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INTRODUCTION
Les infections bactériennes de la peau méritent une attention particulière non seulement en raison de leur fréquence, des difficultés du diagnostie, de leur tendance aux rechutes et de leur chronicité, mais aussi en raison du nombre des dermites médicamenteuses.
Le traitement local des pvodermites consiste aujourd’hui en applications d’antibiotiques divers. Avant l'apparition des produits d’origine fongique, on avait le plus souvent recours à des poudres ou à des pommades sulfamidées, aux vaccins de Besredka, à des antiseptiques. On en connaît à présent l'inconvénient majeur à savoir le développement de sulfamidorésistance et à un degré moindre de pénicillinorésistance (1).
Or, depuis les temps les plus reculés, nous avons l’habitude de faire des cataplasmes. Que ce soient des plantes entières, des feuilles ou des graines, nous les appliquons sur la peau dans le but d’arrêter les suites fâcheuses de blessures, d’enflures, d’inflammations, d'abcès, d’ulcères. Ces plantes ou parties de plante sont employées telles quelles ou transformées, à l’état frais ou à l’état sec.
Parmi ces plantes actives en usage externe, à l’état frais et à l’état sec, nous pouvons citer l’Aristoloche, Aristolochia clematitis.
Les Aristoloches si peu employées aujourd’hui dans la pratique médicale, connaissent néanmoins une certaine vogue dans l'Est et le Sud de notre pays, où Aristolochia clematitis est demeurée un accessoire de la médecine populaire. Longtemps considérées comme des médicaments de grande valeur et devenues l’objet de nouvelles expérimentations physiologiques et thérapeutiques à la fin du siècle dernier, elles sont tombées depuis dans l’oubli. Doit-on en chercher la cause dans les nombreux travaux dont aucun n’a pu permettre de préciser le mode d'action véritable? Seraient-ce les Sulfamides et la Pénicilline qui lui auraient fait subir cette éclipse partielle?
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Au moment où les antibiotiques issus des végétaux supérieurs viennent grossir la troupe déjà grande des antibiotiques en général, nous avons orienté nos recherches précisément sur Arisiolochia clematitis. Connaîtra-t-elle de nouveau un certain renom à la suite de notre étude? Voilà le but que nous nous efforcerons de lui faire atteindre.
Fig. 1 (Aristolochia clematitis) (2)
Chapitre premier
Les Aristolochiées
Les Aristolochiées sont des Dicotylédones à périanthe simple rarement très brillant, bien que coloré, tantôt actinomorphe, tantôt zygomorphe. Elles sont caractérisées surtout par leurs étamines épigynes et gynandres placées à la base du style. L’ovaire est infère et renferme dans chaque loge des ovules nombreux anatropes, auxquels succèdent des graines contenant un petit embryon à la base d’un albumen copieux (3).
La place des Aristolochiées dans la classification est obscure. Alors que De Candolle les considère comme des Monochlamydées vraies, Courchet d’après Eisler les range dans l’ordre des Hystérophytes. Dans cet ordre se trouve, en effet d’après Courchet, un certain nombre de familles qui ont entre elles des points de ressemblance, mais que l’on ne peut naturellement rattacher à aucun autre groupe de Dicotylédones. Leur parasitisme ou semi-parasitisme, leurs fleurs dont le périanthe est simple et l'insertion presque toujours périgyne constituent leurs seuls caractères communs importants. Les Aristolochiacées, Raflésiacées, Santalacées, Balanophoracées, Loranthacées constituent et l’ordre des Hystérophytes et celui des Monochlamydées. Dans ce dernier, on range encore les Protéacées (4). Elles semblent avoir d’assez grands rapports avec les Monocotylédones, car le cloisonnement de leur cellule-mère est successif, et sont peut-être un des termes de passage entre les deux grandes divisions des Angiospermes. En effet, ayant des affinités comparables à celles des polycarpiques primitives ou Ranales, ces dernières seraient le terme de transition entre les
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Aristolochiées et les Monocotylédones. D’après Rob. Brown, la transition se ferait entre les Aristolochiées et les Taccacées et Dioscorées.
Malgré quelques caractères communs avec les Loranthacées, Santalacées, Bégoniées, Cucurbitacées, les Aristolochiées restent un groupe bien spécial.
Elles se divisent en 3 tribus:
Asarées à ovaire plus ou moins complètement infère, assez large par rapport à la longueur, avec 12 étamines, dont 6 plus courtes, libres. Le fruit est une capsule. Genre: Asarum.
Aristolochiées à ovaire infère, allongé et grêle, à 6 loges. rarement 5, à 6 étamines, rarement 5, dépourvues de filets, extrorses, adnées par leur face dorsale à la colonne stylaire; capsule globuleuse hexagonale. Genre: Aristolochia, Holostylis.
Bragantiées à ovaire infère, allongé et grèle, à 4 loges, 6 à 36 étamines libres et égales; capsule siliquiforme. Genre: Thottea, Bragantia.
Genre Aristolochia
Son nom.
Le nom ne représente en rien étymologie de la plante. Aristote prétend que le nom venait de celui d’une femme. Cicéron, dans «De Divinatione», l’attribue à un certain Aristolochius, médecin grec, ayant été le premier à utiliser la plante. Mieux vaut se rallier à l’idée de Dioscoride prétendant qu’en grec Aristolochia voulait dire «très bonne aux nouvelles accouchées», ou adopter l'opinion de Théophraste qui se basait sur l’emploi de la plante en obstétrique. En effet, le qualificatif vient du grec aristos: très bien et
lochos: naissance, aussi l’appellation lui en est définitivement restée (5).
Les nombreux genres créés peuvent être considérés comme des synonymes de l’Aristolochia de Linné.
Les noms vulgaires abondent, car les Aristoloches sont connues dans toutes les langues. Citons les noms de Osterluzei, employé en Alsace par suite de son utilisation comme plante d'ornement à l’époque de Pâques, Birthworth en Angleterre, Osterlucie en Hollande, Kolz en Suède, Aristoloquia en Espagne. En Haute-Autriche, son nom rappelle ses propriétés vénéneuses. Les Arabes la nomment Bou-Roch-
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taum; les Kabyles Faquoûs bour’ioul (concombre d’âne) vu la ressemblance de ses fruits à des concombres.
Son historique.
Plusieurs Aristoloches sont européennes et corime l'odeur et le goût prononcés qu’elles possèdent devaient leur faire supposer des propriétés actives, il faut remonter très haut pour retrouver la première mention.
Hippocrate l’employait. Théophraste la connaissait sous le nom d’Aristoloche. Dioscoride le premier en distingue trois sortes: la longue, la ronde, la clématide. Pline fait connaître le premier A. pistolochia. Le Moyen Age vit la renaissance des opinions émises par Pline ou Dioscoride. Les Arabes en font un grand emploi.
Vers le XVI° siècle, Fuchs discute longuement pour savoir si nos espèces sont bien celles des anciens auteurs. Puis paraissent A. boetica et les espèces américaines. Enfin les voyages se multipliant, le nombre augmente. Linné v met un peu d'ordre, mais la liste s’allonge. Il en connaissait 17 en 1753; Sprengel en connaissait 62 en 1826; Duchartre comptait 171 espèces en 1864. Aujourd’hui leur nombre est sensiblement égal à 300. Nous pouvons citer comme principales:
Aristolochia barbata, clematitis, cymbifera, fœtida, fragantissima, grandiflora, indica, longa, mexicana, microphylla, pistolochia, reticulata, rotunda, serpentaria, subclausa.
En ce qui concerne A. clematitis, elle a été très peu mentionnée dans les pharmacopées des différents pays. En France, le rhizome se trouve cité dans les Codex de 1818 et 1866 respectivement dans les première et troisième éditions. En Suède, son rhizome ne figure que dans la première édition.
DESCRIPTION
Son Port.
Les Aristoloches sont des plantes tantôt herbacées, tantôt sous-frutescentes, dressées parfois comme notre A. clematitis, souvent étalées au sol, souvent encore grimpantes, sarmenteuses ou volubiles, atteignant le sommet des plus grands arbres et contribuant beaucoup à la formation du réseau inextricable des lianes des forêts vierges. Quelquefois leurs feuilles larges sont ornementales,
Mais elles sont plus bizarres que belles, excitant surtout la curiosité et l’admiration.
ur RE, ——
Sa Tige.
Elle est aérienne dressée, sarmenteuse, volubile ou couchée sur le sol. De forme plutôt cylindrique, elle est aplatie dans les espèces volubiles. Souvent elle peut être striée ou quelquefois renflée aux nœuds. Chez A. clematitis elle est grêle et disparaît chaque année. A l’état jeune. elle se montre verte ou glauque. Toutes les tiges présentent lodeur caractéristique des Aristoloches.
La tige peut présenter des parties souterraines et constituer un véritable rhizome. Sa direction est verticale, horizontale ou oblique.
En coupe, la tige d’Aristoloche présente une disposition caractéristique dans le corps ligneux central.
Sa Racine.
Fréquemment fibreuse, elle peut être épaisse et pivotante, cylindrique, simple et verticale ou rameuse. Les racines un peu âgées, rencontrées dans les droguiers. ressemblent souvent à des tiges. Présence quelquefois de suber plus ou moins épais.
Ses Feuilles.
Elles sont alternes, maïs simples avec de nombreuses variétés de forme, ces dernières se trouvant parfois sur le même pied. Elles ont une divergence à 1/>, se conservant d’une branche à l’autre, la première feuille du rameau étant opposée à la feuille-mère. Elles peuvent être sessiles ou subsessiles ordinairement pétiolées. La base est souvent engainante et protège les jeunes bourgeons.
De dimensions variables, elles passent des larges feuilles des lianes tropicales à des feuilles minuscules (A. bilobata). Elles peuvent être épaisses ou minces. Vertes au-dessus, assez glauques en-dessous, si on les conserve assez longtemps, leurs couleurs peuvent passer au brun et même au noir.
C’est la forme du limbe.qui varie le plus. L'aspect général est plus ou moins triangulaire. Souvent la base est cordée. La base du limbe se prolonge parfois en coin sur le pétiole. Le sommet est encore plus variable que la base se présentant soit aigu, soit obtus. Souvent le limbe se divise en 2 ou 3 lobes subdivisés à leur tour.
En général les feuilles sont palminervées ou pédalinervees, tout en restant trinervées ou triplinervées à Ja base. Ces nervures son’ quelquefois saïllantes à la face inférieure.
Mais c’est surtout la variabilité de forme des feuilles sur la même plante qu’il faut retenir, Feuilles glabres ou pu-
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bescentes, elles peuvent porter des poils. Les Aristoloches n’ont pas de stipules, mais la première feuille d’un rameau pédonculé ou d’un rameau feuillé peut faire croire à une fausse stipule.
Ou bien les feuilles atteignent leur complet développement, ou bien elles sont réduites à des bractées scarreuses ou à des écailles.
