et de notre période de fin d’études un laps de temps heureux et agréable.
CHAPITRE PREMIER
ETUDE BOTANIQUE DE BERGENIA CORDIFOLIA (HAW) A. Br.
Avant d'entrer en matière, nous tenons à donner un petit aperçu des caractères généraux de la famille des Saxifragacées à laquelle appartient Bergenia cordifolia (HAW) A.Br, dont les feuilles vert-foncé, brillantes font l’objet de notre thèse. Un bref exposé des représentants de la famille nous permettra de situer sa place dans la classification générale et les affinitiés botaniques avec les familles voisines. Nous dirons un mot en ce qui concerne le genre Bergenia, de la plante elle-même et de la morphologie de sa feuille et de sa composition chimique.
Les Saxifragacées.
La famille des Saxifragacées tire son nom du fait qu’un grand nombre des plantes qu’elle renferme croissent volontiers entre les pierres ou les fentes de rochers (saxzum frangere). Selon PLINE, ce serait de leur pouvoir de «dissoudre la pierre» qu’elles tireraient leur nom.
La famille des Saxifragacées comporte environ 650 espèces. Ce sont des plantes dicotylédones, dialypétales, qui croissent dans les deux hémisphères, mais surtout dans les parties froides ou tempérées de l'hémisphère Nord. On en connaît en Russie, dans les Montagnes de l’Altaï, en Sibérie (Bergenia cordifolia, B. crassifolia, B. ciliata), au Spitzberg (Saxifraga oppositifolia) et même sur les pentes de l’Himalaya (Saxifraga aristulata), jusqu’à une altitude de 6.000 mètres, c’est-à-dire à la limite de toute végétation. On trouve aussi des plantes de cette famille dans les régions à climat
tempéré (Hydrangea, Ribes). Chez nous, elles sont beaucoup cultivées comme plantes décoratives et jouent un rôle important dans l’horticulture (Hydrangea, Bergenia, Philadelphus).
Les Saxifragacées peuvent être des plantes herbacées (Saxifraga, Chrysosplenium, Hoteia), des arbrisseaux inermes ou aiguillonnés, ou même des plantes arborescentes (Escallonia, Hydrangea, Ribes). Il y a très peu de Saxifragacées annuelles ou bisannuelles. Presque toutes sont vivaces.
L'inflorescence est essentiellement variable et le seul caractère constant est le fait que la fleur n’est jamais isolée. On trouve des inflorescences en grappes comme chez les Ribes ou dérivant de la cyme chez les Hydrangea, les Saxifraga et le Philadelphus.
Les fleurs sont hermaphrodites, à réceptacle plan ou concave, penta- ou parfois tétramères. Les sépales alternent avec les pétales, la préfloraison est imbriquée. La corolle est généralement régulière. L’androcée est obdiplostémone ou isostémone par transformation des étamines épipétales en staminodes (Parnassia) où par avortement complet (Ribes): il peut être, mais très rarement, méristémone, par ramification des étamines épisépales (Philadelphus). Le gynécée comprend généralement deux carpelles, formant un ovaire libre ou plus ou moins infère, pluriloculaire (Saxifraga philadelphus) ou uniloculaire (Parnassia, Ribes). Il est à remarquer qu’il existe des Saxifragacées à carpelles indépendants, ce qui rend impossible d'établir une limite exacte entre cette famille et les familles voisines les Rosacées et les Crassulacées. Les ovules nombreux sont anatropes. Le fruit est très variable; ce peut être un follicule, une capsule ou une baie. La graine possède généralement un albumen abondant et la germination est normale.
Les feuilles sont alternes, opposées ou verticillées, simples ou plus ou moins composées, avec ou sans stipules.
Après l’énumération des caractères principaux, nous remarquons facilement qu’il en est peu de communs à toutes les plantes de cette famille. La famille des Saxifragacées est une famille par enchaînement dont il est impossible de séparer les différents groupes, car on trouve entre eux tous les intermédiaires entre des formes très diverses.
Les Sarifragacées constituent une des familles naturelles de la Digynie Décandrie, c’est-à-dire de la dixième classe de LINNÉ qui représente les familles à dix étamines et deux carpelles. Le polymorphisme de la famille a inspiré des classifications assez différentes aux botanistes. Mais en
général, ils sont d'accord pour reconnaître les grandes affinités qui existent entre les Rosacées et les Crassulacées, d’une part, et les Sarifragacées, d'autre part. Les Saxifragacées se rapprochent également beaucoup des Hamamélidacées par la fleur et par la graine qui est pourvue d’un albumen.
Sans prendre égard aux multiples classifications proposées des diverses botanistes qui, partant de points de vue opposés, se distinguent d’une façon nette entre elles, nous tenons à n’indiquer ici que la simple classification de BONNIER ct UE ON (3), qui donne un aperçu clair et instructif.
Ces auteurs divisent les Saxifragacées en cinq sousfamilles.
Classification des Saxifragacées selon BONNIER et LECLERC-DU-SABLON:
1° Le fruit est une capsule:
MP HOT DACCES EE obus acces 1. Saxifragées Arbrisseaux à feuilles alternes ....... 2. Escallonniées Arbres ou arbrisseaux à feuilles oppo- SÉCS SAS SSID ITU te 3. Hydrangées Arbres ou arbrisseaux à feuilles opposéesravecstipules À... APR EE 4. Cunoniées Trerituitiest itiet bare CE NREUrn Ron 5. Ribésiées
Le genre Bergenia (MOENCH).
Les Bergenia sont classés dans la sous-famille des Saxifragées et suivant les botanistes, ils se trouvent incorporés au genre Saxifraga ou bien ils en sont exclus, pour former un genre nettement séparé. Cette deuxième classification est la plus logique et la plus employée à l’heure actuelle.
Voici résumé brièvement les caractères qu’attribue ENGLER (4) aux Bergenia.
Bergenia: MOENCH (Geryonia; Schrank, Megasea: HAW). Réceptacle floral presque plan, non soudé latéralement à l’ovaire. Calice à sépales, imbriqués en quinconces. Pétales fixés sur le bord du réceptacle floral, imbriqués pendant la floraison. Dix étamines. Sacs polliniques courts, ovales, s’ouvrant latéralement; carpelles deux ou trois, soudés seulement à la base; à placentation pariétale. Graines nombreuses. Fruit constitué par une capsule. Ces plantes se présentent en touffes vivaces, à souche épaisse. Les feuilles sont consis-
tantes, plus ou moins ovales, ponctuées de glandes très apparentes à la loupe; les inflorescences sont en ombelles, les fleurs très jolies, sont protérogynes, à pétales roses ou blancs.
Les Bergenia (MOENCH) sont des plantes herbacées, vivaces, très répandues dans l’Asie centrale, et septentrionale, particulièrement dans les régions montagneuses. Les feuilles sont grandes, charnues, brillantes et présentent des poils glanduleux. L’inflorescence en cyme compacte se forme au sommet d’une hampe épaisse, cylindrique et charnue, qui peut atteindre jusqu’à 35 centimètres de hauteur en pleine floraison.
La souche est constituée par un rhizome rampant, épais et très dense.
Le Bergenia cordifolia (HAW) À. Br.
Plusieurs auteurs considèrent le Bergenia cordifolia comme une simple variété du Bergenia crassifolia, mais la plupart d’eux affirment l’existence de deux espèces bien distinctes. ROSENTHAL (5) et GMEIIN (6) considèrent Bergenia cordifolia comme une espèce véritable et font remarquer que les différences sont minimes. ENGLER (4) en fait résolument deux espèces bien différentes et indique même l'existence d’un hybride: Bergenia media (HAW) — Bergenia cordifolia x Bergenia crassifolia. Cet hybride serait d’ailleurs assez peu répandu dans les jardins. |
Bergenia cordifolia est originaire de l’est et du centre de l’Asie. Elle recouvre de grandes étendues dans les régions forestières du Massif de l’Altai. Cette espèce a été introduite en Europe vers le milieu du 18° siècle.
Les Bergenia cordifolia et crassifolia sont très décoratifs par leur feuillage et par leurs fleurs. On les trouve fréquemment dans nos jardins où elles forment de magnifiques bordures. La floraison qui dure très longtemps et qui commence déjà tôt au printemps, donne à cette plante un véritable charme. Pendant la préfloraison, l’inflorescence est protégée et complètement enveloppée par les bases des pétioles superposées et élargies. Au voisinage immédiat des fleurs, les feuilles sont alors réduites à des sortes de spathes blanchâtres, veinées de vert et de rose, portant à leur sommet une minuscule languette vert qui constitue le limbe. Les fleurs peuvent avoir de 15 à 20 min. de diamètre et sont rose pâle, à pétales obovales; les sépales et la hampe florale sont vert clair, alors que dans l’espèce crassifolia, ces organes apparaissent rougeâtres.
Le rhizome forme un cordon épais, plus ou moins tordu, avec des ramifications irrégulières.
La feuille de Bergenia cordifolia (HAW) A. Br.
Les feuilles de Bergenia cordifolia cordées, vert-foncé et brillantes, ont environ 20 cm. de diamètre. Leurs bords sont légèrement ondulés, les nervures sont plus apparentes au-dessous de la feuille et très saillantes. La feuille est vert-foncé dessus, un peu plus pâle en dessous. Elle est attachée sur rhizome par la base engaïnante de son pétiole. Elle porte sur ses deux faces de gros poils glanduleux formant des ponctuations visibles à l’œil nu, à pédicelles courts, tête large et volumineuse, formée d’un grand nombre de petites cellules. Ces poils rappellent beaucoup ceux des Ribes et du Houblon. Ils sont très fragiles et se séparent des feuilles au moindre choc.
La coupe effectuée dans la feuille montre une structure assez classique. La feuille est construite d’une manière dorsiventrale ou bifaciale. Sur la coupe transversale, on peut distinguer des deux côtés une cuticulle et l’épiderme avec les stomates. L’épiderme supérieur est suivi du tissu palissadique. Un parenchyme lacuneux joint le tissu palissadique à l’épiderme inférieur.
Dans le tissus de cette feuille, on trouve réparties un peu partout de grosses mâcles d’oxalate de chaux.
La feuille fut analysée chimiquement par Mademoiselle S. BAZET (2). La composition est la suivante:
1Ciuétdes Sucres réducteurs (exprimés en glucose): 3 gr. 712%. Sucres hydrolysables (exprimés en saccharose): 2 gr. 755%.
Gommes: 1 gr. 60%.
Hétéroside (Arbutoside): 12 gr. 90%.
2° Lipides:
Saponifiables (acides gras): 1 gr. 043% dont le point de fusion est 32,8°.
Insaponifiables: 1 gr. 731% dont phytostérol: 12,461%. 9° Protides:
Présence d’albumines, globulines, glutéines.
Azote total: 1 gr. 383% correspondant à: matière proté-
ique: 8 gr. 64%.
4° Essences et acides organiques fixes:
Essences: en très faible quantité.
Acides fixes:
Acide tartarique, acide citrique, acide malique.
Le HO
5° Acides organiques volatils:
Acide formique, acide acétique.
6° Tannoïdes:
Tanin: 11 gr. 715%.
7° Matières minérales:
Présence de: Fer, Manganèse, Magnésium, Calcium, Potassium, Sodium, Chlore, Phosphore, Soufre.
Manganèse: 0 gr. 00007%.
Fer: 0 gr. 07%.
La feuille a été employée en Asie comme succédané de thé et est encore utilisé dans ces pays contre la diarrhée.
Dans certaines régions de l’Europe, et notamment en Alsace, on l’emploie dans la médecine populaire, pour soigner les eczémas, les petites érosions de la peau, les coupures, etc,
LES ANTIBIOTIQUES EN GENERAL
Généralités.
Le terme d'ANTIBIOTIQUE a obtenu son sens propre au point de vue de son action biologique par la découverte de la Pénicilline, bien que PASTEUR déjà en 1878, avait employé ce mot pour caractériser l’antagonisme de diverses bactéries vis-à-vis du Bacillus anthracts.
Le mot «ANTIBIOTIQUE» dérive du Grec: dvt! B:0> Le terme «ANTIBIOSE» est choisi par opposition à celui de «SYMBIOSE» et désigne d’une façon générale les antagonismes biologiques qui existent entre certains microorganismes vivants. L’'ANTIBIOSE est, au contraire de la SYM- BIOSE, l'opposition de deux organismes, l’un produisant une ou plusieurs substances spécifiques dites Antibiotiques qui rendent tout voisinage intolérable à l’autre. Le domaine des Antibiotiques ne se limite pas uniquement aux êtres inférieurs, bactéries ou champignons. Les plantes supérieures aussi, savent se protéger par la production de substances plus ou moins spécifiques qui en inhibent la croissance.
Dans un récent ouvrage de GARROD (7), nous avons trouvé les caractères d’un Antibiotique nettement définis. D’après cet auteur, la substance antibiotique doit répondre aux conditions suivantes:
1° Elle doit présenter un pouvoir antimicrobien effectif. Son action doit être bactéricide de préférence ou au moins bactériostatique.
2° GARROD insiste sur l’importance de l'efficacité dans les milieux biologiques. Un effet bactéricide «in vitro» n’est pas suffisant, il faut une action certaine dans les milieux organiques comme le sang ou le pus.
3° La substance antibactérienne ne doit pas présenter d’action nuisible sur les tissus normaux. Il est important que la dose active ne soit pas toxique.
RE
L'action des Antibiotiques.
L'action des Antibiotiques peut être considérée à première vue comme une désinfection biologique; cependant jusqu’à présent nous ne connaissons pas encore définitivement les procédés intimes de leurs actions. Leur intervention antimicrobienne s’effectue de différentes façons et nous pouvons la définir selon GRUENINGER (8) de la manière suivante:
1° L'action peut être uniquement bactériostatique; dans ce cas la substance agit exclusivement sur la croissance et la multiplication des cellules et gêne la prolifération du microbe. Il s’agit ici de l’arrêt de la croissance de la bactérie sans que celle-ci soit tuée.
