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INTRODUCTION
Etant donné l’importance actuelle et toujours plus grande des Antibiotiques dans la lutte contre les maladies infectieuses, il semble indispensable que le pharmacien d’officine, conscient de ses devoirs vis-à-vis du public et des médecins, ait la possibilité de contrôler, de doser les produits antibiotiques qu’il délivre chaque jour.
Pour cela il faut au praticien qui doit effectuer ces tests, en même temps que son travail journalier, des méthodes de dosage rapides et cependant suffisamment précises, ne demandant pas de perte de temps inutile, ne nécessitant pas de réactifs, d’appareils spéciaux, chers et compliqués.
C’est en nous basant sur ces nécessités que nous nous sommes efforcé de mettre au point deux méthodes microbiologiques de dosage des Antibiotiques qui, nous le verrons, s’appliquent aussi bien aux produits hydrosolubles, qu'aux Antibiotiques insolubles dans l’eau, et même aux pommades. Les difficultés que nous rencontrons dans les méthodes de diffusion telles que la méthode d’OxForp quand il s’agit de doser des Antibiotiques liposolubles par exemple, se trouvent ainsi levées. En ce qui concerne les pommades, ces deux méthodes ne font pas appel à l’extraction, toujours longue et pénible, de l’Antfibiotique, mais simplement à l’émulsion de l’excipient dans laquelle l’Antibiotique se trouve, selon ses caractères de solubilité, soit en solution, soit en suspension.
Elles présentent donc l’avantage d’être générales et sont susceptibles d’être employées pour tous les Antibiotiques.
Avant d'aborder l’exposé de nos travaux, nous tenons à remercier très sincèrement Monsieur le Professeur R. Sar- TORY, Professeur de Bactériologie et de Cryptogamie à la Faculté de Pharmacie de Strasbourg, qui nous a si bien accueilli dans son laboratoire, qui nous a toujours témoigné la plus grande bienveillance et qui nous a fait le grand
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honneur d'accepter la Présidence de notre Jury de Thèse. Qu'il trouve ici une preuve de notre profonde reconnaissance.
Nos remerciements vont également à Monsieur le Professeur P. JAEGER, Professeur de Botanique à la Faculté de Pharmacie de Strasbourg, qui a bien voulu faire partie de notre Jury de Thèse.
C’est avec une grande joie que nous saisissons ici l’occasion de présenter à Monsieur J. MEYER, Maître de Conférences à la Faculté de Pharmacie de Strasbourg, le témoignage de notre profonde gratitude pour les conseils éclairés qu’il a bien voulu nous donner à chaque instant.
C’est lui qui nous a inspiré le sujet et qui a orienté la marche de nos travaux avec un dévouement inlassable. Il nous a toujours entouré d’une affection délicate dont le réconfort nous a été précieux.
Nous le remercions très sincèrement.
DEFINITION ET METHODES DE DOSAGE BIOLOGIQUES
PASTEUR, le premier, a constaté en 1877 que certaines bactéries peuvent exercer un pouvoir inhibiteur sur le développement d’autres microorganismes. Ce fait, dû à des produits de sécrétion des bactéries, a été appelé plus tard «Antibiose>. Le terme «Antibiose> par opposition à celui de «Symbiose», désigne d’une façon générale les antagonismes biologiques qui existent entre certains organismes vivants.
Actuellement on désigne sous le nom d’«Antibiotiques» des produits chimiques élaborés, soit par des bactéries ou des champignons inférieurs, soit par des végétaux supérieurs qui inhibent la croissance d’autres microorganismes.
GARROD (1) dans un ouvrage récent a su définir les trois caractères principaux d’un Antibiotique qui doit répondre aux conditions suivantes:
1° Présenter un pouvoir antimicrobien effectif. Son
action doit être bactéricide ou au moins bactériostatique.
2° Une action bactéricide «in vitro» n’est pas suffisante.
Un antibiotique doit être actif «in vivo». Il doit agir dans les milieux biologiques.
3° L'action de l’antibiotique ne doit pas être nocive pour
les tissus normaux.
C’est à la suite de la découverte de la Pénicilline en 1929 par FLEMING que les Antibiotiques ont pris une telle importance, tant dans le domaine de la thérapeutique que
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dans celui de la recherche scientifique. FLEMING, en cultivant des Staphylocoques, observa une lyse des coques au voisinage desquels un champignon, le Penicillium notatum, s’était développé. Il ne tarda pas à constater que le milieu de culture, dans lequel ce Penicillium était cultivé, contenait une substance capable d’inhiber le développement de certaines bactéries. La Pénicilline était découverte.
Ce n’est cependant qu’en 1940 qu’un groupe de chercheurs, à la tête desquels étaient FLOREY et CHAIN, parvint à élaborer une méthode permettant d’extraire la Pénicilline apte à l'étude des propriétés pharmacologiques et thérapeutiques. On parvint par la suite à préparer le produit pur, sous forme cristalline. Enfin RoBINsoN en fit la synthèse. Cependant, à l’heure actuelle, il est plus avantageux, pour sa préparation, de l'obtenir par voie biologique, en cultivant le Penicillium sur un milieu approprié.
Aujourd’hui il existe déjà un très grand nombre d’Antibiotiques qui font l’objet d’études approfondies. Ce sont principalement des produits de sécrétion des organismes inférieurs tels que la Streptomycine, la Chloromycétine, l’'Auréomycine. On fonde à juste raison de grands espoirs sur ces produits qui révolutionnent la thérapeutique des maladies infectieuses.
Après avoir sommairement rappelé comment fut découverte la Pénicilline et ce qu’est un Antibiotique, nous allons nous efforcer de faire l’historique des méthodes de dosage qui ont déjà été proposé. Ces méthodes sont de deux ordres. Les unes qui consistent à déterminer le pouvoir inhibiteur de l’Antibiotique vis-à-vis d’un germe donné, sont les méthodes de dosage microbiologiques. Les autres, plus récentes et plus rapides, ne nécessitant pas l'entretien de cultures microbiennes, constituent les méthodes de dosage chimiques.
DOSAGES BIOLOGIQUES
1° Définition des Unités.
Tout d’abord, pour définir l’unité de Pénicilline, on a eu recours à une méthode de dosage par diffusion sur milieu solide ou à une technique par dilution en milieu liquide. Primitivement il existait donc deux unités différentes, toujours employées actuellement et qui se rapportent à la Pénicilline standard de Londres.
La première, l'unité HEAïrLEY, est la quantité de Pénicilline qui, dissoute dans 1 cc. d’eau détermine autour de son
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point d'application sur une culture d’un microbe sensible, une zone d'inhibition de 24 mm.
Le seconde, l'unité OxFoRD, est la quantité minimum de Pénicilline qui, dissoute dans 50 ec. de bouillon de viande, inhibe complètement la croissance d’une souche type de Staphylocoque doré.
Cependant à Londres, en 1944, se tint l’«/nternational Conference on Penicillin» qui définit l'unité internationale.
L’étalon international de Pénicilline est l'équivalent de 6 dix millièmes de milligramme du sel sodique pur cristallisé de Pénicilline G.
Aujourd’hui, vu l’extension du nombre des Antibiotiques en thérapeutique et pour faciliter les choses, on a tendance à considérer simplement le poids de l’Antibiotique. C’est ainsi qu’actuellement on parle par exemple de mmg. de Streptomycine ou d’Auréomycine et non pas d'unités.
2° Le matériel utilisé, a) La bactérie-test:
La bactérie sensible utilisée est un Staphylocoque. T] existe un grand nombre de souches staphylococciques différentes, variant par leur origine ou leurs propriétés.
En Amérique on a coutume de faire appel à la souche 209 de l'American Typ Culture, collection de Washington. En Angleterre et généralement en Europe, on emploie la souche 6571 NRRL de l'Institut Lister de Londres. En France on se sert de la souche 133 de l'Institut Pasteur.
L’âge de la souche choisie a une grande importance. Le vieillissement d’une culture provoque une diminution de vitalité, une diminution de virulence du germe considéré, une variation de sensibilité vis-à-vis des Antibiotiques. Or, il est essentiel que l’on ait des résultats comparables et constants. C’est la raison pour laquelle on emploie une souche de Staphylocoque, âgée de 24 heures.
Cependant le Staphylocoque doré n’est pas la seule bactérie-test utilisée.
De nouvelles méthodes remplacent ce germe par le Bacillus subtilis. Elles sont dues à AHERWOOD, FALCO et DE BEER (2) et à FOSTER et WOODRUFF (3).
L'avantage que présente l’utilisation du B. subtilis est certain, puisque cette bactérie non pathogène met à labri d’une infection le manipulateur imprudent ou maladroit, infection toujours possible avec le S. doré et d'autant plus grave qu’il existe un grand nombre de souches pénicillino-
résistantes.
D’autre part, les spores de ce germe se conservent pendant longtemps et elles peuvent être incorporées dans la Gélose sans qu’un refroidissement préalable soit nécessaire. Enfin, le B. subtilis pousse assez rapidement et ce fait diminue le temps de l’expérience. :
De son côté, WiLsoN propose une méthode de titrage rapide, basée sur l’inhibition exercée par la Pénicilline sur la croissance d’un Sfreptocoque hémolytique B du groupe A.
b) Le milieu:
Le milieu de MarTrIN et Nirri est le milieu classique qui doit être utilisé:
PÉDIORENUCIA EEE RE ES RENTE 20 gr.
Chlorure desodiumi 2e 5 gr.
Glucose ne Tea RATE 2 gr:
AUS. D AIN TER Re eee 1.000 cc.
Ajuster à pH 7,5 au moyen de Lessive de soude. Stériliser à 120° pendant 30 minutes. Vérifier le pH. Ajouter le glucose et distribuer en tubes de taille identique à raison de 10 cc. par tube. Boucher au coton et stériliser à 110° pendant 30 minutes.
Etant donné l’inconstance des Peptones de fabrications diverses et l'importance de la composition du milieu lors des titrages, SARTORY et MEYER (4) ont élaboré un milieu strictement synthétique, permettant d’obtenir des résultats toujours comparables et satisfaisants en ce qui concerne la culture des Staphylocoques.
Glycérophosphate de fer ...... 0,05 gr.
Phosphate dipotassique ......... 0,50 gr.
Chlorure de sodium ............ 3,00 gr.
Bromure de potassium .......... 0,50 gr.
Chlorure de magnésium ........ 0,50 gr.
Chlorure d’ammonium ......... 3,00 gr.
Ghicôse. CNP RES 3,00 gr.
GiVéérine rene re RRES 10,00 gr.
Amidenicotiniques ne 0,04 gr.
Vitamibe B, NME) A ae 0,04 gr.
Tryÿptophane te ee Rent 0,20 gr.
ASparagine "FORMES" "RRNRRNREES 0,50 gr.
Leucine. ME NSAROERRNRES 0,20 gr.
Eau “distillée TMNNNANANERNES SES 1.000 cc.