Ses Fleurs.
Ordinairement solitaires, elles naissent à l’aisselle des feuilles caulinaires. Elles sont hermaphrodites.
Le périanthe. — Ce sont des vrais Monochlamydées ne présentant qu’une enveloppe florale. Le périanthe est zygomorphe, droit ou plus souvent contourné. Il débute par un renflement ou utricule en forme de sphère. Le tube se rétrécit et se recourbe souvent, se terminant par un limbe caractéristique.
C’est au périanthe que nous devons ces formes bizarres frappant notre imagination. La plupart des espèces de nos pays présente un périanthe réduit. La couleur est le plus souvent sombre. L’odeur est très repoussante, analogue à celle des matières animales en putréfaction.
Ces odeurs attirent les insectes qui opèrent la fécondation.
L'époque de la floraison varie suivant la latitude. Chez nous elle a lieu en avril, mai, juin.
L'androcée. —— 6 étamines (5, Eimomeïia) biloculaïres s'ouvrent par une fente longitudinale. Elles sont extrorses, rangées sur un verticille régulier et présentent des anthères isolées. Absence de filets. Les styles, stigmates et étamines se réunissent pour former un gynandrophore épigyne.
Le gynécée. —— L’Aristoloche présente un ovaire infère divisé en 5 ou 6 loges pluriovulées. Les ovules sont nombreux, horizontaux et anatropes.
Le fruit est une capsule à 5 ou 6 loges. De couleur verte au début, et de grandeur très variable, il a une odeur analogue à celle de la plante en général.
Les graines sont très nombreuses. Elles sont munies à la face supérieure d’un raphé épais terminé par un chalaze. Pourvues d’un albumen abondant, plutôt charnu, d’un embryon droit basilaire et axile, les graines possèdent des cotylédons qui sont très courts.
La fécondation. — Elle est croisée, car les fleurs sont dichogames-protogyniques bien que Ia plante soit entomeophile. L'intervention d’un insecte est nécessaire, la mouche en l’occurence.
Chargées de pollen, les mouches s’introduisent dans la cavité d’une fleur récemment ouverte et trouvent dans l’utricules les étamines non müres et un stigmate réceptif. La présence des poils les empêche de sortir avant qu’elles n’aient opéré la fécondation.
Peu de temps après les stigmates se relèvent, permettant à l’insecte de se charger de pollen à partir des étamines mûres. Les poils tombent, la mouche s’envole et le cycle continue.
Ces dispositions sont communes à toutes les Artistoloches. Il y a d’ailleurs un rapport étroit entre la couleur et l’odeur.
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La région méditerranéenne elle aussi recèle bon nombre d'espèces auxquelles on attribue plutôt des vertus réelles ou imaginaires.
L’Asie possède quelques espèces jouant un grand rôle en matière médicale.
L'Afrique très pauvre n’offre aucune espèce importante.
En ce qui concerne A. clematitis, sa véritable Patrie se trouve dans une région englobant le bassin méditerranéen, le Caucase et l’Asie Mineure. Fig. 2. S’étendant jusqu’en Angleterre, elle ne développe que très rarement des fruits au Nord des Alpes; en effei, dans ces régions, elle ne peut pas être considérée comme d’origine, mais simplement de culture.
Ses stations.
Vu leur port on les trouve surtout dans les haies, taillis et dans les arbres. Au Mexique on en trouve jusqu’à une altitude de 1950 m., alors que la majeure partie ne s’élève qu’à faible altitude.
Aristolochia clematitis se trouve surtout dans les vignes et champs cultivés.
On peut les cultiver sans soins spéciaux. Les espèces les plus brillantes comme A. grandiflora et A. elegans sont obtenues sur un sol assez riche en humus et frais. On les multiplie par marcottage ou bouture.
Le genre Aristolochia est divisé en 6 subdivisions d’après Duchartre, suivant la présence de style à 3 ou 6 lobes et d’après les étamines isolées ou à 2.
1° Asterolytes Ex. A. serpentaria, reticulata.
2° Siphisia Ex. quelques espèces d'Amérique et de l'Inde.
3° Hexodon Ex. 2 espèces japonaises.
4 Gymnolobus Ex. c’est la division la plus importante, surtout en Amérique tropicale.
5° Diplolobus Ex. en région méditerranéenne et dans l'Inde.
6° Acerostylis Ex. une seule espèce A. rigida.
PROPRIETES MEDICALES DES ARISTOLOCHES.
S'il fallait ajouter foi à toutes les assertions des Anciens relativement aux Aristoloches, ces plantes seraient précieuses entre toutes. Ces propriétés ont été un peu oubliées. Pourquoi? Aux vertus réelles sont venues se surajouter des propriétés imaginaires, et l’on n’a plus su distinguer le vrai du
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faux. Les découvertes de ces dernières années ont relégué très loin les Aristoloches et pourtant dans le Gard et l'Alsace on les recueille.
Voici les principales propriétés attribuées aux Aristoloches:
Emménagogues,
Elles favorisent l'écoulement du flux menstruel. Elles rétablissent les règles, arrêtent les mouvements hystériques, facilitent l’accouchement.
Alexitères.
De tous les temps les Aristoloches ont été un contrepoison des morsures d’animaux vénéneux surtout des serpents. Elles ont une action stimulante sur les fonctions de la glande ce qui indirectement favorise l’élimination du poison. Elles combattent les effets néfastes du poison à savoir l’abaissement de la température, la faiblesse du pouls, la syncope, la prostration.
On peut les considérer comme un bon adjuvant, mais à elles seules, elles ne peuven: lutter contre les morsures.
Hasselquist prétend qu’en se frottant les mains avec une Aristoloche, on peut endormir les vipères et les manipuler sans être mordu. N’employait-on pas une décoction de feuilles d’Aristoloche pour imprégner un fourreau de linge qui servait au milieu du XVI siècle comme préservatif? Ranchin disait «qu’il atténuait et desséchait le venin».
Stimulantes.
Elles sont employées dans les maladies atoniques pour combattre l’adynamie, la prostration. En effet, augmentant les sécrétions, elles provoquent une hypersécrétion urinaire, une sudation intense. Elles font augmenter le débit de lait des vaches.
Emétiques.
Si la dose augmente, elles sont mêmes laxatives.
Antiseptiques, détersives.
La poudre d’Aristoloche déterge les ulcères, les plaies suppurantes, les ulcères cancéreux. En usage interne elles sont employées contre les fièvres.
PUS We
Antipériodiques.
Surtout À. indica.
Antigoutteuses.
Nos espèces sont douées d’une grande activité contre la goutte ei les rhumatismes. Dans la poudre du Due de Portland entrait en effet une assez forte proportion d’Aristo-
Diverses.
Citons simplement leurs activités contre l’asthme, les dyspnées, les maux d’estomac, de la rate, la dysenterie, l'hydropysie, la céphalalgie, l’insomnie, les hémorroïdes, les fistules, etc.
Pline en avait donné une longue liste, qui depuis a été rallongée. La plupart des propriétés sont imaginaires. D’autres sont explicables vu l’action générale de la drogue.
PARTIES EMPLOYEES ET FORMES PHARMACEUTIQUES
On emploie quelquefois la plante entière, la feuille, le fruit, la tige, la racine. Les Aristoloches de nos pays sont surtout employées pour leurs organes souterrains.
Les formes pharmaceutiques dépendent principalement de l’application de la plante fraiche, bien qu’en ces temps derniers on ait tendance à partir de la drogue sèche. Les feuilles ou les écorces contusées sont employées topiquement comme vulnéraire.
L'infusion cède le pas à la décoction à laquelle on préfère d’ailleurs la poudre. Pourtant l’infusion reste souvent employée. On en fait encore des eaux distillées, des teintures, des extraits. L'emplâtre diabotanum et la thériaque d’Andromachus et Galien sont oubliés.
En conclusion nous pouvons relever que dans l’Aristoloche, en général, il existe une propriété constante, mise en évidence soit extemporanément, soit après râclage, c’est son odeur. À elle seule elle sert à la distinguer de certaines Ménispermées ou Bégogniacées.
Le nombre des Aristoloches fossiles comprend à peu près dix espèces, réparties dans le tertiaire ou le crétacé.
LE Note
Aristolochia Clematitis L.
Dans ce chapitre nous nous bornerons à rappeler quelques faits particuliers à l’Aristoloche clématide; il est bien entendu que cette espèce répond à toutes les propriétés générales des Aristoloches énoncées dans les paragraphes précédents.
Aristolochia clematitis a un assez grand nombre de noms vulgaires. Parmi ceux-ci citons: Aristoloche des vignes, Brigbog, Pommerasse, Poison de terre, Guillebaude, Ratelaire, Rateline, Ratalie, Sarrazine. Nos patois lui donnent les dénominations suivantes: Faouterna, Faouterio, Fouterlo, Congourelo, Couscasso, Cujanelo, Herba de la Godo, Osterluzei, Hinschkraut.
Le qualificatif de clematitis lui vient de son aspect sarmenteux.
Aspect.
Aristolochia clematitis est une plante vulgaire dont les tiges aériennes hautes de 30 à 50 cm., dressées, anguleuses, striées, renflées aux nœuds, sont annuelles et naissent sur des rhizomes vivaces de la grosseur d’une plume à écrire, de couleur jaunâtre ou brunâtre avec des radicules assez nombreuses, jaunâtres déliées.
Les feuilles longues de 10 cm. environ sont cordées, de forme iriangulaire, rarement arrondies en avant, très largement cordées à la base, ordinairement obtuses au sommel. Avec une face supérieure verte et une face inférieure glauque, elles ont des nervures saillantes, rameuses, nettement réticulées, et sont munies d’un pétiole assez long.
Les fleurs disposées en faisceaux axillaires formant une cyme contractée sont très ZYgomorphes, assez petites, de couleur jaune, un peu verdâtre surtout en bas.
A. clematitis a une odeur forte et extrêmement désagréable, un goût âcre et amer tout à fait insupportable.
Géographie,
À. clematitis est très largement répandue en Europe. Elle nous vient de l'Orient. Elle semble tout à fait arborescente dans la Russie. Remontant jusqu’en Angleterre, elle s'étend dans toute l'Europe moyenne et méridionale.
En France on peut la trouver partout, surtout dans le Midi et quelquefois elle pullule tellement qu’elle devient une mauvaise herbe.
La plante s’accommode un peu de tous les terrains, préférant les terres fortes et humides. Dans nos pays elle pousse beaucoup dans les terrains calcaires, sablonneux et arides; elle vient bien dans les potagers, les haies, au bord des champs, sur les pentes touffues et ensoleillées et préfère la proximité des villages. Elle abonde dans les vignes qui sont cultivées avec soin.