2° L'effet est bactéricide lorsque l’Antibiotique tue le microbe en bloquant ou en détruisant des ferments ou des systèmes de ferments nécessaires à la vie ou en lésant le protoplasme. La bactéricidie se manifeste donc par la mort définitive de la bactérie.
3° L'action est bactériolytique, lorsque la membrane de la cellule et le protoplasme du microbe sont détruits directement ou indirectement par l’Antibiotique mis en œuvre. L'action bactériolytique n’aboutit donc pas seulement à la mort de l’organisme attaqué, mais occasionne la désintégration complète des cellules microbiennes.
A la suite des études approfondies sur la Pénicilline on a obtenu des renseignements précieux sur les procédés d’activité des Antibiotiques. On a constaté qu’une certaine période d’incubation précède le déclenchement de l'effet antibiotique. La durée de cette période dépend de la concentration de la substance. Il semble très douteux que la bactériolyse soit un effet primaire de l’Antibiotique. On suppose plutôt que les processus bactériostatiques, bactéricides et bactériolytiques s'effectuent simultanément et successivement et que les processus bactéricides et bactériolytiques sont plutôt secondaires.
Au sujet de la Pénicilline, on était tout d’abord de l’avis que son action était essentiellement bactériostatique. Aujourd'hui, d’après l’auteur précité, cette conception doit être révisée et on devrait admettre une action essentiellement bactéricide.
Les désinfectants chimiques ordinaires se distinguent des Antibiotiques par le fait que ces premiers n’ont pas de période d’incubation et que la rapidité et l'étendue du processus bactéricide sont considérablement plus grandes, mais l'effet final est le même pour les deux groupes de produits.
pe
Historique concernant les Antibiotiques.
Lorsque l’on étudie l’histoire de la médecine, on constate que depuis très longtemps déjà la connaissance de l’antibiose joue un rôle considérable dans la médecine populaire et qu’elle a été appliquée thérapeutiquement, surtout pour la guérison des plaies.
Nous savons que dans l’antiquité on employait des toiles d'araignées poussiéreuses pour soigner des blessures fraîches. PLINE nous dit à ce sujet: «Tela araneae super quodam ulcere velut suavis sit sentitur».
Au début et à la fin du Moyen âge la coutume était répandue de couvrir les blessures au moyen de poussière provenant de murs d’église. Cette méthode de soigner les blessures était en général considérée comme une thérapeutique très favorable. Il est extrêmement intéressant de constater que cette technique était appliquée à la même époque dans les pays les plus divers et très éloignés les uns des autres, et quelle a survécu jusqu’à nos jours sur différents points du globe. C’est ainsi que l’on recueille de la poussière du toit de l'Eglise Casa santa, pèlerinage à San Loretto en Italie. Cette poussière à laquelle on attribue la faculté de guérir de blessures graves est distribuée dans de petites coupes aux pèlerins.
La science moderne a pu actuellement confirmer ces pratiques populaires se basant jusqu'alors uniquement sur les simples faits d'observation. Lorsque nous lisons les travaux de DuBos, Horcxxiss et WoopwaRrD (9) nous apprenons que ces auteurs cultivent des microorganismes avant une action antibiotique en chauffant des prélèvements de terre arable pendant une demi-heure à 70°. De cette facon ils tuent tous les germes non sporulés. Puis ils ensemencent ces échantillons de terre dans des milieux appropriés afin d'obtenir les microbes antibiotiques en culture pure et d’extraire à partir des corps bactériens ou du filtrat de cultures l’'Antibiotique lui-même. Au cours de ces recherches, les auteurs ont pu isoler les Antibiotiques Gramicidine et Tyrocidine.
La similitude entre les méthodes primitives employées par les laïcs et les procédés des scientifiques est surprenante.
Les usages de la médecine populaire ont donc été confirmés par une expérimentation rigoureuse.
Bien que déjà dans l’antiquité et au Moyen âge on ait employé des médecines dont l’action curative est prouvée aujourd’hui grâce à la présence de matières antibiotiques — des centaines d’années se sont écoulées avant que Pasteur, le premier (en 1878). ait pu observer le phénomène de lPanti-
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biose. Onze ans plus tard (1899) Bouchard a recommandé la lutte contre l’infection charbonneuse par le bacille pvocyanique.
En 1897, le jeune médecin militaire, DUCHESNE (10), a déjà reconnu dans sa thèse l’efficacité antibiotique du Pénicillium glaucum vis-à-vis de plusieurs germes pathogènes. . Il dit dans sa conclusion: «On peut donc espérer qu’en poursuivant l’étude des faits de concurrence biologique entre moisissures (Penicillium glaucum) et microbes, étude seulement ébauchée par nous et à laquelle nous n’avons d'autre prétention que d’avoir apporté ici une modeste contribution, on arrivera peut-être à la découverte d’autres faits directement utiles et applicables à l’hygiène prophylactique et à la thérapeutique».
La découverte proprement dite des Antibiotiques et de leur action spécifique est due à FLEMING qui par un heureux hasard a isolé la Pénicilline. Les expériences à large échelle faites par la suite par FLEMING même et un grand nombre de savants ont élucidé nettement ce problème.
Les Antibiotiques des plantes supérieures.
Etant donné l’opinion primitive que les substances antibiotiques ne se trouvaient que dans les plantes inférieures, c’est-à-dire dans les microorganismes, on n’a procédé aux recherches scientifiques des substances antibiotiques dans les plantes supérieures que plus récemment.
Au cours des dernières années, des études très étendues ont été faites dans ce domaine. Dans un travail d'OSBORNE (11), 2300 Angiospermes environ, ont été examinés systématiquement. Un effet antibiotique a été constaté seulement chez 134 plantes appartenant à 63 genres différents.
Dans le cadre de notre exposé, nous voudrions simplement donner un bref apercu des plantes les plus importantes chez lesquelles on a pu trouver jusqu’aujourd’hui des substances antibiotiques.
Nous avons emprunté pour ce résumé des données précieuses dans une publication de D. VINCENT (12). Pour de plus amples détails et pour la bibliographie nous renvoyons à cet exposé.
Chez les Angiospermes, on remarque surtout des propriétés antibactériennes prononcées dans les familles suivantes: Liliacées, Renonculacées, Crucifères, Légumineuses, Solanacées et Composées.
Ce sont surtout les Liliacées qui ont fourni jusqu’à maintenant les matériaux les plus intéressants et en particulier
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l’Ail (Allium sativum L.), dont les propriétés antiinfectieuses ont été utilisées depuis longtemps par la médecine populaire. On a isolé la Proallicine ou Alliüine qui, sous l'influence d’un enzyme donne naissance à l’Allicine, bactériostatique dont 1 mgr. correspond à 15 U.O. de Pénicilline. L’Allicine agirait en détruisant les groupements sulfhydriles de la Cystéine, essentiels à la prolifération cellulaire; son action antibiotique s'exerce contre les bactéries Gram-positives et Gramnégatives.
D’autres Liliacées, comme l’Oignon, les Colchiques, le Safran, l’Iris, ont montré, sous des formes diverses, des propriétés inhibitrices, principalement vis-à-vis du Sfaphylocoque.
Chez les Renonculacées, où paraissent se rencontrer les plantes douées du plus fort pouvoir antibactérien, les plus actives sont Anémones, Clématites et Renoncules. On a pu ainsi extraire des jus d'expression de la Renoncule âcre une Protoanémonine dont la constitution chimique est parente de celle de l’acide pénicillique et l’action bactériostatique manifeste sur le Bacille de Shiga, le Bacille coli, le Bacille diphtérique, etc. La Pivoine, la Chélidoine et quelques Crucifères comme le Chou, le Navet, le Raifort, le Radis sont actifs sur le Staphylocoque. On a isolé des semences du Radis commun la Rhaphanine qui est douée d’un net pouvoir antibiotique. La Ptérygospermine est une lactone obtenue à partir d’une plante médicinale de l’Inde, Moringa pterygosperma, elle agit sur le Staphylocoque à la concentration de 1/75.000. L'activité antimicrobienne du Drosera serait due à la 2 méthyl-8-hydroxy-1-4-naphtoquinone.
Chez les Rosacées, les Sorbiers, Spiraea aruncus, chez les Légumineuses, la Luzerne, Cassia reticulata, inhibent également la croissance de certains microbes. C’est la Canavaline, isolée à partir des graines de Soja ou de Jack-bean (Canavalia ensiformis) qui, dans ce groupe, est l’Antibiotique le plus intéressant.
En effet, dénuée de toxicité, cette substance s’est montrée efficace dans le traitement de certaines prneumococcies.
Si l’Airelle, utilisée en médecine comme antidiarrhéique, paraît douée d’un certain pouvoir antibiotique, Plumbago europaea contient aussi la 2-méthyl-8-hydroxy-1-4-naphtoquinone, ou Plumbagol, isomère du Phtiocol extrait du Bacille tuberculeux, qui retarde la croissance du Sfaphylocoque, du Streptocoque et du Pneumocoque même à la dilution de 1/500‘000. La Jalapine et la Convolvuline isolées des résines de Convolvulacées possèdent une action antigénétique sur le Pneumocoque, plus marquée en présence de taurocholate de soude.
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On signalait la destruction du Bacille typhique par les extraits de Capsicum annuum et le pouvoir bactériostatique de la Tomatine, élément antibiotique de Solanum lycopersicum qui fut mis en évidence par J. MEYER (13) et confirmé par Mademoiselle N. KLEIN (14).
Une activité antibiotique a été reconnue chez certaines Scrofulariacées et Caprifoliacées, en particulier au moyen d'extrait de Chévrefeuille. La famille des Composées possède également des espèces douées de propriétés antimicrobiennes. Ainsi les Arctium et Onopordon ont fourni deux substances très actives sur le Staphylocoque. On a isolé la Crépine de Crepis taraxacifolia, substance inhibitrice vis-à-vis des bactéries Gram positives.
Quant à la présence de substances antibiotiques dans la famille des Saxifragacées à laquelle appartient Bergenia cordifolia (HAW) A. Br., sujet de notre thèse, très peu d’expériences ont été faites jusqu’à ce jour.
La liste des espèces et des familles de plantes contenant des Antibiotiques est loin d’être close. Chaque jour de nouvelles expériences apportent de nouveaux faits, de nouvelles hypothèses de travail.
PREPARATION DU JUS DE FEUILLES DE BERGENIA CORDIFOLIA
Nous avons toujours travaillé, lors de tous nos essais, avec un jus de plantes fraîches.
Les feuilles ont été récoltées facilement dans le jardin botanique de l’Université. Les feuilles, à la différence de ce qui se passe pour la plupart des plantes herbeuses, ne meurent et ne se dessèchent pas en automne, au contraire, elle survivent à la saison froide sans modifications morphologiques ni chimiques. Nous avons ainsi eu ce matériel frais à notre disposition pour l’analyse également pendant les mois d'hiver.
Nous avons bien tenté, au début de nos essais de stabiliser les feuilles, mais pour des motifs que nous exposons dans un chapitre ultérieur de notre thèse, nous n’avons pas réussi à utiliser les plantes stabilisées. L’inhibition des ferments que l’on réalise par cette technique est nuisible en ce qui concerne le but que nous avons poursuivi lors de nos expériences, car l’action de ces ferments est prépondérante pour réaliser l’effet antibiotique du jus de Bergenia cordifolia, comme nos travaux ultérieurs le prouveront.
Nous étions obligé également de faire abstraction de la déshydration de nos feuilles, procédé de stabilisation provisoire, parce que même la dessiccation prudente et progressive occasionne bien souvent une modification de la composition chimique par rapport à la structure de la plante vivante.
D'autre part, à la suite de l’instabilité notoire des éléments antibiotiques, il importe, lors d’expériences avant
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trait à des substances aussi labiles, de travailler avec du matériel ne pouvant prêter à aucune critique.
Notre jus de plante fut préparé de la manière suivante: Les feuilles fraîchement coupées sont tout d’abord soumises à un nettoyage très soigneux. On les place ensuite dans un panier en treillis métalliques et on les débarrasse autant que possible de l’eau adhérente en les agitant vigoureusement.
Eiles sont ensuite broyées au moyen d’un hachoir à viande.
Nous avons ainsi obtenu une masse verte, pâteuse, peu hydratée, ressemblant à des épinards hachés, Celle-ci fut exprimée par petites portions dans un presse-fruits ordinaire. Le jus qui s’en écoulait fut filtré sur papier CHARDIN, recueilli dans un ERLENMEYER stérile et conservé au frigidaire.
Nous avons obtenu de cette manière environ 400 à 459 grammes de jus de feuilles par kilo de plantes fraiches.
Notre jus de feuilles présentait les caractères suivants: 1° liquide brun-rougeâtre, clair, transparent; 2° écume apparaissant à l’agitation; 3° réaction faiblement acide, pH = 4,9; 4° odeur faiblement aromatique; o° saveur amère et fortement astringente.
Essais préliminaires sur l’activité antibiotique.
Les premiers essais que nous avons effectués pour rechercher la présence d’un élément antibiotique dans le jus des feuilles ont été faits au moyen de cultures de Staphylocoque doré.
Le milieu employé était composé de la manière suivante:
PBEDIONE" MISE ERREUR 20,0 gr.
Chlorure de Sodium" J72P8P5. 0 5,0 gr.
CHGCOSEN ETC RREARN ERA SE 20 gr.
LEE PAU PR I D Re 1000,0 gr.
On fait dissoudre à la vapeur fluente la peptone et le Chlorure de. Sodium dans l’eau. Attendu que la peptone est un peu différente suivant le mode de fabrication, nous avons toujours employé pour toutes nos préparations la même peptone, répondant aux exigences du Codex francais. On ajuste le pH à 7,0 au moyen de Lessive de soude. On filtre sur papier CHARDIN. On vérifie le pH, on ajoute le Glucose
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et on répartit ce bouillon à raison de 4,5 cc. par tube. On bouche au coton et on stérilise pendant 30 minutes à 110°.