Ajuster à pH 6,4. Stériliser à 120° pendant 15 minutes.
Les facteurs de croissance étant détruits assez facilement par une stérilisation trop élevée, on a intérêt à préparer avec ces produits des solutions tyndallisées qui seront ajoutées après la stérilisation avec toutes les garanties d’aseptie nécessaires.
DR a ©) L’étalon de Pénicilline:
. La solution-étalon de Pénicilline doit être préparée à raison de 50 U. par cc. avec la solution tampon suivante:
Phosphate monopotassique ..... 1,17 gr.
Phosphate disodique cristallisé .. 0,50 gr.
ANR RIT mere iNtl a Sh, Digi 100 ce.
x On obtient une solution tamponnée de pH := 6 qui peut être stérilisée en y ajoutant une trace de Chloroforme ou de Toluène.
TITRATION PAR DIFFUSION.
Les méthodes de dosage par diffusion sont applicables seulement quand il s’agit d’Antibiotiques hydrosolubles. Elles sont à rejeter si l’on a affaire à des composés insolubles dans l’eau. ;
1° Méthode de Heatley (dite d'Oxford).
Cette méthode, dont les détails ont été précisé par HEATLEY (5) a servi aux investigations de ABRAHAM, CHAIN et leurs collaborateurs (6).
On utilise de petits tubes en verre ayant les dimensions suivantes: 10 mm. de profondeur, 8 mm. de diamètre extérieur et 6,5 mm. de diamètre intérieur. L’une de leurs extrémités est rodée. Ces tubes sont implantés à la surface d’une couche de Gélose solidifiée dans une boîte de PÉTrRI.
Il est préférable d'utiliser à la place de la Gélose, soit le milieu synthétique de SarTORY et MEYER, solidifié par addition de Gélose dans la proportion de 15 pour 1.000, soit le milieu de MARTIN et Nirri:
Autolysat de levure Byla ....... sp DÉRLODEANCIA EEE a bac tee 6 gr.
CICOSS NN SE Ne ef ss. 1 gr.
Chloruresde! sodium. .......... 5 gr.
PROS CRE CRE PE M ET AE ere 15 gr.
D'ANECAS AD TE erA. ic". 1000 cc.
Dissoudre à chaud le Chlorure de sodium, lAutolysat et la Peptone dans l’eau. Ajouter la Gélose. Ajuster à pH 7.2
Stériliser pendant 30 minutes à 120°. Filtrer dans l’autoclave bouillant et ouvert. Ajouter le Glucose dissout dans 10 cc. d’eau. Mélanger, répartir à raison de 20 ec. par tube. Stériliser à 110° pendant 30 minutes.
Pet Le TE Technique:
Faire fondre au bain-marie quelques tubes de milieu solide, laisser refroidir aux environs de 45-50°, ensemencer au moyen d’une culture de Staphylocoque type en milieu liquide âgée de 24 heures.
Préparer au préalable des boîtes de PÉrRI contenant le milieu gélosé cité ci-dessus, coulé en couche mince. Laisser refroidir et porter ces boîtes retournées à l’étuve à 42° pendant deux heures pour réaliser la dessiccation.
Prélever 2 cc. du milieu ensemencé précédemment et couler ce prélèvement à la surface d’une boîte de PÉTRI contenant la Gélose solidifiée et desséchée. Etaler rapidement ces 2 cc. de milieu ensemencé, placer en position horizontale et laisser la solidification s’opérer.
Introduire dans chaque boîte 5 anneaux stérilisés préalablement au four, et les poser verticalement sur la Gélose.
Répartir dans 3 anneaux le prélèvement à examiner. Les deux autres sont réservés à la solution de Pénicilline-étalon.
Placer à l’étuve à 37° pendant environ 18 heures et mesurer à ce moment le diamètre des zones d’inhibition. Rapporter les mesures obtenues au moyen du prélèvement à examiner à celles fournies par la solution-étalon de Pénicilline.
On prépare de la même façon plusieurs boîtes en utilisant chaque fois une autre dilution de prélèvement à examiner et de Pénicilline-étalon.
Pour l'interprétation et l’établissement du résultat, on choisira les deux dilutions qui présentent un pouvoir de diffusion identique.
Il est admis qu’une unité HEATLEY provoque la lyse sur une surface de 24 mm. de diamètre.
Certains facteurs influent sur l’étendue des zones d’inhibition. Tels sont, d’après Scamipr et MoYER (7), l'épaisseur de la couche de Gélose, son pH, la quantité d’inoculats bactériens, la réfrigération préalable, etc...
Ajoutons que, d’après les mêmes auteurs, on peut incorporer le Sfaphylocoque dans une couche de 3 mm de Gélose, que l’on verse à la surface d’une autre couche, d’Agar-agar, dont l’épaisseur est de 20 mm.
Remarque:
Vu la diminution de l’activité de la Pénicilline à 37°, on a intérêt à mesurer les zones d’inhibition de croissance aussi rapidement que possible. On examinera donc ces cultures déjà au bout de 12 à 16 heures pour tirer, si possible, des conclusions.
A ce point de vue, il est recommandable de placer au début les boîtes de PÉrRI ensemencées et pourvues de Péni-
cilline à la glacière pendant plusieurs heures avant de les
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disposer à l’étuve. La diffusion de la Pénicilline s'effectuera pendant ce premier temps, et son action se manifestera au moment du passage à la température de 37°.
Pour l'interprétation des résultats, on construira avec avantage une courbe traduisant la relation entre le diamètre des zones d’inhibition en millimètres et les concentrations connues des solutions-étalon de Pénicilline. On lira sur la courbe la concentration en unités de Pénicilline d’une solution de titre inconnu en étude.
2° Méthode des disques de papier (dite d’Oxford-Cup).
C’est à VINCENT (8) que l’on doit la mise au point de cette technique, sensiblement plus simple et plus commode que la précédente.
En voici les détails: de la Gélose préalablement fondue, est versée dans des boîtes de PÉTRI, puis séchée. Des disques de papier-filtre de 7,5 mm de diamètre sont, après stérilisation préalable, imbibés de solutions diverses de Pénicilline, puis appliqués à l’aide d’une pince fine à la surface de la Gélose ensemencée au préalable avec une culture de Staphylocoque âgée de 24 heures. On place les boîtes de PÉrei à 37° et l’on fait la lecture après 20 heures. Il apparaît autour de chaque rondelle un disque lysé clair, transparent, contrastant avec le reste de la Gélose qui reste opaque. Le calcul (comme dans la méthode précédente) du diamètre de cette zone lysée, et la comparaison opérée dans les mêmes conditions, avec une Pénicilline-étalon, permettent d’évaluer l’effet antibiotique.
Cette méthode, applicable également à la recherche de la Pénicilline dans le sang, l’urine et le liquide céphalo-rachidien, a été amélioré par EPSTEIN, FOLEY, PERRINE et LEE, en ce sens que les auteurs préconisent l’emploi de grandes boîtes de pyrex de 31,75 cm. sur 26,30 cm., dans lesquelles on introduit 147 ce. de Gélose, ensemencée au préalable avec du Staphylocoque. Les disques de papier utilisés mesurent 1 cm. de diamètre. On peut en placer un assez grand nombre sur la même surface d’Agar-agar.
3° Méthodes utilisant le «Bacillus subtilis» en tant que Test.
Ces méthodes sont dues à AHERWOOD, FALCO et DE BEER (1) et à Foster et Wooprurr. Les premiers de ces auteurs ensemencent de la Gélose avec une suspension de spores de Bac. subtilis, de manière qu’elle contienne 2 M 10° spores par centimètre cube. On introduit 25 ce. d’une telle Gélose ensemencée dans des boîtes de PÉTRI, afin que l'épaisseur atteigne 4 mm. Des disques de papier, d’un diamètre de 15 mm. sont
PAL. (ee
imbibés de dilutions variables de Pénicilline à l’aide d’une anse en fil de nickel de 4 mm.
Etuvage à 37° pendant 5 heures {/2 et lecture. Mesure des zones d’inhibition et par conséquent titrage. Quant à FOSTER et WOODRUFF, ils se servent également du B. subtilis comme test, mais s’adressent au procédé des tubes en verre de HEATLEY.
4° Méthode des stries ou des gouttières.
Cette méthode offre un caractère plus qualificatif que quantitatif. Elle a été utilisé par FremNa (10) et vérifié bon nombre de fois depuis. On coule de la Gélose fondue dans une boîte de PÉTRI et après solidification et séchage à 37°, on pratique, soit latéralement, soit au milieu, une gouttière à l’aide d’une baguette de verre préalablement chauffée. De la Péniciliine est versée dans cette gouttière, sur le bord de laquelle, et perpendiculairement, on ensemence les microbes dont on désire éprouver la sensibilité à la lyse. Le principe diffuse excentriquement et arrête ainsi la pousse des germes vulnérables.
5° Méthode au Nitrate d’argent.
Ce procédé permet la réduction de la phase d’incubation de la Pénicilline sur le Staphylocoque à 3 heures seulement.
Il est basé sur le fait que les cellules normales du Sfaphylocoque et celles qui sont influencées par la Pénicilline manifestent une affinité RCE envers une solution aqueuse de Nitrate d'argent.
Technique:
Préparer et ensemencer les boîtes de PÉTRI.
Ajouter la solution de Pénicilline à doser et placer à l’étuve à 37° pendant 3 heures.
Verser sur les plaques une solution de Nitrate d'argent et éclairer fortement.
Mesurer le diamètre des zones d’inhibition qui deviennent visibles après addition d’un révélateur.
Cette méthode se prète pour des concentrations en Pénicilline de 1 à 8 unités par cc.
Sa courbe d'étalonnage est linéaire.
TITRATION PAR DILUTION.
1° Méthode classique des dilutions progressives.
. Cette méthode indique le titre de la solution pénicillinique minima active. Elle consiste à préparer des dilutions de Pénicilline de 10 en 10 dans un bouillon nutritif, et à les ensemencer avec une quantité donnée de Staphylocoques.
Technique:
Préparer une série de tubes contenant 4,5 cc. de bouillon et ajouter au premier tube 0,5 cc. de Pénicilline à titrer. Agiter puis verser 0,5 cc. du mélange dans le tube suivant et ainsi de suite. Ensemencer en ajoutant à chaque tube 0,5 cc. (ce qui ramène le volume total à 5 cc.) d’une culture en bouillon de Staphylocoques âgée de 24 heures, à la dilution de 10—*. Placer les tubes à 37° et faire la lecture des résultats après 20 heures. Il est important de considérer seulement les tubes dans lesquels toute la culture est entravée et de ne pas tenir compte de ceux présentant une faible pullulation microbienne.
On peut serrer davantage le titrage en préparant des dilutions de 5 en 5 ou de 2 en 2 suivant les nécessités de la précision. Ce titrage permet par un simple calcul d'évaluer la teneur d’une Pénicilline en U. O.
2° Méthode des «cultures cellulaires».