Certains cultivateurs prétendent qu’elle améliore la vigne; les autres pourtant soutiennent le contraire. Magnol cite: «Vineis nostris maxime infensa est propter tetrum odorem quem vino communicat.>» Cest ainsi qu’en temps que mauvaise herbe, elle indique l’emplacement d’anciens vignobles disparus.
Aujourd’hui on ne trouve guère plus que le rhizome en pharmacie et ceci à titre de curiosité (6). Si l’on en faisait le négoce jadis. A. clematitis est tout à fait oubliée de nos jours. Non seulement on ne l’emploie plus ni pour l’usage interne, ni pour l’usage externe, mais certains pensent que l’odeur qui s’en exhale est pernicieuse.
En France, il y a cinquante années, on la faisait venir de Montpellier où on la récoltait par simple arrachage et d’où on l’expédiait après dessication.
Composition chimique.
Présence d’huile, de principes amers, d’acides tanniques, malique, de résines. (7)
Des recherches sur la présence éventuelle de toxine, ont permis de déceler une assez grande quantité de toxalbumine s’écoulant pour ainsi dire de l’écorce (dose létale pour la souris: D Mmg.).
Présence de péroxydases, oxydases, de catalases.
Chevalier et Walz ont extrait de la racine un principe amer jaune, insoluble dans l’éther, soluble dans lalcool, dans 50 parties d’eau chaude et 200 parties d’eau bouillante, auquel ils ont donné le nom d’aristolochine (8). Walz lui attribue la formule C:H,,04. En plus Walz a encore obtenu l'acide aristolochique et l’essence d’aristoloche et prétend que c’est à l’aristolochine qu’il faut attribuer l’empoisonnement.
Quelque temps après, en 1893 Jul. Pohl analysa à son tour A. clematitis et découvrit que le principe actif avait la constitution d’un alcaloïde de formule C;,H,,N,0,; qui se nommerait aristolochine (9).
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Hesse analysa l’acide aristolochique et donna la formule C;-H,,NO.. L’alcaloïde aristolochine n’aurait aucun rapport avec la substance amère ni avec l'acide.
Comme nous le voyons, on n’est pas encore bien fixé sur le principe actif de A. clematitis. Julius v. Wiesner (10) avance la possibilité que l’Aristolochine serait:
la substance amère d’après Peckolt
l’acide aristolochique » Pohl
l’alcaloïde » Hesse Toxicologie.
Jusqu’à ce jour on n’a pas encore enregistré d'accidents arrivés à l’homme. En effet, personne n’y touche; serait-ce dû à l’odeur vireuse qui se dégage de la plante?
Les bestiaux ne la consomment pas non plus, mais si A. clematitis se trouve mélangée à la luzerne, ils l’avalent. Kobert et Cornevin nous citent le cas du vétérinaire Jeanin qui examina à Arles 5 chevaux empoisonnés à la longue (11). Orfila à son tour fit des expériences sur des animaux, et put faire des constatations sur des bêtes empoisonnées par hasard. Les toxicologues établirent les symptômes suivants: déséquilibre, somnolence, dilatation de la pupille, troubles de la vue, convulsions, constipation, diarrhée sanguinolente, polyurie, amaigrissement, perte des poils. Jamais une issue fatale n’a pu être mise en évidence. Pohl constata en outre une dégénérescence graisseuse du foie, des nécroses étendues du rein, de grandes hémorragies. Kyo, pharmacologiste japonais, décrivit des symptômes allant jusqu’à la paralysie du cœur, de l’appareil respiratoire, à l’inflammation de l’intestin, à l’urémie.
À haute dose elle est toxique; contusée dans l’eau, elle provoque la mort des poissons.
À. clematitis a avant tout une action stupéfiante sur le système nerveux.
Action thérapeutique,
À. clematitis appartient aux plantes médicinales les plus anciennes.
Son premier emploi était contre les morsures des serpents, et ne peut être considéré comme un fait de pur hasard. En effet, utilisée dans l’ancienne Egypte contre les venins, elle est employée pour la même cause et tout à fait indépendamment, dans le nouveau monde, aux Etats-Unis, au Mexique, dans les Indes orientales.
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Les médecins de l'antiquité, Hippocrate, Théophraste, Dioscoride, Pline, Scribonius Largus vantent les effets de la plante. À leurs noms s'ajoutent ceux de Lonicerus, de Paracelse qui la décrit comme anti-cancéreuse.
Plus tard, c’est au tour de Mathiolus, Zwinger, v. Haller, Hecker, v. Colapietro d’en louer les bienfaits. De tous les pays d'Europe nous pouvons citer les opinions émises sur A. clematitis par leurs savants respectifs.
Comme il s’agit des propriétés connues aux Aristoloches en général, il est inutile de les répéter. Contentons-nous de citer encore une fois son action dans les maladies utérines, la goutte, les rhumatismes, les fièvres intermittentes et surtout son influence détersive dans les plaies et furoncles.
En homéopathie. — A. clematitis est surtout indiquée dans les hémorragies néphritiques, les douleurs musculaires, la faiblesse générale et les ulcères malins.
En médecine populaire. — Usage externe; sous forme de compresses contre les abcés, suppurations et eczémas.
Usage interne: comme abortif. Jadis employée dans les toux accompagnées de sang, dans les cas de goutte et comme emménagogue. À ce sujet Unterwaldt nous confirme: «Une malade à laquelle on avait enlevé les ovaires, fut traitée à l’Aristoloche. Après traitement, la malade put à nouveau respirer librement, ne ressentant plus aucun malaise, même aux changements de temps. Aujourd’hui elle est complètement libérée.»
Parties employées.
Lonicerus préconise la plante et la racine. Mathiolus, Dragendorf ne citent que la racine. Geiger conseille spécialement les feuilles contre les ulcères. Madaus préfère la plante avec la racine au moment de la floraison.
La drogue se trouve donc constituée par:
Herba Aristolochia clematitis Radix Aristolochia clematitis Tinctura Aristolochia clematitis
En homéopathie on emploie surtout les essences et les principes actifs de la racine, de la plante fraîche en période de floraison.
Mode d’emploi et doses.
1° La racine. — 1/, de cuillerée à café pour un verre d’eau; laisser macérer 8 heures et boire au courant de la journée (comme dépuratif et emménagogue).
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2 Herba A. clematitis. — 1/2 cuillerée à café pour un verre d’eau; faire infuser ou macérer à froid. On fait des décoctés concentrés pour les bains.
3° La poudre. — Elle est préparée par une trituration à froid de la plante fraîche ou sèche avec du sucre par exemple. On en donne 4 grammes avec du miel, du vin ou sous forme de pilules.
4° Extrait alcoolique. —— 1 gramme de racine pour 6 gr. d'alcool. 2 à 4 gr. par jour.
5° Teinture au 1/5. — 1 à 2 gr. par jour.
6° Homéopathie. — 3 fois 10 gouttes par jour, pour une dilution D:.
Des doses plus grandes sont à déconseiller, car il n’a pas été fixé de dose maxima.
D’après les expériences faite d’une part en homéopathie avec une dilution D;, d’autre part avec la plante entière sous
forme de trituration, on n’a pas pu constater d’accidents sur des témoins normaux.
De toutes ces vertus thérapeutiques, c’est la propriété détersive qui nous intéresse au plus haut point. En effet si A. clematitis peut guérir, grâce à sa feuille, des plaies suppurées, des furoncles, des abcés, c’est qu’elle arrête les proliférations microbiennes.
Mais quel est le vrai processus pouvant expliquer cette action inhibitrice de A. clematitis? C’est ce que nous allons voir dans le paragraphe suivant.
PROCESSUS REEL DE L'ACTION INHIBITRICE DE A. CLEMATITIS
Plusieurs chirurgiens suisses avaient présumé une action bactéricide de A. clematitis sur les microbes des blessures. Mais d’après Madaus, aucune action bactéricide ne put être remarquée. L'influence favorable de la plante sur les plaies ne peut s'expliquer que par augmentation de résistance de l’organisme (5).
On injecta à 5 cobayes une suspension de Clostridium perfringes. Trois d’entre eux traités au décocté d’Aristoloche furent sauvés et les deux témoins non traités moururent. L’essai répété ne fut plus si concluant. En effet, l'infection au moyen de Clostridium perfringes ne peut être entreprise aussi simplement. D’après les constatations des chirurgiens, seules les personnes infectées de bacilles pouvant produire des toxines dans les tissus lésés deviennent malades. De même
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après une injection de caféine ou autre substance analogue, attaquant les tissus, Clostridium perfringes produit une infection, car présent dans le sang environnant et inoffensif, il y trouve un «locus minoris resistentiae» c’est-à-dire un endroit de moindre résistance.
AUGMENTATION DE RESISTANCE DE L'ORGANISME; SA VRAIE SIGNIFICATION
Quand on injecte à l’homme une toxine ou un antigène, il y a production d’aniicorps qui le protègent contre une infection ultérieure du Bacille employé pour le vacciner.
Il existe une grande quantité de plantes médicinales qui ne renferment ni toxine, ni antigène et qui produisent pourtant une augmentation de résistance à un degré tel qu’elle dépasse largement l’activité spécifique du sérum. Le premier savant qui montra une telle action des plantes fut Much. Il démontra qu'avec des préparations d’euphorbe additionnées de bile, il était possible de sauver des cobayes inoculés de différents bacilles dont le mélange spécialisé est employé en Suisse pour la destruction des rats. Ces bacilles auraient provoqué une infection mortelle, mais le traitement ayant été administré, les animaux survécurent. Madaus fit la même expérience et obtint les mêmes résultats. Il recommenca; les résultats furent un peu différents, pourtant il y avait une preuve de protection. Chez Much il s’agissait d’un traitement prophylactique d’une maladie infectieuse.
Koch, un autre savant, employa une préparation d'huile essentielle d’ail nommée alliocaps contre des maladies de lPintestin. Expérimentée sur des bêtes, elle donnait lieu aux mêmes résultats. Mais si lon soumettait les animaux guéris à l’alliocaps pendant 30 à 60 jours à un refroidissement prononcé, ils contractaient à nouveau une entérite à issue fatale en partie. Dans le sang, on retrouva la présence des agents virulents. Si on examine l’action non spécifique des plantes médicinales et en particulier de l’Aristoloche clématide, vis-à-vis des graves maladies infectieuses, on ne peut se trouver qu’en face d’une augmentation de résistance de l'organisme. Ainsi pensa Madaus, et c’est là où en resta la question.
Or, ces dernières années s’est dessiné un nouveau courant dans la thérapeutique des maladies infectieuses, celui des antibiotiques. Il a porté au premier plan la lutte contre les microbes pathogènes et l’intensification des recherches
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sur les substances pouvant annihiler les effets destructeurs de ces agents nocifs. Vers ce courant sont venus affluer des produits de tous les secteurs du monde vivant. S'il est vrai que le principal affluent à son origine dans les microorganismes, un autre venant des végétaux supérieurs est en train de grossir et d'apporter sa part dans la lutte. C’est dans ce dernier que nous nous sommes engagés et en le remontant nous sommes retombés sur A. clematitis, plante à laquelle nous consacrons notre étude.