Ces tubes furent ensemencés à l’aide d’une culture de Staphylococcus aureus. En même temps, nous avons préparé une série de dilutions de jus de feuilles avec le Soluté physiologique stérile de manière à obtenir les concentrations suivantes:
Nous avons ensuite introduit avec les précautions d’asepsie strictes 0,5 cc. de chacune de ces dilutions dans les tubes de bouillon préalablement ensemencés avec les Staphylocoques. D’autre part, un tube témoin a été préparé par l’ensemencement avec notre Staphylocoque auquel nous avons ajouté 0,5 cc. de Soluté physiologique à la place du jus dilué. Nous avons porté la série des tubes en expérience à l’étuve à la température de 37° pendant 24 heures.
À ce moment, nous avons constaté que la limpidité des bouillons était profondément modifiée à la suite du développement des coccis dans les divers tubes. Le témoin montrait un trouble homogène très fort. Même dans les tubes contenant des solutions du jus fortement diluées, il y avait bien un dépôt plus ou moins important, sans relation avec le développement des coccis. En effet, il s'agissait d’une combinaison produite par l’action du tannin contenu dans le jus des feuilles sur les peptones du bouillon. Le liquide surnageant était toujours limpide.
De ces essais préliminaires, nous nous crovons en droit de conclure à la présence d’éléments antibiotiques dans l'extrait des feuilles de Bergenia cordifolia, substances qui semblent exercer une certaine action inhibitrice sur le développement des Staphylocoques dorés mis en expérience.
METHODES DE DOSAGE DE L'ACTIVITE ANTIBIOTIQUE
Après avoir constaté, lors de nos essais préliminaires, la présence de facteurs antimicrobiens, il nous a semblé nécessaire d'étudier les qualités de cet Antibiotique éventuel et d’essaver de déterminer quelle était sa concentration dans le jus des feuilles de Bergenia cordifolia.
Au cours des essais suivants, nous avons donc essavé de déterminer:
1° le taux de la dilution la plus forte de jus de feuilles encore actif;
2° les bactéries sur lesquelles le jus des feuilles exerçait une action inhibitrice.
Le dosage des Antibiotiques n’est effectué jusqu’à maintenant qu’au moyen de méthodes biologiques. Ces méthodes furent élaborées avant tout pour la détermination de la valeur de la Pénicilline et on les employa également pour le titrage d’autres éléments antibiotiques.
On peut distinguer deux grands groupes de méthodes pour le contrôle de l’action des Antibiotiques:
1° Méthode de titration par des dilutions progressives:
Cette méthode de titrage est basée sur la vieille technique bactériologique des dilutions. Elle repose sur la lecture directe du seuil d’inhibition du développement d’un germe dans un bouillon nutritif additionné de dilutions décroissantes de l’échantillon à titrer. Cette méthode fut employée la première fois par FLEMING Ces dernières années, certains bactériologistes ont essayé de modifier la méthode en remplaçant la lecture directe du seuil d'inhibition par un examen indirect à l’aide de manifestations physiologiques contrôlant Ia vie microbienne (hémolyse, respiration, luminescence, production d’acide,
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phénomène d’oxydo-réduction, etc.). L’addition d’un indicateur de pH, la phénolsulfonephtaléine, par exemple, traduit ainsi la production d’acide et facilite la lecture.
2° Méthodes de titration par diffusion:
a) Méthode de HEATLEY:
Cette méthode, dont les détails ont été élaborés par HEATLEY, utilise de petits anneaux de verre (7,5 mm. x 10 mm.), dont une des extrémités est rodée et que lon implante à la surface d’une couche de gélose solidifiée, coulée dans une boîte de Pérri. La gélose est ensemencée en surface. On verse des solutions de lAntibiotique à différentes concentrations dans les anneaux de verre, et la boîte de PÉTRI est placée à 37°. L’Antibiotique diffuse progressivement, le degré de la diffusion étant en rapport avec la concentration de la solution en principe actif. Dans ces conditions, il se forme des zones claires, transparentes, lysées tout autour de l’anneau de verre, dont on mesure le diamètre.
b) Méthode dite d'Oxford Cup, élaboré par J.-G. VINGENT et H.-W. VINCENT (29) :
Les tubes de verre sont remplacés par des disques de papier-filtre de même diamètre environ que les tubes. En imprégnant ces rondelles de papier au moyen des solutions d’Antibiotiques et en les appliquant à la surface des milieux gélosés, on obtient également, par diffusion des zones annulaires d’inhibition.
c) Méthode d'Oxford Cup, modifiée par FLEMING: Par cette méthode, on perce au moyen d’une baguette stérile de verre des trous dans la gélose solidifiée coulée en boîte de PÉTRI au lieu d'utiliser des anneaux de verre.
Pour la recherche de l’activité de notre jus, nous avons employé presque exclusivement la méthode des dilutions. Cette méthode nous a semblé la plus pratique pour nos expériences. Elle n’exige aucun appareil spécial, la technique est extrêmement simple tout en étant très précise et donne des valeurs toujours sensiblement comparables. Cependant, il faut travailler avec deux séries de cultures soumises aux mêmes conditions expérimentales et ne considérer comme expériences rigoureuses que celles donnant des résul-
tats concordants pour les deux séries de cultures.
La limite de sensibilité de cette méthode peut être augmentée en cas de besoin, en employant des concentrations en Andlibiotique à étudier aussi petites que possible d'un tube à l’autre pour une série d’essais.
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Au cours de nos travaux sur l’activité antibiotique des feuilles de Bergenia cordifolia, nous avons employé cinq microbes différents:
1° Staphylococcus aureus,
2° Streptococcus haemolyticus,
3° Escherichia coli,
4° Pseudomonas aeruginosa (Bacillus pyocyaneus),
5° Trichophyton mentagrophytes (Trichophyton gypseum).
EXPERIENCES AU MOYEN DU STAPHYLOCOQUE DORE
Milieu :
Pour tous nos essais effectués avec cette bactérie, nous avons utilisé un bouillon dont la composition correspond à la formule suivante:
PéptOhes Rae Ste die trut 20,0 gr.
Chlorure de Soda 5,0 gr.
GIUCOSES ER Et FR 2,0 gr.
SENTIR RON ANNE EE JO 1000,0 gr.
Préparation de la suspension de staphylocoques:
Pour effectuer nos expériences, nous avons emplové une culture de Stfaphylocoques dorés ensemencée dans notre bouillon peptoné, placé à 37° pendant 24 heures. Pour réaliser cette culture, nous sommes parti d’une souche pure de Staphylococcus aureus sur gélose, conservée à la glacière. Cette culture fut d’abord repiquée sur un milieu de gélose, et après 24 heures à l’étuve (37°), on ensemençait enfin dans le bouillon décrit plus haut. Celui-ci fut également laissé pendant 24 heures à l’étuve et employé seulement ensuite pour ensemencer la série expérimentale. Ces repiquages successifs nous ont permis ainsi de travailler toujours avec la même souche bactérienne et au moyen de générations jeunes et de vitalité identique.
Préparation de la dilution du jus:
En mélangeant le jus des feuilles avec le bouillon, il se forme un précipité. À la suite de ce phénomène, nous n’avons pas pu préparer la série expérimentale en mélangeant directement le ius avec le bouillon. Etant donné que ce premier mélange devait nous servir à la préparation de dilutions successives par distribution à la pipette, le précipité de la
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combinaison tannin-protéine nous aurait empêché d’obtenir une suspension homogène et par conséquent les dilutions successives de lAntibiotique n’auraient pas été conformes à nos exigences.
Pour obtenir des concentrations parfaitement définies, nous avons préparé avant tout une série de dilutions du jus au moyen de Soluté physiologique stérile. Dans ces conditions, on obtient une solution limpide et dépourvue de précipité.
La série des tubes a été ensuite préparée de la façon suivante: |
À 4,5 cc. de Soluté physiologique stérile, nous ajoutons 0,5 cc. du jus de feuilles pour obtenir une dilution au 1/10 par rapport au jus initial.
À 2,0 cc. de cette dilution prélevée au moyen d’une pipette stérile, nous ajoutons 2,0 cc. de Soluté physiologique stérile. La nouvelle dilution a ainsi une concentration de 1/20° par rapport au jus initial.
2,0 cc. de cette dernière dilution sont de nouveau dilués au moyen de 2,0 cc. de Soluté physiologique pour obtenir une concentration au 1/40%.
En continuant ces manipulations, nous avons préparé la gamme complète des dilutions.
Dosages définitifs:
En prélevant 0,5 cc. de chaque dilution de jus des feuilles ainsi préparée et en les introduisant dans des tubes contenant 4,5 cc. de bouillon, nous obtenons les dilutions suivantes:
0,5 cc. d’une dilut. du jus à 1:10 +4,5 cc. de bouillon — 1 :100 0,5 cc. d’une dilut. du jus à 1:20 +-4,5 cc. de bouillon — 1 :200 0,5 cc. d’une dilut. du jus à 1:40 +4,5 cc. de bouillon — 1 :400 0,5 cc. d’une dilut. du jus à 1:80 +4,5 cc. de bouillon — 1 :800 0,5 cc. d’une dilut. du jus à 1:160+4,5 cc. de bouillon — 1 :1600 0,5 cc. d’une dilut. du jus à 1:320+4,5 cc. de bouillon — 1 :3200
Nous avons préparé en même temps un tube témoin dans lequel nous remplaçons les 0,5 cc. de la dilution du jus par la même quantité de Soluté physiologique stérile. Tous les tubes sont ensuite ensemencés avec 0,2 cc. de la suspension staphylococcique préalablement préparée. On mélange soigneusement, puis on place la gamme de tubes ensemencées pendant 24 heures à l’étuve à une température de 37°.
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Résultats :
Observations macroscopiques:
Après un séjour de 24 heures à l’étuve, nous avons constaté à l’examen macroscopique du tube témoin un trouble plus ou moins prononcé suivant le développement des Staphylocoques. Tous les tubes préparés à l’aide des dilutions de jus présentaient un dépôt dû à l’action des tannins du jus sur les albumines du bouillon. La quantité de sédiment diminuait proportionnellement à la concentration du taux du jus ajouté. Le liquide surnageant était légèrement opalescent dans tous les tubes. Nous avons remarqué que le trouble était sensiblement moins fort dans les trois premiers tubes contenant les plus fortes doses de jus. Par contre, ceux qui renfermaient des dilutions plus grandes montraient presque la même opalescence que le témoin.
Observations microscopiques:
Nous avons préparé des frottis à partir des tubes de culture ayant été disposé pendant 24 heures à 37°. Puis nous avons pratiqué des colorations à la fuchsine diluée. A l’examen microscopique, on constate qu’un très petit nombre de Coques existe encore dans les tubes à faibles dilutions, mais que ces derniers présentent des caractères morphologiques atypiques. Ils sont fortement hypertrophiés, leur diamètre a presque doublé, comme on peut s’en rendre compte par comparaison avec les frottis préparés à partir du témoin. Nous y trouvons également des cadavres microbiens vides de leur contenu protoplasmique ainsi que des vestiges de membranes cellulaires provenant de Coques lysés.
La limite de la bactériolyse se situe entre les dilutions
de 1:1600 à 1:3200.
Dans les tubes à dilutions plus poussées, nous ne trouvons plus de Bactéries lyvsées, mais l’aspect morphologique de ces dernières n’est cependant nullement normal. Elles sont fortement gonflées de telle sorte qu’elles se colorent irrégulièérement et présentent souvent des espaces vacuolaires non colorées.
Pour étudier d’une manière plus précise l’action du jus de Bergenia sur les Staphylocoques, les tubes en expérience avant été placés pendant 24 heures à l’étuve, ont été repiqués sur des nouveaux milieux. Cet ensemencement s’effectue au moyen d’une ôse prélevée dans le bouillon cultivé et transporté dans 5 ce. de nouveau milieu. Cette gamme a été ensuite placée 24 heures à l’étuve. Ce temps écoulé, nous avons pu constater que les dilutions jusqu’à 1:1600 (celle-ci incluse) ne contenaient plus de Coques viables, car les tubes de repiquage sont restés tout à fait stériles. Les tubes con-
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tenant des dilutions plus fortes et le tube témoin ont présenté au contraire une opalescence plus ou moins marquée selon la croissance des Coques.
Le tableau suivant exprime ces résultats:
mo
Es . Trouble | Image microscopique | nn du jus après 24 heures après 24 heures tube repiqué témoin | fort trouble Coques normaux +
il 100 | léger trouble | Coques hypertrophiés! —
1 200 | léger trouble | Coques hypertrophiés —
1 400 | léger trouble | Coques hypertrophiés. —
fort trouble | Coques hypertrophiés
Interprétation:
Nous pouvons conclure de ces essais que le jus des feuilles de Bergenia cordifolia exerce une action antibiotique sur les Staphylocoques, particulièrement sur le Staphylococcus aureus.
À l’état fortement concentré, il semble qu’il s’agisse d’un effet bactériolytique et bactéricide, tandis que leffet inhibiteur dans les faibles concentrations est dû à une action bactériostatique.
Nos essais nous permettent également d’écarter l’hypothèse que l’action antibiotique se produit d’une façon instantanée; celle-ci semble au contraire survenir graduellement. Les tubes, même ceux contenant une forte concentration de jus, font apparaître un trouble dû à un développement partiel des Coques qui s'effectue jusqu’au moment où le facteur antibiotique commence à agir. Les Coques semblent pouvoir se multiplier au début, mais à partir d’une période de latence déterminée, ils s’hypertrophient et finalement éclatent.
EXPERIENCES
AU MOYEN DE STREPTOCOCCUS HAEMOLYTICUS.
Milieu :
Les Streptocoques présentent des exigences beaucoup plus grandes vis-à-vis des milieux nutritifs que les Staphylocoques. Pour obtenir un développement favorable, nous avons choisi un bouillon d’ascite (bouillon ordinaire avec 10% de liquide d’ascite) qui est particulièrement favorable au développement des Streptocoques.
Milieu ordinaire:
Extrait /denViande TA TIR RL LOGE.
Chlorure de Sodium" 022 3,0 gr.
Peptonenitmer L'an fAlsERs re 10,0 gr.
Fan =. nr Cure 100,0 gr.