HEILMANN (11) propose un procédé, semble-t-il très pratique, permettant d'éviter l’utilisation, pour le titrage, d’une Pénicilline-étalon. On introduit dans des flacons du modèle de ceux utilisés pour les cultures cellulaires, du plasma et de l'extrait d’embryon de poulet, auxquels on ajoute une dilution de culture de Pneumocoque type VIT (de façon que l’on obtienne 20 colonies) et aussi de la Pénicilline à titrer, Sera considérée comme dilution-limite, celle qui entrave la pousse du Pneumocoque dans 4 flacons similaires. Les résultats apparaissent rigoureusement exacts, paraît-il.
3° Méthode de Sureau et Chabert.
Ces auteurs emploient une méthode de titrage de la Pénicilline en présence de Glucose et de Phényl-sul/one-phtaléine introduit dans un bouillon (12). La croissance du Sta-
phylocoque ou d’un autre microbe utilisé comme test amène
API EE
la fermentation du Glucose avec acidification et par suite le virage de l’indicateur de pH utilisé.
Pour cette méthode on utilise le bouillon suivant:
Solution de glucose à 30% ........ Liice.
SOMUGN Ie RS PES ESA 0,5 cc.
Bouillonépeptonet. 0, Smet nn 8,5 cc.
Technique:
Verser dans une série de tubes des quantités égales de ce milieu Glucose — P.S.P.
Ensemencer avec une culture en bouillon de Staphylocoque âgée de 24 heures à la dilution de 1%.
Ajouter des concentrations croissantes du prélèvement à titrer. Placer à l’étuve à 37° et examiner à partir de la 12° heure.
Simultanément on fait les mêmes opérations au moyen d’une solution de Pénicilline de titre connu.
Interprétation:
Dans les tubes pour lesquels une croissance du Staphylocoque a encore lieu, le milieu devient acide par suite de la fermentation du Glucose et l'indicateur vire du rose franc au jaune citron.
La dilution intermédiaire entre les deux tubes voisins, l’un rose, l’autre jaune, est la dilution limite de Pénicilline inhibant la croissance du Staphylocoque.
4° Méthode de Prévot.
Cette technique présente plusieurs avantages et elle a été avant tout conçu pour le titrage de la Pénicilline en anaérobiose. Elle est basée sur le principe de la décoloration par réduction d’un indicateur d’oxydo-réduction introduit dans le milieu de culture.
Le milieu de culture à prendre en considération est le suivant:
Bouillon? glucose PRE EE ENT 700 cc.
Solution tampon aux Phosphates de pH 7,2 300 cc. Solution d’indicateur à 0,01 p. 1000 ...... 10 cc.
Comme indicateur on utilise soit le Bleu de méthylène, soit le Bleu de crésyl brillant. Par l’autoclave, le milieu se décolore et devient jaunâtre; on attendra pour l’emploi le retour vers l’équilibre d’oxygénation.
Technique:
Préparer une gamme de tubes contenant du milieu ensemencé et des quantités croissantes de Pénicilline,
A 1e VAR
Cette gamme est placée à l’étuve à 37°, contrôlée à partir: de la 3° heure et ensuite toutes les heures.
Il est essentiel de ne pas agiter les tubes au cours de ces manipulations.
La lecture s’effectue dès que le témoin se décolore. Le premier tube non décoloré de la gamme en expérience indique la quantité de Pénicilline inhibitrice.
9° Microméthode au Soludagénan.
Cette méthode (13) est d’une sensibilité très prononcée et peut servir au dosage de traces de Pénicilline. Elle est basée sur le fait que l’activité de la Pénicilline est renforcée par les Sulfamides.
Technique:
Placer dans une boîte de verre carrée des séries de petits tubes de verre:
Verser dans chacun d’eux 1/20° de cc. de milieu solide à la température ordinaire et stériliser.
Ensemencer avec 1/200° de cc. de culture de Staphylocoque âgée de 24 heures à la dilution de 1%c.
Diluer 70 fois le contenu d’une ampoule de Soludagénan et ajouter une goutte (1/200 cc.) de cette solution.
Préparer une gamme de dilution de la solution de Pénicilline à doser en la diluant 2 fois, 4 fois, 8 fois, etc.
Ajouter dans une série de tubes au moyen d’une pipette graduée au 1/200° de cc. par goutte, 10 gouttes de chacune de ces solutions.
Préparer parallèlement une série semblable avec une solution de Pénicilline de titre connu en partant de 0,5 U. par cc. et des témoins sans Pénicilline avec et sans Soludagénan.
Placer à 37° pendant 24 heures et comparer la série inconnue en expérience à la série étalon.
Les deux premiers tubes dans lesquels on peut constater une croissance du Staphylocoque présentent la même concentration en antibiotique.
Cette méthode peut déceler des quantités de Pénicilline allant de 1/100 jusqu’à 1/1000 d'unité par cc.
6° Méthode opacimétrique.
Inaugurée par FosTER (14), cette méthode est basée sur le titrage opacimétrique du degré de turbidité qui se produit dans les tubes où on effectue l'évaluation de l'effet bactériostatique. En voici quelques détails:
Joszyx (15) ajoute dans 8 tubes de bouillon une solutionétalon de Pénicilline-test, de manière à obtenir des concen-
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trations variant de 0,005 à 0,035 U.O. par cc. Une série semblable est réalisée avec une Pénicilline de valeur inconnue. Ensemencement avec une culture de Streptocoque et mainüen à 37° pendant 4 heures. Mesure de l’opacité par le colorimètre photo-électrique. La comparaison des courbes d’opacité des deux séries indique la teneur de la Pénicilline en U.O0. De son côté, Mc Maan (16), qui opère sur des séries de 12 concentrations, conseille d'arrêter la lyse au bout de 4 heures, par chauffage à 100°.
7° Méthode utilisant le Streptocoque hémolytique comme «test».
WILSON (17) propose une méthode de titrage rapide basée sur l’inhibition exercée par la Pénicilline sur la croissance d’un Streptocoque hémolytique B du groupe À.
On dilue la Pénicilline à titrer à la concentration de une U.O. par milligramme, et, à partir de cette dilution, on en réalise d’autres renfermant de 0,2 à 0,1 cc., que l’on verse dans des tubes contenant du bouillon.
À ces tubes on ajoute 500 à 700 X 105 de Streptocoques lavés et 0,8 cc. d’une suspension d’hématies de mouton. Séjour à 37° après agitation.
La lecture de l’hémolyse est faite après centrifugation. Le degré de cette hémolyse est inversement proportionnel à l'effet antibiotique de la Pénicilline.
8° Méthode de Fontanellaz au Bleu de bromothymol en milieu glucosé.
Cette méthode a été mise au point par P. FONTANELLAZ dans le laboratoire de Microbiologie de la Faculté de Pharmactie, de Strasbourg.
Elle permet la détermination de 1/125 d’'Unité de Pénicilline.
Technique:
Une série de tubes contenant chacun 2 ce. de milieu au Bleu de bromothymol glucosé est ensemencée au moyen de 0,5 ec. d’une culture en bouillon non glucosé de Staphylocoque doré, âgée de 24 heures, diluée préalablement au moyen de son volume de Soluté isotonique de Chlorure de sodium.
Ajouter des quantités croissantes de prélèvement à titrer et ramener le volume total dans tous les tubes à égalité au moyen de Soluté isotonique.
N’ajouter dans les tubes témoins que du Soluté isotonique sans Pénicilline.
.. La même opération effectuée avec une solution de Pénicilline de titre connu constitue l’étalonnage,
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Laisser ineuber 18 heures au moins et examiner ensuite les gammes. Les tubes dans lesquels le développement des Staphylocoques a été inhibé n’auront pas changé de couleur.
Comparer la série étalon avec la série de titre inconnu. Les deux premiers tubes restés verts présentent la même concentration et indiquent par lecture directe le titre en Pénicilline du prélèvement en expérience.
CONCLUSION
La multiplicité des méthodes microbiologiques décrites précédemment est frappante.
Aucune parmi elles ne saurait présenter de valeur absolue. À l'exemple de la plupart des techniques de dosages biologiques, elles exigent des comparaisons avec des tests dont le choix est, tant soit peu, arbitraire. Mais telles qu’elles nous apparaissent, elles sont appelées à se compléter l’une l’autre, afin d’autoriser des conclusions relativement satisfaisantes concernant le titre de l’activité lytique de la Pénicilline in vitro et, cela va de soi, de ses effets thérapeutiques.
LES METHODES DE DOSAGE CHIMIQUES ET PHYSIQUES
Les méthodes de dosage biologiques de la Pénicilline que nous venons d'étudier dans la partie précédente de notre travail, nécessitant une grande habitude, sont en somme toutes trop compliquées pour être utilisées dans le laboratoire d’un pharmacien. Ne pratiquant ces dosages qu’occasionnellement, il lui est impossible d'entretenir continuellement, ou de se procurer chaque fois des souches fraîches de Bactéries nécessaires. D’autre part on peut reprocher à ces méthodes leur longue durée et le fait qu’elles nécessitent l'exécution de deux dosages parallèles, lun avec le prélèvement à titrer et l’autre avec une solution-étalon.
Grâce à la pureté des Pénicillines d'aujourd'hui et aux connaissances que l’on a sur leurs caractères chimiques, différents procédés de dosage chimiques ont été élaboré. Ils ne présentent pas les désavantages cités ci-dessus, mais ils pèchent par d’autres inconvénients.
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Une de ces difficultés réside dans le fait que chaque groupe de Pénicilline se comporte différemment pour chaque série de réactions. Il est donc essentiel de savoir quelle sorte de Pénicilline on doit titrer, s’il s’agit d’une Pénicilline G, X, F ou K.
D’autre part ces réactions sont souvent gènées par des substances secondaires présentes dans les préparations de Pénicilline.
1° Méthode iodométrique.
Cette technique est basée sur le fait que les sels de Pénicilline ne sont pas oxydés par l’Iode, tandis que le produit de l’hydrolyse alcaline, tel que le sel de sodium de l’Acide pénicilloïque, consomme une certaine quantité d’Iode.
La méthode détermine tout d’abord la consommation d’Iode d’une solution de Pénicilline intacte et ensuite celle d’une solution hydrolysée au moyen de la Soude diluée. La différence des quantités d’Iode consommées par la Pénicilline intacte et hydrolysée correspond à l’oxydation du produit d’hydrolyse.
Préparer 5 ce. d’une solution de Pénicilline contenant environ 0,6 mg. par cc. ajouter 5 cc. de Lessive de soude normale et laisser en contact pendant 15 minutes à lat ordinaire.
Ajouter ensuite 5 cc. d’Acide chlorhydrique 1,1 normal (une légère acidité est favorable à l'oxydation par l’Iode), puis 15 cc. d’Iode 1/100 normal et laisser de nouveau en contact pendant 15 minutes.
Titrer finalement l’excès d’Iode par une solution d’Hyposulfite de soude 1/100 normal en présence d’Amidon.