QU'EST-CE QU'UN ANTIBIOTIQUE
Pour la définition, il est bon d’établir avant tout la notion d’antibiose. Nous nous en référerons à Willemain (12).
«Quand deux corps vivants hétérogènes s’unissent intimement entre eux, leurs relations peuvent être de plusieurs sortes. Si l’un des conjoints tire tou: le profit et exerce une action toxique, nécrosante, destructrice en un mot, sur une portion plus ou moins étendue de l’autre, on peut dire qu’il y a antibiose. l'individu actif sera l’antibiote...»
Il va de soi que l’antibiote produit l’antibiotique nécessaire pour exercer l’action destructrice.
Nous nous associons à Bustinza-Lachiondo lorsqu'il déclare qu’il y a quelque paradoxe à qualifier d’antibiotique une substance qui, en fin de compte est ou devrait être capable de rendre à la vie un malade menacé. À ceci on peut répondre que le patient et le germe en question sont opposés et que ce n’est pas toujours le point de vue des applications qui emporte dans les conventions de langage exprimant des phénomènes généraux (13).
Quoiqu'il en soit, le terme antibiotique propre à la Pénicilline et à ses analogues a vite passé dans le domaine pratique et désigne aujourd’hui une foule de substances qui répondent à la traduction la plus large du mot: antibiotique. En effet, d’origine grec, il se traduit par: opposition à la vie. Il n’est plus question de substances sécrétées comme dans ïa Pénicilline, mais uniquement de substances à propriétés antimicrobiennes (bactériostatique, bactéricide ou bactérioly-
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tique). Il va de soi qu’il n’y a qu’un pas à faire pour conférer à une substance douée de propriétés antiseptiques, un pouvoir antibiotique.
Or, parmi les substances retirées des végétaux supérieurs, il y en a un bon nombre qui logiquement ne répondrait pas au qualificatif d’antibiotique dans l’acception propre du terme, mais comme l’habitude en a été prise, nous continuerons à parler de vertus antibiotiques.
DE QUELQUES CONSIDERATIONS SUR LES ANTIBIOTIQUES DES VEGETAUX SUPERIEURS.
Les antibiotiques des végétaux supérieurs étaient connus dans la plus haute antiquité. N’employait-on pas à Rome la ravenelle des murailles pour ses propriétés cicatrisantes ? Cette dernière Cheiranthus cheiri fut analysée ces dernières années par Chain qui mit en évidence ses propriétés antibactériennes. Ceci ne constitue d’ailleurs qu’un cas choisi dans le vaste chapitre des antibiotiques issus des végétaux supérieurs.
Osborn analysa 2300 plantes américaines. de 166 familles différentes, dont 63 espèces seulement furent reconnues comme douées de propriétés antimicrobiennes (Anémones, Clematites, Renoncules surtout). Toutes les parties de la Botanique furent étudiées. Vincent étudia systématiquement un grand nombre d'espèces (14). A. Sartory, Quevauviller et Richard y contribuèrent aussi pour une large part (15), (16). Ces derniers donnèrent même une classification en se basant sur l’action inhibitrice vis-à-vis de cultures de Staphylocoques.
Il est permis de se demander si la présence constante de chlorophylle légèrement antibiotique ne dicte l’action antimicrobienne aux plantes.A ceci on peut franchement répondre par la négative, car n’existe-t-il pas de plantes vertes sans activité aucune alors que d’autres sont douées de cette activité au plus haut point.
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loïdes ont eux aussi une certaine action antimicrobienne, il existe à côté de ces substances d’autres substances antibiotiques.
Les quelques travaux effectués pour élucider la question des principes actifs responsables de l’effet antibiotique ont montré que ce sont, du moins pour la plupart, des substances ternaires sans azote. Dans l’anémonine on a pu retrouver le cycle lactonique commun à bon nombre d’antibiotiques d’origine fongique. On en trouve néanmoins avec présence de soufre et même d’azote.
Aïnsi les principes antibiotiques des végétaux supérieurs peuvent être extrêmement divers et de nombreux produits fournis soit par les constituants cellulaires, soit par les déchets du métabolisme peuvent participer à l’effet bactériostatique.
QUEL PEUT ETRE L’INTERET PRATIQUE DES VEGETAUX SUPERIEURS COMME ANTIBIOTIQUES ?
Dans l’état aciuel de la question, non seulement les expériences in vivo chez l’animal n’ont pas donné les résultats escomptés, mais encore les réalisations en thérapeutique sont presque insignifiantes. Cette partie de la science n’est qu’à son début. Souvent la toxicité empêche l’expérience sur l'animal. Il faudra donc séparer le facteur toxicité du facteur antibiotique.
Un énorme travail est encore nécessaire pour être fixé sur les conditions d’une bonne récolte, d’une bonne conservation. Il faudra isoler la substance et en refaire la synthèse. Alors seulement ce labeur de longue haleine apportera peutêtre des résultats identiques à ceux qui firent la célébrité de la Pénicilline et tant d’autres.
Nous ne pensons pas à vrai dire que ce gisement, les végétaux supérieurs en l'occurence, puisse dépasser en richesse et spécificité le gisement microbiologique. C’est dans le sol que se nouent et se dénouent toutes les relations entre germes pathogènes et banaux. C’est au sol qu’on doit la méthode de l'enrichissement, de la nuance dans les souches, la succession rapide des générations des microcrganismes.
C’est donc aux microorganismes du sol même que doit revenir une suprèmatie incontestable sur les épiphytes qui
ne constitueront sans aucun doute qu’un appoint toutefois non négligeable.
En ce qui concerne la famille des Aristolochiacées, il n'y a guère que la racine d’Asarum canadense qui ait été analysée tant à l’état frais qu’à l’état sec par Osborn. Cavallito et Baïley y ont isolé une substance soufrée dont 0,06 mg. correspond à 1 unité Oxford (expérience faite sur Staphylococcus pyogenes aureus).
À l’image de la plante précitée, nous étudierons A. clematitis dans l’espoir d’y retrouver ses propriétés antibiotiques et d’y isoler le principe actif à l’origine de son activité antimicrobienne.
Chapitre III. INTRODUCTION
La première expérience a laquelle nous sommes assujettis a été de voir si le jus de Aristolochia clematitis (feuille) avait bien cette remarquable propriété antimicrobienne dont on parlait depuis si longtemps.
Comme A. clematitis ne peut-être récoltée pendant toute l’année, nous sommes obligés ensuite d'étudier cette propriété comparativement entre la feuille fraiche et la feuille sèche pour déterminer sous quelle forme notre matière première devait être employée par la suite.
CONFIRMATION DE SA PROPRIETE ANTIBIOTIQUE ET MODE D'EMPLOI
Le jus extrait de la feuille verte a manifesté effectivement une certaine activité, notamment sur le Staphylocoque doré. Nous pouvions donc continuer nos investigations et constater par la suite que la feuille fraîche comme la feuille sèche étaient pourvues d’une certaine activité. Avec ces données générales nous avons poursuivi nos recherches métho-
diques et détaillées, recherches décrites dans les chapitres suivants.
GENERALITES: CUEILLETTE, PREPARATION, ACTION
Les Aristoloches ont été cueillies dans la région de Balbronn en Alsace, principalement en marge des vignobles. On procéda ensuite à la récolte des feuilles, qui, après lavage et séchage furent broyées dans un hachoir approprié. On les
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exprima pour obtenir un jus, qui, après filtration sur coton et papier filtre présentait les caractères suivants:
couleur brune noirâtre,
transparent,
absolument liquide,
d’une légère acidité,
d'un goût âcre, d’une saveur amère, présentant l’odeur vireuse caractéristique.
Ce jus fut alors filtré stérilement.
D'un autre côté, à partir des plantes sèches pulvérisées et tamisées (voir plus loin), nous fimes une infusion au 1/5, qui, après filtration simple fut également filtrée stérilement.
Au moyen de pipettes, nous répartimes des doses décroissantes de jus dans 2,5 cc. de bouillon adapté aux exigences de notre microbe d’étude à savoir Staphylococcus aureus. Avec des dilutions de 1/10, 1/20, 1/30, 1/40, 1/50, 1/100, nous pûmes comparer l’activité de nos deux liquides.
Or, fait bizarre, le jus extrait de la feuille fraîche et le jus obtenu au moyen de l’infusion présentaient une activité en tout point identique, la limite d’action se situant entre la 3° et la 4° dilution, à savoir entre le 1/30 et le 1/40.
Comme ïil nous était difficile d’obtenir des plantes fraîches à tout moment et à n’importe quelle époque de l’année et convaincus de l’activité en tout point comparable de la feuille sèche et de la feuille fraîche, nous nous proposämes d'orienter toutes nos ‘recherches sur la feuille sèche. Ces feuilles sèches, nous les fîimes venir de Suisse, sous forme de Herba Aristolochia clematitis concisa, car en France cette drogue est presque introuvable dans le commerce.
PREPARATION DU JUS
La drogue sèche Herba Aristolochia clematitis concisa fut pulvérisée dans un mortier de fer couvert, par petites portions, tamisée, repulvérisée et tamisée une dernière fois pour obtenir une poudre fine; par cette méthode nous avons pu éliminer toutes les parties inutiles, étrangères à la feuille.
Cette poudre fut alors soumise à une infusion au 1/5 avec de l’eau potable, infusion d’une durée de 10 à 15 minutes. Après expression à travers une presse et filtration sur coton et.papier filtre, nous nous trouvâmes en présence d’un jus analogue à celui retiré de la feuille fraiche avec comme seule différence une couleur un peu plus claire, cette dernière provenant de la dilution.
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Avant de procéder à son essai, nous le filtrâmes stérilement, En effet, ne sachant pas de prime abord si notre principe actif était thermostable ou thermolabile, nous ne pouvions nous engager ni dans une stérilisation à l’autoclave, ni dans une tyndallisation.
S'il est vrai que dans la médecine populaire, on emploie l’Aristoloche sèche ou plutôt sa feuille sous forme d’infusion, raison pour laquelle nous partimes également de l’infusion, la durée n’en excède pas 15 minutes pour une température initiale de 100°. Or, la stérilisation à l’autoclave demande 120° pendant 15 minutes et la tyndallisation bien que n’exigeant que 70° réclame pourtant une durée de 3 heures en tout.
La technique de cette filtration est assez simple. Sur une fiole à vide on adapte une monture dans laquelle il est possible d’encastrer un ultrafiltre de Seitz. On stérilise le tout 20 minutes à 120° à l’autoclave, en ayant eu soin de boucher au coton la partie de la fiole qu’on reliera à la trompe à vide. Après stérilisation, on verse le jus sur le filtre et au moyen de la trompe le jus passe dans la fiole que l’on bouchera avec un coton flambé à la fin de l’opération après avoir enlevé la monture avec l’ultrafiltre. Le jus dans la fiole est absolument stérile.