L’extrait de Viande, la peptone et le Chlorure de Sodium sont dissous dans l’eau, à l’autoclave. On filtre et on ajuste le pH à 7,2 — 7,4. On ajoute ensuite, dans des conditions aseptiques 0,4 ce. de liquide d’acite dans les tubes contenant 4,1 cc. de bouillon et préalablement stérilisés à 110°. Les tubes sont conservés 24 heures à la température normale, quelques-uns prélevés au hasard sont placées à 37° pendant le même temps, puis on s’assure de leur stérilité par le contrôle de leur transparence. On les conserve ensuite dans le frigidaire.
Préparation de la suspension de Streptocoques:
On prépare une nouvelle culture par repiquage d’une souche pure de Streptococcus haemolyticus sur le milieu décrit plus haut. Après 60 heures à l’étuve, cette culture est repiquée de nouveau et après 60 heures d’étuve encore, elle est employée pour l’ensemencement de nos séries de tubes nécessaires pour chaque expérience.
Préparation de la dilution du jus:
Les dilutions du jus des feuilles ont été préparées d’une manière identique à celle utilisée lors des essais effectués au moyen des Staphylocoques.
Dosages définitifs:
Nous avons introduit dans chacun des tubes contenant 4,5 cc. de bouillon ascite 0,5 cc. des dilutions du jus effectuées à l’aide de Soluté physiologique stérile. Nous avons ainsi obtenu les dilutions contenant les proportions suivantes de jus de feuilles de Bergenia:
1:100, 1:200, 1:400, 1:800, 1:1600, 1:3200, 1:6400. Cette série est ensuite ensemencée avec 0,2 cc. de la suspension de Streplocoques hémolytiques préparée comme
nous l’avons indiquée antérieurement. Le tout a été soigneusement mélangé et placé pendant 60 heures à 37°.
Résultats :
Observations macroscopiques:
Après ce séjour à l’étuve, on a d’abord examiné macroscopiquement les tubes. Nous n’avons pu tirer aucune con-
clusion définitve de cet examen à la suite de la présence d’un précipité de tannin-albumine. Dans le tube-témoin, nous avons obtenu un dépôt tout à fait typique, formant un précipité granuleux, caractéristique du développement des Streptocoques.
Ces derniers forment en bouillon, à la différence de ce qui se passe pour les Staphylocoques, non pas un trouble homogène, mais au contraire un dépôt granuleux dù à leur densité relativement importante occasionnant leur sédimentation. |
Observations microscopiques:
Nous avons préparé un frottis de chaque tube et nous l’avons coloré par la méthode de GRAM. Pour toutes les dilutions l’image microscopique présente des formes rappelant morphologiquement des Coques. Mais les chaînettes que l’on peut observer sont très courtes et l’aspect des Coques n’est pas normal. Ils sont fortement gonflés et leur forme initialement sphérique est devenue allongée ou ovalaire et aplatie. La forme des bactéries ainsi observées rappelle plutôt celle de Strepto-bacilles.
Nous avons repiqué les cultures âgées de 60 heures après les avoir soigneusement agitées. On a introduit 0,5 cc. de chaque tube des différentes dilutions dans un nouveau bouillon d’ascite. Après 60 heures d’étuve, seuls le tube témoin et les dilutions supérieures à 1:3200 présentent un développement microbien.
Des frottis colorés au moyen de la méthode de GRAM ont permis de constater les mêmes faits.
Le tableau suivant résume les essais faits à l’aide des Streptocoques hémolytiques.
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Interprétation:
De ces essais nous pouvons conclure que le jus des feuilles de Bergenia exerce une influence plus où moins nui-
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sible sur le développement des Streptocoques, spécialement sur celui du Streptocoque hémolytique. Le jus de la plante étudiée agit même à une dose fortement diluée (1:3000). La limite de l'effet antibiotique vis-à-vis des Streptocoques semble être plus poussée que celle observée pour les Staphyltocoques.
L'action bactériostatique ainsi que leffet bactéricide parait, là encore, se produire de manière progressive, de sorte qu’on peut toujours observer un développement éphémère dans les cultures.
EXPERIENCES AU MOYEN DU COLIBACIELE
Milieu :
Nous avons employé pour nos essais un bouillon au Bleu
de Bromothymol additionné de sucre répondant à la formule suivante:
PÉDIONRE APE RS EE PARENT ERA ULB, Chlérure deSodum eee OSeer.
AU PE TE D cl Ur 100,0 gr.
La peptone et le Chlorure de Sodium sont dissous dans (ré
l'eau à l’autoclave à 110° pendant 5 minutes. Le pH est ensuite ajusté à 7,2. :
On ajoute ensuite:
Glucose ss rene elite 0,5:gr
La solution d’indicateur est préparée de la manière suivante:
BleusdeBromoOt Emo 7e 0,4 gr.
Aleo0l 2 asset SRE ET 300,0 cc.
Eau ere meer er 200,0 gr.
Notre milieu contient donc 0,0064 gr. de Bleu de Bromothymol par 100 cc. et doit présenter une teinte vert d’herbe. Le Bleu de Bromothymol vire du pH 6,0 au pH 7,6 pour présenter 4 teintes bien distinctes: jaune — vert olive — vert herbe — bleu.
Le bouillon est, après filtration et répartition dans des tubes à fermentation à raison de 9 cc, stérilisé une demiheure à 100" pendant deux jours consécutifs.
Ce milieu constitue un substrat d’expérimentation idéal pour la culture de lEscherichia Coli. Cette bactérie dégrade tous les sucres surtout le glucose avec acidification. Elle fait donc virer le milieu au jaune et produit des gaz qui sont recueillis dans le tube de fermentation.
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Préparation de la suspension de Colibacille:
Comme point de départ, nous avons employé une culture de Colibacille sur gélose provenant de la bactériothèque de notre laboratoire. Avant de l’employer pour l’ensemencement des tubes destinés à l’expérience proprement dite, nous l'avons repiquée deux fois sur le bouillon liquide en la disposant chaque fois pendant 24 heures à l’étuve.
Ces bacilles ont une forme allongée à bouts arrondis et possèdent en movenne six cils. Ïls se montrent souvent un peu incurvés, GRAM négatifs. Sur gélose ordinaire, ils donnent une culture blanchâtre et crémeuse. Sur bouillil ordinaire se forme un voile grisâtre, le milieu se trouble avec ondes moirées.
Les caractères culturaux ont été vérifiés et correspondaient à ceux du Colibacille type, c’est-à-dire:
Production d'indol positive; Production d'acéthyl-méthyl-carbinol négative;
Production d'H?S négative sur milieu à l'hyposulfite de soude ;
Production d'H°S positive sur milieu à la cystine.
Préparation des dilutions du jus:
Dans le but de travailler avec les mêmes concentrations que lors des essais déjà effectués antérieurement et afin de pouvoir comparer les résultats les uns avec les autres, nous ajoutons à chacun des tubes contenant 9,0 cc. de bouillon au Bleu de Bromothymol un centimètre-cube des diverses dilutions du jus.
Grâce à cette opération, nous avons obtenu les dilutions suivantes:
Nous avons ensemencé chaque tube au moyen d’une culture fraîche de Colibacille, ainsi qu’un tube témoin et nous avons ensuite contrôlé le développement microbien après 24 heures de séjour à l’étuve.
Résultats:
Observations microscopiques:
Tous les tubes de cette série ont viré du vert foncé au jaune. L’intensité de cette réaction a été la même dans les tubes contenant les dilutions du jus que dans le tube témoin. Ce changement de teinte nous révèle que le Colibacille s’est développé normalement et qu’il a attaqué le glucose. Les
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petits tubes de fermentation sont remplis de gaz; mais le volume de gaz n’est pas constant.
La quantité de gaz produite augmente proportionnellement à la dilution du jus; elle est inversement proportionnelle à la quantité de jus même introduit dans le milieu. Nous avons jugé nécessaire de reproduire ici l'aspect de cette réaction par la figure ci-jointe.
Observations microscopiques:
La forme du Colibacille cultivée dans le bouillon au Rleu de Bromothymol ne se prêtant pas à l’étude microscopique, nous avons repiqué ces souches sur des bouillons ordinaires. Ces cultures repiquées ont présenté un développement très net malgré le traitement effectué préalablement à l’aide du jus des feuilles de Bergenia cordifolia. Nous avons préparé des frottis à partir de ces cultures que nous avons colorés par la méthode de GRAM. Le tube témoin et les cultures aux dilutions fortes ont montré au microscope des Colibacilies morphologiquement normaux (négatifs à la réaction de GraAM). Les dilutions au centième et au deux-centième contiennent à côté des bâtonnets normaux des formes involuées d’une façon particulière: éléments longs, granuleux, filamenteux à extrémités effilées.
Interprétation :
D’après ces essais, l'efficacité du jus de Bergenia sur le Colibacille ne semble être que limitée et incapable de tuer ces bactéries, même emplové à forte concentration. Il exerce seulement une action frénatrice dont nous avons pu clairement mesurer l'effet au moven de la quantité de gaz formé. Pour les concentrations supérieures à 1:200 le jus provoque l’apparition de formes involuées qui rappellent sensiblement les modifications structurales de ce bacille à la suite d’un traitement à la Pénicilline.
EXPERIENCES AU MOYEN DU BACILLUS PYOCYANEUS
Milieu :
Pour ces essais, nous avons choisi un substrat solide spécifique, le milieu de GESSARD. Bien que le Bacille pyocyanique ne présente pas de grandes exigences nutritives, il nous a semblé qu’un milieu solide est plus indiqué pour l’étude du développement de ce microbe.
Le milieu de GESSARD répond à la formule suivante:
ReDIONO sl atr tnt nt nt D O0 GE.
CES RES ER ME 10,0 gr.
TS RE PE 25 er:
RO eue à. UN 250,0 gr.
On chauffe pour dissoudre la peptone et on ajoute ensuite la gélose. On porte à l’autoclave pour fondre cette dernière. On contrôle le pH et, si c’est nécessaire, on l’ajuste au moven de la Lessive de soude à un pH de 7,7. On répartit ensuite le milieu à raison de 4,5 cc. par tube sans filtration préalable. On stérilise à 115° pendant 20 minutes.
Préparation de la culture de départ:
Les tubes ont été ensemencés directement avec une ôse d’une culture de Bacilles pyocyaniques âgée de 24 heures et avant été cultivée sur milieu de GESSARD.
Préparation de la série des dilutions du jus:
Celle-ci a été indiquée aux essais précédents.
Dosages définitifs:
Les tubes contenant chacun 4,5 cc. de milieu de GESSARD ont été chauffés au Bain-Marie pour réaliser la liquéfaction de la gélose.
Puis on laisse refroidir jusqu’à environ 45°. A ce stade nous avons introduit dans les tubes 0,5 cc. de ces diverses
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dilutions du jus. Après avoir soigneusement mélangé le tout on a laissé la gélose se solidifier en position inclinée. Nous avons ensuite ensemencé en stries cette gamme de tubes contenant les diverses dilutions de jus ainsi qu’un tube témoin avec une ôse de la culture préparée antérieurement. Les tubes ont été placés à l’étuve à 37°.
Résultats:
Après 24 heures, seul le tube contenant la dilution au dixième présente un développement microbien chétif, caractérisé par un léger voile d’un jaune sale et le pigment bleu fait complètement défaut. Les dilutions plus fortes présentent des cultures d’autant plus luxuriantes que la concentration est plus faible; toutes ces cultures contenant des dilutions inférieures au 1/10° ont montré une pigmentation bleue caractéristique. Ces souches ont été repiquées sur nouveau milieu de même composition. Après un séjour à l’étuve d’une durée de 24 heures, nous avons constaté que l’ensemble des cultures, y compris celle du tube témoin, se sont développées, à l'exception de celle contenant la dilution au 1/10°. Celle-ci semble avoir été stérilisée par l'effet antibiotique du jus de feuilles de Bergenia cordifolia.
Interprétation:
L’Action antibiotique de notre jus est beaucoup moins prononcée sur le Bacille pyocyanique que sur les Staphylocoques ou les Sfreptocoques. Les concentrations employées doivent être plus de 100 fois supérieures pour qu’on puisse obtenir un effet bactéricide. Le jus employé à doses plus faibles semble exercer une action frénatrice sur le développement de cette bactérie GRAM négative.
EXPERIENCES AU MOYEN DU TRICHOPHYTON MENTAGROPHYTES.
Le Trichophyton mentagrophytes est un champignon pathogène pour l’homme et provoque des Dermatophytoses qu’on trouve en recrudescence assez prononcée au cours de ces dernières années, consécutive aux conditions de vie d’après-guerre.
Etant donné que la feuille de Bergenia cordifolia, objet de notre étude, est employée en médecine populaire principalement pour le traitement des affections cutanées, nous avons pensé qu'il pouvait être intéressant d'étudier précisement l’action du jus de cette feuille sur ces champignons pathogènes.
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. On a proposé toute une série de médicaments pour le traitement de ces dermatophytoses, mais aucun ne s’est révélé jusqu’à présent véritablement spécifique. SANDERS (15) et ses collaborateurs ont déjà pu constater un effet thérapeutique de certains Antibiotiques tels que la Claviformine et la Gliotoxine dans la lutte contre ces maladies mycosiques. La Pénicilline semble par contre n’avoir aucune action sur ces champignons pathogènes.
Milieu :
Comme milieu de culture, nous avons employé le milieu synthétique proposé par SCHUERMANN (16) qui s’est révélé comme un substrat spécifique et de choix pour ces champignons. Nous donnons ci-dessous la formule:
Phosphate monopotassique ... 1,0 gr.
Sulfate de magnésie ......... 0,5 gr.
Chlorurerdetcalcrumss ss 0,1 gr.
Silicate de potasse .......... 0,3 gr.
Glucpsée te Auris ni 40,0 gr.
Acideislutamiqué 4222. 46h. 6,5 gr.
AciderfOqué- ramener 0,0003 gr.
Pantothénate de calcium .... 0,012 gr.
INT O TS TA DOLARR TS ben na pe 0,012 gr.
PR A PRE AL EL 1000,0 gr.
CIS CERTAIN ARR PACA NUE 20,0 gr.