Effectuer un essai à blanc sans faire agir au préalable de la Soude et de l’Acide, sur une même prise de Pénicilline avec la même solution d’Iode.
La quantité d’Iode consommée par les produits d’hydrolyse de la Pénicilline qui se trouvait intacte dans l’échantillon, est indiquée par la différence entre les deux résultats.
On a déterminé par l'expérience que le produit d'hydrolyse de 1 mg. de Pénicilline G cristallisée consomme 2,52 cc. d’lode 1/100 normal. ;
La méthode iodométrique permet avec une bonne précision d'effectuer des dosages, s’il s’agit de Pénicilline G très pure, cristallisée et si l’on se place toujours dans les mêmes conditions de travail.
Dans le but de pouvoir appliquer cette méthode à la Pénicilline impure aussi et de la rendre moins empirique, WiLp l’a perfectionnée (18).
D’après lui, l'absorption d’Iode par le produit d’hydrolyse de la Pénicilline est influencée par la température, la concentration en Jode et en lodure de la solution, par le pH du dernier titrage, et par la présence d’impuretés dans l'échantillon à titrer.
2° Méthodes à la Pénicillinase.
Ces méthodes utilisent le principe suivant:
Par l’action de l’enzyme Pénicillinase purifiée, sur la Pénicilline, celle-ci est inactivée avec libération d’un groupé carboxyle.
Il s’agit donc en principe de techniques à la fois chimiques et biologiques.
Une première méthode (19) titre cette acidité par la Soude. Il y a correspondance entre l’acidité et la quantité de Pénicilline l'ayant produite.
. Une autre (20) mesure la quantité équimoléculaire d'Anhydride carbonique qui est libéré, grâce à la présence d’un tampon au Bicarbonate de sodium.
Ces méthodes ne sont rigoureuses que dans des conditions nettement définies, en ce qui concerne le pH des solutions à examiner.
3° Méthode gravimétrique.
On prépare d’après MERCK (21) une solution de Pénicilline à l’état d’acide libre dans l’Acétate d'amyle, en acidifiant au moyen d’Acide phosphorique. Cette solution, diluée par l’Acétone, fournit avec la base pure de N-éfhyl-pipéridine un précipité cristallin, spécifique de la Pénicilline à doser.
Celui-ci est pesé après filtration, lavage et dessiccation dans le vide.
Pour que cette méthode donne de bons résultats, il faut que l’échantillon contienne une proportion de 80% de Pénicilline G au moins, et qu’il soit relativement pur.
4° Méthode colorimétrique.
Cette technique (22), peu précise, utilise le principe suivant: la Pénicilline réagit avec la N-{-naphtyl-+-azobenzèneéthylène-diamine en formant un colorant combiné, dont on mesure colorimétriquement l’intensité après élimination du réactif en excès.
5° Méthode polarimétrique.
Le pouvoir rotatoire d’une solution très peu colorée de Pénicilline relativement pure peut servir pour y doser la Pénicilline (23).
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On détermine le pouvoir rotatoire de l’échantillon de Pénicilline à doser en solution aqueuse à 2% environ par rapport au pouvoir rotatoire d’un étalon du sel de sodium de Pénicilline G pure, employé dans les mêmes conditions. La valeur rotatoire spécifique de ce dernier est de — 298° (5°):
Les produits de décomposition de la Pénicilline n’ont pas d'influence visible sur son dosage même.
6° Méthode spectrophotométrique.
Cette méthode est basée sur le fait qu’une solution de Pénicilline hydrolysée présente une courbe d'absorption dans les longueurs d’ondes de 2700 — 3700 À avec un maximum de 3220 À. Une solution de Pénicilline intacte n’absorbe que très peu dans ces conditions.
Technique: (24)
Hydrolyser la moitié de l'échantillon à titrer au bainmarie bouillant.
Mesurer au moyen d’un Spectrophotomètre les extinctions de la solution hydrolysée et non hydrolysée.
Comparer la différence avec l'extinction d’une solutionétalon de Pénicilline traitée de la même manière.
Cette méthode nécessite un spectrophotomètre très sensible et ne peut s’appliquer qu’à des Pénicillines relativement pures.
7° Méthode de Fontanellaz au Perchlorure de fer.
Cette méthode a été également mis au point par P. Fox- TANELIAZ dans le laboratoire de Microbiologie de la Faculté de Pharmacie de Strasbourg.
Principe:
On fait une titration directe de la Pénicilline au moyen d’une solution très diluée de Chlorure ferrique en présence de Phénol comme indicateur. La fin de la réaction se traduit par une floculation en amas denses et compacts. Ce stade de la réaction a été appelé phénomène de clarification.
Cette méthode permet le dosage du degré d’hydrolyse de la Pénicilline jusqu’à 50%.
Des sels ionisés tels que le Chlorure de sodium occasionnent le changement des résultats, mais ceux-ci varient en rapport direct avec les valeurs des solutions aqueuses pures ou glucosées et ne diminuent pas la fidélité de la méthode.
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Pour qu’elle donne des résultats rigoureux, il faut que la solution à titrer contienne avant l’hydrolyse au moins 2000 U. de Pénicilline par cc., que le pH soit d’environ 5,5 et qu’il n’y ait pas de substances tampon.
Technique:
Ajouter à la solution de Pénicilline à doser une goutte de Phénol liquéfié par ce de liquide, que l’on obtient à la fin de la titration (volume de la solution de Pénicilline + volume probable de la solution de Chlorure ferrique nécessaire à provoquer le phénomène de clarification).
Ajouter au moyen d’une microburette jusqu’à clarification goutte à goutte en agitant, une solution de Chlorure ferrique de titre exactement connu, d'environ 0,1% vol. FeCIE + 6 H°0, soit 0,21 mg. de fer par cc. préparée au moment de l’emploi en diluant 500 fois le soluté officinal de Perchlorure de fer de 50% FeCF + 6 H?0.
Le calcul des résultats s'effectue au moyen ‘des indices déterminés une fois pour toutes, par l'expérience, et variables selon le véhicule contenant la Pénicilline.
PREMIERE METHODE
Principe:
Nous réalisons une culture à 37° de B. subtilis sur un milieu spécial gélosé. Le B. subtilis en plein développement à la surface du milieu coulé en culot dans les tubes à hémolyse est recouvert par la solution de l’Antibiotique en expérience et mis à l’étuve à 37° pendant 6 heures. En présence de substances actives, le développement du B. subtilis est plus ou moins entravé, ou inhibé, tandis que des solutions inefficaces permettent la croissance normale de l’organisme.
Pour contrôler ce développement, ou la bactériostase, on emploie du Chlorure de 2, 3, 5, triphényltétrazole (25) colorant incolore qui, en présence de cellules en prolifération, est réduit en Triphénylformazane de teinte rouge foncé.
Choix de la Bactérie-test:
La bactérie-test que nous employons de préférence dans nos essais est le Bacillus subtilis. Comme nous l’avons dit, cette bactérie a déjà été employé par AHERWOOD, FALCO et DE BEER dans leur méthode de diffusion et par FOSTER et WoopRuUFF dans un procédé s'adressant aux tubes en verre de HEATLEY.
Le B. subtilis présente l’avantage de ne pas être pathogène et le manipulateur inexpérimenté ou maladroit se trouve naturellement à l’abri de toute infection.
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D'autre part certaines souches de cette Bactérie sont sensibles aux différents Antibiotiques que l’on trouve actuellement dans le commerce, tels que la Pénicilline, la Terramycine, l’Auréomycine, la Chloromycétine, la Streptomycine, la Tyrothrycine.
Un autre avantage que présente cette Bactérie est de pousser très facilement sur les différents milieux usuels. De plus il est facile de l’isoler à partir d’une macération de foin de 24 heures.
Le B. subtilis est Gram +.
Il présente dans les cultures Âgées des spores centrales ou subterminales. Par ces spores il est capable de résister pendant 10 minutes à la température de 100° et on peut ainsi éliminer toutes les autres bactéries asporulées de surinfection pullulant dans l’air et dans le matériel de laboratoire.
Le B. subtilis, bactérie très résistante, non pathogène, facilement cultivable, est donc très indiqué pour être utilisé comme bactérie-test. (
Cependant, nous avons également fait différents essais de dosage en employant une souche de Staphylocoque doré pénicillino-sensible et nous nous sommes rendu compte que ce dernier pouvait tout aussi bien être utilisé comme bactérie-test dans la méthode que nous nous proposons de décrire.
Choix du milieu de culture:
Quoique la Bactérie envisagée pousse bien sur les différents milieux usuels, nous nous sommes efforcé de choisir un milieu donnant une culture particulièrement luxuriante, afin de réduire le plus possible le temps de l'expérience et d'obtenir des résultats aussi satisfaisants que possible.
Le milieu gélosé ordinaire n’a pas paru devoir retenir notre attention. Le B. subtilis s’y développe pourtant abondamment. Nous avons préféré utiliser des milieux enrichis afin d’obtenir l’optimum cultural au point de vue vitesse de croissance et poids de récolte.
Nous avons tout d’abord employé le milieu suivant:
COlOSE RAT RE sure a due te ee 9 gr.
NRC EEE PEN CENTS RER ere 2 gr.
Bxtraltidemviandente he. Leur 2 gr.
BeD ODA RARES CEE Se, 9 gr.
GiuCOsSER TL RER LENS ne os lSgr.
PAUSE RE CIO -Hasidpu:s 1000 cc.
Ajuster à pH 7.
Nous nous sommes aperçu au cours de nos recherches qu’un milieu contenant de lAutolysat de levure était particulièrement favorable à la culture de la Bactérie envisagée.
PE
Sa composition est la suivante:
Autolysat de levure ............. 8 cc.
Extrait de viande .:............. 2 er.
Giuicove nl. ee die ET ee 5 gr.
LACTOS CNE RARE RS RARE RE 3 gr.
Saéchañose 14.4 sci te CUEETS 2 gr.
GE las RTE SN LA ARE 20 gr. Eau ordinaire qs-p. ............. 1000 cc.
Ajuster à pH 7.
Stériliser à l’autoclave à 115° pendant 15 minutes ou tyndalliser trois jours de suite.
Préparation de l’Autolysat de levure:
Peser 200 gr. de Levure de boulanger. Laver et diviser dans un litre d’eau ordinaire. Laisser décanter. Faire une dizaine de lavages.
Introduire dans un flacon fermé au moyen d’un bouchon de caoutchouc percé d’un tube en verre portant un petit tuyau en caoutchouc muni d’une pince de Moor. Ce dispositif sert de soupape de sûreté. Attacher le bouchon avec un fil de fer.
Placer à l’étuve à 37° jusqu’à liquéfaction. Laisser échapper de temps en temps le gaz carbonique dégagé. Centrifuger. Prendre la partie liquide, de couleur brun-noir, pour l’emploi.