Pour titrer le jus, nous allons rappeler brièvement les quelques méthodes qui se trouvent à notre disposition.
METHODES DE DOSAGES, Titrage par dilutions.
C’est la plus simple. On prépare une gamme de tubes avec 4,5 cc. de bouillon. Dans le premier tube on met 0,5 cc. d'une solution de l’antibiotique à essayer. De ce premier tube on prélève 0,5 cc. qu’on ajoute au deuxième tube. De celui on en reprend 0,5 cc. pour le troisième et ainsi de suite. Tous les tubes de la gamme sont ensemencés avec 0,5 cc. d’une suspension de microbes à étudier, suspension d'une culture de 24 heures. On détermine ainsi la dilution limite pour laquelle il n’y a plus de cultures après un séjour de 20 heures à l’étuve à 37°.
Titrage d’après le procédé de Heatley.
Il prévoit emploi de petits cylindres en porcelaine de diamètre et longueur constants. On coule dans la boîte de Pétri, servant au dosage, une couche de gélose ensemencée
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en surface. Après solidification, on fixe à la surface de la
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gélose des petits cylindres dans lesquels on ajoute des gouttes de solutions plus ou moins concentrées en antibiotiques. On peut alors observer des zones de lyse claires et transparentes, de forme circulaire autour des cylindres, dont on mesure le diamètre. Les cylindres ont un diamètre extérieur de 7,2 et intérieur de 5 mm.
Titrage d’après le procédé de Vincent.
On remplace les cylindres de la méthode de Heatley par des disques de papier filtre d’un diamètre de 7,5 mm. qu’on trempe dans la solution à étudier et qu’on applique à la surface de la gélose ensemencée préalablement. On obtient les mêmes phénomènes.
Méthode qualificative, ou gouttières de Flemming.
On fait des stries dans la gélose ensemencée et on y coule des solutions d’antibiotiques. Suivant la largeur de la zone de lyse, on peut évaluer le pouvoir antibiotique de la substance ou de sa dilution.
Unité Oxford (pour la Pénicilline). —— C’est la quantité minima de Pénicilline, qui, dissoute dans 50 cc. de bouillon de viande, inhibe complètement la croissance d’une souche type de Staphylocoque doré.
Citons encore la méthode de Vitastain sur laquelle nous reviendrons plus loin.
Au début de nos réactions, c’est à la méthode des dilutions un peu modifiée que nous nous sommes adressés.
EXPERIENCES SUR STAPHYLOCOCCUS AUREUS
Pour l'étude de cette bactérie, nous avons utilisé un milieu liquide dont la composition est la suivante:
PÉRIODE RE A ne tente on 20 gr.
CMOS CNE TS Gevere AOL.
Éhlorurende Sous 700. 2 gr.
Pauiordinairetiinl. "eme Mb 1000 gr.
On dissout la peptone dans l’eau (900 gr.) à la vapeur fluente. Le glucose et le sel sont mis en solution à part dans 100 gr. d’eau; on réunit les deux portions qu’on ajuste à un Ph voisin de la neutralité 6,8-7,2 avec de la soude au 1/10.
On répartit le milieu à raison de 2,5 cc. dans des tubes à essai. On en prend 8 pour réaliser une gamme et l’on ajoute de l’eau ordinaire dans les tubes (2), (4), (5), (6) comme l’in-
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dique le tableau suivant. Les tubes de la gamme et les autres sont ensuite stérilisés 15 minutes à 120°. Une fois la stérilisation terminée, on y distribue au moyen de pipettes stériles le jus à raison de 2,5 cc. dans le premier, 1 cc. dans le deuxième et 0,5 cc. dans les 5 tubes suivants. On agite, le contenu est homogène.
Cette addition d’eau. potable est nécessaire pour arriver à des dilutions parfaitement définies. Ainsi dans le premier tube on a une dilution de 1/2 qui, s’ajoutant à une dilution initiale de 1/5, nous donne comme dilution définitive 1/10 et ainsi de suite.
Tubes
Jus au: 1/5
Eau potable.
Bouillon. . .
Dilutions
Le tube (7) est un témoin pour nous assurer que le jus est bien resté stérile, et le tube (8) un autre témoin pour le contrôle éventuel du S'aphylocoque (pureté).
Après la distribution du jus, on ajoute stérilement dans chacun des tubes à l'exception de (7) au moyen d’une pipette de Pasteur 5 gouttes d’une suspension de Staphylocoque doré âgé de 24 heures dans le même milieu liquide et que l’on a agité avant l’emploi. On dispose: à l’étuve à 37°.
La souche de ce Staphylocoque est conservée sur gélose à la glacière et repiquée toutes les 3 à 4 semaines également sur gélose. C’est à partir de la souche solide qu’on ensemence le milieu liquide pour obtenir la culture de 24 heures employée plus haut. Pour toutes nos expériences avec le Staphylocoque nous nous sommes toujours adressés à cette même souche.
Après 24 heures de séjour à l’étuve à 37° on constate à première vue que tous les tubes montrent une culture, excepté le n° (7), ce qui nous prouve que le jus est bien resté stérile. Comme les 2 premiers tubes sont assez foncés, le trouble provoqué par le Staphylocoque n’est pas très apparent, On préfère repiquer chacun des 6 tubes dans 2,5 ec. de bouillon liquide et stérile au moyen d’une œse par tube. On replace les 2 gammes à l’étuve à 37°. 24 heures après, on aperçoit nettement dans la 2° gamme les tubes qui avaient poussé
24 heures auparavant dans la 1" gamme. On repique à ce moment la 1" gamme qui est âgée de 48 heures dans une 3° gamme et on dispose à l’étuve et ainsi de suite.
Dans le tableau qui suit, nous constatons
Tubes
Dilutions
24 heures . .
qu’au bout de 24 heures aucune action antibiotique n’a eu lieu. Au bout de 48 heures dans (1) et 72 heures dans (2) et (3). toute trace de microbes vivants a disparu.
Il faut conclure qu’au bout de 24 h: dans (1) et 48 h. dans (2) et (3) l’action n’était que bactériostatique. Les microbes n’ont pas pu se développer beaucoup ou même pas du tout. Ce n’est qu’au bout de 48 h. dans (1) et 72 h. dans (2) et (3) qu'ils ont été tués, donc à ce moment l’action est devenue bactéricide. Si l’on prélève une œse du premier tube de la 1° gamme au bout de 48 h. et qu’on l’examine au microscope après fixation et coloration à la Fuchsine diluée, on voit nettement des coques désagrégés. L'action bactéricide est donc accompagnée d’une action bactériolytique.
Les coques semblent pouvoir se multiplier au début, puis ensuite s'arrêter de croître, s’hypertrophier et se désagréger à la fin.
En conclusion, le jus d’Aristoloche est actif jusqu’à une dilution se situant entre 1/30 et 1/40 donc aux environs de 1/35.
EXPERIENCES SUR ESCHERICHIA COLI.
La méthode générale employée pour le Staphylocoque peut être utilisée ici. Pour la:culture du Bacille coli, on utilise un milieu spécial: le bouillon au bleu de bromothymol glucosé. En voici les caractéristiques.
jre solution:
Pépioné 22-42 re Re ME HUE Chlorure de Sodium 22 0,5 gr.
Eau -distilléees 22e re 100 gr.
On dissout la peptone à la vapeur fluente, on ajuste à UP 1722:
2e solution:
Blenide brOMOINRyMOIT HT CET 0,4 gr AÏCOOL PE RCE PT EU RTE PERS 100 cc.
EAU AISNE RAS ACER PP CCPER LE 200 ce
On dissout le colorant dans l’alcool, on ajoute l’eau tout en agitant pour bien homogénéiser. On fait ensuite le mélange suivant:
DOLUITIOI EL) TE er pe nee 00 "CC:
SOIUHOMIG) CE LR OT EME AUMECC:
GHACOSE ERREUR EE CU 2,5 gr.
On chauffe pour dissoudre; après filtration, on répartit 2,5 cc. dans chaque tube et on stérilise 30 minutes à 110°. On peut introduire un petit tube à hémolyse renversé dans le tube à essai pour constater que si le Bacille coli pousse il y a dégagement gazeux. Mais comme il acidifie, le milieu et que le bleu de bromothymol vire au rouge puis au jaune, cette dernière caractéristique suffira amplement pour nos recherches.
Nous opérons donc de la même facon à la seule différence que nous ensemençons dans les tubes 5 gouttes d’une culture âgée de 24 h. de Bacille coli, culture liquide et jau-
nâtre. On place à l’étuve à 37° et l’on repique au bout de 24, 48, 72 heures.
Résultats:
Tubes .
Dilutions 24 heures
Aie.
Il apparaît donc qu'aux dilutions où nous travaillons aucune action antibiotique ne peut être mise en évidence. Le trouble du premier tube de la première gamme semble moins intense que le trouble des suivants. Il faudrait donc concentrer le produit. Cette concentration nous la réaliserons par la suite.
EXPERIENCE SUR BACILLUS PYOCYANEUS
Dans ces recherches, nous employons le milieu de Gessard. En effet, quand on cultive le Bacille pyocyaneus sur ce substract solide ou liquide, il y a diffusion d’un piginent verdâtre dans tout le milieu.
Composition du milieu liquide:
Heénione er. EU CRT PEU de DIET.
GiCe nest Le Ain frs LAS 10 gr.
BA Or diharr en EME ARR Re 250 gr.
Les résultats obtenus pour le Bacille coli peuvent être appliqués ici.
EXPERIENCE SUR BACILLUS SUBTILIS
On emploie le milieu sur lequel on a cultivé le Staphylocoque doré. Pour le Bacille subtilis nous ne constatons pas la moindre activité antibiotique aux dilutions employées.
Il apparaît donc que pour les 3 dernières bactéries étudiées, notre jus est trop dilué. Il faut le concentrer beaucoup avant de pouvoir émettre définitivement une opinion sur l’activité antibiotique du jus sur les Colibacille, Bacille
pyocyanique et Bacille subtilis.
Pour concentrer une solution, nous avons à notre disposition deux méthodes, à savoir l’évaporation ou l’extraction par des solvants.
L’évaporation se faisant à la chaleur ou par le vide, la chaleur fut exclue d'office pour des raisons déjà exposées. Si nous utilisons le vide, nous concentrons toutes les substances présentes et cela ne nous avance guère.