Mode opératoire:
Préparer la solution minérale à laquelle on ajoute le glucose, les acides aminés et les corps puriques. Chauffer vite à l’ébullition et ajouter au milieu limpide la gélose. Le tout est porté à l’autoclave pendant 10 minutes à 115-120°. Retirée de l’autoclave, la solution est ramenée au pH 6,6-6,8. On filtre rapidement sur coton hydrophile mouillé, on met en tubes que l’on stérilise pendant 20 minutes à 120". On laisse refroidir les tubes stérilisés jusqu’à 60° et on ajoute aseptiquement les solutions de vitamines préalablement tyndallisées.
Technique des essais:
Pour ces essais, nous n’employons pas la technique des dilutions parce qu’elle se prête mal à l’étude du développement des champignons. Nous avons choisi la méthode par diffusion en boîte de Pérrt et plus particulièrement la méthode des trous, élaborée par FLEMING. Trois tubes à 10 cc. contenant le milieu dont la formule a été donnée ont été chauffés au Bain-Marie jusqu’à liquéfaction; ensuite on laisse refroidir jusqu’à environ 40°. Les tubes sont alors ensemencés au moyen d’une culture en milieu liquide de Trichophyton mentagrophytes âgée de 3 jours et qui a été préalablement
filtrée dans des conditions d’asepsie rigoureuse. Le contenu des tubes est homogénisé de manière à obtenir une répartition régulière des germes. Les milieux ensemencés sont finalement versés dans une boîte de PÉTRI stérile et on laisse refroidir. Des trous d’un diamètre régulier de 0,7 mm sont pratiqués dans la gélose solidifiée à l’aide d’une baguette de verre stérilisée et chauffée légèrement au préalable. Dans ces trous on coule soigneusement 0,1 cc. des diverses dilutions du jus de Bergenia. Comme substance de comparaison nous avons employé 0,1 cc. d’une solution d’acide undécilinique qui exerce une action nettement inhibitrice sur le développement du Trichophyton mentagrophytes. Les boîtes de PÉrTrRI ainsi préparées sont portées à l’étuve à 24°.
Résultats :
Après deux à trois jours une sorte de voile blanc, régulier de Trichophyton se développe sur toute la surface de la gélose. On n’observe pas de zone de ralentissement du développement du champignon autour des trous contenant les faibles concentrations du jus du Bergenia ni même autour de ceux contenant les concentrations fortes, au contraire, le mycélium pullule en partie dans les trous eux-mêmes.
La substance témoin présente au contraire un effet inhibiteur parfait; le diamètre de la zone de ralentissement étant supérieur à 3 Cm.
Interprétation :
Il ressort nettement de nos essais que le jus de Bergenia cordifolia n’exerce aucune action frénatrice sur le développement du Trichophyton mentagrophytes ni vraisemblablement sur les espèces pathogènes apparentées à ce genre; il possède par contre une action fungistatique ou fungicide vis-à-vis d’autres Champignons inférieurs et son emploi pour le traitement des dermatophytoses devrait être envisagé et étudié par des recherches ultérieures.
DISCUSSION GENERALE
De l’ensemble de ces expériences nous croyons être en droit de tirer les conclusions suivantes: l'influence du jus de Bergenia cordifolia est toute différente par rapport aux microorganismes étudiés. L’effet antibiotique semble très prononcé sur les Coques GRAM positifs (Streptocoques hémolytiques et Staphylocoques dorés). Dans ces cas, notre jus des feuilles agit encore à la dilution au 1:1600°, provoquant la Ivse microbienne.
On peut également observer une certaine action à l’égard de certaines bactéries GRAM négatives (études au moven du
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Colibacille et du Bacille pyocyanique). Mais cette action est beaucoup plus faible et exige des concentrations plus fortes. On constate encore un effet bactéricide à l'égard du Bacille pyocyanique avec des dilutions au 1:10°. Dans les fortes dilutions le jus n’exerce plus qu’une action frénatrice sur le développement de ces bâtonnets. Vis-à-vis de l’Escherichia Coli le jus de plante, même en solutions très concentrées, ne produit qu’une action bactériostatique et provoque dans ces conditions l’apparition de formes géantes et involuées.
Sur le Trichophyton enfin, nous avons observé que le jus de Bergenia est sans action, alors qu’il doit agir sur d’autres Champignons pathogènes.
Le jus de Bergenia semble donc, quant à son activité vis-à-vis des divers microorganismes, réagir d’une manière analogue à la Pénicilline. La Pénicilline, premier élément antibiotique et le plus efficace de tous ceux connus jusqu’à ce jour, a aussi une action très marquée sur les bactéries GRAM positives, une activité plus faible sur celles à réaction GRAM négative.
STABILISATION DU JUS DE BERGENIA
Au cours de nos essais, nous avons pu constater que le jus obtenu en exprimant les feuilles, même placé à la glacière, ne conservait que pendant un temps relativement court son action antibiotique. Le degré d’efficacité diminuaïit déjà après quelques jours et disparaissait ensuite complètement.
La raison de cette diminution de l'efficacité peut avoir son origine dans différents facteurs:
1° L’élément antibiotique peut être épuisé lentement par des microorganismes qui infectent le jus au cours de sa préparation.
2° La substance antibiotique est susceptible d’être inactivée par la présence des ferments préexistants. Soit qu'elle subisse l’action de ferments d’oxydo-réduction, soit qu’elle soit décomposée ou transformée définitivement par une autre fermentation en produits inactifs.
3° L'élément antibiotique peut enfin avoir subi une modification purement chimique, soit par suite de la présence d’une substance chimiquement instable qui se décompose lorsqu’on la conserve longtemps en solution aqueuse, soit par interaction de réactions de double décomposition, la formation des produits d’addition avec d’autres substances existant dans le jus des feuilles.
Pour éliminer ces facteurs d’inactivation supposés, il nous a fallu recourir à des techniques de recherches variées,
que nous exposons ci-dessous pour les trois hypothèses envisagées.
1° Techniques d'élimination des microorganismes.
Divers procédés peuvent être employés pour atteindre ce but:
a) Action de la vapeur d’eau sous pression à l’autoclave à une température de 110°-120° pendant 20 minutes.
b) Action d’un courant de vapeur d’eau à 100° pendant 30 minutes.
c) Tyndallisation, c’est-à-dire action de la chaleur (60°) pendant une heure, trois jours consécutifs.
d) Ultrafiltration stérile sur filtre SErrz ou sur bougie CHAM- BERLAND. Les procédés a), b) et c) tuent les microorganismes par l’action de la chaleur. Comme nous l’avons démontré dans nos essais ultérieurs, l’élément antibiotique n’est pas complètement stable à la chaleur. Nous avons donc choisi pour cette raison le procédé par ultrafiltration.
On a filtré le jus frais d’abord sur un «filtre SEITZ grossiter» (pores n° 3) et ensuite sur <filtre SEITz stériles dans un ERLENMEYER à vide au moyen d’une pompe à vide. Tout l’appareil ainsi que le filtre Seitz a été stérilisé à l’étuve à 180" avant l’usage.
2° Techniques utilisées pour éliminer l’action des enzymes.
Pour obtenir un jus de feuilles exempt d’enzymes, il convient de stabiliser les feuilles de Bergenia de suite après les avoir cueillies.
Toute une série de procédés ont été élaborés pour tuer les enzymes ou pour stabiliser les plantes.
Le mécanisme de l’action des ferments est une fonction du métabolisme hydrique de la plante. La présence d’eau est une condition nécessaire pour toute activité de ferments. Par conséquent, le moyen le plus simple d’éliminer cette activité est de retirer l’eau. C’est ainsi que dans les publications nous avons trouvé de nombreuses indications sur la dessiccation des feuilles et sur la suppression simultanée de l’action des ferments.
a) Dessiccation à l’étuve à 55°.
WEISFLOG et BuEcHi (17) ont démontré par des expériences faites avec des feuilles de Bergenia crassifolia, que pour cette méthode de stabilisation la teneur en Arbutine tombe de plus de 10%. La température de 55° semble rendre les ferments plus actifs au lieu de les inactiver. En d’autres termes, la cellule vivante est tuée par la plasmolyse, suite de l’évaporation de l’eau; cette plasmolyse se produit à une température plus basse que l’inactivation de ferments. Entre la période pendant laquelle la cellule est détruite et celle de l’inactivation il y a un laps de temps, pendant lequel les ferments sont actifs au maximum.
b) Dessiccation à l'ombre à 18°-25°.
Cette méthode de stabilisation ne donne pas non plus de bons résultats. A cette température relativement basse, les
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ferments ne semblent pas inhibés au cours de la dessiccation. Les auteurs cités plus haut ont constaté que pour les feuilles de Bergenia crassifolia les ferments décomposent 50% de l'Arbutine au cours de ce procédé de stabilisation.
c) Dessiccation par le Sulfate de soude.
Cette proposition a pour point de départ le raisonnement suivant:
Si, au moment de la destruction des parois cellulaires l’eau est absorbée par un accepteur, comme le Sulfate de soude déshydraté, on réalise une diminution considérable de l’activité des ferments.
Ces trois méthodes ont le grand désavantage que l’action des ferments est seulement arrêtée — de sorte que nous avons affaire à des drogues fixées. Les ferments reprennent leur activité au moment où la plante entre en contact avec de l’eau. Etant donné l’extraction aqueuse nécessaire de nos feuilles pour effectuer nos expériences, ces méthodes d’inactivation temporaire des ferments ne sont pas utilisable pour nos essais.
On peut obtenir une stabilisation permanente de la substance végétale par l’effet du froid. Selon G-: KLEIN (18), il est possible de tuer momentanément les ferments en exposant la substance fraiche à l’action de l’air liquide ou de lAzote liquide. Selon MosER (19), il s’agit, ici aussi, simplement d’une inhibition momentanée des ferments.
D’autres méthodes de stabilisation permanente ont été proposées par R. BRIEGER (20). Cet auteur dispose la plante fraiche dans du chloroforme (60°). D’après E. BoURQUELOT (21), la plante fraîchement cueillie est hachée et placée dans de l’alcool bouillant. Par ces procédés, une partie des éléments actifs est extraite, de sorte que, finalement, on obtient une préparation stabilisée et non pas une drogue stabilisée.
ARNOULD et GORiS (22) proposent même de traiter la drogue avec de la vapeur d’eau sous pression. Ainsi la substance est effectivement cuite et les éléments thermolabiles
sont détruits d’une facon plus efficacement encore que par les ferments.
Le traitement à la vapeur d’alcool dans l’autoclave, comme il a été proposé par E. PERROT et A. Goris (23), est connu comme une des méthodes les plus employées. Il faut que les vapeurs surchauffées agissent subitement sur la substance végétale. C’est pour cette raison que l’autoclave vide est chauffé d’abord avec de l’eau. Ensuite celle-ci est évacuée et remplacée rapidement par de l’alcool. En même temps la substance végétale y est introduite. Pendant cette
manipulation la température ne doit pas baisser en dessous de 75°. On ferme la soupape et en 5 minutes on atteint la pression de 11/2 atmosphères à une température de 90°. Celleci tue en 5 minutes tous les ferments.
Toutes ces méthodes de stabilisation permanente emploient des températures relativement hautes. Etant donné que notre substance antibiotique, comme nous allons le démontrer dans les expériences suivantes, n’est pas très thermostable, nous avons été contraint par la suite de renoncer à la stabilisation de la substance végétale. On a alors essayé d'éliminer les ferments en isolant l’élément actif proprement dit.
3° Techniques propres d'empêcher la décomposition chimique.
Pour éviter que l’Antibiotique se modifie par formation de composés nouveaux avec d’autres substances chimiques contenues dans le jus, ou qu’il se décompose sous d’autres influences, il ne nous restait qu’une seule possibilité: isoler l'élément actif et essayer de le préparer chimiquement pur.
Au cours du chapitre suivant, nous donnerons une description de nos essais tentés pour isoler l’élément actif.
ACTION DE LA CHALEUR SUR L’ANTIBIOTIQUE DES FEUILLES DE BERGENIA
Comme nous l’avons constaté au cours de nos expériences pour la destruction des ferments d’un côté, pour éviter la pollution de notre jus par des microorganismes exogènes de l’autre, nos Antibiotiques présentaient une certaine thermolabilité; nous avons essayé d’établir la température que notre jus supportait sans perdre complètement ou en partie son action antibiotique.
Action de la température à 50°.
Nous avons préparé des tubes contenant le bouillon de culture additionné de jus de feuilles de Bergenia à des concentrations décroissantes. Ces tubes ont été disposés à l’étuve à 50° pendant 1 heure. Une autre série de tubes a été exposée au même traitement durant 12 heures. Puis nous avons ensemencé au moyen de 0,2 cc. d’une culture de Staphylocoques dorés, âgée de 24 heures.
En même temps, ces expériences ont été contrôlées au
: FR : ; me moyen d’un tube témoin non chauffé et d’un tube témoin sans jus. Après 24 heures, nous avons repiqué ces cultures
sur nouveaux milieux et disposé les tubes 24 heures à l’étuve.
Après ce temps, les résultats suivants se sont dégagés de ces expériences.
MI RAD
Le témoin sans jus est trouble.
Le témoin non chauffé est limpide.
Les tubes contenant du jus de feuilles chauffé à 50° sont limpides jusqu’à la dilution au 1:1600°.
La température de 50° est parfaitement tolérée par l’élément antibiotique et ne lui enlève aucune de ses propriétés, même après un séjour de 12 heures.
Action de la température à 75’.
Nous avons répété les mêmes manipulations en opérant à la température de 75°. Nos expériences ont montré que le jus supporte encore cette température sans perdre son activité antibiotique.
Action de la température à 100°.
Nous avons préparé une série de tubes comme ci-dessus; cette gamme d’essais a été chauffée pendant 20 minutes au Bain-Marie à 100°. Puis nous l’avons ensemencée au moyen du Staphylococcus aureus. On constate qu’à cette température le jus perd partiellement son efficacité antibiotique. L'action bactéricide contrôlée par un repiquage après 24 heures, semble fortement diminuée. Tandis que le jus frais est encore bactéricide à une dilution 1:1600, le jus soumis à une température de 100° pendant 20 minutes possède une action bactéricide seulement à partir de la dilution de 1:800. La substance antibiotique a donc perdu à peu près la moitié de son efficacité.