Conserver sous une couche de 3 cm. de Toluène. Remarque:
Lors de la mise à l’étuve, il est prudent d’entourer le flacon d’un linge, afin de limiter les dégâts au cas où une trop forte pression de gaz carbonique ferait exploser le récipient.
Le milieu définitif à l’Autolysat de levure sera réparti dans des tubes à essai à raison de 5 à 10 cc. par tube et de 50 cc. dans des flacons d'ERLENMEYER de 100 ec. Boucher au coton. Stériliser 15 minutes à 115°. Laisser les tubes se solidifier en position inclinée.
Ensemencer un tube à essai à l’aide d’une colonie de B. subtilis. Disposer à 37° pendant 24 heures. On obtient une colonie luxuriante.
Emulsionner cette culture dans quelques centimètres cubes de Sérum physiologique stérile. A l’aide de cette émulsion, ensemencer un milieu précédemment préparé dans un flacon d'ERLENMEYER et préalablement liquéfié au bainmarie à 100° et maintenu à 40-45° jusqu’à équilibre thermique. j
Introduire à l’aide d’une pipette PASTEUR 1 cc. environ bouchés au coton et stériles, en s’efforçant de ne pas mettre de milieu ensemencé dans des tubes à hémolyse calibrés,
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de milieu sur la paroi intérieure des tubes. Pour cela il faut introduire la pipette de PASTEUR au fond des tubes.
Ces tubes ensemencés peuvent être placés à la glacière et conservés durant des semaines avant leur utilisation.
Dosage proprement dit:
| Préparer des solutions de Pénicilline-étalon et de Péni-
cilline à examiner. Sachant que l’unité internationale de Pénicilline correspond à 0,6 ; de Pénicilline G cristallisée, faire 8 dilutions de Pénicilline-étalon allant de 0,25 U.I. à 2. U.L. par cc., comme il est indiqué dans le tableau suivant (Tableau N° 1). Faire également 8 dilutions de Pénicilline à examiner en la supposant sensiblement identique à la Pénicilline-étalon.
Retirer 18 tubes ensemencés de la glacière et les placer 15 à 18 heures à l’étuve à 37°. Nous avons constaté au cours de nos expériences, comme nous l’exprimons ci-dessous, que ce laps de temps est grandement suffisant pour assurer une culture luxuriante. Il ne faut pas perdre de vue non plus que le colorant employé à la fin du dosage, pour qu’il devienne rouge, doit se trouver en présence de cellules en prolifération. Il est indispensable de se placer dans des conditions telles que la culture ait suffisamment poussé sans pour cela que la croissance soit arrêtée.
Le temps de culture pour lequel la prolifération du B. subtilis est maxima a été déterminé de la façon suivante:
Nous préparons une gamme de tubes ensemencés que nous disposons à l’étuve à 37°. Toutes les trois heures et dans chaque tube successif nous ajoutons une goutte de solution de Colorant vital à 1%. Nous obtenons des teintes allant du rose au rouge suivant l’intensité de la prolifération. Nous faisons une gamme colorée identique à l’aide de solutions de rouge neutre que nous mesurons au photomètre. Nous en notons les résultats dans le tableau N° 2 et nous donnons la courbe correspondante (courbe N° 1) en portant le temps en ordonnées et les déviations photométriques en abscisses. L’intensité de coloration étant maxima au bout de 18 heures, il convient donc, pour les raisons énoncées plus haut, de disposer les tubes ensemencés pendant 15 à 18 heures à l’étuve à 37° avant d’ajouter les solutions d’Antibiotiques.
Nos essais ont également porté sur la culture du Staphylocoque doré. Pour ce germe, la prolifération maxima a lieu après un séjour de 24 heures à l’étuve (Tableau N° 2 et courbe N° 2). La poussée est beaucoup plus lente que celle du B. subtilis. Cette différence s’exagère encore si l’on considère le Bacille de Timothée (Tableau N° 2 et courbe N° 3),
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Dans ce cas, la courbe présente un maximum pour un séjour de 48 heures à l’étuve à 37°.
Retirer les tubes de l’étuve et introduire 0,05 cc. de la dilution de Pénicilline-étalon à 0,25 U.L. par cc. dans le premier tube, dans le 2° tube mettre 0,05 cc. à 0,5 U.I. Dartece etc. Faire de même avec la solution de Pénicilline à examiner. Les deux derniers tubes servant de témoins, disposer dans chacun d’eux 0,05 cc. d’eau distillée.
Porter 6 heures à l’étuve à 37°.
Les solutions suffisamment concentrées de Pénicilline vont inhiber complètement la croissance du B. subtilis: dans les tubes correspondants nous observons la bactériostase.
Les solutions plus diluées permettront encore la croissance de la bactérie.
La bactériostase est mise en évidence à l’aide d’une solution aqueuse fraîche à 1% de Colorant vital: Chlorure de 2, 3, 5 triphényl-tétrazole (Synonyme: Vita-Stain Ciba). Il suffit d'ajouter une goutte de cette solution de colorant après les 6 heures d’étuve dont il est question plus haut.
Il se forme immédiatement un anneau rouge plus ou moins intense à la surface des milieux dans lesquels les solutions de Pénicilline. n’étaient pas assez concentrées.
S'il y a bactériostase., la surface du milieu ne change pas d'aspect. Par contre les tubes témoins se colorent en rouge très intense.
Pour interpréter les résultats, il suffira simplement de comparer les concentrations des solutions de Pénicillineétalon et de Pénicilline à examiner pour lesquelles il v a bactériostase et de faire leur rapport.
Nous avons contrôlé que le laps de temps de 6 h. à l’étuve à 37°, après addition des solutions d’Antibiotique était nécessaire et suffisant. Pour cela nous avons préparé des dilutions convenables d’une Pénicilline connue et effectué son dosage en mettant le colorant après 1 heure, 2 heures, 3 heures, 10 heures d’étuve.
L’intensité de coloration du premier tube coloré, à partir de celui où il y a bactériostase, diminue rapidement par suite de l’action de la Pénicilline, puis cette action se faisant plus faiblement sentir, la prolifération du germe reprend et entraîne une augmentation de l’intensité de coloration qui passe par un maximum après 6 heures et diminue à nouveau par suite du vieillissement de la culture (Tableau N° 3 et courbe N° 4).
Nous donnons ci-dessous les propriétés du Colorant vital employé dans notre méthode et l'explication du fait qu’il se colore en rouge en présence de cellules en prolifération.
Déviations
Tableau No 3
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Sa formule ionique peut être représentée par le schéma suivant:
NN AT HE | CeH5 — C | ok:
NN CSH5 Poids moléculaire 334,79, poudre blanche cristalline qui, exposée à la lumière, se colore rapidement en jaune clair. La combinaison fond vers 243-245° en se décomposant. Ce corps est soluble dans l’eau, l’alcool, l’acétone; insoluble dans l’éther.
Réaction chimique d’oxydo-réduction:
H NN ER CT N — N — C6H5 4 7 CH — C + 24 — CH — C + HCI \ N ; N = N — C6H5 N=N CH ChlornTeder2/2595 Triphénylformazane triphényltétrazole
Cette réaction est déclenchée même à la lumière du jour, mais particulièrement à la lumière vive du soleil, c’est pourquoi la solution doit toujours être préparée fraichement et conservée à l’obscurité.
RÉSUMÉ
Nous avons mis au point une nouvelle méthode de dosage microbiologique de la Pénicilline, simple et rapide, ne nécessitant pas d’appareillage spécial et pouvant très facilement être réalisée dans une officine.
La technique que nous proposons est la suivante:
Liquéfier 50 cc. de milieu à l’Autolysat de levure au bain-marie à 100°. Maintenir à 40-45 ° jusqu’à équilibre thermique.
Ensemencer largement à l’aide d’une émulsion de B. subtilis dans du Sérum physiologique.
Introduire 1 ec. environ de ce milieu ensemencé dans 18 tubes à hémolyse.
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Placer 15 à 18 heures à l’étuve à 37°.
Retirer et ajouter 0,05 cc. de chaque dilution de Pénicilline-étalon et de Pénicilline à examiner et 0,05 cc. d’eau distillée dans les 2 tubes témoins, comme l'indique le tableau.
Placer 6 heures à l’étuve à 37°.
Ajouter une goutte de solution de Colorant vital à mr,
Comparer les colorations obtenues et faire le rapport des concentrations de Pénicilline-étalon et de Pénicilline inconnue pour lesquelles il y a bactériostase.
DEUXIEME METHODE
Nous avons essayé également de mettre au point une deuxième méthode de dosage microbiologique des Antibiotiques. Méthode qui, comme la précédente, est facilement réalisable tout en donnant de bons résultats.
Principe:
Réaliser une culture en boîte de PÉTRI sur un milieu gélosé de Bacillus subtilis ou de Staphylocoque doré. Recouvrir le milieu ensemencé d’une feuille de cellophane percée de 8 trous. Sécher à l’étuve à 50-60°.
Mettre des dilutions convenables de Pénicilline-étalon et de Pénicilline à examiner dans chacun des trous. |
Placer à l’étuve à 37°. Contrôler à partir de la douzième heure et déterminer la dose minima d’Antibiotique nécessaire pour empêcher les colonies de se développer.
Choix de la bactérie-test :
Nous pouvons répéter cé qui a été dit pour la précédente méthode et employer soit le Bacillus subtilis, soit le Staphylocoque doré.
Choïx du milieu de culture:
Nous pouvons prendre indifféremment soit le milieu gélosé ordinaire, soit le milieu à l’'Autolysat de levure, les deux convenant parfaitement bien.
Technique:
Préparer une boîte de PÉrRi stérile et couler le milieu choisi préalablement liquéfié à 100°, refroidi à 40-45° et ensemencé à l’aide d’une émulsion dans le Sérum physiologique de la Bactérie envisagée.
Préparer un disque de papier de cellophane dont le diamètre est égal ou légèrement inférieur au diamètre intérieur de la boîte de PÉrRI. À l’aide d’une perceuse faire dans ce papier 8 trous identiques de 1 em. de diamètre et placer
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quelques minutes dans l’eau bouillante pour le ramollir. Retirer et appliquer aseptiquement le papier sur le milieu ensemencé.
Sécher à l’étuve à 50-60°. Dans ces conditions, les bactéries ne se développent pas.
Préparer 3 dilutions de Pénicilline-étalon de 05, 1 et 2 U.I. par cc. Faire également 3 dilutions de l’Antibiotique à examiner en le supposant sensiblement identique à la Pénicilline-étalon.
Dans les 8 trous on mettra successivement:
Dans le trou 1: 0,03 cc. d’eau distillée stérile. > MDN MIS NTIEN:
1 et 5 sont les deux témoins.
: 0,03 cc. de solution de Pénicilline-étalon à 0,5 U../cc.
: 0,03 cc. de solution de Pénicilline-étalon à 1OUT/ceE.
: 0,03 cc. de solution de Pénicilline-étalon à A U:.l cc.
: 0,03 cc. de solution d’Antibiotique à examiner supposée à 0,5 U.I./cc.