Nous préférâmes donc essayer l’action de solvants, résolus à revenir à la technique par le vide si nos recherches n’aboutissaient pas. Le premier des solvants que nous pensämes expérimenter fut l’éther sulfurique.
er
EPUISEMENT DU JUS A L’'ETHER
On fait une infusion au 1/5 à partir de la poudre, opération décrite précédemment. Après filtration sur coton et papier filtre, on introduit le jus dans une ampoule à décantation et l’on agite avec de l’éther à parties égales. On décante l’éther, et on agite encore à 2 reprises avec des quantités égales d’éther. Après décantation, on réunit les portions éthérées d’un côté, et de l’autre le jus épuisé dans un Becher. Ce Becher est porté dans un Baïin-Marie à 80° et on agite vigoureusement pour éliminer l’éther qui est resté dans le jus. Après que les dernières vapeurs d’éther aient été chassées, le jus est filtré stérilement sur un filtre de Seitz.
Les portions éthérées sont d’abord concentrées par distillation de l’éther, et quand on est encore en présence de 3 ou 4 cc. on les recueille dans un tube stérile et on les évapore au B: M. Vers la fin on bouche le tube et on termine lévaporation. Le contenu du tube est stérile.
Le jus épuisé et l’extrait éthéré sont disposés pendant 24 h. à l’étuve pour éliminer les traces d’éther éventuellement encore présentes. L’extrait éthéré est ensuite repris par une quantité d’eau: potable et stérile’ égale à la quantité de jus épuisé.
Nous distribuons alors ces 2 liquides dans 2 gammes de 8 tubes chacune, dans les proportions déjà indiquées. Nous ensemençons. de nouveau avec une suspension de Staphylococcus aureus, car c’est sur ce germe que le jus s’est montré le plus actif, et nous mettons à l’étuve.
Résultats:
Jus épuisé.
AE NA TES OP ho a (3) | (4) | (5) | (6) (7) | (8) Dilutions . . | 1/10 | 1/20 | 1/30 1/4011/50 11/75] T T 24 heures “de se de me a se Sen #6 48 > ON Done Le 2e LS LOT
+ 72 )) + = LS je + JE + JE
UT
Extrait éthéré.
(5) | (6) | (7) Dilutions . .. 1/50441/78 ET 24 heures
Considérations.
1° Sur le jus épuisé. —- Si son activité bactéricide est beaucoup plus lente à se manifester, elle est au contraire beaucoup plus grande. La dilution limite qui n’était que de 1/35 pour le jus normal, dépasse maintenant 1/50.
2° Sur l'extrait éthéré. — Tout d’abord, il faut remarquer que quand on le reprend par de l’eau, tout n’est pas soluble, notamment la chlorophylle. Il faut donc agiter avant de le répartir en tubes. Quant à son action, elle est sensiblement identique à celle du jus.
Comment expliquer cette augmentation d’activité du jus épuisé, si ce n’est par la présence éventuelle d’un facteur, qui, dans le jus normal empêcherait le développement complet de l’activité antibiotique. Ce facteur passerait dans l’éther ou serait transformé sous l’action de ce dernier en une substance inactive dans ce sens.
Remarques.
En même temps que l’essai avec l’extrait éthéré, nous avons évaporé une quantité correspondante d’éther, qu’on a repris au moyen d’une petite quantité d’eau potable stérile, et qu’on a essayé comme précédemment sur le Staphylocoque. Ce témoin n’avait aucune action, nous prouvant bien que l’éther sulfurique que nous employons ne renferme aucune substance pouvant agir dans le même sens que celui de nos recherches.
L’épuisement à l’éther nous ayant donné des résultats probants sur le jus normal, nous continuâmes ce procédé en essayant l’action de l’éther sur le jus en milieu nettement acide puis par la suite en milieu franchement alcalin.
RCA
EPUISEMENT DU JUS A L’ETHER EN MILIEU ACIDE
L’obtention du jus se fait toujours d’une façon identique. Après filtration sur coton et papier filtre, nous acidifions le jus dans le rapport suivant: 2 cc. d’acide chlorhydrique pour 10 cc. de jus. Après acidification, nous agitons avec l’éther dans les mêmes conditions que celles décrites précédemment. On décante; les portions éthérées sont réunies, distillées et recueillies dans un tube où elles sont évaporées à sec. Après l’élimination de l’éther, le jus acide est neutralisé au moyen de soude à 30% pour revenir en Ph normal, et l’on filtre stérilement. Après 24 h. de séjour à l’étuve, on reprend l'extrait éthéré par de l’eau stérile et on neutralise. On distribue les 2 liquides dans 2 gammes de tubes qu’on ensemence avec du Staphylocoque. Comme l’addition de HCI et de NaOH a sensiblement dilué le jus, il est nécessaire d'augmenter les doses de produit réparties dans les tubes pour arriver à des dilutions comparables à celles des autres expériences. L’extrait éthéré est toujours repris par une quantité d’eau égale à celle du jus initial à épuiser et fortement agité.
Résultats : Jus épuisé.
(3) | (4) MAT Se 2 HO SU OS Dilutions
24 heures 48 »
Tubes
Dilutions
24 heures
Considérations.
Le jus épuisé n’a plus aucune action, tandis que l'extrait reste toujours un peu antibiotique. Ici sa propriété se manifeste déjà au bout de 24 h. D’après ce tableau, nous pouvons conclure que tout ce qui reste en antibiotique passe dans l’éther et le facteur dont nous parlions dans le chapitre précédent a empêché une grande partie de cette activité de se développer dans le jus épuisé. Serait-ce la quantité d’acide qui jouerait ?
EPUISEMENT DU JUS A L’ETHER EN MILIEUX D’ACIDITES DIFFERENTES
Comme le jus épuisé n’est pas actif en milieu acide, nous ne nous intéresserons dans ce chapitre qu’à l’extrait éthéré. Ce dernier sera toujours repris par une quantité d’eau correspondante à celle du jus, neutralisé, puis agité avant distribution.
1° 3 cc. HCI concentré pour 10 cc. de jus.
Tubes. .
Dilutions DArheures).v:
HHDéS re.
Dilutions 24 heures 48 »
2 ONE 3° 5 cc. HCI concentré ;pour 10 cc. de jus.
Tubes
Dilutions
24 heures
Comme nous le voyons, la différence d’acidité ne joue pas grandement dans l’action bactéricide.
Que peut donner l’extraction en milieu alcalin ?
EPUISEMENT DU JUS A L’ETHER EN MILIEU ALCALIN
Le jus obtenu est alcalinisé par une quantité de NaOH à 30% qui se trouve dans le rapport de 1,5 cc. pour 10 cc. de jus. On épuise à l’éther, on décante. Les portions éthérées sont traitées comme d'habitude. Il est à remarquer que l’éther alcalin est tout à fait incolore, alors que l’éther acide était coloré -en jaune verdâtre.
Le jus, après l’élimination de l’éther restant, est neutralisé avec HCI au demi pour revenir en Ph normal. On filtre stérilement et après 24 heures de séjour à l’étuve, la portion éthérée est reprise par de l’eau stérile, neutralisée et agitée. Le jus, compte tenu de la dilution, et l'extrait éthéré sont distribués dans 2 gammes et ensemencés au moyen de Staphylocoque.
Résultats : Jus épuisé.
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Extrait éthéré.
Tubes
Dilutions
24 heures
Alors qu'en milieu acide toute l’activité se concentre dans le milieu éthéré, en milieu alcalin, elle se trouve répartie dans le jus à une dose dépassant nettement les dilutions limites obtenues jusqu’à présent. C’est donc en milieu alcalin que le facteur empêchant l’activité antimicrobienne de se manifester doit passer en son entier dans la phase éthérée, laissant à l’antibiotique l’exclusivité dans le jus épuisé.
CONCLUSIONS
Il semble donc qu’il faut essayer d'isoler l’antibiotique dans le jus épuisé en milieu alcalin. Mais nous retomberions ici dans le difficile problème de la cencentration d’un milieu aqueux.
Bien que la grande action de ce jus soit indéniable, il nous faut revenir à l’extrait éthéré qui par une simple distillation est concentré au maximum.
S’il est vrai que son activité est inférieure de la moitié à celle du jus épuisé en milieu alcalin, une grande concentratration de cette partie éthérée nous amènera beaucoup plus loin.
Avant de nous engager dans le difficile problème de l'isolement, il serait utile de savoir, si l’âge de la culture de Staphylocoque réparti dans les gammes mn’intervenait pas dans l’activité antimicrobienne plus ou moins grande du jus. D’un autre côté, l’action de la température est, ‘elle aussi, à considérer.
AGE DE LA CULTURE DU GERME
Nous avons été amenés à réaliser l'expérience suivante. A des cultures de Staphylocoque doré de 24, 48, 72, 96 heures dans 2,5 cc. de bouillon, nous ajoutons 2,5 cc. de jus normal et stérile ce qui correspond à une dilution de 1/10. Voici les résultats obtenus:
APÉIUeH A CUIUTE NES HOSCL) EAST "1072 MER OCRIT
Croissance dans les tubes repiqués au bout de
24 heures se “ 48 _ _ PE = 72 _ _ = Fa 96 fes _ CE =
L’âge de la culture n'intervient donc pas dans l’activité antibiotique du jus.
ACTION DE LA TEMPERATURE
Plusieurs températures combinées à des durées différentes de séjour à l’étuve, ont fait l’objet de nos études.
Ces expériences ont été réalisées sur des tubes contenant 0,5 ec. de jus avec 2,5 ce. de bouillon, ce qui correspond à une dilution de 1/30, donc à la limite de l’action inhibitrice sur le Staphylocoque en milieu normal.
Résultats :
Températures Durée Croissance au bout de Er 24h148h172h19%6h ordinaire (T) Te se se CAN 70° 1/22h =D si Le re 1h Æ De EN) AE:
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Comme nous le voyons, notre antibiotique est relativement thermostable. 15 minutes à l’autoclave à 120° et 24 heures à l’étuve à 100° le détruisent alors que la tyndallisation à 70° ne modifie en rien son pouvoir.
Pourquoi avons-nous choisi la dilution de 1/30 pour nos essais? Comme étant la plus proche de la dilution limite, la
mi
moindre action de la température aurait eu sa répercussion sur la dilution de 1/30 avant d’atteindre les concentrations plus fortes. |
Munis de ces précieuses données, nous pouvons à présent passer à l’extraction de l’antibiotique recherché.
Chapitre VI
Extraction de l’Antibiotique
Dans un premier paragraphe, il sera question de quelques réactions, nous ayant permis de diriger par la suite l’extraction proprement dite.
Essai du jus concentré sur Bacillus subtilis.
Cet essai nous a été nécessaire pour pouvoir être sûrs de l’activité de notre antibiotique en solution concentrée. Jusqu’à présent nous avons travaillé sur du jus dilué et rien, à première vue, ne pouvait nous faire prévoir que l’activité inhibitrice du jus dilué se conserverait dans le jus après sa concentration.