Action de la température à 120°.
La gamme d’essais constituée comme d’habitude a été chauffée pendant 20 minutes dans l’autoclave à 120° et nous avons pratiqué ensuite l’ensemencement. Cette expérience a démontré que la température de 120° détruit complètement l’action antibiotique du jus des feuilles de Bergenia.
La température de 75° semble constituer la limite thermique que l’on peut faire agir sur le jus des feuilles de Bergenia cordifolia sans altérer son action antibiotique. Des températures légèrement plus hautes détruisent déjà partiellement l’élément antibiotique, tandis qu’au-dessus de 100° on aboutit à une décomposition complète.
ISOLEMENT DE LA SUBSTANCE ANTIBIOTIQUE
Nous nous sommes demandé quelle était la substance chimique du jus qui constituait l’élément actif, responsable de l’action antibiotique. S’il nous avait été donnée d'isoler cette substance à l’état chimiquement pur, la stabilisation du jus telle que nous l’avons étudiée au chapitre précédent serait devenue inutile. Nous aurions ainsi une substance très exactement dosable et dont l’action par rapport aux microorgansmes divers pourrait être étudiée plus facilement qu’en parlant du jus brut, car dans celui-ci doit se trouver toute une série de facteurs qui peuvent influencer ou gêner l’action antibiotique.
Etant donné que la composition chimique de cette feuille a déjà été analysée par Mademoiselle S. BAzET (2), nous avons essayé d’examiner à laquelle des substances trouvées on pourait attribuer l’action antibiotique.
Liste des substances trouvées:
1” Glucides:
Sucres réducteurs, Sucres hydrolysables,
Gommes, Hétéroside (Arbutine): 12,9%.
2° Tipides:
Saponifiables et insaponifiables.
oO! Protides:
Albumines, globulines, glutéines.
4° Essences et Acides organiques fixes:
Acide tartrique, Acide citrique,
L Acide malique.
5° Acides organiques volatils:
Acide formique, Acide acétique.
5’ Tannoides:
Matières minérales:
Fer, Manganèse, Magnésium, Calcium, Potassium, Sodium, Chlore, Phosphore, Soufre.
an
De toutes ces substances, ce sont le Tannin et l’'Hétéroside: Arbutine qui pourraient exercer une certaine action désinfectante. Les Tannins ont été employés, depuis très longtemps déjà, comme de doux astringents et de faibles désinfectants. Ils exercent une influence sur les microorganismes, c’est-à-dire qu’ils les coagulent et les précipitent. Mais dans les dilutions, pour lesquelles notre Antibiotique est efficace, un Tl'annin ne peut plus agir d’une façon bactéricide sur les microorganismes. En outre, les Tannins ne peuvent que précipiter les bactéries, mais non pas les lyser. Nous avons pu constater par contre que notre jus présentait encore une activité antibiotique nettement bactéricide à une dilution de 1:400. Les frottis effectués à partir de nos expériences au moyen du Staphylocoque doré en ont fourni incontestablement la preuve.
La feuille de Bergenia cordifolia contient environ 13% d’Arbutine. Celle-ci est connue comme substance antiseptique efficace. L'utilisation des feuilles de l’Arctostaphylus uvae ursi de la famille des Éricacées est due à la haute teneur en Arbuline, qui exerce une influence désinfectante considérable notamment sur les voies urinaires par sa décomposiüon en Hydroquinone, sous l'influence d’un ferment spéeifique. Si les feuilles de cette Æricacée, importées exclusivement d'Espagne ou d'Italie, venaient à manquer, la feuille de Bergenia cordifolia qui contient l’Arbutine et le T'annin presque dans les mêmes proportions, pourrait facilement les remplacer.
ESSAIS D'ACTION COMPARATIVE ENTRE LE JUS DE BERGENIA ET L’'ARBUTINE ET L’'HYDROQUINONE.
L’Arbutine est un glucoside qui correspond à la formule suivante:
OH NO
Par les expériences von nous avons essayé d’étudier l'efficacité de l’Arbutine vis-à-vis des bactéries.
Comme dans nos recherches précédentes, nous avons
introduit des dilutions décroissantes d’Arbutine dans des tubes de bouillon peptoné à 20% et glucosé 2%. Nous avons utilisé la quantité d’Arbutine synthétique sensiblement correspondante à la teneur en Arbutine présente dans.les volumes de jus de Bergenia cordifolia mis en œuvre lors de nos essais. Sachant que notre Bergenia renferme environ 13% d’Arbutine et ayant emplové des doses actives de jus aux dilutions de 1:50, 1:100, 1:200, 1:400, nous avons utilisé les quantités d’Arbutine synthétique analogues. Nos milieux ont été ensemencés avec 0,2 cc. d’une culture de Staphylocoques âgée de 24 heures et placés à l’étuve à 37°. Nous avons observé que l’Arbutine n’exerce aucune influence sur la croissance des microorganismes, tandis que le jus de feuilles pur avait une influence bactéricide pour des dilutions assez poussées. Ces constatations sont très nettes en repiquant la culture âgée de 24 heures sur de nouveaux bouillons.
Nous exposons la disposition et les résultats de cette expérience dans les tableaux suivants:
Série d’essai avec le jus.
Concentration, Dilution calculée en Culture | Culture repiquée du jus Arbutine pour | après 24 heures après 24 heures
5 cc. de milieu) | témoin 0 fort trouble croissance 1 : 50 | 0,013 gr. |léger trouble) pas de croissance FRA CL 0,0065 gr. léger trouble! pas de croissance 1 : 200 0,0032 gr. léger trouble) pas de croissance 1 : 400 0,0016 gr. | léger trouble pas de croissance 1 : 800 0,0008 gr. fort trouble pas de croissance
Série d’essai avec de l’Arbutine synthétique.
Arbutine Correspones. ee dant aux | Culture Culture repiquée nn dilutions après 24 heures | après 24 heures du jus de | témoin 0 fort trouble croissance 0,015 er 1: 50 fort trouble croissance 0,0065 gr. | 1 : 100 | fort trouble croissance 0,0032 gr. 1 : 200 | fort trouble croissance 0,0016 gr. 1 : 400 | fort trouble croissance 0,0008 gr. : 1 : 800 | fort trouble croissance
L’Arbutine elle est efficace seulement au
ries ;
n’agit donc pas directement sur les bacté-
moment où elle est
rOAGISEE
dédoublée par un ferment avec formation d’Hydroquinone et c’est à cette dernière qu'il faut attribuer éventuerlement l'action antiseptique.
CHR 0: H,O OH
oH — FT OMS + C;H120;
Afin de constater si l’action antibiotique attribuée à la feuille de Bergenia est comparable à l’action désinfectante de l’Hydroquinone, nous avons effectué les expériences suivantes. D’une part, nous avons placé à l’étuve une série de tubes avec des dilutions de jus ajoutées au bouillon; d'autre part, nous avons préparé une série avec de l’Hydroquinone synthétique, introduite dans le bouillon. Les concentrations en Hydroquinone de cette série correspondaient aux quantités d’Hydroquinone provenant de la dégradation de l’Arbutine du jus.
Poids moléculaire de l’Arbutine ........ 27219 Poids moléculaire de l’'Hydroquinone .. 110,05 Etant donné que 1 cc. de jus de feuilles contient 0,13 gr. d’Arbutine, la quantité suivante d’Hydroquinone doit se former dans 1 cc. de jus:
212,130: MO25Æ= 0 AS, sr HVasoquinone Quantité d'Hydroquinone de 1 cc: jus — 0,052 gr. La disposition et les résultats de cette expérience sont
démontrés dans les tableaux suivants:
Série d’essai avec le jus.
Concentration | calculée en | Dilution Hydroquinone Culture Culture repiquée du jus | provenant après 24 heures après 24 heures d’'Arbutine dans | 5 cc. de bouillon | témoin 0 fort trouble croissance 1: 50 | 0,0052 gr. |léger trouble] pas de croissance 1 : 100 | 0,0026 gr. léger trouble| pas de croissance 1 : 200 | 0,0013 gr. |léger trouble! pas de croissance 1 : 400 0,00065 gr. léger trouble! pas de croissance 1 : 800 | 0,0003 gr. | fort trouble pas de croissance 1 : 1600 | 0,00016 gr. | fort trouble pas de croissance
AT
Série d’essai avec de l’Hydroquinone synthétique. mm mm mn me
: Correspon- LEONE | dant af Culture Culture repiquée Feu D Uon dilutions après 24 heures après 24 heures du jus de témoin 0 fort trouble croissance 0,0052 ar. 1 50 | limpide | pas de croissance 0,0026 gr. 1 : 100 | limpide pas de croissance 0,0013 gr. 1°: 200 | limpide pas de croissance 0,00065 gr. 1 : 400 limpide | pas de croissance 0,00052 gr. 1 : 500 | fort trouble croissance 0,00033 gr. 1 : 800 | fort trouble | croissance
Ces expériences démontrent que l’Hydroquinone n’est pas l’élément unique qui cause l’action antibiotique du jus. Car, si nous comparons les résultats des deux séries de dilutions, nous voyons que le jus a une action bactéricide nette même à une dilution de 1:1600, tandis que dans les: mêmes conditions expérimentales l’action bactéricide dé l’'Hydroquinone chimiquement pure s’arrête déjà à une con-: centration de 0,00052 gr. dans 5 cc. de bouillon, ce qui cor-" respond à peu près à une dilution de jus à 1:500. Le jus et l’Hydroquinone pure donnent des résultats fortement divergents, non seulement en ce qui concerne la concentration active, mais aussi leur mode d’action.
L’Hydroquinone intervient comme un désinfectant. Elle tue les bactéries après une période d’action très courte. Le bouillon contenant des dilutions d’Hydroquinone encore efficaces n’était nullement opalescent. Dans les tubes où l’Hydroquinone n’agissait plus, le trouble était comparable à celui du témoin; nous ne voyons aucune transition entre les tubes limpides et ceux fortement troublés. Par contre dans la série d’essais avec les dilutions de jus, nous constatons, même dans les tubes avec des concentrations relativement fortes, au début une certaine croissance des bactéries. Tous les tubes sont légèrement opalescents et le degré d’opacité augmente dans la même proportion que la teneur en jus diminue. Toutefois, en repiquant les milieux, on peut démontrer que malgré l’aspect floconneux les bactéries ont été tuées jusqu’à une dilution de 1 :1600. L'action inhibitrice, bactéricide du jus ne se révèle que peu à peu, tandis que celle de l’Hydroquinone se déclenche rapidement sans période d’incubation. Nous voyons ici l’action d’un Antibiotique et celle d’un désinfectant opposées l’une à l’autre d’une facon très claire et évidente.
A un point de vue, les deux séries d'expérience ont une analogie frappante: disposés à l’étuve, les milieux prennent
ASE =
dans les deux cas une couleur rouge bordeau-foncé. Ce fait s'explique par l'oxydation de l’'Hydroquinone qui se transforme en Oxy-hydroquinone.
Nous nous sommes ensuite demandé si éventuellement l'Hydroquinone naissante à partir de l’Arbutine décomposée agit différemment sur le Staphylocoque que l’'Hydroquinone synthétique. Pour élucider ce problème, nous avons essayé de décomposer enzymatiquement de l’Arbuline pure par voie biologique pour réaliser la formation d’Hydroquinone naissante.
Nous savons que l’Arbutine n’est pas seulement dédoublée par le ferment spécifique l’Arbutinase. D’après BAMANN et MyrBÆCxk (24), l’Arbutine est également décomposée par la Tannase, un ferment beaucoup moins spécifique. Tous les esters chez lesquels le groupement acide contient au minimum deux groupements OH phénoliques et dont le groupement carboxylique estéré est fixé directement sur le novau benzénique oxydé (et non pas en position ortho par rapport à un groupement hydroxyle phénolique), sont décomposés selon DYCKFRHOFrF (25) par la T'annase. Celle-ci décompose aussi le Sucre de canne, le Maltose, l’'Amidon et les Glycosides tels que l’Arbutine.
De nos jours, la T'annase est obtenue essentiellement à partir du Sterigmatocystis nigra. Ce champignon fournit des quantités considérables de Tannase, s’il croît sur un substrat contenant un T'annin hydrolysable par celle-ci.
Comme nous n’avons pas pu trouver la J'annase dans le commerce, nous l’avons préparé par la culture à partir du Sterigmatocystis nigra, d’après les indications de BAMANN et MYRBÆCK.
Sur un milieu de SABOURAUD (28) à 10% d’Arbutine, nous avons cultivé le Sterigmatocystis nigra. Après deux journées à l’étuve à 25°, un mvcélium blanc s’est formé dans la boîte de PÉrRI. D’après les indications des auteurs précités, c’est à ce stade que le rendement de T'annase est le meilleur. Nous avons donc tué le champignon en introduisant dans la boîte de PÉTRI un tampon de coton imbibé de Toluène que l’on fait agir pendant 24 heures.
Nous avons vérifié la stérilité de la culture en repiquant un prélèvement du mycélium sur un nouveau milieu, placé ensuite à la température optimum.
Selon les indications de l’auteur susmentionné, il n’est pas nécessaire pour la plupart des cas d’isoler la Tannase à l’état pur, puisque le mycélium même peut servir comme substrat enzymatique. Mais enfin pour que la Tannase puisse agir, les parois cellulaires du mycélium de champignon doivent être détruites. Il faut donc réaliser une cytolyse pour
TA
libérer le ferment endocellulaire. A cet effet, nous avons congelé le mycélium et nous l'avons broyé avec du sable dans un mortier pour obtenir une masse fine et homogène. Nous avons ajouté 5 cc. de Soluté physiologique stérile, puis extrait la Tannase soluble dans l’eau et on a centrifugé pour éliminer le sable.
Nous avons examiné l’action du liquide de décantation qui devait contenir la Tannase en le mettant en présence de l’Arbutine.