: 0,03 cc. de solution d’Antibiotique à examiner supposée à 1 U../cc.
: 0,03 cc. de solution d’Antibiotique à examiner supposée à 2 U./cc.
Porter à l’étuve à 37° et contrôler à partir de la douzième heure le développement des colonies. En 1 et 5 les colonies doivent se développer. Dans les autres trous le développement sera plus ou moins intense suivant la quantité d’Antibiotique introduite. Déterminer pour la Pénicilline-étalon et l’Antibiotique à examiner la dose minima nécessaire pour empêcher le développement des germes et faire leur rapport.
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DOSAGE D'UN ANTIBIOTIQUE INSOLUBLE DANS L'EAU
Après avoir mis au point nos deux méthodes de dosage précédemment décrites et s’adressant aux Anfibiotiques hydrosolubles, nous nous sommes efforcé d’apporter quelques modifications afin de pouvoir doser de la même façon un Antibiotique insoluble dans l'eau et par là même généraliser l'emploi de ces méthodes.
Les nombreuses expériences que nous avons réalisées au laboratoire nous ont montré qu’il suffisait d'employer un autre solvant que l’eau pour effectuer le dosage d’un Anti-
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biotique non hydrosoluble. Nous nous sommes adressé à une solution aqueuse de Tween 80, substance tensio-active capable d’émulsionner l’Huile d’arachide dans l’eau. Les dilutions de l’Antibiotique-étalon et de l’Antibiotique inconnu sont effectuées à l’aide d’un mélange à parties égales de solution aqueuse de Tween 80 à 1% et d'Huile d'arachide. L’Antibiotique est mis en suspension par un simple agitation du mélange au moment de l’emploi.
À ce propos, nous croyons qu’il n’est pas sans intérêt de donner quelques précisions sur le Tween 80 et de résumer les travaux remarquables réalisés sur les substances tensioactives à l’Université de Genève dans le laboratoire de Monsieur le Professeur MIRIMANOFF.
L’émulgateur choisi, le Tween 80, est fabriqué par üne Maison américaine: C1E ATLAS, Wilmington, Delaware. ÉENNEN E et peut s’obtenir chez SIEGFRIED, S. A., Zofingue, Suisse.
Il existe toute une série d’émulgateurs, les «spans» (dérivés polyoxyakvléniques du mono-oléate de sorbitol) éthérifiés avec du Glycol polymérisé.
Le Tween est un liquide jaune clair, huileux, soluble dans l’eau.
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Chapitre V
GENERALITES SUR LES MOUILLANTS.
Les Mouillants sont des substances qui ont le pouvoir d'augmenter l’action adhésive, dispersante ou pénétrante de liquides hydrophiles ou lyophiles sur des surfaces diverses. Ils peuvent aussi, dans certains cas, faciliter le mélange de deux phases liquides réciproquement insolubles, c’est-à-dire se comporter comme des Agents émulsifs. Chimiquement, les Mouillants peuvent être des alcools supérieurs sulfonés, des dérivés sulfonés d’amides ou d’esters ou des substances à poids moléculaires élevés, tels que les combinaisons quaternaires d’ammonium.
Les Agents mouillants se distinguent encore par le fait qu’ils possèdent des groupements hvdrophiles et lipophiles sur lesquels repose leur réactivité. On peut avoir une chaîne hydrocarbonée droite ou ramifiée sur laquelle est fixé un radical alkyle, aryle ou alkyle-aryle; à cette partie de la molécule est fixé souvent un groupe hydrophile tel que —SOSH, —COOH, —OH; on constate que les molécules d’un Agent moutllant s’orientent d’une facon déterminée sur la surface d’un liquide: avec l’eau les molécules du Mouillant sont dirigées de telle façon que leurs groupes hydrophiles plongent dans l’eau tandis que leurs groupes hydrophobes sont orientés vers le haut. On a donc une modification des forces en présence, ce qui provoque une réduction de la tension superficielle.
Comme les Mouillants ont aussi la propriété d’abaisser. les tensions superficielles ou interfaciales de liquides divers, on peut les inclure parmi les corps tensio-actifs ou plus exactement parmi les solutions capillairement actives.
De plus, l’action mouillante pouvant être considérée comme une des phases de l’action détersive, il est aussi indiqué de classer les Mouillants parmi les détersifs, au même titre que les savons.
CLASSIFICATION DES MOUILLANTS (26).
La classification de ces substances repose sur la dissociation électrique et dépend de lionisation de l’agent considéré. Les Mouillants forment en solution des ions colloïdaux chargés positivement ou négativement d’où la classification suivante: j at
A. Agents mouillants anioniques.
B. Agents mouillants cationiques.
C. Agents mouillants non-ioniques
SM” Pline A. — Agents mouillants anioniques,
Si la partie active chargée négativement se dirige pendant l’électrolyse vers le pôle positif, le mouillant sera dit anionique.
Exemple de Mouillant anionique: Laurylsulfonate de sodium : ,
O O N | l CH®-(CH°?) 10 - CH! - 20 SNA CARCHECCH?) RS Re Na+ | O (0)
La chaîne sulfohydrocarbonée chargée négativement est la partie anionique active.
B. — Agents mouillants cationiques.
Si la partie active chargée positivement se dirige pendant l’électrolyse vers le pôle négatif, on dira que le Mouitlant est du type cationique.
Exemple de mouillant cationique: Sel d'Ammonium quaternaire.
C. — Agents mouillants non-ioniques
Les Mouillants non-ioniques ne possèdent ni parties négatives, ni parties positives, ils sont indifférents à la dissociation électrique. Malgré l’absence de groupes ionisables, l’activité de ces agents repose sur la présence de groupes hydrophiles et hydrophobes. En général ces Agents nonioniques sont plus stables que les Agents ioniques vis-à-vis des Alcalis, des Acides ou de l'Eau pure. De plus, ces dérivés avant peu d’affinités chimiques sont compatibles avec un grand nombre de substances. On peut citer parmi ces dérivés
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certains Esters de polyalcools ainsi que des produits de condensation d’Oxydes d'éthylène avec d’autres substances:
«Carbowax 4000> — polyéthylène-glycol.
«Tween 60» — polyoxyalkylène dérivé du monostéarate de sorbitol.
«Tiween 80» — produit que nous utilisons dans nos essais et dont nous avons donné la formule plus haut.
INFLUENCE DES SUBSTANCES TENSIO-ACTIVES SUR LA CELLULE VEGETALE
1° Sur les cellules des Phanérogames.
L'un des procédés employés par A. MiRIMANOFF et ENGLER fait appel aux feuilles d'Elodea canadensis. Dans des cristallisoirs en verre de même format, placés dans les mêmes conditions de température et d'éclairage, on immerge simultanément plusieurs feuilles proches du bourgeon, donc contemporaines et d’égale résistance. La toxicité des Mouillants est déterminée par la cessation des mouvements cytoplasmiques et surtout par la plasmolyse au moyen d’une solution 0,8 molaire de Saccharose. Conventionnellement est considérée comme non toxique toute solution qui n’entrave pas la plasmolyse après 24 heures d'immersion.
MIRIMANOFF et ENGLER ont été amené à la suite de leurs travaux aux conclusions suivantes:
Pour la cellule d’un Végétal supérieur étudié au moven de divers procédés, la toxicité d’un Mouillant ne dépend que de sa nature chimique. Elle est indépendante des propriétés physiques telles que la tension superficielle et le pouvoir mouillant.
En mettant en présence Mouillants et Antiseptiques, aucune exaltation ou diminution de la toxicité n’a pu être observé quelles que soient les proportions de ces deux types de substances dans la solution.
Les Mouillants non-ioniques se sont montrés les plus inoffensifs, leur toxicité étant pratiquement nulle. Les Mouillants cationiques se sont révélés les plus toxiques. Les Mouillants anioniques étudiés occupent une place intermédiaire.
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2° Influence des Substances tensio-actives sur les Végétaux inférieurs.
Ex. Aspergillus niger.
En ce qui concerne l’Aspergillus niger, les Mouillants anioniques, indépendamment de leur toxicité propre. du reste variant d’une substance à l’autre, exercent une influence exaltante sur l’Antiseptique quelle que soit la nature chimique de ce dernier. L’exaltation de l’Antiseptique par le Mouillant peut s’élever au coefficient 10. Tel n’est pas le cas avec les cellules des végétaux supérieurs.
Les Mouillants cationiques agissent dans le même sens, avec Aspergillus niger, quoique moins nettement. L'action ést plutôt additive qu’exaltante.
Avec certains Mouillants non-ioniques les résultats sont très inattendus: utilisés seuls à la concentration élevée de 2%, ils agissent nettement, comparativement aux témoins, comme facteurs de croissance. Indifférents à la concentration de 2%, ils deviennent légèrement toxiques (retardent la croissance sans l’inhiber complètement) à la concentration de 2 p. 10.000. Ceci s’applique — avec des différences légères — aux Crillex N° 6, 11 et 16 ainsi qu’au Tween 80.
Cette action <renversée» s'exerce aussi en présence de certains Antiseptiques comme le Sulfate d’oxyquinoléine. Les Mouillants non-ioniques s'opposent parfois à l’action de l'Antiseptique associé:
Toxique seul à 1/70.000, le Sulfate d'oxyquinoléine additionné dans le milieu de culture de 2% de Crillexz N° 6 et 16 ne conserve son action fungistatique qu’à partir de 1/10.000.
Ce n’est pas une exaltation décuplée, mais au contraire une action toxique diminuéé. Le Mouillant a agi comme un Antiseptique. Si le même Mouillant est ajouté à 2 p. 10.000, l’action du Sulfate d'oxyquinoléine est alors exaltée et le Sulfate d'oxyquinoléine est inhibiteur de la croissance du champignon à la concentration de 1/200.000.
3° Influence des Substances tensio-actives sur les Bactéries.
D’après ENGLER les expériences faites sur les Bactéries donnent des résultats peu intéressants au point de vue de l’exaltation.
Divers Mouillants anioniques (Laurylsulfonate de sodium, Duponol C) sont atoxiques à la concentration de 1% vis-à-vis du Staphylocoque doré en milieu liquide (Bouillon Liegic) de réaction proche de la neutralité.
Plusieurs chercheurs américains: BAKER, HARISON, WILER (27) étudiant l'influence des Mouillants sur la respira-
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tion des bactéries trouvent également une atoxicité complète avec le Duponol L.S. à la concentration de 1/3.000 sur le Staphylocoque doré. Les Mouillants anioniques se sont révélés presque indifférents vis-à-vis du Staphylocoque, contrairement aux Mouillants cationiques qui sont actifs jusqu’à la concentration de 1/30.000.
Dans l’action combinée Sulfate d'oxyquinoléine + Mouillant anionique aucune exaltation n’a pu être enregistré par ENGLER, contrairement à ce qu’il a observé pour les champignons. Les essais effectués avec Escherichia coli ont donné des résultats identiques.