Le jus normal obtenu à partir d’une infusion au 1/5 au moyen de la poudre est épuisé à l’éther comme d'habitude. En effet, c’est en milieu normal que l'extrait éthéré s’est avéré le plus actif.
L’éther a été évaporé et le résidu a été repris par une quantité d’eau ordinaire stérile correspondante au 1/100 du volume de l’infusion. On agite un peu, on chauffe légèrement. La chlorophylle ne se dissout pas. Avec la solution ainsi obtenue, on fait un essai au moyen de la méthode de Vitastain, méthode spécialement conçue pour examiner leffet antibiotique sur Bacillus subtilis (la méthode sera décrite plus loin). Dans une gamme de 6 tubes renfermant une culture de Bacille subtilis sur milieu solide, nous répartissons 5 gouttes, à raison d’une goutte par tube, aux dilutions suivantes 1/20, 1/10, 1/5, 1/2,5 et 1/1, dilutions par rapport à la solution concentrée, le dernier tube étant un témoin.
Or, dans les dilutions de 1/10, 1/5, 1/2,5 et 1/1, la croissance du Bacille subtilis est inhibée, tandis que pour une dilution de 1/20 il pousse normalement, ainsi que dans le tube témoin (voir photographie, fig. 3).
Fig. 2: A è 2j Vo, Le Fo JE (reproduction des tubes)
La substance antibiotique est non seulement active en milieu dilué, mais aussi en milieu concentré. Cette concentration fait même apparaître une action sur Bacillus subtilis qui était inapparente dans le jus dilué.
Premier éssai d’extraction.
L’extrait éthéré obtenu est évaporé à sec. Le résidu est épuisé à l’eau chaude et on filtre sur tale, la chlorophylle n’y passe pas ou peu. Le filtrat est réépuisé à l’éther ,l’éther est évaporé, on reprend avec de l’eau stérile qu’on chauffe légérement en agitant pour que tout se dissolve. On fait un essai par la méthode de Vitastain. L'activité a sensiblement diminué et nous sommes encore toujours en présence d’une certaine quantité de pigments. On fait passer le filtrat sur du charbon pour retenir les chlorophylle, xantophylle et carotène. Le filtrat épuisé à l’éther et l'extrait éthéré, étant traité comme d'habitude, ce dernier ne montre plus aucune activité de même que le charbon qu’on a épuisé également à l’éther. On en conclue donc que le peu d’antibiotique encore présent après filtration sur talc, est absorbé par le charbon qui ne le recède plus par la suite.
Re, de
Si nous examinons à nouveau les épuisements du jus en milieu acide et en milieu alcalin, nous voyons que l’antibiotique passe dans l’éther en milieu acide et reste dans le jus en milieu alcalin, c’est-à-dire est soluble dans l’eau en milieu alcalin. C’est sur cette propriété que sera basée toute notre extraction.
EXTRACTION
On prépare done une grande quantité de jus par infusion au 1/5 de la poudre. On le filtre et on l’épuise au moyen d’éther sulfurique en milieu normal. Cet extrait éthéré a une couleur jaune verdâtre due à la chlorophylle. On distille alors l’éther dans un ballon muni d’un réfrigérant en s’aidant du vide. La distillation est poussée jusqu’à ce qu’il n’y ait plus de traces d’éther (au besoin on place 24 h. à létuve). On reprend le résidu par de l’eau distillée légèrement alcalinisée et tiède. On agite bien et on recommence plusieurs fois l'opération. Notre principe soluble en milieu alcalin doit passer dans l’eau. On réunit les différentes portions qu’on filtre sur talc pour retenir la chlorophylle. À ce moment, nous réacidifions le filtrat obtenu avec HCI au demi pour pouvoir le réépuiser à l’éther. Quand nous ajoutons l’acide goutte à goutte, il se forme un précipité d’une couleur jaune sale. S'agit-il d’un acide ou d’un phénol, car l’eau alcalinisée à la soude peut dissoudre non seulement un acide sous forme de sel soluble, mais encore un phénol à l’état de phénate. On agite donc ce précipité à l’éther, le précipité s’y dissout. Après l’avoir bien épuisé avec l’éther, on distille ce dernier, on concentre à 3 ou 4 cc. qu’on recueille dans un tube stérile. On finit par les évaporer au B.M. et l’on met 24 heures à l’étuve. On constate la présence d’un précipité au fond du tube qu’on reprend avec de l’eau distillée stérile qu’on neutralise. On a repris avec une quantité d’eau qui se trouve dans le rapport de 1 pour 100 cc. de jus. On fait une expérience sur boîte de Pétri au moyen d’un Staphylocoque pénicillinorésistant d’après la méthode de Heatley, expérience dont on se resservira par la suite. On verse 2 gouttes de la solution dans le godet de droite (a), 2 gouttes de solution diluée avec 1/3 d’eau stérile dans le godet de gauche (b), et 2 gouttes de solution diluée à 1/2 dans le godet du bas (c). Dans le godet du haut (d), on ajoute 2 gouttes d’une solution de Pénicilline titrant 400 U.O. par cc. On dispose la boîte 24 heures à l’étuve. Comme le montre la photographie cidessous, la solution est active sur un germe pénicillinorésistant (zones claires autour des godets). Fig. 4 Malheureusement la chlorophylle que l’on croyait éliminée est toujours présente, témoins ces zones de diffusion vertes, foncées sur la photographie, au delà des zones claires inhibées.
(Fig. 4 (reproduction de la boîte)
Elimination de la chlorophylle et d’autres pigments présents.
Nous savons que le charbon animal activé retient les pigments des plantes à savoir chlorophylle, xantophylle, carotène; malheureusement il retient aussi d’autres substances, comme nous avons pu le constater dans un premier essai d'extraction. Mais ces pigments sont solubles dans l’alcool fort et dans l’éther et c’est par ces deux solvants que nous allons les éliminer.
Le précipité qu’on a dissout dans l’eau et neutralisé pour faire l’essai sur boîte de Pétri, est régénéré par acidification à l’'HCI. On filtre le tout sur papier filtre. Le précipité resté sur le filtre est lavé avec de l’alcool à 96° et on obtient un filtrat d’un beau vert. Les 3 pigments ont filtré. On lave encore deux ou trois fois le précipité à l’alcool fort pour entraîner les traces de pigments restants. Le résidu est repris par une solution alcaline au bicarbonate de soude, qui après
agitation dissout notre précipité; par 1 ou 2 gouttes d'HCI nous éliminons CO.. Il se confirme que nous sommes donc bien en présence d’un acide, car si la partie active était un phénol, ce dernier ne se serait pas dissout dans une liqueur bicarbonatée. La solution est alors agitée avec de léther. Rien ne doit passer dans l’éther si ce ne sont les toutes dernières ‘races de pigments qui n’ont pas été enlevées par de l’alcool. On décante l’éther et on conserve la couche aqueuse.
Obtention du principe actif en solution.
La solution aqueuse est acidifiée. Au fur et à mesure que les gouttes d'HCI tombent dans le liquide, il se forme un précipité jaune orangé. On agite le tout avec de l’éther, le précipité repasse en solution dans l’éther, on décante, on chasse l’éther et les 3 derniers centimètres cubes sont évaporés dans un tube stérile. Après 24 heures de séjour à l’étuve, on reprend le résidu avec 6 cc. d’eau distillée stérile (1 cc. pour 100 cc. d’infusion). Le précipité ne se dissout pas; après vérification du Ph, ce dernier est acide, on neutralise donc avec de la soude à 5%, à ce moment le précipité se dissout. Cette neutralisation nous est d’ailleurs nécessaire pour pouvoir faire nos essais sur les microbes.
CONTROLE DE L’EFFET ANTIBIOTIQUE
Méthodes employées.
2 procédés: les méthodes de Vitastain et de Heatley ont été utilisées pour contrôler l'effet antibiotique.
Méthode de Vitastain.
Elle est basée sur la coloration rouge que prend une goutte de solution de triphényltétrazoliumchlorid ou colorant vital au contact de cellules en prolifération.
En employant le Bacille subtilis, cette méthode exige un milieu spécial pour le cultiver. Comme nous voulons contrôler l’activité antibiotique de notre substance sur le Staphylocoque doré, le Bacille subtilis, le Colibacille et le Bacille pyocyanique, nous avons employé un seul et même milieu
solide convenant aux 4 microbes et dont l? composition est la suivante:
(DiGélésens. Nr Abe 20 gr. (2) Bouillon ordinaire Chlorure de sodium 3 gr. 900 gr.
Extrait de viande .. 3gr. (employé pour la culture
Eau ordinaire ..... 500 gr. du Staphylocoque)
On fait gonfler la gélose dans l’eau, on ajoute le sel et extrait de viande et on fait dissoudre le tout dans l’autoclave, à la vapeur fluente. Quand la dissolution est réalisée, on mélange (1) et (2). On stérilise 15 minutes à 120°. Ce milieu est utilisé et pour la méthode de Vitastain et pour celle de Heatley.
On prépare des tubes à hémolyse et en même temps on fait liquéfier un peu du milieu précédent dans un B.M. bouillant. Quand il est parfaitement liquide, on le transporte dans un autre B.M., dont la température est maintenue à 43°. Le milieu restera liquide. Une culture de Bacille subtilis de 24 heures sur milieu solide identique à celui décrit ci-dessus est alors émulsionnée dans du sérum physiologique et ajoutée au milieu liquide maintenu à 43°. On agite bien pour obtenir une bonne répartition du Bacille subtilis dans tout le milieu. Puis on distribue le milieu ensemencé dans les tubes à hémolyse à raison de 1 cc. par tube. On bouche, on met à l’étuve, Après 6 heures de séjour, durée ayant permis au Bacille subtilis de se développer suffisamment, on ajoute dans les tubes à la surface de contact du milieu 1 goutte des solutions à essayer en l’occurence pour notre expérience, 1 goutte des dilutions suivantes:
On replace à l’étuve et au bout de 15 heures on ajoute 1 goutte de colorant vital par tube. Au bout de quelques minutes, nous voyons apparaître des colorations rouges à la surface, dans les tubes où le Bacille subtilis a continué à proliférer; dans ceux où sa croissance a été inhibée, l’indicateur incolore ne vire pas. D’après les observations, nous constatons que 1/20 1/10 1/5 17255 1/1 T . ++ - — — +
dans les 2 premiers tubes l’an‘ibiotique est à une dilution ne lui permettant plus aucune action. En comparant ce tableau au résultat obtenu avant la purification de notre substance, il apparaît que l’activité a un peu diminué, mais elle est encore assez efficace.
Méthode de Heatley.