On a préparé à l’aide de ce liquide enzymatique une solution-étalon d’Arbutine, et partant de cette solution, on a effectué la préparation d’une gamme de dilutions à des taux d’Arbutine et de Tannase décroissants. Nous avons introduit 0,5 cc. de chacune de ces dilutions dans du bouillon peptoné à 20% et glycosé à 2%, enfin nous les avons ensemencé avec 0,2 cc. d’une suspension de Staphylocoques. En même temps, on a emplové un tube témoin de bouillon ensemencé seulement avec les Staphylocoques et un autre tube témoin contenant de l’Arbutine et des Staphylocoques, mais dépourvu de Tannase. Après 24 heures à l’étuve, la différence de l’opacité des tubes nous a permis de constater la différence de la croissance des Coques. Le témoin qui ne contenait que du bouillon ensemencé et celui qui renfermait du bouillon ensemencé et de l’Arbutine, présentaient à ce stade une forte opacité. Les autres tubes préparés avec le liquide contenant de la Tannase et les dilutions d’Arbutine étaient également troubles. L’intensité de l’opacité était inversement proportionnelle à la teneur en Arbutine et en ferment. Nous rapportons dans le tableau ci-dessous les résultats de cette expérience.
Série d’essais au moyen de l’Arbutine synthétique et de la Tannase.
Culture repiquée après 24 heures
Culture
Dilutions après 24 heures
Témoin 1 (pas d’Arbutine
pas de Tannase) très fort trouble croissance Témoin 2 (0,005 gr. d’Arbu-
tine, pas de Tannase) très fort trouble | croissance Solution étalon d’Arbutine
et de Tannase 0,5 cc. léger trouble | croissance Solution étalon d’Arbutine
et de Tannase 0,3 cc.) léger trouble croissance Solution étalon d’Arbutine
et de Tannase 0,1 ec. | fort trouble croissance
Solution étalon d’Arbutine et de Tannase 0,05 cc. | très fort trouble | croissance
RTE
C’est intentionnellement que nous n’avons pas réalisé ces expériences parallèlement avec des dilutions de jus dont nous ne connaissons pas la valeur enzymatique quantitative d’Arbutine.
Nous n'avons non plus tenu compte du rapport arithmétique du taux d’Arbutine synthétique par rapport à celui du jus de Bergenia. Nous ne pouvons attribuer à cet essai aucune valeur de comparaison quantitative, parce que d’une part nous ne pouvons pas comparer le coefficient de décomposition de notre Tannase vis-à-vis de l’Arbutine avec celui du ferment actif dans le jus; d'autre part, il ne nous était pas possible de connaître la valeur spécifique de notre Tannase du Sterigmatocystis par rapport au ferment spécifique du jus de Bergenia.
Cependant, ces expériences démontrent que l’Arbutïne initialement inactive contre le Staphylocoque doré a une action inhibitrice sur les microorganismes grâce à l’Hydroquinone naissant à la suite de la décomposition enzymatique.
Etant donné que l’action de l’Arbutine dédoublée par la Tannase n’a qu’un caractère inhibiteur, nous pouvons peutêtre pousser notre raisonnement plus avant et déduire de cette expérience que l'effet antibiotique du jus des feuilles de Bergenia cordifolia ne peut pas être imputée à la seule action de lArbutine décomposée enzymatiquement. Cette hypothèse est renforcée en comparant la quantité d’Hydroquinone résultant de l’action diastasique dans une dilution de 1:1600 et exerçant encore un effet bactéricide avec la plus petite quantité d’Hydroquinone synthétique. (0,00005 gr. / 5 cc. de bouillon), qui déclenche le même effet. En même temps, il faudrait attirer l’attention sur la disproportion entre l’action des ferments, le taux de dilution très forte du jus et la vitesse de décomposition supposée de l’Arbutine. Ces faits ne cadrent nullement avec les lois de l’action des Hydrolases.
L'effet antibiotique de l’Arbutine et de l’'Hydroquinone sur les microorganismes ne peut pas être niée et pourrait Jouer un rôle supplémentaire dans les phénomènes inhibiteurs du jus de Bergenia. Ces phénomènes secondaires seraient alors en relation directe avec une dose relativement forte d’Arbutine.
ISOLEMENT DE L’ELEMENT ACTIF PAR EXTRACTION EFFECTUEE AU MOYEN DE SOLVANTS ORGANIQUES.
Indépendamment de nos essais au moyen de l’Arbutine et d’Hydroquinone, nous avons cherché à extraire la substance antibiotique en utilisant des solvants organiques divers et essayé de la séparer des autres substances du jus de la plante.
Éd
Nous avons examiné les solvants suivants:
1° Chloroforme.
Dans une ampoule à décantation, nous avons épuisé 20 ec. de jus au pH normal 4,9 à trois reprises successives au moyen de 15 cc. de Chloroforme. Nous avons séché chaque fraction séparément au moyen de sulfate de soude anhydre, puis nous avons évaporé le solvant dans le vide et séché le résidu jusqu’à poids constant. Nous avons repris le résidu, qui était hydrosoluble dans 10 ec. de Soluté physiologique. Partant de cette solution-étalon, nous avons réalisé une série d'essais à diverses concentrations avec du bouillon peptoné à 20%, glycosé à 2%, et nous avons ensemencé ces tubes avec du Staphylocoque doré. En même temps, en employant des concentrations usuelles, on a réalisé une gamme de dilutions de jus ayant été préalablement épuisé au Chloroforme.
Après 24 heures de séjour à l’étuve, on constate en se basant tout d’abord sur le phénomène d’opacité et ensuite sur l’épreuve positive du réensemencement, que la fraction extraite par le Chloroforme au pH — 4,9 ne contenait pas de substances antibiotiques. Par contre, le jus, après épuisement, était toujours aussi actif que le jus frais ordinaire.
Nous avons ensuite répété la même expérience, mais en travaillant en milieu acide à pH =: 3,0 par addition d’Acide chlorhydrique normal. Les résultats étaient analogues à ceux de la première expérience.
Nous avons encore repris ces essais d'extraction avec de Chloroforme, mais cette fois, nous avons diminué la concentration en tons Hydrogène jusqu’à pH — 7,1 en ajoutant de la Lessive de soude. Dans ces conditions, ni le résidu de l’extrait chloroformique, ni le jus après épuisement ne montraient l’action antibiotique. Il semble que la substance antibiotique se décompose dans le milieu alcalin et devient inefficace.
2° Ether de pétrole. .
Nous avons utilisé ici l’'Ether de pétrole comme solvant et nous avons procédé d’une façon analogue à celle des expériences précédentes. En éliminant le solvant, nous n’avons pu obtenir aucun résidu. Notre jus de feuilles de Bergenia cordifolia ne contient donc pas d’éléments solubles dans l'Ether de pétrole.
3° Ether éthylique.
Finalement, on a eu recours à l’éther éthylique.
En procédant toujours d’une façon analogue à celle décrite antérieurement, nous avons obtenu un résidu abondant par extraction au pH normal. En augmentant la concentration en tons Hydrogène du jus par addition d’Acide
chlorhydrique normal jusqu’à pH — 3,0, le résidu de l'extrait augmente encore. Nous avons repris cette matière verte, légèrement collante, soluble dans l’eau, par 10 cc. de Soluté physiologique et préparé une gamme de dilutions. De facon analogue, nous avons réalisé une gamme avec le jus épuisé préalablement à l’Ether. ;
Nous pouvons déduire de ces séries d'expériences que d’une part l'extrait éthéré possède une certaine action antibiotique. Une partie de la substance bactéricide passe donc dans l’éther. D’autre part, le jus qui a été épuisé à plusieurs reprises par l’éther ne perd que très peu de son action antibiotique. Nous croyons donc pouvoir interpréter ce phénomène de la façon suivante:
Notre élément antibiotique est une substance qui semble partiellement soluble dans l’éther, mais qui est beaucoup plus soluble dans l’eau. Il se pourrait aussi que deux ou plusieurs substances antibiotiques soient contenues dans le jus des feuilles de Bergenia cordifolia. Ces substances se compléteraient et participeraient ensemble à l'effet antibiotique. Un de ces corps pourrait être extrait par l’éther, tandis que l’autre étant hydrosoluble resterait dans le jus. Mais étant donné la grande solubilité du résidu éthéré dans l’eau, et son pouvoir antibictique toujours identique, nous supposons plutôt que l’action antimicrobienne du résidu éthéré et du jus épuisé à l’éther est provoqué par la même substance.
PURIFICATION DE L’EXTRAIT ÉTHÉRÉ
Afin de pouvoir purifier le résidu éthéré d’une facon plus rigoureuse et étudier son efficacité, nous avons préparé une assez grande quantité de l’extrait, partant de 5.000 cc. de jus. Nous avons épuisé le jus à diverses reprises avec les quantités correspondantes d’Ether, et, après avoir séché au sulfate de soude anhydre, nous avons distillé l’éther au réfrigérant LirBiG, relié au vide. Le résidu qui avait une teinte vert-vif a été repris dans un peu d’eau. Cette solution a été filtrée sur charbon animal et de nouveau épuisée à l'Ether. Nous avons répété cette opération à plusieurs reprises; de cette manière, nous obtenons un résidu beige-clair, sans Chlorophylle, floconneux, que nous désignons par la suite sous le terme d’extrait brut de Bergilline (extrait brut purifié et desséché) *).
Au moyen de 5.000 cc. de jus, correspondant à peu près
*) On l'aurait dû désigner par le terme Bergénine, mais vu l'emploi de ce nom par Mademoiselle BAZET (2) pour un produit isolé du rhizome de cette plante, nous avons préféré, pour sauvegarder le droit d’antériorité et pour éviter des confusions, d'employer le terme BERGILLINE pour définir notre substance antibiotique.
à 10 kg. de feuilles fraiches, nous avons, par des procédés d'extraction divers, obtenu 0,06 gr. d'extrait brut purifié et desséché de Bergilline.
PROPRIETES DE L’EXTRAIT BRUT DE BERGILIINE.
Cet extrait de Bergilline est très facilement soluble dans l’eau. Le pH de la solution aqueuse correspond à un pH — 5,8. Si cet extrait est soumis à une microsublimation selon KoFLER (26), il sublime partiellement en belles aiguilles blanches. Ces cristaux prennent avec le perchlorure de fer une teinte bleue et le point de fusion est à 159°. La fraction sublimée représente probablement de l’Hydroquinone impure. Le point de fusion de 159° que nous avons obtenu en mélangeant de l’Hydroquinone pure avec ces cristaux sublimés vient renforcer notre hypothèse.
ANALYSE DE L’EXTRAIT BRUT DE BERGILLINE
L’extrait brut de Bergilline fut soumis à une analyse chimique élémentaire qui a donné les résultats suivants:
(PERMANENTE RES 57,15% DR Me me Ut lle, ne 31,49% 1e RTE OT EEE 5,56 % NOR APM AE ent 5,2 %
Si nous établissons maintenant la formule chimique globale, nous trouvons:
ne. se SR centésim. per PM | Donne | junité x 2:
ca CE Het 2X5 — 10 O — 31,49 1H DE H — 5,56 EEE 255,5 — 11 NET 14 = 05 2K05 — 1
C'est-à-dire: CHNO* La Bergilline ne renferme donc qu’un seul atome d’azote.
En essayant de reconstituer la formule probable éventuelle avec la formule globale CH'NO*, nous pouvons obtenir par exemple une Quinone ou une Hydroquinone:
EH
PAS de | () &
OH
in
I1 resterait encore une chaîne latérale soit droite, soit cyclique avec:
| C:HNO? ou C*HENO?.
On pourrait également supposer pour ce corps un noyau de Quinone-imine connu des travaux de WILLSTAETTER comme un corps fréquent des végétaux.
() Ne N NH
Cette hypothèse semble surtout justifiable par les travaux de WAELDELE (27) sur la Violacéine, dont nous savons actuellement qu’elles constituent un préstade de certains Antibiotiques.
DOSAGE MICROBIOLOGIQUE DE L’'EXTRAIT BRUT DE BERGILLINE
Pour examiner l’action antibiotique de l’extrait brut de Bergilline, nous avons eu recours à la méthode de dilution. Tout d’abord, on a préparé une gamme de dilutions d'extrait de Bergilline en dissolvant 0,012 gr. de cet extrait brut purifié et desséché dans 4,0 cc. de Soluté physiologique. Après avoir bien mélangé, nous avons prélevé 2 cc. de cette solution et les avons dilué au moyen de 2 cc. de Soluté physiologique. Par ces manipulations successives, nous avons réalisé notre gamme de dilutions.
Nous avons obtenu les concentrations suivantes: Extrait de Bergilline
0,012 g. en 4 cc. de Sol. phys. — concentration 1: 333 0,006 g. en 4 cc. de Sol. phys. — concentration 1: 666 0,003 g. en 4 cc. de Sol. phys. — concentration 1:1330 0,0015 g. en 4 cc. de Sol. phys. — concentration 1 :2660 0,0007 g. en 4 cc. de Sol. phys. — concentration 1:5330
Nous avons ensuite introduit 0,5 cc. de chacune de ces dilutions dans 4,5 cc. de bouillon peptoné à 20% et glucosé à 2% et nous avons ensemencé les milieux au moyen de 0,2 ce. d’une émulsion de Staphylocoques dorés âgée de 24 heures. Nous avons préparé un témoin sans Bergilline et placé la gamme à l’étuve pendant 24 heures. Une fois cette période écoulée, nous avons pu constater les faits suivants:
Le témoin et le tube (5) contenant la dilution la plus grande, présentaient une forte opacité. Le tube (1) avec la concentration la plus forte en extrait de Bergilline était pratiquement limpide.
NÉS
Pour les tubes suivants (2, 3, 4), l’opacité augmentait graduellement (voir photo).
Les tubes de la série d’essais avaient changé de couleur; tandis que le témoin avait gardé sa teinte jaune, les tubes contenant l'extrait de Bergilline avaient pris une coloration rouge. Plus la teneur en extrait de Bergilline était élevée, plus la teinte rouge était intense. Nous avons déjà fait la même observation pour les séries d'essais au moyen du jus frais de feuilles de Bergenia et avec de l’Hydroquinone.