Cependant divers auteurs ont observé que l’action antibactérienne de certains Antiseptiques pouvait être exaltée par l’addition de Substances tensio-actives en elles-mêmes dépourvues d’action germicide, du moins aux concentrations mises en œuvre. Par ailleurs, d’autres Substances tensioactives se sont révélées agir à la façon de facteurs de croissance, ajoutées seules à un milieu de culture, ou encore capables d’inhiber l’action d’un Antiseptique.
De ces travaux sur les bactéries il ressort d’une part que les différents auteurs semblent souvent en contradiction et que d'autre part nous n’obtenons aucun renseignement à propos de l’action des Mouillants non-ioniques seuls ou de l’association Mouillants non-ioniques + Antiseptiques. Le Tween 80 étant précisément un Moutillant non-ionique, nous avons eu l’idée d'étudier son action, à concentrations diverses, sur la prolifération du Bacillus subtilis.
Pour cette étude nous avons utilisé notre méthode de dosage au Colorant vital. En voici la technique:
Nous préparons une série de tubes à hémolvse contenant du milieu à l’Autolysat de levure et ensemencé à l’aide d’une émulsion de Bacillus subtilis dans du Sérum physiologique.
Comme pour le dosage proprement dit, nous plaçons les tubes 15 à 18 heures à l’étuve à 37°. Puis nous ajoutons dans chacun 0,05 cc. de solution de Tween80 dans l’eau distillée à concentrations différentes allant de 3°} à 1 p. 10.000, le tubetémoin recevant 0,05 cc. d’eau distillée.
Les tubes sont placés à nouveau à l’étuve à 37° pendant 6 heures. Nous les retirons et ajoutons une goutte de solution de Colorant vital.
Après quelques minutes, nous pouvons faire la lecture.
Nous observons que pour les concentrations allant de 1 à 3%, les tubes sont légèrement plus colorés que le tubetémoin, tandis que la coloration est moins intense pour une concentration de 1 p. 10.000. Aux environs de 1%, la coloration est identique à celle du témoin.
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Nous pouvons donc interpréter les résultats de la façon suivante:
1° Pour une concentration de 1 à 3% le Tween 80 agit, comparativement au témoin, comme facteur de croissance.
2° Pour une concentration de 1% le Tween 80 est indifférent.
3° Pour une concentration de 1 p. 10.000 le Tween 80 est légèrement toxique.
Ces faits se sont reproduits et confirmés lors de notre étude, à l’aide de la même méthode, de l'association Tween 80 + Phénol.
En se plaçant dans les mêmes conditions et en opérant selon notre technique, nous constatons qu’il faut une dilution de Phénol à 1/60 pour obtenir la bactériostase.
Si nous ajoutons à la solution de Phénol à 1/60 une solution de Tween 80 de façon à avoir 1 à 3% de Tween, nous constatons que la concentration en Phénol n’est plus suffisante pour obtenir la bactériostase. I1 faut dans ce cas une concentration de Phénol se fixant à 1/55.
Dans le cas où nous associons le Tiween 89 à 1%, nous n’observons pas de modification tandis qu’à 1 p. 10.000 la concentration en Phénol nécessaire pour obtenir la bactériostase est de 1/65.
Nous avons complété cette étude en considérant l’action réciproque de la Pénicilline et du Tween 80 en présence d’'Huile d'arachide, c’est-à-dire dans les conditions mêmes où nous nous plaçons pour le dosage d’un Antibiotique insoluble dans l’eau, la bactérie-test étant toujours le Bacillus subtilis.
Nous avons fait simultanément deux dosages de sel sodique pur cristallisé de Péncilline G. L’un à l’aide de dilutions de Pénicilline dans l’eau, l’autre avec des suspensions équivalentes de Pénicilline dans le mélange à parties égales de solution aqueuse de Tween 80 à 1% et d’Huile d’arachide. Ces deux dosages nous ont donné rigoureusement les mêmes résultats. |
Il en résulte que le mélange Tween + Huile d’arachide n’a aucune action inhibitrice ou exaltante sur la prolifération du Bacillus subtilis en présence de Pénicilline et par conséquent cette dernière peut être dosée, comme en solution aqueuse, en suspension dans le mélange Tiween + Huile _darachide, c’est-à-dire de la même manière qu’un Antibiotique insoluble dans l’eau.
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DOSAGE DE QUELQUES ANTIBIOTIQUES
À l’aide des deux méthodes que nous avons mises au Lens nous avons effectué le dosage de différents Antibioiques.
Afin de nous placer toujours dans les mêmes conditions, nous n’avons pas fait de différence entre Antibiotiques hydrosolubles et Antibiotiques liposolubles. Nous avons utilisé, pour faire les dilutions de chacun d’eux, le mélange Tween + Huile d’arachide. :
1° La Pénicilline.
. Son dosage a déjà été envisagé au chapitre précédent. Disons simplement que la bactériostase a lieu généralement pour une U.I. par cc.
2° La Titacilline,
C’est le Benzylpénicillinate-oxytitanique. La Titacilline se présente sous forme de poudre blanche, insoluble dans l’eau, soluble dans l’huile. Ses suspensions aqueuses exposées aux rayons ultra-violets donnent une belle fluorescence bleue. Sachant que 11 mg. de Titacilline correspondent à 10.000 unités, nous obtenons généralement la bactériostase avec 0,5 U.I. par cc.
Nous avons effectué simultanément le dosage d’une Titacilline de préparation récente et celui d’une Titacilline conservée durant 15 mois à la température du laboratoire. Nous avons pu contrôler ainsi que, contrairement à la Pénicilline qui est très instable, son taux n’a pratiquement pas varié pendant ce laps de temps.
83° La Ferricilline,
C’est le produit que l’on obtient en précipitant une solution de sel sodique de Pénicilline G par le Perchlorure de fer. Pour cette préparation, nous avons utilisé la technique préconisée par P. FONTANELLAZ (28) :
Dissoudre 100.000 Unités (— 60 mg.) de sel sodique de Pénicilline G dans 1 cc. d’eau distillée. Ajouter 0,5 cc. d’une solution de Chlorure ferrique de 9,0 + 0,5% vol. FeCF + 6 H20 datant de 15 jours au plus et mélanger. Filtrer et laver à l’eau distillée pour éliminer le FeCI en excès. Sécher rapidement dans un excicateur contenant de l’Anhydride phosphorique et en s’aidant du vide.
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La réaction entre le sel sodique de la Pénicilline G et le Chlorure ferrique est très probablement la suivante (29) :
3CHHUO2N?S — COONa'+ FeCIS
Pénicilline G sodique
Ÿ CHHLOIN?S — CO0:.
N Fei— CI +: ,Na CI CPHCOINSE=="CO0
Ferricilline.
Le poids moléculaire de la Ferricilline est égal à 797
Le poids de Pénicilline correspondant est: 356 X 2 —- 712.
60 mg. de Pénicilline correspondent à 100.000 U.I.
712 mg. de Pénicilline correspondent à 757 mg. de Ferricilline.
Donc 60 mg. de Pénicilline correspondent à:
Pour effectuer nos dilutions, nous considérons que 63 mg. de Ferricilline correspondent à 100.000 U.
La bactériostase a lieu pour 1 U. par cc.
— 63 mg. de Ferricilline.
4° L’Auréomycine.
Cet Antibiotique a été isolé en 1948 par le chimiste américain B. DUGGAR à partir de cultures de Streptomyces auréofaciens. À l’état de base, l’Aüréomycine n’est pas utilisée en thérapeutique. Le sel adopté pour les usages cliniques est le Chlorhydrate. C’est lui que nous avons utilisé dans nos essais. Ce corps a pour formule brute:
C2 H% N° CI O5, H C
Sa formule développée n’a pas encore été établi.
Il se présente sous l’aspect d’une poudre jaune, microcristalline, se décomposant au-dessus de 210°, soluble dans l’eau à raison de 10 gr. par litre, très peu soluble dans les solvants organiques anhydres. Le pH de la solution aqueuse est compris entre 2,8 et 2,9.
A l’état sec le Chlorhydrate d'auréomycine est stable à la température ordinaire, maïs ses solutions aqueuses sont rapidement inactivées.
Au cours de nos essais, nous avons constaté que la bactériostase a lieu pour une concentration de 0,1 mg. par cc.
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Notons qu'aux Usines RHONE-POULENC on effectue son titrage biologique par la méthode des anneaux de diffusion sur Gélose en employant le Bacillus subtilis comme organisme-test.
5° La Tyrothricine.
Dugos (30), DuBos et CATANEO (31) ont isolé des cultures du Bacillus brevis, germe sporogène du sol, la Tyrothricine, principe bactéricide que l’on peut séparer en deux composants, la Gramicidine et la Tyrocidine. Ce dernier détruit, in vitro, les germes Gram-positifs, en particulier le Staphylocoque, en agissant sur le métabolisme microbien: il y aurait blocage de la plupart des systèmes oxydasiques. La Gramicidine, active elle aussi, est en outre fortement hémolytique; elle est insoluble dans l’eau, mais soluble dans lalcool. Il s’agit de Peptides, dont le poids moléculaire serait de 1.000 à 1.500, sans groupements aminés ou carboxylés libres, et dont l’hydrolyse libère le l-tryptophane, la d-leucine, la l-alanine.
Avec la Tyrothricine, la concentration nécessaire pour obtenir la bactériostase est de 10 mg. par cc.
Notons qu’en U.R.S.S. GAUSE et BRAZHNIKOVA (32) ont isolé d’une souche de bactérie apparentée au Bacillus brevis la Gramicidine S, soluble dans l’alcool, et dont BELOZERSKI et PASSHINA (33) ont précisé la constitution chimique. Il s’agit d’un Polypeptide nouveau, différent de celui découvert par Dugos et Horcaxiss, et doué de propriétés bactéricides remarquables à l'égard de germes Gram-négatifs (Proteus vulgaris et Escherichia coli).
6° La Terramycine.
Elle est secrétée par un Actinomycète du sol, le Streptomyces rimosus. C’est une substance jaune, cristalline amphotère, formant des sels avec les acides et les bases. Elle est peu soluble dans l’eau, le butanol, l’acétone, l’alcool a1959: insoluble dans l’éther de pétrole. Son point de fusion est de 185°. Sa stabilité en solution aqueuse décroît avec le pH de celle-ci. A l’état sec, la Terramycine et sa forme Chlorhydrate se conservent à la température ambiante durant 1 an et durant 8 semaines à 50°. Trois sels ont été étudié: le Chlorhydrate, le Sel sodique et le Sulfate de terramycine. Au point de vue pharmacologique, les propriétés sont superposables, tandis que le Sel sodique se prête mieux aux essais de laboratoire. Pour des raisons pharmacologiques et antimicrobiennes, c’est le Chlorhydrate de Terramycine qui est mis dans le commerce. C’est lui que nous avons employé dans
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nos essais. La bactériostase a été obtenu avec une concentration de 0,2 mg. par cc.