Dans 4 boîtes de Pétri stérilisées au four Pasteur, nous coulons stérilement une couche de milieu liquéfié non ensemencé. On laisse la solidification s’opérer et lon dispose les boîtes à l’étuve, pendant 3 heures, en ayant soin de les retourner, pour que l’eau puisse s’évaporer. Durant ceîte période, on liquéfie le milieu, on le maintient à 43° au B.M.
et on l’ensemence avec une culture liquide âgée de 24 heures de Staphylocoque doré pénicillinorésistant. Cette opération est répétée pour le Bacille subtilis, le Colibacille et le Bacille pyocyanique. Puis on répartit les 4 milieux ensemencés à raison de 3 cc. par boîte, en une mince pellicule à la surface du milieu solide. On laisse refroidir. Quand le contenu des boîtes s’est pris en masse, on fixe à la surface de la gélose des cylindres stérilisés, soit au four Pasteur, soit à la flamme. On ajoute ensuite 2 gouttes de notre solution dans un cylindre et une dilution de Pénicilline dans l’autre. On répète cette opération pour les 2 cylindres de chacune des 3 autres boîtes. Puis on dispose les 4 boîtes à la glacière pendant 3 heures pour laisser la diffusion se faire et ensuite 24 heures à l’étuve à 37°, excepté le Pyocyanique, qui est placé à 24°. Au bout des 24 heures, nous constatons les faits suivants: 1° Staphylocoque pénicillinorésistant: la zone d’inhibition est légèrement inférieure à celle obtenue dans lexpérience précédente (ce fait a déjà été clair dans la méthode de Vitastain). La Pénicilline n’a aucune action. 2° Bacille subtilis: il existe une zone d’inhibition nette pourtant inférieure à celle obtenue avec le Staphylocoque.
3° Bacille coli et Bacille pyocyanique: on ne peut pas parler d’une activité vraiment antibiotique. Néanmoins, l’action est plus marquée pour le Bacille coli que pour le Bacille pyocyanique.
Conclusion.
Par la purification, l'extrait perd un tant soit peu de son activité antibiotique. Il se peut que cette diminution provienne de la chlorophylle éliminée ou de la purification. En effet, les solvants (l’eau, l’alcool!l fort, l’éther) ou la filtration sur talc peuvent avoir retenu une partie de la substance active.
Au contraire, nous avons maintenant un produit relativement pur et dont l’action inhibitrice est nettement définissable et va même jusqu’à s'exercer sur un germe pénicillinorésistant.
Définition de l’activité antibiotique de notre substance.
Cette dernière a été définie par rapport à la Pénicilline sur une souche de Staphylocoque pénicillinosensible.
Nous avons, en effet, obtenu avec notre solution une zone d’inhibition sensiblement équivalente à celle réalisée avec une dilution de Pénicilline à 10 U.O. par ce.
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Il s’en suit que notre extrait concentré au 1/100 par rapport à l’infusion titre 10 U.O. par centimètre cube, ce qui correspond à 0,5 U.O. par gramme de poudre de feuille ou par cc. de jus extrait de la feuille fraiche.
ANALYSE
La solution dont on a essayé l’activité antibiotique est additionnée d’HCI. L’antibiotique précipite. Pour l’isoler, nous pouvons, soit filtrer et le recueillir sur le filtre, soit dissoudre le précipité dans l’éther et évaporer ce dernier. Nous préférons dissoudre le précipité dans l’éther, puis évaporer le solvant et mettre 24 heures à l’étuve.
Notre antibiotique se présente sous forme d’aiguilles Jaunes. Seraient-ce là des aiguilles analogues à celles que Peckolt a isolé de Aristolochia cymbifera? Peckolt attribue ces aiguilles à un acide résinique de formule C;,H,,0,,N, ou acide aristolochique. Or, Hesse donna pour l’acide la formule C;:H,,NO; et Walz, bien qu’à côté de son aristolochine il ait trouvé un acide aristolochique, attribue à la première la formule C:H,,0;. Notre produit a-t-il la constitution d’une substance ternaire ou quaternaire ?
Recherche de l’azote.
Une toute petite portion de notre acide est mise en présence d’une parcelle de Sodium et chauffée au rouge pendant 5 minutes; on refroidit énergiquement en recueillant le composé ainsi formé dans de l’eau distillée froide. On filtre, on y ajoute 5 gouttes d’une solution de SO,Fe à 3%, additionnée de 5 cc. de Fe,Cl,, on tiédit et on verse 2 à 3 gouttes d'acide chlorhydrique dilué. On obtient un léger louche bleuâtre qu’on laisse se déposer pendant 24 heures, au bout desquelles on aperçoit un culot de précipité de bleu de Prusse; nous avons donc la confirmation de la présence de N.
La formule de Walz ne peut donc être appliquée à notre acide. Nous sommes bien en présence d’une substance quaternaire.
Etablissement de la formule.
Nous transformons l’acide aristolochique en aristolochate de Baryum qui est un sel parfaitement cristallisé.
L’acide aristolochique est mis en solution dans leau sous forme d’aristolochate de Sodium par addition de soude. Puis on ajoute une solution de chlorure de Baryum. L’aristo-
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lochate de Baryum précipite, on décante la solution aqueuse surnageante et on centrifuge. Le précipité obtenu est lavé plusieurs fois à l’eau distillée jusqu’à ce que cette dernière ne précipite plus en contact de nitrate d'argent. On centrifuge une dernière fois, on décante et on place le culot dans un dessicateur dans lequel on a réalisé le vide. 48 heures après, nous sommes en présence de beaux cristaux, couleur brique, se présentant sous la forme de prismes ou aiguilles. C’est cet aristolochate de Baryum qui est soumis à l’analyse élémentaire, à la composition centésimale.
Cette analyse donna les résultats suivant:
Composition centésimale approximative.
Gi=1206 JatoH hL SG ONE AA NOM S5 EE cendres — 63,5 °/, En admettant que le résidu obtenu par calcination, soit du carbonate de Baryum, nous avons CO,Ba — 63,5 °,
ce qui représente pour C une proportion de _ >< 63,9 —=3,80?7/
qui vient s'ajouter aux 20,6°/, ce qui donne 24,46°/,
etqui représente pour Ba une proportion de 09,9 = 122 L’Oxygène ayant été dosé par réduction au moyen de
l’hyposulfite de Sodium et le carbonate de Baryum n'étant
pas réductible par ce réactif, la proportion de O dans CO.Ba n'intervient pas.
D'où les chiffres rectificatifs:
Ge 24:46: H=,1,86%50 —=,13,85%/5 N—1,349.,Ba—44,2°},
Composition Division par Donne Rapporté à centésimale BEM: l’unitéx10
24,46 Ce 1,86
2 ‘ue
L’acide artistolochique donne un sel de Baryum dont la formule est la suivante:
environ _ C> H>» O:10 N Bas qu'on peut écrire C2 Ho Og N Ba + 2 Ba O
Solubilité de lacide et des différents sels.
Acide [Sel de Sodium | Sel de Baryum
Eau neutralisée Eau acidifiée Eau alcalinisée Ether
Alcool Benzène
Acétone
INTERPRETATIONS
C’est donc sous forme de aristolochate de Sodium que le principe contenu dans les feuilles d’Aristoloche clematitis est actif sur certaines bactéries.
Or, avant de considérer un nouvel antimicrobien comme doué d’un pouvoir chimiothérapique, celui-ci doit montrer les propriétés suivantes:
1° Agir contre les souches particulières des microbes provoquant les maladies importantes, insensibles ou devenues résistantes aux agents chimiothérapiques actuellement acceptés.
2° Ne pas favoriser le développement de résistance parmi les bactéries sensibles, ou du moins permettre un développement moindre de ces résistances, que les agents déjà existants.
3° Agir non seulement in vitro, mais aussi in vivo, contre certains germes spécifiques.
4 Ne pas être toxique aux animaux ou du moins pas plus que les agents actuellement employés dans des buts chimiothérapiques.
PEN ie
S'il est vrai que notre produit satisfait à quelques-unes de ces conditions, à savoir la condition N° 1 que nous avons démontrée, et la condition N° 4 pour laquelle nous nous référons à Walz quand il dit que la toxicité de l’Aristoloche lui provient de l’aristolochine et non de lPacide, les conditions N°2 et 3 restent à être démontrées. C’est surtout la condition N°3 qui est la plus importante: Agir in vivo. Comme nous ne préconisons l’utilisation de l’aristolochate de Sodium que dans les pyodermites, nos expériences sont largement suffisantes.
Il est vrai que si l’on songe dans un proche avenir à employer ce sel comme a été utilisé la Pénicilline, des nouvelles recherches seront nécessaires pour satisfaire les conditions N° 2 et 3, le mode d’emploi, la posologie, etc.
Nos recherches n’ont envisagé qu’une petite partie de l’action antibiotique de la feuiile d’Aristolochia clematitis, des essais ultérieurs complèteront cette action.
Nous donnons ci-dessous un tableau comparatif de l
ACTIVITE ANTIBACTERIENNE EXPERIMENTALE DE QUELQUES ANTIBIOTIQUES.
Aristolochate Péniciline | Sulfamides. {Streptomycine [de Sodiuui (1)
Germes
. pyocyaneus
. subtilis coli
aureus
un A EH E &
. aureus pénicillinorésistant
+: sensibilité positive (DE sensibilité très faible 0: » nulle ou faible se sensibilité faible ++ sensibilité légère +++ sensibilité moyenne ++++ sensibilité forte
Nous voyons par ces quelques exemples que l’aristolochate de Sodium, à l’image de la Pénicilline, réagit surtout sur les germes Gram +,
CN Me CONCLUSIONS GENERALES.
L'étude de la feuille d’Aristolochia clematitis a été entreprise à la suite d’un vaste courant qui s’était dessiné dans la recherche des vertus antibiotiques parmi les végétaux supérieurs.
Vu les résultats encourageants obtenus dans les essais effectués chez les autres Phanérogames, il nous a semblé que cette plante, en honneur chez les Anciens, et oubliée depuis, devait contenir une substance active pouvant expliquer son action dans les pyodermites.
Son jus s’est avéré actif sur le Staphylocoque doré et sur le Bacille subtilis; son principe actif à l’état de sel de Sodium inhibe fortement le Staphylocoque doré, le Bacille subtilis, légèrement le Bacille coli et ne montre presque aucune activité au contact du Bacille pyocyanique.
L’extrait titre 0,5 U.O. par centimètre cube et s’est montré actif sur une souche de Staphylocoque doré pénicillinorésistant.
Le principe actif est présent dans la feuille à l’état d'acide, soluble dans l’éther qui, isolé, se présente sous la forme d’aiguilles jaunes, donnant un sel de Baryum, ou aristolochate de Baryum qui cristallise également en aiguilles ou prismes jaunes.
Nous avons essayé de tirer Aristolochia clematitis de l’oubli passager où elle se trouvait reléguée. Puisse-t-elle cette fois-ci apporter à la thérapeutique florissante des antibiotiques une propriété nouvelle, s’associer et demeurer avec eux pour lutter victorieusement contre les effets destructeurs du monde des infiniment petits. C’est là tout notre désir.
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