MAT
Série d’essai au moyen de l’extrait de Bergilline.
Teneur en ex- | Concentra- Tub trait de Ber- |tion en ex- Culture Ne Ne. soc | trait de Ber- | après 24 heures CHILUrE rEPIAHÉS | 5 cc. de bouïill. gilline témoin | 0 0 | fort trouble | croissance 1 | 0,0012 gr.,| 1.:°3330 | limpide pas de croiss. 2 | 0,0006 gr. | 1 : 6660 | léger trouble] croissance 3 0,0003 gr. | 1 : 13320 léger trouble) croissance 4 0,00015 gr. | 1 : 26640 fort trouble | croissance 5 0,00008 gr. | 1 : 53280 fort trouble | croissance
Les frottis des diverses cultures ont montré des Coques très hypertrophiés. En présence des fortes concentrations, il y avait même des Coques en état de lyse.
Nous avons repiqué les milieux de cette série d’essais à partir d’une ôse de chaque tube et en l’introduisant dans un nouveau bouillon. La culture avec la dilution 1:3330 demeura stérile; l’effet antibiotique était alors bactéricide. Quant aux autres tubes au delà de cette limite de concentration, la croissance se montrait normale; l’effet antibiotique n’était que bactériostatique.
L’extrait brut purifié et desséché de Bergilline obtenu par la méthode indiquée (extraction par l’Ether sulfurique et purification) agit sur le Staphylococcus aureus d’une façon analogue au jus de la plante lui-même, en tenant compte des taux réciproques de concentration. Cet extrait agit nettement même à de très fortes dilutions. On constate encore aux concentrations de 1.26.000 une action frénatrice tandis qu'aux concentrations allant jusqu’à 1:3.300 l’action est nettement bactéricide.
DEFINITION DE L’EXTRAIT BRUT DE BERGILLINE
On entend par extrait brut purifié et desséché de Bergilline le résidu du jus de plante des feuilles de Bergenia cordifolia (AW) A.Br. obtenu par extraction à l’Ether sulfurique à un pH de 3,0. Ce résidu est repris plusieurs fois par l’eau, absorbé sur charbon animal et repris de nouveau par l’Ether.
A partir de 5.000 de jus de feuille, on obtient à peu près 60 mg. d'extrait de Bergilline.
UNITE D’EXTRAIT BRUT DE BERGILLINE
Afin de déterminer l'Unité d’extrait de Bergilline, nous nous sommes inspiré de la méthode de détermination appliquée pour l'Unité d'Oxford de la Pénicilline. Nous définissons l'Unité d'extrait de Bergilline comme suit:
Une Unité de l'extrait brut de Bergilline purifié et desséché doit avoir une action bactériolytique sur le Staphylococcus aureus à la dilution de 0,33X 104.
Par des expériences analogues, nous avons constaté que 1 cc. de jus de feuilles frais de Bergenia cordifolia contient à peu près 150 Unités.
VERIFICATION DE L’ACTION ANTIBIOTIQUE SUR L'ANIMAL D’EXPERIENCE
Une substance ne peut être qualifiée de thérapeutique et considérée comme Antibiotique que lorsque son efficacité est constatée non seulement «in vitro», mais aussi dans le milieu biologique. C’est pourquoi nous devons encore nous demander quelle est l’activité de l'extrait de Bergilline «in vivo», c’est-à-dire sur l’animal d’expérience.
Comme pour les autres médicaments anti-infectieux, et plus particulièrement pour les produits antibiotiques, cette étude doit apporter une solution à un certain nombre de problèmes fondamentaux concernant la thérapeutique et la pharmacologie de la Bergilline.
Il ne nous a pas été possible dans le cadre de ce travail d'élaborer et de déterminer l’ensemble de ce vaste progranime :
Etablissement de la liste des microorganismes sensibles ou résistants.
Détermination des causes de la Bergillino-sensibilité et de la Bergillino-résistance.
Définition de l’ordre de grandeur des Concentrations de Bergilline nécessaire pour obtenir la stérilisation microbienne «in vivo».
Nous avons été contraint de nous limiter à un seul de ces problèmes. On a ainsi expérimenté sur la souris au moyen de deux bactéries: le Sfaphylocoque doré et le Pneumocoque virulent.
ET RO
Avant de réaliser nos essais sur les animaux d’expérience, nous avons dû prouver que notre Bergilline n’était pas toxique pour l’organisme vivant.
Nous avons inoculé par injection sous-cutanée à un lot de souris du type albinos 500 Unités de l’extrait de Bergilline. Les animaux ont été replacés dans leur cage et gardé sous un contrôle rigoureux. Une demi-heure après l’injection, on note des légers phénomènes de convulsion chez nos souris. Mais déjà après une heure, elles avaient repris leur vivacité et ne semblaient ressentir aucun malaise.
Nous avons observé les souris pendant dix jours et constaté que tous ces animaux supportaient ce traitement à la Bergilline sans aucun inconvénient.
Dix jours après la première injection, nous avons inoculé à nouveau aux mêmes animaux 200 Unités de l'extrait brut de Bergilline. Ceci nous a permis de constater l’absence de tout facteur hypersensibilisant ou anaphylactisant. Cette deuxième injection fut également bien supportée par les animaux d'expérience.
Après avoir effectué ces expériences préliminaires pour constater l’absence de tout effet toxique ou anaphylactique, nous avons pu passer à l’étude de l’activité thérapeutique de notre produit. On a eu l’occasion de réaliser les expériences suivantes:
1° Un lot d'animaux a été infecté, pour servir de témoin, au moyen d'injection sous-cutanée d’une suspension de Staphylocoque doré fraîchement isolé, hautement pathogène, à une concentration de 5.000.000 germes environ
par cc.
2° Un lot de souris a été pareillement infecté, mais la suspension staphylococcique préalablement mélangée avec 150 Unités de l’extrait de Bergilline a été laissée pendant deux heures à son contact (fraitement prophylactique).
3° Une série de souris a été soumise à la même injection, mais le mélange de la suspension staphylococcique avec 150 Unités d’extrait de Bergilline a été opéré Juste avant l'injection.
4° Une série d'animaux a été infectée de la manière analogue. Douze heures après l’inoculation, nous avons pratiqué une injection de 150 Unités d’extrait brut de Bergilline (traitement curatif).
Dans le tableau suivant, nous résumons les résultats de nos expériences.
Le
Expériences à l’aide de souris infectées avec le Staphylocoque doré.
| Maé" RENE ‘2 Série Fe Injection de Injection de 200 Unités Résultats N° | Ne | Staphyloc. | de l'extrait de Bergilline | | | pe | -
1 Lu leo 0 mort 2: |: = TECEtat 0 mort 3 16e. 2) 0 mort
2 + 4 1 cc. avec l’agent infectant et) vivant
| .5,1 d'cc. “‘après/un/contactide,22h42vivant | 6 1:66.) vivant k ic | : :
3 7 | 1 ec. javec l’agent infectant, vivant 8 | 1 cc. mélangé juste au moment, vivant Drag: de l'injection vivant
4 TOSNSRIEEC après 12 heures vivant 11 PTE mort
12 CC vivant
Nous avons répété cet essai en appliquant les mêmes manipulations au moyen de notre souche virulente de Pneumocoques; cependant les injections ont été pratiquées par
voie intrapéritonéale.
Expériences
à l’aide de souris infectées avec le Pneumocoque. :
| Sou- | Injection de
Série : Injection de 150 Unités | : } Ne Le RERO So rettraitidenBersiline MIN CPI | | coque | ot | | 1 d | 16e: 0 mort 221: %1"cc. 0 mort 3 1 ce. 0 mort 2 4 | 1 cc. javec l'agent infectant et| vivant 9 | 1 cc. après un contact de 2 h} vivant 6 LPCC vivant 3 7 | cc. avec l'agent infectant,, mort 8 | 1 cc. mélangé juste au moment. vivant 9 tcetxs) de l'injection vivant 4 10 Rec: après 12 heures mort 11 ep 1e6e mort | 12 lécé: mort
Interprétation:
L'ensemble de ces expériences nous a permis de constater un effet thérapeutique, prophylactique et curatif de l'extrait de Bergilline vis-à-vis des infections staphylococciques et pneumococciques chez la souris.
Les Staphylocoques et les Pneumocoques préalablement traités par un contact de deux heures avec la Bergilline ont certainement perdu partiellement leur virulence. Ainsi une injection de ces Coques à dose mortelle n’a plus tué la souris.
Les souris soumises à une infection mortelle de Staphylocoques et traitées immédiatement ou même après douze heures par une injection de 150 Unités de l’extrait de Bergilline ont été sauvées.
Au contraire, les injections pratiquées seulement douze heures après l’inoculation des Pneumocoques n’ont pas empêché l'issue fatale de la Pneumococcose des souris. La protection au moyen de la Bergilline n’est donc possible dans ce cas que par intervention prématurée, avant l'installation de la septicémie définitive.
Ces quelques expériences démontrent clairement l’action thérapeutique de la Bergilline et ouvrent des perspectives pour une application pratique éventuelle.
CONCLUSIONS GENERALES
Les feuilles de Bergenia cordifolia (HAW) A.Br. (Saxifragacée) ont fait l’objet de notre thèse. Ce sont de grandes feuilles, épaisses et vert-foncé qu’on emploie souvent en médecine populaire pour soigner les blessures, égratignures, coupures et surtout pour traiter les eczémas.
Nous avons réussi à démontrer la présence dans le jus de feuilles de Bergenia cordifolia (HAW) A.Br. d’une substance antibiotique.
Nous avons obtenu le jus en hachant et en exprimant les feuilles de Bergenia fraîchement cueillies.
Nous avons examiné l’activité antibiotique à l’égard de microorganismes divers. Pour des dilutions allant jusqu’à 1:1.600, le jus a une efficacité bactériolytique sur le Staphylocoque doré et sur le Streptocoque hémolytique. À des dilutions plus fortes, il exerce une action frénatrice sur la croissance de ces bactéries.
Le jus de feuilles de Bergenia a sur les bâtonnets GRAM négatifs tels que l’Escherichia coli et le Bacillus pyocyaneus une action bien moins spécifique que sur les Coques GRAM positifs étudiés.
Pour les dilutions de 1:10, l'effet sur le Bacillus pyocyaneus était encore bactéricide, tandis qu’à l’égard de Escherichia coli mêmes les concentrations les plus fortes n’avaient qu’une action bactériostatique.
Le jus ne montre aucune influence sur la croissance de Trichophyton mentagrophytes et nous n'avons pu pousser plus avant l'investigation de son action fungicide.
Les propriétés générales du corps antibiotique ont été définies.
La température de 50° pendant 12 heures n’inhibe pas son action et ne lui enlève aucune de ses propriétés antibiotiques. La température de 75° pendant une heure reste sans action nuisible sur ses propriétés. Mais cette constante thermique semble être la limite de l’inaltérabilité de la Bergilline, car lorsqu'on chauffe cette substance 20 minutes à 100°, on constate une diminution considérable de son activité.
RG
Nos expériences sur la labilité de l’Antibiotique à la température ordinaire nous ont permis de mettre en évidence la fragilité de l’élément actif dans ces conditions, alors que sa conservation à la glacière est meilleure.
La Bergilline semble être très facilement soluble dans l’eau; elle est également soluble dans l’Alcoo!l éthylique et dans l’Acétone. Elle se dissout moins facilement dans l’Ether sulfurique et se montre insoluble dans le Chloroforme et l’'Ether de pétrole.
Par suite de sa grande solubilité dans le milieu aqueux, il était très difficile d’isoler la substance antibiotique du jus des feuilles.
Par extraction avec l’Ether sulfurique en solution acide (pH — 3,0), nous avons obtenu un extrait actif que nous désignerons sous le nom de Bergilline (extrait brut purifié et desséché).
Le titrage «in vitro» de cet extrait de Bergilline a été effectué par la méthode des dilutions avec la souche de Staphylocoque doré, âgée de 24 heures.
Pour ce qui concerne le Staphylocoque, une Unité de l'extrait de Bergilline purifié et desséché doit être active à la dilution de 0,33X10-4 au point de vue bactériolytique.
Par des essais analogues, nous avons déterminé que le jus frais de feuilles de Bergenia cordifolia contient par cc. environ 150 Unités.
Dans une série d’expériences, nous avons démontré que l’Arbutine (la feuille en contient 129%) et l’Hydroquinone naissant par la décomposition enzymatique de ce glucoside, possèdent une certaine propriété désinfectante. Cette action désinfectante peut renforcer l’activité antibiotique, cependant elle n’est pas identique à celle-ci. Il est peut-être possible que la substance ayant l'effet antibiotique soit liée à l’Arbutine.
L'activité expérimentale «in vivo» de l’extrait brut de Bergilline a été étudiée à l’aide de la souris blanche infectée au moyen de Staphylocoque doré et de Pneumocoque. L’ensemble de ces expériences permet d'affirmer que la Bergilline a une efficacité thérapeutique remarquable et se trouve . dépourvue de toute action toxique ou anaphylactisante.
Nous avons apporté ainsi une modeste contribution à l’étude et à l’isolement des Antibiotiques. Ce nouveau domaine de la science — qui nous a été ouvert par FLEMING et sa découverte de la Pénicilline — a attiré un nombre considérable d'hommes de science. C’est avec ardeur et endu-
em ee
rance qu’ils se sont mis à l’œuvre et qu’ils ont étudié tout d’abord les êtres inférieurs, champignons et bactéries, et ensuite, durant les dernières années, les chercheurs ont analysé également les plantes supérieures, afin de mettre en évidence leur valeur antibiotique éventuelle.
Notre travail qui a trait à une infime parcelle seulement de cet énorme champ de recherches, est un chaînon dans la série des travaux entrepris à ce sujet et encore à poursuivre.
Nous le terminons avec l'espoir que l’avenir permettra l'isolement de nouveaux Antibiotiques, et que ces substances pourront être aussi utiles que la Pénicilline, qui a été le premier de ces médicaments antibiotiques naturels et qui a gardé son importance primordiale.
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