7° La Chloromycétine.
Appelée également Chloromycine ou Chloramphénicol. cette substance est, elle aussi, issue d’un Actinomycète, le Streptomyces venezuelae. Elle est stable en solution acide ou neutre, labile en milieu alcalin; elle est soluble dans de nombreux solvants organiques, dont le propylène-glycol, mais non dans l’éther ou l’éther de pétrole. Elle est peu hydrosoluble. Cristallisée, elle se présente sous forme de lamelles ou d’aiguilles incolores, fondant vers 150°:; elle est douée de pouvoir rotatoire. Les solutions dans l’eau distillée (2,5 mg. par cc.) sont thermostables, puisqu'on »’a relevé aucune perte d'activité après chauffage à 37° pendant un mois ou à 100° pendant 5 heures.
Sa constitution chimique a été élucidé:; la Chloromycéline est le D (—) thréo-2-dichloroacétamidol-1-p-nitrophényl- 1,5-propanédiol. C’est le seul exemple connu de composé organique d’origine biologique, qui soit à la fois chloré et nitré. La Chloromycétine est fabriquée aujourd’hui synthétiquement.
Il a fallu une concentration de 2 mg. par ce. pour obtenir la bactériostase.
Le Vibrion cholérique, le Colibacille, les Bacilles du groupe typhique, le Bacille de Friedländer, certains Bacilles dysentériques, le Bacille de BoRDET-GENGOU, plusieurs Rickettsies sont particulièrement sensibles à la Chloromycétine.
8° La Streptomycine.
La Streptomycine est secrétée par un microorganisme du sol, le Sireptomyces griseus. La structure chimique en est élucidée: c’est une base organique considérée comme un hétéroglucoside composé de Streptidine et de Streptobiosamine.
La S{reptidine est une base hydroxylée qu’on peut considérer comme un /nositol diguanidique et qui se trouve liée à la Streptobiosamine, laquelle est un disaccharide scindable en N-méthyl-monoglucosamine et en un hexose le Streptose.
La base Streptomycine peut donner des sels bien définis, parmi lesquels le Sel complexe chloro-calcique et le Sulfate sont les plus usités. Ces sels sont stables à l’état sec, hydrosolubles, stables en solution.
La principale propriété de la Streptomycine réside dans le fait qu’elle est active sur le Bacille de Kocx. Cependant elle est active aussi sur d’autres germes dont les plus sen-
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sibles sont les genres Pasteurella, Brucella, Hemophilus, Salmonella, Klebsiella, Shigella, Veillonella, Neisseria et Leptospira.
On a tendance à utiliser un dérivé de la Streptomycine, la Dihydrostreptomycine, produit résultant de la conversion dun sel correspondant de Sfreptomycine par hydrogénation catalytique; la partie de la molécule qui supporte la modification est la Streptobiosamine où la fonction aldéhydique du Streptose retient deux atomes d'hydrogène. Les indications des deux produits sont superposables, mais le dérivé hydrogéné offre l’avantage d’une meilleure tolérance.
En France, c’est le Sulfate cristallisé de Dihydrostreptomycine qui est actuellement le plus usité. C’est le produit que nous avons employé dans nos essais.
Notre souche de B. subtilis était streptomycinorésistante.
CONCLUSION
Dans le tableau suivant, nous donnons comparativement au Phénol les quantités nécessaires des différents Antibiotiques étudiés pour obtenir la bactériostase à l’aide de notre méthode au Colorant vital et en utilisant le B. subtilis comme bactérie-test.
Nous voyons que la Pénicilline et ses dérivés possèdent un pouvoir inhibiteur sur la prolifération du B. subtilis de 150 à 15.000 fois plus grand que celui des autres Antibiotiques envisagés.
Antibiotiques Quantité nécessaire d’antibiotiques ou pour obtenir la bactériostase avec Antiseptique le B. subtilis
Pénicilline le ee (—0,6xy/ce) Titacilline OS OU ecr (10,55 r/cc) Ferricilline L U./cc (— 0,63 y/cc) Auréomycine 0,1 mg/cc
Tyrothricine 10 mg/cc
Chloromycétine 2 mg/cc
Terramycine 0,2 mg/cc
Streptomycine Souche streptomycinorésistante Phénol Solution à 1/60
Tableau No 4
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A notre avis, cette méthode très facilement réalisable et pouvant s’adresser à n’importe quel Antibiotique soluble ou insoluble, conviendrait particulièrement bien pour faire une double étude comparative des différents Germes et des différents Antibiotiques connus actuellement.
Au laboratoire de Microbiologie, Mademoiselle WINLING a entrepris à l’aide de cette méthode une étude sur les Germes acido-résistants qui semble donner d’excellents résultats.
Nous ne passerons pas non plus sous silence les travaux effectués par notre camarade et ami J.-C. PoTIN (34), travaux qui prouvent que la méthode au Colorant vital donne d'excellents résultats.
Por a étudié:
d’une part, l’action directe du mélange Antibiotique plus Réductose, d’autre part, l’action de l’Antibiotique sur milieu à base de Réductose, | sur différents germes, en particulier le B. subtilis.
Ces essais, effectués à l’aide de la méthode d'Oxford et de la méthode au Colorant vital, ont coincidé en tout point. A laide de ces deux procédés, POTIN a également montré qu'après culture sur milieu réductosé, les bactéries repiquées sur milieu ordinaire sans Réductose, ont la même sensibilité vis-à-vis des Antibiotiques que les bactéries n’ayant jamais été cultivé sur Réductose.
Chapitre VIII
MISE EN PRATIQUE DE NOS METHODES POUR LE DOSAGE DES ANTIBIOTIQUES DANS LES POMMADES.
Nous savons combien il est difficile de doser les Antibiotiques dans les Pommades. Il faut en effet les extraire à l’aide d’un solvant approprié, opération très délicate si l’on considère leur grande instabilité. De plus la Vaseline ou tout corps gras utilisé comme excipient sont toujours susceptibles de retenir une partie du principe actif. Ces différentes manipulations occasionnent incontestablement une perte d’Antibiotique, soit par une destruction partielle, soit par extraclion incomplète.
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À la suite de ces constatations nous avons eu l’idée d’émulsionner la Vaseline dans le mélange Tween-Huile d'arachide exactement comme s’il s'agissait de. doser un Antibiotique insoluble dans l’eau. Pour cela il est pratique d'utiliser un tube à essai rodé bouché à l’éméri dans lequel on introduit une petite cupule de verre contenant un poids connu de Pommade à doser. On ajoute le mélange solution de Tween-Huile d'arachide en quantité suffisante pour avoir une dilution connue de la Pommade que l’on émulsionne par agitation vigoureuse durant quelques minutes jusqu’à obtenüon d’un mélange homogène.
On effectue ensuite le dosage comparatif à l’aide d’une émulsion-étalon selon la technique indiquée. Ce dosage ne présente absolument aucune difficulté.
Par ce procédé nous avons dosé les Antibiotiques dans un certain nombre de Pommades que nous trouvons dans le commerce.
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Nous en notons les résultats dans le tableau suivant.
Taux trouvé exprimé en Pénicilline
Taux d’Antibiotique indiqué ou formule éventuelle
Date limite d'utilisation
Pommades étudiées
400 U./g| Avril 1951 400 U./g| Avril 1951 1000 U./g| Décembre 1951 1000 U./g| Décembre 1951 3200 U./g | 15 janvier 1953 3200 U./g| 15 janvier 1953 3500 U./g| 15 janvier 1953 800 U./g | 15 août 1951 880 U./g | 15 août 1951 4600 U./g | 15 août 1951 9800 U./g| 1er janvier 1952 9500 U./g| 1er janvier 1952 9600 U./g| 1er janvier 1952 8000 U./g | 1er septembre 51 2000 U./g| Décembre 1952 2000 U./g| Décembre 1952 960 U./g | 29 juillet 1951 980 U./g | 29 juillet 1951 890 U./g | 10 juillet 1951 900 U./g | 10 juillet 1951 930 UÜ./g | 19 août 1951 960 U./g | 19 août 1951 4960 U./g| 16 mai 1951 4850 U./g| 16 mai 1951 9890 U./g | 20 octobre 1951 9980 U./g| 20 octobre 1951 200 U./g| Août 1951
Pom. Opht. A1 2000 U Pom. Opht. A2 | 2000 U Pommade A3 | 1000 U .Pommade Ad 1000 U Pom. Opht. Bi 5000 U Pom. Opht. B2 | 5000 U Pom. Opbt. B3 | 5000 U Pom. Opht. B4 1000 U Pom. Opht. B5 1000 U Pom. Opht. B6 | 5000 U.
Pom. Opht. B7 |10000 U.
Poni. Opht. B8 |10000 Poin. Opht. B9 |10000 Pom. Opht. B10 | 10000 Ponmmade Ci 2000 Pommade C2 2000 Pom. Opht. D1 1000 Pom. Opht. D2 1000 BOMAOUSRA ED 1000 Pom. O.R. L. D4 | 1000 Ponimade D5 | 1000 Pommade D6 | 1000 U Pommade D7 | 5000 U.
Pommade DS | 5000 U.
Pommade D9 |10000 U.
Pommade D10] 10000 U. 5 Pommade E1 |Pénic. 100000 U.
Tyrothricine 0,075 gr Excipient q.s.p. 100 gr -} Pomimade E2 id.
Pommade E3 | Pénic. 200000 U.
Chl. d'éphédrine 1 gr Excipient q.s.p. 100 gr
id. id.
500 U./g| Mai 1951
Pommade F4 id. id. id.
Pommade F1 |Pénicilline 5 U./g | Décembre 1951 Pénatine 1000 U Ac. pénicillinique Notatine Fact. antidotiques Excipient 20 gr Pommade F2 id.
Tableau No 5
CONCLUSIONS GENERALES
Nous avons étudié le problème du dosage des Antibiotiques en général, afin d’élaborer deux techniques permettant le contrôle des médicaments à base d’Antibiotiques. Ces techniques, ne nécessitant qu’un minimum de réactifs et de matériel, sont facilement applicables dans lofficine du pharmacien.
Grâce aux propriétés émulsionnantes du Tween 80, nous avons pu, à l’aide du mélange — Eau — Tiveen 80 — Huile d'arachide, généraliser l’emploi de nos deux méthodes en mettant en suspension n’importe quel Antibiotique hydrosoluble ou liposoluble, et de même en émulsionnant les Pommades ce qui évite l’extraction préalable longue et pénible du principe actif à doser.
Nous avons apporté ainsi une modeste contribution à l’étude des Antibiotiques, médicaments nouveaux qui ont pris une très grande importance dans la thérapeutique moderne des maladies infectieuses.
Nous espérons que les méthodes élaborées au cours de ce travail rendront service au pharmacien qui doit réaliser le contrôle qualitatif et quantitatif des préparations pharmaceutiques en engageant témérairement sa responsabilité personnelle.
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